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摘要! 通过测定斑点气单胞菌单药和双药抗生素最低抑菌浓度">)-#$防突变浓度">?-#和

耐药突变选择窗">*A#!探索合理使用抗菌药物!防止细菌耐药性产生的用药方案% 利用药

物敏感性实验测定斑点气单胞菌对 43 种抗生素的抗性!筛选出 8 种不同机制的敏感性抗菌药

物!应用琼脂平板稀释法对斑点气单胞菌测定单药以及双药的最低抑菌浓度">)-#和防突变

浓度">?-#!计算选择指数"*)#和联合指数"-)#!测定联合用药对耐药突变选择窗">*A#

的影响% 结果显示(8 种药物氯霉素$土霉素$利福平$红霉素$盐酸四环素$头孢霉素的 >)-

分别为 31542$31148$812;2$21319$31/98 和 31542

!

M5;''>?-分别为 5211299$4 2;;1052$

9321948$4 3211333$4 4951;02 和 431993

!

M5;''*)值分别为 4 3211333$/ 3;21333$4291333$

5331333$/ 3;21333 和 241253% 土霉素与红霉素$盐酸四环素与红霉素$盐酸四环素与头孢霉

素$土霉素与头孢霉素$盐酸四环素与土霉素$氯霉素与土霉素$氯霉素与盐酸四环素$利福平

与氯霉素$利福平与头孢霉素$利福平与盐酸四环素$利福平与土霉素$红霉素与头孢霉素双药

联合后的联合指数分别为 41333$41333$41333$41333$319/1$41533$41533$319/1$21333$

21333$41333 和 21333% 双药联合明显降低了药物 *)值!有效缩小了斑点气单胞菌耐药突变

选择窗!其中利福平与盐酸四环素双药联合后 *)值由 4291333!/ 3;21333 均降低至 41333!完

全关闭了耐药突变选择窗!有效抑制斑点气单胞菌的耐药生长%

关键词! 斑点气单胞菌' 凡纳滨对虾' 联合用药' 最低抑菌浓度' 防突变浓度' 耐药突变选

择窗

中图分类号! *04;1466666666666 文献标志码(&

66斑点气单胞菌#?>&<.<'(#@%'*,(,($ #同义名

豚 鼠 气 单 胞 菌 ?=*(R"(>$ 可 引 起 草 鱼

#6,>'<@:(&0'$<+<' "+>))($等水生动物及人发生疾

病) &0IVBMM 等
'4(

发现当人食用感染了包括斑点

气单胞菌在内的病害对虾后"会诱发相应的肠胃炎

病症) 耐药突变选择窗#;QI<GICB0B8I=/G V=GJ/V"

>*A$ 是 细 菌 突 变 耐 药 株 在 最 低 抑 菌 浓 度

#;=G=;Q;=GX=H=I/3F 8/G8BGI3<I=/G">)-$到防突变

浓度 #;QI<GI23BTBGI=/G 8/G8BGI3<I=/G">?-$之间

的距离"缩小甚至关闭 >*A 可有效防止耐药突变

的产生) 国内外对 >*A 有一定的研究和报道"

(=3C/T 等
'2(

通过体外 ?D5?4模型首先证明了

>*A的存在"表明只有当药物浓度大部分时间处

于 >*A 内时"金黄色葡萄球菌 # 9,(@:0)<*<**%#

(%&>%#$的耐药突变体才会被选择性富集扩增)

-Q=等
'/(

则通过兔感染模型以左氧氟沙星 7金黄

色葡萄球菌为例在动物体内对 >*A 理论进行全

面的研究">*A 理论在动物体内首次得到验证)

俞观泉等
'1(

在几种抗菌药物对嗜水气单胞菌#?=

:0+&<@:")($>*A范围的研究中"发现恩诺沙星和

氟苯尼考治疗嗜水气单胞菌虽可发挥一定的治疗

效果"但容易导致耐药性突变株的产生%王浩等
'5(
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也发现恩诺沙星对维氏气单胞菌#?=R>&<'""$能发

挥比较好的杀菌效果"又能减少耐药突变菌株发生

的概率) 但对于斑点气单胞菌"至今未见联合用药

对耐药突变选择窗影响方面的报导)

本研究通过测定头孢霉素&土霉素&红霉素&

四环素&氯霉素&利福平 8 种抗生素单药及双药联

合用药对凡纳滨对虾 #K",<@>'(>%#R(''(.>"$斑

点气单胞菌的 >*A 变化"探讨抗生素联合用药

缩小斑点气单胞菌的 >*A 的合理用药方案"为

由斑点气单胞菌引起的水生动物疾病的合理用药

提供理论基础)

46材料与方法

'(')实验材料

菌种来源66斑点气单胞菌由本实验室从发

病凡纳滨对虾中分离鉴定并保存)

抗菌药物66氯霉素&青霉素&硫酸链霉素&

红霉素&盐酸四环素&头孢霉素等购自北京鼎国生

物技术有限责任公司%土霉素&多黏菌素 ,购自

上海源绿叶生物技术有限公司%利福平购自美国

RBG.=BV公司%硫酸卡那霉素购自广州威佳科技

有限公司)

'(,)单药 KYP测定

根据 -'*)2343 标准
'8(

"采用琼脂平板二倍稀

释法"分别配制药物浓度为 313/2&31381&31429&

31258#最低浓度参照 -'*)确定"药物浓度按 2 倍

递增$1111308&91402 和 481/91

!

M5;'的琼脂

平板"每个浓度做 2 个平板) 将稀释后的菌液加入

琼脂平板使每个平板中含菌量为 / >43

5

-(#"放于

/; K的培养箱中培养 43 <4/ X) 实验结果以最低

不长菌的浓度为 >)-)

'(!)双药 KYP测定

以单种药物的 >)-为基础"以一种抗生素的

>)-与另一种抗生素的 >)-按不同的比例加入

培养基中"配制 4>)-B4>)-&452>)-B4>)-&

45/>)-B4>)-&4>)-B452 >)-&452 >)-B452

>)-&45/ >)-B452>)-145/>)-B45/>)-的

药物琼脂平板#即每 2 种药物间有 0 种不同浓度

组合的琼脂平板$"用 412 的方法进行接种培养"

以 -'*)2343 标准的方法进行判断)

'(M)单药 KHP测定

吸取 233

!

'菌液接种于 233 ;''P液体培

养基中"/; K&413 35;=G 振荡过夜培养"菌液

/ 333 35;=G离心 23 ;=G 后"弃上清液"细菌再悬浮

于 43 倍原液培养基中"413 35;=G 振荡培养 8 X"菌

液再次 / 333 35;=G 离心 23 ;=G 后"弃上清液"用无

菌生 理 盐 水 将 菌 液 浓 度 调 整 为 /13 >43

43

-(#5;')

以各药 >)-为基准"采用倍比稀释法配置抗

菌药物平板"药物浓度从 >)-&2>)-&1>)-直到

'

4 321

!

M5;'#每个浓度 8 个重复$"药物平板

铺好后"分别取 /13 >43

43

-(#5;'菌液 433

!

'

均匀涂抹在每个含有倍比稀释的抗菌药物琼脂平

板上"每个药物浓度平板的细菌总接种量为 412

>43

43

-(#"并通过菌落计数确保每个浓度平板

的接种量
'

43

43

-(#) 于 /; K培养观察 21&19

和 ;2 X"以 ;2 X 时没有菌落生长的最低防突变浓

度称为初测 >?-23) 以 >?-23为基准"依次递减

#23L$抗菌药物浓度重新配制含药琼脂平板#各

浓度 8 个$"重复 >?-23测定时的细菌富集及接

种"以 ;2 X 时不出现菌落生长的最低药物浓度定

为 >?-)

'(N)双药 KHP测定

根据测得的各单药的 >?-值"将两种药物按

不同 的 比 例 混 合" 配 制 452>?- B452>?-&

452>?-B45/>?-&452>?-B451>?-11>)-B

>)-的药物琼脂平板"测得双药联合后的>?-值)

'(R)选择指数 GY和联合作用指数 PY的计算

根据单药和双药的 >)-值与 >?-值计算选

择指数 *)# CB0B8I=GJBW $ 和联合作用指数 -)

#8/;H=GBJ =GJBW$"分析效果最明显的药物) *)

数值#*)A>?-5>)-$可比较抗菌药物选择耐药

突变的能力"指数越小"抑制选择耐药突变能力越

强) -)A#4&5)-O"&$ B#4P5)-O"P$ #&"P分

别代表两种不同药物")-O指该种药物单独使用

使生长抑制率达 >)-时的药物浓度"4指该种药

物联用使生长抑制率达 O时的药物浓度$"联合

作用指数越低"两种药物联用的协同性越好)

26结果

,(')单药 KYP&KHP及 GY值测定

药敏实验结果显示青霉素对斑点气单胞菌没

有抑制效果%在 >)-定域测定中发现斑点气单胞

菌对多黏菌素 ,&青霉素&链霉素&卡那霉素存在

耐药作用) 故利用头孢霉素&土霉素&红霉素&四

环素&氯霉素&利福平等 8 种抗生素进行单药及联

;85
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合用药对斑点气单胞菌 >*A 的作用研究"结果

显示氯霉素对斑点气单胞菌的最低抑菌浓度

>)-为 31542

!

M5;'&土霉素为 31148

!

M5;'&

头孢霉素为 31542

!

M5;'&盐酸四环素为 31/98

!

M5;'&利福平为 812;2

!

M5;'&红霉素为 21319

!

M5;'#表 4$)

除头孢霉素外"其余 5 种抗菌药物对斑点气

单胞菌的最低抗耐药突变浓度 >?-均高于 >)-

的 53 倍以上"土霉素和盐酸四环素这两种四环素

类抗菌药物虽然在较低的浓度就可以抑制斑点气

单胞菌生长"但要抑制其耐药突变株的扩增则均

需要药物浓度大于各自的 >)-高达 / 333 倍以

上) 红霉素则在浓度大于 4 321

!

M5;'时仍不能

对斑点气单胞菌有防耐药突变作用#表 4$)

表 ')单药对斑点气单胞菌的 KYP&KHP及 GY值

-./(')KYP$KHP.26GY%<.234/4%3459@916.=%213% '93,;#:":"

抗生素

<GI=H=/I=8C

最低抑菌浓度5#

!

M5;'$

>)-

防突变浓度5#

!

M5;'$

>?-

选择指数

*)

氯霉素 8X0/3<;2XBG=8/0 31542 5211299 4 3211333

土霉素 /WFIBI3<8F80=GB 31148 4 2;;1052 / 3;21333

利福平 3=7<;2=8=G 812;2 9321948 4291333

红霉素 B3FIX3/;F8=G 21319 4 3211333 5331333

盐酸四环素 IBI3<8F80=GBXFJ3/8X0/3=JB 31/98 4 4951;02 / 3;21333

头孢霉素 8B2X<0/C2/3=G 31542 431993 241253

,(,)联合用药对斑点气单胞菌 KYP的测定

将 8 种抗生素两两联合"测定联合用药对斑

点气单胞菌的 >)-"红霉素与土霉素&盐酸四环

素联合使用时"其有效抑制耐药突变株生长的浓

度有所降低#表 2$)

表 ,)红霉素联合用药对斑点气单胞菌抑菌的 KYP测定

-./(,)KYP%<18:3A8%;:5425%;/42.34%23%

'93,;#:":"

联合抗生素

8/;H=G<I=/G /7<GI=H=/I=8C

红霉素 B3FIX3/;F8=G

45/>)- 452>)- >)-

土霉素

/WFIBI3<8F80=GB

45/>)- B B 7

452>)- B 7 7

>)- 7 7 7

盐酸四环素

IBI3<8F80=GBXFJ3/8X0/3=JB

45/>)- B B 7

452>)- B 7 7

>)- 7 7 7

氯霉素

8X0/3<;2XBG=8/0

45/>)- B B B

452>)- B B B

>)- B B B

利福平

3=7<;2=8=G

45/>)- B B B

452>)- B B B

>)- B B B

头孢霉素

8B2X<0/C2/3=G

45/>)- B B B

452>)- B B B

>)- B B 7

注!* B+ 有耐药突变株生长%* 7+为无耐药突变株生长

%/IBC!* B+ =GJ=8<IBCIX<IH<8IB3=<0M3/V=GM 2/C=I=TB%* 7+ =GJ=8<IBC

IX<IG/ H<8IB3=<M3/VIX

,(!)双药 KHP及 GY的测定

通过双药联合后的 >?-值"结合抗生素联合

用药 >)-"计算 *)值#表 /$"通过 *)可比较抗菌

药物选择耐药突变的能力"比较单药 >*A 的 *)

可见"联合用药后 *)值均有明显降低"降低倍数

达 5 <2 081 倍不等"其中利福平与盐酸四环素的

双药联合后 *)值由 4291333 和 / 3;21333 均降低

至 41333"达到关闭耐药突变选择窗的效果"能有

效抑制斑点气单胞菌的耐药生长)

/6讨论

>?-的测定是一个活性测定"所以 >?-&

>*A 概念适用于广泛的遗传耐药问题) 有多位

学者认为 >?-代表着一个严格控制细菌耐药突

变株生长的药物浓度"是防止细菌在第一步或之

后耐药突变株被选择性富集扩增的最低防突变浓

度
'; 70(

%*)即为选择指数"是 >?-与 >)-的比

值"可以反映 >*A 的大小"选择指数越小">*A

越小"即抑制细菌耐药突变的能力越大) 本研究

中单药均能在较低浓度达到最低抑菌浓度 >)-"

但防突变浓度 >?-均远超出机体对药物的承受

范围"其中土霉素和盐酸四环素属同类抗菌药物"

抑菌效果相似"均在低于 31542

!

M5;'的浓度时

达到最低抑菌浓度"但单药的防突变浓度 >?-均

高达 >)-的 / 333 倍以上%头孢霉素是目前常用

药"抑菌浓度在31542

!

M5;'时达到抑菌效果 "

985
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表 !)抗生素双药联合对斑点气单胞菌的 KYP&PY&KHP及 GY

-./(!)KYP$PY$KHP.26GY%<.234/4%34595%;/42.34%23% '93,;#:":"

联合药物

8/;H=G<I=/G <GI=H=/I=8C

联合 >)-5

#

!

M5;'$

8/;H=G<I=/G >)-

联合指数 -)

8/;H=G<I=/G

=GJBW

联合 >?-5

#

!

M5;'$

8/;H=G<I=/G >?-

联合 *)

8/;H=G<I=/G

*)

*)降低5倍

*)JB80=GBCI=;BC

土霉素 B /WFIBI3<8F80=GBB

红霉素 B3FIX3/;F8=G

盐酸四环素 BIBI3<8F80=GBXFJ3/8X0/3=JBB

红霉素 B3FIX3/;F8=G

盐酸四环素 BIBI3<8F80=GBXFJ3/8X0/3=JBB

头孢霉素 8B2X<0/C2/3=G

土霉素 B /WFIBI3<8F80=GBB

头孢霉素 8B2X<0/C2/3=G

盐酸四环素 BIBI3<8F80=GBXFJ3/8X0/3=JBB

土霉素 /WFIBI3<8F80=GB

氯霉素 B8X0/3<;2XBG=8/0B

土霉素 /WFIBI3<8F80=GB

氯霉素 B8X0/3<;2XBG=8/0B

盐酸四环素 IBI3<8F80=GBXFJ3/8X0/3=JB

利福平 B3=7<;2=8=G B

氯霉素 8X0/3<;2XBG=8/0

利福平 B3=7<;2=8=G B

头胞霉素 8B2X<0/C2/3=G

利福平 B3=7<;2=8=G B

盐酸四环素 IBI3<8F80=GBXFJ3/8X0/3=JB

利福平 B3=7<;2=8=G B

土霉素 /WFIBI3<8F80=GB

红霉素 BB3FIX3/;F8=G B

头孢霉素 8B2X<0/C2/3=G

31239

41321

3140/

41321

3140/

31258

31239

31258

3140/

314/0

31542

31239

31258

31/98

/14/8

314;4

812;2

31542

812;2

31/98

/14/8

31239

21319

31542

41333

41333

41333

41333

319/1

41533

41533

319/1

21333

21333

41333

21333

11333 4012/3 4501;11

11333 /1038 4291333

/;1358 4021333 481333

811333 821533 91333

31933 11415 ;141423

31393 31/4/ 891333

31933 /1918 ;091;23

31258 41333 241253

11833 2/19/1 4291903

431333 ;41012 121;33

31542 41333 4 3211333

31148 21333 4 5/81333

31133 4158/ 8551/83

31133 413/8 2 0811193

/1423 31005 4291858

41333 51919 4;51431

5314;8 91333 481333

31/13 31881 /21333

812;2 41333 4291333

31/98 41333 / 3;21333

/1423 31005 4291858

21133 4415/9 2881213

2311933 4331333 51333

41/83 21858 91333

但其单药的 >?-为 431993

!

M5;'"虽在本研究

的药物中 >?-最小"但是 *)仍然高达 241253)

嗜水气单胞菌和斑点气单胞菌同属于气单胞菌

属"赵占春
'43(

曾建议将嗜水气单胞菌和斑点气单

胞菌合为一种"因为两个菌种的生理生化反应基

本一致"4%&碱基成份接近"细胞壁脂多糖碳水

化合物成份接近"且抗原性亦相同) 俞观泉等
'1(

测定卡那霉素和盐酸恩诺沙星对 5 株嗜水气单胞

菌 >)-和 >?-时发现"两种药物对嗜水气单胞

菌的 >)-相差不大"但 >?-之间的差异较大)

尽管嗜水气单胞菌和斑点气单胞菌为同属不同

种"但同样发现单药的 >)-非常接近">?-却相

差甚远"而造成这种差别的原因尚待进一步研究)

目前"在由气单胞菌引起的水生动物传染病

的抗菌药物的合理使用&防止细菌耐药性产生的

用药方案方面的研究中"针对嗜水气单胞菌的报

导较多) OQ 等
'44(

研究发现恩诺沙星对嗜水气单

胞菌敏感"其 >)-为 31425

!

M5;'" >?- 为

41425

!

M5;'%王美珍等
'42(

在嗜水气单胞菌对四

环素类药物的研究中建议优先使用四环素类药物

治疗"但是宋铁英等
'4/(

却发现卡那霉素&链霉素

对不同来源的嗜水气单胞菌大多产生抑菌效果)

本研究中双药联合应用能有效缩小斑点气单胞菌

耐药突变选择窗"其中土霉素与红霉素"盐酸四环

素和头孢霉素"土霉素和头孢霉素"氯霉素和盐酸

四环素的双药联合等均能有效抑制斑点气单胞菌

的耐药突变生长%氯霉素与土霉素的双药联合虽

没有达到关闭耐药突变选择窗的程度"但与单药

*)相比"*)降幅超过 4 333 倍%利福平与盐酸四环

素的双药联合则达到关闭耐药突变选择窗的效

果"有效杀灭斑点气单胞菌) 盐酸四环素类的抗

菌药物无论单药还是双药"对斑点气单胞菌均具

有较好的抑菌及杀菌效果"利福平与盐酸四环素

的联合用药完全关闭了 >*A"证明了运用 >*A

085
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理论使运用低药物浓度而达到杀菌效果成为可

能) 而本研究发现卡那霉素&链霉素对斑点气单

胞菌并不敏感"由此可见"斑点气单胞菌虽与嗜水

气单胞菌为同一属"但药敏性并不相同"即使同种

的嗜水气单胞菌"其药敏性也存在差异) 因此"抗

菌药物的合理使用及防止细菌耐药性产生的用药

方案需对地方流行菌株的相应特性研究后制定)

传统用药理论多以 >)-为依据"高于 >)-

用药浓度虽然保证了最低治疗效果
'41 745(

) 但根

据 >*A 理论"当药物浓度在 >)-和 >?-范围

间"容易诱导耐药突变株的产生) 因此"为防止由

于耐药菌的产生导致药物失效"治疗用药量应高

于 >?-浓度) 阮兆娟等
'48(

的研究表明抗菌药物

的应用不合理是引起细菌耐药的主要原因之一"

>*A 理论的指出对抗菌药物的研究和使用提出

更高的要求"除治疗效果外"同时考虑到产生耐药

突变株的诱导因素"根据该理论研究得出的给药

方案更适合机体治疗"预防耐药突变株的产生和

扩散) 然而单药 >?-浓度无疑过高"因而抗菌药

物联合应用应代替单药应用"在降低药物浓度的

同时达到杀菌效果"是缩小甚至关闭耐药突变选

择窗的最佳选择)

近年来鱼虾病疫情在国内频频暴发"吴雅丽

等
'4;(

对广东水产动物研究发现"由于养殖户对药

物的滥用"导致耐药性疫情暴发) 而新药研发较

慢"价格偏高"因此在原有药物的基础上"研究新

的用药方式用以防控鱼虾疾病则是水产业的重要

方向) 本研究结果对由斑点气单胞菌引起的水生

动物病情的有效防控"抑制斑点气单胞菌的耐药

突变的产生提供了理论依据) 本研究组所选药物

均为西药类的抗菌药物"梁利国等
'49(

的研究发

现"五倍子 #E())( *:"'>'#"#$&苏木 #6(>#()@"'"(

#(@@(' '$等 49 种中药对气单胞菌属均有抑菌作

用) 卢静等
'40(

的研究也发现中药中的没食子酸

和槲皮素对嗜水气单胞菌同样具有抑菌作用"但

中药见效相对较慢"在一些价值较高的水生经济

动物快速诊治中的应用受到制约) 因此"在药物

选择时"应根据具体情况选用合适的药物种类及

剂量) 目前"在国内外均未见联合用药对斑点气

单胞菌 >*A 影响的研究报导"本研究结果为水

生动物由斑点气单胞菌引起的疾病的合理用药奠

定了一定的理论基础)
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