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喷雾消毒效果评价方法

1 范围

本标准规定了喷雾消毒效果的评价方法。

本标准适用于使用喷雾方法的消毒剂和消毒器械的消毒效果评价。

2 术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

2.1

啧雾消毒 spray disinfection

通过机械力或其他作用方式，使消毒剂形成水雾状细小水滴或雾化成气溶胶，对物体表面或空气进 

行消毒的方式。

2.2

密闭小空间 confinedmoving small space
一个相对密闭、容积小于或等于20 m3 的小环境。

3 评价原则 

3 . 1 试验分组

喷雾消毒效果评价分实验室试验、模拟现场试验和现场试验。实验室试验为必做项，模拟现场试验

3 . 2 杀灭微生物指标

3 . 2 . 1实验室试验杀灭微生物指标

实验室试验杀灭微生物指标见表1。

表 1 实验室试验杀灭微生物指标

使用范围 指示菌株 杀灭对数值

物体表面消毒

金黄色葡萄球菌（ ATCC 6538) >3.00

大肠杆菌（8099) >3.00

铜绿假单胞菌（A T C C 15442) >3.00

空气消毒 白色葡萄球菌（8032) >3.00

标注对特定微生物有杀灭作用的，应做该微生物的杀灭试验，且杀灭对数值大于或等于3.00。

3 . 2 . 2模拟现场试验杀灭微生物指标

模拟现场试验杀灭微生物指标见表2。
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表 2 模拟现场试验杀灭微生物指标

使用范围 指示菌株 杀灭对数值

物体表面消毒
金黄色葡萄球菌（ ATCC 6538) 

或铜绿假单胞菌（A T C C 15442)
>3.00

应选择实验室试验中抵抗力最强的菌作为模拟现场的指示菌株。

3 . 2 . 3现场试验杀灭微生物指标 

3.2.3.1 物体表面消毒

对物体表面自然菌的杀灭对数值大于或等于1.00,相应的目标微生物不得检出。

3.2.3.2 空气消毒

对空气中自然菌的消亡对数值大于或等于1.00，/?-溶血性链球菌不得检出。

4 试验方法

4 . 1 物体表面啧雾消毒效果的试验方法 

4 . 1 . 1实验室试验

试验方法见附录A 。

4.1.2 模拟现场试验 

试验方法见附录B。

4.1 .3 现场 试验

试验方法见附录C。

4 . 2 密闭小空间空气消毒效果的试验方法

4.2.1 实验室试验

实验室试验在1 m3 空气舱进行；消毒设备过大，无法在1 m3 空气舱进行试验时，可 用 20 m3 空气 

舱进行实验室试验。试验方法参见附录D。

4.2.2 现场试验

试验方法参见附录D。

4 . 3 密闭空间空气消毒效果的试验方法

4.3.1 实验室试验

实验室试验在20 m3 空气舱进行，试验方法参见附录D。

4 . 3 . 2现场试验（多个点）

试验方法参见附录D。
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附 录  A 
(规范性附录）

物体表面啧雾消毒效果实验室试验方法

A. 1 目的

用于鉴定喷雾消毒对实验室指标菌的杀灭作用，以验证该喷雾消毒在实验室内的消毒效果。

A. 2 试剂或材料

A. 2 . 1试验菌株

金黄色葡萄球菌 （ ATCC 6538)、铜绿假单胞菌 （ ATCC 15442)、大肠杆菌（8099)，在上述规定的菌 

株基础上，标注对特定微生物有杀灭作用的，应选该微生物进行杀灭试验。

A. 2 . 2试验试剂

A.2.2.1 磷酸盐缓冲液（PBS，0.03mol/L ，p H 7.2)(稀释液）。

A.2.2.2牛血清白蛋白（BSA)。

A.2.2.3标准硬水（硬度 342 mg/L)。

A.2.2.4中和剂溶液（经 A .5中和剂鉴定试验鉴定合格）。

A.2.2.5胰蛋白胨大豆琼脂培养基（TSA)。

A.2.2.6胰蛋白胨生理盐水(TPS)。

A. 3 设备与耗材

A. 3 . 1 电动混勻器。

A. 3 . 2恒温培养箱。

A. 3 . 3恒温水浴箱。

A. 3 . 4刻度吸管。

A. 3 . 5浊度计。

A.3.6 培养皿。

A.3.7 试管。

A. 3 . 8移液器及配套的塑料吸头。

A. 4 菌片（染菌载体）的制备程序

A. 4 . 1菌片一般用金属载体，也可根据消毒对象选择相应载体，常用的材料有金属、玻璃、定性滤纸、棉 

布、聚四氟乙婦等。金属载体一般用直径12 mm、厚 0.5 m m 的圆形金属片，其他材质载体一般为方形， 

大小 1 0 m m X 1 0 m m,特定用途的消毒产品可使用其他材质、形状的载体。

A. 4 . 2所用载体（除定性滤纸片外）于染菌前，应严格按照如下步骤进行脱脂处理：将载体放在含洗涤 

剂的水中煮沸30 mm;以自来水洗净；用蒸馏水煮沸10 mm;再用蒸馏水漂洗至p H 呈中性；晾干、熨不

备用。
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A. 4 . 3布片用40织纱的白不纹棉布制作。将脱脂后的布块按载体规定的大小抽去边缘一周的经纬纱 

各一根，按抽纱痕剪切。金属片以不锈钢制作，纸片以定性滤纸制作。

A.4.4 载体经压力蒸汽灭菌后，使用滴染法染菌。

A.4.5 染菌用菌悬液：取第 3 代 〜 第 6 代的营养琼脂培养基培养1 8 h〜 2 4 h 的新鲜斜面培养物，用 

5.0mL吸管吸取3.0mL〜 5.0m L 稀释液（一般用 TPS)加人斜面试管内，反复吹吸，洗下菌苔。随后， 

用 5.0m L吸管将洗下的菌液移至另一无菌试管中，用电动混匀器混合20 s，或在手掌上振打8 0次，以 

使细菌悬浮均匀，该菌悬液的含菌量约为109 CFU/m L，可使用浊度计调整菌液浓度。然后加人等量 

30.0g/L 或 3.0g/L 的牛血清白蛋白，使菌液的浓度约为5X 108 CFU/m L。

A.4.6 滴染法染菌时，将经灭菌的载体片不铺于无菌不皿内，用移液器逐片滴加菌液10.0 y L，必要时 

用接种环涂匀整个载体表面。置 36°C ±1°C恒温培养箱或室温干燥备用。

A. 4 . 7每个菌片（载体）的回收菌数应为1X 106 CFU/片 〜 5X 106 CFU/片。

A .5 中和剂鉴定试验

A. 5 . 1 中和剂载体定量鉴定试验操作程序

根据试验分组，准备足量试管和不皿，依次编号。各组分别用适宜大小容量的无菌定量吸管按以下 

程序吸取或添加试剂和试验样本。将适宜浓度的菌悬液用等量适合浓度的有机干扰物稀释作为试验菌 

悬液，载体试验用菌量应保证其回收菌量在2.5X 102 CFU/片 〜 1.5X 103 CFU/片之间。

鉴定试验包括4 组 ：

a)  第 1 组 ：吸取中和剂5.0m L于无菌试管中，将其置2 0 C ± 1C 水浴中 5 m m 后，用无菌镊子 

夹 人 1 菌片，并使浸透于中和剂内，作 用 10 m m 后，用电动混匀器混合20 s ,或将试管振打 

8 0次，混匀，分别吸取1.0m L 接种于两个不皿中，置 36 C ± 1C 恒温培养箱中培养4 8 h，做 

活菌培养计数。

b)  第 2 组 ：吸取中和产物溶液（按每片浸有消毒剂的载体加人含5.0m L 中和剂的量制备中和产 

物）5.0m L于无菌试管内，将其置2 0 C ± 1C 水浴中5 m m 后，用无菌镊子夹人1 菌片，并使 

浸透于中和产物溶液中，作用 10 m m 后，用电动混匀器混合20 s ,或将试管振打8 0次，混匀。 

分别吸取1.0m L 接种于两个不皿中，置 36 C ±1 C 恒温培养箱中培养4 8 h ,做活菌培养 

计数。

c)  第 3 组 ：吸取稀释液5.0m L于无菌试管内，将其置2 0 C ± 1C 水浴中5 m m 后，用无菌镊子 

夹 人 1 菌片，并使浸透于稀释液中，作 用 10 m m 后 ，用电动混匀器混合20 s ,或将试管振打 

8 0次，混 匀 ，分别吸取1.0m L 接种于两个不皿中，置 3 6 C ± 1C 恒温培养箱中培养4 8 h，做 

活菌培养计数。

d)  第 4 组 ：分别吸取稀释液与中和剂各1.0m L 于无菌不皿内，倒人上述试验同批次的培养基 

1 5 mL〜 2 0 m L,置 3 6 C ± 1C 恒温培养箱中培养4 8 h ,观察最终结果。

A. 5 . 2评价规定

试验结果符合以下全部条件，所测中和剂可判为合格：

a) 第 1 组、第 2 组 和 第 3 组有相似量试验菌生长，载体回收菌量在2.5X 102 CFU/片 〜 1.5X 
103 CFU/片之间。其组间菌落数误差率应不超过1 5 % 。第 1 组、第 2 组和第3 组间菌落数误 

差率计算见式（A .1):

犘2 =  ̂  1 1 x  100% ..................... ( A . )
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式中：

P ,—— 组间菌落数误差率，％ ;

X —— 三组间菌落不均数；

X ,—— 各组菌落不均数，单位为菌落形成单位每片（CFU/片）。

b)  第 4 组无菌生长。否则，说明试剂有污染，应更换无污染的试剂重新进行试验。

c)  试验重复3 次，每次试验均应符合a)、b)的要求。

A. 6 载体啧雾定量杀菌试验

A. 6 . 1根据所试菌种和消毒剂对该菌的杀灭能力，选 定 1 个消毒剂浓度（即产品使用说明书中指定的 

最低浓度）和 3 个作用时间（说明书指定最短作用时间的0.5倍 ，指定最短作用时间，指定最短作用时间 

的 1.5倍）。

A. 6 . 2选定消毒剂的浓度与作用时间。每种菌所染菌片应分开进行试验。试验时，每种载体菌片各取 

3 片，以等边三角形或三角形阵列，均匀排布于一未沾有任何消毒剂的清洁无菌玻璃板上（如无菌不皿 

内）。

A. 6 . 3每批试验以同一浓度消毒剂溶液对A .6.2中排列的菌片进行均匀喷雾。每次喷雾的距离和压 

力保持一致，以尽量使喷到菌片上的雾粒大小和数量一致。喷雾量以不使菌片湿透、流液为度。

A. 6 . 4待试验菌与消毒剂相互作用至各规定时间，取每种载体菌片1 片，各放人一含5.0m L 中和剂的 

无菌试管中。将试管用电动混合器混合20 s，或在手掌上振80次 ，使菌片上细菌被洗脱进人中和剂中。 

A. 6 . 5 吸取 1.0m L上述洗液，按活菌培养计数方法测定存活菌数，每管接种两个不皿。

A. 6 . 6每批试验均应换一块未沾有任何消毒剂的清洁无菌玻璃板。喷雾器换装新浓度消毒剂前，应将 

原残留消毒剂洗净，再换装新浓度消毒剂。

A. 6 . 7用硬水代替消毒液，取两片菌片按同样的喷雾方法进行处理，作为阳性对照组。如为压力罐装 

自动喷雾式气雾消毒剂，可直接用染菌载体做活菌计数，作为处理前阳性对照组。

A. 6 . 8所有试验样本均在36°C ±1°C恒温培养箱中培养，对细菌繁殖体培养4 8 h 观察最终结果。 

A. 6 . 9试验重复3 次 ，计算各组的活菌数（CFU/片），并换算为对数值（JV)，按式（A .2)计算杀灭对 

数值：

KL = 犖。一犖狓 ..................... （A .2 )

式中：

K L —— 杀灭对数值；

犖。—— 对照组不均活菌浓度的对数值；

N 狓—— 试验组活菌浓度对数值。

计算杀灭对数值时，取小数点后两位值，可以进行数字修约。但是，如果消毒试验组不均生长菌落 

数小于1 h，本标准规定此时的杀灭对数值，即大于或等于对照组不均活菌浓度的对数值（KL> N 。）。 

A.6.1 0 评价规定:试验各次的杀灭对数值均大于或等于3.00,可判定消毒合格。在产品指定浓度与最 

短作用时间的0.5倍时，可允许对不同细菌或在部分重复次数中，出现不合格结果。

在杀菌试验中，每次均应设置阳性对照；试验中所使用的中和剂、稀释液和培养基等，各批次均应进 

行无菌检查，发现有菌生长，则全部试验应换用未污染试剂或培养基重做。
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附 录 犅  

(规范性附录）

物体表面啧雾消毒效果模拟现场试验方法

B. 1 目的

用于鉴定喷雾消毒对人工污染于物体表面的细菌的杀灭作用，以验证该喷雾消毒对物体表面的消 

毒效果。

B. 2 试剂或材料

B.2.1 试验菌株

金黄色葡萄球菌 (ATCC 6538)或铜绿假单胞菌 （ ATCC 15442)，有特定目标微生物的选择实验室 

试验中抵抗力最强的菌作为指示菌株。

B. 2 . 2试验试剂

B.2.2.1 磷酸盐缓冲液（PBS，0.03mol/L ，p H 7.2)(稀释液）。

B.2.2.2标准硬水（硬度 342 mg/L)。

B.2.2.3中和剂溶液（经 A .5中和剂鉴定试验鉴定合格）。

B.2.2.4胰蛋白胨大豆琼脂培养基（TSA)。

B.2.2.5胰蛋白胨生理盐水（TPS)。

B. 3 设备与耗材

B. 3 . 1 电动混勻器。

B. 3 . 2恒温培养箱。

B. 3 . 3刻度吸管。

B. 3 . 4浊度计。

B. 3 . 5移液器及配套的塑料吸头。

B.3.6 试管。

B.3.7 平皿。

B. 3 . 8规格板（用不诱钢材料制备，中央留一 5.00 cm /5.00 c m 的空格作为采样部位）。

B. 3 . 9无菌棉拭。

B. 4 试验步骤

B.4.1 —般以木制桌面为代表进行人工染菌，也可以特定的实物为染菌对象。

B. 4 . 2菌悬液的制备按A .4.5进行。染菌时，选物品较平的部位，于规格板中央空格，用无菌棉拭沾取 

菌悬液均匀涂抹。待自然干燥后进行试验。每次试验设两个区块作为阳性对照区，1 0个区块为试 

验区。
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B.4.3 将无菌棉拭在含 lO .O m L稀释液试管中浸湿，于管壁上挤干，对阳性对照区涂抹采样，每区块横 

竖往返各8 次。以无菌操作方式将棉拭采样端剪人原稀释液试管内，电动混匀器混合20 s，或者在手掌 

上振敲200次 ，用稀释液做适当稀释后，作为阳性对照组样本。

B. 4 . 4按说明书中的方法和最低使用剂量对试验区物体表面进行喷雾消毒。将无菌棉拭在含 lO.OmL 

中和剂溶液试管中浸湿，于管壁上挤干，消毒作用至设定时间时，分别对试验区进行涂抹采样，每区块横 

竖往返各8 次。采样后，以无菌操作方式将棉拭采样端剪人原中和剂溶液试管内，电动混匀器混合 

20 s ,或者在手掌上振敲200次 ，作为试验组样本。

B.4.5 将阳性对照组和试验组样本做适当稀释，选取适宜稀释度，分别取 l .O m L ,以倾注法接种不皿， 

每个样本接种两个不皿，置 36°C ± l °C恒温培养箱中培养4 8 h ,观察最终结果。

B. 4 . 6将每次试验未用完的同批次中和剂溶液、稀释液、棉拭、培养基等设为阴性对照。

B. 4 . 7试验重复3 次。计算各组的活菌浓度(CFU/mL)，并换算为对数值(N )，然后按式(A .2)计算杀 

灭对数值。

B. 5 评价规定

阴性对照组无菌生长，阳性对照组检测菌量为2.5X lO 7 CFU/样 本 〜 l .25X lO 8 CFU/样本，3 0个样 

本的杀灭对数值大于或等于3.00,判定为消毒合格。

B. 6 注意事项

B. 6 . 1 阳性对照组和试验组应在相邻的区域，但不得在同一区内进行试验。

B. 6 . 2 棉拭涂抹采样较难标准化，宜使棉拭的大小，用力的均匀，吸取采样液的量，洗菌时敲打的轻重

等先后一致。

现场样本应及时检测。室温存放不得超过2 h ，4C 冰箱存放不得超过4 h。

7
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附 录 C 
(规范性附录）

物体表面啧雾消毒效果现场试验方法

C. 1 目的

用于鉴定喷雾消毒对一般物体表面自然菌的消毒效果，以验证该喷雾消毒对物体表面的消毒效果。 

C. 2 试剂或材料

C.2.1 磷酸盐缓冲液（PBS，0.03mol/L ，p H 7.2)(稀释液）。

C. 2 . 2标准硬水（硬 度 342 mg/L)。

C. 2 . 3 中和剂溶液（经 A .5中和剂鉴定试验鉴定合格）。

C. 2 . 4胰蛋白胨大豆琼脂培养基（TSA)。

C. 2 . 5胰蛋白胨生理盐水（TPS)。

C. 3 设备与耗材

C. 3 . 1 电动混勻器。

C. 3 . 2恒温培养箱。

C. 3 . 3刻度吸管。

C.3.4 移液器及配套的塑料吸头。

C. 3 . 5试管。

C.3.6 平皿。

C. 3 . 7规格板（用不锈钢材料制备，中央留一 5.00c m X 5.00c m 的空格作为采样部位）。

C. 3 . 8无菌棉拭。

C. 4 试验步骤

C. 4 . 1在使用现场，按说明书介绍的使用浓度、作用时间和消毒方法消毒物体表面，检测样本数应大于

或等于3 0份。

C. 4 . 2在物体表面（桌面、台面、门等）用规格板标定两块相邻的面积各为25 cm2 的区块，一块为阳性 

对照区，供消毒前采样，另一块为试验区，供消毒后采样。

C.4.3 将无菌棉拭在含10.0m L 稀释液试管中浸湿，于管壁上挤干，对对照区块涂抹采样，横竖往返各

8 次。采样后，以无菌操作方式将棉拭采样端剪人原稀释液试管内，电动混匀器混合20 s 或者在手掌振 

敲 200次 ，做适当稀释后，作为阳性对照组样本。

C.4.4 按说明书中的方法和剂量对试验区物体表面进行消毒。将无菌棉拭在含10.0m L 中和剂溶液 

试管中浸湿，于管壁上挤干，消毒作用至设定时间，对消毒区块涂抹采样，横竖往返各8 次。采样后，以 

无菌操作方式将棉拭采样端剪人原中和剂溶液试管内，电动混匀器混合20 s 或者在手掌振敲200次 ， 

作为试验组样本。

C.4.5 将阳性对照组和试验组样本，分别取1.0m L,以琼脂倾注法接种不皿，每个样本接种两个不皿，
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置 36°C ±1°C恒温培养箱中培养4 8 h,每日观察并记录最终结果。

C. 4 . 6将本次试验未用完的同批次中和剂溶液、稀释液、棉拭、培养基等分别设阴性对照。

C. 4 . 7按式（A .2)计算每次试验的杀灭对数值和不均杀灭对数值。

C. 5 评价规定

阴性对照组应无菌生长，阳性对照组应有较多细菌生长，消毒样本的不均杀灭对数值大于或等于 

1.00,判定为消毒合格。

C. 6 注意事项

C. 6 . 1在现场试验中，自然菌的种类复杂，不板上常出现大面积霉菌生长，导致无法计数菌落。在两个 

不行的不板中如有一个不板可数清菌落数时，即按该不板菌落数计算结果。如两不板均有大面积霉菌 

生长，应重新进行试验。

C. 6 . 2 阳性对照区和试验区应在相邻的区域，但不得在同一区内进行试验。

C. 6 . 3 棉拭涂抹采样较难标准化，宜使棉拭的大小，用力的均匀，吸取采样液的量，洗菌时敲打的轻重

等先后一致。

C. 6 . 4现场样本应及时检测。室温存放不得超过2 h， C 冰箱存放不得超过4 h。
C.6.5 若消毒对象为特定目标微生物，则现场试验时应对该特定目标微生物进行检测，检测方法参考 

相关标准规范；结果评定时，对自然菌的不均杀灭对数值大于或等于1.00,且该特定目标微生物不检出， 

则判定为消毒合格。

9
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附 录 犇

(资料性附录）

空气啧雾消毒效果试验方法

D.1 目的

用于验证消毒剂或消毒器械使用喷雾消毒后对空气中细菌的消毒效果。

D.2 试剂或材料

D.2.1 试验菌株

白色葡萄球菌（8032)。

D.2.2 试验试剂

D.2.2.1采样液[非化学因子杀菌试验时，用含抗泡沫剂（辛醇或者橄榄油）的营养肉汤培养基；消毒剂 

杀菌试验时，用含相应中和剂的营养肉汤培养基]。

D.2.2.2 磷酸盐缓冲液（PBS，0.03mol/L ，p H 7.2)(稀释液）。

D.2.2.3中和剂溶液（经 D.4中和剂鉴定试验鉴定合格）。

D.2.2 . 4 胰蛋白胨大豆琼脂培养基（TSA)(消毒剂杀菌试验时，应在其中加人相应的中和剂）。

D.2.2 . 5 血琼脂平板（含相应中和剂）等。

D.3 设备仪器

D. 3 . 1相邻的一对空气舱，一个用于消毒试验，一个用于试验对照。一对空气舱所处环境（包括温度、 

湿度、光照、密闭性和通风条件等）应一致。舱宜以不锈钢或者铝合金和玻璃构建。应安装温度和湿度 

调节装置以及通风机过滤除菌或者其他消毒装置和相应管道，此外，还应开启喷雾染菌、给消毒剂、采

样、袖套操作和样本传递等窗口。

D. 3 . 2 喷雾染菌装置，包括：空气压缩机、压力表、气体流量计、气溶胶喷雾器等。喷出细菌气溶胶微粒 

的直径应9 0 % 以上在1.0 ym〜 10.0 y m 之间。

D.3.3 空气微生物采样装置，包括：六级筛孔空气撞击式采样器、液体撞击式采样器、抽气设备、气体流

量计等。

D.3.4 环境监测器材，如温度计、湿度计等。

D.3.5 电动混匀器、恒温培养箱、刻度吸管、浊度计、移液器及配套的塑料吸头。

D.4 中和剂鉴定试验

D. 4 . 1液体冲击式采样法 

D.4.1.1配制菌悬液

取白色葡萄球菌的营养琼脂培养基斜面新鲜培养物（1 8 h〜 2 4 h) ,用 5.0m L 吸管吸取3.0mL〜  

5.0 mL营养肉汤加人斜面试管内，反复吹吸，洗下菌苔，用无菌脱脂棉过滤后，用营养肉汤稀释成浓度

10
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为 5X 103 CFU/mL〜 3X 104 CFU/m L 的试验用菌悬液。

D.4.1.2试验分组

分为 4 组 ：

a)  第 1 组：按说明书要求的消毒剂用量，在 1 m3 空气舱中喷无菌水，作用至消毒时间，立即用含 

1 0 m L 中和剂的液体冲击式采样器采样（采样体积与预设消毒效果鉴定试验采样体积相同）， 

作 用 10 mm。取 0.1m L试验用菌悬液加人上述中和剂中，做活菌培养计数。观察中和剂对 

试验菌生长有无抑制作用。

b)  第 2 组：按说明书要求的消毒剂用量，在 1 m3 空气舱中喷消毒剂，作用至消毒时间，立即用含 

1 0 m L 中和剂的液体冲击式采样器采样（采样体积与预设消毒效果鉴定试验采样体积相同）， 

作 用 10 mm。取 0.1m L试验用菌悬液加人上述中和产物溶液中，做活菌培养计数。观察中 

和产物对试验菌生长有无抑制作用。

c)  第 3 组：按说明书要求的消毒剂用量，在 1 m3 空气舱中喷无菌水，作用至消毒时间，立即用含 

1 0 m L稀释液的液体冲击式采样器采样（采样体积与预设消毒效果鉴定试验采样体积相同）， 

作 用 10 mm。取 0.1m L试验用菌悬液加人上述稀释液中，做活菌培养计数，作为菌数对照。

d)  第 4 组：分别吸取稀释液、中和剂各1.0m L,做活菌培养计数，作为阴性对照组。

D. 4 . 2六级筛孔空气撞击式采样法

D.4.2.1配制菌悬液

菌悬液配制方法同D.4.1.1,用营养肉汤稀释成浓度为5X 102 CFU/mL〜 3 X 103 CFU/m L 的试验

用菌悬液。

D.4.2.2试验分组

分为 4 组 ：

a)  第 1 组 ：分别吸取试验用菌悬液0.1m L,均匀涂抹于两块含中和剂的营养琼脂不板，做活菌培 

养计数。观察中和剂对试验菌生长有无抑制作用。

b)  第 2 组 ：按说明书要求的消毒剂用量，在 20 m3 空气舱中进行喷雾，作用至消毒时间，立即用含 

中和剂营养琼脂不板的六级筛孔空气撞击式采样器采样（采样体积与预设消毒效果鉴定试验 

采样体积相同），作用 10 mm。分别吸取0.1m L试验用菌悬液，涂抹于上述采样器中的6 块 

不板上，做活菌培养计数。观察中和产物对试验菌生长有无抑制作用。

c)  第 3 组 ：分别吸取试验用菌悬液0.1m L，均匀涂抹于两块普通营养琼脂不板表面，做活菌培养 

计数，作为菌数对照。

d)  第 4 组 ：分别吸取稀释液0.1m L,均匀涂抹于两块含中和剂的营养琼脂不板上，做活菌培养计 

数 ，作为阴性对照组。

D. 4 . 3评价规定

试验结果符合以下全部条件，中和剂可判为合格：

a) 第 1 组 〜 第 3 组菌 量 在 5 0 CFU/不 板 〜 300 CFU/不板之间，三组间菌落数误差率不超过 

1 5 % 。三组间菌落数误差率计算见式（D.1):

(三组间菌落不均数一各组菌落不均数）的绝对值之和
组间菌落数误差率 

b)
组菌落数不均数之和 X 1 0 0 %

第 4 组无菌生长。否则，说明试剂有污染，应更换无污染的试剂重新进行试验。

•( D.1 )
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c) 连 续 3 次试验取得合格评价。

犇 5 试 验 阶 段

D. 5 . 1 实验室试验

D.5.1.1取试验菌菌悬液，用无菌脱脂棉过滤后，再用营养肉汤培养基稀释成所需浓度。

D.5.1.2 同时调节两个空气舱的温度、相对湿度至试验要求的温度（20 °C 〜 25 °C ) 和相对湿度

(5 0 % 〜 7 0 % )。

D.5.1.3 将使用的器材一次放人空气舱内，将门关闭。此后，一切操作和仪器设备的操纵均在舱外通 

过带有密封袖套的窗口或者摇控器进行。直至试验结束，方可将门打开。

D.5.1.4 按预备试验确定的压力、气体流量及喷雾时间喷雾染菌。边喷雾染菌，边用风扇搅拌。喷雾 

染菌完毕，继续搅拌5 mm，而后静置5 mm，同时对对照组和试验组空气舱分别进行消毒前采样，作为 

对照组试验开始前和试验组消毒处理前的阳性对照（即污染菌量）。空气舱内空气细菌浓度应达 

5 乂 104 CFU/m3〜 5 乂 106 CFU/m3 (按消毒处理前阳性对照样本检测结果计）。

D.5.1.5 在 20 m3 空气舱实验室试验时，用六级筛孔空气撞击式采样器采样，采样时，将六级筛孔空气 

撞击式采样器放在舱中央离地 l m 高处（采样方法按采样器使用说明书进行）。在 l m 3 空气舱实验室 

试验时，空气舱内用采样量较小的液体撞击式采样器采样，采样器置柜内中央处。

D. 5. 1.6 按产品说明书规定的用量，在试验空气舱内进行消毒。对照组空气舱同时作相应（不含消毒 

剂）处理。

D.5.1.7 作用至规定时间，对试验组和对照空气舱按前述要求同时采样。待作用至第二个预定消毒时 

间，再次采样。如此按作用时间继续分段采样，直至规定的最终作用时间为止。

D.5.1.8 用液体撞击式采样器采集的样本，进行活菌培养计数，在 3 6 C ±l C 恒温培养箱内培养4 8 h , 

观察最后结果。

D.5.1.9用六级筛孔空气撞击式采样器采样时，采样不板直接放人36C ±l C 恒温培养箱中培养4 8 h , 

观察最后结果，计数生长菌落。

D.5.1.1 0 全程试验完毕，对表面和空气中残留的细菌做最终消毒后，打开通风机过滤除菌排风，排除 

舱内滞留的污染空气，为下一次试验作好准备。

D.5.1.1 1 在完成试验组与阳性对照组采样和样本接种后，应将未用的同批培养基、采样液和 P B S等 

(各取 l 份 〜 2 份），与上述两组样本同时进行培养或者接种后培养，作为阴性对照。若阴性对照组有菌 

生长，说明所用培养基或者试剂有污染，试验无效，更换无菌器材重新试验。

D.5.1.12 试验重复3 次。

评价规定:分别计算每次试验的杀灭对数值，杀灭对数值均大于或等于3.00时判定为消毒合格。 

杀灭对数值为 lg(K J ，杀灭率的计算见式（D.2)、式（D.3):

犖狋̂犞 ° T 犞狋x  100%
犞0

犓 —犞。，(1一犖狋)一犞/

犓狋―犞/ d —N 狋） x  100

( D.2 ) 

( D.3 )

式中：

N 狋—— 不同时间空气中细菌的自然消亡率；

犞0—— 对照组试验开始前的空气含菌量；

犞 —— 试验过程中不同时间的空气含菌量；

犓狋—— 消毒处理对空气中细菌的杀灭率；

W —— 试验组消毒处理前的空气含菌量；

犞 —— 消毒过程中不同时间的空气含菌量。

消毒前后空气中的含菌量按式(D.4)、式(D.5)计算:
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液体撞击式空气采样法空气含菌量
不板上不均菌数X 稀释倍数X 采样液量 

采样流量X 采样时间
X 1000 •••( D.4 )

六级筛孔式空气撞击式采样法空气含菌量=
六级采样不板上总菌数 

~ 28.3 X 采 样 时 间 ~
X 1000 ( D.5 )

D. 5 . 2现场消毒效果鉴定试验

D.5.2.1按说明书选择相应大小的房间，在室内无人情况下进行试验。用六级筛孔空气撞击式采样器 

采样空气中自然菌，作为消毒前样本（阳性对照）。根据产品说明书进行消毒处理后，再做一次采样，作

为消毒后的试验样本；同时将血琼脂平板放人六级筛孔空气撞击式采样器进行采样，检测是否有/?-溶 

血性链球菌。

D.5.2.2采样时，采样器置室内中央离地1.0 m 高处。房间大于10 m2者 ，每增加10 m2 增 设 1 点 ，最

多设 5 点。

D.5.2.3 因现场试验环境条件变化较多，难以统一，无法测定准确的自然沉降率，故只按所得消亡率 

(自然衰亡和消毒处理中杀菌的综合效果）做出验证结论。消亡率的对数值即为消亡对数值，按式（D.6) 

计算消亡率：

消亡率
消毒前样本不均菌数一消毒后样本不均菌数 X 100; •( D.6 )

消毒前样本不均菌数

D.5.2.4试验采样完成后，将未用的同批培养基，与上述试验样本同时进行培养或者接种后培养，作为 

阴性对照。阴性对照组若有菌生长，说明所用培养基有污染，试验无效，更换后重新试验。

D.5.2.5试验重复3 次。

D.5.2.6 /?-溶血性链球菌的培养和结果观察：采样后的血琼脂不板在35°C 〜 37°C 下培养2 4 h〜 4 8 h ; 

培养后，在血琼脂不板上形成呈灰白色、表面突起、直径0.5 mm〜 0.7 m m 的细小菌落，菌落透明或半透 

明，表面光滑有乳光；镜检为革兰阳性无芽孢球菌，圆形或卵圆形，呈链状排列，长度在4 个 〜 8 个细胞 

至几十个细胞之间；菌落周围有明显的2 mm〜 4 m m 界限分明、完全透明的无色溶血环；符合上述特征 

的菌落为/?-溶血性链球菌。

D.5.2.7评价规定：除有特殊要求者外，对无人室内进行的空气消毒，每次的自然菌消亡对数值均大于 

或等于1.00，/?-溶血性链球菌为阴性，则判定为合格。

D. 6 注意事项

D. 6 . 1每次实验室试验均应同时设置试验组与对照组。两组条件尽量保持一致。消毒前、后及不同次 

数间的环境条件应保持一致。

D. 6 . 2用中和剂鉴定方法筛选出的中和剂，用于现场采样时，还需进一步验证，必要时可对中和剂的浓 

度进行适当的调整。

D.6.3 注意记录试验过程中的温度和相对湿度，以便分析对比。

D. 6 . 4所采样本应尽快进行微生物检验，以免影响结果的准确性。

D. 6 . 5每次试验完毕，空气舱应充分通风。必要时消毒冲洗间隔4 h 后，方可做第二次试验。

D. 6 . 6试验时，空气舱应保持密闭，设有空气过滤装置，以防染菌空气外逸，污染环境。

D. 6 . 7试验时，空气舱或者现场房间应防止日光直射，以免造成杀菌作用不稳定。

D. 6 . 8雾柜排风过滤装置中的滤材应定期更换，换下的滤材应当经灭菌后再作其他处理。

D. 6.9 在空气舱或者密闭房间内进行消毒剂喷雾消毒时，用悬挂染菌样片法观察的消毒效果，不能代 

表对空气的消毒效果。

13


