附件1
兽用环境消毒剂鉴定技术指导原则
（征求意见稿）
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兽用环境消毒剂鉴定技术指导原则
（征求意见稿）

[bookmark: OLE_LINK21]一、概述
（一）目的
兽用环境消毒剂鉴定是指对用于畜禽养殖的环境、动物圈舍、动物排泄物、用具和器械、无养殖水产品的水体等非生物表面消毒的药物的消毒效果的评价，以确定消毒剂的有效性和合理使用方案，并发现可能的潜在副作用。
（二）适用范围
本指导原则适用于兽用环境消毒剂的消毒效果评价，带畜消毒剂的实验室试验参照执行。
具有特殊用途消毒剂（如兼有预防、治疗畜禽等疾病）需按临床试验要求另行开展临床药效试验。
[bookmark: _Toc345164054][bookmark: _Toc307478130]二、试验设计原则
试验设计应遵循“随机、对照、重复”的基本原则。随机，即按机遇原则进行分组、取样和试验；对照，进行试验研究必须设立对照组，通过对照来鉴别处理因素与非处理因素之间的差异，抵消或减少试验误差；重复，即试验要有足够的样本含量，有重复的例数和平行操作，且试验结果要有重现性。此外还应考虑均衡原则，均衡就是使对照组与试验组中的非处理因素尽量达到均衡一致，使处理因素的试验效应能更真实地反映出来。
试验应遵循《兽药临床试验质量管理规范》（兽药GCP）的规定。
三、试验设计
（一）试验材料
[bookmark: OLE_LINK20]1. 试验菌（毒）种
试验菌（毒）种应为具有代表性的标准致病菌（毒）种或专业机构鉴定保藏的菌（毒）种，并进行鉴定。如果采用自然感染病例分离的菌（毒）株，应详细记录其来源，并应经专业科研或检测机构鉴定方可用于试验。
（1）细菌繁殖体
[bookmark: OLE_LINK16]金黄色葡萄球菌 ATCC 6538
大肠杆菌 8099
多杀性巴氏杆菌（禽株）
溶血性链球菌C型
[bookmark: OLE_LINK29]（2）细菌芽胞
[bookmark: OLE_LINK3]蜡样芽胞杆菌 CVCC 2002
类炭疽杆菌 8008
（3）真菌
白色念珠菌 ATCC 10231
黑曲霉菌 ATCC 16404
[bookmark: OLE_LINK4]（4）分枝杆菌
[bookmark: OLE_LINK2]龟分枝杆菌脓肿亚种 CMCC 93326或ATCC 19977
（5）病毒
猪瘟兔化弱毒
猪细小病毒
鸡新城疫病毒
鸡传染性法氏囊病病毒
（6）其他
根据消毒剂特定用途或试验特殊需要，可增选其他菌（毒）株。
2. 培养基
根据试验菌（毒）种选用相对应的培养基，选用和配制方法见兽药典附录等。
商品化平板、斜面和培养基按产品说明书储存并在有效期内使用。
3. 试验消毒剂
（1）受试消毒剂
受试消毒剂应与拟上市的制剂完全一致，有完整的产品质量标准草案及合乎规定格式的说明书草案。应采用一定规模生产的一个批次样品，产品处方、制备工艺、设备应与最终生产条件一致，并在GMP车间生产。
[bookmark: OLE_LINK19]需注明其名称、生产厂家、生产批号、含量（或规格）、保存条件，具有符合要求的产品检验合格报告。
（2）对照消毒剂
对照消毒剂应为已在我国批准上市的制剂，与受试消毒剂作用相似、用途/适应证一致。具有符合要求的产品检验合格报告。
4. 中和剂
选择的中和剂应对试验菌（毒）种无抑制作用，向杀菌试验最高试验浓度的消毒剂中加入中和剂后，应完全消除消毒剂对试验菌（毒）种的抑制作用，此时中和剂的浓度可以作为本试验添加浓度。应通过中和剂鉴定试验来确定所选的中和剂是否合适，提供中和剂配方并描述其制备方法。常用消毒剂的中和剂参见表1。
表1 常用消毒剂的中和剂信息表
	消毒剂（浓度）
	中和剂（浓度）

	含氯（溴、碘）消毒剂（有效氯、溴或碘）（0.1%～0.5%）
	硫代硫酸钠（0.1%～1.0%）

	过氧乙酸（0.1%～0.5%）
	硫代硫酸钠（0.1%～0.5%）

	过氧化氢（1.0%～3.0%）
	硫代硫酸钠（0.5%～1.0%）

	甲醛（1.0%）
	（1）双甲酮（1.0%）与吗啉（0.6%）的混合液

	
	（2）亚硫酸钠（0.1%～0.5%）

	
	（3）氢氧化氨（25.0%）

	戊二醛（2.0%）
	甘氨酸（1.0%）

	季铵盐类消毒剂（0.1%～0.5%）
	吐温80（0.5%～3.0%）

	氯己定溶液（0.1%～0.5%）
	卵磷酯（1.0%～2.0%）

	含表面活性剂的各种复方消毒剂
	吐温80（3.0%）

	酚类消毒剂（3.0%～5.0%）
	吐温80（3.0%～5.0%）

	碱类消毒剂
	等当量酸

	酸类消毒剂
	等当量碱



（二）试验菌（毒）种的制备及计数
细菌繁殖体、芽胞、真菌、分枝杆菌的悬液/菌片的制备、计数方法，以及病毒鸡胚、细胞悬液等制备方法参见附录。试验操作应符合国家有关生物安全的要求。
[bookmark: _Toc515364865][bookmark: _Toc514227187][bookmark: _Toc515277003][bookmark: _Toc514595488][bookmark: _Toc515302108][bookmark: _Toc515278830][bookmark: _Toc514226738]（三）残留消毒剂的去除和中和剂的鉴定
1. 残留消毒剂的去除
观察消毒剂的杀菌作用时，必须在消毒剂与菌体接触一定时间后立即去除菌体周围的消毒剂或消除消毒剂的杀菌作用，去除残留消毒剂的方法可用化学中和法、稀释法、离心沉淀法、过滤冲洗法或超滤管法。
（1）化学中和法：目前最常用的一种方法。向样本回收液中加入适当量的中和剂，使消毒剂浓度得到稀释，并且消毒作用受到化学中和。
（2）稀释法：以稀释液连续稀释，将样本的残余消毒剂稀释到对被测试微生物无害的程度。
（3）离心沉淀法：将经消毒剂作用过的样本迅速用稀释液反复离心洗涤，最后将沉淀物转种到合适培养基上进行培养。
（4）过滤冲洗法：将样本倾入装有微孔滤膜的滤器内过滤，使细菌被阻留在膜上而与消毒剂分开，再加入适量稀释液冲洗，同时过滤，以去除残留消毒剂，然后将滤膜贴于固体培养基上培养。
（5）超滤管法：将经消毒剂作用过的样本迅速加到含有稀释液（或中和剂）的超滤管中，通过超滤管离心去除消毒剂。
无论用何种方法，事先必须用试验证明该法可中止消毒剂的作用且对试验菌（毒）种无抑制作用，对培养基无不良影响。
2. 中和剂的鉴定
2.1 试验原则
（1）通过所设各组试验结果综合分析，确定所用中和剂是否具有良好的中和作用，对试验菌（毒）种无抑制作用。
[bookmark: _Hlk218789291]（2）试验中所用消毒剂的浓度应为杀菌试验中使用的最高浓度。
（3）同一消毒剂拟对多种微生物进行杀灭试验时，所用中和剂应按微生物种类分别进行鉴定试验：对细菌繁殖体，一般在金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、多杀性巴氏杆菌（禽株）、溶血性链球菌C型中任选其一进行试验，特殊情况按试验结果再行选择；对细菌芽胞、白色念珠菌、黑曲霉菌、分枝杆菌应分别进行鉴定试验；当用其他特定微生物进行杀灭试验时，均应以该特定微生物进行中和剂的鉴定试验。
（4）根据所用杀菌试验方法，选择使用悬液、载体、鸡胚或细胞等进行试验。
（5）试验应重复3次。
[bookmark: OLE_LINK11]（6）悬液定量杀菌试验用牛血清白蛋白（Bovine Serum Albumin，BSA）作为有机干扰物质（用于经过清洗或较清洁的消毒对象的消毒剂，BSA浓度为0.3%；用于不经过清洗或较脏的消毒对象的消毒剂，BSA浓度为3.0%）；载体定量杀菌试验用胰蛋白胨大豆肉汤培养基（Trypticase Soy Broth，TSB）作为有机干扰物质。
2.2 试验方法
2.2.1 用于细菌和真菌杀灭试验的中和剂鉴定试验
[bookmark: OLE_LINK49]2.2.1.1 试验分组
试验组别见表2。
表2 中和剂鉴定试验（细菌）分组表
	试验组别
	说明问题

	1
	消毒剂+菌悬液（或菌片）
	证明消毒剂在试验浓度下是否有杀菌或抑菌作用。

	2
	〔消毒剂+菌悬液（或菌片）〕+中和剂
	证明中和剂能否中和残留消毒剂的抑菌作用。

	3
	中和剂+菌悬液（或菌片）
	证明中和剂有无抑菌作用。

	4
	（消毒剂+中和剂）+菌悬液（或菌片）
	证明消毒剂与中和剂的反应产物有无抑菌作用。

	5
	菌悬液（或菌片）
	证明菌种与培养基是否适宜。

	6
	中和剂+培养基
	证明试验材料或操作过程是否污染。


2.2.1.2 方法步骤
（1）悬液定量法
将消毒剂按所需浓度配制，置20±1℃水浴中备用。
制备试验菌悬液。取2.0ml试验菌悬液于试管中，加入2.0ml有机干扰物质，制成含有机干扰物质的菌悬液，置20±1℃水浴中备用。
处理如下：
1）第1组。吸取1.0ml含有机干扰物质的试验菌悬液于试管中，置20±1℃水浴中5min后，加入4.0ml消毒剂，混匀。待作用至试验预定的时间，吸此样液0.5ml加于含4.5ml稀释液的试管中，混匀。吸取最终样液1.0ml，接种于平皿中，做活菌培养计数。
2）第2组。吸取1.0ml含有机干扰物质的试验菌悬液于试管中，置20±1℃水浴中5min后，加入4.0ml消毒剂，混匀。待作用至试验预定的时间，吸此样液0.5ml加于含4.5ml中和剂的试管中，混匀，作用10min。吸取最终样液1.0ml，接种于平皿中，做活菌培养计数。
如平板生长菌落数均超过300CFU，应对上述最终样液作适宜稀释后，再次进行活菌培养计数。
3）第3组。吸取0.1ml含有机干扰物质的试验菌悬液于试管中，置20±1℃水浴中5min后，加入0.4ml硬水，混匀。加入4.5ml中和剂，混匀，作用10min。吸取最终样液0.5ml，用中和剂做10倍系列稀释，选择适宜稀释度悬液，各吸取1.0ml，分别接种于平皿中，做活菌培养计数。
4）第4组。吸取0.1ml含有机干扰物质的试验菌悬液于试管中，置20±1℃水浴中5min后，加入4.9ml中和产物溶液（以0.4ml消毒剂加4.5ml中和剂，作用10min配制而成），混匀，作用10min。吸取最终样液0.5ml，用中和产物溶液做10倍系列稀释，选择适宜稀释度悬液，各吸取1.0ml，分别接种于平皿中，做活菌培养计数。
5）第5组。吸取0.1ml含有机干扰物质的试验菌悬液于试管中，置20±1℃水浴中5min后，加入0.4ml硬水，混匀。加入4.5ml稀释液，混匀。吸取最终样液0.5ml，用稀释液做10倍系列稀释，选择适宜稀释度悬液，各吸取1.0ml，分别接种于平皿中，做活菌培养计数。
6）第6组。分别吸取稀释液、中和剂和硬水各1.0ml于同一无菌平皿中，倒入上述试验同批培养基15～20ml，培养观察。如出现细菌生长，提示试验材料或操作过程中可能有污染，应重新进行试验。
[bookmark: _Hlk215430673]（2）载体定量法
将消毒剂按所需浓度配制，置20±1℃水浴中备用。
制备菌片。
处理如下：
1）第1组。吸取消毒剂5.0ml于无菌平皿中，置20±1℃水浴中5min后，用无菌镊子夹入一菌片，并使其浸透于消毒液中。待作用至试验预定的时间，立即用无菌镊子取出菌片，移入含5.0ml稀释液的试管中。用电动混合器混合20s或将试管振打80次，吸取最终样液1.0ml，接种于平皿中，做活菌培养计数。
2）第2组。吸取消毒剂5.0ml于无菌平皿中，置20±1℃水浴中5min后，用无菌镊子夹入一菌片，并使其浸透于消毒液中。待作用至试验预定的时间，立即用无菌镊子取出菌片，移入含5.0ml中和剂的试管中，作用10min。用电动混合器混合20s或将试管振打80次，吸取最终样液1.0ml，接种于平皿中，做活菌培养计数。
如平板生长菌落数均超过300CFU，应重新吸取最终样液0.5ml，用稀释液做适当稀释，选择适宜稀释度悬液，吸取1.0ml，分别接种于平皿中，做活菌培养计数。
3）第3组。吸取中和剂5.0ml于无菌平皿中，置20±1℃水浴中5min后，用无菌镊子夹入一菌片，并使其浸透于中和剂中，作用10min。用无菌镊子取出菌片，移入含5.0ml中和剂的试管中。用电动混合器混合20s或将试管振打80次，吸取最终样液0.5ml，用中和剂做10倍系列稀释，选择适宜稀释度悬液，吸取1.0ml，分别接种于平皿中，做活菌培养计数。
4）第4组。吸取中和产物溶液（以一片浸有消毒剂的载体置5.0ml中和剂内，作用10min）5.0ml于无菌平皿中，置20±1℃水浴中5min后，用无菌镊子夹入一菌片，并使其浸透于中和产物溶液中，作用10min。用无菌镊子取出菌片，移入含5.0ml中和产物溶液的试管中。用电动混合器混合20s或将试管振打80次，吸取最终样液0.5ml，用中和产物溶液做10倍系列稀释，选择适宜稀释度悬液，吸取1.0ml，分别接种于平皿中，做活菌培养计数。
5）第5组。吸取稀释液5.0ml于无菌平皿中，置20±1℃水浴中5min后，用无菌镊子夹入一菌片，并使其浸透于稀释液中。用无菌镊子取出菌片，移入含5.0ml稀释液的试管中。用电动混合器混合20s或将试管振打80次，吸取最终样液0.5ml，用稀释液做10倍系列稀释，选择适宜稀释度悬液，吸取1.0ml，分别接种于平皿中，做活菌培养计数。
[bookmark: OLE_LINK13]6）第6组。分别吸取稀释液与中和剂各1.0ml于同一无菌平皿中，倒入上述试验同批培养基15～20ml，培养观察。如出现细菌生长，提示试验材料或操作过程中可能有污染，应重新进行试验。
2.2.1.3 判定标准
试验结果符合以下全部条件，所测中和剂可判为合格：
（1）第1组无或仅见极少数试验菌菌落生长。
（2）第2组有较第1组为多，但较第3、4、5组为少的试验菌菌落生长，并符合表3要求。
表3 中和剂鉴定试验对第1、2组菌落数判定合格的要求表
	第1组平板平均菌落数（CFU/平板）
	第2组平板平均菌落数（CFU/平板）

	0
	>5

	X（1～10）
	>（X + 5）

	Y（>10）
	>（Y + 0.5Y）


注：对抑菌作用不明显消毒剂（如乙醇）所用中和剂的鉴定试验中，当第1组与第2组菌落数相近，难以达到本表要求时，可根据具体情况另行作出判断和评价。
（3）第3、4、5组有相似量试验菌生长，悬液试验在1×107～5×107CFU/ml之间，载体试验在5×105～5×106CFU/片之间。其组间菌落数误差率应不超过15%。第3、4、5组间菌落数误差率计算公式如下：

（4）第6组无细菌生长。否则，说明试剂有污染，应更换无污染的试剂重新进行试验。
（5）连续3次试验取得合格评价。
2.2.2 用于病毒杀灭试验的中和剂鉴定试验
2.2.2.1 试验分组
试验组别见表4。
表4 中和剂鉴定试验（病毒）分组表
	试验组别
	说明问题

	1
	消毒剂+病毒悬液
	观察消毒剂在试验浓度下对病毒有无抑制或灭活作用。

	2
	（消毒剂+病毒悬液）+中和剂
	观察残留消毒剂经过中和后，病毒能否恢复侵染作用。

	3
	中和剂+病毒悬液
	观察中和剂对病毒有无抑制作用。

	4
	（消毒剂+中和剂）+病毒悬液
	观察消毒剂与中和剂的反应产物对病毒有无抑制或灭活作用。

	5
	病毒悬液
	观察病毒复制是否正常（阳性对照）。

	6
	稀释液
	观察试验用鸡胚/细胞生长是否正常（阴性对照）。


2.2.2.2 方法步骤
将消毒剂按所需浓度配制，置20±1℃水浴中备用。
处理如下：
（1）第1组。吸取4.5ml消毒剂与0.5ml病毒悬液于试管中，混匀后置20±1℃水浴中作用至试验预定的灭活病毒时间，吸取上述混合液1.0ml加于含9.0ml灭菌水的试管中，混匀，作用10min，吸取该最终样液（或以对病毒无害的稀释液做系列稀释），测定病毒滴度EID50/TCID50。
（2）第2组。吸取4.5ml消毒剂与0.5ml病毒悬液于试管中，混匀后置20±1℃水浴中作用至试验规定的灭活病毒时间，吸取上述混合液1.0ml加于含9.0ml中和剂的试管中，混匀，中和10min，测定病毒滴度EID50/TCID50。
（3）第3组。吸取4.5ml灭菌水与0.5ml病毒悬液于试管中，混匀后置20±1℃水浴中作用5min，吸取上述混合液1.0ml加于含9.0ml中和剂的试管中，混匀，中和10min，测定病毒滴度EID50/TCID50。
（4）第4组。向含9.0ml中和剂的试管中加入1.0ml消毒剂，混匀，中和10min，加入0.1ml病毒悬液，混匀后置20±1℃水浴中作用5min，测定病毒滴度EID50/TCID50。
（5）第5组。吸取4.5ml灭菌水与0.5ml病毒悬液于试管中，混匀后置20±1℃水浴中作用5min，吸取上述混合液1.0ml加于含9.0ml灭菌水的试管中，混匀，作用10min，测定病毒滴度EID50/TCID50。
（6）第6组。吸取4.5ml灭菌水与0.5ml病毒悬液稀释液于试管中，混匀后置20±1℃水浴中作用5min，吸取上述混合液1.0ml加于含9.0ml灭菌水的试管中，混匀，作用10min，测定病毒滴度EID50/TCID50。
2.2.2.3 判定标准
试验结果符合以下全部条件，所测中和剂可判为合格：
（1）第1组无或仅有少量试验病毒复制。
（2）第2组有较第1组显著为多或均几乎无病毒复制，但较第3、4、5组显著为少的试验病毒复制。
（3）第3、4、5组病毒载量与原接种量相近。
（4）第6组鸡胚/细胞生长正常。
[bookmark: _Toc515302110][bookmark: _Toc515278832][bookmark: _Toc515364867][bookmark: _Toc515277005][bookmark: _Toc514595490][bookmark: _Toc514226740][bookmark: _Toc514227189]（5）连续3次试验取得合格评价。
（四）定性与定量杀灭效果试验
试验原则：（1）实验室微生物杀灭试验包括定性与定量杀灭效果试验。不同用途的消毒剂，实验室微生物杀灭试验的微生物应按照不同种类选择代表性试验菌（毒）种。若特指对某微生物有效时，则需进行相应微生物的杀灭试验。
对仅用于灭菌的消毒剂，只需做细菌芽胞杀灭试验，可不做病毒、真菌、分枝杆菌及细菌繁殖体杀灭试验；对既用于灭菌又用于消毒的消毒剂，则按上述要求选择相应微生物进行试验；对细菌芽胞杀灭达到消毒要求（杀灭对数值≥5.00）的消毒剂，在不低于此浓度用作消毒时可不开展病毒、真菌和分枝杆菌杀灭试验。
[bookmark: OLE_LINK6]（2）实验室试验以悬液定量法为主。对不适宜用悬液定量法评价的消毒剂，如黏稠的消毒剂、冲洗用消毒剂和原液使用的消毒剂等的实验室试验可用载体定量法。对于载体定量法，无特殊要求情况下以布片为载体，用途单一、明确的可以选用相应的玻璃片、不锈钢片、滤纸片等，评价消毒剂气溶胶对物体表面消毒的实验室试验时，菌片一般用金属载体，也可以根据消毒对象选择相应载体，常用的材料有金属、玻璃、聚四氟乙烯等。
（3）定量杀灭试验应根据文献报道或前期试验，针对每种菌种设置不少于3个作用浓度和3个作用时间，一般选择5个作用浓度和5个作用时间。
（4）创新型消毒剂定性、定量杀灭试验应至少重复10次，其他类型的消毒剂应至少重复3次。
1. 定性杀灭试验
1.1 细菌和真菌定性杀灭试验
1.1.1 悬液定性法
1.1.1.1 方法步骤
（1）将制备好的菌液进行活菌计数，然后用0.03M磷酸盐缓冲液稀释，使试验菌液的含菌量为5×105～5×106CFU/ml。
（2）取10支无菌试管，每管加无菌蒸馏水2.5ml，置20±1℃水浴中。
（3）进行定量递比稀释，于第1管加消毒液原液或一定浓度的溶液2.5ml，混匀后，由第1管取2.5ml至第2管，混匀后再从第2管吸2.5ml至第3管，以此类推，直至第9管，混合后取出2.5ml弃去，第10管不加消毒液作为对照。
（4）以每半分钟加一管的速度加菌液2.5ml于每管中，使每管含菌量为106CFU/ml，混匀。
（5）在加菌液后的不同时间（如5、10、15、30、60min），每管各取0.5ml加于含足量中和剂的4.5ml液体培养基中，摇匀，中和10min，再取出0.5ml加于4.5ml液体培养基中。
（6）将接种细菌的培养基管置36±1℃（或特定细菌繁殖体、芽胞适宜生长温度）培养24h，若发生混浊即表示有细菌生长。必要时，可移植到固体培养基上，观察菌落形态，或进行涂片染色镜检，以判断生长的是否为试验菌，排除污染。若肉汤不变混浊，应继续培养至第7d，若仍不混浊，方可判为无细菌生长。
[bookmark: OLE_LINK27]注：真菌、分枝杆菌测定方法在试验菌种制备、接种、中和剂添加体积和结果观测等方面应根据实际情况进行调整。
1.1.1.2 结果判定
以无菌生长管消毒剂的最低浓度为最低杀菌有效浓度，以无菌生长管的最短消毒时间为该浓度杀菌最快有效时间。
1.1.2 载体定性法
1.1.2.1 方法步骤
（1）制备试验用菌片，使每个菌片的回收菌数为1×106～5×106CFU/片。
（2）按每片5.0ml的量，吸取相应浓度的消毒液注入平皿中，置20±1℃水浴中5min后，用无菌镊子分别放入预先制备的菌片6片，并使其浸透于消毒液中。
（3）作用至各预定时间，取出菌片，分别移入5.0ml含中和剂的TSB试管中，混匀，作为试验组样本。吸取1.0ml接种平皿，每管接种3个平皿，测定存活菌数。
（4）另取一平皿，加入30.0ml硬水代替消毒液，放入菌片6片，作用至预定时间，取出3片，分别移入5.0ml含中和剂的TSB试管中，其随后的试验步骤与上述试验组相同，作为阳性对照组样本。另取出3片，分别移入含5.0ml稀释液的试管中，做活菌培养计数，作为菌数对照组样本。
（5）取同批使用的中和剂和稀释液各1.0ml，分别接种于同批平皿，做活菌培养计数，作为阴性对照组样本。
（6）所有试验样本均在36±1℃（或特定细菌繁殖体、芽胞适宜生长温度）温箱中培养，细菌繁殖体通常培养48h观察最终结果，细菌芽胞通常培养7d观察最终结果。
注：真菌、分枝杆菌测定方法在试验菌种制备、接种、中和剂添加体积和结果观测等方面应根据实际情况进行调整。
1.1.2.2 判定标准
阳性对照组有菌生长且菌数符合要求，阴性对照组无菌生长，试验组均无菌生长，才可评定为灭菌浓度的消毒液。当低于此指标时，则应提高消毒剂的浓度或延长作用时间，重新进行试验。
1.2 病毒定性杀灭试验
1.2.1 猪瘟兔化弱毒
1.2.1.1 方法步骤
（1）取一万个家兔最小感染量的猪瘟兔化弱毒0.5ml，分别加入4.5ml不同浓度的消毒剂及灭菌水（灭菌水为阳性对照组），混匀后置20±1℃水浴中，分别处理不同时间（如5、10、15、30、60min）。同时另取5.0ml生理盐水作为空白对照组。
（2）取上述各组溶液1.0ml，加入9.0ml中和剂，混匀，作用10min。
（3）将各组最终溶液分别注射5只家兔，每只耳静脉注射1.0ml，连续6d测量体温，每日4次，记录体温曲线。
1.2.1.2 结果判定
空白对照组家兔应均无热反应，阳性对照组家兔应均有热反应。消毒剂组家兔无热反应表示病毒被灭活，有热反应表示病毒未被灭活。以100%家兔均无热反应的消毒剂最低浓度为灭活病毒的有效浓度，以该浓度消毒剂灭活病毒的最短时间为最快有效时间。
1.2.2 猪细小病毒
1.2.2.1 方法步骤
（1）取100TCID50的猪细小病毒0.5ml，分别加入4.5ml不同浓度的消毒剂及灭菌水（灭菌水为阳性对照组），混匀后置20±1℃水浴中，分别处理不同时间（如5、10、15、30、60min）。同时另取5.0ml生理盐水作为空白对照组。
（2）取上述各组溶液1.0ml，加入9.0ml中和剂，混匀，作用10min。
（3）将各组最终溶液分别接种于5支含玻片的PK-15细胞培养管，37℃培养4d，以荧光染色法检查荧光产生情况。
1.2.2.2 结果判定
空白对照组荧光染色应均为阴性，阳性对照组荧光染色应均为阳性。消毒剂组荧光染色阴性表示病毒被灭活，荧光染色阳性表示病毒未被灭活。以100%细胞培养管的荧光染色均为阴性的消毒剂最低浓度为灭活病毒的有效浓度，以该浓度消毒剂灭活病毒的最短时间为最快有效时间。
1.2.3 鸡新城疫病毒
1.2.3.1 方法步骤
（1）取2×105EID50的鸡新城疫病毒2.5ml，分别加入2.5ml不同浓度的消毒剂及灭菌水（灭菌水为阳性对照组），混匀后在室温（20～25℃）条件下，分别处理不同时间（如5、10、15、30、60min）。同时另取5.0ml生理盐水作为空白对照组。
（2）取上述各组溶液1.0ml，加入9.0ml中和剂，混匀，作用10min。
（3）将各组最终溶液分别接种5个9～10日龄易感鸡胚，每胚尿囊内接种0.2ml，24h后死亡鸡胚及时取出冷冻，对死胚与活胚逐个取胚液作血凝（Hemagglutination Assay，HA）试验。
1.2.3.2 结果判定
HA试验阴性表示病毒被灭活，HA试验阳性表示病毒未被灭活。空白对照组HA试验应均为阴性，阳性对照组HA试验应均为阳性。以100% HA试验均为阴性的消毒剂最低浓度为灭活病毒的有效浓度，以该浓度消毒剂灭活病毒的最短时间为最快有效时间。
1.2.4 鸡传染性法氏囊病病毒
1.2.4.1 方法步骤
（1）取2×104ID50的鸡传染性法氏囊病病毒2.5ml，分别加入2.5ml不同浓度的消毒剂及灭菌水（灭菌水为阳性对照组），混匀后在室温（20～25℃）条件下，分别处理不同时间（如5、10、15、30、60min）。同时另取5.0ml生理盐水作为空白对照组。
（2）取上述各组溶液1.0ml，加入9.0ml中和剂，混匀，作用10min。
（3）将各组最终溶液分别接种5只5周龄易感鸡，每只肌注2.0ml，观察3d。
1.2.4.2 结果判定
空白对照组不应出现死亡和法氏囊病变，阳性对照组应80%以上发病。消毒剂组法氏囊正常表示病毒被灭活，法氏囊有病变表示病毒未被灭活。以100%鸡法氏囊均为正常的消毒剂最低浓度为灭活病毒的有效浓度，以该浓度消毒剂灭活病毒的最短时间为最快有效时间。
[bookmark: _Toc515277006][bookmark: _Toc515302111][bookmark: _Toc515364868][bookmark: _Toc514595491][bookmark: _Toc514227190][bookmark: _Toc515278833][bookmark: _Toc514226741]2. 定量杀灭试验
[bookmark: OLE_LINK12]2.1 细菌和真菌定量杀灭试验
2.1.1 悬液定量法
2.1.1.1 试验步骤
（1）将制备的菌液进行活菌计数，然后用0.03M磷酸盐缓冲液稀释成含菌1×106～5×106CFU/ml的试验菌液（回收菌落数为1×105～5×105CFU/ml）。
（2）无特殊说明时，一律使用无菌硬水配制，将菌悬液配制至使用浓度，置20±1℃水浴中备用。
（3）取无菌试管，先加入0.5ml试验用菌悬液，再加入0.5ml有机干扰物质，混匀，置20±1℃水浴中5min后，加入4.0ml消毒液，迅速混匀并立即计时。
（4）待试验菌与消毒剂相互作用至各预定时间，分别吸取0.5ml试验菌与消毒剂混合液加于4.5ml经灭菌的中和剂中，混匀。
（5）中和作用10min后，分别吸取1.0ml样液，进行活菌培养计数。
（6）同时用硬水代替消毒液，进行平行试验，作为阳性对照。
[bookmark: OLE_LINK7]（7）所有试验样本均在36±1℃（或特定细菌繁殖体、芽胞、真菌等适宜生长温度）温箱中培养（分枝杆菌需先将接种后的平皿放入干净的塑料袋内），细菌繁殖体通常培养48h观察最终结果，细菌芽胞、白色念珠菌、黑曲霉菌通常培养72h观察最终结果，分枝杆菌通常培养7d观察最终结果。
[bookmark: OLE_LINK14]2.1.1.2 结果判断
（1）数据统计
计算各组的活菌浓度（CFU/ml），任选杀菌率或杀灭对数值进行评价。
1）杀菌率
根据活菌计数的结果，计算杀菌率（Pt）：
消毒t时的杀菌率（Pt）=[（no-nt/no）]×l00%
式中  no为阳性对照组活菌数；
nt为试验组活菌数。
平均杀菌率（P）的计算：
P=[∑（noi-nti）/∑noi]×100%
式中  noi为第i次试验阳性对照组活菌数；
nti为第i次试验消毒t时后试验组活菌数。
杀菌率标准误（Sp）的计算：
[image: ]
式中  no为m次试验阳性对照组的平均活菌数；
Pi为第i次试验的杀菌率；
P为m次试验的平均杀菌率。
杀菌率95%可信限的计算：
杀菌率95%可信限=P±1.96Sp
2）杀灭对数值
将各组的活菌浓度（CFU/ml），换算为对数值（N），然后按下式计算杀灭对数值：
杀灭对数值（KL）＝阳性对照组平均活菌浓度对数值（No）-试验组活菌浓度对数值（Nt）
计算杀灭对数值时，取小数点后两位值，可以进行数字修约。如果消毒试验组平均菌落数小于等于1时，此时其杀灭对数值，即大于等于对照组平均活菌浓度对数值（KL≥No）。
（2）判定标准
杀菌率达99.9%或杀灭对数值≥3.00的浓度才判定为该消毒剂有效消毒浓度。当低于此指标时，则应提高消毒剂的浓度或延长作用时间，重新进行试验。
2.1.2 载体定量法
2.1.2.1 方法步骤
（1）制备试验用菌片，每个菌片的回收菌量应为1×106～5×106CFU/片。
（2）按每片5.0ml的量，吸取相应浓度的消毒液注入平皿中，置20±1℃水浴中5min后，用无菌镊子分别放入预先制备的菌片3片，并使其浸透于消毒液中。
（3）作用至各预定时间，取出菌片，分别移入5.0ml含中和剂的TSB试管中，混匀，中和作用10min。混匀后，吸取1.0ml直接接种平皿，每管接种3个平皿，测定存活菌数。
（4）另取一平皿，注入15.0ml稀释液代替消毒液，放入菌片3片，作为阳性对照组。其随后的试验步骤和活菌培养计数与上述试验组相同。
（5）所有试验样本均在36±1℃（或特定细菌繁殖体、芽胞、真菌等适宜生长温度）温箱中培养（分枝杆菌需先将接种后的平皿放入干净的塑料袋内），细菌繁殖体通常培养48h观察最终结果，细菌芽胞、白色念珠菌、黑曲霉菌通常培养72h观察最终结果，分枝杆菌通常培养7d观察最终结果。
2.1.2.2 结果判断
（1）数据统计
计算各组的活菌量（CFU/片），任选杀菌率或杀灭对数值进行评价。
1）杀菌率
根据活菌计数的结果，计算杀菌率（Pt）：
消毒t时的杀菌率（Pt）=[（no-nt/no）]×l00%
式中  no为阳性对照组活菌数；
nt为试验组活菌数。
平均杀菌率（P）的计算：
P=[∑（noi-nti）/∑noi]×100%
式中  noi为第i次试验阳性对照组活菌数；
nti为第i次试验消毒t时后试验组活菌数。
杀菌率标准误（Sp）的计算：
[image: ]
式中  no为m次试验阳性对照组的平均活菌数；
Pi为第i次试验的杀菌率；
P为m次试验的平均杀菌率。
杀菌率95%可信限的计算：
杀菌率95%可信限=P±1.96Sp
2）杀灭对数值
将各组的活菌量（CFU/片），换算为对数值（N），然后按下式计算杀灭对数值：
杀灭对数值（KL）＝阳性对照组平均活菌量对数值（No）-试验组活菌量对数值（Nt）
计算杀灭对数值时，取小数点后两位值，可以进行数字修约。如果消毒试验组平均菌落数小于等于1时，此时其杀灭对数值，即大于等于对照组平均活菌量对数值（KL≥No）。
（2）判定标准
杀菌率达99.9%或杀灭对数值≥3.00的浓度才判定为该消毒剂有效消毒浓度。当低于此指标时，则应提高消毒剂的浓度或延长作用时间，重新进行试验。
2.2 病毒定量杀灭试验
2.2.1 方法步骤
[bookmark: _Hlk153703847][bookmark: OLE_LINK28]制备病毒悬液。取适当病毒滴度的病毒悬液0.5ml，分别加入4.5ml至少高、中（推荐使用浓度）、低三个浓度的消毒剂及灭菌水（灭菌水为阳性对照组），混匀后置20～25℃水浴中，分别作用至各预定时间，同时另取5.0ml生理盐水作为空白对照组。吸取上述各组溶液1.0ml，加入9.0ml中和剂，混匀，作用10min后，测定各组病毒滴度。
2.2.2 结果判定
[bookmark: _Hlk153276011]病毒灭活率（%）=〔（阳性对照组病毒滴度-消毒剂组病毒滴度）/阳性对照组病毒滴度〕×100
[bookmark: _Hlk153276064][bookmark: OLE_LINK26][bookmark: OLE_LINK25][bookmark: _Hlk153293704][bookmark: OLE_LINK24][bookmark: OLE_LINK23][bookmark: OLE_LINK18][bookmark: OLE_LINK17][bookmark: _Toc1037_WPSOffice_Level1][bookmark: _Toc86571724]空白对照组病毒滴度应为0。病毒灭活率达99.9%以上才判定为该消毒剂有效消毒浓度；若测试灭毒效能，其病毒灭活率应达100%。当低于此指标时，则应提高消毒剂的浓度或延长作用时间，重新进行试验。
（五）影响消毒剂消毒效果因素试验
试验原则：（1）根据消毒剂鉴定需要选择试验微生物。一般情况下，对细菌繁殖体应选择金黄色葡萄球菌和大肠杆菌，作为革兰阳性与阴性细菌的代表；对细菌芽胞应选择蜡样芽胞杆菌或类炭疽杆菌；也可直接选择特定的微生物进行试验。
（2）每种影响因素至少分3个水平，无特殊说明情况下，在20±1℃下，以消毒剂最低有效使用浓度进行试验。
（3）用硬水代替消毒液进行试验，所得结果代表活菌浓度。
（4）试验应重复3次。计算每次试验的杀菌率或杀灭对数值，和平均杀菌率或平均杀灭对数值。
1. 温度
（1）试验分组
采用消毒剂最低有效使用浓度，通常设置10±1℃、20±1℃、30±1℃等温度水平，每个温度下设3个时相（即最低有效时间的1、2、3倍）。特殊场合使用的消毒剂可根据消毒剂特点及临床使用条件设置试验温度。
（2）方法步骤
以悬液定量杀灭试验或载体定量杀灭试验进行测定。
2. 有机物
（1）试验分组
如无特殊要求，以小牛血清为有机物代表进行试验，设置含5%、10%、20%小牛血清3个有机物干扰水平。或根据不同目的在菌液中加牛奶、鸡粪、酵母等进行试验，浓度为5%～20%。以消毒剂最低有效使用浓度设3个时相（即最低有效时间的1、2、3倍）开展试验。
（2）方法步骤
上述含有机干扰物质的菌悬液可用于悬液定量杀灭试验，亦可滴染菌片进行载体定量试验。
3. pH
（1）试验分组
采用消毒剂最低有效使用浓度下的pH及其pH±2共3个水平，以消毒剂最低有效使用浓度设3个时相（即最低有效时间的1、2、3倍）开展试验。
（2）方法步骤
以悬液定量杀灭试验或载体定量杀灭试验进行测定。
4. 湿度
（1）试验分组
熏蒸消毒需考察湿度影响。在恒温恒湿箱内，采用消毒剂最低有效使用浓度，在20±1℃下，设置相对湿度在40%～90%间的3个水平，设3个时相（即最低有效时间的1、2、3倍）开展试验。
（2）方法步骤
以悬液定量杀灭试验或载体定量杀灭试验进行测定。
5. 结果评价
评价时，温度影响试验以20±1℃为对照；有机物影响试验以不含外加有机物组（直接用稀释液配制微生物）的结果为对照；pH影响试验以消毒剂最低有效使用浓度下的pH组为对照；湿度影响试验以消毒剂最低有效使用浓度下的湿度组为对照。具体判定标准如下：
（1）任一组第1个～第3个作用时间杀灭效果均合格（杀菌率不低于90%），判为该组所试因素无影响。
（2）任一组第1个作用时间杀灭效果不合格，第2个、第3个作用时间杀灭效果合格，判为该组所试因素有轻度影响。
（3）任一组第1个、第2个作用时间杀灭效果不合格，第3个作用时间杀灭效果合格，判为该组所试因素有中度影响。
（4）任一组第1个～第3个作用时间杀灭效果均不合格，判为该组所试因素有重度影响。
[bookmark: _Toc515278836][bookmark: _Toc515302114][bookmark: _Toc515364871][bookmark: _Toc515277009]（六）物品损坏试验
1. 对织物损坏试验
[bookmark: OLE_LINK30]（1）将织物包括棉、化纤等按经向和纬向剪成5×20cm2的布条。消毒组用消毒剂的最高使用浓度消毒一定时间或浸泡24h，然后漂净晾干。每次经向与纬向各测5条，消毒1、5、10、20、30、40、50次。对照组取试验组邻近部位的织物，以溶剂代替消毒液作同样处理。
（2）观察并与对照组比较，判断有无褪色或着色。
（3）用拉力试验机检测织物的断裂强度（kg/5×20cm2），以100～110mm/min的速度对拉，直至拉断所得的强度。
（4）计算断裂强度降低率（%）

2. 对橡胶制品损坏试验
（1）将橡胶制品，包括橡胶、乳胶布（管）剪成适当大小或长度，如织物一样用消毒剂或溶剂处理。
（2）检查橡胶制品有无膨胀，硬度、弹性有无改变，有无发黏或变色等。
（3）用拉力试验机对拉橡胶制品，测定：
1）断裂强度（kg）。
2）断裂伸长率（%），即拉断时的长度占其原长度百分比。
3）拉断变形率（%），即拉断后停放一天，量其长度，计算与原长度的百分比。
（4）计算试验组和对照组断裂强度、伸长率和变形率的比值。
3. 对金属损坏试验
根据消毒的对象及环境，选择相应的金属和合金进行腐蚀性试验，主要检测消毒剂对其腐蚀程度。无特定使用对象的，应对常用的碳钢（符合GB/T 700要求）、铝（符合GB/T 1173要求）、铜（符合GB/T 1176要求）和不锈钢（符合GB/T 1220要求）材料进行测试。
所用金属片大小、厚薄（规格）应一致，表面应磨光。常用金属片呈圆形，直径24.0mm，厚1.0mm，穿一直径为2.0mm小孔，表面积总值约为9.80cm2（包括上、下、周边表面与小孔侧面）。金属试样仅可使用一次，不应影响试验的准确性。
测量尺寸和称重时，应戴洁净手套，使用的测量工具应干净无油污，用塑料镊子夹取样片，勿以手直接接触样片。
3.1 试验分组
对于每种金属制品，一般至少分为受试消毒剂组（消毒剂最高使用浓度）和空白对照组（不含消毒因子的纯化水或溶剂）2组，2组除受试物不同外，其余试验程序相同。
3.2 试验步骤
[bookmark: _Hlk215647009]（1）将表面光洁的金属片在有表面活性作用的清洁剂中浸泡10min，充分去油，洗净，或用氧化镁糊剂涂抹除油后洗净；以120号粒度水砂纸（符合GB/T 2481.1要求）磨去金属片两面和周边表面的氧化层（同一张砂纸只能磨同一种金属材料的试样），再用纯化水冲净〔试验中的稀释、清洗用水电导率应小于或等于5.1μS/cm（25℃）〕。用无水丙酮或无水乙醇再次脱脂。置50℃下干燥1h，用塑料镊子取出，储存于干燥器内，放至室温。用游标卡尺测量金属片的直径、厚度、孔径（精确至0.1mm），计算金属制品的表面积。用分析天平称重（精确至0.1mg），每个金属片称重3次，取其平均值作为试验前重量。
（2）根据消毒方式选择相应的金属腐蚀性试验方法。对于由发生器产生易挥发、低浓度的臭氧水、二氧化氯水和氧化电位水等，说明书上注明为冲洗方式时，可采用连续冲洗法；对于由化学消毒剂配制的消毒液或发生器产生的消毒液使用非冲洗方式时，可采用浸泡法；对于消毒方式为气溶胶喷雾、超声雾化、汽化或气体消毒的消毒剂，根据需要选用不同的消毒方式。具体方法如下：
浸泡法：按消毒剂最高使用浓度配制试验用消毒液，置玻璃带盖容器（容积800～1000ml）中，用以浸泡试验试样。浸泡时，每一金属片需浸泡在200ml消毒液中。
连续冲洗法：将发生器消毒因子调到最高浓度，将出液管（非金属制）插入浸泡容器底部，打开发生器，调节流量，使得消毒液不断溢出而试样金属片不明显摆动。
金属试样用塑料线系以标签，注明编号和日期，悬挂于消毒液中。连续浸泡或冲洗72h。每种金属每次试验放置3片样片。浸泡或冲洗时，若同种金属每一试验相隔1cm以上，可在同一容器内（浸泡法含600ml消毒液）进行。一个容器盛的消毒液只能浸泡同一种金属。
易挥发性或有效成分不稳定的消毒剂，如二氧化氯、酸性电位水、氧化类消毒剂等，用于浸泡试样的消毒液需每日更换1次，直至目标浸泡时长。更换消毒液时，操作应迅速，勿使试样暴露空气中过久。有效成分稳定的消毒剂，如胍类、酚类、季铵盐类、醛类等，用于浸泡试样的消毒液无需更换。
（3）作用到规定时间后，取出金属试样，先用纯化水冲洗，再用软毛刷或其他软性器具（如橡皮器具）去除腐蚀产物，并应按下列方法配合超声波清洗机清除，以便彻底去除腐蚀物。
铜片：在室温下浸泡于盐酸溶液（36%～38%盐酸500ml，加纯化水至1000ml，盐酸密度为1.19g·cm-3）中1～3min。
碳钢片：浸泡于75～90℃柠檬酸铵溶液（柠檬酸铵200g，加纯化水至1000ml）中20min。
铝片：在室温下浸泡于硝酸溶液（66%～68%硝酸100ml，加纯化水至1000ml，硝酸密度为1.42g·cm-3）中1～5min。
不锈钢：浸泡于60℃硝酸溶液（66%～68%硝酸100ml，加纯化水至1000ml，硝酸密度为1.42g·cm-3）中20min。
（4）用粗滤纸吸干水分，置垫有滤纸的平皿中，置50℃干燥1h，用塑料镊子取出，储存于干燥器内，放置室温后再称重（精确至0.1mg），每个金属片称重3次，取其平均值作为试验后重量。
3.3 结果判定
对试验后金属试样的外观变化（如锈蚀感官、色泽变化）等现象进行描述。
计算金属腐蚀速率（R），在计算时应减去空白对照组试样的失重值。计算公式如下：

式中  R为腐蚀速率，单位为毫米/年（mm/a）；
m为试验前金属片平均重量，单位为克（g）；
mt为试验后金属片平均重量，单位为克（g）；
mk为对照组试样平均失重值，单位为克（g）；
S为金属片的表面积总值，单位为平方厘米（cm2）；
T为试验时间，单位为小时（h）；
D为金属材料密度，单位为千克每立方米（kg/m3）。
腐蚀速率按所试验的全部平行试样的平均值进行评价。当某个平行试样的腐蚀速率与平均值的相对偏差超过10%时，应取新的试样重复进行试验，用第二次试验结果进行计算与评价。当再次不符合要求时，则应以两次试验全部试样的平均值进行评价。
腐蚀性分级判定标准如下：
	腐蚀速率R（mm/a）
	级别

	R<0.0100
	基本无腐蚀

	0.0100≤R<0.1000
	轻度腐蚀

	0.1000≤R<1.0000
	中度腐蚀

	R≥1.0000
	重度腐蚀


（七）现场消毒试验
试验原则：（1）现场消毒试验包括模拟现场试验和现场试验。
（2）在完成实验室定性、定量试验的基础上，根据不同消毒对象选择现场试验或模拟现场试验。现场消毒效果评价中，若消毒前采样菌落计数较少而导致无法计算杀菌率，应采用特定菌现场模拟评价。
（3）现场消毒效果评价应严格按照生物安全防护级别及有关规定做好个人防护，并在相应生物安全级别的环境内进行，避免污染环境或感染操作者。
1. 表面消毒
1.1 圈舍表面消毒
1.1.1 特定细菌的表面现场消毒试验
采用金黄色葡萄球菌（ATCC 6538）与大肠杆菌（8099），有特定目标微生物的，选择实验室实验中抵抗力最强的菌作为指示菌。
（1）试验场地要求
1）需在一个月内未使用过任何消毒剂的两个畜禽饲养场的四个以上动物圈舍进行，圈舍面积平均不得小于50m2。
2）消毒前对畜禽圈舍地面以自来水进行冲洗，采用火焰灭菌或其他适宜的方法确保地面、物体表面的微生物被彻底清除，干燥后进入正式试验阶段。
（2）试验分组
1）消毒剂试验组  一般设高、中（推荐使用浓度）、低三个浓度试验组。
2）消毒剂对照组  选择一至两种与试验消毒剂具有可比性的同类或同效其他消毒剂，同时进行效力对比试验。按推荐使用浓度消毒。
3）空白试验组  不施消毒剂试验组。
（3）试验方法（优先选择染菌法）
染菌法  配制菌悬液，使每一采样面积上回收菌量约为5×105～5×106CFU/cm2。选择现场不同消毒对象（如地面、墙壁、饮水器、食槽等）较平的部位，于规格板中央空格（5×5cm2区块）内用无菌棉拭子沾以菌悬液均匀涂抹，待自然干燥后进行试验。每类消毒对象至少选3个区块（来自不同区域）用于消毒前采样，作为阳性对照组样本，即人工染菌但不进行现场消毒，另选所需数量的区块进行消毒，于消毒后1h内的3个时相点分别采样，每组每类采样对象样本不少于3个（来自不同区域）。
采样时，将无菌棉拭子用中和剂浸润后在染菌区块表面擦拭10次（横竖往返各5次，期间不断转换拭子擦拭面），以无菌方式将拭子棉花端剪入10.0ml采样液内，振荡混匀，用于活菌计数。将同批未采样棉拭子以无菌方式将棉花端剪入10.0ml采样液内，振荡混匀，作为阴性对照组样本，用于活菌计数。现场样本应及时检测，室温存放不得超过2h，4℃存放不得超过4h。
载体法  制作菌片，使每个菌片的回收菌量为1×106～5×106CFU/片。将预先制备的1片染菌载体置无菌平皿内，布点于不同区域的消毒对象表面（如地面、墙壁、饮水器、食槽等）。按推荐方法进行消毒，于消毒后1h内的3个时相点分别在不同的消毒对象表面采样，每组每类采样对象样本不少于3个（来自不同区域）。每类消毒对象另取不少于3个无菌平皿，分别放入1片预先制备的染菌载体，放置于与消毒现场温湿度相似的不同区域，不做任何消毒处理，作为消毒前样本（阳性对照组样本）。
采样时，以无菌方式将载体分别移入含5.0ml中和剂的试管中，振荡混匀，4h内送实验室。在混匀器上振荡或振打，使载体上的菌被洗脱进入中和剂，至少放置10min后，用于活菌计数。将同批未染菌的载体以无菌方式移入含5.0ml中和剂的试管中，振荡混匀，作为阴性对照组样本，用于活菌计数。
（4）结果分析
样品适当稀释后，吸取1.0ml待检样品，以琼脂倾注法接种于平皿，置36±1℃恒温培养48h，记录菌落数（CFU/皿），每个样本计数2次，每次2个平行，计算杀菌率或杀灭对数，以及平均杀菌率或杀灭对数。
[bookmark: _Hlk216554630]杀菌率（%）=（消毒前样本平均活菌数－消毒后样本平均活菌数）/消毒前样本平均活菌数×l00
杀灭对数值（KL）＝阳性对照组平均活菌浓度对数值（No）－消毒剂组活菌浓度对数值（Nt）
（5）判定标准
[bookmark: OLE_LINK45]试验重复3次。阴性对照组应无菌生长，阳性对照组应有较多细菌生长。每次试验杀菌率均达99.9%或杀灭对数值均≥3.00的浓度才判定为该消毒剂有效消毒浓度。当低于此指标时，则应提高消毒剂的浓度或延长作用时间，重新进行试验。
1.1.2 自然菌表面现场消毒试验
根据消毒剂的理化性质、杀菌性能及对畜禽、物品的损害程度，通过本试验确定实际使用方法、浓度、作用、时间等。
（1）试验场地要求
1）需在一个月内未使用过任何消毒剂的两个畜禽饲养场的四个以上动物圈舍进行，圈舍面积平均不得小于50m2。
2）消毒前对畜禽圈舍地面以自来水进行冲洗，干燥后进入正式试验阶段。
（2）试验分组
同特定细菌的表面现场消毒试验。
（3）试验方法
分别在某一区域不同消毒对象表面用规格板在相近位置标定所需数量的5×5cm2区块，一块用于消毒前采样，作为阳性对照组样本，其余用于消毒后采样。
按推荐方法进行消毒，要求全面、均一，空白组也使用消毒剂稀释用水进行同样操作。做好消毒剂种类、稀释浓度、消毒时间以及消毒场所的温度、湿度记录。
于消毒前与消毒后1h内的3个时相点分别在畜禽圈舍地面、墙壁、饮水器、食槽等不同消毒对象表面采样，每组每类采样对象样本不少于3个（来自不同区域）。
取样时，将棉拭子用中和剂浸润后，在面积为5×5cm2的区块表面擦拭10次（横竖往返各5次，期间不断转换拭子擦拭面），以无菌方式将拭子棉花端剪入10.0ml采样液内，振荡混匀，将菌洗脱，用于活菌计数。将同批未采样棉拭子以无菌方式将棉花端剪入10.0ml采样液内，振荡混匀，作为阴性对照组样本，用于活菌计数。现场样本应及时检测，室温存放不得超过2h，4℃存放不得超过4h。
（4）结果分析
样品适当稀释后，吸取1.0ml待检样品，以琼脂倾注法接种于平皿，置36±1℃恒温培养48h，记录菌落数（CFU/皿），每个样本计数2次，每次2个平行，计算杀菌率或杀灭对数，以及平均杀菌率或杀灭对数。
杀菌率（%）=（消毒前样本平均活菌数-消毒后样本平均活菌数）/消毒前样本平均活菌数×l00
杀灭对数值（KL）＝阳性对照组平均活菌浓度对数值（No）－消毒剂组活菌浓度对数值（Nt）
（5）判定标准
阴性对照组应无菌生长，阳性对照组应有较多细菌生长，推荐使用浓度的消毒剂组平均杀灭对数值应≥1.00，或平均杀菌率应≥90%。
1.2 其他表面消毒
参考1.1开展试验。
2. 空气消毒
2.1 空气消毒中和剂鉴定
[bookmark: OLE_LINK46]2.1.1 试验方法
根据空气消毒效果评价试验中所用采样器选择合适的方法。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调整。
（1）液体冲击式
[bookmark: OLE_LINK35][bookmark: OLE_LINK38]本方法适用于1m3气雾柜或20～30m3气雾室的消毒效果评价试验，采样器为液体冲击式采样器。
1）菌悬液的制备
[bookmark: OLE_LINK36][bookmark: OLE_LINK34]取3～8代白色葡萄球菌的营养琼脂培养基斜面新鲜培养物（18～24h），吸取3.0～5.0ml营养肉汤加于斜面试管中，反复吹洗，洗下菌苔，用无菌脱脂棉过滤后，用营养肉汤稀释至浓度为5×103～3×104CFU/ml，备用。
2）试验分组
试验组别见表5。
表5 中和剂鉴定试验（液体冲击式）分组表
	组别
	向气雾柜/室喷洒的液体
	采样器中10.0ml液体
	说明问题

	1
	硬水
	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
	硬水
	稀释液
	菌数对照

	4
	/
	/
	阴性对照


3）试验步骤
4组处理如下：
第1、2、3组：根据预试验及前期研究设计的消毒剂用量，在1m3气雾柜或20～30m3气雾室喷硬水或消毒剂，作用至消毒预定时间，立即用含10.0ml中和剂或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10min。取0.1ml试验用菌悬液加于上述溶液中，混匀，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_LINK39]（2）六级筛孔空气撞击式
本方法适用于20～30m3气雾室的消毒效果评价试验，采样器为六级筛孔空气撞击式采样器。
1）菌悬液的制备
取3～8代白色葡萄球菌的营养琼脂培养基斜面新鲜培养物（18～24h），吸取3.0～5.0ml营养肉汤加于斜面试管中，反复吹洗，洗下菌苔，用无菌脱脂棉过滤后，用营养肉汤稀释至浓度为5×102～3×103CFU/ml，备用。
[bookmark: OLE_LINK47]2）试验分组
试验组别见表6。
表6 中和剂鉴定试验（六级筛孔空气撞击式）分组表
	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


3）试验步骤
4组处理如下：
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2块含或不含中和剂的营养琼脂平板上，做活菌培养计数。
[bookmark: OLE_LINK37]第2组：根据预试验及前期研究设计的消毒剂用量，在20～30m3气雾室中进行喷雾，作用至消毒预定时间，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。
2.1.2 结果判定
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组菌量为50～300CFU/平板，三组间菌落数误差率应不超过15%。

（2）第4组无细菌生长。否则，说明试剂有污染，应更换无污染的试剂重新进行试验。
（3）试验重复3次，每次试验均应符合以上要求。
[bookmark: OLE_LINK43][bookmark: _Hlk216105837]2.2 特定细菌空气现场消毒试验
采用白色葡萄球菌8032，有特定目标微生物的，选择实验室实验中抵抗力最强的菌作为指示菌。
（1）密闭空间要求
[bookmark: OLE_LINK40]根据消毒设备大小等选择在1m3气雾柜或20～30m3气雾室内进行。记录每次试验过程中的温度和相对湿度，以便分析比对。
（2）试验分组
1）消毒剂试验组  一般设高、中（推荐使用浓度）、低三个浓度试验组。
2）消毒剂对照组  选择一至两种与试验消毒剂具有可比性的同类或同效其他消毒剂，同时进行效力对比试验。按推荐使用浓度消毒。
3）空白试验组  不施消毒剂试验组。
[bookmark: OLE_LINK42]（3）试验方法
[bookmark: _Hlk216105886]1）取试验菌悬液，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。
2）同时调节两个气雾柜（或室）的温度、相对湿度至试验要求的温度和相对湿度。将使用的器材一次放入气雾柜（或室）内，将门关闭。此后，一切操作和仪器设备的操纵均在柜（或室）外通过带有密封袖套的窗口或摇控器进行。直至试验结束并对气雾柜（或室）内空气进行消毒后，方可将门打开。
3）按设定的压力、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。
4）对空白组和消毒剂组气雾柜（或室）分别进行消毒前采样，作为空白组试验开始前和消毒剂组消毒处理前的阳性对照（即污染菌量）。气雾柜（或室）内空气细菌浓度应达5104～5106CFU/m3（按消毒处理前阳性对照样本检测结果计）。
采样方法如下：
液体冲击式  在1m3气雾柜试验时，将采样器置柜内中央处，在20～30m3气雾室试验时，将采样器置室中央离地1.0m高处，按采样器使用说明书进行采样。对采集样本进行活菌培养计数，在36±1℃恒温培养箱中培养48h，观察最后结果。
[bookmark: _Hlk215738044][bookmark: OLE_LINK44]六级筛孔空气撞击式  在20～30m3气雾室试验时，将采样器置室中央离地1.0m高处，按采样器使用说明书进行采样。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。
[bookmark: OLE_LINK41]5）按消毒剂设定的用法与用量，在消毒剂组气雾柜（或室）内进行消毒。空白组气雾柜（或室）同时作相应（不含消毒剂）处理。
6）作用至规定时间，对消毒剂组和空白组气雾柜（或室）按前述要求同时进行采样，并进行菌落计数。
7）同时，应将未用的同批培养基、采样液和PBS等（各取1～2份），与上述样本同时进行培养或接种后培养，作为阴性对照。阴性对照组应无菌生长。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，应更换无菌器材重新进行试验。
8）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，排除柜（或室）内滞留的污染空气，为下一次试验做好准备。必要时消毒冲洗间隔4h后，方可做第二次试验。
（4）结果判定
试验重复3次，分别计算每次试验的杀灭率Kt或杀灭对数值lg(Kt)，杀灭率均≥99.9%或杀灭对数值均≥3.00时才判定为该消毒剂有效消毒浓度。当低于此指标时，则应提高消毒剂的浓度或延长作用时间，重新进行试验。
消毒前后空气中含菌量计算公式如下：


杀灭率Kt计算公式如下：


式中  Nt为不同时间空气中细菌的自然消亡率；
V0为空白组试验开始前的空气含菌量；
Vt为空白组试验过程中不同时间的空气含菌量；
Kt为消毒处理对空气中细菌的杀灭率；
V0'为消毒剂组消毒处理前的空气含菌量；
Vt'为消毒剂组消毒过程中不同时间的空气含菌量。
[bookmark: _Hlk216105912]2.3 自然菌空气现场消毒试验
（1）试验场地要求
选择两个相同的空间轮转（应一个月内未使用过任何消毒剂），一作试验（喷洒或蒸发消毒剂），一作对照（以喷洒空气或水代替消毒剂），在室内无畜禽情况下进行试验。记录试验时温度和相对湿度。
（2）试验分组
同特定细菌空气现场消毒试验。
（3）试验方法
用六级筛孔空气撞击式采样器或其他空气自然菌采样器进行空气中自然菌采样，也可用平板沉降法采样，作为消毒前样本（阳性对照）。按消毒剂设定的用法与用量消毒处理后，再次采样，作为消毒后的试验样本。采样时，将采样器置室中央离地1.0m高处。房间大于10m2者，每增加10m2增设一个采样点，最多设5点。所采样本需尽快进行微生物检验。
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接种后培养，作为阴性对照。阴性对照组应无菌生长。若阴性对照组有菌生长，说明所用培养基有污染，试验无效，应更换后重新进行试验。
采样方法、位置、次数、间隔时间、采样时间等，消毒前后、试验组和对照组均应完全一致。
（4）结果判定
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。
消毒前后空气中含菌量的计算公式如下：


消亡率的计算公式如下：

（5）判定标准
试验重复3次。除有特殊要求者外，每次试验自然菌消亡率均≥90%（或自然菌消亡对数值≥1.00）才判定为该消毒剂有效消毒浓度。当低于此指标时，则应提高消毒剂的浓度或延长作用时间，重新进行试验。
3. 饮水消毒
[bookmark: OLE_LINK50]3.1 饮水消毒中和剂鉴定
[bookmark: OLE_LINK51]（1）试验菌污染水样配制
取36±1℃培养18～24h的新鲜大肠杆菌斜面，用稀释液洗下菌苔，混匀后再用生理盐水适当稀释，配制成试验用大肠杆菌悬液。将大肠杆菌悬液加入装有脱氯自来水或蒸馏水的三角烧瓶中，放入恒温水浴箱（20±2℃）中，开动磁力搅拌器5 min，使大肠杆菌在水中分布均匀。
（2）试验分组
试验组别见表7。
表7 中和剂鉴定试验（饮水）分组表
	试验组别
	说明问题

	1
	染菌水样+中和剂
	证明中和剂有无抑菌作用。

	2
	染菌水样
	证明菌种是否正常生长。

	3
	（消毒剂+中和剂）+菌悬液
	证明消毒剂与中和剂的反应产物有无抑菌作用。

	4
	脱氯自来水+中和剂
	证明试验材料或操作过程是否污染。


（3）试验方法
4组处理如下：
第1组：取300ml染菌水样，加入倍数中和剂，使水样中的中和剂含量为拟使用含量，混匀，作用10min，分别取混合溶液100ml、10ml、1ml各2份，系列稀释，用薄膜过滤法进行大肠杆菌菌落计数。
第2组：分别取100ml、10ml、1ml染菌水样各2份，系列稀释，用薄膜过滤法进行大肠杆菌菌落计数；
[bookmark: OLE_LINK48]第3组：将加有消毒剂、倍数浓度中和剂的300ml脱氯自来水恒温10min后，加入大肠杆菌悬液，混匀，作用10min，分别取混合溶液100ml、10ml、1ml各2份，系列稀释，用薄膜过滤法进行大肠杆菌菌落计数；
第4组：取100ml脱氯自来水2份，加入倍数中和剂，使水样中的中和剂含量为拟使用含量，混匀，用薄膜过滤法进行大肠杆菌菌落计数，作为阴性对照组。
（4）活菌计数
1）将纤维滤膜在蒸馏水中煮沸消毒3次，每次15min。每次煮沸后需更换蒸馏水洗涤2～3次，以除去残留溶剂。
2）将滤器用压力蒸汽灭菌（121℃，20min），也可用酒精火焰灭菌。
3）用无菌镊子夹取无菌的滤膜边缘，将粗燥面向上，贴放在已灭菌滤器的滤床上，稳妥地固定好滤器。取一定量待检水样（稀释或不稀释）注入滤器中，加盖，打开抽气阀门，在负压0.05Mpa下抽滤。
4）水样滤完后，再抽气约5s，关上滤器阀门，取下滤器。用无菌镊子夹取滤膜边缘，移放在品红亚硫酸钠琼脂培养基平板上，滤膜截留细菌面向上。滤膜应与琼脂培养基完全紧贴，当中不得留有气泡，然后将平板倒置，置36±1℃恒温培养22～24h。
[bookmark: OLE_LINK52]5）观察结果，计数滤膜上生长带有金属光泽的黑紫色大肠杆菌菌落，并计算出染菌水样中含有的大肠杆菌数（CFU/100ml）。

（5）结果判定
试验重复3次。3次试验结果中，1、2、3组平均菌量分别为5×102～2×103CFU/100ml，且组间误差率不超过15%，第4组（阴性对照组）无大肠杆菌生长时，判定为实验室中和剂鉴定试验有效。若未达上述要求，应查找原因，重新进行试验。
3.2 特定细菌的饮水消毒试验
[bookmark: OLE_LINK33]采用大肠杆菌8099，有特定目标微生物的，选择实验室实验中抵抗力最强的菌作为指示菌。
（1）试验分组
1）试验组：一般设计高、中（推荐使用浓度）、低三个浓度。
2）阳性对照组：未经消毒的试验菌污染水样。
3）阴性对照组：试验所用同批未接种水样的培养基。
（2）试验方法
[bookmark: _Hlk216106012]1）将用生理盐水配制的大肠杆菌悬液加入脱氯的自来水或蒸馏水中，使其含菌量达到5×104～5×105CFU/100ml。
2）取3份等体积试验菌污染水样，放入恒温水浴箱（20±2℃），充分搅拌，使细菌在水中分布均匀，从中取部分水样，用薄膜过滤法进行活菌培养计数，作为阳性对照组。
3）待水样的温度恒定后，对水样进行消毒，分别加入等体积的不同浓度的消毒剂，迅速搅拌均匀。从开始加消毒剂起计时，作用3个不同时相后，取混合后水样，加入中和剂，混匀，作用10min，分别取中和后水样100ml各3份，用薄膜过滤法进行活菌培养计数（试验组）。
[bookmark: _Hlk160713565]4）将2个未接种水样的试验用同批培养基置培养箱中培养，用于菌落计数（阴性对照组）。
（3）活菌计数
同饮水消毒中和剂鉴定中活菌计数方法。
（4）结果判定
[bookmark: OLE_LINK53]试验重复3次。当阳性对照组平均含菌量在5×104～5×105CFU/100ml，阴性对照组均无菌生长时，在3次试验中均使大肠杆菌下降至0CFU/100ml，才评为该消毒剂有效消毒浓度，当低于此指标时，则应提高消毒剂的浓度或延长作用时间，重新进行试验。若阳性对照和阴性对照未达上述要求，应查找原因，重新进行试验。
[bookmark: _Hlk216103978]3.3 自然菌的饮水消毒试验
（1）试验分组
1）试验组：一般设计高、中（推荐使用浓度）、低三个浓度。
2）阳性对照组：未经消毒的水样。
3）阴性对照组：试验所用同批未接种水样的培养基。
（2）试验方法
1）取3份等体积天然水样于三角烧瓶内，放入恒温水浴箱（20±2℃），开动磁力搅拌器，使细菌在水中分布均匀。待水样的温度恒定后，对水样进行消毒，分别加入等体积的不同浓度的消毒剂，迅速搅拌均匀。从开始加消毒剂起计时，作用3个不同时相后，取混合后水样，加入中和剂，混匀，作用10min，分别取中和后水样100ml各3份，用薄膜过滤法进行活菌培养计数（试验组）。
2）另取3份同批同类水样，每份100ml，用薄膜过滤法进行活菌培养计数（阳性对照组）。
3）将3个未接种水样的试验用同批培养基置培养箱中培养，用于菌落计数（阴性对照组）。
（3）活菌计数
步骤1）～3）同饮水消毒中和剂鉴定中活菌计数方法。
4）水样滤完后，再抽气约5s，关上滤器阀门，取下滤器。用无菌镊子夹取滤膜边缘，移放在琼脂培养基平板上，滤膜截留细菌面向上。滤膜应与琼脂培养基完全紧贴，当中不得留有气泡，然后将平板倒置，置36±1℃恒温培养48h。
5）观察结果，计数各组滤膜上生长菌落，计算杀菌率。
[bookmark: _Hlk215765163]杀菌率（%）=×l00
（4）结果判定
试验重复3次。阴性对照组应无菌生长，阳性对照组应有较多细菌生长，3次试验的推荐使用浓度的杀菌率均应≥90%。若阳性对照和阴性对照未达上述要求，应查找原因，重新进行试验。
[bookmark: _Toc515278841][bookmark: _Toc515277014][bookmark: _Toc515302119][bookmark: _Toc514227197][bookmark: _Toc515364876][bookmark: _Toc514226748][bookmark: _Toc514595498]（八）低温消毒剂
由于低温消毒剂适用于低温条件，其相应的评价方法与常规消毒剂存在差异，具体要求如下：
1. 实验室微生物杀灭试验
实验室试验应采用载体法。
[bookmark: OLE_LINK31]试验前，将低温消毒剂放入拟推荐使用的相应低温条件下，用温度计测定低温消毒剂的温度，达到相应低温后方可进行试验操作。
[bookmark: OLE_LINK54][bookmark: OLE_LINK32]染菌载体干燥后，在产品拟推荐使用的相应低温下至少放置30min。
试验操作时，应确保低温消毒剂和菌片的作用温度保持在相应低温条件。
2. 现场消毒试验
按照产品拟定的应用场景，选择相应现场，用染有指示微生物的载体进行模拟现场试验。一般选择布片作为载体，使用气雾或超低容量喷雾等消毒方式时，不可使用布片和滤纸片等有吸附能力的载体，可选择金属片或玻璃片。
采用金黄色葡萄球菌（ATCC 6538）和大肠杆菌（8099）作为指示微生物，有特定目标微生物的，选择实验室实验中抵抗力最强的菌作为指示菌。将染有指示微生物的载体放入现场低温环境至少30min，确保指示微生物达到相应低温后，方可进行现场试验。试验时，应将染有指示微生物的载体放在最难消毒位置。
3. 低温试验
在最低适用温度下，测试低温消毒剂是否能保持液体状态。取5.0ml低温消毒剂，置相应低温下过夜（＞8h），观察并记录其性状。该低温消毒剂保持液体状态、无析出、无结晶，则判定为合格。
[bookmark: _Toc307478142][bookmark: _Toc345164065]四、试验报告
[bookmark: _Toc345164066]按照《兽药临床试验质量管理规范》要求撰写试验报告。
五、术语
1. 消毒：杀灭或清除传播媒介上病原微生物，使其达到无害化的处理。
2. 消毒剂：用于杀灭传播媒介上的微生物使其达消毒或灭菌要求的制剂。
3. 载体：试验微生物的支持物。
4. 菌落形成单位：在活菌培养计数时，由单个菌体或聚集成团的多个菌体在固体培养基上生长繁殖所形成的集落，称为菌落形成单位，以其表达活菌的数量，用CFU表示。
六、参考文献
1. 卫生部. 消毒技术规范（2002年版），2002.
2. 国家疾病预防控制局. 消毒产品检测方法，2023.
[bookmark: OLE_LINK59]3. 国家卫生健康委员会. 消毒试验用微生物要求，2020.
4. 国家卫生健康委办公厅. 国家卫生健康委办公厅关于印发低温消毒剂卫生安全评价技术要求的通知，2020.
[bookmark: OLE_LINK60]5. 中国农业大学出版社. 兽医微生物学实验教程（第3版），2022.
[bookmark: _Toc25920_WPSOffice_Level1][bookmark: _Toc86571684][bookmark: _Toc86571691][bookmark: _Toc29407_WPSOffice_Level1]七、附录
应根据菌（毒）种的生物学特性，选择适宜的培养基和方法进行传代和培养。
[bookmark: _Toc10181_WPSOffice_Level3][bookmark: _Toc86571697][bookmark: _Toc86571703][bookmark: _Toc513040467][bookmark: _Toc10200_WPSOffice_Level2][bookmark: OLE_LINK56]（一）菌悬液与菌片的制备
1. 菌悬液的制备
（1）细菌繁殖体悬液的制备
[bookmark: OLE_LINK61][bookmark: OLE_LINK58]无菌开启冻干菌种，加入适量营养肉汤培养基，吹吸数次，使菌种融化分散。取少许菌种悬液，接种于含5.0～10.0ml营养肉汤培养基的试管中，36±1℃培养18～24h。取上述第1代培养的菌悬液，划线接种于营养琼脂培养基平板上（或菌种融化后直接在固体培养基上划线接种），36±1℃培养18～24h。挑取第2代培养物中典型菌落，接种于营养琼脂斜面，依次传代培养。
[bookmark: _Hlk168667822]取第3代～第8代的营养琼脂培养基培养18～24h的新鲜斜面培养物，吸取3.0～5.0ml稀释液〔一般用胰蛋白胨生理盐水溶液（Tryptone Physiological Saline Solution，TPS），酸化水用生理盐水〕加入试管中，反复吹洗，洗下菌苔。随后，将洗液转移至另一无菌试管中，混匀，得到细菌繁殖体悬液。亦可通过将固体培养基上的菌种接种到合适的液体培养基中，经36±1℃培养得到细菌繁殖体悬液。
细菌繁殖体悬液应保存在4℃，当天使用，不得过夜。
使用时，可用稀释液适当稀释。菌悬液的含菌量参考相应试验要求。
（2）细菌芽胞悬液的制备
[bookmark: OLE_LINK62]无菌开启冻干菌种，加入适量营养肉汤培养基，吹吸数次，使菌种融化分散。取少许菌种悬液，接种于含5.0～10.0ml营养肉汤培养基的试管中，36±1℃培养18～24h。取上述第1代培养的菌悬液，在营养琼脂培养基平板上划线接种，36±1℃培养18～24h。挑取培养物中典型菌落，接种于营养肉汤培养基，36±1℃培养18～24h，即为第3代培养物。
取5.0～10.0ml第3代～第5代的培养18～24h的营养肉汤培养物，接种于罗氏瓶中营养琼脂培养基表面（或中管琼脂斜面表面等），摇动，使菌液布满营养琼脂培养基的表面，吸出多余肉汤培养物，36±1℃培养5～7d。
取少许菌苔作芽胞染色，镜检。当每个视野内的芽胞形成率达90%以上时，加10.0ml无菌蒸馏水于罗氏瓶中，以L棒轻轻推刮菌苔，吸出，再加5.0ml无菌蒸馏水冲洗培养基表面，吸出。合并两次吸出的菌悬液于含玻璃珠的无菌三角烧瓶中，振摇5min，45℃水浴24h，使菌自溶断链，分散成单个芽胞。用无菌棉花或纱布过滤芽胞悬液，清除其中的琼脂凝块。
过滤后的芽胞悬液以3000r/min速度离心30min，弃上清液后，加蒸馏水吹吸重悬芽胞，如此重复3遍。将洗净的芽胞悬浮液放入含适量小玻璃珠的三角烧瓶内，80℃水浴10min或60℃水浴30min，以杀灭残余的细菌繁殖体。取出冷却至室温后，摇匀分装保存于4℃备用，有效期半年。
（3）真菌悬液的制备
1）白色念珠菌
[bookmark: OLE_LINK57]无菌开启冻干菌种，加入适量沙堡液体培养基，轻轻吹吸，使菌种沉淀物融化分散。取少许菌种悬液，接种于含5.0～10.0ml沙堡液体培养基的试管中，36±1℃培养18～24h。取上述第1代培养的菌悬液，划线接种于沙堡琼脂培养基平板上，36±1℃培养18～24h。挑取培养物中典型菌落，接种于沙堡琼脂斜面，36±1℃培养18～24h，即为第3代培养物。
取第3代～第6代的沙堡琼脂培养基培养18～24h的新鲜斜面培养物，吸取3.0～5.0ml稀释液加入斜面试管中，反复吹吸，洗下菌苔。随后，将洗液移至另一无菌试管中，用电动混合器混合20s或在手掌上振打80次，使白色念珠菌悬浮均匀。菌悬液在4℃保存备用，当天使用。
2）黑曲霉菌
无菌开启冻干菌种，加入少量麦芽浸膏营养肉汤培养基，轻轻吹吸，使菌种沉淀物融化分散。取少许沉淀物悬液，接种于含5.0ml麦芽浸膏营养肉汤培养基的试管中，30±1℃培养42～48h。取上述第1代培养物，划线接种于麦芽浸膏培养基平板，30±1℃培养42～48h。取平板培养物中典型菌落，接种于麦芽浸膏营养肉汤培养基，30±1℃培养42～48h，即为第3代培养物。
[bookmark: OLE_LINK5]取5.0～10.0ml第3代培养物，接种于罗氏瓶，摇动，使菌液布满麦芽浸膏培养基表面，吸出多余肉汤培养物后，30±1℃培养42～48h。加入5.0～10.0ml 0.05%（V/V）吐温80生理盐水溶液，刮洗分生孢子于溶液中，将孢子悬液移入含玻璃珠的三角瓶中，轻轻振摇1min，过滤除去菌丝后，显微镜下（400倍）观察是否仍有菌丝存在，若有，可经5000～6000r/min速度离心20min。再次在显微镜下（400倍）观察，必要时重复上述步骤。
黑曲霉菌分生孢子悬液在2～8℃储存不能超过2d，使用前，混合均匀，在显微镜下（400倍）观察是否有孢子出芽，若有，则不得使用。
（4）龟分枝杆菌脓肿亚种菌悬液的制备
[bookmark: OLE_LINK55]无菌开启冻干菌种，加入适量营养肉汤，吹吸数次，使菌种融化分散。取少许菌种悬液，接种于含5.0～10.0ml营养肉汤的试管中，36±1℃培养18～24h。取上述第1代培养的菌悬液，划线接种于分枝杆菌培养基平板上，36±1℃培养72h。挑取培养物中典型菌落，接种于分枝杆菌培养基斜面，36±1℃培养72h，即为第3代培养物。密封后，4℃保存，有效期不超过6周。
[bookmark: OLE_LINK9][bookmark: OLE_LINK8]试验时，取第3代斜面培养物在分枝杆菌干燥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72h培养物，吸取3.0～5.0ml稀释液加入斜面试管中，反复吹吸，洗下菌苔。用吸管将洗液移至另一含6～7g玻璃珠的无菌圆锥底塑料试管中，用电动混合器混合5min后，移至另一试管中制成菌悬液。菌悬液在4℃保存备用，当天使用。
2. 菌片的制备
（1）菌片用载体应根据消毒对象选择相应的材料，如手术器械选择不锈钢片，物体表面选择棉布片，非金属管腔选择聚四氟乙烯片（管），光滑表面可选择玻璃片等。常用的材料有金属、玻璃、滤纸、棉布、聚四氟乙烯等，一般载体为方形，大小10mm×10mm，金属载体一般用12mm直径圆形金属片（厚0.5mm），特定用途的消毒剂可使用其他材质、形状的载体。
（2）所用载体（除滤纸片外）于染菌前应进行脱脂处理。脱脂程序如下：
①将载体放在含洗涤剂的水中煮沸30min；②以自来水洗净；③用蒸馏水煮沸10min；④用蒸馏水漂洗至pH呈中性；⑤晾干、熨平备用。
（3）布片用40织纱白平纹棉布制作，在剪开前，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。金属片以不锈钢制作，纸片以新华滤纸制作。
（4）载体经压力蒸汽灭菌后，使用滴染法染菌。
染菌用菌悬液：细菌繁殖体用培养18～24h的新鲜斜面培养物，细菌芽胞可使用4℃贮存液。用TSB稀释菌液，使其含菌浓度约为5×108CFU/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（不宜过快，避免流散影响染菌的准确性）。必要时用接种环涂匀整个载体表面。置36±1℃恒温培养箱或置室温干燥备用。
（二）活菌计数
1. 菌悬液的活菌计数
（1）稀释：先将菌液用比浊法或分光光度计测定法初步估测菌液含菌浓度，然后做10倍系列稀释。必要时，还可做某稀释度的1∶1或1∶4稀释。
（2）接种：选择适宜稀释度（以每平板预计生长菌落数在15～300CFU为宜），吸取1.0ml混合均匀的菌液加于无菌平皿中，倾注15～20ml 40～45℃熔化的培养基。每个稀释度接种3个平皿，一般需接2～3个稀释度。将平皿中菌液摇匀，平放。待琼脂凝固后，翻转平皿，使底向上，置36±1℃（或特定细菌繁殖体、芽胞、真菌等适宜生长温度；分枝杆菌需先将接种后的平皿放入干净的塑料袋内）培养至规定时间（细菌繁殖体通常培养48h，细菌芽胞、白色念珠菌、黑曲霉菌通常培养72h，分枝杆菌通常培养7d）。
（3）计数：选每平板菌落数在15～300CFU者计数（对于未稀释的原液，菌落数不足15者亦应计数；对于黑曲霉菌，选每平板菌落数在15～100CFU者计数）。一般以肉眼观察，必要时用放大镜检查。每个稀释度3个平板生长菌落数全合乎上述标准，则以该3个平板的菌落数平均值作为结果；若有2个符合上述标准，则以该合格的2个平板的菌落数平均值作为结果。将计数结果换算成每毫升原液的菌落数，并计算该稀释度的平均菌落数。
（4）误差率：若平板间或稀释度间的误差率超过10%，应重新进行试验。
操作误差计算公式如下：
平板间误差率（%）=×100
稀释度间误差率（%）=×100
2. 菌片（或小型固体样本、棉拭子采样端剪碎）的活菌计数
除有特殊规定外，一般使用下列倾注法。
（1）将菌片（或小型固体样本、棉拭子采样端剪碎）投入含5.0ml稀释液的无菌试管中，用电动混合器混合20s或在手掌上用力振打80次，将菌洗下形成菌悬液。
（2）稀释：先将菌液用比浊法或分光光度计测定法初步估测菌液含菌浓度，然后做10倍系列稀释。必要时，还可做某稀释度的1∶1或1∶4稀释。
（3）接种：选择适宜稀释度（以每平板预计生长菌落数在15～300CFU为宜），吸取1.0ml混合均匀的菌液加于无菌平皿中，倾注15～20ml 40～45℃熔化的培养基。每个稀释度接种3个平皿，一般需接2～3个稀释度。将平皿中菌液摇匀，平放。待琼脂凝固后，翻转平皿，使底向上，置36±1℃（或特定细菌繁殖体、芽胞、真菌等适宜生长温度；分枝杆菌需先将接种后的平皿放入干净的塑料袋内）培养至规定时间（细菌繁殖体通常培养48h，细菌芽胞、白色念珠菌、黑曲霉菌通常培养72h，分枝杆菌通常培养7d）。
（4）计数：选每平板菌落数在15～300CFU者计数（对于未稀释的原液，菌落数不足15者亦应计数；对于黑曲霉菌，选每平板菌落数在15～100CFU者计数）。一般以肉眼观察，必要时用放大镜检查。每个稀释度3个平板生长菌落数全合乎上述标准，则以该3个平板的菌落数平均值作为结果；若有2个符合上述标准，则以该合格的2个平板的菌落数平均值作为结果。将计数结果换算成每毫升原液的菌落数，并计算该稀释度的平均菌落数。
（5）误差率：若平板间或稀释度间的误差率超过10%，应重新进行试验。
操作误差计算公式如下：
平板间误差率（%）=×100
稀释度间误差率（%）=×100
（三）病毒悬液的制备
1. 禽源病毒悬液的制备
（1）鸡新城疫病毒
1）接种病毒
将超低温冻存的病毒室温融化，用灭菌生理盐水做10倍稀释，然后经尿囊腔接种至少5个9～10日龄SPF鸡胚，每个鸡胚接种0.2ml。接种后，37～38℃孵育。接种18h后及接种后每12h照胚，观察鸡胚死亡情况。
2）病毒收获
收集接种18h以后的死胚及96h仍存活鸡胚，置2～8℃ 4h或过夜，无菌收集鸡胚尿囊液。所有收集的材料通过无菌检查后分装，置-80℃备用。
3）病毒特性鉴定
a. HA试验：收获感染鸡胚尿囊液，测定其血凝活性。
[bookmark: OLE_LINK63]b. 鸡胚半数感染量：按Reed-Muench法测定EID50。
（2）鸡传染性法氏囊病病毒
1）病毒接种与收获
鸡胚法  将超低温冻存的病毒室温融化，然后经尿囊腔接种至少5个9～11日龄SPF鸡胚，每个鸡胚接种0.2ml。接种后，将所打孔用蜡封闭，37～38℃孵育。每日照胚，接种48h内死亡的鸡胚弃去不用。无菌收集接种48h后死亡鸡胚尿囊液，即为试验用病毒悬液。
动物法  取5周龄SPF鸡5只，每只滴眼0.05ml。接种72～96h后，将鸡处死，检查法氏囊、肾脏和胸肌有无病变。无菌收集发病鸡法氏囊组织，进行5倍稀释后研磨，离心取上清液，即为试验用病毒悬液。
细胞法  制备鸡胚成纤维细胞（CEF细胞），待细胞长成单层后，倒去细胞培养瓶中的营养液。将超低温冻存的病毒室温融化，接种于细胞培养瓶中，37℃作用60min，中间每隔15min晃动一下细胞培养瓶，用细胞维持液洗涤细胞面1次，再加5.0ml细胞维持液，置37℃ 5% CO2培养箱中培养。每日观察有无细胞病变效应（Cytopathic Effect，CPE），待CPE达80%左右，将含病毒及宿主细胞的培养液在冰浴条件下超声，或室温与-20℃反复冻融3次，或采用其他方法，破碎宿主细胞，释放病毒，随后，6000r/min离心15min去除沉淀（主要为细胞碎片），取上清液，即为试验用病毒悬液。
收集的病毒悬液通过无菌检查后分装，置-80℃备用。
2）病毒特性鉴定
按Reed-Muench法测定EID50、ID50或TCID50。
2. 猪源病毒悬液的制备
（1）猪瘟兔化弱毒
动物法  选用营养良好、体重为1.5～2.0kg的健康家兔，接种前观察3天，测量体温，应无任何临床症状，体温正常，温度波动不大。将超低温冻存的病毒室温融化，耳缘静脉接种于兔或乳兔，收获感染兔的脾脏及淋巴结或乳兔的肌肉及实质脏器，充分研磨，离心取上清液，即为试验用病毒悬液。收集的病毒悬液通过无菌检查后分装，置-80℃备用。按Reed-Muench法测定ID50。
细胞法  取出低温冻存的猪睾丸传代细胞（ST细胞），复苏后静止培养，待细胞长满后，经0.25%胰蛋白酶消化传代。将超低温冻存的病毒室温融化，接种于ST细胞，置37℃ 5% CO2培养箱中培养。待CPE达80%左右收获病毒液，将细胞反复冻融3次，6000r/min离心15min，取上清液，即为试验用病毒悬液。收集的病毒悬液通过无菌检查后分装，置-80℃备用。按Reed-Muench法测定TCID50。
（2）猪细小病毒
[bookmark: _GoBack]将单层猪肾传代细胞（PK-15细胞）或ST细胞用含10%胎牛血清的DMEM细胞培养液于37℃ 5% CO2培养箱中培养2～3d，长满单层后，经0.25%胰蛋白酶消化传代。将超低温冻存的病毒室温融化，用细胞维持液做10倍稀释，接种于PK-15细胞或ST细胞，置37℃ 5% CO2培养箱中培养。接毒培养后24h，更换成含2%胎牛血清的DMEM维持液，继续培养，并每日观察CPE。待CPE达80%左右收获病毒液，将细胞反复冻融3次，6000r/min离心15min，取上清液，即为试验用病毒悬液。收集的病毒悬液通过无菌检查后分装，置-80℃备用。按Reed-Muench法测定TCID50。
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