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月U 青

根据《中华人民共和国传染病防治法》制定本标准。

本标准为推荐性标准。

本标准的附录A和附录B为规范性附录。

本标准由卫生部消毒标准专业委员会提出。

本标准由中华人民共和国卫生部批准。

本标准负责起草单位:四川大学华西公共卫生学院、中国疾病预防控制中心。

本标准主要起草人:张朝武、李新武、王国庆。
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消毒剂杀灭分枝杆菌实验评价要求

范围

    本标准规定了消毒剂杀灭分枝杆菌实验的试剂与仪器、菌悬液和菌片的制备、定量杀灭试验和评价

方法。

  一本标准适用于评价各种消毒剂对分枝杆菌的消毒效果。

    本标准不适用于评价临床使用的治疗性药物对分枝杆菌杀灭效果。

2 规范性引用文件

    下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅所注日期的版本适用于本
文件。凡是不注日期的引用文件，其最新版本(包括所有的修改单)适用于本文件。

    GB/T 4789. 28 食品卫生微生物学检验  染色法、培养基和试剂

    GB 15981 消毒与灭菌效果的评价方法与标准

    消毒技术规范 中华人民共和国卫生部

3 术语和定义

《消毒技术规范》中确立的有关定义和术语适用于本文件。

4 试剂与仪器

4.1 试验菌株

龟分枝杆菌脓肿亚种CMCC(B)93326(ATCC.19977)。

4.2 培养基

4.2.

4.2.2

4.2.3

分枝杆菌干燥培养基。

改良罗氏培养基(见附录A) .

苏通综合培养基(见附录A).

4.3 其他试剂

4.3.

4.3.2

4.3.3

4.3.4

中和剂  根据消毒剂种类选择并经中和剂鉴定试验(见附录B)合格者。

稀释液 含0.1%胰蛋白陈的生理盐水(见附录A).

标准硬水(见附录A).

有机干扰物(见附录A).

4.4 仪器设备

4.4.1

4.4.2

恒温培养箱。

恒温水浴箱。
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4.4.3

4.4.4

4.4.5

4. 4. r.

计时器。

电动混和器。

刻度吸管(0. 1 mL, 1. 0 mL, 5. 0 mL)或移液器。

生物安全11级实验室(BSL-2) }

5 龟分枝杆菌脓肿亚种菌悬液和菌片的制备

5.1 菌悬液的制备

5.1.1取冻干菌种管，以无菌操作打开，用毛细吸管吸加适量营养肉汤(应符合GB/T 4789. 28要求，

见附录A)于管中，轻柔吹吸数次，使菌种融化分散。取含5. 0 mL-10. 0 mL营养肉汤或苏通综合液体
培养基试管，滴人少许菌种悬液，置37℃培养18 h-24 h。用接种环取第1代培养的菌划线接种于商

品化分枝杆菌专用复合琼脂培养基平皿上，于37℃培养72 h。挑取上述第2代培养物中典型菌落，接

种商品化分枝杆菌专用复合琼脂培养基斜面，于37℃培养72 h，即为第3代培养物。密封后，在4℃保
存，时间不超过6周。

5.1.2 试验时取第3代斜面培养物，在商品化分枝杆菌专用复合琼脂培养基斜面上连续传代，培养方

法与第3代相同。取第5代~第6代的72 h新鲜培养物，用5. 0 mL吸管吸取3. 0 mL-5. 0 mL稀释

液加入斜面试管内，反复吹吸，洗下菌苔。随后，用5. 0 mL吸管将洗液移至一含有6 g-7 g玻璃珠的

无菌圆锥底试管中，用电动混合器混合至少5 min。然后将菌液吸人到另一试管内制成菌悬液。菌悬

液保存在4℃冰箱内备用。当天使用不得过夜。

5.1.3 将制成的菌悬液，进行活菌培养计数，按其结果用稀释液稀释至所需浓度(悬液定量杀灭试验时

回收菌数为1 X 10' CFU/mL-5 X 10' CFU/mL).

5.2 染菌载体(菌片)的制备

5.2. 1 载体

5.2.1.1载体应根据消毒对象选择，常用的有金属、玻璃、滤纸、线、棉布等。根据消毒对象选择适宜材

料载体作为代表。载体可以为方形，大小为10 MMXIO mm}当以金属片为载体时，可用12 mm直径

圆形金属片(厚0. 5 mm)。

5.2.1.2 所用载体(除滤纸片外)于染菌前，应进行脱脂处理。脱脂方法如下:

    a) 将载体放在含洗涤剂的水中煮沸30 min;

    b) 以自来水洗净;

    C) 用蒸馏水煮沸10 min;

    d) 用蒸馏水漂洗至 pH呈中性;

    e) 晾干、熨平备用。

5.2.1.3 布片用白平纹棉布制作。在剪开前，先将脱脂的布块按载体规定的大小，抽去边缘一周的经

纬纱各一根，再按抽纱痕剪开。此法制成的载体大小一致，且无毛边。金属片以不锈钢制作，纸片以新

华滤纸制作。

5.2.1.4 载体经压力蒸汽灭菌后，使用滴染法染菌。

5.2.2 菌片的制备

    取上述5.1.2所获得的龟分枝杆菌脓肿亚种菌悬液，用稀释液稀释至2 X 10' CFU/mL- 1 X 10' CFU/

ML，然后取菌悬液1 mL，加人有机干扰物I mL,混匀，取10 }iL滴染于灭菌载体上，于37℃培养箱或

室温自然干燥即可。活菌培养计数结果回收菌数应满足1 x 101, CFU/片一5 X 106 CFU/片。

    2
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龟分枝杆菌脓肿亚种定妞杀灭试验

试验分组

6.1.1 试验组，即预先设定的消毒剂量组，即选定消毒剂浓度与作用时间。

6.1.2 阳性对照组，以标准硬水代替消毒剂溶液，按照试验组相同的规定和程序进行试验。所得结果

代表试验体系中所含受试菌的初始浓度，并以其计算消毒因子对受试菌的杀灭对数值。
6.1.3 阴性对照组，观察同次试验用相关试剂和培养基有无污染。

试验程序

悬液定量杀灭试验

    适用于可稀释的化学消毒剂对分枝杆菌杀灭效果的评价或鉴定。

6.2.1.1用标准硬水将消毒剂稀释成试验浓度的1.25倍，置20℃士1℃水浴待用。

6.2.1.2 试验组，于无菌大试管中加人0. 5 mL试验用菌悬液，再加入0. 5 mL有机干扰物质，混匀，

20℃士1℃水浴5 min后，用无菌吸管吸取上述稀释的消毒剂溶液4. 0 mL注人其中，迅速混匀并立即

计时。待作用至各预定时间，分别吸取0. 5 tnL试验菌与消毒剂棍合液加于4.5 mL经灭菌的中和剂

中，混匀作用10 min，然后按照6.2.3进行活菌培养计数。

6.2.1.3 阳性对照，用标准硬水代替消毒剂按试验组方法试验，作为阳性对照。

6.2.1.4 根据活菌培养计数结果，按照6.3计算杀灭对数值。

.2 载体定皿杀菌试验

    主要用于原液使用的液体化学消毒剂、a稠的消毒剂和原液直接冲洗用的消毒剂对分枝杆菌消毒

效果的评价。

6.2.2.1 将消毒剂置20℃士1℃水浴待用。

6.2.2.2 试验组，每个消毒剂量，取1片菌片，按每片染菌载体使用5. 0 mL加人消毒剂溶液，在20℃士

I℃条件下，待消毒作用至预定时间，立即用无菌镊子将染菌载体取出，移人含5. 0 mL中和剂的试管

中，电动混合器混合20 s，或将试管在手掌上振打80次。然后按照6.2.3的方法进行活菌培养计数。
6.2.2.

6.2.2.

阳性对照，用灭菌稀释液代替消毒剂按试验组方法试验，作为阳性对照。

根据活菌培养计数结果，按照6.3计算杀灭对数值。

.2.3 龟分枝杆菌脓肿亚种的活菌培养计数

    平皿倾注法:取1. 0 mL分枝杆菌悬液(或菌片洗脱液)的适宜稀释倍数稀释液，加于灭菌平皿中，

倾注经加热融化并冷却到45 IC -50℃的商品化分枝杆菌专用复合琼脂培养基，每皿约25 mL-

30 mL，旋转混匀。待冷却凝固后，放人干净的塑料袋内，37℃培养箱培养7 d，观察并计数菌落数。

杀灭对数值的计算

按式(1)计算杀灭对数值(KL).

                                  KL二IgNo一IgN,

式中:

N,— 阳性对照的菌落数，CFU/mL或CFU/片;

从— 相应试验剂量组的菌落数，CFU/mL或CFU/片。

...·..··················⋯⋯(1)
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7 评价规定

    按产品使用说明书指定的使用浓度(强度)和作用时间，试验重复3次，应符合GB 15981要求。悬
液定量杀灭试验中各次试验的杀灭对数值均)4.00，载体定量杀灭试验中，各次试验的杀灭对数值均

)3. 00，可判定该产品对分枝杆菌污染物消毒合格。
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  附 录 A

(规范性附录)

培  养 基

A.1 改良罗氏培养基

A.1 .1 成分

改良罗氏培养基成分见表A. i.

表 A. 1 改良罗氏培养基成分

成 分 用 量

味精(谷氨酸钠95%以上) 7. 2 g

磷酸二氢钾 2. 4 g

硫酸镁 0. 24 g

柠檬酸镁 0. 6 g

甘油 12 mL

蒸馏水 600 rnL

马铃薯淀粉 30. 0 g

全卵液 1 000 mL

2%孔雀绿 20 mL

A. 1. 2 制法

    各盐类成分溶解后，加马铃薯淀粉，混匀，沸水锅内煮沸30 min-40 min(其间不时摇动，防凝块)，

呈糊状，待冷后，加人经消毒纱布过滤的新鲜全卵液1 000 mL,混匀。加2%孔雀绿20 mL,混匀，分装

试管(18 mm X 180 mm)，每一试管加培养基7 mL，培养基斜面高度为培养基占试管底部的三分之二处
为宜;若制作培养基平皿，则每皿(0=9 cm)加约30 mL-35 mL，置血清凝固器内凝固。

    凝固器内温度至90℃后，放人分装好的培养基试管或平皿，以摆放两层为宜。待凝固器内温度达

85 'C-90 IC，计时，凝固I h-1. 5 h后取出，放冷，无菌试验后放4℃冰箱备用，一个月内使用。

    注:制备的培养基颜色鲜艳，表面光滑湿润，无气泡，有一定韧性和酸碱缓冲能力。

A. 2 标准硬水(硬度342 mg/L)

称取0. 304 g氯化钙(Cacl,)和0. 139 g氯化镁(Mgcl,·6H20)，用1 000 mL蒸馏水溶解后即成。

A. 3 有机千扰物

a) 对未清洗物品的消毒效果评价时:称取30 g牛血清白蛋白，溶于1 000 mL蒸馏水中，待完全
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    溶解后用微孔滤膜(孔径为。.45 tzm)滤过除菌，4℃冰箱保存。
b) 对清洗过物品的消毒效果评价时:称取3 g牛血清白蛋白，溶于1 000 mL蒸馏水中，待完全溶

    解后用微孔滤膜(孔径为0. 45 tim)滤过除菌,4℃冰箱保存。

A. 4 磷酸盐缓冲液(PBS,O. 03 mol/L,pH7.2)

    称取2. 83 g无水磷酸氢二钠(Naz HPO,)和1. 36 g磷酸二氢钾(KH,PO,)，加人到1 000 mL蒸馏
水中，待完全溶解后，调PH至7.2-7.4，于121℃压力蒸汽灭菌20 min.

A.5 0.1%胰蛋白膝生理盐水溶液(TPS)

    称取1. 0 g胰蛋白陈,8. 5 g氯化钠，用950 mL以上蒸馏水溶解，并调节PH值在7.。士0.2，补加

蒸馏水至1 000 mL，分装后，经121℃压力蒸汽灭菌。

A. 6 苏通((Sauton)综合液体培养基

A. 6. 1 成分

苏通综合液体培养基成分见表A. 2.

                          表A. 2 苏通综合液体培养基成分

成 分 用 量

KH,PO, 0.5 g

MgS04·7HO2 0.5 g

柠檬酸铁钱 0. 05 g

柠檬酸 2. 0 g

甘油 60 mL

天冬素 4.0 g

蒸馏水 940 rnL

A. 6.2 制法

上述成分加热溶解后，用氨水调节PH至7.2，过滤、分装，121℃灭菌20 min，冰箱保存备用。

A. 7 营养肉汤培养基

A. 7. 1 成分

蛋白陈 10. 0 g

氯化钠 5. 0 g

牛肉膏

蒸馏水

3. 0 g

1 000 mL

A. 7.2 制法

将各成分榕解于蒸馏水中，调pH至7.2-7.4，分装，于121℃灭菌20 min备用。
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    附 录 B

    (规范性附录)

中和荆鉴定试验方法

B. 1 目的

确定所选中和剂是否适用于拟进行的分枝杆菌杀灭实验。

B.2 实验器材

B. 2. 1 试验分枝杆菌悬液或分枝杆菌菌片。

B. 2.2 刻度吸管(0. 1 mL,I. 0 mL,5. 0 mL)或移液器。

B. 2.3 平皿。

B. 2.4 恒温水浴箱。
B. 2.5 稀释液。

B. 2.6 分枝杆菌干燥培养基。

B. 2.7 电动混匀器。

B.3 试验设计原则

B. 3. 1 试验中所用的消毒剂浓度应以杀菌试验中使用的最高浓度为准。

B. 3.2 所用实验方法应与杀菌试验方法一致，或用悬液或用载体定量试验。

B. 4 实验分组

至少应平行进行以下各组试验:

a) 中和剂+菌悬液(菌片)一培养

    观察中和剂是否抑菌。

b) (消毒剂+中和剂)十菌液或菌片~培养

    观察中和产物和未被完全中和的残留消毒剂对试验分枝杆菌是否有抑菌作用。

C) 稀释液十菌液或菌片一培养

    作为菌悬液(菌片)阳性对照。

d) 稀释液十中和剂~培养

    作为试验材料阴性对照。

B. 5 操作程序

B. 5. 1 中和剂悬液定it鉴定试验程序

    根据试验分组，准备足量的试管和平皿，并依次进行编号。将菌悬液用等量适用浓度的有机干扰物

稀释成2.5 X 10' CFU/mL-1. 5 X 10' CFU/mL，作为试验菌悬液。
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    第一组 取。.4 mL标准硬水于试管中，加人4.5 mL中和剂，混匀，置20℃士I℃的水浴中5 min

后，加人0. 1 mL菌悬液，混匀，作用10 min后，分别取1. 0 mL接种两个平皿，做活菌培养计数。

    第二组 取0. 4 mL消毒剂于试管中，加人4.5 mL中和剂，混匀，置20℃士1℃的水浴中5 min

后，加人0. 1 mL菌悬液，混匀，作用10 min后，分别取1. 0 mL接种两个平皿，做活菌培养计数。

    第三组 取。.4 mL标准硬水于试管，加人4.5 mL稀释液，混匀，置20℃士I℃的水浴中5 min

后，加人0. 1 mL菌悬液，混匀，作用10 min后，分别取1. 0 mL接种两个平皿，做活菌培养计数。

    第四组  取标准硬水、稀释液、中和剂各。.5 mL，接种于同一无菌平皿，倾倒人实验同批次的培养
基15 mL-20 mL，培养观察。

B. 5.2 中和剂载体定里鉴定试验操作程序

    根据试验分组，准备足量的试管和平皿，并依次进行编号。将菌悬液用等量适用浓度的有机干扰物

稀释成5 X 10' CFU/mL- 1   X 104   CFU/mL，然后取10 pL滴染无菌载体，于37℃培养箱或室温自然

干燥。

    第一组 取5. 0 mL中和剂于试管中，置20℃士1℃的水浴中5 min后，用无菌镊子取一片菌片放

人试管中，作用10 min。用电动混合器混合10 s或将试管振打80次，混匀，分别取1. 0 mL接种两个平

皿，做活菌培养计数。

    第二组 取5. 0 mL中和产物(以浸有消毒剂的载体置5. 0 mL中和剂内，作用10 min)于试管中，

置20℃士I℃的水浴中5 min后，用无菌镊子取一片菌片放人试管中，作用10 min。用电动混合器棍

合10 s或将试管振打80次，混匀，分别取1. 0 mL接种两个平皿，做活菌培养计数。

    第三组 取5. 0 mL稀释液于试管中，置20℃士1℃的水浴中5 min后，用无菌镊子取一片菌片放

人试管中，作用10 min。用电动混合器混合10 s或将试管振打80次，混匀，分别取1. 0 mL接种两个平

皿，做活菌培养计数。

    第四组 分别吸取稀释液和中和剂各1. 0 mL，接种于同一无菌平皿，倾倒人实验同批次的培养基

15 mL-20 mL，培养观察。

B. 6 评价规定

B. 6. 1第一、二、三组有相似菌量生长，悬液试验在2. 5 X 10' CFU/mL- L 5   X 104   CFU/mL，载体试

验在2. 5 X 10' CFU/片一1. 5 x 10, CFU/片，且组间菌落数误差率不应超过15 YO。组间菌落数误差率
(%)按式(B. 1)计算:

组间菌落数误差率一(3鲤丝黔橇耀豁黔   98Xf%;tfU X IOOYo ... ( B. I
B. 6.2

B. 6.3

第四组无菌生长。

连续3次取得合格评价的中和剂方可用于正式杀灭试验。
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