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 二、残留消毒剂的去除方法

 三、培养基

 四、染菌载体

 五、现场实验的评价

 六、无菌操作、生物安全要求



 金黄色葡萄球菌(ATCC 6538)               细菌繁殖体中化脓性球菌的代表

 大肠杆菌(8099 )                                 细菌繁殖体中肠道菌的代表

 铜绿假单胞菌(ATCC 15442)           医院感染中最常分离的细菌繁殖体的代表

 白色葡萄球菌( 8032 ） 空气中细菌的代表

 白色念珠菌(ATCC 10231 )、黑曲霉菌(ATCC 16404) 致病性真菌的代表

 龟分枝杆菌脓肿亚种(ATCC 93326 ) 人结核分枝杆菌的代表

 枯草杆菌黑色变种芽孢(ATCC 9372)                细菌芽孢的代表

 脊髓灰质炎病毒-Ⅰ型疫苗株 病毒的代表



朊病毒

细菌芽孢（炭疽杆菌芽孢、枯草杆菌芽孢等）

分枝杆菌（结核分枝杆菌、龟分枝杆菌等）

亲水病毒（没有脂质包膜的病毒，脊髓灰质炎病毒等）

真菌

细菌繁殖体

亲脂病毒（有脂质包膜的病毒，乙型肝炎病毒等）

微生物抵抗
力由高到低
的顺序



 二、残留消毒剂的去除方法



残留消毒剂的去除方法

1、化学中和法（中和剂法）

2、过滤冲洗法



目 的

原则要求

消毒剂的消毒效果试验时，在达到规定的

消毒时间时，应立即终止消毒作用

可去除残留消毒剂对微生物的杀灭和抑制

作用

应有效去除残留的消毒剂或消毒剂的影响

对试验微生物无害，不减少其回收菌量

不破坏培养基的营养成份，不影响其透明度



过滤冲洗法
多用于难以找到适宜中和剂的消毒效果试验。

其操作要点如下：

 a）微孔滤膜、滤器灭菌后备用；

 b）初次过滤后，应使用对微生物无害的稀释液进
行冲洗，以洗净消毒剂为准；

 c）冲洗、滤净后，以无菌操作法取出微孔滤膜，
进行随后的培养检测。



第 1 组：中和剂组：中和剂 + 菌悬液 （或菌片）

第 2 组：中产组：（消毒剂 + 中和剂）+ 菌悬液（或菌片）

第 3 组：阳性对照：稀释液 + 菌悬液 （或菌片）

第 4 组：阴性对照：稀释液 + 中和剂 + 培养基



菌悬液与等量的有机干扰物混合后的浓度

 悬液试验菌量： 2.5×103 CFU/mL～1.5×104 CFU/mL

 载体试验菌量： 2.5×102 CFU/片～1.5×103 CFU/片



评价规定

 1、第 1、2和 3 组有相似量试验菌生长，

悬液试验作用体系中菌量在 50 CFU/mL～300 CFU/mL 之间

载体试验菌量在 50 CFU/片～300 CFU/片 之间

其组间菌落数误差率应不超过 15%

 2、第4组无菌生长，否则应更换试剂，重新试验

 3、试验重复 3 次，每次试验均应符合以上条件



三、培养基



 胰蛋白胨大豆琼脂培养基(TSA)——菌落计数

 胰蛋白胨大豆肉汤培养基(TSB)——载体滴染法染菌

普通营养琼脂、营养肉汤培养基——菌悬液制备

 无菌检验用培养基：需氧-厌氧菌培养基

无菌试验用真菌培养基



 真菌培养基：

白色念珠菌 ATCC 10231 沙堡琼脂培养基

黑曲霉菌 ATCC 16404 麦芽浸膏琼脂培养基

 病毒培养液：细胞培养液、细胞维持液（2%血清）、

细胞生长液（10%血清）

 其他：分支杆菌干燥培养基等



细
菌
繁
殖

体

芽

孢

•细菌繁殖体36 

℃±1 ℃ 培养

48 h

•枯黑芽胞应36 

℃±1 ℃ 培养

72 h

• 嗜热脂肪杆菌

芽胞的培养温

度为 56 ℃±2 

℃

真

菌

•白色念珠菌 36 

℃±1 ℃ ，培

养 72 h

•黑曲霉菌30 

℃±1 ℃ 恒温

培养箱中培养

72 h 

无
菌
试

验

•需氧-厌氧菌培
养基放置30 

℃～35 ℃温箱

中培养5 d

•真菌培养基放

置20 ℃～25 ℃

温箱中培养7 d



四、染菌载体



 悬液定量试验 实验室试验以

悬液定量试验为主

 载体定量试验 粘稠的消毒剂

（对不适宜用悬液定量试验 冲洗用消毒剂

评价的消毒剂） 原液使用的消毒剂

试验方法
选择



悬液定量试验

3.0%（30g/L）牛

血清白蛋白

不经过清洗或者较
脏的消毒对象的消

毒剂

0.3%（3.0g/L）牛

血清白蛋白

经过清洗或者较清
洁的消毒对象的消

毒剂

载体浸泡

杀菌试验

胰蛋白胨大豆肉汤

培养基（TSB）

有机干扰物

菌悬液
配制



载体浸泡杀菌试验的染菌量

 用TSB将菌液稀释成浓度约为 5×108 CFU/mL

 每个菌片（载体）的回收菌量

应为 1×106 CFU/片～5×106CFU/片。



无特殊要求的情况下，载体定量试
验以布片为载体

试验用载体的选择

载体根据消毒对象选择相应的材料，

手术器械 不锈钢片，物体表面 棉布片，

非金属管腔 聚四氟乙烯片（管）， 光滑表面 玻璃片等

评价气体、雾化等消毒方式时 不可使用布片和滤纸片等有吸附

能力的载体，菌片一般用金属载体。



实验室灭菌

试验

载体定性试

验

普通医疗器械的灭
菌以不锈钢片为载

体

特殊用途的可以选
用玻璃片、聚四氟

乙烯片（管）等



模拟现

场试验

医疗器械
消毒或者

灭菌
皮肤

消毒

织物

消毒

一般物品表
面（包括木
质、塑料、

橡胶、玻璃）

餐具

消毒

瓜果蔬

菜消毒

手消

毒
人体前臂屈面皮肤

棉布

木质表面竹（木）筷或瓷质碗盘

有刺突的普通黄瓜

五指屈面

止血钳齿端

模拟现场试验

消毒对象原则上是在类似物品中最难达到消毒合格者



五、现场实验的评价



现

场

实

验

消毒剂对手现场消毒效果鉴定试验

消毒剂对皮肤现场消毒效果鉴定试验

消毒剂对硬质物体表面现场消毒效果鉴定试验

消毒剂对瓜果蔬菜现场消毒效果鉴定试验

其他表面消毒



实验要求

 1、自然菌

 2、采样位置

 3、样本量：≥30 个样本



现场试验评价规定

 消毒后的平均杀灭率 ≥90%，判定为消毒合格

 阴性对照组应无菌生长

手现场消毒

 30 人次手上自然菌的平均杀灭率 ≥90%，判定为消毒合格。

 外科手消毒评价时，30 人次手上自然菌的平均杀灭率 ≥90%，

且每人次的残留菌量 ＜150 CFU/每手，可判定消毒合格。



 六、无菌操作

生物安全要求





与病原微生物实验室生物安全相关法律法规

 《中华人民共和国生物安全法》——2021年4月15日实施

《中华人民共和国传染病防治法》

《病原微生物实验室生物安全管理条例》

GB 19489《实验室 生物安全通用要求》

———实验室安全管理规定、医疗废物处置规定



 1、使用前：无菌器材和试剂，须检查容器或者包

装是否完整，有破损者不得使用。

 2、使用中：无菌器材和试剂不得长时间暴露于空

气中。

 3、重复使用的器材，使用后应当立即放入盛有消

毒液的容器中。

 4、一次性器材使用后：应当立即放入感染性废物

收集袋中。



1、试验开始前，应当以湿式方法清洁台面和打扫室内地面。

2、实验人员应当穿戴工作服、防护鞋、口罩、帽子。对于

大件产品进行无菌实验时，需正确穿戴好无菌隔离衣、鞋套、
帽子和口罩，

3、无菌器材和试剂：高压/过滤

4、若不慎发生微生物培养物打碎或者试验微生物泄漏事故

时，不论是否具有致病性，均应当立即停止手中工作，对污
染区及可能波及的区域进行消毒处理。

5、全部试验结束后，应当对室内环境进行消毒处理。




