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环境物体表面不同采样与接种方法在不同材料表面采样结果比较
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［摘　要］　目的　评估不同采样方法检测不同材料表面细菌污染状况的检测效能，寻找一种既符合国家规范又能

简便快捷、准确反映物体表面实际微生物污染状况的采样方法。方法　将灭菌不锈钢板与灭菌无纺布表面均匀涂

布腐生葡萄球菌，自然干燥后，分别用三磷酸腺苷（ＡＴＰ）生物荧光法、棉拭子涂抹法、载体压印法、滤膜法进行物体

表面采样并检测菌落总数，比较不同采样方法的差异性。应用ＳＰＳＳ１８．０软件进行数据分析。结果　不同污染浓

度下，不锈钢板和无纺布均是载体压印法检出菌落数最高，其次为滤膜法，棉拭子涂抹法检出菌落数最低。当无纺

布染菌量为１０６ＣＦＵ／ｍＬ时，载体压印法的检测合格率（３０．０％）低于棉拭子涂抹法（８０．０％）、滤膜法（８０．０％）及

ＡＴＰ生物荧光法（９０．０％），差异均有统计学意义（均犘＜０．０５）。ＡＴＰ生物荧光法容易出现假阴性结果。在染菌

浓度为１０７ＣＦＵ／ｍＬ时，棉拭子涂抹法与 ＡＴＰ生物荧光法对无纺布表面采样检测结果的Ｐｅａｒｓｏｎ相关系数为

０．８３８（犘＝０．００２），两种采样方法的检测结果具有良好的相关性。结论　载体压印法对物体表面污染细菌采样菌

落检出数及灵敏度高于棉拭子涂抹法、滤膜法及ＡＴＰ生物荧光法，载体压印法可用于医疗机构环境物体表面和手表

面细菌监测采样；ＡＴＰ生物荧光法与棉拭子涂抹法对人工污染无纺布表面细菌载量检测结果具有较好的相关性。

［关　键　词］　环境表面；ＡＴＰ生物荧光法；滤膜法；载体压印法；棉拭子涂抹法；细菌采样
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　　医疗机构中污染的环境物体表面和医务人员手

是致病菌传播的重要媒介，也是多重耐药菌传播、医

院感染暴发的重要诱因及隐患［１２］。对医疗机构物

体表面和医务人员手等进行的卫生学评价中，细菌

污染监测是常规监测项目，采样方法的优劣直接影

响到检测结果。目前，最准确的评价方法是细菌定

量检测即活菌计数法，为了有效评价环境表面污染

程度，采用既灵敏又有效的采样方法至关重要。

传统的环境物体表面菌落总数采样方法为棉拭

子涂抹法［３］。近年来，新的医院感染监测方法不断

出现［４５］，为了选择更合适的环境物体表面监测方

法，２０２０ 年 １１ 月 １—３０ 日我们对三磷酸腺苷

（ＡＴＰ）生物荧光法、棉拭子涂抹法、载体压印法及

滤膜法４种采样方法进行对比研究，为不同物体表

面选择方法简便、结果可靠、价格较低的环境物体表

面监测方法提供依据。现报告如下。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器　ＳｙｓｔｅｍＳＵＲＥＰｌｕｓ型手持式

ＡＴＰ生物荧光检测仪及配套的试剂与采样拭子，

ＰＴ／ＳＦＭ３Ｃ型全自动抽滤机（孔径０．４５μｍ）、一次

性使用无菌拭子、一次性使用无菌规格板由重庆庞

通医疗器械有限公司生产提供，梅里埃Ｄｅｎｓｉｃｈｅｋ

ｐｌｕｓ电子比浊仪，普通营养琼脂培养基及培养器

材，一次性无菌接种环，灭菌不锈钢板，灭菌无纺布，

灭菌无尘吸水纸，试验目标细菌为腐生葡萄球菌标

准菌株ＡＴＣＣ４９４５３。

１．２　研究方法

１．２．１　表面染菌　制作菌悬液：按照《全国临床检验

操作规程（第３版）》操作，将腐生葡萄球菌标准菌株

（ＡＴＣＣ４９４５３）接种到血琼脂平板，质谱鉴定验证无

杂菌污染，将目标菌株增菌培养，用电子比浊仪制备

成０．５麦氏单位的菌悬液（１．５×１０８ＣＦＵ／ｍＬ），用生

理盐水分别稀释成含菌量为１０５、１０６、１０７ＣＦＵ／ｍＬ

菌悬液。灭菌不锈钢板染菌：将灭菌无尘吸水纸浸

于不同浓度菌液中，确保完全浸湿，取出后稍拧干，

在灭菌不锈钢板表面均匀涂抹，确保不锈钢板表面

染菌均匀，将钢板置于超净工作台内干燥。灭菌无

纺布染菌：将灭菌后无纺布浸于不同浓度菌液中，确

保充分浸湿，取出后拧干，置于超净工作台内干燥。

１．２．２　采样方法　将灭菌不锈钢板、无纺布染菌后，

在同一不锈钢板、无纺布表面同时用棉拭子涂抹法、

滤膜法、载体压印法及ＡＴＰ生物荧光法进行采样，确

保检测结果的可比性。棉拭子涂抹法：用５ｃｍ×

５ｃｍ一次性使用无菌规格板放在被检物体表面，用

浸有生理盐水的棉拭子１支，在规格板内横竖往返

各涂抹５次，并随之转动棉拭子，连续采样２个规格

板面积，采样面积为５０ｃｍ２，将采样的棉拭头以无

菌方式剪入含５ｍＬ生理盐水的试管内待检。载体

压印法：打开平皿盖，将琼脂平板反扣于物体表面，

勿再移动，按压１０ｓ采样，力度以３～５Ｎ 为宜，
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确保将琼脂与采样表面充分接触，然后盖上平皿盖，

每个载片采样面积为２５ｃｍ２，连续采集２个载片，

采样面积为５０ｃｍ２，采样后送细菌培养。ＡＴＰ生物

荧光法：检测仪器为 ＳｙｓｔｅｍＳＵＲＥＰｌｕｓ手持式

ＡＴＰ荧光检测仪及其拭子，使用 ＡＴＰ荧光仪专用

无菌棉拭子沾湿含荧光素酶的采样液（为仪器配套

专用），将５ｃｍ×５ｃｍ一次性使用无菌规格板放在

被检物体表面，在规格板内横竖往返各涂抹５次，并

随之转动棉拭子进行采样，连续采集２个载片，采样

面积为５０ｃｍ２。采样后将采样棒在管内折断，然后

震荡使荧光素酶液充分浸湿棒头，将检测管插入手

持式ＡＴＰ生物荧光检测仪进行检测，１５ｓ内读取

数据，结果以相对发光单位值（ＲＬＵ）表示。每组试

验重复１０次，样本量均为１０。

１．３　培养及检测方法　棉拭子涂抹法：将采样液用

漩涡振荡器充分振荡，取０．５ｍＬ接种于普通营养

琼脂平皿（Φ９ｃｍ），于（３６±１）℃培养４８ｈ后菌落计

数。菌落总数（ＣＦＵ／ｃｍ２）＝ 平板菌落数×稀释倍

数／采样面积，计算总菌落数。滤膜法：将涂抹法用

后剩余采样液在无菌条件下采用滤膜（０．４５μｍ）过

滤浓缩，将滤膜贴在普通营养琼脂平皿（Φ９ｃｍ）上，

置（３６±１）℃温箱培养４８ｈ后菌落计数。当滤膜上

的菌落可计数时：菌落总数（ＣＦＵ／ｃｍ２）＝（平皿菌

落数＋滤膜上菌落数）／采样面积；当滤膜上的菌落

不可计数时，菌落总数（ＣＦＵ／ｃｍ２）＝平皿菌落数×

稀释倍数／采样面积。载体压印法：采样完成后，将

平皿置于（３６±１）℃培养４８ｈ进行活菌计数，计算

采样细菌总数（ＣＦＵ／ｃｍ２）。ＡＴＰ生物荧光法：采

样后将采样棒置于检测仪器中，读取ＲＬＵ数值。

１．４　结果评价　比较棉拭子涂抹法、载体压印法、

滤膜法的细菌总数；比较４种采样方法的合格率

（％），物体表面细菌菌落总数≤１０ＣＦＵ／ｃｍ
２ 为合

格，ＡＴＰ荧光法检测的ＲＬＵ值＜３０为合格；将常

规细菌定量检测法的细菌总数和 ＡＴＰ荧光法检测

的ＲＬＵ数值的相关性进行分析。

１．５　统计学方法　应用ＳＰＳＳ１８．０进行统计分

析，计数资料以狀或％表示，组间比较采用χ
２ 检验

Ｆｉｓｈｅｒ’ｓ确切概率法；计量资料以狓±狊表示，组间

比较采用方差分析，组间两两比较采用ＬＳＤ法，相

关性分析采用Ｐｅａｒｓｏｎ直线相关分析，犘≤０．０５为

差异有统计学意义。

２　结果

２．１　物体表面不同染菌浓度下菌落计数比较　试验

结果显示，不同污染浓度下，不锈钢板和无纺布均是

载体压印法检出菌落数最高，其次为滤膜法，棉拭子

涂抹法检出菌落数最低。染菌浓度为１０５ＣＦＵ／ｍＬ

时，对不锈钢表面采样，载体压印法菌落总数高于滤

膜法和棉拭子涂抹法，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）；对无纺布表面采样，载体压印法检出菌落总

数高于棉拭子涂抹法（犘＜０．０５）。染菌浓度为

１０６ＣＦＵ／ｍＬ时，对不锈钢板表面采样，三者菌落检

出数比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）；对无纺布表

面进行采样，载体压印法检出菌落总数高于滤膜法和

棉拭子涂抹法（犘＜０．０５）。染菌浓度为１０
７ＣＦＵ／ｍＬ

时，对不锈钢表面和无纺布表面采样均只有棉拭子

涂抹法可以进行菌落计数，滤膜法与载体压印法均

无法计数。见表１。

表１　不同采样方法检测不同浓度染菌物体表面的菌落总数比较

犜犪犫犾犲１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓａｍｐｌｉｎｇｍｅｔｈｏｄｓｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｎｇｔｈｅｔｏｔａｌｎｕｍｂｅｒｏｆｃｏｌｏｎｉｅｓｏｎｏｂｊｅｃｔｓｕｒｆａｃｅｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄｂｙ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｂａｃｔｅｒｉａ

不同样品染菌浓度 数量
平均菌落总数（狓±狊，ＣＦＵ／ｃｍ２）

棉拭子涂抹法 滤膜法 载体压印法
犉 犘

不锈钢板（ＣＦＵ／ｍＬ）

　１０７ ３０ ４０．４０±１８．７３ 无法计数 无法计数 － －

　１０６ ３０ ３．５４±２．４６ ３．７４±３．００ ５．４６±２．０４ １．７７ ０．１９

　１０５ ３０ ０．３０±０．２４ ０．４０±０．２３ １．４０±０．６１＃ ２３．３４ ＜０．００１

无纺布（ＣＦＵ／ｍＬ）

　１０７ ３０ ３４．２０±１４．７４ 无法计数 无法计数 － －

　１０６ ３０ ７．５８±５．１８ ７．６７±４．３８ １２．４６±３．８４＃ ３．８５ ０．０３

　１０５ ３０ ２．５４±２．１８ ３．８７±１．９７ ４．７５±１．５６ ３．３７ ０．０５

　　注：表示与棉拭子涂抹法比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；＃表示与滤膜法比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。
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２．２　４种采样方法检测物体表面合格率比较　对

不锈钢板采样，染菌浓度为１０５ＣＦＵ／ｍＬ时，４种采

样方法检测的合格率均为１００％；染菌浓度为１０６

ＣＦＵ／ｍＬ时，４种采样方法检测的合格率比较，

差异无统计学意义（犘＞０．０５）；染菌浓度为１０
７

ＣＦＵ／ｍＬ时，ＡＴＰ生物荧光法出现假阴性结果。

对无纺布表面采样，染菌浓度为１０５ＣＦＵ／ｍＬ时，４

种采样方法检测的合格率均为１００％；染菌浓度为

１０７ＣＦＵ／ｍＬ时，４种采样方法检测的合格率均为

０；染菌浓度为１０６ＣＦＵ／ｍＬ时，棉拭子涂抹法、滤

膜法、ＡＴＰ生物荧光法检测合格率比较，差异有统

计学意义（犘＜０．０５），载体压印法合格率低于滤膜

法、棉拭子涂抹法和ＡＴＰ生物荧光法，差异有统计

学意义（犘＜０．０５），载体压印法检测合格率最低，

ＡＴＰ生物荧光法检测合格率最高，载体压印法较其

他方法更灵敏。见表２。

表２　４种采样方法检测不同染菌浓度物体表面的合格率比较

犜犪犫犾犲２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｆｏｕｒｓａｍｐｌｉｎｇｍｅｔｈｏｄｓｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｎｇｔｈｅｑｕａｌｉｆｉｅｄｒａｔｅｓｏｆｏｂｊｅｃｔｓｕｒｆａｃｅｓｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎ

ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｂａｃｔｅｒｉａ

不同样品染菌浓度 数量
合格率（％）

棉拭子涂抹法 滤膜法 载体压印法 ＡＴＰ生物荧光法
犘

不锈钢板（ＣＦＵ／ｍＬ）

　１０７ ４０ ０．０ ０．０ 　０．０ １００．０＃Δ －

　１０６ ４０ １００．０ ９０．０ １００．０ １００．０ １．００

　１０５ ４０ １００．０ １００．０ １００．０ １００．０ －

无纺布（ＣＦＵ／ｍＬ）

　１０７ ４０ ０．０ ０．０ 　０．０ 　０．０ －

　１０６ ４０ ８０．０ ８０．０ ３０．０＃ ９０．０Δ ０．０２

　１０５ ４０ １００．０ １００．０ １００．０ １００．０ －

　　注：表示与棉拭子涂抹法比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；＃表示与滤膜法比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；Δ表示与载体压印

法比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；采用Ｆｉｓｈｅｒ’ｓ确切概率法比较。

２．３　相关性分析结果　将不同采样方法检测的细菌

总数和ＡＴＰ荧光法检测的 ＲＬＵ数值进行相关性分

析。分析结果表明，在染菌浓度为１０７ＣＦＵ／ｍＬ时，

棉拭子涂抹法与ＡＴＰ生物荧光法对无纺布表面采

样检测结果的 Ｐｅａｒｓｏｎ相关系数为０．８３８（犘＝

０．００２），两种采样方法的检测结果具有良好的相关

性。见图１。
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图１　棉拭子涂抹法和ＡＴＰ生物荧光法检测结果数据图

犉犻犵狌狉犲１　Ｄａｔａｃｈａｒｔｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｏｔｔｏｎｓｗａｂ

ｓｍｅａｒｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ＡＴＰ ｂｉｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ｍｅｔｈｏｄ

３　讨论

根据中华人民共和国药典微生物限度检测［６］，

常用的细菌接种方法为倾注法、涂抹法以及滤膜法。

传统棉拭子涂抹法操作繁琐，步骤较多，检测周期

长，读取培养结果进行菌落计数的方法不够直观精

细。ＡＴＰ生物荧光检测仪利用“荧光素酶—荧光素

体系”快速检测ＡＴＰ，利用ＡＴＰ含量的多少推断出

菌落总数含量，具有快速、高效、灵敏度高等特点，越

来越受到国内外医疗机构的关注［７］。近年来，载体

压印法也受到越来越多监督人员的青睐，载体压印

法是将含有营养琼脂的培养基直接按压于采样物体

表面，按压数秒即完成采样［８］，简单方便易于操作，

取样后可直接培养，平板自带格子线方便菌落计数，

大大缩短检测时间。滤膜法最早由 Ｔａｙｌｏｒ等
［９］提

出，采用滤膜过滤器将样品中细菌截留在滤膜上，然

后将滤膜贴于培养基上进行培养，检测结果较平皿

法更准确、可靠，适用于低浓度液体标本的培养，能

提高细菌检出率。
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本研究对４种采样方法进行比较，结果显示，不

同污染浓度下，不锈钢板和无纺布均是载体压印法检

出菌落数最高，其次为滤膜法，棉拭子涂抹法菌落数

检出最低。与Ｃｌａｒｏ等
［１０］报道的平皿接触在棉垫、

聚丙烯和不锈钢制品表面采集艰难梭菌的采样率明

显高于植绒尼龙拭子和普通棉拭子的检出率结果相

符。当不锈钢板染菌量适中时，棉拭子涂抹法和载

体压印法的菌落检出数基本一致，与李晔等［１１］的研

究结果相似。当无纺布染菌量适中时，载体压印法

对腐生葡萄球菌的细菌检测灵敏度高于棉拭子涂抹

法、滤膜法及ＡＴＰ生物荧光法，与Ｏｂｅｅ等
［１２］的研

究结果一致。载体压印法使用方便，采样和培养方

法较棉拭子涂抹法和滤膜法简单，菌落检出数及灵

敏度高于其他采样方法，因此可以用于医疗机构环

境物体表面和手表面的快速监测。但是载体压印法

所用载片采样面积相对较小，会出现漏检现象，因

此，在实际监测过程中可以适当增加采样数量以提

高检出率。但是，当采样表面不平整时应使用棉拭

子涂抹法代替载体压印法。

利用ＡＴＰ生物荧光法快速检测物体表面菌落

数时容易出现假阴性结果。说明 ＡＴＰ生物荧光检

测法需要一定的样本浓度，样本量过低会影响检测

的准确性［１３］。邢书霞等［１４１５］研究中证明ＡＴＰ生物

荧光法与传统细菌平板培养法对清洁物品微生物污

染的检测具有良好的相关性。本文研究结果发现染

菌浓度为１０７ＣＦＵ／ｍＬ时ＡＴＰ生物荧光法与棉拭

子涂抹法对人工污染的无纺布表面检测结果具有良

好的相关性，但由于 ＡＴＰ生物荧光法检测灵敏度

低，检测结果与采样方式、监测环境等有关，因此，在

实际应用中还有一定的挑战。本研究的局限性在于

无法保证不同不锈钢板或无纺布表面染菌浓度完全

相同，因此，不同批次之间检测结果会有差异。

医院的工作环境是医务人员需要经常接触的地

方，由于无自净能力，极易受到病原微生物的污染，

对患者健康构成重大威胁［１６］。医院微生物学检测

工作者应对细菌的种类、数量进行及时、准确的检

测，并及时将检测结果反馈至临床，可以更好的指导

临床做好消毒灭菌工作，从而减少医院感染的发生。
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