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前 言 

本标准按照 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。 

本标准起草单位：重庆市畜牧科学院、国家生猪技术创新中心、重庆梦享生物

技术合伙企业（有限合伙）。 

本标准主要起草人：孙静、葛良鹏、刘作华、王娟、丁玉春 
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过氧乙酸消毒液在猪用隔离器的使用规范 

1 范围 

本标准规定了过氧乙酸消毒液在猪用隔离器的使用浓度以及针对不同物品外表面灭

菌的消毒方法和评价标准。 

本标准适用于无菌猪、悉生猪、无特定病原体（SPF）猪培育用的无菌子宫剥离器、

无菌运输隔离器和无菌饲养隔离器的内表面和动物实验过程中各类物品外表面的消毒效果

评价。 

2 规范性文件 

下列文件对于本标准的应用是必不可少的。凡是注明日期的引用文件，仅所注日期

的版本适用于本文件。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括绣有的修改单）适用

于本文件。 

GB/T 38504-2020 喷雾消毒效果评价方法 

T/CALAS 72-2019 

DB 50/T 1043-2020 

DB 50/T 1044-2020 

3 术语和定义 

下列术语、定义适用于本标准。 

3.1 猪用隔离器 

    包括无菌子宫剥离器、运输隔离器和饲养隔离器。 

3.2 无菌子宫剥离器 

适用于无菌子宫剖除术获取无菌级或无特定病原体级的新生仔猪。无菌状态下，结扎并

脱离母体的子宫经无菌子宫剥离器的消毒渡槽，进入子宫剥离器内操作平台，在平台上切开

子宫表面并获取得到新生仔猪。 

3.3 运输隔离器 

与无菌子宫剥离器对接，可用于无菌级或无特定病原级新生仔猪的转移；单独使用时，

也适用于灭菌物品的转运。 

3.4 饲养隔离器 

正压时，适用于无菌级、无特定病原体级猪的饲养，控制外源微生物扩散到隔离器内部

区域；负压时，适用于猪感染性动物实验，控制感染源扩散到隔离器外部区域。 

3.5 菌落形成单位colony forming unit; CFU 

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形成的

集落，以其表达活菌的数量。 
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4 过氧乙酸消毒液 

4.1 过氧乙酸消毒产品选择 

所用过氧乙酸消毒产品应符合国家相关卫生标准、规范要求、卫生安全评价合格。宜选

择浓度为15%-16%（150000mg/L-160000mg/L）的质保期内的过氧乙酸消毒商品。 

4.2 过氧乙酸工作液 

将质保期内的正常保存的过氧乙酸消毒产品配置成工作浓度为0.05%（500mg/L）过氧乙

酸消毒液进行无菌猪隔离器的消毒。0.05%的过氧乙酸消毒液应现配现用。 

5 待消毒物品类型 

根据无菌猪饲养和实验需求，转入无菌猪隔离器的物品主要包括袋装奶粉（250g/

袋）、袋装饲料（2kg/袋）、带盖玻璃丝口瓶（容量 1L）、袋装灭菌脱脂纱布（800cm◊

84cm）、一次性无菌肛拭子（符合医疗器械 ISO13485质量管理体系认证）、杆秤（5kg量

程）。 

6 消毒评价原则 

6.1 杀灭微生物指标 

猪用隔离器杀灭微生物指标见表 1。 

表1 无菌猪隔离器消毒杀灭微生物指标 

使用范围 使用对象 指示菌株 杀灭对数值 

隔离器内物体表

面消毒 

袋装奶粉、饲料 大肠埃希氏菌ATCC25922 ≥6.00 

带盖玻璃丝口瓶 金黄色葡萄球菌ATCC25923 ≥6.00 

灭菌脱脂纱布、杆秤 铜绿假单胞菌ATCC27853 ≥6.00 

一次性无菌拭子 萎缩芽孢杆菌ATCC9372 ≥6.00 

对指示微生物做杀灭试验时，杀灭对数值≥6.00，或杀灭率达到100%。 

6.2 无菌猪隔离器内物体表面喷雾消毒的试验方法 

对物体表面的指示菌杀灭对数值≥6.00，或达到灭菌效果，相应的目标微生物不得检出。

操作方法见附录A。 

7 评价方法 

采样方法和活菌培养计数方法见附录A。 

7.1 评价规定 

活菌培养计数用的检测重复数不少于30个平皿，且任一平皿上均无菌落生长时（即

CFU=0），则判定为消毒合格。 
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附录A 

（规范性附录） 

无菌猪隔离器内物体表面喷雾消毒的试验方法 

A.1 目的 

用于鉴定喷雾消毒对人工污染于物体表面的细菌的杀灭作用，以验证该喷雾消毒对物体

表面的消毒效果。 

A.2 试剂或材料 

A.2.1 试验菌株 

大肠埃希氏菌ATCC25922、金黄色葡萄球菌ATCC25923、铜绿假单胞菌ATCC27853、萎缩

芽孢杆菌ATCC9372，在上述规定的菌株基础上，标注对特定微生物有杀灭作用的，选该微生

物进行杀灭试验。 

A.2.2 试验试剂 

A.2.2.1 磷酸盐缓冲液(PBS，0.01mol/L，PH 7.2)(稀释液)。 

A.2.2.2 标准硬水(硬度342mg/L)。 

A.2.2.3 灭菌生理盐水 

A.2.2.4 中和剂溶液（经A.5中和剂鉴定试验鉴定合格）。 

A.2.2.5 胰蛋白胨大豆琼脂培养基（TSA）。 

 

A.3 设备与耗材 

A.3.1 电动混匀器。 

A.3.2 恒温培养箱。 

A.3.3 刻度吸管。 

A.3.4 分光光度仪。 

A.3.5 移液器及配套的塑料吸头。 

A.3.6 试管。 

A.3.7 平皿。 

A.3.8 营养琼脂平板（含中和剂）。 

A.3.9 灭菌规格板（一次性使用，中央留一5.00cm×5.00cm的空格作为采样部位）。 

A.3.10 无菌棉拭子。 

 

A.4 菌片（染菌载体）的制备程序 

A.4.1 采用直径12mm、厚0.5mm的圆形金属片制作菌片。 

A.4.2 金属片于染菌前，严格按照以下步骤进行脱脂处理：将载体放在含洗涤剂的水中煮

沸30min，用自来水洗净；用蒸馏水煮沸10min，再用蒸馏水漂洗至PH呈中性，晾干备用。 

A.4.3 载体经压力蒸汽灭菌后，使用滴染法染菌。 

A.4.4 染菌用菌悬液：取第3代新鲜培养物，加入稀释液（一般用PBS）反复吹洗，洗下菌

苔。随后，用5.0ml吸管将洗下的菌液移至另一无菌试管中，用电动混匀器混合20s，或在手

掌上振打80次，以使细菌悬液均匀，然后加入等量的液体培养基，使用分光光度计调整菌液

浓度，使菌液的浓度约为5×10
8
CFU/mL。 

A.4.5 滴染法染菌时，将经灭菌的载体平铺于无菌平皿内，用移液器逐片滴加菌液10.0uL，

必要时用接种环涂匀整个载体表面。置36℃±1℃恒温培养箱或室温干燥备用。 

A.4.6 每个菌片（载体）的回收菌数应为1×10
6
CFU/片-5×10

6
CFU/片。 

A.5 中和剂鉴定试验 

A.5.1 中和剂载体定量鉴定试验操作程序 
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  根据试验分组，准备足量试管和平皿，依次编号。各组分别用适宜大小容量的无菌定量吸

管按以下程序吸取或添加试剂和试验样本。将适宜浓度的菌悬液用等量适合浓度的有机干扰

物稀释作为试验菌悬液，载体试验用菌量应保证其回收菌量在2.5×10
2
CFU/片-1.5×10

3
CFU/

片之间。 

  鉴定试验包括4组： 

a) 第1组：吸取中和剂5.0ml于无菌试管中，将其置20℃±1℃水浴中5min后，用无菌镊子

夹入1菌片，并使浸透于中和剂内，作用10min后，用电动混匀器混合20s，或将试管振

打80次，混匀，分别吸取1.0ml接种于两个平皿中，置36℃±1℃恒温培养箱中培养48h，

做活菌培养计数。 

b) 第2组：吸取中和产物溶液（按每片浸有消毒剂的载体加入含5.0ml中和剂的量制备中

和产物）5.0ml于无菌试管内，将其置20℃±1℃水浴5min中后，用无菌镊子夹入1菌

片，并使浸透于中和产物溶液中，作用10min后，用电动混匀器混合20s，或将试管振

打80次，混匀。分别吸取1.0ml接种于两个平皿中，置30℃±1℃恒温培养箱中培养48h，

做活菌培养计数。 

c) 第3组：吸取稀释液5.0ml于无菌试管内，将其置20℃±1℃水浴5min后，用无菌镊子夹

入1菌片，并使浸透于稀释液中，作用10min后，用电动混匀器混合20s，或将试管振打

80次，混匀，分别吸取1.0ml接种于两个平皿中，置36℃±1℃恒温培养箱中培养48h，

做活菌培养计数。 

d) 第4组：分别吸取稀释液与中和剂各1.0ml于无菌平皿内，倒入上述试验同批次的培养

基15ml-20ml，置36℃±1℃恒温培养箱中培养48h，观察最终结果。 

A.5.2 评价规定 

试验结果符合一下全部条件，所测中和剂可判为合格： 

a) 第1组、第2组和第3组有相似量试验菌生长，载体回收菌量在2.5×10
2
CFU/片-1.5×

10
3
CFU/片之间。其组间菌落数误差率不超过15%。第1组、第2组和第3组间菌落数误差率

计算见式（A.2）： 

PZ=
𝛴|𝑋−𝑋𝑖|

𝛴𝑋𝑖
× 100%         ………………… (A.2) 

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每片（CFU/片）。 

b) 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。 

c) 试验重复3次，每次试验均应符合a)、b)的要求。 

 

A.6 试验步骤 

A.6.1 将奶粉、饲料、玻璃丝口瓶、纱布、杆秤、无菌拭子作为染菌对象。 

A.6.2 染菌用菌悬液：将四种菌株接种在TSA培养基上，取第3代培养物，加入稀释液（一

般用PBS）反复吹洗，洗下菌苔。随后，用5.0ml吸管将洗下的菌液移至另一无菌试管中，用

电动混匀器混合20s，或在手掌上振打80次，以使细菌悬液均匀，然后加入等量的液体培养

基，使用分光光度计调整菌液浓度，使菌液的浓度约为5×10
8
CFU/mL。 

A.6.3 涂抹法染菌时，将适量的经灭菌的物品放于隔离器内，用无菌棉拭子沾取菌悬液并

将其均匀涂抹于物体表面及隔离器传递筒内表面。待自然干燥后进行试验。 

A.6.4 按试验设计的方法对传递筒内进行喷雾消毒。将无菌棉拭子在含10.0ml中和剂溶液

试管中浸湿，于管壁上挤干，消毒作用至设定时间时，分别对染菌物体表面及传递筒内表面
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进行涂抹取样，每区块横竖往返各8次，可采用“Z”字或“田”字形采样（见示例1）。采

样后，以无菌操作方式将棉拭子采样端剪入原试管内，电动混匀器混合20s，或者在手掌上

振敲200次，作为试验组样本。 

示例1： 

 

A.6.5 将试验样本做适当稀释，选取适宜稀释度，分别取1.0ml，接种于平板上，每个样本

接种三个平皿，置于36℃±1℃恒温培养箱中培养48h，观察最终结果。 

A.6.6 将每次试验未用完的同批次中和剂溶液、稀释液设为阴性对照。将消毒前菌悬液作

为阳性对照。 

A.6.7 试验重复3次。计算各组的活菌浓度（CFU/mL），并换算为对数值（N），然后按式

（A.1） 

计算杀灭对数值： 

                KL=N0-Nx               …………………（A.1） 

式中： 

KL——杀灭对数值； 

N0——消毒前菌悬液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，可以进行数字修约。但是，如果消毒试验组平均生

长菌落数小于1时，本标准规定此时的杀灭对数值，即大于或等于消毒前菌悬液平均活菌浓

度的对数值（KL≥N0）。 

A.6.8 评价规定：试验各次的30个样本的杀灭对数值大于等于6.00，或杀灭率达100%，可

判定为消毒合格。 

  在杀菌试验中，每次均应设置阳性对照；试验中所使用的中和剂、稀释液和培养基等，各

批次均应进行无菌检查，发现有菌生长，则全部试验应换用未污染试剂或培养基重做。 

A.7 物体表面的消毒杀菌效果 

A.7.1 对10包奶粉的消毒：0.05%过氧乙酸在喷雾1min，作用5min或喷雾2min，作用2min时，

可对四种标准菌达到100%的杀灭。 

A.7.2 对8瓶1L灭菌带盖玻璃丝口瓶的消毒：0.05%过氧乙酸在喷雾1min，作用10min或喷雾

2min，作用2min时，可对四种标准菌达到100%的杀灭。 

A.7.3 对10包饲料的消毒：0.05%过氧乙酸在喷雾1min，作用10min或喷雾2min，作用2min

时，可对四种标准菌达到100%的杀灭。 

A.7.4 对纱布、杆秤、一次性无菌拭子的消毒：0.05%过氧乙酸在喷雾1min，作用5min时，

可对四种标准菌达到100%的杀灭。 

A.8 注意事项 

A.8.1 棉拭涂抹采样较难标准化，宜使棉拭的大小，用力的均匀，吸取采样液的量，洗菌

时敲打的轻重等先后一致。 

A.8.2 现场样本应及时检测。室温存放不得超过2h，4℃冰箱存放不得超过4h。 

 
_________________________________ 
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