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三种用于血液透析和相关治疗用水微生物学监测方法的评价
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２
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［摘　要］　目的　评价三种方法用于监测血液透析和相关治疗用水微生物检测的效果。方法　在某次飞行检查

中采集３６所受检单位的血液透析液和透析用水７２份，分别采用血琼脂平皿（３５℃，７２ｈ）、胰蛋白酶大豆琼脂

（ＴＳＡ）平皿（３５℃，７２ｈ）、Ｒ２Ａ营养琼脂（２３℃，１６８ｈ）三种方法进行培养，比较三种方法菌落计数、菌落和超干预值

（≥５０ＣＦＵ／ｍＬ）检出率的差异。结果　采用三种方法对透析液和透析用水进行检测，血琼脂平皿、ＴＳＡ平皿、

Ｒ２Ａ营养琼脂菌落检出率分别为４０．２８％、６３．８９％和６９．４４％，差异有统计学意义（χ
２＝１４．１６，犘＜０．０５）；两两比

较结果显示，Ｒ２Ａ营养琼脂和ＴＳＡ平皿检出率高于血琼脂平皿。血琼脂平皿与Ｒ２Ａ营养琼脂、ＴＳＡ与Ｒ２Ａ营养

琼脂检出菌落计数比较，差异有统计学意义（Ｚ值分别为－４．５１５、－６．９７０，均犘＜０．０５）。血琼脂平皿、ＴＳＡ平皿、

Ｒ２Ａ营养琼脂法检测透析液和透析用水菌落数，超干预值检出率分别为１．３９％、４．１７％和２０．８３％，差异有统计学

意义（χ
２＝１９．８３，犘＜０．０５），Ｒ２Ａ营养琼脂检出率高于其他两种方法。结论　Ｒ２Ａ营养琼脂和ＴＳＡ平皿检出率

优于血琼脂平皿，Ｒ２Ａ营养琼脂超干预值检出率高于ＴＳＡ平皿和血琼脂平皿，Ｒ２Ａ营养琼脂（２３℃，１６８ｈ）用于血

液透析和相关治疗用水微生物监测优于其他两种方法。
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　　以代谢方式来分类，细菌可分为蓝细菌、自养菌

和异养菌，水生细菌即是乏营养异养菌。能在透析

液和透析用水中检测到的细菌主要是革兰阴性非发

酵菌，如假单胞菌属、寡养单胞菌属、伯克霍尔德菌

属、无色杆菌属、不动杆菌属、罗尔斯通菌属、土壤杆

菌属等。革兰阳性菌相对较少，主要为棒状杆菌属

和肠球菌属。真菌所占比例低于细菌，主要为近平

滑假丝酵母菌和暗色丝状真菌［１］。血液透析患者如

果每周透析３次，每次接触１５０Ｌ透析液，每年将暴

露于２００００Ｌ以上的透析液中。患者若接受血液

透析滤过治疗，每年至少会有３０００Ｌ以上的液体

进入血液循环系统［２］。如果透析液或透析用水中微

生物含量超标，微生物就有机会通过透析膜进入血

液。血液透析和治疗用水中细菌短期严重污染会导

致菌血症，甚至败血症，即使低水平污染亦可引起热

原反应。长期污染更是会导致患者慢性炎性反应和

对促红细胞生成素反应性降低，加速机体蛋白分解、

减少蛋白合成，并可能导致透析相关淀粉样变［３４］。

因此，全球许多国家和地区均要求对透析和相关治

疗用水定期进行微生物学监测。本研究采用血琼脂

平皿、胰蛋白酶大豆琼脂（ＴＳＡ）、Ｒ２Ａ营养琼脂进

行血液透析和相关治疗用水的微生物学检测，比对

三种方法的差异，探索适用于监测透析液和透析用

水中微生物的最佳方法。

１　材料与方法

１．１　样本来源　２０１６年３月３—７日某市医院感

染质量控制中心联合市肾脏病质量控制中心和市疾

病预防控制中心，对本市范围内二级以上有血透室

单元的医疗机构进行飞行检查。采集３６所医疗机

构血液透析室的透析液和透析用水７２份。透析液

采样部位：管道尾端透析机；透析用水采样部位：回

路水采样口。

１．２　检测方法　将７２份透析液和透析用水送疾病

预防控制中心，每份标本取１ｍＬ样本采用涂布平

板法接种于ＴＳＡ上，３５℃培养４８ｈ，４８ｈ后若阴性

可于７２ｈ后再检查计数。同时平行样留医院感染

质量控制中心，取１ｍＬ样本采用涂布平板法接种于

血琼脂平皿３５℃培养４８ｈ，４８ｈ后若阴性可于７２ｈ

后再检查计数；取１ｍＬ样本采用涂布平板法接种

于Ｒ２Ａ营养琼脂２３℃培养１６８ｈ（７ｄ），进行菌落计

数。实验全程注意无菌操作，三种方法均设置阴性

对照。

１．３　统计分析　应用ＳＰＳＳ２０．０软件进行统计学

处理，以透析液和透析用水中是否有菌落检出作为

检出率标准，以ＹＹ０５７２—２０１５《血液透析液及相关

治疗用水》微生物污染物干预水平（５０ＣＦＵ／ｍＬ）为

超干预值检出率标准，菌落检出率和超干预值检出

率比较采用χ
２ 检验；采用 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ秩和检验对不

同方法检出菌落计数的差异进行分析，犘≤０．０５为

差异有统计学意义。

２　结果

２．１　透析液和透析用水菌落检出情况　采用三种

方法对透析液和透析用水进行检测，血琼脂平皿、

ＴＳＡ平 皿、Ｒ２Ａ 营 养 琼 脂 菌 落 检 出 率 分 别 为

４０．２８％、６３．８９％和６９．４４％，检出率比较，差异有统

计学意义（χ
２＝１４．１６，犘＜０．０５）；两两比较结果显示，

Ｒ２Ａ营养琼脂和ＴＳＡ平皿检出率高于血琼脂平皿，

见表１。因透析液和透析用水检出的具体菌落计数

资料不符合正态性，采用 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ检验进行比较。

血琼脂平皿与Ｒ２Ａ营养琼脂检出菌落计数比较，差

异有统计学意义（Ｚ＝－４．５１５，犘＜０．０５）；ＴＳＡ与

Ｒ２Ａ营养琼脂检出菌落计数比较，差异有统计学意义

（Ｚ＝－６．９７０，犘＜０．０５）。见表２。

表１　三种方法检测透析液和透析用水菌落检出率比较

犜犪犫犾犲１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒａｔｅｓｏｆｃｏｌｏｎｙｉｎｄｉａｌｙｓａｔｅ

ａｎｄｄｉａｌｙｓｉｓｗａｔｅｒａｍｏｎｇｔｈｒｅｅｍｅｔｈｏｄｓ

方法
样本

数

未检出

菌落（份）

检出菌

落（份）

检出率

（％）

血琼脂平皿（３５℃，７２ｈ） ７２ ４３ ２９ ４０．２８

ＴＳＡ平皿（３５℃，７２ｈ） ７２ ２６ ４６ ６３．８９

Ｒ２Ａ营养琼脂（２３℃，１６８ｈ） ７２ ２２ ５０ ６９．４４

合计 ２１６ ９１ １２５ ５７．８７
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表２　三种方法检测透析液和透析用水菌落检出情况

犜犪犫犾犲２　Ｔｈｒｅｅｍｅｔｈｏｄｓｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｎｇｃｏｌｏｎｙｉｎｄｉａｌｙｓａｔｅａｎｄ

ｄｉａｌｙｓｉｓｗａｔｅｒ

方法 样本数

透析液和透析用水菌落数

（ＣＦＵ／ｍＬ）

中位数 犘２５ 犘７５

血琼脂平皿（３５℃，７２ｈ） ７２ ０ ０ ２

ＴＳＡ平皿（３５℃，７２ｈ） ７２ １ ０ ３．５

Ｒ２Ａ营养琼脂（２３℃，１６８ｈ） ７２ ６．５ ０ ４３．５

合计 ２１６ ７．５ ０ ４９

２．２　透析液和透析用水菌落数超干预值情况　透

析液和透析用水菌落数超干预值检出率：血琼脂平

皿、ＴＳＡ 平皿、Ｒ２Ａ 营养琼脂法分别为１．３９％、

４．１７％和２０．８３％，三种方法超干预值检出率比较，

差异有统计学意义（χ
２＝１９．８３，犘＜０．０５），Ｒ２Ａ营

养琼脂检出率高于血琼脂平皿、ＴＳＡ平皿两种方法

的检出率（χ
２ 值分别为１１．８８、９．１４，犘＜０．０１７）。

见表３。

表３　三种方法检测透析液和透析用水菌落数超干预值情况

犜犪犫犾犲３　Ｔｈｒｅｅｍｅｔｈｏｄｓｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｎｇｔｈｅｅｘｃｅｅｄｉｎｇａｃｔｉｏｎ

ｌｅｖｅｌｏｆｃｏｌｏｎｙｉｎｄｉａｌｙｓａｔｅａｎｄｄｉａｌｙｓｉｓｗａｔｅｒ

方法
样本

份数

未超干预

值（份）

超干

预值（份）

检出率

（％）

血琼脂平皿（３５℃，７２ｈ） ７２ ７１ １ １．３９

ＴＳＡ平皿（３５℃，７２ｈ） ７２ ６９ ３ ４．１７

Ｒ２Ａ营养琼脂（２３℃，１６８ｈ） ７２ ５７ １５ ２０．８３

合计 ２１６ １９７ １９ ０．８８

３　讨论

我国ＹＹ０５７２《血液透析液和相关治疗用水》给

出了制备透析液用水在微生物学方面的最低要求。

２００５年版的标准操作方法是要求培养基应为ＴＳＡ

或等价物，３５℃～３７℃下培养４８ｈ，４８ｈ后若阴性

可于７２ｈ后再检查
［５］。２０１５年版提出培养基宜选

用胰化蛋白胨葡萄糖琼脂（ＴＧＥＡ）、Ｒ２Ａ营养琼脂

或其他确认能提供相同结果的培养基，推荐使用

１７℃～２３℃的温度培养１６８ｈ（７ｄ），确认能提供相

同培养结果的其他培养时间和温度也适用［６］。实际

情况是，我国医疗机构目前大多使用血琼脂平皿

３５℃～３７℃培养４８ｈ，检测透析液和相关治疗用水

中细菌菌落数，因其方法简便、培养基易得，可检出

大多数致病菌；疾病预防控制中心和第三方检测机

构多采用ＴＳＡ平皿３５℃～３７℃下培养４８～７２ｈ。

本研究比较血琼脂平皿、ＴＳＡ、Ｒ２Ａ营养琼脂检测

血液透析和相关治疗用水菌落数存在差异。

全球许多国家和地区对透析液和透析用水的质

量都有推荐要求、标准和监测方法，应用最广泛的是

美国医疗器械进展委员会（ＴｈｅＡｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｆｏｒｔｈｅ

ＡｄｖａｎｃｅｍｅｎｔｏｆＭｅｄｉｃａｌＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔａｔｉｏｎ，ＡＡＭＩ）

推荐、欧洲最佳实践指南（ＴｈｅＥｕｒｏｐｅａｎＢｅｓｔＰｒａｃ

ｔｉｃｅＧｕｉｄｅｌｉｎｅ，ＥＢＰＧ）
［７］和国际标准化组织（Ｉｎｔｅｒ

ｎａｔｉｏｎａｌＯｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎｆｏｒＳｔａｎｄａｒｄｉｚａｔｉｏｎ，ＩＳＯ）标

准。ＡＡＭＩ２００４标准建议使用 ＴＳＡ 培养基，在

３０℃～３７℃下培养４８ｈ
［８］，２０１１年开始和ＩＳＯ标准

一样，推荐Ｒ２Ａ或ＴＧＥＡ培养基在１７℃～２３℃下

培养７ｄ
［９１０］。西班牙肾脏病学会推荐使用Ｒ２Ａ培

养基，在２３℃～２７℃下培养７ｄ
［１］。

革兰阴性水生细菌在经蒸馏、去离子、反渗透和

软化处理所制备的透析用水中具有快速倍增的能

力。用这些水制备的透析液同样也为细菌提供了一

个非常好的生长环境［５］。在水系统的微生物监测

中，如果没有主动消毒策略和敏感性高的监测培养

技术，大量微生物的代谢产物就有干扰血透者免疫

防御系统的风险［１１］。水生细菌与内毒素的相关性

较低，研究［１２］表明，４３００００个悬浮铜绿假单胞菌才

贡献１ＥＵ／ｍＬ内毒素水平。正因如此，仅单独监

测透析液和透析用水的内毒素水平是不够的。

透析液中的细菌数通常高于透析用水，因为碳

酸氢盐成分有利于细菌定植［１３］。透析液浓缩物的

细菌学监测很难标准化，因为可在环境中繁殖的微

生物已进化出相应的应对机制，阻碍其在普通人工

培养基上被检出。加入碳酸氢盐和氯化钠的低营养

培养基可提高细菌检出的敏感性［１４１５］。当使用一种

敏感性不高的培养方法评估透析用水处理系统和透

析液是否充分消毒时，会有低估微生物感染发生可

能的风险，最终导致细菌超标、细菌生物膜形成和代

谢产物通过透析膜进入患者体内导致疾病［１６］。目

前透析液和透析用水微生物学监测方法的主流观点

是倾向于使用低营养培养基，降低培养温度和延长

培养时间，认为培养基营养太丰富会杀死水生细

菌［１７］。但同时也有学者认为此方法并不适合所有

水生微生物的生长，有些细菌更适合在富营养培养

基和较高温度条件下生长［１８］。还有一个必须考虑

的因素是水中病原菌、水生藻类和真菌的影响，虽然

就水生藻类和真菌在透析液和透析用水中的数量及

其临床意义的研究甚少，但通常认为其最大允许数

量应低于细菌数标准的１０倍
［１］。我们建议在接种

Ｒ２Ａ或 ＴＧＥＡ等低营养培养基的同时，再接种一
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块血平皿置于３５℃培养４８ｈ，一块沙保罗琼脂（Ｓａ

ｂｏｕｒａｕｄａｒｇａｒ）平皿置于２５℃培养１６８ｈ。接种血

平皿是为提高对营养要求高的快生长病原菌检出

率，接种沙保罗平皿是为能检出水中的真菌，既能提

高对乏营养水生细菌的检出率，又能兼顾需高营养

的病原菌和真菌的监测。

国家食品药品监督管理总局将于２０１７年１月

１日实施新的血液透析及相关治疗用水标准

ＹＹ０５７２－２０１５，其中对内毒素和细菌数提出了更高

的要求，细菌数是不超过１００ＣＦＵ／ｍＬ，干预值是

５０ＣＦＵ／ｍＬ
［６］，对微生物学监测方法的敏感性也提

出了更高的要求。整个标准采用了制药ＧＭＰ注射

用水的热源标准，对透析用水系统消毒的要求会越

来越高。各地疾病预防控制中心也应根据新标准进

行水质监控。各血液透析中心应提前做好系统升

级，以配合新标准的实施。
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