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·论著·

医院环境物体表面及医务人员手分离病原菌对抗菌药物和消毒剂的耐药性

王会平，张洪江，董　歧，刘　洁，段　杉，葛军旗，王仲华，张　政

（北京市朝阳区疾病预防控制中心，北京　１０００２１）

［摘　要］　目的　了解医院环境物体表面及医务人员手分离的病原菌种类，及其对医院常用抗菌药物和消毒剂的

耐药性。方法　对北京市某城区１６所医院重症监护病房、普通病房环境物体表面和医务人员手分离的病原菌进

行细菌鉴定及药敏试验、消毒剂抗性试验，并检测病原菌对抗菌药物和消毒剂耐药的基因携带情况。结果　１６所

医院环境物体表面和医务人员手共采集标本９７９份，检出病原菌７５株（７．６６％），以革兰阴性（Ｇ－）杆菌为主（占

７８．６７％），其中铜绿假单胞菌（２４株）、阴沟肠杆菌（１４株）和肺炎克雷伯菌（４株）居前３位。有１株铜绿假单胞菌

对氨曲南、庆大霉素、妥布霉素、环丙沙星和左氧氟沙星耐药；１株阴沟肠杆菌对哌拉西林耐药，７株对呋喃妥因耐

药；４株肺炎克雷伯菌对哌拉西林全耐药，２株对头孢类抗菌药物耐药，１株对美罗培南耐药。铜绿假单胞菌有７个

耐药基因阳性，以 犿犻狉阳性率最高（１００．００％）；阴沟肠杆菌有４个耐药基因阳性，狋犲犿１和狊犺狏阳性率均为

１００．００％；肺炎克雷伯菌有５个耐药基因阳性，狊犺狏和犿犻狉阳性率均为１００．００％。铜绿假单胞菌和阴沟肠杆菌对葡

萄糖酸氯己定（耐药率分别为４．１７％、５７．１４％）和三氯异氰尿酸（均为５０．００％）均产生耐药，两种菌消毒剂耐药基

因（狇犪犮Ｅ△１狊狌犾１）阳性率分别为７９．１７％、５７．１４％；肺炎克雷伯菌对两种消毒剂均无耐药性，均未检出耐药基因。

结论　医院环境物体表面和医务人员手均存在多种引起医院感染的常见病原菌，以Ｇ－杆菌为主，且病原菌均出现

不同程度的对抗菌药物和消毒剂耐药。
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　　近年来，临床标本分离的病原菌对抗菌药物和

消毒剂的耐药性已经引起人们的广泛关注［１４］，但对

医院环境表面分离的病原菌耐药状况研究较少［５］。

研究［６７］表明，医院环境物体表面携带较多病原菌，

甚至在消毒后仍存在许多病原菌，病原菌很容易附

着于医务人员手上，进而传播给患者，若为耐药菌

株，患者感染后会给临床治疗带来较大的困难，同时

也给患者带来巨大的经济损失［８１０］。为了解医院环

境物体表面和医务人员手病原菌的分布情况，及其

对医院常用抗菌药物和消毒剂的耐药性，我们进行

了相关研究。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　标本主要来源于北京市某城区１６

所医院（二级医院６所、三级医院１０所）重症监护病

房（ｉｎｔｅｎｓｉｖｅｃａｒｅｕｎｉｔ，ＩＣＵ）、普通病房环境物体表

面、医务人员手分离的病原菌。标准菌株为铜绿假

单胞菌ＡＴＣＣ１５４４２、大肠埃希菌 ＡＴＣＣ１３７０６和

肺炎克雷伯菌ＡＴＣＣ２７３３６（美国Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃｓ公

司），标准菌株主要用于抗菌药物药敏试验、消毒剂

抗性实验及基因检测的质量控制。

１．２　标本采集　依据 ＧＢ１５９８２－２０１２《医院消毒

卫生标准》规定的方法，对医院ＩＣＵ、普通病房进行

环境物体表面和医务人员手标本的采集。环境物体

表面和医务人员手进行日常清洁后，用浸有无菌生

理盐水采样液的棉拭子涂抹采样，然后将采样棉拭

子头置于１０ｍＬ无菌生理盐水试管内。

１．３　病原菌分离、鉴定和药敏试验　采集的标本按

常规培养方法进行细菌分离培养后，采用全自动细

菌鉴定及药敏分析系统（ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ，法国

生物梅埃公司）进行病原菌种类鉴定及药敏试验。

药敏试验采用 ＡＳＴＧＮ０９药敏卡测定革兰阴性

（Ｇ－）菌对２１种常用抗菌药物的耐药性。

１．４　消毒剂抗性试验　试验选择的消毒剂为医院常

用于皮肤消毒的胍类消毒剂葡萄糖酸氯己定

（４．６ｇ／Ｌ）和常用于环境物体表面消毒的含氯消毒剂

三氯异氰尿酸（１．５ｇ／片）。经中和剂鉴定试验确定

葡萄糖酸氯己定的中和剂为含１％组氨酸的ＤＥ中和

肉汤，三氯异氰尿酸的中和剂为含０．５％硫代硫酸钠

的磷酸盐溶液。用液体培养基稀释法［１１］测定消毒剂

对病原菌的最低抑菌浓度（ｍｉｎｉｍｕｍｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎ

ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ）和最小杀菌浓度（ｍｉｎｉｍｕｍｂａｃｔｅｒｉ

ｃｉｄａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＢＣ）。具体操作方法：使用接种

环从新鲜的固体营养琼脂培养基（培养１８～２４ｈ）上

挑取４～５个克隆转移至５ｍＬＭＨ肉汤内培养４～

６ｈ，浓度达０．５麦氏单位，取０．０１ｍＬ菌液加入

０．１ｍＬ对倍稀释的消毒剂和０．１ｍＬ双倍浓度的

ＭＨ肉汤，同时设阴性和阳性对照。经过３７℃培养

４８ｈ后观察结果。无菌生长的消毒剂最低浓度为

ＭＩＣ，从 ＭＩＣ开始向上２个浓度，各吸取０．１ｍＬ混

合液接种至０．９ｍＬ相应中和剂中作用１０ｍｉｎ，然后

再吸取０．５ｍＬ混合液接种至营养琼脂培养基，经过

３７℃培养４８ｈ后无菌落生长的浓度为 ＭＢＣ，该试验

重复３次。以标准菌株的 ＭＩＣ作为判断标准，ＭＩＣ

大于标准菌株的试验菌即存在消毒剂抗性。

１．５　耐药基因检测　采用聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩

增方法对病原菌耐药基因进行检测，ＰＣＲ扩增产物

经测序后进行比对证实为目的基因，ＰＣＲ扩增产物

的基因测序由北京吉美生物技术有限公司完成。病

原菌 ＤＮＡ 提取的操作步骤参照 ＱＩＡａｍｐＤＮＡ

ＭｉｎｉＫｉｔ说明书（ＱＩＡＧＥＮ公司）进行，ＤＮＡ模板

液置于－２０℃冰箱备用。ＰＣＲ扩增靶基因的名称、

引物序列及产物长度见表１。ＰＣＲ扩增热循环参数

为：９６℃预变性５ｍｉｎ，９６℃变性３０ｓ，５６℃退火

３０ｓ，７２℃延伸４０ｓ，３０个循环，７２℃延伸８ｍｉｎ。

ＰＣＲ扩增产物通过２％琼脂糖凝胶电泳，经溴乙锭

染色，通过紫外成像仪观察结果。
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表１　ＰＣＲ引物序列及产物长度

犜犪犫犾犲１　ＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｎｄｐｒｏｄｕｃｔｌｅｎｇｔｈｓ

基因所属类别 基因名称 引物序列（５’→３’） 产物长度（ｂｐ）

磺胺类 狊狌犾１ Ｐ１：ＧＴＧＡＣＧＧＴＧＴＴＣＧＧＣＡＴＴＣＴ ７７９

Ｐ２：ＴＣＣＧＡＧＡＡＧＧＴＧＡＴＴＧＣＧＣＴ

狊狌犾２ Ｐ１：ＴＴＣＧＧＣＡＴＣＧＴＣＡＡＣＡＴＡＡＣＣＴ ７２７

Ｐ２：ＣＧＴＧＴＧＴＧＣＧＧＡＴＧＡＡＧＴＣＡＧ

β内酰胺类 狋犲犿１ Ｐ１：ＡＧＧＡＡＧＡＧＴＡＴＧＡＴＴＣＡＡＣＡ ５３５

Ｐ２：ＣＴＣＧＴＧＧＴＴＴＧＧＴＡＴＧＧＣ

狊犺狏 Ｐ１：ＧＧＴＴＡＴＧＣＧＴＴＡＴＡＴＴＣＧＣＣ ７８６

Ｐ２：ＴＣＣＣＧＣＡＧＡＴＡＡＡＴＣＡＣＣＡ

犱犺犪 Ｐ１：ＡＡＣＴＴＴＣＡＣＡＧＧＴＧＴＧＣＴＧＧＧＴ ４０５

Ｐ２：ＣＣＧＴＡＣＧＣＡＴＡＣＴＧＧＣＴＴＡＧＣ

狏犻犿 Ｐ１：ＡＴＴＣＣＧＧＴＣＧＧ（Ａ／Ｇ）ＧＡＧＧＴＣＣＧ ６３３

Ｐ２：ＧＡＧＣＡＡＧＴＣＴＡＧＡＣＣＧＣＣＣＧ

犿犻狉 Ｐ１：ＴＣＧＧＴＡＡＡＧＣＣＧＡＴＧＴＴＧＣＧＧ ３０２

Ｐ２：ＣＴＴＣＣＡＣＴＧＣＧＧＣＴＧＣＣＡＧＴＴ

氨基苷类 犪狆犺（３’）犐 Ｐ１：ＡＴＧＴＧＣＣＡＴＡＴＴＣＡＡＣＧＧＧＡＡＡＣＧ ８１６

Ｐ２：ＴＣＡＧＡＡＡＡＡＣＴＣＡＴＣＧＡＧＣＡＴＣＡＡ

季铵盐类 狇犪犮犈△１狊狌犾１ Ｐ１：ＴＡＧＣＧＡＧＧＧＣＴＴＴＡＣＴＡＡＧＣ ３００

Ｐ２：ＡＴＴＣＡＧＡＡＴＧＣＣＧＡＡＣＡＣＣＧ

１．６　统计学分析　应用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计

学分析，计数资料以百分率描述，组间比较以卡方检

验，犘≤０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　病原菌检出情况　采集１６所医院环境物体表

面（床单位、诊疗器械等）和医务人员手标本９７９份，

检出病原菌７５株，检出率为７．６６％。检出的病原菌

以Ｇ－ 杆菌为主（占７８．６７％），其中铜绿假单胞菌

（２４株）、阴沟肠杆菌（１４株）和肺炎克雷伯菌（４株）居

前３位，革兰阳性球菌以凝固酶阴性萄萄球菌（６

株）、肠球菌（４株）为主。二级医院和三级医院病原菌

检出率比较，差异无统计学意义（χ
２＝２．９９，犘＞０．０５）。

ＩＣＵ环境物体表面和医务人员手病原菌检出率低于普

通病房（χ
２＝１３．３８，犘＜０．０１）。见表２。环境物体表面

共采集标本８６８份，其中床单位、诊疗器械表面和其他

物体表面病原菌检出率分别为８．１３％、２．９１％、９．５４％；

医务人员手共采集标本１１１份，护士和其他医务人员

手病原菌检出率分别为３．８５％、２１．２１％。见表３。

表２　不同级别医院及病房病原菌检出率比较

犜犪犫犾犲２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｉｎｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒａｔｅｓｏｆｐａｔｈｏｇｅｎｓｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｖｅｌｓｏｆｈｏｓｐｉｔａｌａｎｄｗａｒｄｓ

类别
物体表面

标本数 病原菌株数 检出率（％）

医务人员手

标本数 病原菌株数 检出率（％）

合计

标本数 病原菌株数 检出率（％）

医院级别 二级医院 ２６０ ２２ ８．４６ ５５ ８ １４．５５ ３１５ ３０ ９．５２

三级医院 ６０８ ４３ ７．０７ ５６ ２ ３．５７ ６６４ ４５ ６．７８

环境类别 ＩＣＵ ４４６ ２２ ４．９３ ５３ １ １．８９ ４９９ ２３ ４．６１

普通病房 ４２２ ４３ １０．１９ ５８ ９ １５．５２ ４８０ ５２ １０．８３

表３　医院不同标本病原菌检出率比较

犜犪犫犾犲３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｉｎｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒａｔｅｓｏｆｐａｔｈｏｇｅｎｓｆｒｏｍ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｈｏｓｐｉｔａｌｓｐｅｃｉｍｅｎｓ

标本 标本数 病原菌株数 检出率（％）

床单位 ４５５ ３７ ８．１３

诊疗器械 １７２ ５ ２．９１

其他物体表面 ２４１ ２３ ９．５４

护士手 ７８ ３ ３．８５

其他医务人员手 ３３ ７ ２１．２１

合计 ９７９ ７５ ７．６６

２．２　耐药性分析

２．２．１　药敏结果　２４株铜绿假单胞菌中有１株对

氨曲南、庆大霉素、妥布霉素、环丙沙星和左氧氟沙

星耐药，该菌株来源于ＩＣＵ的枕芯表面；１４株阴沟

肠杆菌中，有１株对哌拉西林耐药，７株对呋喃妥因

耐药；４株肺炎克雷伯菌对哌拉西林全耐药，有２株

对头孢类抗菌药物耐药，１株对美罗培南耐药，该菌

株来源于ＩＣＵ的听诊器。
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２．２．２　耐药基因检测　分别检测３种Ｇ
－杆菌中

磺胺类、β内酰胺类和氨基苷类耐药基因的携带情

况，其中铜绿假单胞菌有７个耐药基因阳性，以犿犻狉

阳性率最高（１００．００％），其次狋犲犿１、狊狌犾１和狊狌犾２阳性

率均＞５０％；阴沟肠杆菌有４个耐药基因阳性，其中

狋犲犿１和狊犺狏阳性率均为１００．００％，犿犻狉和犱犺犪阳性率

分别为９２．８６％和４２．８６％；肺炎克雷伯菌有５个耐

药基因阳性，其中狊犺狏和犿犻狉阳性率均为１００．００％，

狊狌犾１、狊狌犾２和犱犺犪阳性率均为５０．００％。见表４。

２．３　消毒剂耐药性分析

２．３．１　ＭＩＣ和 ＭＢＣ测定结果　对葡葡萄糖酸氯

己定的耐药性结果显示，２４株铜绿假单胞菌的 ＭＩＣ

为８～３２ｍｇ／Ｌ，ＭＢＣ为１６～６４ｍｇ／Ｌ，其中１株产

生耐药性（４．１７％）；１４株阴沟肠杆菌的 ＭＩＣ为８～

３２ｍｇ／Ｌ，ＭＢＣ为３２～６４ｍｇ／Ｌ，其中８株产生耐

药性（５７．１４％）。对三氯异氰尿酸的耐药性结果显

示，２４株铜绿假单胞菌的 ＭＩＣ为６４～２５６ｍｇ／Ｌ，

ＭＢＣ 为 １２８～５１２ ｍｇ／Ｌ，１２ 株 产 生 耐 药 性

（５０．００％），其中１１株菌株来源于环境物体表面；１４

株阴沟肠杆菌的 ＭＩＣ为６４～１２８ｍｇ／Ｌ，ＭＢＣ为

２５６～５１２ｍｇ／Ｌ，其中７株产生耐药性（５０．００％），

均来源于环境物体表面。铜绿假单胞菌对三氯异氰

尿酸的耐药性高于葡萄糖酸氯己定（犘＜０．０１），肺

炎克雷伯菌对两种消毒剂均无耐药性。见表５。

２．３．２　耐药基因检测　检测３种 Ｇ
－杆菌消毒剂

耐药基因（狇犪犮犈△１狊狌犾１），结果显示２４株铜绿假单

胞菌中，１９株（７９．１７％）检出耐药基因；１４株阴沟肠

杆菌中，８株（５７．１４％）检出耐药基因；４株肺炎克雷

伯菌均未检出耐药基因。

表４　１６所医院分离的主要Ｇ
－杆菌抗菌药物耐药基因携带

情况［阳性菌株数（％）］

犜犪犫犾犲４　Ｃａｒｒｉａｇｅｏｆａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅｓｉｎｍａｉｎ

ｇｒａｍｎｅｇａｔｉｖｅｂａｃｉｌｌｉｆｒｏｍ １６ｈｏｓｐｉｔａｌｓ （Ｎｏ．ｏｆ

ｐｏｓｉｔｉｖｅｉｓｏｌａｔｅｓ［％］）

抗菌

药物

基因

名称

铜绿假单胞菌

（狀＝２４）

阴沟肠杆菌

（狀＝１４）

肺炎克雷伯菌

（狀＝４）

磺胺类 狊狌犾１ １６（６６．６７） ０（０．００） ２（５０．００）

狊狌犾２ １３（５４．１７） ０（０．００） ２（５０．００）

β内酰胺类 狋犲犿１ ２０（８３．３３） １４（１００．００） ０（０．００）

狊犺狏 ５（２０．８３） １４（１００．００） ４（１００．００）

犱犺犪 ０（０．００） ６（４２．８６） ２（５０．００）

狏犻犿 ７（２９．１７） ０（０．００） ０（０．００）

犿犻狉 ２４（１００．００） １３（９２．８６） ４（１００．００）

氨基苷类 犪狆犺（３’）Ｉ １（４．１７） ０（０．００） ０（０．００）

表５　不同Ｇ
－菌对两种消毒剂的 ＭＩＣ和 ＭＢＣ

犜犪犫犾犲５　ＭＩＣａｎｄＭＢＣｏｆｔｗｏｋｉｎｄｓｏｆｄｉｓｉｎｆｅｃｔａｎｔｓｔｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒａｍｎｅｇａｔｉｖｅｂａｃｔｅｒｉａ

病原菌
葡萄糖酸氯己定

ＭＩＣ（ｍｇ／Ｌ） ＭＢＣ（ｍｇ／Ｌ） 耐药株数（％）

三氯异氰尿酸（ｍｇ／Ｌ）

ＭＩＣ（ｍｇ／Ｌ） ＭＢＣ（ｍｇ／Ｌ） 耐药株数（％）

铜绿假单胞菌ＡＴＣＣ１５４４２ １６ ３２ － ６４ １２８ －

大肠埃希菌ＡＴＣＣ１３７０６ ８ ３２ － ６４ ２５６ －

肺炎克雷伯菌ＡＴＣＣ２７３３６ ８ １６ － ３２ ６４ －

铜绿假单胞菌（狀＝２４） ８～３２ １６～６４ １（４．１７） ６４～２５６ １２８～５１２ １２（５０．００）

阴沟肠杆菌（狀＝１４） ８～３２ ３２～６４ ８（５７．１４） ６４～１２８ ２５６～５１２ ７（５０．００）

肺炎克雷伯菌（狀＝４） ８ １６ ０（０．００） １６～３２ ３２～６４ ０（０．００）

３　讨论

本组诊疗器械表面病原菌检出率为２．９１％，低

于床单位和其他物体表面，提示病房环境中床单位

和其他公共用品的消毒工作需引起医务工作者的重

视。护士手标本病原菌检出率为３．８５％，低于其他

人员，说明医院应该加强护士以外的其他医务人员

如护工、保洁人员等的手卫生。ＩＣＵ病原菌检出率

（４．６１％）低于普通病房（１０．８３％），可能与ＩＣＵ患

者病情危重、机体抵抗力低，且经常进行各种侵入性

诊疗，其医务人员医院感染相关理论知识掌握较好

及管理能力较强，更重视对ＩＣＵ环境的消毒工作有

关。此外，对ＩＣＵ出入人员进行严格控制，也可有

效预防和控制医院感染。

研究［１２１４］结果表明，铜绿假单胞菌、阴沟肠杆菌

和肺炎克雷伯菌已成为ＩＣＵ呼吸道和泌尿系统医

院感染的常见致病菌。本研究分离的７５株病原菌

主要以Ｇ－杆菌为主（占７８．６７％），其中铜绿假单胞

菌、阴沟肠杆菌和肺炎克雷伯菌居前３位。药敏试

验结果显示，２４株铜绿假单胞菌ＰＣＲ扩增实验检

测犿犻狉阳性率１００．００％，狋犲犿１阳性率为８３．３３％，

其他３种基因阳性率相对较低，提示犿犻狉和狋犲犿１

基因在铜绿假单胞菌对β内酰胺类抗生素（如青霉

素类、头孢菌素类）产生耐药的过程中发挥着重要作

用［１５］。另外，１株铜绿假单胞菌对氨基苷类和喹诺
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酮类抗菌药物耐药，同时发现该菌株狊狌犾１、狊狌犾２和

犪狆犺（３’）Ｉ基因均阳性，说明该菌通过携带犪狆犺（３’）

Ｉ型氨基苷类修饰酶基因对氨基苷类药物产生耐

药［１６］。肺炎克雷伯菌的药敏结果与大多数铜绿假单

胞菌相似，其中４株肺炎克雷伯菌对哌拉西林均耐

药，部分菌株对硝基呋喃妥因和复方磺胺甲口恶唑均耐

药，狊犺狏和犿犻狉阳性率均为１００．００％，表明肺炎克雷

伯菌主要是通过获得编码β内酰胺酶的狊犺狏和犿犻狉

基因对β内酰胺类抗生素产生耐药
［１７］。其中１株

肺炎克雷伯菌除对以上抗菌药物均耐药外，对美罗

培南也耐药，该菌株来源于ＩＣＵ的听诊器。诊疗器

械直接接触患者，一旦有多重耐药菌定植，传染给患

者的概率较大，将给临床治疗和医院感染控制带来

很大困难。

葡萄糖酸氯己定和三氯异氰尿酸为医院常用于

皮肤黏膜和物体表面消毒的常用消毒剂，ＭＩＣ和

ＭＢＣ结果表明，铜绿假单胞菌和阴沟肠杆菌对葡萄

糖酸氯己定和三氯异氰尿酸均产生耐药，且阴沟肠

杆菌对葡萄糖酸氯己定的耐药性高于铜绿假单胞

菌；而肺炎克雷伯菌对两种消毒剂均敏感。临床工

作人员可依据病原菌选择合适的消毒剂进行消毒。

３种病原菌消毒剂耐药基因狇犪犮Ｅ△１狊狌犾１检测结果

发现，铜绿假单胞菌耐药基因阳性率为７９．１７％，阴沟

肠杆菌耐药基因阳性率为５７．１４％，病原菌可以通过

携带狇犪犮Ｅ△１狊狌犾１基因对消毒剂产生耐药
［１８］。

医院的消毒工作在医院感染控制中占重要地位，

而医院环境致病菌的控制主要通过使用消毒剂达到

消毒或灭菌效果。随着多种消毒剂的广泛使用，消毒

剂耐药菌株也随之产生，给医院日常消毒工作带来较

大困难。当病原菌同时出现消毒剂抗性和抗菌药物

耐药性时，医院感染控制工作形势将更为严峻。因

此，医院要重视消毒剂在医院环境物体表面和医务人

员手消毒过程中的规范使用，建立专门的消毒管理部

门，加强科学使用消毒产品的管理和培训。使用消毒

剂时，参考消毒产品说明书使用剂量和使用范围，同

时根据医院的实际情况，对医院环境的清洁消毒等级

进行分类，制定标准化操作流程。通过及时了解细菌

对消毒剂敏感性的变化，有针对性地调整消毒产品的

有效使用浓度，必要时可以更换消毒产品种类。只有

科学、合理、有效地使用消毒产品才能确保消毒效果，

从而切断传播途径，有效预防和控制医院感染。
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