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目的
!

利用噬菌体生物扩增法"

D4GQ

#分析人类免疫缺陷病毒"

W#b

#合并结核病"

"Q

#双重感染患者的结核分枝杆

菌的耐药状况!优化防治对策$方法
!

运用
D4GQ

法对重庆市第九人民医院收治的
''%

例
W#b

'

"Q

双重感染患者"

W#b

'

"Q

组#

做
"Q

菌的药敏检测!并与
%&,

例单纯肺结核患者"单纯
"Q

组#的药敏检测做对比分析$结果
!

W#b

'

"Q

组的抗
"Q

药耐药率要

比单纯
"Q

组低!

W#b

'

"Q

双重感染患者
(

种常见抗
"Q

药物的耐药率分别为异烟肼"

#UW

#

3$'*f

&吡嗪酰胺"

D_1

#

3$'*f

&利福

平"

60D

#

($-)f

&链霉素"

C5

#

($-)f

&乙胺丁醇"

5̀Q

#

*$*)f

!与单纯
"Q

组患者比较"

60D'3$-'f

&

#UW'-$*)f

&

D_1

''$(*f

&

5̀Q'&$(,f

&

C5+$)%f

#!

W#b

'

"Q

组
60D

的耐药率低于单纯
"Q

组!差异有统计学意义"

$

"

&$&(

#!其他
*

种抗
"Q

药耐药率与单纯
"Q

组比较差异无统计学意义"

$

%

&$&(

#!与绝对浓度法结果符合率分别为
#UW+)$*f

&

60D+,$%f

&

D_1+)$

*f

&

5̀Q+-$,f

和
C5+)$*f

$结论
!

本地区
W#b

'

"Q

双重感染患者结核分枝杆菌对
60D

耐药率较普通肺结核患者低!与该

类患者良好的服药依从性相关$

D4GQ

测定所需时间短!操作简便!不需特殊仪器设备!可作为结核分枝杆菌耐药性的快速筛选

方法$
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我国是一个结核病#

J<9@BH<>I:K:

"

"Q

$高发国家"严重威胁

人民生命健康"而
"Q

又是
W#b

&

1#!C

较常见和先发生的机会

性感染!我国
"Q

病疫情的卷土重来"其中一个重要的原因就

是获得性免疫缺陷综合征#

1#!C

$的流行"

"Q

病加重人类免疫

缺陷病毒#

W#b

$感染者的病程发展"

1#!C

的流行促进了
"Q

菌的传播"因此"

W#b

和
"Q

的双重感染被认为是一种致死性

的结合模式"已经成为我国公共卫生的重大问题'

'?%

(

!同时耐

药结核分枝杆菌株特别是耐多药结核分枝杆菌'至少同时耐异

烟肼#

#UW

$和利福平#

60D

$(的逐渐增多使得
"Q

的全球传播

变得更加难以防控!大多数学者认为"结核分枝杆菌快速检

测%耐药性筛查及新型抗结核药物的研发是
"Q

病防治的关

键!然而"常规耐药性检测方法耗时过久"严重影响临床治疗

的实际需要,快速培养测定系统虽然可明显减少时间"但仍需

*

!

,/

"且仪器设备及检测试剂昂贵,分子生物学检测技术虽

+'%-

重庆医学
%&'3

年
,

月第
*)

卷第
%-

期

#

基金项目'重庆市卫生局资助项目#渝卫科技
%&''?%?-+,

$!

!

作者简介+何茂锐#

'+3+F

$"副主任医师"主要从事艾滋病防治研究!

!
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然准确%灵敏"但操作复杂%对操作者技术要求高"临床推广应

用较困难!而近年来逐渐开展的噬菌体生物扩增法#

D4GQ

$具

备操作简单%快速"不需特殊仪器设备%对环境污染较小等优

点"

%

!

-/

即可获得结果"又有较高的敏感度和特异度"非常

适合我国中小医院及基层医疗机构推广应用!

本研究采用
D4GQ

法检测
W#b

&

"Q

双重感染患者痰标本

的结核分枝杆菌对常见抗结核药物耐药状况"为防止该类患者

耐药结核分枝杆菌的发生及临床治疗优化提供实验依据"现将

重庆市第九人民医院
%&''F%&'(

年收治的
''%

例
W#b

&

"Q

双重感染患者痰标本所做的结核分枝杆菌耐药检测与同期

%&,

例
"Q

患者的痰标本
"Q

耐药检测做对比分析"报道如下!

!

!

资料与方法

!$!

!

一般资料
!

重庆市第九人民医院
%&''F%&'(

年门诊和

住院收治的
W#b

&

"Q

双重感染患者
''%

例"其中男
,+

例"女

%-

例"年龄平均
-+$%

岁#

'3

!

3%

岁$,普通
"Q

患者
%&,

例"其

中男
'(%

例"女
()

例"平均年龄
*($)

岁#

'+

!

3(

岁$!患者主

要来自重庆市北碚区%合川区%渝北区%四川省广安市等地区!

!$"

!

试剂
!

无淀粉改良罗氏培养基购于青岛海博生物科技有

限公司!

#UW

%

60D

%吡嗪酰胺#

D_1

$购于上海信宜药厂!链

霉素#

C5

$%乙胺丁醇#

5̀Q

$购于西南药业公司!

5K//>@9BIIP

3W+

培养基购于
Q!

公司!耻垢分枝杆菌#

1"22)&3

$购于国

家菌种保藏中心!硫酸亚铁胺购于
CK

=

8G

公司!分枝杆菌噬

菌体
!%+

由上海肺科医院赠送!

!$#

!

研究对象分组方案

!$#$!

!

入组患者按我国
1#!C

防治指南#

%&&(

版$及肺结核诊

疗指南#

%&'-

版$制订的诊断标准纳入"并按试验要求分组如

下+

W#b

&

"Q

组#痰涂片阳性$

''%

例,单纯
"Q

组#痰涂片阳性$

%&,

例!

!$#$"

!

抗结核药物耐药分类标准
!

初始性耐药+既往未进行

过抗结核治疗或接受抗结核治疗不满
'

个月发生的抗药物耐

药!获得性耐药+既往进行抗结核治疗
'

个月以上发生的抗结

核药物耐药!多重耐药+同一标本出现
%

种或
%

种以上抗结核

药物耐药!

!$D

!

检测方法

!$D$!

!

D4GQ

法
!

取
&$'8V

噬菌体与待检菌液混匀作用约
'

4

"然后加入
&$'8V

杀毒剂"混匀"室温作用约
'&8KM

"再加入

(8V

改良罗氏培养基和
'8V

指示细胞"混匀后与等量熔化

琼脂混合浇注平板"冷却%成形后置
-3i

培养
',

!

%*4

"最后

观察平板有无出现噬菌斑并计数!每次检测均设噬菌体对照%

杀毒剂对照%阴性及阳性对照!结果观察+肉眼观察"数出平板

上的噬菌斑"同一平板上的噬菌斑数至少经过
%

人确认!耐药

性判断+计算每个菌株的加药管与对照管的噬菌斑减少率#加

药管噬菌斑个数&对照管噬菌斑个数
;'&&f

$"敏感为噬菌斑

减少率大于或等于
+(f

"反之为耐药!

!$D$"

!

绝对浓度法
!

参照中国防痨协会制订的操作规程'

%

(

"

用
L

W

值约为
($(

的改良罗氏固体培养基"进行常规细菌的绝

对浓度法
(

种抗结核药物耐药性检测"药物终浓度分别为

#UW'

#

=

&

8V

"

60D(&

#

=

&

8V

"

D_1 '&&

#

=

&

8V

"

5̀Q(

#

=

&

8V

"

C5'&

#

=

&

8V

!

!$K

!

统计学处理
!

采用
CDCC'3$&

软件对所有检验结果进行

统计分析"计数资料采用
"

% 检验"以
$

"

&$&(

为差异有统计

学意义!

"

!

结
!!

果

"$!

!

D4GQ

检测
(

种抗结核药耐药性结果
!

W#b

&

"Q

组与单

纯
"Q

组
(

种抗结核药的耐药率+

W#b

&

"Q

耐药率分别为
#UW

3$'*f

%

D_13$'*f

%

60D($-)f

%

C5($-)f

%

5̀Q*$*)f

!

单纯
"Q

组耐药分别为
60D'3$-'f

%

#UW'-$*)f

%

D_1

''$(*f

%

5̀Q'&$(,f

%

C5+$)%f

!其中
60D

的耐药率低于

单纯
"Q

组"差异有统计学意义#

$

"

&$&(

$"其余
*

种抗结核药

耐药率与单纯
"Q

组比较差异无统计学意义#

$

%

&$&(

$"见

表
'

!

表
'

!!

"Q

(

W#b

和单纯
"Q

的耐药率比较

药物
单纯

"Q

组#

%E%&,

$

%

耐药率#

f

$

W#b

&

"Q

组#

%E''%

$

%

耐药率#

f

$

"

%

$

#UW %, '-$*) 3 3$'* -$,+

%

&$&(

60D -) '3$-' ) ($-) +$'%

"

&$&(

D_1 %* ''$(* 3 3$'* %$--

%

&$&(

5̀Q %% '&$(, ( *$*) -$(%

%

&$&(

C5 %& +$)% ) ($-) '$33

%

&$&(

表
%

!!

"Q

(

W#b

和单纯
"Q

患者的初始)获得)多重及

!!!

总耐药率比较%

%

(

%

!

f

#&

组别 初始耐药 获得耐药 多重耐药 总耐药

"Q

&

W#b %&

&

,3

#

%%$++

$

3

&

%(

#

%,$&&

$

*

&

''%

#

-$(3

$

%3

&

''%

#

%*$''

$

单纯
"Q *&

&

'-(

#

%+$)-

$

-*

&

3-

#

*)$(,

$

*'

&

%&,

#

'+$3'

$

3*

&

%&,

#

-($(,

$

"

%

'$', %$)* '($)+ *$*-

$

%

&$&(

%

&$&(

"

&$&(

"

&$&(

表
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%&,

例单纯
"Q

患者
D4GQ

法与绝对浓度法
(

种抗结核药物耐药性检测结果比较

噬菌体法
绝对浓度法#

#UW

$

敏感株 耐药株 合计

绝对浓度法#

60D

$

敏感株 耐药株 合计

绝对浓度法#

D1C

$

敏感株 耐药株 合计

绝对浓度法#

5̀Q

$

敏感株 耐药株 合计

绝对浓度法#

C5

$

敏感株 耐药株 合计

敏感株#

%

$

'3+ ' ',& '3' ' '3% ',& * ',* ',' ( ',) ',* ( ',+

耐药株#

%

$

% %) %, - -- -) ( '+ %* % %& %% * '( '+

合计#

%

$

',' %3 %&, '3* -* %&, ',( %- %&, ',- %( %&, ',, %& %&,

敏感度#

f

$

+%$+ +'$3 3+$% +&$+ 3,$+

特异度#

f

$

++$* ++$* +3$, +3$- +3$*

阳性预测值#

f

$

+)$- +3$' ,%$) ,&$& 3($&

阴性预测值#

f

$

+,$+ +,$- +3$- +,$+ +3$+

准确率#

f

$

+,$) +,$' +($3 +)$) +($)

&%%-
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,
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表
*

!!

''%

例
W#b

(

"Q

患者
D4GQ

法与绝对浓度法
(

种抗结核药耐药性检测结果比较

噬菌体法
绝对浓度法#

#UW

$

敏感株 耐药株 合计

绝对浓度法#

60D

$

敏感株 耐药株 合计

绝对浓度法#

D_1

$

敏感株 耐药株 合计

绝对浓度法#

`5Q

$

敏感株 耐药株 合计

绝对浓度法#

C5

$

敏感株 耐药株 合计

敏感株#

%

$

'&- % '&( '&( ' '&) '&* ' '&( '&% ( '&3 '&* % '&)

耐药株#

%

$

% ( 3 ' ( ) - * 3 % - ( % * )

合计#

%

$

'&( 3 ''% '&) ) ''% '&3 ( ''% '&* , ''% '&) ) ''%

敏感度#

f

$

3'$* ,-$- (3$' )&$& ))$3

特异度#

f

$

+,$' ++$' ++$& +($- +,$'

阳性预测值#

f

$

3'$* ,-$- ,&$& -3$( ))$3

阴性预测值#

f

$

+,$' +,$' +3$% +,$' +,$'

准确率#

f

$

+)$* +,$% +)$* +-$, +)$*

"$"

!

%

组患者初始%获得与总耐药率
!

W#b

&

"Q

组初始耐药

率为
%%$++f

"获得耐药率为
%,$&&f

"多重耐药率为
-$(3f

"

总耐药率为
%*$''f

,单纯
"Q

组初始耐药率%获得耐药率%多

重耐药率%总耐药率分别为
%+$)-f

%

*)$(,f

%

'+$3'f

%

-($(,f

!两组比较其中多重耐药率%总耐药率差异有统计学

意义#

$

"

&$&(

$"见表
%

!

"$#

!

D4GQ

检测单纯
"Q

组患者
(

种抗结核药物耐药性结果

和绝对浓度法检测结果对比
!

分别用
D4GQ

法和绝对浓度法

检测
%&,

份单纯
"Q

患者痰标本
(

种抗结核药物耐药性!以

绝对浓度法检测结果为检测标准"则
D4GQ

法对
(

种抗结核药

耐药性检测的敏感度%特异度和准确率分别为+

#UW+%$+f

%

++$*f

%

+,$)f

"

60D+'$3f

%

++$*f

%

+,$'f

"

D_13+$%f

%

+3$,f

%

+($3f

"

5̀Q+&$+f

%

+3$-f

%

+)$)f

%

C5

"

3,$+f

%

+3$*f

%

+($)f

"提示
D4GQ

法检测结果和经典的绝对浓度法

高度一致"见表
-

!

"$D

!

D4GQ

检测
W#b

&

"Q

组患者
(

种抗结核药物耐药性结果

和绝对浓度法检测结果对比
!

分别用
D4GQ

法和绝对浓度法

检测
''%

份
W#b

&

"Q

患者痰标本
(

种抗结核药耐药性!以绝

对浓度法检测结果为判断标准!则
D4GQ

法对
(

种抗结核药

耐药性检测的敏感度%特异度和准确率分别为
#UW3'$*f

%

+,$'f

%

+)$*f

"

60D,-$-f

!

++$'f

!

+,$%f

"

D_1(3$'f

%

++f

%

+)$*f

"

5̀Q)&f

%

+($-f

%

+-$,f

"

C5))$3f

%

+,$'f

%

+)$*f

"见表
*

!

#

!

讨
!!

论

目前我国
"Q

发病人数仅次于印度居世界的第
%

位"疫情

十分严峻!同时随着
1#!C

在我国的逐渐流行"该类患者细胞

免疫功能低"

W#b

病毒破坏机体的
2!*

k

"

淋巴细胞及巨噬细

胞的正常免疫功能"可导致感染者发生内源或外源性的
"Q

菌

感染"从而导致
1#!C

合并
"Q

患者逐渐增多"有研究显示"

W#b

感染可使
"Q

的发病率增加
-&

倍'

-

(

!反之"结核分枝杆

菌感染可激活
2!*

k

"

淋巴细胞"为
W#b

病毒复制提供更多

宿主细胞"加速
1#!C

病情进展!因此"

1#!C

的流行已成为我

国
"Q

死灰复燃的主要原因!国内外有学者调查显示
W#b

&

"Q

感染者对抗结核药物的耐药性高于
W#b

阴性者"其中以

60D

和
#UW

最为突出"

Î:4K

A

G8G

等'

*

(于
'++)F'++,

年的
%(

个月期间在泰国北部的
24KGM

=

6GK

省"

WGGB

等'

(

(于
'++-F

%&&'

年间在荷兰调查
W#b

&

"Q

的耐药情况"结果发现
W#b

阳

性患者
"Q

获得性耐药发病率高于
W#b

阴性者!郑献民'

)

(对

河南省某
1#!C

高发地区
W#b

感染合并耐多药肺结核的成因

进行调查"结果显于
%*

例
W#b

#

k

$合并耐多药患者均为获得

性耐多药!而本研究显示本地区
"Q

&

W#b

双重感染者结核分

枝杆菌对
#UW

%

60D

%

C5

%

D_1

%

5̀Q

耐药率比单纯
"Q

患者

低"且其中对
60D

的耐药率差异有统计学意义#

$

"

&$&(

$!本

研究还显示
W#b

&

"Q

双重感染者多重耐药率%总耐药率也低

于单纯
"Q

患者"差异有统计学意义#

$

"

&$&(

$!因此本研究

结果考虑与如下因素有关+#

'

$与依从性的教育差别有关+笔者

在
"Q

&

W#b

双重感染者初次就诊时即重视服药依从性教育"

绝大多数
"Q

&

W#b

双重感染者服药依从性可达到
+&f

以上"

良好的服药依从性是
"Q

&

W#b

双重感染者耐药率降低的主要

原因"而单纯
"Q

患者因对疾病本身重视不足等原因导致服药

依从性较差"提示要降低普通
"Q

患者的耐药率需要加强对患

者的依从性教育!#

%

$

W#b

感染者出现肺外
"Q

可能性较高"

有学者统计其发生率达
(*$,f

'

3

(

"如果肺外
"Q

按普通
"Q

治

疗"常因为疗程不足导致复发"进而诱导耐药的发生"而
"Q

&

W#b

双重感染者往往抗结核治疗疗程足"因此耐药率较低!

#

-

$早期诊断的重要性+本院对于
"Q

或
W#b

患者均进行
W#b

和结核的筛查"这样对于无明显症状的
W#b

&

"Q

患者可早期

诊断"尽早治疗"从而减少耐药的发生!#

*

$

1#!C

规范化治疗

对
"Q

治疗的影响+目前"我国对
1#!C

患者进行免费
W166"

治疗"要求患者在专科医生指导下规律用药"全程监管"这对于

合并
"Q

的患者进行抗
"Q

治疗亦有一定作用!因此"对于

"Q

&

W#b

双重感染者"应在有经验的医务人员按照抗结核治疗

用药原则即早期%联合%适量%规律%全程指导下进行治疗"整个

治疗期间重视依从性教育"减少耐药性的产生!

D4GQ

是一种操作简单%费用低廉%快速地检测结核耐药的

新方法"与常规结核耐药性检测结果符合率高"目前认为这是

一种极具发展前景的新方法'

,

(

!其基本原理是+对于生长缓慢

的结核分枝杆菌和快速生长的耻垢分枝杆菌"分枝杆菌噬菌体

!%+

均能感染!当抗结核药物与结核杆菌作用一定时间后"敏

感株因被抗结核药物杀死"而耐药菌能继续生长"并被随后加

入的噬菌体所感染"随后加入杀毒剂杀死未能感染结核分枝杆

菌的噬菌体!而进入菌体内的噬菌体不受影响"从而在菌体内

大量繁殖"并将结核分枝杆菌裂解"释放出的噬菌体可立即感

染随后加入的耻垢分枝杆菌#指示菌$并使其裂解"由于指示菌

繁殖迅速"所以
%*4

观察到在培养皿上会出#下转第
-%%(

页$
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现明显噬菌斑!因此"只要根据噬菌斑的有无及数量的多少即

可判断待检菌株的耐药性'

+

(

!目前"国内尚未见用该方法对

W#b

&

"Q

双重感染者进行耐药性检测研究的报道!本研究显

示+

D4GQ

法具有较高的敏感度%特异度"与
C4GB8G

等'

'&

(研究

结果相符!本研究结果与常规绝对浓度法比较"所需的时间仅

为
-/

"大大快于常规检测方法"且成本较低"操作简单!由于

条件限制"本研究未对两种方法结果不符的标本进行最低抑菌

浓度#

5#2

$和基因芯片方法检测!同时该方法可简便%快速获

得药敏试验结果'

''

(

"能基本满足临床诊治要求"肉眼即可观察

结果"不需特殊仪器设备"成本低廉"便于在中小医院及基层医

疗机构推广应用'

'%

(

!对及时筛查耐药的肺结核患者有重要的

临床应用价值!此外"利用该法进行检测中耐药菌株被完全裂

解"不易造成院内感染和环境污染"对耐药结核分枝杆菌预防

和控制极为有利!
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