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"摘要#
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目的
!

探索耐碳青霉烯类弗劳地枸橼酸杆菌耐药机制及治疗对策%方法
!

收集来自该院的
$-

株耐碳青霉烯类弗

劳地枸橼酸杆菌临床资料!采用
738

方法扩增碳青霉烯类耐药基因#采用琼脂稀释法和肉汤稀释棋盘法测磷霉素单药及联合用

药最低抑菌浓度"

5Y3

$值!计算部分抑菌浓度指数"

/

9Y3Y
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均未

检出#磷霉素联合亚胺培南协同作用和相加作用占
-2&%%=

!其中协同作用高达
2)&12=

!磷霉素联合头孢哌酮(舒巴坦钠协同作

用和相加作用占
2%&%%=

%结论
!

磷霉素联合亚胺培南或头孢哌酮(舒巴坦钠体外有较好的抗菌活性!亚胺培南联合磷霉素效果

可能更好%
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弗劳地枸橼酸杆菌为条件致病菌#当机体抵抗力下降时#

可引起呼吸道,消化道,泌尿系统感染及败血症等'

$

(

+随着临

床碳青霉烯类抗菌药物的广泛应用#耐碳青霉烯类菌株的临床

检出率逐年增加#多呈广泛耐药$

eV8

&或全耐药$

7V8

&的特

征'

1.0

(

+临床医生对多重耐药菌感染的治疗常感到棘手#探索

针对此类细菌感染的新的治疗策略迫在眉睫'

'
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+本研究对耐

碳青霉烯类弗劳地枸橼酸杆菌耐药情况及耐药机制进行分析#

现报道如下+
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材料与方法
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材料
!

收集本院
1%$'

年
'

月至
1%$)

年
$

月从临床标本

中分离的
$-

株亚胺培南耐药的弗劳地枸橼酸杆菌#采用改良

P"!

M

?

试验和乙二胺四乙酸$
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&纸片增效法筛查试验菌

株耐药表型+所有菌株均用
Ỳ6Xb1.3"J

A

GFD

全自动微生物

分析系统进行细菌鉴定和药敏试验#结果按照
1%$2

版美国临

床实验室标准化协会$
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&规则和标准'
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(判定+质控菌株!

大肠埃希菌
;63312(11

#铜绿假单胞
;6331-/2'

#大肠埃希

菌
;633'21$/

#肺炎克雷伯菌
;633-%%)%'
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方法
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仪器与试剂
!

哥伦比亚血平板,巧克力平板,麦康凯平

板,血培养瓶,药敏
5.P

平板$法国生物梅里埃公司&#药敏纸

片$英国
4@"#!

公司&#磷霉素$山西仟源医药集团股份有限公

司&#亚胺培南$美国默沙东公司&#头孢哌酮"舒巴坦钠$
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#

美国辉瑞制药有限公司&#
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]GFD

"

;B?CD'V

,自动化鉴定仪
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$法国

生物梅里埃公司&#
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仪,凝胶成像仪$美国
]#".8G!

公司&#
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相关试剂$大连
6GTGCG

生物有限公司&+
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碳青霉烯类耐药基因检测
!

采用
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检测菌株耐药

基因#煮沸法提取细菌
VO;

#反应体系!总反应体积
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#退火温度
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#
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#
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个

循环#

-1Z

延伸
$%J#,

#引物序列'

0

(及来源见表
$

+
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扩增

2')'

重庆医学
1%$-

年
(

月第
0)

卷第
1)

期
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基金项目!重庆市科委基础科学与前沿技术研究$一般&项目$
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产物经
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琼脂糖$含
M

""!R#?I

&电泳分离#凝胶成像系统成

像观察结果+
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扩增产物送由上海生工生物工程股份有限

公司合成测序#测序结果在
O3]Y

上使用
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程序比对
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耐药基因扩增引物序列

基因 序列$

2\.'\

& 长度$

H

A

&

b739 3<636;<6636<36<6366< -(/

b738 366<63;63366<66;<<3<

OV5.$9 <;<;66<33<;<3<;366< '10

OV5.$8 6;33<336<<;33<;6<;3

Y579 66<;3;3633;666;3;< $'(

Y578 <;66<;<;;66;;<33;3636

[759 3333;36;3<;;;<333;3; 0(2

[758 6333<3;;3<;<3;;3;;

4e;.0/9 <3<6<<66;;<<;6<;;3;3 0'/

4e;.0/8 3;63;;<663;;333;;33<
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!上游序列%
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!下游序列
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磷霉素单药及联合用药最低抑菌浓度$

5Y3

&值检测

?&@&A&?

!

琼脂稀释法测单药
5Y3

值
!

磷霉素$在配制磷霉素

的
5.P

琼脂时加入一定量的
).

磷酸葡萄糖#使其最终浓度为

12

#

M

"

J:

&,亚胺培南,

[39

单药药敏试验采用琼脂稀释法检

测#药物最低浓度无细菌生长者#即为该药物对受试菌的

5Y3

值+

?&@&A&@

!

肉汤稀释棋盘法测磷霉素联合用药
5Y3

值
!

根据

琼脂稀释法测定
5Y3

值确定药物联合测定的稀释度#以
5Y3

值为中间点+使用
()

孔无菌微孔板#将配置好的每种抗菌药

物最高从
0

倍
5Y3

浓度开始用无菌
5.P

肉汤倍比稀释#取
-

个稀释浓度#各取
)%

#

:

分别排列在微孔板的行与列上#然后

在无菌微孔板上加入
$1%

#

:

配置好的菌液#使最终接种菌量

为
2̂ $%

2

39_

"

J:

#混匀#

'-Z

过夜孵育培养#无菌生长的最

低浓度为对应的
5Y3

值+通过
9Y3

指数计算公式#判断联合

效果部分抑菌指数$

(

9Y3Y

&#计算和判读标准!

(

9Y3Y>

联合

时甲药的
5Y3

"甲药的
5Y3f

联合时乙药的
5Y3

"乙药的
5Y3

+

(
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为协同作用#

%

%&2
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为相加作用#

&
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为无关作用#

&

1&%

为拮抗作用'
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统计学处理
!

主要采用统计学描述+
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结
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果
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菌株临床资料
!

$-

株耐碳青霉烯类弗劳地枸橼酸杆菌

菌株临床资料统计见表
1

+

@&@

!

耐药表型及耐药基因检测结果
!

改良
P"!

M

?

试验和

XV6;

纸片增效法筛查结果!

$-

株菌均显示阳性#检出率为

$%%=

$

$-

"

$-

&+采用
738

方法对
$-

株菌耐药基因进行检测#

其中
/

株菌产
HBG

OV5.$

#检出率为
0-&%)=

$

/

"

$-

&%

(

株菌产

HBG

Y57

#检出率为
21&(0=

$

(

"

$-
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HBG

b73

,
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[75

均未检

出#见图
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菌株耐药情况分析
!

药敏结果按照
1%$2

版
3:[Y

规则和

标准'

2

(进行判定+其中菌株对哌拉西林"他唑巴坦,氨曲南,阿

米卡 星 体 外 有 较 高 的 敏 感 度#敏 感 率 分 别 是
2/&/1=

,

21&(0=

,

0-&%)=

%对妥布霉素,头孢吡肟体外敏感度较差#敏

感率均为
1'&2'=

%对头孢他啶,环丙沙星,复方磺胺甲唑,

头孢噻肟则表现为全部耐药#见表
'

+

表
1

!!

$-

株菌株临床资料统计

项目 菌株数'

*

$

=

&(

!

项目 菌株数'

*

$

=

&(

年龄$岁&

!

尿液
1

$

$$&-)

&

!$

2% '

$

$-&)2

&

!

分泌物
$

$

2&//

&

!

2$

!$

)) -

$

0$&$/

&

!

静脉导管
2

$

1(&0$

&

!

))

!'

-2 '

$

$-&)2

& 科室分部

!%

-2 0

$

1'&2'

&

!

血液科
)

$

'2&1(

&

性别
!

老年科
0

$

1'&2'

&

!

女
$%

$

2/&/1

&

!

三腺外科
1

$

$$&-)

&

!

男
-

$

0$&$/

&

!

肝胆科
1

$

$$&-)

&

标本来源
!

骨科
$

$

2&//

&

!

血液
/

$

0-&%)

&

!

泌尿外科
$

$

2&//

&

!

痰液
$

$

2&//

&

!

胸心外科
$

$

2&//

&

图
$

!!

HBG

OV5.$

耐药基因扩增电泳图

表
'

!!

$-

株耐碳青霉烯类弗劳地枸橼酸杆菌

!!!

对常用药物的药敏结果

抗菌药物 耐药数$

*

& 耐药率$

=

&敏感数$

*

& 敏感率$

=

&

哌拉西林"他唑巴坦
- 0$&$/ $% 2/&/1

氨曲南
/ 0-&%) ( 21&(0

妥布霉素
$' -)&0- 0 1'&2'

阿米卡星
( 21&(0 / 0-&%)

头孢他啶
$- $%%&%% % %

环丙沙星
$- $%%&%% % %

复方磺胺甲唑
$- $%%&%% % %

头孢克肟
$) (0&$1 % %

头孢吡肟
2 1(&0$ 0 1'&2'

庆大霉素
$) (0&$1 $ 2&//

左氧氟沙星
( 21&(0 $ 2&//

头孢噻肟
$- $%%&%% % %

@&H

!

琼脂稀释法和肉汤稀释棋盘法测磷霉素单药及联合用药

的
5Y3

值
!

磷霉素与亚胺培南,

[39

单用及联合用药的
5Y3

结果见表
0

+磷霉素与亚胺培南联用#

/

9Y3Y

'

%&2

占
2)&12=

#

%

%&2

!$

$&%

占
$/&-2=

#

&

$&%

!$

1&%

占
12&%%=

%磷霉素与
[39

联

用#

/

9Y3

'

%&2

占
$1&2%=

#

%

%&2

!$

$&%

占
'-&2%=

#

&

$&%

!$

1&%

占
2%&%%=

#见表
2

+

)')'

重庆医学
1%$-

年
(

月第
0)

卷第
1)

期



表
0

!!

磷霉素与亚胺培南(

[39

单药与联用的体外抗菌活性

抗菌药物
单一用药$

#

M

"

J:

&

5Y3

CG,

M

?

5Y3

2%

5Y3

(%

联合用药$

#

M

"

J:

&

5Y3

CG,

M

?

5Y3

2%

5Y3

(%

磷霉素
f

亚胺培南

!

磷霉素
%&2%%

!

)0&%%% 0 $) %&$12

!

$)&%%% %&2 1

!

亚胺培南
$&%%%

!

$1/&%%% / '1 %&12%

!

)0&%%% 1&% $)

磷霉素
f[39

!

磷霉素
%&2%%

!

$)&%%% 0 $) %&2%%

!

/&%%% 1&% 0

!

[39 '1&%%%

!

$%10&%%% 12) $%10 $)&%%%

!
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9Y3Y

'

%&2

%

%&2

!$

$&%

&

$&%

!$

1&%

&

1&%

磷霉素
f
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A

!

讨
!!

论

!!

碳青霉烯类抗菌药物被认为是治疗革兰阴性杆菌感染的

最后一道防线#有报道指出肠杆菌科细菌对碳青霉烯类抗菌药

物的敏感度逐年下降'

$

#

-

(

#且随着临床多重耐药菌的检出逐年

增加'

'

#

/

(

#新的抗菌药物研发过程缓慢#使耐碳青霉烯类细菌

感染的治疗变得更加困难+因此#研究这些耐药菌的耐药机制

和寻找更有效的治疗方法尤为重要+

本研究中#试验菌株分部在不同的科室#菌株标本主要来

自血液和静脉导管#和弗劳地枸橼酸杆菌主要引起呼吸系统,

尿道系统感染结论不一致'

-

(

#提示耐碳青霉烯类弗劳地枸橼酸

杆菌感染的多样性#可引起多部位的感染+同一科室同一时期

或不同时期多次检出该菌株#不排除该菌株长期持续存在于环

境中或是菌株来自同一菌属的可能#本课题组将进一步对菌株

的流行病学进行研究+

在中国有报道指出产
HBG

OV5.$

的菌株主要是鲍曼不动杆

菌'

(

(

#而国外则认为肺炎克雷伯菌是主要产
HBG

OV5.$

的菌

株'

$%

(

+本研究采用
738

方法对菌株耐药基因进行检测#

$-

株

菌株均产金属
&

.

内酰胺酶#其中
/

株产
HBG

OV5.$

#

(

株产
HBG

Y57

#

不同于其他研究'

(.$%

(

#同时#本研究中所有菌株均产金属
&

.

内

酰胺酶#金属
&

.

内酰胺酶能有效水解除氨曲南以外的几乎所有

&

.

内酰胺类抗菌药物#表
'

显示氨曲南耐药率为
0-&%)=

#提示

菌株在产碳青霉烯酶的同时可能合并其他耐药机制+

$-

株菌对
1

,

'

代头孢菌素和磺胺类抗菌药物耐药率达到

$%%&%%=

#喹诺酮类耐药率高达
(%&%%=

以上#治疗时应该首

先避免选用此类抗菌药物%氨基糖苷类抗菌药物中阿米卡星敏

感率
0-&%)=

#较其他氨基糖苷类抗菌药物敏感率高#这和其

他研究一致'

$$

(

#但由于氨基糖苷类抗菌药物毒副作用大#不建

议首选治疗+哌拉西林"他唑巴坦,氨曲南敏感率较高#但对

eV8

肠杆科细菌感染诊疗的专家共识并不建议单独用药+目

前#国外有研究指出磷霉素单用或联合使用其他药物#对于治

疗耐碳青霉烯类肠杆菌科细菌疗效显著'

$1.$'

(

+磷霉素属于细

菌繁殖期快速杀菌剂#抗菌谱广#对革兰阳性菌及革兰阴性菌

均有杀灭作用#通过抑制细菌细胞壁的早期合成#破坏其完整

性#有利于其他抗菌药物进入细菌体内#从而杀灭细菌'

$0

(

+本

研究采用肉汤稀释棋盘法对磷霉素,磷霉素
f

亚胺培南,磷霉

素
f[39

体外抗菌活性进行研究#结果显示!联合用药较单一

用药时的
5Y3

2%

,

5Y3

(%

明显降低#磷霉素联合亚胺培南协同作

用和相加作用占
-2&%%=

#其中协同作用高达
2)&12=

#明显高

于国内其他研究'

$2

(

#磷霉素联合
[39

协同作用和相加作用占

2%&%%=

#低于磷霉素联合亚胺培南+故治疗耐碳青霉烯类弗

劳地枸橼酸杆菌的感染时#可以考虑使用亚胺培南或
[39f

磷

霉素治疗#根据体外药敏试验结果亚胺培南
f

磷霉素可能效果

更佳+

综上所述#本研究用磷霉素联合亚胺培南或
[39

对耐碳

青霉烯类弗劳地枸橼酸杆菌进行了体外药物敏感试验#试验结

果显示磷霉素联合亚胺培南或
[39

在体外均有较好的抗菌活

性#特别是亚胺培南
f

磷霉素可能效果更好+在新型抗菌药物

有限的前提下#磷霉素联合其他抗菌药物治疗耐药菌感染可能

是临床抗感染治疗的一个新方向#但需要指出的是#到目前为

止临床使用磷霉素联合其他抗菌药物抗感染治疗仍然缺乏临

床研究#临床用药需谨慎+
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微波止血分离器的应用还可明显缩短手术时间和消融时

间+研究结果表明#虽然联合组增加了微波止血器固化瘤体表

面这一过程#延长了一部分时间#但将两组数据比较后发现#联

合组手术时间和消融时间反而短于微波组+分析具体原因应

该在于#联合组的瘤体表面预先使用微波止血分离器进行固化

后#瘤体的外层已达到变性凝固的效果#且所形成的固化)外

套*在消融时起到了一个类似的保温隔绝作用#使得瘤体内更

易于达到高温完成对瘤体的凝固坏死处理+

此外#使用微波止血分离器并不会影响治疗效果+患者两

组均采用微创的方式顺利完成手术#住院时间方面,肝功能指

标及疼痛评分方面均无明显差异+可以看出#微波止血分离器

对瘤体表面的预处理#并不会干扰对瘤体的消融效果+

综上所述#微波止血分离器在腹腔镜下肝血管瘤微波消融

中对瘤体表面的预处理能够安全有效地规避出血风险#增加手

术的安全性#同时可缩短手术时间和瘤体消融时间#且能保证

手术疗效+为肝血管瘤提供了一种新的治疗策略#值得在临床

实践中进一步研究和推广使用+
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