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持续性次氯酸消毒对内镜终末漂洗水的消毒效果
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［摘　要］　目的　探讨持续性次氯酸灌注对内镜终末漂洗水的消毒效果。方法　基线采集内镜终末漂洗水的水

样，进行微生物培养和宏基因组二代测序鉴定。引入微酸性次氯酸水发生机后，在安装后的特定时间收集水样进

行培养和宏基因组二代测序分析。结果　安装前共采集水样２７份，其中１０份合格，合格率为３７．０３％。不合格水

样可检出放线根瘤菌、嗜麦芽窄食单胞菌、黄色微杆菌、贪铜菌、藤泽甲基杆菌、少动鞘氨醇单胞菌等水源性细菌；

安装后共采集水样５４份，均为合格。宏基因组二代测序分析显示，安装前的样本中可检测出大量皮氏罗尔斯顿

菌、耐金属贪铜菌、奥斯陆莫拉菌、日本慢生根瘤菌、水生甲基杆菌、戈登分枝杆菌、新鞘氨醇杆菌等细菌序列，消毒

后主要为宏基因测序分析常见的背景细菌。结论　持续性次氯酸灌注消毒可有效清除水管路中的细菌，并降低水

管路中生物膜的形成，提升内镜终末漂洗水的质量。
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　　近年来，随着内镜技术的发展及在临床中的广泛

应用，软式内镜使用后的清洗和消毒流程越来越受到

关注。终末漂洗作为软式内镜清洗、消毒后的最终处

理过程，若漂洗水中细菌含量长期过高极易造成消毒

流程的失败，并导致内壁生物膜的缓慢形成。为此，

《软式内镜清洗消毒技术规范》ＷＳ５０７—２０１６
［１］要求

软式内镜使用纯化水或无菌水进行终末漂洗，并应

保证纯化水细菌总数≤１０ＣＦＵ／１００ｍＬ。然而，国

内研究［２３］指出自来水经过纯水制备系统后，水中细

菌含量反而增高的现象，在新建内镜中心的水管路

中尤为常见［４］。

上海市三级医疗机构软式内镜终末漂洗尽管已

经加装纯化水过滤装置，但终末漂洗水合格率仅为

６３．０９％，且水管路使用年限越久其合格率越低
［５］。

２０２１年１１月，复旦大学附属中山医院内镜中心对

消化内镜的终末漂洗水监测发现，纯化水中菌落数

明显高于《软式内镜清洗消毒技术规范》ＷＳ５０７—

２０１６的要求。为此，复旦大学附属中山医院内镜中

心联合医院感染管理科对此进行调查和分析，制定

消毒和监测措施，最终使终末漂洗用水符合要求。

１　对象与方法

１．１　调查对象　内镜中心自动清洗设备和手工清

洗设备。其中胃镜和肠镜的手工清洗设备、１８台自

动清洗设备、终末水管路均为２０１７年１０月份新改

造后投入使用。纯化水制备的机器设在内镜中心独

立的处置室，由厂家每半年对纯化水滤膜进行更换，

每月使用邻苯二甲醛对水管路进行消毒和水样送检。

１．２　研究方法

１．２．１　采样方法　采集清洗消毒开始前胃镜和肠

镜的手工清洗槽、胃镜清洗机和肠镜清洗机的终末

漂洗水样，每个采样点采集１００ｍＬ的水样，采样时

间为安装前第３０、１５、３天，安装后第１、２、４、７、１０、

１４、２１、２８天。将收集好的终末漂洗水使用一次性

过滤杯富集细菌至底部滤膜。将胃镜手工清洗槽水

样本的滤膜装至５０ｍＬ离心管中，加入５ｍＬ无菌

水后离心振荡混匀，取其中１ｍＬ进行宏基因组二

代测序（ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃｓｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，

ｍＮＧＳ）。剩余样本的滤膜依据《中华人民共和国药

典（２０２０年版）》标准无菌操作转移至Ｒ２Ａ琼脂培

养平板，置于培养箱３５℃培养５ｄ。

１．２．２　水路的改造和监测　根据首次纯水监测结

果，于２０２１年１２月引入微酸性次氯酸水发生机，向

纯化水管路中恒定输出次氯酸，使纯化水中次氯酸

终浓度为１０ｍｇ／Ｌ。在设备安装后的第１、２、４、７、

１０、１４、２１、２８天按照１．２的方法进行采样、培养和

鉴定，以及ｍＮＧＳ测序分析。

１．２．３　细菌鉴定　使用无菌接种环挑取培养阳性

标本中典型、单个菌落涂抹至基质辅助激光解吸电

离飞行时间质谱（ＭＡＬＩＤＴＯＦ）仪样品检测板上，

随后滴加１μＬ的α氰基４羟基肉桂酸溶液覆盖，

直至基质液干燥后采用 ＭＡＬＩＤＴＯＦ进行菌种鉴

定。以ＶＩＴＥＫＭＳ置信度≥９９％的细菌名称作为

菌种鉴定结果。

１．２．４　宏基因测序分析　样本使用玻璃珠混合振

荡破壁，随后使用ＴＩＡＮａｍｐＭｉｃｒｏＤＮＡＫｉｔ试剂

盒提取样本的ＤＮＡ；使用Ａｇｉｌｅｎｔ２１００Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ

和定量ＰＣＲ法进行 ＤＮＡ 文库的打断、构建和质

控，随后经滚环复制生成ＤＮＢ纳米球，并滴加至测

序芯片中。使用ＢＧＩＳＥＱ２００进行测序分析，测序

完成后去除低质量和ＤＮＡ片段＜３５ｂｐ的数据，经

专用微生物大数据库比对后生成细菌的种类、相对

丰度、严格比对序列数（ｓｔｒｉｃｔｍａｐｐｉｎｇｒｅａｄｓｎｕｍ

ｂｅｒ，ＳＭＲＮ），标准化为１Ｍ 序列值（ｒｅａｄｓｐｅｒｍｉｌ

ｌｉｏｎ，ＲＰＭ）所包含的高质量细菌序列数值等数据。

１．２．５　结果判定　根据《软式内镜清洗消毒技术规

范》ＷＳ５０７—２０１６
［１］要求将滤膜培养结果＞１０ＣＦＵ

判定为水样不合格，其余判定为合格。根据《高通量

宏基因组测序技术检测病原微生物的临床应用规范

化专家共识２０２１》《宏基因组学测序技术在中重症

感染中的临床应用专家共识（第一版）》［６７］等指南与

既往临床分析经验，将ＳＭＲＮ≥５０的细菌属（或种）

纳入数据分析，并将种ＳＭＲＮ值＜ＲＰＭ 值的细菌

属（或种）判定为ｍＮＧＳ背景细菌，并进行汇总和排

序分析。

１．３　统计学方法　收集各样本检出细菌的种类、高

质量细菌序列、属ＳＭＲＮ、种ＳＭＲＮ。将每个样本

的细菌种ＳＭＲＮ进行排序，并取前１０位进行汇总。

应用ＳＰＳＳ２５．０进行数据的录入和分析，率的比较
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采用Ｆｉｓｈｅｒ’ｓ确切概率法，犘≤０．０５为差异有统计

学意义。

２　结果

２．１　安装前后水样合格情况　安装前共采集水样

２７份，其中１０份合格，合格率为３７．０３％；安装后共

采集水样５４份，５４份均合格，合格率为１００％，安装

前后合格率经Ｆｉｓｈｅｒ’ｓ确切概率法比较，差异有统

计学意义（犘＜０．００１）。见表１。

２．２　细菌鉴定结果　１７份不合格水样经 ＭＡＬＩＤ

ＴＯＦ鉴定显示，１０份检出放线根瘤菌，５份检出嗜

麦芽窄食单胞菌，２份检出黄色微杆菌，５份检出贪

铜菌，４份检出藤泽甲基杆菌，２分检出少动鞘氨醇

单胞菌。见图１。

２．３　水样本 ｍＮＧＳ测序分析　ｍＮＧＳ测序数据

显示，各样本的测序深度为１．４０～６１．９０Ｍ，ＲＰＭ

为２３１～３０６３。消毒前，高质量细菌序列平均为

１１２２９１，消毒后为２３６２６；消毒前，细菌属ＳＭＲＮ

平均为８３７９１，消毒后为１１４９６；消毒前，细菌种ＳＭＲＮ

平均为６１２７４，消毒后为８４５４。见表２。

表１　微酸性次氯酸水发生机安装前后水样合格情况

犜犪犫犾犲１　Ｗａｔｅｒｓｐｅｃｉｍｅｎｑｕａｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｉｎｓｔａｌ

ｌａｔｉｏｎｏｆｓｌｉｇｈｔｌｙａｃｉｄｉｃｈｙｐｏｃｈｌｏｒｏｕｓａｃｉｄ ｗａｔｅｒ

ｇｅｎｅｒａｔｏｒ

编号 采样时间

自动清洗机

采样

份数

合格

份数

手工水槽

采样

份数

合格

份数

合格率

（％）

１ 安装前３０天 ３ １ ４ ３ ５７．１４

２ 安装前１５天 ４ ０ ６ ２ ２０．００

３ 安装前３天 ４ ０ ６ ４ ４０．００

４ 安装后第１天 ２ ２ １ １ １００

５ 安装后第２天 ３ ３ ４ ４ １００

６ 安装后第４天 ３ ３ ４ ４ １００

７ 安装后第７天 ４ ４ ３ ３ １００

８ 安装后第１０天 ３ ３ ５ ５ １００

９ 安装后第１４天 ２ ２ ３ ３ １００

１０ 安装后第２１天 ５ ５ ３ ３ １００

１１ 安装后第２８天 ５ ５ ４ ４ １００

! " # $

注：Ａ检出嗜麦芽窄食单胞菌和黄色微杆菌；Ｂ检出放线根瘤菌；Ｃ检出贪铜菌和藤泽甲基杆菌；Ｄ检出水生根瘤菌和少动鞘氨醇单胞菌。

图１　不合格水样的细菌鉴定结果

犉犻犵狌狉犲１　Ｂａｃｔｅｒｉａｌｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｕｎｑｕａｌｉｆｉｅｄｗａｔｅｒｓｐｅｃｉｍｅｎｓ

表２　１１份水样本的ｍＮＧＳ测序结果

犜犪犫犾犲２　ｍＮＧＳｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆ１１ｗａｔｅｒｓｐｅｃｉｍｅｎｓ

编

号

深度

（Ｍ）

高质量细菌

序列数

属

ＳＭＲＮ

属

数量

种

ＳＭＲＮ

ＲＰＭ

值

１ ３２．５７ ５１９０６ ４８９３９ ４５ ３２８０４ １５９３

２ ６１．９０ １７７５０３ １０９８９８ ６７ ７９３４７ ２８６７

３ ３８．１８ １０７４６６ ９２５３６ ５８ ７１６７２ ２８１４

４ １１．５６ ３５４０９ ６７２１ ２７ ５０６４ ３０６３

５ ４７．４１ ４０６６７ ３８８５５ １８ ３０４４９ ８５８

６ １７．９４ ２９８２３ ２４４０４ ３７ １５０８６ １６６２

编

号

深度

（Ｍ）

高质量细菌

序列数

属

ＳＭＲＮ

属

数量

种

ＳＭＲＮ

ＲＰＭ

值

７ １０．０８ １７７０３ ２７５８ １２ ２１４４ １７５６

８ ２１．０４ ４６２３０ １０６３４ ３９ ７６７０ ２１９６

９ １．４０ １９４０ ７２９ １ ５１２ １３８６

１０ １８．４５ ４２６０ ２９７２ ２１ ２２３５ ２３１

１１ ２８．２５ １２９４５ ４８９９ ２０ ４４７７ ４５８

　　注：表示属ＳＭＲＮ≥５０。
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２．４　水样本中细菌基因多态性分析　将各样本中

细菌种ＳＭＲＮ进行排序，并取前１０位进行汇总。

结果显示，安装前的样本中可检测出大量皮氏罗尔

斯顿菌、耐金属贪铜菌、奥斯陆莫拉菌、日本慢生根

瘤菌、水生甲基杆菌、戈登分枝杆菌、新鞘氨醇杆菌

等水生细菌。安装后，所有样本的测序结果为

ｍＮＧＳ背景菌。见表３。

表３　１１份水样本的细菌种ＳＭＲＮ排序

犜犪犫犾犲３　ＳＭＲＮｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｓｐｅｃｉｅｓｉｎ１１ｗａｔｅｒｓｐｅｃｉｍｅｎｓ

排

序

编号１

细菌种名 种ＳＭＲＮ

编号２

细菌种名 种ＳＭＲＮ

编号３

细菌种名 种ＳＭＲＮ

编号４

细菌种名 种ＳＭＲＮ

编号５

细菌种名 种ＳＭＲＮ

编号６

细菌种名 种ＳＭＲＮ

１ 皮氏罗尔斯顿菌 １１６４２ 日本慢生根瘤菌 ２３１９１ 皮氏罗尔斯顿菌 １６１６４ 粪产碱杆菌 ８０ 表皮葡萄球菌 ８２８ 腐生葡萄球菌 ６７４

２ 约翰逊不动杆菌 ７０４７ 水生甲基杆菌 ４３２２ 耐金属贪铜菌 ８５２１ 罕见无色杆菌 ５５ 洛菲不动杆菌 ２８３ 奥斯陆莫拉菌 ２７８

３ 耐金属贪铜菌 ６２３４ 戈登分枝杆菌 ２８８１ 奥斯陆莫拉菌 ６６１６ 氢噬胞菌 ５０ 浅绿色气球菌 １６４ 斯氏假单胞菌 ２７０

４ 产黑色普雷沃菌 ６２２３ 卟啉杆菌 １７６６ 草莓黄单胞菌 ５７７３ 纽伦堡潘多拉菌 ５０ 藤黄微球菌 １１８ 琼氏不动杆菌 １７６

５ 痤疮丙酸杆菌 ５１４４ 噬异物鞘脂菌 １５１８ 约翰逊不动杆菌 ４３１１ 表皮葡萄球菌 ４４ 格氏沙雷菌 １１０ 牙龈卟啉单胞菌 １７６

６ 奥斯陆莫拉菌 ３３６７ 硝化螺旋菌 １４９４ 产黑色普雷沃菌 ２４３１ 格氏沙雷菌 ３６ 氢噬胞菌 ８６ 巴塞尔贪铜菌 １７１

７ 草莓黄单胞菌 ２８７１ 新鞘氨醇杆菌 ８４０ 脱硫化煤菌 １４８５ 甜瓜鞘氨醇单胞菌 ３３ 粪产碱杆菌 ７５ 少动鞘氨醇单胞菌 １６６

８ 抗性棒杆菌 ２８２３ 亚硝化单胞菌 ６４１ 少动鞘氨醇单胞菌 ９５６ 约翰逊不动杆菌 ３２ 斯氏假单胞菌 ７４ 奇异劳特罗普菌 １６１

９ 表皮葡萄球菌 ２３４８ 尿气球菌 ４２４ 金黄杆菌 ９０５ 巴塞尔贪铜菌 ２９ 抗性棒杆菌 ７１ 粪产碱杆菌 １５６

１０ 殊异韦荣球菌 １９７１ 嗜肺军团菌 ２９１ 殊异韦荣球菌 ８５６ 粪产碱杆菌 ８０ 奥斯陆莫拉菌 ５６ 口腔普雷沃菌 １４８

排序
编号７

细菌种名 种ＳＭＲＮ

编号８

细菌种名 种ＳＭＲＮ

编号９

细菌种名 种ＳＭＲＮ

编号１０

细菌种名 种ＳＭＲＮ

编号１１

细菌种名 种ＳＭＲＮ

１ 甜瓜鞘氨醇单胞菌 １２３ 克氏罗氏菌 ８９０ 格氏沙雷菌 １５ 腐生葡萄球菌 ２０８ 抗性棒杆菌 ３２２

２ 粪产碱杆菌 ９２ 表皮葡萄球菌 ６０９ 巴塞尔贪铜菌 １５ 斯氏假单胞菌 １３７ 腐生葡萄球菌 ２４４

３ 罕见无色杆菌 ７３ 金色黏液棒杆菌 ５８５ 氢噬胞菌 １０ 约翰逊不动杆菌 １１４ 约翰逊不动杆菌 １０９

４ 纽伦堡潘多拉菌 ５９ 塞内加尔厌氧球菌 ３７５ 表皮葡萄球菌 ６ 奥斯陆莫拉菌 ７７ 奥斯陆莫拉菌 ８８

５ 肉桂色迪茨菌 ５６ 藤黄微球菌 ２０１ 斯氏假单胞菌 ５ 粪产碱杆菌 ７３ 斯氏假单胞菌 ８１

６ 洛菲不动杆菌 ５１ 约翰逊不动杆菌 １３７ 纽伦堡潘多拉菌 ５ 氢噬胞菌 ６７ 热噬淀粉芽孢杆菌 ６９

７ 表皮葡萄球菌 ４３ 迪茨菌 １２７ 甜瓜鞘氨醇单胞菌 ４ 咸海鲜球菌 ６３ 沼泽库克菌 ５４

８ 巴塞尔贪铜菌 ４３ 马赛放线菌 ７６ 粪产碱杆菌 ４ 罕见无色杆菌 ５９ 浅绿色气球菌 ５１

９ 藤黄微球菌 ３７ 具核梭杆菌 ３７ 缺陷短波单胞菌 ３ 巴塞尔贪铜菌 ４９ 粪产碱杆菌 ４７

１０ 氢噬胞菌 ３７ 产黑色普雷沃菌 ２９ 海床游动微菌 ３ 口腔普雷沃菌 ４８ 罕见无色杆菌 ４２

３　讨论

医疗用水主要来自市政自来供水或二次供水，

停滞的水流和复杂而狭长的供水管道为水源性细菌

的繁殖提供了有利条件，因此，医疗用水在使用、储

存、输送过程中极易受到微生物的污染［８］。国内外

研究［９１０］表明，终末漂洗水的合格率仅为４０％～

７０％，是造成后续内镜污染的重要原因之一。若终

末漂洗水管路长期未消毒，内镜内壁可形成以奥斯

陆莫拉菌、嗜麦芽窄食单胞菌、铜绿假单胞菌、藤黄

微球菌等水生类细菌为主的生物膜［１１１２］，给内镜的

消毒和感染预防带来巨大挑战。

本研究３次基线采样显示，终末漂洗水中可鉴

定出大量的放线根瘤菌、嗜麦芽窄食单胞菌、黄色微

杆菌、贪铜菌、藤泽甲基杆菌、少动鞘氨醇单胞菌等

水源性细菌，总合格率仅为３７．０３％。尽管自动清

洗机和手工槽的终末漂洗水均来源于内镜中心独立

的纯化水处理室，且该处理室定期进行滤膜更换和

水管路消毒，但１１份自动清洗机的终末水样仅有１

份合格，而１６份手工清洗槽的水样有９份合格。尽

管缺乏对水管路中细菌生物膜的鉴定标准，但结合

既往研究［１１］结论以及放线根瘤菌、贪铜菌、藤泽甲

基杆菌在多次采集的样本中反复存在，ｍＮＧＳ高测
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序数据也证实此类细菌大量存在，因而推测纯化水

制备点至出水口的管路已形成细菌生物膜，并持续

性向纯化水管路中播散多种细菌。研究［１３］指出，随

水流播散的细菌易造成过滤的膜孔堵塞，导致纯化

水在滤过和储存过程发生二次污染。王晓蕾等［１４］

对内镜终末漂洗水的连续监测显示，自来水经纯化

水系统制备后细菌含量反而增高至２１８ＣＦＵ／ｍＬ。

张枭然等［４］对新建内镜中心的验收发现，尽管制水

端的市政自来水、纯水制备位点未检出菌落，但进入

内镜手工清洗设备前的水样与纯水箱回水口检出的

菌落数较高，表明纯化水的出水管路极易受到污染。

由于细菌生物膜表面通常由多种细菌以及多聚

物、蛋白质、核糖类物质所组成的聚合物包围，具有

抵抗外界消毒剂的作用，并保护内部细菌结构和功

能完整［１２，１５］。史庆丰等［５］的研究表明含氯消毒剂、

过氧乙酸、戊二醛等化学消毒法或臭氧、紫外线等物

理消毒法存在作用时间短、浓度不足或穿透力差等

问题，无法清除管路中已形成的生物膜。为此，内镜

中心于２０２１年１１月初引入微酸性次氯酸水发生

机，向纯化水管路中恒定输出１０ｍｇ／Ｌ的次氯酸，

进行持续性化学消毒。安装后的第１、２、４、７、１０、

１４、２１、２８天培养结果显示，所有样本均未培养出细

菌，显示该消毒方案的有效性。

本研究同时借助ｍＮＧＳ技术对终末漂洗水中细

菌进行深度测序分析，结果显示消毒前水样不仅存在

耐金属贪铜菌、奥斯陆莫拉菌、日本慢生根瘤菌、水生

甲基杆菌、新鞘氨醇杆菌等与培养一致的细菌，同时

还鉴定出皮氏罗尔斯顿菌［１６］、戈登分枝杆菌［１７］、约翰

逊不动杆菌［１８］等潮湿环境普遍存在，但受培养条件

所限而无法鉴定的细菌，显示ｍＮＧＳ对由复杂细菌

所构成生物膜的鉴定优势。此外，ｍＮＧＳ在定性识

别感染性病原体与优势细菌的构成研究中具有良好

的应用效果［１９２１］，但对病原体的定量研究较为少见，

尤其对同时涉及病原体种类和丰度的研究极为罕

见。ｍＮＧＳ测序分析时，由于背景细菌的存在将影

响临床样本以及环境样本的结果解读，前者可依据

临床经验和测序数据综合分析而判别，但目前尚缺

乏环境样本中目标菌和背景菌的判别标准和检测阈

值。本研究经验性将种（属）ＳＭＲＮ＞ＲＰＭ 的细菌

考虑为目标细菌，并结合培养结果以及安装前、后细

菌种类和丰度的变化而综合分析消毒效果。结果显

示，微酸性次氯酸水使用后的第１天，水样中高质量

细菌序列、细菌属ＳＭＲＮ、细菌种ＳＭＲＮ数值显著

降低，各样本种ＳＭＲＮ值均未超过相对应的ＲＰＭ

值。随后多个时间点所检测的水样培养结果阴性，

且种ＳＭＲＮ排序前１０的细菌多为背景细菌，因此

推测该持续性消毒法已将水管路中持续存在的生物

膜清除，具有良好的实用价值和推广意义。

本研究也存在以下局限：（１）采样时，未对新生

成的纯化水添加中和剂，对培养结果具有一定的影

响；（２）管路中的细菌生物膜是通过对纯化水的细菌

培养结果，以及对消毒前、后的 ｍＮＧＳ数据量变化

情况进行间接验证，未能直接对水管路进行采样以

及鉴定分析，未来需改进研究方法；（３）ｍＮＧＳ测序

过程不可避免产生背景细菌数据，但国内尚无统一

的鉴别标准和排除原则。本研究根据既往临床样本

的数据及阴性对照管的细菌数据集，经验性将

ＳＭＲＮ值过低的细菌且所有样本中频繁出现的细菌

判定为背景细菌，该判定方法需进一步验证与评估。
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