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!基础实验研究论著!

蒬丙酯与抗生素联合抗多重耐药鲍曼不动杆菌作用研究!
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摘
"

要"目的
"

探讨蒬丙酯与临床上常用抗生素"头孢他啶&环丙沙星和阿米卡星%对多重耐药鲍曼不动杆菌的联合抑菌作

用'方法
"

根据临床药敏结果选取
*

株鲍曼不动杆菌多重耐药菌株和鲍曼不动杆菌标准菌株
+,--!*')'

作为实验对象!用棋

盘滴定法测定蒬丙酯分别与头孢他啶&环丙沙星和阿米卡星的联合抑菌效应'结果
"

除鲍曼不动杆菌标准菌株外!

*

株鲍曼不动

杆菌多重耐药菌株对三种抗生素皆耐药!蒬丙酯对各株细菌均有一定的抑制作用!且对耐药株和标准菌株的最低抑菌浓度"

./-

%

基本相同$蒬丙酯分别与头孢他啶&环丙沙星&阿米卡星联用后抑菌作用表现为相加'结论
"

蒬丙酯对鲍曼不动杆菌生长具有抑

制作用!与抗生素联用后抗菌活性增加'

关键词"蒬丙酯$

"

鲍氏不动杆菌$

"

棋盘滴定法$

"

多重耐药
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鲍曼不动杆菌是一类广泛分布于自然环境和医院中的革

兰阴性非发酵条件致病菌#主要引起烧伤'烫伤等伤口感染以

及呼吸道感染#其多次成为院内感染暴发流行的主要细菌#严

重影响患者安全(

!4%

)

*近年来随着其耐药性的增加#抗鲍曼不

动杆菌感染已成为临床上非常棘手的问题#当前迫切需要研发

新的抗菌药物来治疗其引起的重症感染*中国中草药资源丰

富#不少药物具有抗菌作用#本课题组在前期研究中发现蒬丙

酯能抑制临床上分离的多重耐药鲍曼不动杆菌生长(

'

)

#故本实

验拟探讨其与临床上常用抗生素$头孢他啶'环丙沙星和阿米

卡星&的联合抑菌作用#为将蒬丙酯用于临床治疗耐头孢他啶

鲍曼不动杆菌感染提供实验依据*

?

"

材料与方法

?&?

"

材料

?&?&?

"

溶液配制
"

药物!蒬丙酯注射液$

')

毫克"瓶#购自福

建省闽东力捷迅药业有限公司&'头孢他啶$

)&%

克"瓶&'环丙

沙星$

"D

:

"

DN

&和阿米卡星$

)&"

克"支&均由本院药房提供#

蒬丙酯'头孢他啶和阿米卡星用生理盐水稀释至
!&"5D

:

"

DN

备用#环丙沙星稀释至
%))

!

:

"

DN

备用*

?&?&@

"

菌株来源
"

从本院检验科微生物室
")!)

年
%

"

(

月临

床分离的鲍曼不动杆菌株中筛选出
*

株多重耐药菌株$采用美

国德灵公司生产的
K-"!

鉴定药敏板及配套试剂和
O198J4#"

进行菌株鉴定和药敏测定#临床药敏结果显示
*

株菌株皆对阿

+

!5"!

+

国际检验医学杂志
")!"

年
'

月第
##

卷第
!!

期
"

/39PN;=.8E

!

PG38")!"

!

O6@&##

!

K6&!!

!

基金项目!国家自然科学基金资助项目$

#)$(""5'

&*

"

#

"

通讯作者#

L4D;1@

!

I18F83

:

G;3

:#C

;<66&>6D&>3

*



米卡星'头孢他啶'环丙沙星等耐药&#以鲍曼不动杆菌标准菌

株
+,--!*')'

$由川北医学院药物研究所凌保东教授馈赠&作

为质控*

?&@

"

仪器与试剂
"

仪器!美国恒温空气浴摇床'恒温细菌培养

箱和恒温振荡水浴培养箱*培养基!水解酪蛋白培养基即
.Q

$

.G8@@8?4Q13963

#

.Q

&肉汤#用去离子水稀释#高压灭菌备用*

?&A

"

方法

?&A&?

"

菌液制备
"

将临床分离的鲍曼不动杆菌接种于
.Q

平板#

#%R

过夜培养#次日挑取单菌落用
.Q

肉汤培养至
%()

3D

处吸光度$

ST

&值
ST

%()

为
)&%

#收集细菌#用生理盐水将各

株鲍曼不动杆菌均调整浓度至
)&%

麦氏单位$约
!U!)

5

>AG

"

DN

&#再用
.Q

肉汤稀释至
!U!)

'

>AG

"

DN

备用*

?&A&@

"

药物稀释
"

实验时各组中蒬丙酯的终浓度分别为!

!"5

'

'$

'

#"

'

!'

'

5

'

$

'

"

!

:

"

DN

$前期研究显示蒬丙酯对这
*

株

细菌的最低抑药浓度为
'$

"

!"5

!

:

"

DN

#故选择小于或等于

!"5

!

:

"

DN

的蒬丙酯浓度进行药物相互作用试验&*各组中头

孢他啶和阿米卡星终浓度分别为!

!"5

'

'$

'

#"

'

!'

'

5

!

:

"

DN

*

环丙沙星终浓度分别为!

%)

'

"%

'

!"&%

'

'&"%

'

#&!"%

!

:

"

DN

*将

高浓度的药物依次稀释为终浓度的
!)

倍#各取
!)

!

N

加至
*'

孔微量板相应孔中备用*

?&A&A

"

细菌培养
"

各取
*)

!

N

已稀释好的菌悬液接种到
*'

孔微量板的相应孔中#其中每块板的第一列和第七列的第一孔

不加药物#作为相应菌株的阳性对照#最后一列最后一孔不加

药物和菌液作为空白对照#每块板接种
"

株细菌#均做
#

块复

板#每次
!%

块板#并重复
#

次*每孔总量为
!))

!

N

#不足者以

.Q

培养基补入*加样完毕后#将
*'

孔板置恒温水浴振荡培

养箱中$

#%R

&低速振荡$

%)?

"

D13

&培养*

?&A&B

"

结果检测
"

!5<

后观察#将肉眼观察无细菌生长的培

养孔对应的药物浓度作为该药物对相应菌株的最低抑菌浓度

$

./-

&*分级抑制浓度$

V/-

&

W+

药联用时的
./-

"

+

药单用

时的
./-XY

药联用时的
./-

"

Y

药单用时的
./-

%分级抑制

指数$

V/-/

&

W+

药的
V/-XY

药的
V/-

%如果
V/-/

$

)&%

为协

同作用%

)&%

$

V/-/

$

$

为相加作用%

V/-/

%

$

为拮抗作用(

(

)

*

@

"

结
""

果

@&?

"

各药物单用时的抑菌效果
"

四种药物对各株细菌均有不

同程度的抑制作用#其中蒬丙酯对各耐药株和标准株的抑制性

基本一致#

./-

为
'$

"

!"5

!

:

"

DN

%标准菌株在加有不同浓度

的头孢他啶'阿米卡星和环丙沙星的培养孔中均未生长#头孢

他啶和阿米卡星对各耐药菌株的
./-

为
'$

"

!"5

!

:

"

DN

#环

丙沙星的
./-

为
"%

"

%)

!

:

"

DN

*

表
!

""

蒬丙酯与三种抗生素体外联合抑菌作用结果

菌株 药物联合
V/-

蒬丙酯 其他药物
V/-/

结果

'5"$%

蒬丙酯
X

头孢他啶
)&!"% )&% )&'"%

相加

蒬丙酯
X

阿米卡星
)&!"% )&% )&'"%

相加

蒬丙酯
X

环丙沙星
)&!"% !&) !&!"%

相加

'5"*!

蒬丙酯
X

头孢他啶
)&"%) )&% )&(%)

相加

蒬丙酯
X

阿米卡星
)&!"% )&% )&'"%

相加

蒬丙酯
X

环丙沙星
)&!"% )&% )&'"%

相加

续表
!

""

蒬丙酯与三种抗生素体外联合抑菌作用结果

菌株 药物联合
V/-

蒬丙酯 其他药物
V/-/

结果

'5#!#

蒬丙酯
X

头孢他啶
)&%)) )&% !&)))

相加

蒬丙酯
X

阿米卡星
)&!"% )&% )&'"%

相加

蒬丙酯
X

环丙沙星
)&!"% )&% )&'"%

相加

'5#$)

蒬丙酯
X

头孢他啶
)&"%) )&% )&(%)

相加

蒬丙酯
X

阿米卡星
)&%)) )&% !&)))

相加

蒬丙酯
X

环丙沙星
)&!"% )&% )&'"%

相加

'5$#*

蒬丙酯
X

头孢他啶
)&)'# !&) !&)'#

相加

蒬丙酯
X

阿米卡星
)&)'# )&% )&%'#

相加

蒬丙酯
X

环丙沙星
)&%)) )&% !&)))

相加

'55""

蒬丙酯
X

头孢他啶
)&!"% !&) !&!"%

相加

蒬丙酯
X

阿米卡星
)&!"% )&% )&'"%

相加

蒬丙酯
X

环丙沙星
)&%)) )&% !&)))

相加

'55'%

蒬丙酯
X

头孢他啶
)&!"% !&) !&!"%

相加

蒬丙酯
X

阿米卡星
)&)'# )&% )&%'#

相加

蒬丙酯
X

环丙沙星
)&%)) )&% !&)))

相加

'555#

蒬丙酯
X

头孢他啶
)&!"% !&) !&!"%

相加

蒬丙酯
X

阿米卡星
)&!"% )&% )&'"%

相加

蒬丙酯
X

环丙沙星
)&%)) )&% !&)))

相加

'*!""

蒬丙酯
X

头孢他啶
)&)'# !&) !&)'#

相加

蒬丙酯
X

阿米卡星
)&%)) !&) !&%))

相加

蒬丙酯
X

环丙沙星
)&%)) )&% !&)))

相加

@&@

"

联合抑菌实验结果
"

蒬丙酯与各抗生素联用后#各药物

的
./-

值均有一定程度的降低#其中蒬丙酯的
./-

值降为

5

"

'$

!

:

"

DN

%头孢他啶降低为
#"

"

'$

!

:

"

DN

%阿米卡星降低

为
#"

"

'$

!

:

"

DN

%环丙沙星降低为
!"&%

"

"%

!

:

"

DN

*蒬丙酯

与各抗生素联用后的
V/-/

均为
)&%

"

$

#提示蒬丙酯与各抗生

素间抑菌作用为相加#见表
!

*

A

"

讨
""

论

")!)

年,超级细菌-这一概念的提出改变了人们以往对细

菌耐药的漠视状态#许多国家或组织均采取一定的措施来控制

细菌耐药的发生和传播(

54*

)

*中国全国细菌耐药监测$

.6<3;4

?13

&

"))*

年度报告显示全国收集的
%$%''

株革兰阴性杆菌中

共有
!*5)!

株鲍曼不动杆菌$

#'&#Z

&#明显高于
"))5

年的

"*&#Z

(

!)4!!

)

#而且对碳青霉烯类和头孢哌酮"舒巴坦等临床上

常用抗鲍曼不动杆菌药物的耐药率明显增加#故应重视对鲍曼

不动杆菌尤其是多重耐药菌株感染的治疗*传统中草药有不

少药物具有抗菌活性(

!"

)

#而且极少产生耐药性#故从中草药中

发掘抗菌药物或药物增效剂可能为控制细菌$尤其是耐药菌&

感染提供新的途径*

蒬丙酯是从中药赤芍中提取到的一种中药单体(

!#

)

#本课

题组在前期工作中发现蒬丙酯对鲍曼不动杆菌具有抑制作用#

但其药物浓度较高#使其在临床的应用受限#头孢他啶'阿米卡

星和环丙沙星曾是抗鲍曼不动杆菌的常用药物#目前临床上分

离到的鲍曼不动杆菌大部分对这些药物具有$下转第
!"5%
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TQMN-

检测的
M-\

产物长度最好在
"))

"

%))=

B

范围

内(

!#

)

#而本次实验的
M-\

产物长度为
5))=

B

#这可能是导致

其敏感度降低的主要原因*另外引物的设计亦极为重要#扩增

的片段应涵盖所有可能的突变位点#且片段长度不宜过长*

研究表明#

TQMN-

技术应用于
,L.

型
L[YN2

基因检测

具有经济'快捷'高通量和自动化的特点#能快速识别
M-\

产

物中的突变位点#产生与基因型相对应的特异的洗脱峰型#不

需要进行测序#使诊断成本明显降低#可作为一种筛查方法用

于产
L[YN2

菌的分子诊断及其流行病学监测*
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耐药性#故本实验用较小浓度的蒬丙酯分别与三种药物联用#

探讨蒬丙酯是否可作为药物增效剂用于临床治疗鲍曼不动杆

菌感染*实验结果显示蒬丙酯与三种抗生素之间虽然没有协

同作用#添加蒬丙酯后
*

株多重耐药菌株对头孢他啶'阿米卡

星和环丙沙星仍然耐药#但蒬丙酯的抗菌浓度明显降低#有的

菌株$如
'5$#*
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'55'%
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'*!""

&其
./-

值由联用前的
!"5

!

:

"

DN

降低到
5

!

:

"

DN

#提示蒬丙酯与其他抗生素联用后其抗菌

活性增加*说明蒬丙酯是一种抗鲍曼不动杆菌的潜在新药#其

毒副作用和体内实验将在下一步工作中进行探讨*
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