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 前 言 

本文件按照GB/T 1.1—2020《标准化工作导则 第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定起

草。 

本文件代替WS/T 327—2011《消毒剂杀灭分枝杆菌实验评价要求》。与WS/T 327—2011相比，除结

构调整和编辑性改动外，主要技术变化如下： 

——更改了术语和定义（见第3章，2011年版的第3章）； 

——增加了基本要求（见第4章）； 

——更改了试剂与仪器中的培养基、其他试剂、仪器设备等（见第5章，2011年版的第4章）； 

——增加了载体种类（见5.2.2.1）； 

——增加了物体表面模拟现场消毒试验（见5.3.2.3）； 

——更改了评价规定（见第6章，2011年版的第7章）； 

——更改了附录A中改良罗氏培养基的成分及制法、营养肉汤的成分（见A.1、A.7，2011年版的A.1、

A.7）。 

请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。 

本文件由国家疾病预防控制标准委员会消毒标准专业委员会提出，国家疾病预防控制局归口。 

本文件起草单位：上海交通大学医学院附属仁济医院、上海市疾病预防控制中心、浙江省疾病预防

控制中心、湖南省结核病防治所（湖南省胸科医院）、中国食品药品企业质量安全促进会、中国疾病预

防控制中心环境与健康相关产品安全所。 

本文件主要起草人：班海群、朱仁义、陆烨、谭云洪、苏裕心、李陆瑶、沈鑫、李涛、庄重、俞云

表。 

本标准于2011年首次发布，本次为第一次修订。
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分枝杆菌消毒效果评价方法 

1 范围 

本文件规定了分枝杆菌消毒效果评价的基本要求、评价方法、评价规定和注意事项。 

本文件适用于消毒剂及产生化学消毒因子的消毒器械对分枝杆菌的消毒效果评价。 

2 规范性引用文件 

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，

仅该日期对应的版本适用于本文件；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 19489 实验室 生物安全通用要求 

GB/T 38497 内镜消毒效果评价方法 

3 术语和定义 

下列术语和定义适用于本文件。 

 

物体表面模拟现场消毒试验 simulated on-site disinfection test of object surface 

在密闭空间内，用载体定量杀灭试验评价消毒剂或产生化学消毒因子的消毒器械对物体表面的消

毒效果。 

4 基本要求 

实验室要求 

 分枝杆菌消毒试验应在独立实验室内进行，其要求应符合GB 19489中生物安全Ⅱ级（BSL-2）规定。 

试验要求 

4.2.1 实验室试验 

4.2.1.1 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的消毒效果评价，其操作程序应

按 5.3.2.1 进行。 

4.2.1.2 载体浸泡定量杀灭试验，适用于黏稠的消毒剂、冲洗用消毒剂和原液使用的消毒剂对分枝杆

菌的消毒效果评价，其操作程序应按 5.3.2.2 进行。 

4.2.1.3 产生化学消毒因子的消毒器械实验室试验要求同消毒剂，宜用载体浸泡定量杀灭试验。 

4.2.2 模拟现场试验 

4.2.2.1 物体表面模拟现场消毒试验，用于验证消毒剂、产生化学消毒因子的消毒器械对人工污染于

载体表面分枝杆菌的消毒效果，其操作程序应按 5.3.2.3 进行。 

4.2.2.2 内镜模拟现场消毒试验，用于验证内镜消毒剂和清洗消毒机对人工污染于模拟内镜分枝杆菌

的消毒效果，应按 GB/T 38497 进行。 

5 评价方法 

试验器材 

5.1.1 试验菌株 
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龟分枝杆菌脓肿亚种 CMCC（B）93326或ATCC 19977。 

5.1.2 培养基 

5.1.2.1 营养肉汤培养基（见附录 A）。 

5.1.2.2 苏通综合液体培养基（见附录 A）。 

5.1.2.3 改良罗氏培养基（见附录 A）。 

5.1.2.4 商品化分枝杆菌培养基，按产品说明书储存并在有效期内使用。 

5.1.3 有机干扰物 

5.1.3.1 有机干扰物包括牛血清白蛋白（BSA）或胰蛋白胨大豆肉汤培养基（TSB），见附录 A。 

5.1.3.2 用于经过清洗或较清洁的消毒对象的消毒剂悬液定量杀菌试验使用 0.3% BSA；用于不经过清

洗或较脏的消毒对象的消毒剂悬液定量杀菌试验使用 3.0% BSA。 

5.1.3.3 载体浸泡定量杀菌试验使用 TSB。 

5.1.4 其他试剂 

5.1.4.1 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。 

5.1.4.2 稀释液：胰蛋白胨生理盐水溶液（TPS）（见附录 A）。 

5.1.4.3 标准硬水（见附录 A）。 

5.1.5 仪器设备 

5.1.5.1 恒温培养箱。 

5.1.5.2 恒温水浴箱或恒温金属浴。 

5.1.5.3 计时器。 

5.1.5.4 电动混匀器。 

5.1.5.5 刻度吸管（0.1 mL，1.0 mL，5.0 mL）或移液器及配套吸头。 

5.1.5.6 Ⅱ级生物安全柜。 

菌悬液和染菌载体的制备 

5.2.1 菌悬液的制备 

5.2.1.1 以无菌操作方式开启冻干菌种管，用毛细吸管吸加适量培养液（营养肉汤或苏通综合液体培

养基）于管中，吹吸数次，使菌种溶化分散。取含 5.0 mL～10.0 mL 培养液的试管，滴入少许菌种悬

液，置 36 ℃±1 ℃培养 18 h～24 h。用接种环取第 1 代培养的菌悬液，划线接种于分枝杆菌培养基

（改良罗氏培养基或其他商品化分枝杆菌培养基）平板上，于 36 ℃±1 ℃培养 72 h。挑取上述第 2代

培养物中典型菌落，接种于分枝杆菌培养基斜面，于 36 ℃±1 ℃培养 72 h，即为第 3代培养物。密封

后，4 ℃保存，时间不超过 6 周。 

5.2.1.2 试验时，取第 3 代斜面培养物在分枝杆菌培养基斜面上按上述方法连续传代，取第 5代～第

6 代的分枝杆菌培养基斜面 72 h 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。用吸管将洗液移至另一含有适量玻璃珠（直径约 6 mm）的无菌圆锥底塑料试管

中，用电动混匀器混合 5 min，将菌液吸入到另一试管内制成菌悬液。 

5.2.1.3 菌悬液保存在 4 ℃冰箱内备用，当天使用，不应过夜。 

5.2.2 染菌载体的制备 

5.2.2.1 载体 

5.2.2.1.1 应根据消毒对象选择相应的材料为载体。常用的材料有金属、玻璃、滤纸、棉布、聚四氟

乙烯等，载体通常为方形，大小 10 mm×10 mm。金属载体一般用 12 mm 直径圆形金属片（厚 0.5 mm），

特定用途的消毒产品可使用其他材质、形状的载体。 

5.2.2.1.2 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； 
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c) 用蒸馏水煮沸 10 min； 

d) 用蒸馏水漂洗至 pH呈中性； 

e) 晾干、展平备用。 

5.2.2.1.3 布片用 40 织纱的白平纹棉布制作。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，按抽纱痕剪开。金属片以不锈钢制作，纸片以新华定性滤纸制作，用于内镜消毒的模拟内

镜以聚四氟乙烯制作，按照 GB 38497 进行。 

5.2.2.1.4 载体经压力蒸汽灭菌后，使用滴染法染菌。 

5.2.2.2 染菌载体 

取上述5.2.1.2所获得的菌悬液，用TSB将菌悬液稀释成浓度约为5×10
8
 CFU/mL。滴染法染菌时，将

经灭菌的载体片平铺于无菌平皿内，用移液器逐片滴加菌液10 μL，必要时用接种环涂匀整个载体表

面。如使用布片载体等渗透性材质载体，用镊子夹取载体一角滴染菌液，待菌液均匀扩散后，置于平皿

内。置36 ℃±1 ℃恒温培养箱或室温干燥备用。每个染菌载体的活菌培养计数结果回收菌数应满足

1×10
6
 CFU/片～5×10

6
 CFU/片。 

试验方法 

5.3.1 试验分组 

5.3.1.1 试验组：实验室试验中，选定产品使用说明书指定的最低浓度及 3 个作用时间（说明书指定

最短作用时间，指定最短作用时间的 0.5 倍，指定最短作用时间的 1.5 倍）进行试验。模拟现场试验

中，根据使用说明书，选择最低浓度及最短作用时间或指定程序进行试验。 

5.3.1.2 阳性对照组：以标准硬水代替消毒剂溶液，按照试验组相同步骤进行试验。所得结果代表试

验体系中所含受试菌的初始浓度﹐以其作为对照组活菌浓度。 

5.3.1.3 阴性对照组：观察同次试验用相关试剂和培养基有无污染。 

5.3.2 试验操作程序 

5.3.2.1 悬液定量杀灭试验 

5.3.2.1.1 按产品说明书要求配制消毒液。无特殊说明者，使用标准硬水将消毒剂配制成试验浓度的

1.25 倍，置 20 ℃±1 ℃水浴或金属浴 5 min 备用。 

5.3.2.1.2 取上述 5.2.1.2 所获得的菌悬液，配制浓度为 1×10
7
 CFU/mL～5×10

7
 CFU/mL，试验前与

牛血清白蛋白（BSA）等体积混合成试验用菌悬液（回收菌落数为 1×10
6
 CFU/mL～5×10

6
 CFU/mL）。 

5.3.2.1.3 取消毒试验用无菌试管，加入 1.0 mL 含有 BSA 的菌悬液，置 20 ℃±1 ℃水浴或金属浴中

5 min 后，用无菌吸管吸取上述浓度消毒液 4.0 mL 注入其中，迅速混匀并立即计时。待试验菌与消毒

剂相互作用至各设定时间，分别吸取 0.5 mL 试验菌与消毒剂混合液加于 4.5 mL 中和剂中，混匀。各管

试验菌与消毒剂混合液经加中和剂作用 10 min 后，分别吸取 1.0 mL 样液，按 5.3.2.5 进行活菌培养

计数。 

5.3.2.1.4 同时用标准硬水代替消毒液，进行平行试验，作为阳性对照。分别吸取稀释液与中和剂各

1.0 mL 于无菌平皿内，倾入上述试验同批次的培养基 15 mL～20 mL，作为阴性对照样本。 

5.3.2.1.5 根据活菌培养计数结果，按照 5.3.3 计算杀灭对数值。 

5.3.2.1.6 试验重复 3次。 

5.3.2.2 载体浸泡定量杀灭试验 

5.3.2.2.1 取无菌平皿，标明所注入消毒液的浓度。按每片染菌载体 5.0 mL 的量，吸取相应浓度的消

毒剂溶液注入平皿中（吸管不易吸取的粘稠消毒剂可直接用无菌平皿按每片 5 g 的量称取样品）。置

20 ℃±1 ℃水浴或金属浴 5 min 备用。 

5.3.2.2.2 用无菌镊子取预先制备的染菌载体 3 片分别放入平皿中，并使之浸没于消毒液，待消毒作

用至各预定时间，用无菌镊子将染菌载体取出分别移入含 5.0 mL 中和剂的试管中。用电动混匀器混合

20 s，或将试管在手掌上振打 80 次。中和作用 10 min。混匀后，吸取 1.0 mL 直接接种平皿，每管接

种 2 个平皿，按 5.3.2.5 进行活菌培养计数。  

5.3.2.2.3 同时用标准硬水代替消毒液，进行平行试验，作为阳性对照。分别吸取稀释液与中和剂各
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1.0 mL 于无菌平皿内，倾入上述试验同批次的培养基 15 mL～20 mL，作为阴性对照样本。 

5.3.2.2.4 根据活菌培养计数结果，按照 5.3.3 计算杀灭对数值。 

5.3.2.2.5 试验重复 3次。 

5.3.2.3 物体表面模拟现场消毒试验 

5.3.2.3.1 按产品使用说明书要求，选择合适的的密闭空间进行模拟现场消毒试验。 

5.3.2.3.2 试验组：在 BSL-2 实验室内的生物安全柜中，采用无菌操作方式，用无菌镊子取预先制备

的染菌载体至少 10片分别放入无菌平皿中，按 GB 19489 要求进行包装和运送，在现场选择相对分布均

匀、包含最难消毒位置的至少 10 个点位放置平皿，采用无菌操作方式打开平皿盖，按产品使用说明书

要求进行消毒。待消毒作用至预定时间，收集所有点位的无菌平皿，按 GB 19489 要求进行包装并运送

回 BSL-2 实验室，在生物安全柜中用无菌镊子将染菌载体取出，移入含 5.0 mL 中和剂的试管中，电动

混匀器混合 20 s，或将试管在手掌上振打 80次。 

5.3.2.3.3 阳性对照：取 2片染菌载体，放置与试验组相同时间，作为阳性对照。 

5.3.2.3.4 阴性对照：吸取稀释液 1.0 mL 于无菌平皿内，倾入上述试验同批次的培养基 15 mL～20 

mL。 

5.3.2.3.5 所有试验样本均按 5.3.2.5 进行活菌培养计数。 

5.3.2.3.6 根据活菌培养计数结果，按照 5.3.3 计算杀灭对数值。 

5.3.2.3.7 试验重复 3次。 

5.3.2.4 内镜模拟现场消毒试验 

用于内镜消毒的消毒剂和清洗消毒机，分枝杆菌内镜模拟现场消毒试验操作流程和结果判定按照

GB/T 38497进行。 

5.3.2.5 活菌培养计数 

平皿倾注法：取1.0 mL分枝杆菌悬液（或染菌载体洗脱液）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 ℃～50 ℃的培养基，每皿约15 mL～20 mL，旋转混匀。待冷却凝固

后，放入干净的塑料袋内，36 ℃±1 ℃培养箱培养7 d，观察并计数菌落数。 

5.3.3 杀灭对数值的计算 

计算各组的活菌浓度（CFU/mL），并换算为对数值（N），然后按式（1）计算杀灭对数值（KL）。 

 𝐾𝐿 = 𝑁𝑂 −𝑁𝑋 ········································································ (1) 

式中： 

KL——杀灭对数值； 
NO——对照组平均活菌浓度的对数值； 

NX——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，可进行数字修约。如消毒试验组平均生长菌落数小于1时，

规定此时的杀灭对数值，即为大于或等于对照组平均活菌浓度的对数值（KL≥No）。 

6 评价规定 

试验回收菌量要求 

6.1.1 悬液定量杀灭试验，回收菌量为 1×10
6
 CFU/mL～5×10

6
 CFU/mL； 

6.1.2 载体定量浸泡杀灭试验，回收菌量为 1×10
6
 CFU/片～5×10

6
 CFU/片。 

试验结果判定  

6.2.1 用悬液定量杀灭试验评价杀菌效果时，在产品规定使用最低浓度与最短作用时间，以及最短作

用时间的 1.5 倍时，各次试验的杀灭对数值均应大于或等于 4.00，可判定该产品对分枝杆菌消毒合格。 

6.2.2 用载体浸泡定量杀灭试验评价杀菌效果时，在产品规定使用浓度与最短作用时间和最短作用时

间的 1.5 倍时，各次试验的杀灭对数值应大于或等于 3.00，可判定该产品对分枝杆菌消毒合格。 
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6.2.3 用物体表面模拟现场消毒试验评价杀菌效果时，在产品规定使用浓度与最短作用时间时，各次

试验的所有样本杀灭对数值应大于或等于 3.00，可判定该产品对分枝杆菌消毒合格。 

7 注意事项 

试验菌株的培养物和染菌载体的实验操作应在生物安全柜内进行，转运时应采用符合要求的包装

材料密闭转运，并在灭菌后按医疗废物处理。 

试验人员应佩戴个人防护装备，注意无菌操作。 

实验室应有菌株意外泄漏时的应急预案和标准操作流程，发生意外泄露时应按 GB 19489 处理。 
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A  
A  

附 录 A  

（规范性） 

培 养 基 

A.1 改良罗氏培养基 

A.1.1 成分 

L-天冬酰胺或谷氨酸钠    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 mL 

鸡蛋匀液       1000 mL 

2%孔雀绿       20 mL 

A.1.2 制法 

各盐类成分加入600 mL蒸馏水溶解后，混匀，沸水浴或煮沸30 min，也可121 ℃灭菌15 min，待冷

后，加入经消毒纱布过滤的新鲜鸡蛋匀液1000 mL，混匀，加2%孔雀绿20 mL，混匀，分装试管（18 mm×180 

mm），每一试管加培养基约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

基平板，则每皿（φ=9 cm）加约30 mL～35 mL，置蒸汽凝固器内凝固。 

凝固器预热后，放入分装好的培养基试管或平板，以摆放两层为宜。待凝固器内温度达85 ℃～90 ℃，

计时，凝固1 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） 

氯化钙（CaCl2）      0.304 g 

氯化镁（MgCl2•6H2O）     0.139 g 

纯化水        1000 mL 

将各成分加入到1000 mL纯化水中，待完全溶解后，用0.45 μm滤膜过滤除菌备用。 

A.3 有机干扰物 

A.3.1 牛血清白蛋白（BSA） 

牛血清白蛋白      30 g或3 g 

纯化水        1000 mL 

将牛血清白蛋白加入到1000 mL纯化水中，待完全溶解后用微孔滤膜（孔径为0.45 μm）滤过除菌，

4 ℃冰箱保存备用。 

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 1000 mL 纯化水中，待完全

溶解后用微孔滤膜（孔径为 0.45 μm）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 1000 mL 纯化水中，待完全溶

解后用微孔滤膜（孔径为 0.45 μm）滤过除菌，4 ℃冰箱保存。 

A.3.2 胰蛋白胨大豆肉汤培养基（TSB） 

胰蛋白胨       1.5%（g/100 mL） 

大豆蛋白胨       0.5%（g/100 mL） 

氯化钠        0.5%（g/100 mL） 

用纯化水配制而成，调节pH为7.0～7.4，经121 ℃压力蒸汽灭菌20 min备用。 
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A.4 磷酸盐缓冲液（PBS，0.03 mol/L，pH7.2） 

无水磷酸氢二钠（Na2HPO4）   2.83 g 

磷酸二氢钾（KH2PO4）     1.36 g 

将各成分加入到1000 mL蒸馏水或纯化水中，待完全溶解后，于121 ℃压力蒸汽灭菌20 min备用。 

A.5 胰蛋白胨生理盐水溶液（TPS） 

胰蛋白胨       1.0 g 

氯化钠        8.5 g 

纯化水        1000 mL 

先用900 mL以上纯化水溶解，并调节pH值在7.0～7.2（20 ℃），最终用纯化水加至1000 mL，分装

后，经121 ℃压力蒸汽灭菌20 min后备用。 

A.6 苏通（Sauton）综合液体培养基 

KH2PO4        0.5 g 

MgSO4·7H2O       0.5 g 

柠檬酸铁铵       0.05 g 

柠檬酸        2.0 g 

甘油        60 mL 

L-天冬酰胺       4.0 g 

纯化水        1000 mL 

将各成分加入到1000 mL纯化水中，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 

蛋白胨        10.0 g 

氯化钠        5.0 g 

牛肉膏        5.0 g 

纯化水        1000 mL 

将各成分溶解于1000 mL纯化水中，调节pH至7.2～7.4，分装，于121 ℃压力蒸汽灭菌20 min备用。 
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B  
B  

附 录 B  

（规范性） 

中和剂鉴定试验方法 

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试验。 

B.2 试验设计原则 

B.2.1 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.2.2 所用试验方法应与杀菌试验方法一致，相应使用悬液或载体定量试验。 

B.3 试验分组 

至少应平行进行以下各组试验。 

a) 中和剂＋菌悬液或染菌载体→培养 

观察中和剂是否抑菌。 

b) （消毒剂＋中和剂）＋菌悬液或染菌载体→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＋菌悬液或染菌载体→培养 

作为菌悬液或染菌载体阳性对照。 

d) 稀释液＋中和剂→培养 

作为试验材料阴性对照。 

B.4 操作程序 

B.4.1 中和剂悬液定量鉴定试验程序 

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2.5×10
3
 CFU/mL～1.5×10

4
 CFU/mL，作为试验菌悬液。鉴定试验包括四组： 

第一组 取0.4 mL标准硬水于试管中，加入4.5 mL中和剂，混匀，置20 ℃±1 ℃的水浴或金属浴中

5 min后，加入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，加入4.5 mL中和剂（对于酸性氧化电位水检测时，取0.5 mL消

毒剂于试管内，加入4.4 mL中和剂），混匀，置20 ℃±1 ℃的水浴或金属浴中5 min后，加入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0.4 mL标准硬水于试管，加入4.5 mL稀释液，混匀，置20 ℃±1 ℃的水浴或金属浴中5 

min后，加入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1.0 mL，接种于同一无菌平皿，倾入试验同批次的培养基

15 mL～20 mL，培养观察。 

B.4.2 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，然后取10 μL滴染无菌载体，于36 ℃±1 ℃培养箱或室温自然干燥。使载体试验回收菌量在2.5

×10
2
 CFU/片～1.5×10

3
 CFU/片之间。鉴定试验包括四组。 

——第一组 取5.0 mL中和剂于试管中，置20 ℃±1 ℃的水浴或金属浴中5 min后，用无菌镊子取

1片染菌载体放入试管中，并使浸透于中和剂内，作用10 min。用电动混匀器混合20 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中和产物溶液（按每片浸有消毒剂的载体加入5.0 mL中和剂量制备中和产物，

作用10 min）于试管中，置20 ℃±1 ℃的水浴或金属浴中5 min后，用无菌镊子取1片染菌载体放入试

管中，并使浸透于中和产物溶液中，作用10 min。用电动混匀器混合20 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。 
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——第三组 取5.0 mL稀释液于试管中，置20 ℃±1 ℃的水浴或金属浴中5 min后，用无菌镊子取

1片染菌载体放入试管中，并使浸透于稀释液中，作用10 min。用电动混匀器混合20 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，倾入试验同批次的培养基

15 mL～20 mL，培养观察。 

B.5 评价规定 

B.5.1 第一、二，三组有相似菌量生长，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2.5×10
2
 CFU/片～1.5×10

3
 CFU/片之间，且组间菌落数误差率不应超过15%。组间菌落数

误差率（%）按式（B.1）计算： 

 𝑃𝑍 =
∑|𝑋−𝑋𝑖|

∑𝑋𝑖
×100% ································································· (B.1) 

式中： 

Pz——组间菌落数误差率，%；  

X——三组间菌落平均数；  

Xi——各组菌落平均数，单位为菌落形成单位（CFU）。 

B.5.2 第四组无菌生长。否则应更换试剂，重新试验。 

B.5.3 试验重复3次，结果符合以上要求的，判定所选中和剂合格。 

B.6 注意事项 

B.6.1 试验所分各组均有其特定意义，不得任意删减。 

B.6.2 无菌操作，保持试验用液和器材的无菌，注意更换吸管，保证试验的准确性。 

B.6.3 试验组序应按本文件执行。 

B.6.4 中和剂鉴定试验应根据正式杀灭试验进行选择（或设计），悬液鉴定试验结果可用于载体试验，

载体鉴定试验结果不可用于悬液试验。 
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