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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。

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。

本文件由中国医学救援协会提出，由中国医学救援协会标准化工作委员会归口。

本文件起草单位：中国疾病预防控制中心传染病预防控制所、中国疾病预防控制中心营养与健康所、

中国疾病预防控制中心环境与健康相关产品安全所、中国疾病预防控制中心、四川省疾病预防控制中心、

山东省疾病预防控制中心、中国人民解放军军事科学院军事医学研究院。

本文件主要起草人：徐雪芳、张必科、曹秋野、黄英、周海健、苏丽琴、王霄晔、赵红庆、张巾晖、

罗霞、杨小蓉、张林、胡彬、辛文文。
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引 言

肉毒毒素是目前已发现的最强烈的生物毒素之一，其造成的肉毒中毒病死率高，住院时间长，一直

是生物战剂的重要组成部分，是重要的公共场所生物恐怖威胁因子之一,在国家安全和公共卫生安全中

具有重要意义。产肉毒毒素的肉毒梭菌其污染源主要是存在于环境和土壤中的肉毒梭菌芽孢，在公共场

所环境中也可以肉毒梭菌芽孢形式存在，一般消毒剂很难对其进行彻底杀灭。

建立肉毒梭菌芽孢的消毒效果实验室评价标准，对肉毒梭菌消毒剂的评价具有重要指导作用，对维

护公共卫生安全具有重要意义。本标准依据现有标准 GB 4789.12《食品安全国家标准 食品卫生微生物

学检验 肉毒梭菌及肉毒毒素检验》、WS/T 683—2020《消毒试验用微生物要求》和 WS/T 10009—2023

《消毒产品检测方法》的基础上，在科技部国家重点研发计划项目（2021YFC2600501）的支持下，根据

肉毒梭菌的生长特点和抵抗消毒剂特性，制定了对肉毒梭菌芽孢消毒效果评价的通用原则文件,适用于

实验室对消毒剂的消毒效果评价同时可用于公共场所肉毒梭菌芽孢的消毒。
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肉毒梭菌的消毒效果检测方法
1 范围

本文件规定了肉毒梭菌消毒产品的消毒效果检测方法的实验室要求、试剂和材料、试验步骤和结果

判定。

本文件适用于肉毒梭菌消毒剂消毒效果的实验室检测。

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 4789.12《食品安全国家标准 食品卫生微生物学检验 肉毒梭菌及肉毒毒素检验》

WS/T 683—2020《消毒试验用微生物要求》

WS/T 10009《消毒产品检测方法》

3 术语与定义

下列术语和定义适用于本文件。

3.1

肉毒梭菌 Clostridium Botulinum

一类可产生肉毒毒素的专性厌氧革兰阳性粗大杆菌。

注：广泛分布于自然界的土壤、湖泊、河川及海底，直杆状或稍弯曲，常散在，有时成双或短链状，有

周鞭毛，无荚膜，芽孢呈椭圆形，粗于菌体，呈梭状，多位于近极端，使细胞呈汤匙状或网球拍状。

4 缩略语

下列缩略语适用于本文件。
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BSA：牛血清白蛋白(Bovine Serum Albumin)

CFU：菌落形成单位（Colony Forming Unit）

TPS: 胰蛋白胨生理盐水溶液(Tryptone Physiology Solution)

TPGY：胰蛋白胨葡萄糖酵母浸膏肉汤(Trypticase Glucose Yeast Extract Broth)

KL： 杀灭对数值 （killing log value）

5 实验室要求

肉毒梭菌消毒检测实验室应符合GB 19489《实验室 生物安全通用要求》，在生物安全Ⅱ级及以上的实

验室内进行。

6 试剂和材料

有机干扰物（BSA）和胰蛋白胨生理盐水溶液（TPS）参考行业标准-《消毒试验用微生物要求》（WS/T

683—2020）。

培养基和革兰氏染色液：肉毒梭菌固体培养基可用卵黄琼脂培养基或哥伦比亚血琼脂培养基，液体培养

基采用胰蛋白胨葡萄糖酵母膏肉汤(TPGY)，相关培养基和革兰氏染色液配制方法参照国家标准-《食品

安全国家标准 食品卫生微生物学检验 肉毒梭菌及肉毒毒素检验》（GB 4789.12）。

设备中除厌氧培养装置外其他参考行业标准-《消毒产品检测方法》（WS/T 10009—2023）。

7 试验步骤

本检测方法试验步骤共为以下三个部分。

7.1 肉毒梭菌芽孢悬液的制备与计数

7.1.1 肉毒梭菌芽孢培养

将肉毒梭菌在固体培养基-卵黄琼脂培养基平皿或哥伦比亚血琼脂平皿上，在适宜的温度置于厌氧培养

装置中进行复苏与传代，挑取第2代纯培养物中典型菌落（在卵黄琼脂培养基平皿上菌落边缘有彩虹样
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光泽）接种于5 mL TPGY肉汤中,培养48 h后1:100接种于TPGY肉汤中，培养5 d后取10-100 µL培养物进

行涂片、革兰染色和镜检，待显微镜下观察芽孢数大于90%后进行芽孢悬液的制备。

7.1.2 肉毒梭菌芽孢悬液制备

收集培养物于4℃ 10,000 × g 离心15分钟，纯水重悬，重复三次，每次加入纯水体积为离心前的一半，

最后加入适量纯水获得芽孢悬液，80℃加热10 min，而后采用纯水进行倍比稀释，接种于卵黄琼脂平皿

或哥伦比亚血琼脂平皿进行菌落计数，根据计数结果稀释获得试验所需浓度的芽孢悬液。

上述试验步骤除离心和重悬外均需在厌氧培养装置中进行。

7.2 中和剂鉴定试验

除肉毒梭菌的培养和鉴定按照本文件5.2外，其它按照WS/T 10009—2023《消毒产品检测方法》5.1.5

章节执行，可根据消毒剂的有效成分和浓度，选择合适的中和剂。

7.3 肉毒梭菌杀灭试验

确定中和剂后，采用适当的中和剂和有机干扰物BSA，制备的肉毒梭菌芽孢悬液，对需开展评价的消毒

剂开展杀灭试验与消毒效果检测试验。

肉毒梭菌芽孢杀灭与消毒效果评价试验按照WS/T 10009—2023《消毒产品检测方法》中5.1.7章节执行，

获得相应的杀灭对数值作为评价指标。

8 结果判断（检测报告）

按消毒产品指定的作用浓度设置3个作用时间，分别是最短作用时间的0.5倍、最短作用时间和最短作用

时间的1.5倍，试验重复3次。在产品指定最低浓度与最短作用时间，以及最短作用时间的1.5倍时，当

肉毒梭菌杀灭试验中的杀灭对数值（KL）均 ≥5.00时，判定该消毒产品为合格，当KL值<5.00时判定该
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消毒产品为不合格。在产品指定浓度与最短作用时间的0.5倍时，可允许在部分重复次数中，出现不合

格结果。

检测报告中应将各次试验的结果全部以表的形式列出，阳性对照组应列出各次试验菌浓度，以及平均试

验菌浓度，试验组应列出杀灭对数值。
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