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探讨流式细胞术"

a$V

%方法快速检测鲍曼不动杆菌体外药敏试验的临床应用价值&方法
!

选用碘化丙啶

"

#,

%作为荧光染料!用
a$V

检测大肠埃希菌标准菌株和
GG

株鲍曼不动杆菌临床菌株对舒氨西林'左氧氟沙星'美罗培南'头孢噻

肟钠的敏感性&根据细菌培养物在不同浓度药物作用后所检测到的荧光强度来判断细菌存活率!从而推断
V,$

值&并与微量稀

释法和
\,ITZ

仪检测结果进行比较&结果
!

GG

株鲍曼不动杆菌流式细胞荧光法抗菌药物敏感试验"

a$"I

%结果测得舒氨西林

耐药
&.

株!左氧氟沙星耐药
&0

株!美罗培南耐药
*&

株!头孢噻肟钠耐药
&'

株&采用
!

% 检验!分别比较与微量稀释法'

\,ITZ

仪

检测判断的敏感性结果!差异均无统计学意义"

!

%

0+0.

%&结论
!

鲍曼不动杆菌流式细胞荧光法药敏试验与常规方法检测结果

具有一致性!并且更快速'灵敏'客观&

关键词"流式细胞荧光法抗生素敏感试验$
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通过抗菌药物体外药敏试验检测最低抑菌浓度$

V,$

&是

临床判断细菌对抗菌药物敏感性*合理使用抗菌药物的重要依

据'目前临床上
V,$

的检测方法包括微量稀释法*纸片扩散

法*试管肉汤稀释法*琼脂稀释法和
g

试验等'这些方法通常

能提供细菌群体对抗菌药物敏感性的均值#但不能发现细菌个

体间药敏反应的异质性#且操作烦琐*耗时较长'鲍曼不动杆

菌是引起医院内感染的重要病原菌之一#其耐药性日益严重#

尤其多重耐药鲍曼不动杆菌#在临床上选用抗菌药物十分棘

手'现有抗菌药物药敏试验难以对多重耐药鲍曼不动杆菌提

供有价值的药敏结果#不利于及时*有效地指导抗菌药物使

用(

*8%

)

'自
*F'%

年有学者探索用
a$V

对大肠埃希菌进行抗菌

药物药敏试验#流式细胞荧光法抗菌药物敏感试验$

a$"I

&逐

渐得到研究和发展(

&

)

'

a$"I

可以检测到细菌群体中具有药

敏异质性的菌细胞#可为细菌药敏试验提供一种更为简便快

速*灵敏可靠的诊断方法(

/

)

'本研究应用
a$"I

检测鲍曼不动

杆菌
V,$

#并与常规药敏试验结果进行比较#探讨其临床应用

价值'

D

!

资料与方法

D+D

!

菌株
!

大肠埃希菌标准菌株
3I$$%.F%%

由北京中国药

品生物制品检定所提供%鲍曼不动杆菌临床分离株收集至

%0*&

年
/

月至
%0*/

年
F

月本院细菌室#均经过
\,ITZ

全自

动微生物鉴定仪鉴定'

D+E

!

仪器与试剂
!

流式细胞仪为美国
);6b1KA86CNB?;@

公司

T#,$"8c9

型%全自动微生物鉴定和药敏系统为法国生物梅里

埃公司
\,ITZ&%

型'舒氨西林*左氧氟沙星*美罗培南*头孢

噻肟钠标准品来自北京中国药品生物制品检定所%碘化丙啶

$

#,

&为美国
"D

E

1K

公司产品'

D+F

!

方法

D+F+D

!

a$"I

检测
!

挑取血琼脂平板上单个待检菌落#接种

于
V!

液体培养基并用
\,ITZ

仪加以鉴定'将接种于
V!

液体培养基的待检菌置于
&:X

水浴
%L

孵育后#调整菌液浓

度至
0+.

号麦氏浊度$相当于
*+.h*0

'

6MN

"

19

&'在各
a$"I

测定管中按抗菌药物浓度梯度分别加入相应抗菌药物和待检

菌液#制成终浓度为
:+.h*0

G

6MN

"

19

*每管总体积为
*19

的

细菌悬液#轻轻混匀#置
&:X

水浴孵育
&L

后加入
#,*0

%

9

"

每管#摇匀并室温避光
*.1DA

后上流式细胞仪进行检测'

a$"I

检测每管至少获取
*0

/ 个菌细胞'设置
a$"I

数据收集

分析方案#通过检测散射光信号$

"$

&和碘化丙啶荧光信号

+
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$

#,

&对样本进行分析'散射光信号包括前向散射光$

a"

&和侧

向散射光$

""

&#

a"

强度与细胞大小呈正相关#

""

强度与细胞

颗粒度呈正相关'分别设置
a"8""

双参数图和前向散射光"碘

化丙啶荧光$

a"

"

#,

&双参数图'在
a"8""

双参数图中调整电

压使拟进行分析的细菌群密集出现#并设门圈定菌细菌群#使

其荧光信号出现在
a"

"

#,

双参数图中'

a"

"

#,

双参数图中
#,

表示
#,

的荧光信号强度$在
c

轴上以对数值表示&#分别以活

菌和死菌作为阴性对照和阳性对照在图上设定十字门#可提供

阳性区域内
#,

阳性的细胞百分率$

#,Y

&和
c

轴平均荧光强度

$

Va,R

&等多种参数'检测不同抗菌药物浓度作用下菌株的

#,Y

每株菌#同时以无药活菌为阴性对照*以加热死菌为阳性

对照#其中敏感菌株的
#,Y

随着药物浓度增加显著增高#而耐

药菌株的
#,Y

并不随药物浓度增高而有明显变化#从而可推

断菌株的药物敏感性和
V,$

'本文共检测了
GG

株鲍曼不动杆

菌分离株及
*

株大肠埃希菌标准菌株'

D+F+E

!

微量稀释法
!

参照卫生部/全国临床检验操作规程0进

行(

.

)

'正式试验前选择部分菌株与试管稀释法进行比较#敏感

性结果相符'

D+F+F

!

\,ITZ

仪器检测
!

使用
<2"8//'

检测卡#微孔板中

舒氨西林*左氧氟沙星*美罗培南*头孢噻肟钠的浓度分别为!

'
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/
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%

*

/

*

'

%

E
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#

G

*

%/
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#菌

液浓度为
*+.h*0

:

6MN

"

19

'次日仪器报告结果'

D+I

!

统计学处理
!

应用
"#""*'+0

统计软件对试验数据作
!

%

检验#

!

$

0+0.

表示差异有统计学意义'

E

!

结
!!

果

E+D

!

无菌空白
V!

液体培养基
a$V

检测结果
!

仅在
a"8""

图左下角显示少量肉汤颗粒#见图
*

'

图
*

!!

无菌
V!

培养液

E+E

!

不同生活状态细菌
a$V

检测结果
!

取不加抗菌药物正

常生长的细菌作为阴性对照#用加热处死的细菌作为阳性对

照#用
#,

染色#上机检测'活菌悬液$不含药物&的结果显示#

一群集中较小的菌细胞处于荧光阴性的区域#死菌悬液的结果

显示#一群大小一致的细菌$

F%+*.Y

&处于荧光强度很高的区

域#表示大多数细菌已死亡#见图
%

'

!!

注!

3

表示活菌悬液%

)

表示死菌悬液'

图
%

!!

活菌悬液和死菌悬液
a"8#,

双参数荧光图

E+F

!

不同浓度抗菌药物作用细菌
a$V

检测结果
!

当抗菌药

物敏感菌株在各药物浓度作用后#随药物浓度成倍增加#

a"8""

图中
#,

阴性区域内细胞渐少#

#,

荧光阳性区细胞渐多#如图

&

'而抗菌药物耐药菌株在各个药物浓度作用后#随药物浓度

增加#

a"8""

图中
#,

阴性区域内细胞减少并不明显#如图
/

'

图
&

!!

敏感菌株经抗菌药物作用后
#,Y

图
/

!!

耐药菌株经抗菌药物作用后
#,Y

E+I

!

a$V

药敏试验
V,$

判断值的设定
!

分别检测大肠埃希

菌标准菌株不加抗菌药物阴性对照活菌和已知
V,$

浓度抗菌

药物作用细菌的
#,Y

#据此结果#将
#,Y

逐渐增高达到
'0Y

以

上时的药物浓度判为
V,$

值#表明该菌株对药物敏感'若被

测菌株
#,Y

值不随药物浓度增加而明显上升#说明其
V,$

值

大于试验药物的最高浓度#则可判为菌株耐药(

G8:

)

'

E+J

!

常规药敏试验与
a$"I

结果比较
!

本文用常规方法和

a$"I

双盲法对临床分离的
GG

株鲍曼不动杆菌分别检测

V,$

#用
!

% 检验比较
a$"I

与微量稀释法*

\,ITZ

仪检测判

断的敏感性结果#差异无统计学意义$

!

%

0+0.

&#见表
*

'

表
*

!!

a$"I

与常规方法检测耐药性的情况%

)_GG

'

)

&

组别 舒氨西林 左氧氟沙星 美罗培南 头孢噻肟钠

a$"I &.

"(

&0

"(

*&

"(

&'

"(

微量稀释法
&.

!

&0

!

*&

!

&'

!

\,ITZ

仪检测
&.

!

%F

!

*&

!

&'

!

!!

注!与微量稀释法比较#

"

!

%

0+0.

%与
\,ITZ

仪检测比较#

(

!

%

0+0.

'

F

!

讨
!!

论

鲍曼不动杆菌原本是一种自然界广泛存在的条件致病菌#

但随着近年来广谱抗菌药物的广泛使用和抗菌药物选择性压

力的不断增加#它逐渐成为了机会感染和医院感染的主要菌种

之一'多中心研究已表明#鲍曼不动杆菌是目前引起医院感染

的重要病原菌之一(

'

)

'许多医院出现鲍曼不动杆菌分离率逐

年上升#尤其多重耐药的鲍曼不动杆菌#已成为医院内感染暴

发流行的重要病原菌#是重症监护病房及老年患者呼吸道感染

的主要致病菌之一(

F8*0

)

'

抗菌药物体外药敏试验是指导临床合理进行抗感染治疗

的重要依据#但微量稀释法等常规检测方法通常需要
%0L

以

上#耗时较长'而引起感染的鲍曼不动杆菌往往多重耐药#对

于这类菌株常规药敏检测不仅周期长#而且受试验药物有限#

往往不能满足临床需要#给临床治疗带来很大困难'

a$V

能

够对细胞$或微粒&的生物学性状及功能状态进行快速*大量地

定性或定量检测#在细胞研究上应用广泛'近年来#有研究将

a$V

用于细菌检测#

a$"I

也逐渐得到了研究和发展(

**

)

'建

立一种
a$V

快速检测鲍曼不动杆菌
V,$

的方法可以为临床

+

G..%

+
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选择抗菌药物提供快速*准确的参考#并且可以扩大药敏试验

抗菌药物选择的范围#为临床合理应用抗菌药物更好地提供参

考'此外#建立该检测方法具有加强对多重耐药鲍曼不动杆菌

监测的意义'

经抗菌药物处理后的细菌#以
#,

等特定的荧光染料染色#

并通过
a$V

检测荧光强度#可以判断其存活状态#进而推断

V,$

'

#,

属于膜非渗透性荧光染料#价格较低#是
a$"I

检测

理想的荧光染料'

#,

相对分子质量较大#正常情况下不能进

入细胞膜完整的活细菌体内#然而当细胞受损害或坏死*外膜

完整性破坏#

#,

即可进入细胞*嵌入到
723

的碱基对中#并且

荧光强度明显增强'本研究选择
#,

作为荧光染料对
GG

株鲍

曼不动杆菌进行
a$"I

检测#并与常规方法进行比较'药物敏

感细菌因受抗菌药物作用而损伤或坏死#导致细胞膜缺损#可

被
#,

染色'

#,

进入菌细胞内嵌入细菌
723

中'

a$V

检测

时#

#,

在激光的激发下可发出红色荧光$激发光谱
&00

!

&'0

*

//0

!

.'0A1

#发光光谱
.G0

!

G'0A1

&'本研究使用
T#,$"8

c9

型流式细胞仪#激发光为
/''A1

的氩离子激光#仪器中第

&

个光电倍增管能检测
#,

发出的荧光信号$

a9&

&'既往研究

多采用
Va,R

推断
V,$

来反映细菌对药物的敏感性'但培养

基中颗粒状物质荧光干扰*仪器工作状态等多种因素均可影响

Va,R

#使其欠稳定'本试验选择检测细菌在抗菌药物作用后

#,Y

的变化来推断
V,$

*判断细菌对药物的敏感性'结果显

示#所有
GG

株被检鲍曼不动杆菌的药敏结果与微量稀释法及

临床使用的
\,ITZ

仪检测结果完全一致'常规药敏试验细

菌与药物共同孵育培养
%0L

以上才能判读结果#而
a$"I

不

依赖细菌大量繁殖#仅需
.L

左右即可获得结果#大大缩短了

试验时间'并且#由于被测菌与药物共同孵育时间较短#药敏

结果不易受抗菌药物诱导耐药的影响'此外#由于是通过流式

细胞仪逐个测定药物对采集的菌细胞个体生长的影响*了解细

菌的存活状态#

a$"I

还可以检测到细菌群体中具有药敏异质

性的菌细胞'本试验表明#

a$"I

用于鲍曼不动杆菌体外抗菌

药物药敏检测具有快速*敏感的优点'

a$"I

精确*客观#便于自动化和标准化'近年来随着国

内
a$V

在临床检验多个领域的广泛应用#相信该技术在快速

细菌药敏试验方面也将发挥其应有价值'
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