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附件 1：药品微生物实验室消毒剂效力评估指导原则草案公示稿（第一次） 

药品微生物实验室消毒剂效力评估指导原则 1 

消毒剂通常是指应用在物品表面去除或杀灭微生物的物理因子或化学试剂。2 

本指导原则中消毒剂指化学消毒剂。本指导原则对制药环境、设施及实验室用消3 

毒剂的效力评估试验进行指导。 4 

消毒剂生产规范、原料清单及禁限用物质、卫生要求、腐蚀性评价、安全性5 

毒理学评价等均应符合现行国家标准，以确保消毒剂产品的安全可靠。当使用消6 

毒剂控制微生物时，应证明其效力。消毒剂效力评估方式包括悬液法和载体法，7 

悬液法可用于对消毒剂种类、浓度等进行快速初筛；载体法可用于验证消毒剂在8 

实际物品表面消毒除菌的能力。应根据环境和微生物等实际情况开展试验，进行9 

效力评估。 10 

使用方应根据实际情况开展试验，制定适用于自身的消毒规范。 11 

制药用水系统的消毒及相关生物膜的去除不在本指导原则的讨论范围内。 12 

一、消毒剂 13 

用消毒剂擦拭、喷洒和浸泡，通常可去除和控制设备、地板、墙壁、需要带14 

入洁净区和无菌操作区的物品（例如环境监测培养基的包装材料）等局部表面微15 

生物。可根据被消毒物体表面的性质、消毒剂对物体表面腐蚀性和物体表面污染16 

情况（如被污染微生物的数量和类型）等综合考虑选择使用。 17 

表 1消毒剂的类型、典型浓度和作用机制 18 

类型（物理化

学性质） 
典型品种 典型浓度 作用机制 

氧化剂 

过氧乙酸 0.3% 

氧化作用 过氧化氢 3% 

次氯酸钠 0.02%～0.05% 

醇类 
异丙醇 50%～70% 

蛋白质和核酸变性 
乙醇 75% 

酚类 苯酚 ≤5 % 损伤细胞膜功能，蛋白凝固/变性 
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表面活性剂 

苯扎氯铵 

苯扎溴铵 

苄索氯铵 

0.05%～0.2% 蛋白质变性 

盐酸烷基二氨基

乙基甘氨酸 
0.05%～0.5% 损伤细胞膜功能，蛋白凝固/变性 

双胍类 葡萄糖酸氯己定 0.05%～0.5% 
干扰细菌酶或改变/破坏细胞质

膜 

常用的消毒剂及其典型浓度，以及对微生物的作用机制见表 1。其他消毒剂19 

或浓度，经确认安全有效也可使用。 20 

消毒剂按杀菌谱范围或作用强度通常可分为杀孢子剂和非杀孢子剂，应分别21 

选用与之相适应的菌株进行效力评估。 22 

浓缩型消毒剂可用适宜的稀释剂稀释至实际使用浓度，但消毒剂过度稀释可23 

能会造成消毒效力减弱或丧失。用于无菌操作流程的消毒剂一般用无菌稀释剂稀24 

释，必要时需经除菌过滤去除潜在的微生物。稀释后的消毒剂效期及贮藏条件应25 

验证。 26 

消毒剂对微生物杀灭效力受消毒剂种类、浓度、使用温度、接触作用时间、27 

被消毒物体性质及其表面污染微生物的种类及生长状态等情况的影响。具体可以28 

通过消毒剂效力评估试验进行确认，试验过程中除考虑以上影响因素外，载体法29 

还应考虑载体种类、灭菌对载体的影响、载体表面孔径大小及均一性、干燥条件、30 

湿度差异和菌体在载体上的损伤等。 31 

为确保更安全、更适当地使用消毒剂，还必须考虑以下事项：消毒剂的抗菌32 

谱、材料对消毒剂的兼容性、有机物（例如蛋白质等）存在时对消毒效力的影响、33 

消毒剂挥发、消毒剂对人体（安全）的影响、消毒剂轮换的必要性及其方法、废34 

弃物处理便易性（中和、灭活）、废弃物对环境的影响等。 35 

二、培养基 36 

培养基的制备 37 

胰酪大豆胨液体培养基、胰酪大豆胨琼脂培养基、沙氏葡萄糖液体培养基、38 

沙氏葡萄糖琼脂培养基、马铃薯葡萄糖琼脂培养基按照无菌检查法（通则 1101）39 

制备。 40 
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培养基的适用性检查 41 

消毒剂效力评估用培养基包括预制培养基、由脱水培养基或按处方配制的培42 

养基均应进行培养基的适用性检查。 43 

菌种 试验所用的菌株传代次数不得超过 5 代（从菌种保藏中心获得的干燥44 

菌种为第 0 代），并采用适宜的菌种保藏技术进行保存，以保证试验菌株的生物45 

学特性。培养基适用性检查的菌种及培养物的制备见表 2。 46 

表 2 培养基适用性检查、中和剂验证试验、效力评估用的试验菌及制备 47 

分类 试验菌株 试验培养基 培养温度 培养时间 

营养体 

金黄色葡萄球菌 

(Staphylococcus 

aureus） 

[CMCC(B)26 003] 

胰酪大豆胨琼脂培养

基或胰酪大豆胨液体

培养基 

30～35℃ 18～24 小时 

铜绿假单胞菌 

(Pseudomonas 

aeruginosa) 

[CMCC(B)10 104] 

胰酪大豆胨琼脂培养

基或胰酪大豆胨液体

培养基 

30～35℃ 18～24 小时 

大肠埃希菌 

(Escherichia coli) 

[CMCC(B)44 102] 

胰酪大豆胨琼脂培养

基或胰酪大豆胨液体

培养基 

30～35℃ 18～24 小时 

白色念珠菌 

(Candida albicans) 

[CMCC(F)98 001] 

沙氏葡萄糖琼脂培养

基或沙氏葡萄糖液体

培养基 

20～25℃ 48 小时 

细菌芽孢 

枯草芽孢杆菌 

(Bacillus subtilis) 

[CMCC(B)63 501] 

胰酪大豆胨琼脂培养

基或胰酪大豆胨液体

培养基 

30～35℃ 7 天 

真菌孢子 

黑曲霉 

(Aspergillus niger) 

[CMCC(F)98 003] 

马铃薯葡萄糖琼脂培

养基或沙氏葡萄糖琼

脂培养基 

20～25℃ 

6～10 天或直

到获得丰富

的孢子 

菌液制备 取营养体的新鲜培养物，用 0.9%无菌氯化钠溶液制成适宜浓度的48 
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菌悬液。取细菌芽孢培养物，用 0.9%无菌氯化钠溶液将芽孢进行洗脱， 80℃水49 

浴加热 10 分钟后用 0.9%无菌氯化钠溶液制成适宜浓度的芽孢悬液。取真菌孢子50 

培养物，用含 0.05%（ml/ml）聚山梨酯 80 的 0.9%无菌氯化钠溶液，将孢子洗脱。51 

然后，采用适宜的方法吸出孢子悬液至无菌试管内，用含 0.05%（ml/ml）聚山52 

梨酯 80 的 0.9%无菌氯化钠溶液制成适宜浓度的孢子悬液。 53 

新鲜营养体菌液制备后若在室温下放置，应在 2小时内使用；若保存在 2～54 

8℃，可在 24 小时内使用。细菌芽孢悬液和真菌孢子悬液可保存在 2～8℃，在55 

验证过的贮存期内使用。 56 

适用性检查 分别接种不大于 100cfu 的细菌营养体菌液、细菌芽孢悬液至胰57 

酪大豆胨琼脂培养基，每株试验菌平行制备 2个平板，混匀，凝固，置 30～35℃58 

培养不超过 3 天，计数；接种不大于 100cfu 的真菌营养体菌液至沙氏葡萄糖琼59 

脂培养基，平行制备 2 个平板，混匀，凝固，置 20～25℃培养不超过 5 天，计60 

数；接种不大于 100cfu 的真菌孢子悬液至马铃薯葡萄糖琼脂培养基，平行制备61 

2 个平板，混匀，凝固，置 20～25℃培养不超过 5天，计数；同时，用对应的对62 

照培养基替代被检培养基进行上述试验。 63 

结果判定 被检培养基上的菌落平均数与对照培养基菌落平均数的比值应在64 

0.5～2 范围内，且菌落形态大小与对照培养基上的菌落一致。 65 

三、消毒剂效力评估 66 

菌种 一般可参考表3选择标准菌株并结合1～2株典型环境分离菌株进行消67 

毒剂效力评估试验，也可依据充分的环境微生物菌群信息，针对具体消毒剂类别68 

及微生物控制目标选择类似菌株或适当增减消毒剂效力评估试验菌株数量。 69 

表 3 典型试验菌 70 

 标准菌株 典型环境分离菌株举例 

杀孢子剂 

金黄色葡萄球菌[CMCC(B)26 003]； 

铜绿假单胞菌[CMCC(B)10 104]； 

白色念珠菌[CMCC(F)98 001] 

黑曲霉[CMCC(F)98 003]； 

枯草芽孢杆菌 [CMCC(B)63 501] 

苏云金芽孢杆菌；球形芽孢杆菌； 

黄青霉菌；适宜的霉菌 

非杀孢子剂 金黄色葡萄球菌[CMCC(B)26 003]； 藤黄微球菌；表皮葡萄球菌； 
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铜绿假单胞菌[CMCC(B)10 104]； 

大肠埃希菌[CMCC(B)44 102]； 

白色念珠菌[CMCC(F)98 001] 

假单胞菌 

菌液制备 试验菌培养物制备见表 2。若为琼脂培养物，洗脱制备菌液。若71 

为液体培养物，离心收集菌体，稀释制备菌液。 72 

中和剂验证 73 

消毒剂效力评估试验中，在达到设定消毒除菌作用时间后，应立即采用中和74 

剂终止消毒进程以评估消毒除菌效果。常用的中和剂为卵磷脂、聚山梨酯 80 和/75 

或硫代硫酸钠等溶液。中和剂的中和效果应进行验证，以保证中和剂的有效性和76 

对微生物的无毒性。 77 

中和剂的有效性：在中和步骤完成后加入待测微生物（1ml 溶液中接菌量为78 

10～102cfu），照“非无菌产品微生物限度检查：微生物计数法（通则 1105）”79 

进行菌落计数，试验组的菌落数与菌液组的菌落数的比值应在 0.5～2 范围内。 80 

中和剂的无毒性：在中和剂中加入待测微生物（1ml 溶液中接菌量为 10～81 

102cfu），照“非无菌产品微生物限度检查：微生物计数法（通则 1105）”进行82 

菌落计数，试验组的菌落数与菌液组的菌落数的比值应在 0.5～2 范围内。 83 

效力评估试验方法 84 

试验方法举例如下，其他经过验证的适宜方法也可以使用。 85 

1.悬液法 86 

供试品接种 每 1ml 消毒剂接种不少于 105cfu 的试验菌。 87 

存活菌数测定 在达到设定除菌作用时间后采用适宜的方法（如加入经验证88 

的中和剂或薄膜过滤）消除消毒剂的抑菌作用，照“非无菌产品微生物限度检查：89 

微生物计数法（通则 1105）”分别测定接种微生物和消毒处理后的供试品中所90 

含菌数，测定细菌用胰酪大豆胨琼脂培养基，测定真菌用沙氏葡萄糖琼脂培养基。91 

根据存活菌数测定结果计算每1ml供试品中各试验菌的含菌数，并换算成lg值。 92 

2.载体法 93 

载体的准备：试验用载体应预先清洁处理。 94 

供试品接种 在载体表面接种试验菌，菌液应在载体表面涂匀。干燥后使得95 

每个载体染菌量不少于 105cfu，滴加消毒剂覆盖染菌区。部分试验菌尤其是革兰96 
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氏阴性菌在制备成染菌载体过程中会死亡，可适当提高接菌量。 97 

存活菌数测定 在达到设定除菌作用时间后，采用振摇法、擦拭法等方法收98 

集载体上的试验菌，收集液采用适宜的方法（如加入经验证的中和剂或薄膜过滤）99 

消除消毒剂的抑菌作用，照“非无菌产品微生物限度检查：微生物计数法（通则100 

1105）”分别测定接种微生物和消毒处理后的供试品中所含菌数，测定细菌用胰101 

酪大豆胨琼脂培养基，测定真菌用沙氏葡萄糖琼脂培养基。根据存活菌数测定结102 

果计算每 1ml 供试品中各试验菌的含菌数，并换算成 lg 值。 103 

效力评估用不同载体材料参考表 4，可根据实际使用情况增加其他用于评价104 

的材料。 105 

表 4 载体材料举例 106 

材质 应用举例 

不锈钢 工作台、设备、容器 

玻璃 窗户、屏幕、容器 

聚碳酸酯（树脂） 屏幕、容器 

环氧树脂涂层 地板 

氯乙烯 地板、帘布、外包装材料、储液袋 

丁腈橡胶 手套 

四、结果判断 107 

计算试验菌在消毒处理前后减少的 lg 值：细菌或真菌营养体减少的 lg 值不108 

少于 3，细菌芽孢或真菌孢子减少的 lg 值不少于 2，表明消毒剂对试验菌有效。 109 

必要时，可用验证过的对照消毒剂平行试验辅助待测消毒剂效力评估试验结110 

果判断。 111 

由于验证试验的菌株与实际环境中可能存在的低微量微生物的生长状态、对112 

消毒剂的耐受能力等不一致，消毒剂效力评估确定的除菌效果可能与实际应用效113 

果存在差异。对消毒剂效力评估结果的接受或应用应充分结合物理擦拭、清洁验114 

证、风险管理需求等进行评估。 115 
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