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摘要　目的　建立和验证医用超声耦合剂微生物限度检查方法。方法　采用活菌计数培养方法，对医用超声耦合
剂微生物限度检查方法进行适用性验证试验。结果　需氧菌总数计数法倾注法和滤膜过滤法细菌回收比值均值
分别为０．９０和１．１１；酵母菌和霉菌总数计数法倾注法和滤膜过滤法细菌回收比值均值分别为０．９０和１．０３。倾注
法和滤膜过滤法在医用超声耦合剂需氧菌总数、酵母菌和霉菌总数计数检测结果差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；
滤膜过滤法检出能力优于倾注法。结论　滤膜过滤法更适合于医用超声耦合剂污染细菌的检测。
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　　医用超声耦合剂〔１〕（以下简称耦合剂）作为超

声诊断的辅助医疗用品在疾病检查时与患者的完好

皮肤、黏膜、无菌组织接触，尤其目前临床微创开展

广泛，超声引导下的穿刺术应用甚广，耦合剂动态卫

生质量直接影响着医疗质量与安全。国内外因使用

了被细菌污染的超声耦合剂导致医院感染暴发事件

时常被报道〔２－６〕，使用中耦合剂染菌情况越来越受

到医院感染管理部门的重视〔７，８〕。在新修订的医药

行业标准ＹＹ０２９９－２０１６《医用超声耦合剂》〔１〕中，
对普通耦合剂微生物限值作出了明确的规范，相关

监督监测机构和医疗机构例行对耦合剂产品卫生学

质量进行检测势在必行。为此，本研究依据２０１５版
《中国药典》第四部（通则 １１０５－１１０６）的相关要
求〔９〕，建立医用超声耦合剂微生物限度检查方法，

并对该试验方法的适用性进行验证，为临床微生物

实验室提供一个关于检验耦合剂染菌量切实易行的

方法，为医院感染管理部门监管耦合剂卫生状况提

供依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
本研究所用主要仪器设备包括细菌鉴定仪、生

物安全柜、立式压力蒸汽灭菌器、无菌过滤器、电子

天平、水浴箱、电热恒温培养箱、真菌培养箱、比浊仪

和涡旋振荡器等，均为国内市售产品。
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试验菌种主要有大肠埃希菌（ＡＴＣＣ２５９２２）、金
黄色葡萄球菌（ＡＴＣＣ２５２１３）、铜绿假单胞菌（ＡＴＣＣ
２７８５３）、枯草芽孢杆菌（ＡＴＣＣ６３５０１）、白色念珠菌
（ＡＴＣＣ１０２３１）和黑曲霉（ＡＴＣＣ１６４０４），均为国内
市售品。

主要试剂有ｐＨ值为７．０的无菌氯化钠 －蛋白
胨缓冲液、吐温８０、胰酪大豆胨琼脂培养基（ＴＳＡ）、
沙保罗琼脂培养基（ＳＤＡ）、胰酪大豆胨琼脂液体培
养基（ＴＳＢ）、沙保罗琼脂液体培养基、哥伦比亚血琼
脂培养基、念珠菌显色培养基和无菌生理盐水。试

验用滤膜为孔径 ０．４５μｍ，直径 ５０ｍｍ，灭菌后
备用。

检测样品随机抽取该医院 Ｂ超室使用的不同
规格不同批号普通耦合剂；按ＹＹ０２９９－２０１６《医用
超声耦合剂》规定非无菌型医用超声耦合剂，细菌

数每１ｇ不得超过１００ｃｆｕ；霉菌和酵母菌菌数每１ｇ
不得超过１００ｃｆｕ；金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、
白色念珠菌，每１ｇ不得检出〔１〕。

１．２　试验方法
１．２．１　供试液制备　称取耦合剂１０ｇ于无菌的锥
形瓶内，加４５℃左右的无菌氯化钠－蛋白胨缓冲液
至１００ｍｌ，作为１∶１０的供试液。
１．２．２　试验菌液制备　取各试验菌株经２４ｈ培养
的典型菌落，用无菌生理盐水制成菌悬液，最终浓度

约为１０３ｃｆｕ／ｍｌ。取黑曲霉经２８℃培养７ｄ的典型
菌落，用含５００ｍｇ／Ｌ吐温８０的无菌生理盐水洗下
孢子，并稀释成约为１０３ｃｆｕ／ｍｌ的孢子悬液。使每
１ｍｌ供试液或每张滤膜所滤过的供试液中含菌量不
大１００ｃｆｕ。
１．２．３　微生物限值验证试验方法　①倾注培养法：
在供试液中加入菌悬液占供试液体积的１％（９．９＋
０．１）；确保菌数在１００ｃｆｕ／ｍｌ或／滤膜。试验组取供
试液９．９ｍｌ，加入菌悬液０．１ｍｌ（每种试验菌分别进
行），然后取混合液１ｍｌ加入到无菌平皿中，一式２
份；倒入已融化冷却的琼脂培养基约 ２０ｍｌ摇匀。
待冷却凝固后翻转平板置于恒温箱培养４８ｈ（真菌
培养５ｄ），计数平板菌落数。②对照组：取不加菌
的供试液接种平皿，倒入培养基作为供试液对照组；

取９．９ｍｌ无菌氯化钠－蛋白胨缓冲液，加入试验菌
液０．１ｍｌ混匀，取样液接种无菌平皿，倒入培养基
进行培养，作为试验菌对照组。③滤膜过滤法：试验
组取供试液９．９ｍｌ，加入试验菌液 ０．１ｍｌ混合均
匀；取样液１０ｍｌ置于孔径０．４５μｍ的滤膜上，再用
１００ｍｌ无菌氯化钠－蛋白胨缓冲液冲洗３次，待滤
干后转移滤膜，滤膜截留细菌面朝上贴于营养琼脂

培养基平板表面。置于恒温箱培养４８ｈ（真菌培养

５ｄ），计数平板菌落数。再按滤膜过滤法分别进行
供试液阴性对照和试验菌阳性对照组试验。

１．２．４　控制菌检查法适用性试验　①倾注法培养
与鉴定：取３份１０ｍｌ供试液接种至１００ｍｌＴＳＢ中，
再分别加入１ｍｌ浓度约为１０３ｃｆｕ／ｍｌ金黄色葡萄球
菌、铜绿假单胞菌和白色念珠菌试验菌液〔１０〕混匀，

培养２４ｈ后将金黄色葡萄球菌和铜绿假单胞菌增
菌液吸取１００ｕｌ接种到哥伦比亚血琼脂培养基，将
白色念珠菌增菌液吸取１００ｕｌ接种到念珠菌显色培
养基；培养２４ｈ，分别取培养基上生长的菌落进行菌
落观察和细菌鉴定。②滤膜过滤法：取３份１０ｍｌ供
试液分别与１ｍｌ浓度约为１０３ｃｆｕ／ｍｌ金黄色葡萄球
菌、铜绿假单胞菌和白色念珠菌试验菌液混匀，过

滤，冲洗３次，待滤干后将滤膜置于ＴＳＢ中，３５℃培
养２４ｈ后将金黄色葡萄球菌和铜绿假单胞菌增菌
液吸取１００ｕｌ接种到哥伦比亚血琼脂培养基，将白
色念珠菌增菌液吸取１００ｕｌ接种到念珠菌显色培养
基；培养２４ｈ，分别取培养基上生长的菌落进行菌落
观察和细菌鉴定。

１．２．５　细菌回收比值计算　分别计算出倾注法测
定的样品含菌数和滤膜过滤法测定的样品含菌数，

按以下公式计算细菌回收比值：细菌回收比值 ＝试
验组平均菌数－供试液对照组菌数／试验菌对照组
菌数。

２　结果

２．１　验证试验结果
检测结果表明，需氧菌用倾注法培养，细菌回收

比值范围在０．８９～０．９２；滤膜过滤法培养，细菌回
收比值范围在１．０９～１．１１（表１）。

表１　需氧菌２种计数培养法测定结果比较

试验菌

倾注培养法菌数

（ｃｆｕ／１０ｍｌ）
滤膜过滤法菌数

（ｃｆｕ／１０ｍｌ）

试验组 对照组 比值 试验组 对照组 比值

大肠埃希菌 １２０ １３０ ０．９２ １２２ １１２ １．０９
金黄色葡萄球菌 １００ １１０ ０．９１ １１７ １０８ １．０８
铜绿假单胞菌 １１０ １２０ ０．９２ １１５ １０８ １．１１
枯草芽孢杆菌 ８０ ９０ ０．８９ １０５ ９６ １．０９
白色念珠菌 ９０ １００ ０．９０ １１６ １０２ １．１４
黑曲霉 ８０ ９０ ０．８９ ９７ ８９ １．０９

　注：２组供试液组空白对照均无菌生长。

酵母菌和霉菌用倾注法培养，细菌回收比值范

围在０．８９～０．９１；滤膜过滤法培养，细菌回收比值
范围在１．０２～１．０４（表２）。

通过ＳＰＳＳ２０．０统计软件采用独立样本 ｔ检验
对检验结果进行分析，二次处理结果显示，需氧菌总

数计数法倾注法和滤膜过滤法细菌回收比值均值分
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别为０．９０和１．１１；酵母菌和霉菌总数计数法倾注
法和滤膜过滤法细菌回收比值均值分别为０．９０和
１．０３。

表２　酵母菌和霉菌２种计数培养法测定结果比较

试验菌

倾注培养法菌数

（ｃｆｕ／１０ｍｌ）
滤膜过滤法菌数

（ｃｆｕ／１０ｍｌ）

试验组 对照组 比值 试验组 对照组 比值

白色念珠菌 １００ １１０ ０．９１ １１２ １１０ １．０２
黑曲霉 ８０ ９０ ０．８９ １０２ ９８ １．０４

　注：２组供试液组空白对照均无菌生长。

２．２　方法适用性试验结果
控制菌检查法适用性试验结果表明，所试验的

铜绿假单胞菌、金黄色葡萄球菌和白色念珠菌在２
种培养方法条件下均生长良好，菌落大小与预期相

符，菌落形态典型，可判定所采用倾注培养法和滤膜

过滤法的性能符合要求，经验证合格。

３　讨论

在超声诊疗中，耦合剂不可或缺，其对保障超声

诊疗的质量起着重要作用，《消毒管理办法》〔１１〕和

《医院感染管理办法》〔１２〕明确规定，凡接触皮肤和黏

膜的医疗器械、器具和物品必须达到消毒要求。为

保证超声医疗活动的安全，医院感染管理部门应对

临床使用耦合剂进行监管，以保障耦合剂的安全性

和有效性。

本试验建立的耦合剂微生物限度检查方法，倾

注法操作简便、价格低廉，但也有其局限性，液体培

养基和无菌氯化钠－蛋白胨缓冲液要求温度控制在
４５℃左右，如果温度过高会对细菌造成“热冲击”，
平皿容易出现“白板”现象。其培养的程序预先滴

加检样，再倾注融化的培养基，细菌往往是生长在培

养基之下，这样不便于后续的细菌鉴定。此外，倾注

法培养标本接种量为１ｍｌ，培养的结果仅代表１／１０
检样信息。滤膜过滤法可一次性将全部样品中的细

菌过滤在一张滤膜上，再将薄膜转移至选定的培养

基表面。本研究显示，滤膜过滤法检出的细菌数量

明显高于倾注法，且便于后续的细菌鉴定与转种培

养，但是需要昂贵的设备与耗材。可是为了得出更

加准确的检验结果推荐有条件的医疗机构应优先选

择滤膜过滤法。

本次研究所检验的耦合剂为普通耦合剂，如果

检查消毒型耦合剂的微生物限度，应首先选择和鉴

定出有效的消毒剂残留物去除（中和）方法〔１３〕，方可

得出准确可靠的结果。试验中所使用的无菌氯化钠

－蛋白胨缓冲液、胰酪大豆胨琼脂液体培养基和沙
保罗琼脂液体培养基均经过压力蒸汽灭菌，所有培

养基均通过了无菌试验和生长试验验证合格。

检验全过程必须严格遵守无菌操作，防止再污

染。供试液从制备至加入检验用培养基时间不长于

１ｈ。菌液制备后若在室温下放置，应在２ｈ内使用，
若保存在２～８℃，可在２４ｈ内使用。采用滤膜过滤
法时过滤器及滤膜使用前应采用适宜的方法灭菌，滤

膜应与培养基完全贴紧，两者间不得留有气泡，否则

将导致检测值降低。使用时应保证滤膜在过滤前后

的完整性，供试液过滤前先将少量的冲洗液过滤以润

湿滤膜。为发挥滤膜的最大过滤效率，应注意保持供

试品溶液及冲洗液覆盖整个滤膜表面。
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