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低温蒸汽甲醛灭菌生物指示物抗力检测
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摘要　目的　建立低温蒸汽甲醛灭菌生物指示物抗力的检测方法。方法　采用存活曲线法，对某低温蒸汽甲醛灭
菌生物指示物的抗力进行检测和验证。结果　在６０℃恒温水浴条件下，用浓度为１．０ｍｏｌ／Ｌ甲醛溶液进行作用，
测得该生物指示物（嗜热脂肪地芽孢杆菌，ＡＴＣＣ７９５３）芽孢的 Ｄ值为１０．４９ｍｉｎ、ＳＴ值为４３．０３ｍｉｎ和 ＫＴ值为
１０５．９７ｍｉｎ。结论　该生物指示物的ＳＴ值和ＫＴ值经验证合格，其抗力符合相关标准的要求，本研究建立的测定方
法具有可行性。
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　　低温蒸汽甲醛灭菌、汽化过氧化氢灭菌和环氧
乙烷灭菌是目前国内外都公认的有效低温灭菌技

术〔１〕。在上述低温灭菌效果监测用生物指示物和

化学指示物产品方面，除环氧乙烷灭菌监测用指示

物比较成熟之外，其他两项低温灭菌监测用化学指

示物和生物指示物产品尚有待完善。生物指示物监

测是评价各项灭菌效果的金标准，也是低温蒸汽甲

醛灭菌效果评价的金标准，其关键评价指标是生物

指示物的抗力。目前，国内外尚无用于低温蒸汽甲

醛灭菌生物指示物的抗力检测仪，国内关于低温蒸

汽甲醛灭菌生物指示物抗力的检测也未见报道，相

关标准推荐用恒温水浴法评价生物指示物抗力。本

文旨在验证低温蒸汽甲醛灭菌生物指示物抗力检测

方法的可行性，为科学评价低温蒸汽甲醛灭菌生物

指示物产品提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
生物指示物为国内某企业提供同一批次自含式

低温蒸汽甲醛灭菌生物指示物，指示菌为嗜热脂肪

地芽孢杆菌（Ｇｅｏｂａｃｉｌｌｕｓｓｔｅａｒｏｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ，ＡＴＣＣ
７９５３）芽孢，产品说明书标示 Ｄ６０值为１１．３ｍｉｎ，经
活菌计数试验得到的平均回收菌量为 １．２６×１０６

ｃｆｕ／片。
主要试剂和培养基：甲醛溶液为分析纯，配成

１．０ｍｏｌ／Ｌ溶液供试验用，用孔径０．４５μｍ滤膜过
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滤除菌；浓度为２０ｇ／Ｌ亚硫酸钠溶液，用０．４５μｍ
滤膜过滤除菌；培养基为胰蛋白胨大豆琼脂（ＴＳＡ）、
胰蛋白胨大豆肉汤（ＴＳＢ），均为德国进口产品。

试验用仪器包括 Ｎ１－１３Ｓ型恒温振荡水槽，
６０℃水浴测定生物指示物抗力用；ＤＫ－Ｓ２６型恒温
水浴锅，９０℃水浴用；ＫＭＦ２４０型恒温恒湿培养箱，
细菌培养用。

１．２　试验方法
参照 ＧＢ１８２８１．１－２０１５／ＩＳＯ１１１３８－１：２００６

《医疗保健产品灭菌生物指示物第１部分：通则》〔２〕

和ＧＢ１８２８１．５－２０１５／ＩＳＯ１１１３８－５：２００６《医疗保
健产品灭菌生物指示物第５部分：低温蒸汽甲醛灭
菌用生物指示物》〔３〕，并略作修改。

１．２．１　Ｄ值测定　采用微生物存活曲线法。①随
机抽取２０个生物指示物，在无菌条件下取出其菌
片，平均分为５个时间组，每组４个菌片放入一个无
菌试管中，置６０℃水浴２０ｍｉｎ。５个时间组的设置
要求为：组间间隔时间相等；一组未经甲醛溶液处

理，即暴露时间为０ｍｉｎ；一组暴露后存活菌量降低
到初始菌量的 ０．０１％（１．２６×１０２ｃｆｕ／菌片）或以
下，且需在检测限（５０ｃｆｕ）以上；其余３组的暴露时
间介于前两组之间。②分别加入 １０ｍｌ预热至
６０℃的１．０ｍｏｌ／Ｌ甲醛溶液，开始计时。③达到相
应暴露时间后立即将试管中的甲醛溶液倒掉，并加

入１０ｍｌ亚硫酸钠溶液中和至少１０ｍｉｎ。④将试管
中的亚硫酸钠溶液倒掉，加入１０ｍｌ灭菌纯水，静置
１０ｍｉｎ。⑤将试管置９０℃水浴６０ｍｉｎ。⑥对处理
后的菌片进行含菌量测定，计算各组菌片的平均存

活菌量。⑦用所得的菌片平均存活菌量的常用对数
值对时间（ｍｉｎ）作图，用最小二乘法进行回归分析，
确定最佳线性曲线。计算所得直线斜率的负倒数

值，即等于以时间（ｍｉｎ）表示的指定暴露条件下的
Ｄ值。具体计算公式参照 ＧＢ１８２８１．１－２０１５／ＩＳＯ
１１１３８－１：２００６〔２〕附录Ｃ。
１．２．２　存活 －杀灭反应特性验证　①存活时间
（ＳＴ）和杀灭时间（ＫＴ）采用初始存活菌量（Ｎ０）和 Ｄ
值，根据以下公式计算：ＳＴ值≥（ｌｇＮ０－２）×Ｄ值，
ＫＴ值≤（ｌｇＮ０＋４）×Ｄ值。②随机抽取１００个生物
指示物，在无菌条件下取出其菌片，每个菌片放入一

个无菌试管中，置６０℃水浴２０ｍｉｎ。③分别加入
１０ｍｌ预热至６０℃的１．０ｍｏｌ／Ｌ甲醛溶液，开始计
时。其中，５０个菌片的暴露时间为ＳＴ，另外５０个菌
片的暴露时间为 ＫＴ。④达到相应暴露时间后立即
将试管中的甲醛溶液倒掉，并加入１０ｍｌ亚硫酸钠
溶液中和至少１０ｍｉｎ。⑤将试管中的亚硫酸钠溶液
尽可能倒干，加入１０ｍｌＴＳＢ培养基，置５６℃温箱

培养７ｄ，观察有无细菌生长。⑥试验同时设置阳性
对照组和阴性对照组。

１．２．３　评价标准　依据 ＧＢ１８２８１．５－２０１５／ＩＳＯ
１１１３８－５：２００６〔３〕规定，在６０℃、１．０ｍｏｌ／Ｌ甲醛溶
液暴露条件下，测定的 Ｄ值应≥６ｍｉｎ；暴露时间为
ＳＴ时，５０个测试样本应全部有菌生长；暴露时间为
ＫＴ时，５０个测试样本应全部无菌生长。此外，ＧＢ
１８２８１．１－２０１５／ＩＳＯ１１１３８－１：２００６〔２〕还要求所测
Ｄ值与标示Ｄ值相差应在±２０％范围内。

２　结果

２．１　Ｄ值测定结果
根据生存曲线法适用条件，最终确定的５个暴

露时间为０ｍｉｎ、１１ｍｉｎ、２２ｍｉｎ、３３ｍｉｎ和４４ｍｉｎ。
在６０℃、１．０ｍｏｌ／Ｌ甲醛溶液暴露条件下，根据各组
菌片平均存活菌量计算的回归曲线线性方程为 ｙ＝
－０．０９５３ｘ＋６．６４２３，存活曲线的线性相关系数 ｒ２

为０．９２，计算得到的Ｄ值为１０．４９ｍｉｎ，与标示Ｄ值
相差－７．１７％，符合 ＧＢ１８２８１．１－２０１５／ＩＳＯ１１１３８
－１：２００６〔２〕的要求，详见表１和图１。

表１　各组菌片平均存活菌数

暴露时间（ｍｉｎ） 平均存活菌数（ｃｆｕ／片）

０ １２６００００
１１ ７３８０００
２２ １３４０００
３３ ４７５０
４４ ９０

　注：计算出Ｄ值为１０．４９（ｍｉｎ），ｒ２＝０．９２。

图１　生物指示物存活曲线

２．２　存活－杀灭反应特性验证
根据所测 Ｄ值计算，该批次生物指示物在

６０℃、１．０ｍｏｌ／Ｌ甲醛溶液暴露条件下的 ＳＴ为
４３．０３ｍｉｎ，ＫＴ为１０５．９７ｍｉｎ，其存活 －杀灭反应特
性验证结果（表 ２）符合 ＧＢ１８２８１．５－２０１５／ＩＳＯ
１１１３８－５：２００６〔３〕的要求。
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表２　存活－杀灭反应特性验证结果
暴露时间（ｍｉｎ） 检测片数 有菌生长片数

４３．０３ ５０ ５０
１０５．９７ ５０ ０

　注：阳性对照组有菌生长，阴性对照组无菌生长。

３　讨论

临床上某些医疗器械（如内镜）无法耐受高温，

促使了低温消毒技术的发展。低温蒸汽甲醛灭菌技

术是上世纪发展起来的新型灭菌技术，尽管甲醛具

有潜在致癌毒性，但是低温蒸汽甲醛灭菌器的有效

性和安全性早在２０世纪８０年代就已得到验证〔４，５〕，

并逐渐在欧洲得到推广应用。在处理不同的灭菌对

象时，低温蒸汽甲醛灭菌效果等于甚至优于过氧化

氢等离子体灭菌和环氧乙烷灭菌〔６，７〕。目前，国内

已有厂商在推广低温蒸汽甲醛灭菌设备，且国产化

设备也已通过灭菌性能和安全性能测试〔８〕。因设

备在灭菌过程中受到诸多因素的影响以及相关标

准、规范的要求，灭菌效果需要定期用生物指示物进

行监测。因此，如何科学有效地评价低温蒸汽甲醛

灭菌生物指示物显得尤为迫切。

合格的生物指示物应当具有合格的抗力，生物指

示物的抗力特性包括Ｄ值和存活－杀灭反应特性。国
内已有关于过氧化氢灭菌和环氧乙烷灭菌生物指示物

抗力测定的研究〔９，１０〕，而关于低温蒸汽甲醛灭菌生物指

示物抗力测定的研究尚未见报道。低温蒸汽甲醛灭菌

生物指示物抗力测定的难点在于目前世上尚无低温蒸

汽甲醛灭菌抗力检测仪，无法完全模拟低温蒸汽甲醛

灭菌环境。因此，建立一个有效、可行的低温蒸汽甲醛

灭菌生物指示物抗力测定方法非常必要。

根据 ＧＢ１８２８１．１－２０１５／ＩＳＯ１１１３８－１：２００６〔２〕

附录Ｃ存活曲线方法测量Ｄ值的要求，至少有一次
暴露的活菌数降低到初始菌量的０．０１％，而该方法可
行的最低限约为５０ｃｆｕ，因此确定最长的暴露时间是
试验的关键点。暴露时间过短，达不到菌量降低的要

求；暴露时间过长，可能无法获得存活菌量的准确计

数结果。在实际操作中，可根据产品说明书上标注的

Ｄ值，预估最长的暴露时间，然后通过多次预试验加
以确认。本次试验确定的最长暴露时间为４４ｍｉｎ，存
活菌量为９０ｃｆｕ／菌片，符合标准要求。存活曲线的ｒ２

为０．９２，说明曲线拟合度好，所得 Ｄ值可信度高，且
与说明书标示值相差 －７．１７％，在 ±２０％范围内，符
合ＧＢ１８２８１．１－２０１５／ＩＳＯ１１１３８－１：２００６〔２〕的要求。

在存活 －杀灭反应特性验证试验中，当暴露时
间为ＳＴ值时，５０个测试样本均有菌生长；暴露时间
为ＫＴ值时，５０个测试样本均无菌生长，符合 ＧＢ
１８２８１．５－２０１５／ＩＳＯ１１１３８－５：２００６〔３〕的要求。该

验证试验的目的是进一步验证通过统计学方法计算

的Ｄ值的准确性，同时确保生物指示物的抗力和初
始存活菌量（ＳＴ值和ＫＴ值与Ｄ值和Ｎ０相关）具有
一定的均一性、稳定性。

在Ｄ值测定和存活 －杀灭反应特性验证试验
初始阶段，装有菌片的无菌试管在６０℃水浴２０ｍｉｎ
是为了利用反应温度烘干在操作过程中菌片可能吸

收的水分，以确保加入的甲醛溶液能够按照设计浓

度作用于菌片。此外，在加入甲醛溶液时，应使甲醛

溶液贴试管壁缓慢流下，直至甲醛溶液完全浸没菌

片后再快速加入剩余甲醛溶液，此过程中试管一直

处于６０℃水浴中。该操作是为了避免快速加入甲
醛溶液时，菌片表面可能会产生一层气泡膜，阻止菌

片与甲醛溶液接触，进而影响试验结果。

综上所述，该产品所测抗力结果符合 ＧＢ
１８２８１．５－２０１５／ＩＳＯ１１１３８－５：２００６〔３〕的要求；本方
法测定低温蒸汽甲醛灭菌生物指示物抗力具有可行

性，现阶段可用于该类产品的检测评价。但是同等

浓度下，液相状态甲醛的穿透力肯定要低于蒸汽状

态，本方法所测 Ｄ值可能要高于真实值，有待低温
蒸汽甲醛灭菌抗力检测仪问世后通过试验验证。
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