
[bookmark: _GoBack]消毒剂对空气喷雾消毒（特定细菌）试验报告（模板）
[bookmark: _Toc25920_WPSOffice_Level1][bookmark: _Toc86571684]1 试验目的
简要描述试验目的。
[bookmark: _Toc26678_WPSOffice_Level1][bookmark: _Toc86571685]2 试验依据
本试验依据《兽用消毒剂鉴定技术规范》（农牧药字﹝1992﹞第101号）、《喷雾消毒效果评价方法》（GBT38504-2020）、《现场消毒评价标准》（WS/T 797-2022）和《消毒技术规范》（2002年版）设计；本试验遵从《兽药临床试验质量管理规范》（农业部公告﹝2015﹞第2337号）实施。
[bookmark: _Toc10181_WPSOffice_Level1][bookmark: _Toc86571686]3 试验时间
    描述试验起止时间及各步骤实施时间。
[bookmark: _Toc21752_WPSOffice_Level1][bookmark: _Toc86571687]4 试验场所
描述试验实施场所的地址。
[bookmark: _Toc31275_WPSOffice_Level1][bookmark: _Toc86571688]5 试验人员
列明试验参与人员及相应分工。
[bookmark: _Toc513040453][bookmark: _Toc86571690]6 总体试验设计
[bookmark: _Toc29407_WPSOffice_Level1][bookmark: _Toc86571691][bookmark: _Toc513040458][bookmark: _Toc17358_WPSOffice_Level2][bookmark: _Toc86571696]描述试验总体思路，包括试验分组、菌株类型、消毒剂浓度水平、评价指标等试验设计信息。
7 试验材料
7.1 试验药物
提供受试消毒剂的产品名称、活性成分、含量规格、使用方法、批号、生产单位、生产日期、有效期、储存条件等。
7.2 试验菌株
白色葡萄球菌（8032）或其他特定细菌的菌种名称、来源等。
[bookmark: _Toc513040462][bookmark: _Toc17358_WPSOffice_Level1][bookmark: _Toc86571700][bookmark: _Toc513040459]7.3主要试剂、仪器和耗材
[bookmark: _Toc10181_WPSOffice_Level3][bookmark: _Toc86571697]7.3.1 中和剂
提供中和剂配方并描述其制备方法。
[bookmark: _Toc21752_WPSOffice_Level3][bookmark: _Toc513040460][bookmark: _Toc86571698]7.3.2 缓冲液
提供缓冲液配方并描述其制备方法。
7.3.3 培养基与试剂
提供名称、批号、生产单位等。
[bookmark: _Toc86571699]7.3.4 仪器与耗材
提供名称、型号（规格）、生产厂家等。
8 试验方法
8.1 中和剂鉴定试验
[bookmark: _Hlk153358379]8.1.1 液体冲击式采样法 
8.1.1.1 菌悬液的制备
取白色葡萄球菌的营养琼脂培养基斜面新鲜培养物（18h～24h），吸取3.0～5.0ml营养肉汤加入斜面试管内，反复吹洗，洗下菌苔，用无菌脱脂棉过滤后，用营养肉汤稀释成浓度为5×103CFU/ml～3×104CFU/ml的试验用菌悬液。
8.1.1.2 试验分组及操作
[bookmark: _Hlk153363347]通过表1所列试验组别鉴定中和剂的有效性。
表1 中和剂鉴定试验内容
	[bookmark: _Hlk153705451]组别
	向空气舱中喷洒的液体
	采样器中10ml液体
	说明问题

	1
	无菌水
	中和剂
	观察中和剂对试验菌生长有无抑制作用。

	2
	消毒剂
	中和剂
	观察消毒剂与中和剂的反应产物对试验菌生长有无抑制作用。

	3
	无菌水
	稀释液
	菌数对照

	4
	/
	/
	阴性对照


第1、2、3组：根据预试验及前期研究设计消毒剂用量，在1m3空气舱中喷消毒剂或无菌水，作用至消毒时间，立即用含10ml中和剂或稀释液的液体冲击采样器采样（采样体积与预设消毒效果鉴定试验采样体积相同），作用10min。取0.1ml试验用菌悬液加入上述溶液中，做活菌培养计数。
第4组：分别吸取稀释液、中和剂各1.0ml，直接做活菌培养计数。
[bookmark: OLE_LINK19][bookmark: OLE_LINK20]8.1.2 六级筛孔空气撞击式采样法
8.1.2.1菌悬液的制备
菌悬液配制方法同8.1.1.1，用营养肉汤稀释成浓度为5×102CFU/ml～3×103CFU/ml的试验用菌悬液。
8.1.2.2试验操作及分组
通过表2所列试验组别鉴定中和剂的有效性。
表2 中和剂鉴定试验内容

	组别
	0.1ml液体
	营养琼脂平板
	说明问题

	1
	菌悬液
	含中和剂
	观察中和剂对试验菌生长有无抑制作用

	2
	菌悬液
	采集了消毒剂喷雾后的空气，含中和剂
	观察消毒剂与中和剂的反应产物对试验菌生长有无抑制作用

	3
	菌悬液
	不含中和剂
	菌数对照

	4
	稀释液
	含中和剂
	阴性对照


第1、3、4组：分别吸取试验用菌悬液或稀释液0.1ml，均匀涂抹于三块含或不含中和剂的营养琼脂平板，做活菌培养计数。
第2组：根据预试验及前期研究设计消毒剂用量，在20m3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平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10min。分别取0.1ml试验用菌悬液，涂抹于上述采样器中的6块平板上，做活菌培养计数。
8.1.3 评价规定
试验结果符合以下全部条件，中和剂可判为合格：
1）第1、2、3组菌量在50CFU/平板~300CFU/平板之间，三组间菌落数误差率应不超过15%。

2）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。
[bookmark: _Hlk153705703]3）试验重复3次，每次试验均应符合以上要求。
8.2 实验室试验
操作步骤
（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。
[bookmark: OLE_LINK21][bookmark: OLE_LINK22]（2）设置相邻的一对空气舱（避免日光直射），一个用于消毒试验，一个用于试验对照，所处环境（包括温度、湿度、光照、密闭性和通风条件等）应一致。同时调节两个空气舱的温度、相对湿度至试验要求的温度和相对湿度。
（3）将使用的器材一次放入空气舱内，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摇控器进行。直至试验结束，方可将门打开。
[bookmark: _Hlk153706461]（4）按预试验确定的压力、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5min，而后静置5min，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5104CFU/m3～5106CFU/m3（按消毒处理前阳性对照样本检测结果计）。
（5）在20m3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1m高处（采样方法按采样器使用说明书进行)。在1m3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。
[bookmark: _Hlk153706515]（6）根据预试验及前期研究设计消毒剂用量，在试验组空气舱内进行消毒。对照组空气舱同时作相应（不含消毒剂）处理。
[bookmark: _Hlk153706582] （7）作用至规定时间，对试验组和对照空气舱按前述方法同时采样。继续作用至第二个预定消毒时间，再次按前述方法采样。如此按作用时间分段采样，直至规定的最终作用时间为止。
（8）用六级筛孔空气撞击式采样器采样时，采样平板直接放入36±1℃恒温培养箱中培养48h，观察最后结果，计数生长菌落数。用液体撞击式采样器采集的样本，按细菌（繁殖体/芽孢）悬液定量杀灭效果试验报告中活菌计数方法进行活菌培养计数。
（10）全程试验完毕，对空气舱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。
（11）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PBS等（各取1份～2份），与上述两组样本同时进行培养或接种后培养，作为阴性对照。若阴性对照组有菌生长，说明所用培养基或试剂有污染，试验无效，更换无菌器材重新进行。
[bookmark: _Toc77779324][bookmark: _Toc86571716]（12）试验重复3次。每次试验完毕，空气舱应充分通风。必要时消毒冲洗间隔4h后，方可做第二次实验。记录每次试验过程中的温度和相对湿度，以便分析比对。

判定标准
分别计算每次试验的杀灭对数值，杀灭对数值均≥3.00时才判为该消毒液有效消毒浓度。当低于此指标时，则应提高消毒剂的浓度或延长作用时间，重新作试验。

消毒前后空气中含菌量计算公式如下:
[image: ]
[image: ]
杀灭对数值为lg(Kt)，计算公式如下：




式中：
Nt: 不同时间空气中细菌的自然消亡率；
V0: 对照组试验开始前的空气含菌量；
Vt: 对照组试验过程中不同时间的空气含菌量；
Kt: 消毒处理对空气中细菌的杀灭率；
V0': 试验组消毒处理前的空气含菌量；
Vt': 试验组消毒过程中不同时间的空气含菌量。
[bookmark: _Toc15767_WPSOffice_Level1][bookmark: _Toc86571729][bookmark: _Toc1037_WPSOffice_Level1][bookmark: _Toc86571724][bookmark: _Hlk523488826]9 试验结果与分析
[bookmark: _Toc4315_WPSOffice_Level2][bookmark: _Toc86571730]9.1 中和剂鉴定试验结果
以表格形式列出中和剂鉴定结果，确认所用中和剂适用于本次消毒试验。
[bookmark: _Toc86571734]9.2消毒试验结果
以表格形式列出产品试验结果，并分析消毒效果。
[bookmark: _Toc86571741]10 试验结论
    简明列出试验结论。
11 试验质量控制
[bookmark: _Toc14648_WPSOffice_Level2][bookmark: _Toc86571725]11.1 试验人员培训情况
    描述试验人员的培训内容。
[bookmark: _Toc19992_WPSOffice_Level2][bookmark: _Toc86571726]11.2 试验方案执行情况
描述试验期间是否有任何偏离方案的情况。如有，详细列出，并分析对试验结果的影响。
[bookmark: _Toc2803_WPSOffice_Level2][bookmark: _Toc86571727]11.3 试验监查与协查情况
描述试验期间的协查时间、次数、内容等。
[bookmark: _Toc32350_WPSOffice_Level2][bookmark: _Toc86571728]11.4 数据记录与存档情况
简要描述试验数据的记录内容、存档地址等。
[bookmark: _Toc86571740][bookmark: _Hlk152276737]12 实验室生物安全
描述试验期间是否有任何生物安全问题。如有，详细列出，并说明处置情况。
[bookmark: _Toc86571742]13 参考文献
规范列出本试验所涉及的参考文献。
14 附图
[bookmark: _Hlk152276761]附消毒剂实物图、消毒剂检验报告复印件、试验操作照片和视频等。
15 附表
附试验结果原始记录等。
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