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种方法检测热毒宁与头孢哌酮钠%舒巴坦钠对广泛耐药鲍曼

不动杆菌协同作用的比较"
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要"目的
!

观察微量肉汤棋盘稀释法与纸片扩散法检测体外环境下中药热毒宁联合头孢哌酮钠'舒巴坦钠"

_.W

$对广泛

耐药鲍曼不动杆菌"

X,(>*P

$协同作用的结果!比较两者的符合性!以指导临床用药%方法
!

筛选
"%!$

年该院住院患者感染的

X,(>*P

共
!"

株!将菌株培养传代!先采用微量肉汤棋盘稀释法检测
_.W

和热毒宁单独及联合使用时的最低抑菌浓度"

0Y.

$!

通过计算判断是否有协同作用!再使用纸片扩散法检测抑菌环直径和药物的协同作用%结果
!

微量肉汤棋盘稀释法检测热毒宁

与
_.W

联合用药时!与单独用药时相比!

0Y.

均有不同程度下降!热毒宁与
_.W

联合用药时的抑菌浓度指数均小于或等于
%#$

!

具有协同作用%纸片扩散法测定出热毒宁原液的抑菌环直径为
!%LL

!不同
X,(>*P

菌株对
_.W

的抑菌环直径有所差异!其中

$

株为
!$LL

!

'

株为
!2LL

!

7

株为
!3LL

%但当热毒宁与
_.W

联合作用时!抑菌环直径扩大!

!"

株也都出现了协同作用%

结论
!

体外环境下!热毒宁联合
_.W

对
X,(>*P

有很好的协同作用!

"

种方法结果一致!虽然纸片法更加简便!但结果判断带有

一定主观性!需要有经验的人员操作%

关键词"广泛耐药鲍曼不动杆菌#

!

热毒宁#

!

头孢哌酮钠'舒巴坦钠#

!

微量肉汤棋盘稀释法#

!

纸片扩散法

!"#

!

!%#'&2&

"

:

#;<<=#!23'>7!'%#"%!2#%2#%%"

文献标识码"

*

文章编号"

!23'>7!'%

"

"%!2

$

%2>%3"'>%'

6+8

&

4'*)+,+-3@+8(3=+0)3()3*,

2

)

.

,('

2

*)3*5453*+,+->(01,*,

2

4,05(-+

&

('4F+,()+0*18

"

)1/745348

)+0*18+,(%3(,)*;(0'1

2

'()*)34,395*,(3+7453('74184,

"

#','*

#

-(*

+

A$'

6

(*

+

#

7=2*;$(

:

$

#

A2*

+

G'2

#

G'(H='

.

'2

$

I=2?'4>!C

66

')'(!2B;%>

3

'!()%

6

7='*2>2I4(B'!'%*()&2B'8()D*'E24>'!

:

%

6

I'(*

.

'*

#

I'(*

.

'*'%%!&'

#

7='*(

&

97)3'453

!

"7

:

(53*;(

!

?@@K<ADNA6EADA<Q/6<@FKD@6EJ;/Q6;@=LA6E@JG=JJ;<+J;FFQ<;@=LA6E@J6@6A<66EA<

I

=AD

H

;<6;+AFFA+6@F

(AJQ=;=

H

G=J+AF@

C

ADGR@=A<@J;QL

"

<Q/KG+6GL<@J;QL

$

_.W

&

@=AB6A=<;NAJDQ

H

DA<;<6G=6*+;=A6@KG+6ADKGQLG=

$

X,(>*P

&

;=N;6D@

A=N;D@=LA=6

#

G=J+@L

C

GDA6EA;D+@L

C

/;G=+A6@

H

Q;JA6EA+/;=;+G/LAJ;+G6;@=#<(3=+0)

!

*6@6G/@F!"<6DG;=<@FX,(>*PFD@L;=FA+>

6;@=

C

G6;A=6<;=@QDE@<

C

;6G/;="%!$MADA+@//A+6AJ

#

6EA<6DG;=MG<<QK+Q/6QDAJ#W;D<6/

I

#

@K<ADNA6EAL;=;LQL;=E;K;6@D

I

+@=+A=6DG>

6;@=

$

0Y.

&

@F_.WG=J(AJQ=;=

H

@=X,(>*PG/@=AG=J;=+@LK;=G6;@=K

I

KD@6EJ;/Q6;@=LA6E@J#*=J6EA=

:

QJ

H

A6EA<

I

=AD

HI

AFFA+6<6ED@Q

H

E+G/+Q/G6;@=#_A+@=J/

I

#

6EA;=E;K;6;@=D;=

H

J;GLA6ADG=J6EA<

I

=AD

HI

AFFA+6<MG<JA6A+6AJQ<;=

H

6EAJ;<+J;FFQ<;@=LA6E>

@J#>()1/3)

!

?EA0Y.@F(AJQ=;=

H

G=J_.W;=+@LK;=G6;@=@=X,(>*PMG<JA+/;=AJ+@L

C

GDAJM;6E6EALG/@=A#?EAWDG+6;@=G/;=>

E;K;6@D

I

+@=+A=6DG6;@=@F(AJQ=;=

H

G=J_.W;=+@LK;=G6;@=@=X,(>*PMADAA

S

QG/@D/A<<6EG=%#$

#

6EA

I

EGJ<

I

=AD

H

;<6;+AFFA+6@=

X,(>*P#?EA;=E;K;6;@=D;=

H

J;GLA6AD@F(AJQ=;=

H

MG<!%LL6A<6AJK

I

J;<TJ;FFQ<;@=LA6E@J#,;FFADA=6<6DG;=<@FX,(>*P@=

_.WKG+6AD;@<6G6;+G==Q/Q<J;GLA6ADJ;FFADA=+A

#

$<6DG;=<MADA!$LL

#

'<6DG;=<MADA!2LL

#

G=J7<6DG;=<MADA!3LL#(AJQ=;=

H

G=J_.WG

CC

AGDAJ<

I

=AD

H

;<6;+AFFA+6G++@DJ;=

H

6@6EA;=E;K;6;@=D;=

H

J;GLA6ADAB

C

G=JAJMEA=6EA

I

AFFA+6AJ@=X,(>*P;=+@LK;=G>

6;@=#6+,5/1)*+,

!

Y=N;6D@

#

(AJQ=;=

H

+@LK;=AJM;6E_.W@=X,(>*PEG<

H

@@J<

I

=AD

H

;<6;+AFFA+6#.@L

C

GDAJM;6EKD@6EL;+D@J;/Q6;@=

+EA+TADK@GDJJ;/Q6;@=LA6E@J

#

J;<TJ;FFQ<;@=LA6E@J;<L@DA<;L

C

/AG=J+@=NA=;A=6

#

KQ6;6EG<G+AD6G;=<QK

:

A+6;NA@=

:

QJ

H

;=

H

DA>

<Q/6<

#

ME;+E;<KA66AD6@@

C

ADG6AK

I

AB

C

AD;A=+AJ

C

AD<@=#

?(

.

@+'0)

!

AB6A=<;NAJDQ

H

DA<;<6G=6*+;=A6@KG+6ADKGQLG=

%

!

(AJQ=;=

H

%

!

+AF@

C

ADGR@=A<@J;QL

"

<Q/KG+6GL<@J;QL

%

!

KD@6EL;>

+D@J;/Q6;@=+EA+TADK@GDJJ;/Q6;@=LA6E@J

%

!

J;<+J;FFQ<;@=LA6E@J

!!

鲍曼不动杆菌已经成为我国院内感染最重要的病原菌之

一'

!

(

#常引起呼吸道感染*泌尿系统感染*败血症*继发性脑膜

炎等)近年来#随着广谱抗菌药物在临床的广泛应用#鲍曼不

动杆菌的耐药性不断增加#出现了广泛耐药鲍曼不动杆菌

$

X,(>*P

&#其对常用抗菌药物几乎全部耐药#仅对多黏菌素

和替加环素敏感'

"

(

#给临床治疗带来了很大挑战#开发新的治

疗方案和新型药物迫在眉睫)本研究观察了热毒宁与头孢哌

酮钠"舒巴坦钠$

_.W

&联合使用对
X,(>*P

的体外抑菌作用#

并对两种方法进行了比较#旨在更好地为临床治疗提供依据)

A

!

材料与方法

A#A

!

材料
!

!"

株
X,(>*P

分离自
"%!$

年
!

!

2

月本院住院

患者#其中
!%

株来源于痰液标本#

"

株来源于尿液标本)根据

,全国临床检验操作规程$第
'

版&-选用法国梅里埃公司

V;6AT>".@L

C

G+6

全自动微生物分析系统及配套的分析卡进行

菌种鉴定和药敏试验)药敏结果按
"%!"

年美国临床和实验室

标准化协会 $

.[_Y

&标准判断)质控菌株为大肠埃希菌

+

'"3

+
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和铜绿假单胞菌
*?.."31$'

)

_.W

由美国辉瑞

公司提供#商品名为舒普深注射针剂#热毒宁注射液由江苏康

缘药业提供#药敏纸片为辉瑞公司提供的
_.W

$

3$

"

'%

"

H

&

纸片)

A#B

!

方法

A#B#A

!

_.W

对
X,(>*P

的最小抑菌浓度$

0Y.

&

!

将
X,(>*P

菌株培养传代#分离单个菌落#用比浊仪配制细菌悬液
!b!%

1

.Wc

"

L[

#再用水解酪蛋白$

0>̀

&肉汤以
!d!%%

稀释$含菌量

约
!%

2

&备用)用
0>̀

肉汤将
_.W

原液倍比稀释成浓度为

"$2

*

!"1

*

27

*

'"

*

!2

*

1

*

7

*

"

"

H

"

L[

的药液#分别取各浓度药液

$%

"

[

#依次由低浓度到高浓度加到
&2

孔板中并做好标记)取

备用菌液
$%

"

[

分别加入已加药的孔中#使最终接种菌量约

$b!%

$

.Wc

每孔)另设无菌对照孔$孔内只加
0>̀

肉汤
!%%

"

[

&和无药对照孔$孔内只加
0>̀

肉汤和菌液各
$%

"

[

&#振荡

!L;=

混匀后#

'$^

恒温培养箱孵育
"%E

#肉眼观察结果#记录

0Y.

'

'

(

)

A#B#B

!

热毒宁对
X,(>*P

的
0Y.

!

配备终浓度为原液的

!#%%

*

%#1%

*

%#27

*

%#$!

*

%#7!

*

%#''

*

%#"2

*

%#"!

*

%#!3

倍的热毒

宁#分别取各浓度药液
$%

"

[

#依次由低浓度到高浓度加到
&2

孔板中并做好标记)分别取备用菌液
$%

"

[

加入已加药的孔

中)另设无菌对照孔$孔内只加
0>̀

肉汤
!%%

"

[

&和无药对

照孔$孔内只加
0>̀

肉汤和菌液各
$%

"

[

&#振荡
!L;=

混匀

后#

'$^

恒温培养箱孵育
"%E

#肉眼观察结果#记录
0Y.

)

A#B#C

!

微量肉汤棋盘稀释法测定热毒宁联合
_.W

对
X,(>

*P

的抑菌作用
!

称量并配制
"

倍
0Y.

的药物#将
_.W

倍比

稀释成
1

个浓度#方法同
!#"#!

#热毒宁配制浓度方法同
!#"#"

)

在
&2

孔板上做好标记#

_.W

从上到下依次递减#热毒宁从左到

右浓度依次递减#另设无菌对照孔和无药对照孔)在
&2

孔板

中#每个对应孔加两种药液各
$%

"

[

和菌液
!%%

"

[

后#振荡
!

L;=

混匀#

'$^

孵育
"%E

#观察抑菌浓度指数$

WY.Y

&)

A#B#D

!

纸片扩散法检测热毒宁及
_.W

单独的抑菌环直径
!

将经培养基传代后的细菌配制成相当于
%#$

麦氏比浊管浓度

的菌悬液#用无菌棉签取配制好的细菌悬液均匀涂布于
0>̀

琼脂培养基表面#放置
!%L;=

待平板表面菌液吸收#用直径
3

LL

的无菌打孔器在每个涂菌的固体培养基上垂直均匀打
"

个孔#分别加入热毒宁原液和注射用水各
"%%

"

[

)在距热毒

宁孔
"+L

以外贴
_.W

纸片#

'$^

培养
"%E

)用游标卡尺测量

每个抑菌环的直径#抑菌环边缘以肉眼看不到细菌明显生长为

限'

'

(

)中药抑菌圈直径!

&

1LL

为不敏感$

5

&#

1

!&

!'LL

为低度敏感$

e

&#

!'

!&

!&LL

为中度敏感$

ee

&#

$

!&LL

为高度敏感$

eee

&)

_.W

抑菌环直径!

%

!$LL

为耐药#

!2

!

"%LL

为中介#

$

"!LL

为敏感)

A#B#E

!

纸片扩散法测定联合抑菌作用
!

同样的方法检测
_.W

和热毒宁的联合作用)检测两者协同作用时#最好控制在大于

两药抑菌环半径之和
"LL

结果较理想#以两种药物之间的敏

感区域增加为有协同现象)

A#C

!

统计学处理
!

采用
\B+A/"%%3

软件进行数据处理及统计

学分析)

B

!

结
!!

果

B#A

!

热毒宁与
_.W

单独用药时
0Y.

及两者联合时
WY.Y

!

热

毒宁与
_.W

联合用药时的
WY.Y

均小于或等于
%#$

#说明两者

有协同作用)见表
!

)

表
!

!!

热毒宁与
_.W

单独用药时
0Y.

及两者联合用药时
WY.Y

菌株数$

*

&

单独用药

_.W

的
0Y.

$

"

H

"

L[

& 热毒宁的
0Y.

$原液的倍数&

联合用药

_.W

的
0Y.

$

"

H

"

L[

& 热毒宁的
0Y.

$原液的倍数&

WY.Y

$ !"1 %#$! " %#!3 %#'7$

' 27 %#27 " %#"2 %#7'3

7 '" %#1% " %#"2 %#'17

B#B

!

热毒宁与
_.W

的协同作用
!

经纸片扩散法测定出热毒

宁原液的抑菌环直径为
!%LL

#不同
X,(>*P

菌株对
_.W

的

抑菌环直径有所差异#其中
$

株为
!$LL

#

'

株为
!2LL

#

7

株

为
!3LL

)当热毒宁与
_.W

联合使用时#出现了协同作用)

见图
!

)

!!

箭头
!

!阴性对照%箭头
"

!

'

!热毒宁与
_.W

的协同作用)

图
!

!!

热毒宁与
_.W

的协同作用

C

!

讨
!!

论

鲍曼不动杆菌耐药现象十分严重#对氨基糖苷类*氟喹诺

酮类及
$

>

内酰胺类等抗菌药物均产生了一定的耐药性#具有多

重耐药基因'

7

(

#给临床治疗造成了极大困难)本研究用微量肉

汤棋盘稀释法及纸片扩散法探讨了中药热毒宁与
_.W

对

X,(>*P

的联合作用)本研究观察到热毒宁对
X,(>*P

抑菌

环为
!%LL

#有轻度抑菌作用#如果临床单独用热毒宁治疗

X,(>*P

感染可能不易取得满意结果)联合热毒宁后#菌株对

_.W

的敏感性明显提高)夏美玲等'

$

(将黄芩*金银花与阿奇霉

素联用#对金黄色葡萄球菌的抑菌效果比单用阿奇霉素明显增

强)马东梅等'

2

(发现双黄连对
X,(>*P

有抑制作用#其认为

中药联合抗菌药物应用可降低抗菌药物使用量)

_.W

对

X,(>*P

的
0Y.

明显下降#下降浓度最高可达
!

"

270Y.

)不

同
X,(>*P

菌株对
_.W

的抑菌环直径有所差异#其中
$

株为

!$LL

#

'

株为
!2LL

#

7

株为
!3LL

#这
'

组
X,(>*P

的
0Y.

分别为
!"1

*

27

*

'"

"

H

"

L[

)不同菌株对
_.W

的敏感性不同)

与热毒宁联合使用后#

0Y.

为
!"1

"

H

"

L[

的一组#

_.W

和热毒

+

7"3

+
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宁的
0Y.

下降幅度最大)可见中药热毒宁与
_.W

对
X,(>*P

有很好的协同作用)

纸片扩散法是根据抑菌环直径和抗菌药物
0Y.

的负相关

性质设定的定性试验#由于该方法简便可靠#实用性强#仍是目

前常规实验室普遍采用的定性试验#本研究在判断产超广谱
$

内酰胺酶$

\_P[<

&的纸片协同法的基础上'

'

(

#参照管仲莹等'

3

(

的金银花抑菌作用研究#尝试用
_.W

纸片扩散联合热毒宁打

孔的方法观察协同作用)

_.W

选用浓度为
3$

"

'%

"

H

_.W

作为

药敏纸片#热毒宁使用原液)双纸片协同试验影响因素较多#

掌握好两药之间的距离很关键#经过多次摸索#最好控制在大

于两药抑菌环半径之和
"LL

#与微量肉汤棋盘稀释
0Y.

法比

对#结果一致)但在操作过程中应注意设置对照#选择最佳的

纸片间距)

微量肉汤棋盘稀释法联用两种药物#以二维棋盘纵横两个

方向分别进行倍比稀释)药物相互作用效应通过计算最小部

分
WY.Y

来判断)

WY.Y9

$联合用药时
_.W

的
0Y.

"单独用药

时
_.W

的
0Y.

&

e

$联合用药时热毒宁的
0Y.

"单用时热毒宁

的
0Y.

&)

WY.Y

%

%#$

为协同作用#

%#$

&

WY.Y

%

!#%

为相加作

用#

!#%

&

WY.Y

%

"#%

为无关作用#

'

"#%

为拮抗作用'

1

(

)在采

用
0Y.

微量肉汤棋盘稀释法检测热毒宁联合
_.W

作用
X,(>

*P

时#以无菌对照孔作为敏感的标准#以无药对照孔作为耐

药的标准#分别记下两药单独和联合的
0Y.

#再计算
WY.Y

)但

由于热毒宁本身为棕褐色#敏感和耐药结果不是特别清晰#且

操作繁琐#需要稀释不同浓度的
_.W

和热毒宁)热毒宁与

_.W

联合用药时的
WY.Y

均小于或等于
%#$

#说明两者有协同

作用#与纸片扩散法得到的结果一致)

综上所述#微量肉汤棋盘稀释法可以检测到
0Y.

#可以量

化观察两种药物对
X,(>*P

的联合作用#但很繁琐)而纸片

扩散法简单易行#也可以直观地反映出两种药物的联合作用#

结果判断带有主观性#需要有经验的人员操作)随着广泛耐药

菌的出现#中西医结合治疗也是很好的治疗方案#笔者下一步

将深入到分子生物学继续研究中西药联合应用的抗菌机制)
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联合用药可通过阻断
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转录因子结合药物作用元件达到抗

菌作用)主动外排泵蛋白基因过度表达在多药耐药产生中的

作用已逐渐被重视#本文对生殖道白色念珠菌耐药分子机制的

研究有助于发现新的作用靶位点和研制泵抑制性抗真菌药物)
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