
书书书

【论 著】

邻苯二甲醛对细菌芽孢和分枝杆菌杀灭效果研究

魏兰芬，潘协商，赵永信，李　晔，蔡　冉，朱一凡
（浙江省疾病预防控制中心，浙江杭州　３１００５１）

摘要　目的　观察某邻苯二甲醛消毒液对细菌芽孢和分枝杆菌的杀灭效果及连续使用稳定性。方法　采用悬液定
量杀菌试验，对该邻苯二甲醛消毒液杀灭枯草杆菌黑色变种芽孢和龟分枝杆菌脓肿亚种的效果进行观察。结果　浓
度为４８００ｍｇ／Ｌ的该消毒液作用１４ｈ，对龟分枝杆菌脓肿亚种作用５ｍｉｎ杀灭对数值为４．６０；浓度为３０００ｍｇ／Ｌ的该
邻苯二甲醛消毒液的稀释液作用１４ｈ，对悬液内枯草杆菌黑色变种芽孢的杀灭对数值为７．６５，杀灭对数值为４．０２，作
用５ｍｉｎ对龟分枝杆菌脓肿亚种的杀灭对数值仅为２．８８。该消毒液经医疗器械浸泡连续使用１４ｄ的稳定性实验结
果证明，杀菌效果不变。该消毒液在内镜清洗机内连续使用１４ｄ共处理８０条模拟内镜后，杀菌效果未达到高效消毒
要求。结论　该邻苯二甲醛消毒液所设定的剂量不适用于医疗器械的高水平消毒。
关键词　邻苯二甲醛；枯草杆菌黑色变种芽孢；龟分枝杆菌脓肿亚种；杀菌效果
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　　近年来，邻苯二甲醛在内镜消毒领域的使用越来
越普遍。该消毒液通常含邻苯二甲醛５０００ｍｇ／Ｌ～
６０００ｍｇ／Ｌ，多数产品均标示为“具有高水平消毒作
用、可杀灭细菌芽孢、以最低使用浓度不低于

３０００ｍｇ／Ｌ、可连续使用１４ｄ为使用限期”。为观察
邻苯二甲醛消毒液实际杀菌效果和连续使用稳定性

以及最低有效浓度，本研究选择某具有代表性的邻苯

二甲醛消毒液产品，以枯草杆菌黑色变种芽孢和龟分

枝杆菌脓肿亚种为指标菌进行了实验室杀菌效果和

连续使用稳定性以及最低有效浓度等指标研究。

１　材料与方法

１．１　材料
试验用消毒剂为邻苯二甲醛消毒剂（国内产

品），产品为浅蓝色透明液体，标签标示浓度为

５０００ｍｇ／Ｌ～６０００ｍｇ／Ｌ，可杀灭细菌芽孢、分枝杆
菌、连续使用≤１４ｄ、最低有效含量≥３０００ｍｇ／Ｌ；
有效期２４个月。经气相色谱法测定，该邻苯二甲醛
含量为５９６０ｍｇ／Ｌ，ｐＨ值７．４８。

试验菌株为枯草杆菌黑色变种（ＡＴＣＣ９３７２）芽
孢和龟分枝杆菌脓肿亚种（ＡＴＣＣ１９９７７），由国家菌
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种保藏中心提供冻干管。

中和剂为含５ｇ／Ｌ卵磷脂、５０ｇ／Ｌ吐温－８０、１０
ｇ／Ｌ甘氨酸和 １ｇ／Ｌ胰蛋白胨生理盐水（ＴＰＳ），按
２００２年版《消毒技术规范》〔１〕要求进行鉴定合格后
备用（中和剂鉴定试验操作和结果省略）。

模拟医疗器械及染菌用载体：分别为手术剪、医

用镊子、止血钳，染菌载体为１２．５ｃｍ止血钳的齿端
部份，灭菌备用。模拟内镜体及染菌用载体：为聚四

氟乙烯管（外径１２ｍｍ，内径６ｍｍ，长度１０００ｍｍ）
灭菌备用；染菌载体为聚四氟乙烯管（外径６ｍｍ，内
径４ｍｍ，长度４０ｍｍ）灭菌备用。

内镜清洗机：ＭＬＸ－６００型全自动内镜清洗消
毒机（国内产品），采用同时处理３条模拟内镜的三
通道工作模式。

１．２　方法
１．２．１　染菌载体制备〔１〕　取２０μｌ胰蛋白胨大豆
肉汤配制的芽孢悬液（含芽孢数１×１０８ｃｆｕ／ｍｌ～５×
１０８ｃｆｕ／ｍｌ），滴染于模拟医疗器械和模拟内镜载体
的表面内壁，涂抹均匀，置 ３７℃ 培养箱中至干燥，
制成染菌载体冰箱保存备用。

１．２．２　杀菌试验〔１〕　分别以消毒液原液和含邻苯
二甲醛３０００ｍｇ／Ｌ的稀释液作为受试液，２０℃恒温
条件下进行杀菌试验，实验时按设计浓度的１．２５倍
配制消毒液。载体法所用消毒液按实际作用浓度配

制，在无菌平皿内按每个载体５ｍｌ用量，将染菌载
体置于消毒液内浸泡并计时，作用至设定时间，取出

载体投入装有中和剂的试管内，经充分振荡洗脱，取

洗脱液作活菌计数培养，同时作阳性对照组活菌计

数，计算杀灭对数值。试验至少重复３次。
１．２．３　医疗器械模拟现场消毒效果检测　采用止
血钳染菌载体浸泡试验，按产品含量标示区间要求，

实验前以标准硬水将消毒剂稀释成邻苯二甲醛含量

为５０００ｍｇ／Ｌ和３０００ｍｇ／Ｌ的溶液备用。按１．２．２
的方法执行。

１．２．４　内镜模拟消毒效果检测〔２〕　将模拟内镜体在
５０ｍｍ、５００ｍｍ和 ９５０ｍｍ处剪开，取３份染菌载体
分别连接在各剪开处，再将模拟内镜体装放于内镜消

毒机内规定的位置，按设定的消毒程序（含漂洗

２．０ｍｉｎ、酶洗２．０ｍｉｎ、漂洗２．０ｍｉｎ、吹干３０ｓ、消毒
５．０ｍｉｎ、末洗２．０ｍｉｎ、酒精干燥２０ｓ）进行处理。处
理完毕，将染菌载体取出分别置于含有１０ｍｌ中和剂
溶液的试管内，充分洗脱后，以倾注法作残留菌回收

计数。同时以室温下放置的染菌载体作阳性对照计

数，以试验同批次的中和稀释液等设阴性对照。

１．２．５　医疗器械连续使用稳定性试验　连续使用
１４ｄ后检测邻苯二甲醛含量，然后取消毒液进行分

枝杆菌的悬液定量杀菌试验及医疗器械载体模拟消

毒效果测试。

１．２．６　内镜消毒连续使用稳定性试验　连续使用
１４ｄ共计处理８０条带染菌载体的模拟内镜后，检测
邻苯二甲醛含量，再取消毒液进行细菌芽孢和分枝

杆菌试管内悬液定量杀菌效果测试，同时对留存在

清洗机内的液体进行内镜模拟消毒效果测试。

１．２．７　评价标准　对悬液中细菌芽孢杀灭对数值≥
５．００，对龟分枝杆菌脓肿亚种杀灭对数值≥４．００〔１〕；对
载体细菌芽孢和龟分枝杆菌脓肿亚种杀灭对数值≥
３．００〔１〕；结合内镜清洗机处理（含清洗、消毒、漂洗等步
骤），对模拟内镜载体细菌芽孢消除对数值≥３．００〔２〕；
连续使用一定时间后消毒液，杀菌效果符合上述要求，

有效成份含量不低于标示最低值，为合格。

２　结果

２．１　悬液定量杀菌试验结果
经３次测试结果显示，浓度为４８００ｍｇ／Ｌ的该

消毒液作用１４ｈ，对悬液内的枯草杆菌黑色变种芽
孢的杀灭对数值为７．６５，对龟分枝杆菌脓肿亚种作
用５ｍｉｎ杀灭对数值为４．６０；浓度为３０００ｍｇ／Ｌ的
该邻苯二甲醛消毒液的稀释液作用１４ｈ，对悬液内
枯草杆菌黑色变种芽孢的杀灭对数值为４．０２，作用
５ｍｉｎ对龟分枝杆菌脓肿亚种的杀灭对数值仅为
２．８８（表１和表２）。

表１　邻苯二甲醛消毒液对细菌芽孢的杀灭效果

试验方法
作用浓度

（ｍｇ／Ｌ）

作用不同时间（ｈ）杀灭对数值

７．０ １４．０ ２１．０

阳性对照

菌数对数值

悬液法　 ４８００ ２．２６ ７．６５ ７．６５ ７．６５
３０００ １．８１ ４．０２ ７．６５ ７．６５

器械连续

使用两周

３８００ ２．１５ ７．６０ ７．６０ ７．６０

内镜连续

使用两周

２６００ １．７１ ３．３８ ７．５７ ７．５７

表２　邻苯二甲醛对龟分枝杆菌脓肿亚种的杀灭效果

试验方法
作用浓度

（ｍｇ／Ｌ）

作用不同时间（ｍｉｎ）杀灭对数值

２．５ ５．０ ７．５

阳性对照

菌数对数值

悬液法 ４８００ ２．９４ ４．６０ ７．５５ ７．５５
３０００ ２．５６ ２．８８ ３．１２ ７．５５

器械连续

使用两周

３８００ ２．６０ ４．４８ ７．６８ ７．６８

内镜连续

使用两周

２６００ ０．９３ ２．０９ ３．０７ ７．４９

２．２　对医疗器械的模拟消毒效果
用浓度为５０００ｍｇ／Ｌ邻苯二甲醛消毒液浸泡

作用１４ｈ，３０件止血钳载体上的枯草杆菌黑色变种
芽孢的残留数均小于１０ｃｆｕ／件；经１４ｄ连续使用
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后，实际作用浓度降为４７００ｍｇ／Ｌ，浸泡作用１４ｈ
止血钳载体上残留菌数为 ＜１０ｃｆｕ／件 ～２５ｃｆｕ／件，
杀灭对数值均为５．１６～５．５６。用浓度为３０００ｍｇ／Ｌ
邻苯二甲醛消毒液浸泡作用１４ｈ，３０件止血钳载体
上的枯草杆菌黑色变种芽孢的残留数为４１０ｃｆｕ／件
～３１５０ｃｆｕ／件，杀灭对数值均值及范围分别为
３．４４、３．０３～３．９２（表３）。

表３　邻苯二甲醛消毒液对医疗器械的模拟消毒效果

试验方法
作用浓度

（ｍｇ／Ｌ）

作用１４ｈ的杀灭效果

杀灭对数

均值及范围

残留菌数

（ｃｆｕ／件）

阳性对照

菌数对数值

载体浸泡 ５０００ ６．５６（６．５６） ＜１０ ６．５６
３０００ ３．４４（３．０３～３．９２）４１０～３１５０ ６．５３

器械浸泡

连续两周

４７００ ５．６３（５．１６～６．５６） ＜１０～２５ ６．５６

２．３　模拟内镜的模拟消毒效果
将浓度为５０００ｍｇ／Ｌ的邻苯二甲醛消毒液置

于内镜清洗机内，按消毒机使用程序运行（消毒程

序运行５．０ｍｉｎ），连续运行１４ｄ共计８０条带染菌
载体的模拟内镜，最终检测邻苯二甲醛浓度为

３２００ｍｇ／Ｌ，对９条模拟内镜中的染菌载体进行检
测，枯草杆菌黑色变种芽孢清除对数值范围为

３．４１～４．３２和 ３．０６～４．１７，载体残留菌数分为
２８５ｃｆｕ／件～３６００ｃｆｕ／件。

３　讨论

ＷＳ５０７－２０１６《软式内镜清洗消毒技术规范》〔３〕中
将浓度为５０００ｍｇ／Ｌ～６０００ｍｇ／Ｌ邻苯二甲醛作为内
镜高水平消毒剂，消毒时间≥５ｍｉｎ；ＧＢ３０６８９－２０１４
《内镜自动清洗机卫生要求》〔４〕规定，配套用的消毒液，

在说明书规定的最短作用时间、最低作用温度和浓度

应全部满足以下要求：对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌和

铜绿假单胞菌杀灭对数值≥５．０，对白色念珠菌、黑曲
霉孢子、脊髓灰质炎病毒和分枝杆菌的杀灭对数值应

≥４．００；在一定时间内对细菌芽孢的杀灭对数值应
≥５．０。本研究结果显示，结合近１０年来上市邻苯二甲
醛消毒剂检测报告结果，多数被检邻苯二甲醛消毒剂

产品所标示的最低使用浓度为３０００ｍｇ／Ｌ，对龟分枝杆
菌脓肿亚种和黑曲霉孢子的杀菌效果未能满足要求，

即便按照我国现行对中水平消毒剂的要求〔１，５〕，所标示

的最低使用浓度３０００ｍｇ／Ｌ作用５ｍｉｎ也不能满足达标
要求。国内曾有类似的报道〔６，７〕，有的报告多进行杀灭

细菌芽孢的实验，很少对分枝杆菌等目标微生物的杀

菌效果予以观察。美国《医疗保健机构消毒灭菌指

南》〔８〕提到，５０００ｍｇ／Ｌ邻苯二甲醛作用２７０ｍｉｎ，不能

有效杀灭芽孢，连续使用１４ｄ、经５０个循环处理内镜
后，液体中邻苯二甲醛含量仍在３０００ｍｇ／Ｌ以上。国
内研究结果提示〔９〕，浓度为５５００ｍｇ／Ｌ的邻苯二甲醛
消毒液与清洗机配套使用，各处理胃镜１０２次、肠镜８５
次，染菌量及消化内镜微生物学监测结果均为合格。

魏兰芬等曾报道，某国产品牌邻苯二甲醛消毒液在模

拟现场条件下，内镜消毒清洗机机处理和手工处理均

能达到规定的消毒要求，在消毒机运行累计８１条胃
镜，邻苯二甲醛消毒液仍保持在有效浓度范围〔１０〕，但也

未对其杀灭分枝杆菌的杀灭效果进行评估。

本研究结果显示，邻苯二甲醛消毒液与清洗机配

套使用，１４ｄ累计处理８０条模拟内镜后，邻苯二甲醛
含量从５０００ｍｇ／Ｌ降至３２００ｍｇ／Ｌ，此时消毒液对细
菌芽孢和龟分枝杆菌脓肿亚种的杀灭效果已不能达

标。结果提示，全自动内镜消毒机机械去除污染菌的

作用更为明显。

因此，本研究所用的邻苯二甲醛消毒液所设定的

使用浓度和操作条件不适用于医疗器械的高水平消

毒，仅适用于内镜等医疗器械的中水平消毒，且无法

满足内镜清洗机连续使用１４ｄ累计处理８０条内镜的
要求，其所标示的最低３０００ｍｇ／Ｌ使用浓度缺乏科
学依据；《内镜清洗消毒机消毒效果检验技术规范》

中〔２〕，“内镜清洗消毒机模拟现场消毒时，在规定的作

用时间内，３次试验对各载体上人工污染的枯草杆菌
黑色变种芽孢的消除对数值均≥３．００时，可判为消毒
合格”的判定标准〔２〕的适用性也值得商榷。
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