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肉汤微量稀释法对耐多药结核分枝杆菌敏感性检测的评价
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［摘　要］　目的　评价肉汤微量稀释（ＢＭＤ）法在耐多药结核分枝杆菌（ＭＤＲＭＴＢ）敏感性检测中的应用效果。

方法　采用罗氏比例法和ＢＭＤ法对海南省１０８株 ＭＤＲＭＴＢ及１１株非 ＭＤＲＭＴＢ菌株进行药敏试验，并对两

种药敏方法检测结果不一致菌株进行全基因组测序（ＷＧＳ）。结果　罗氏比例法和ＢＭＤ法药敏结果平均判读时

间分别为２８．０、８．５ｄ。罗氏比例法检测异烟肼、利福平、乙胺丁醇、卡那霉素和卷曲霉素的耐药率高于ＢＭＤ法（均

犘＜０．００１）；ＢＭＤ法检测丙硫异烟胺和对氨基水杨酸的耐药率高于罗氏比例法（均犘＜０．００１）。以罗氏比例法

药敏结果为金标准，ＢＭＤ法检测耐药性的灵敏度和特异度分别为５０．００％～１００％、９５．６９％～１００％，除ＥＭＢ

（８７．３９％）、ＩＮＨ（９４．９６％）外，ＢＭＤ法检测其他药物的耐药性符合率均≥９５％。罗氏比例法药敏结果与 ＷＧＳ总

符合率为７６．１９％（３２／４２），ＢＭＤ法药敏结果与ＷＧＳ总符合率为２３．８１％（１０／４２），差异具有统计学意义（χ
２＝２３．０４８，

犘＜０．００１）。两种药敏方法检测结果不一致的 ＭＴＢ共３４株，罗氏比例法耐药＋ＢＭＤ法敏感的２６株 ＭＴＢ中，２２

株（８４．６２％）相关耐药基因发生突变；罗氏比例法敏感＋ＢＭＤ法耐药的１１株 ＭＴＢ中，５株（４５．４５％）相关耐药基

因发生突变。结论　ＢＭＤ法是一种准确、快速的 ＭＤＲＭＴＢ敏感性检测方法，但仍需要进一步改进和优化，耐药

性与相关耐药基因的突变密切相关。
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　　耐药结核病的出现和广泛传播是２０３５年实现

无结核病世界的主要障碍［１］。耐药结核病治疗周期

长、费用高、治愈率低［２３］，造成患者传播时间延长。

虽然耐药基因检测技术已广泛应用于耐药结核病快

速筛查，但检测药物种类有限以及耐药性分子机制

尚不完全清楚［４］，故表型药敏方法仍发挥着重要作

用。目前罗氏比例法药敏试验被世界卫生组织

（ＷＨＯ）推荐为检测耐药结核的金标准
［５］，但该方

法操作繁琐、检测周期较长且药物种类有限［６］，仅能

根据临床实验室标准化协会提供临界浓度判断“敏

感”和“耐药”，无法监测药物治疗期间耐药浓度变

化。肉汤微量稀释（ｂｒｏｔｈｍｉｃｒｏｄｉｌｕｔｉｏｎ，ＢＭＤ）法

药敏试验是一种比较有前景的解决方案，其操作简

便，检测时间较短，仪器设备简单，可同时定量检测

多种抗结核药物最低抑菌浓度（ｍｉｎｉｍｕｍｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ）值
［７８］，从而提供定量的耐药性

水平，指导临床个体化用药。然而目前我国仍缺乏

ＢＭＤ法标准化的方法，其商品化ＢＭＤ法药敏板包

含药物种类、操作方法及判读标准等均有明显差异，

影响其推广使用，并且ＢＭＤ法药敏试验在海南省

耐多药结核分枝杆菌（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔ犕狔犮狅

犫犪犮狋犲狉犻狌犿狋狌犫犲狉犮狌犾狅狊犻狊，ＭＤＲＭＴＢ）的研究相对缺

乏。因此，本研究以罗氏比例法药敏试验为标准，评

估商品化ＢＭＤ法药敏板在海南省耐药结核分枝杆

菌耐药性检测中临床应用效果。

１　对象与方法

１．１　研究对象　选取２０１９年１２月—２０２１年３月

海南医学院第二附属医院（即海南省结核病医院）就

诊疑似肺结核患者的痰、支气管肺泡灌洗液等呼吸道

标本进行分离培养，经罗氏比例法药敏试验筛查，共

筛选纳入１０８株 ＭＤＲＭＴＢ和１１株非 ＭＤＲＭＴＢ。

结核分枝杆菌（犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狋狌犫犲狉犮狌犾狅狊犻狊，ＭＴＢ）

敏感标准株Ｈ３７Ｒｖ（ＡＴＣＣ２７２９４）由中国疾病预防

控制中心（ＣＤＣ）国家结核病参比实验室提供。

１．２　仪器与试剂

１．２．１　仪器　ＢＳＣ１６００ⅡＢ２型生物安全柜均由

苏州安泰空气技术有限公司生产，电热恒温培养箱

由上海博迅公司生产，Ｎｅｏｆｕｇｅ１５Ｒ高速冷冻离心

机由上海力申科学仪器有限公司生产，多通道移液

器由德国ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司生产。

１．２．２　试剂　ＭＴＢ药敏试剂盒（ＭＩＣ法）、罗氏比

例法药敏培养基、对硝基苯甲酸（Ｐｎｉｔｒｏｂｅｎｚｏｉｃ

ａｃｉｄ，ＰＮＢ）／噻吩－２－羧酸肼（２ｔｈｉｏｐｈｅｎｅｃａｒｂｏｘ

ｙｌｉｃａｃｉｄｈｙｄｒａｚｉｄｅ，ＴＣＨ）鉴定培养基均由珠海贝

索公司提供，基因组ＤＮＡ提取试剂盒由广东体必

康生物科技有限公司提供。

１．３　试验方法

１．３．１　菌悬液配制　使用一次性接种环刮取培养

２～３周的新鲜 ＭＴＢ菌株，移到含玻璃珠和无菌盐

水的磨菌管中进行研磨，用无菌生理盐水稀释，与

１麦氏单位比浊管比浊，配成１ｍｇ／ｍＬ的预处理

菌悬液。

１．３．２　罗氏比例法药敏试验　吸取预处理菌悬液

按照《结核病实验室检验规程》［９］操作配制成浓度为

１０－２ｍｇ／ｍＬ和１０
－４ ｍｇ／ｍＬ的菌悬液，分别接种

于对照培养基（中性罗氏培养基）和药敏培养基上，

倒置于（３６±１）℃培养箱中培养２４ｈ后，再拧紧，直

立培养４周后观察结果。罗氏比例法药敏培养基药

物浓度分别为异烟肼（ｉｓｏｎｉａｚｉｄ，ＩＮＨ）０．２μｇ／ｍＬ、

利福平（ｒｉｆａｍｐｉｃｉｎ，ＲＦＰ）４０μｇ／ｍＬ、乙胺丁醇

（Ｅｔｈａｍｂｕｔｏｌ，ＥＭＢ）２．０μｇ／ｍＬ、莫西沙星（ｍｏｘｉ

ｆｌｏｘａｃｉｎ，ＭＦＸ）２．０μｇ／ｍＬ、卡那霉素（ｋａｎａｍｙｃｉｎ，

ＫＭ）３０．０μｇ／ｍＬ、卷曲霉素（ｃａｐｒｅｏｍｙｃｉｎ，ＣＰＭ）

４０．０μｇ／ｍＬ、丙硫异烟胺（ｐｒｏｔｉｏｎａｍｉｄｅ，ＰＴＯ）
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４０．０μｇ／ｍＬ和对氨基水杨酸（ｐａｒａａｍｉｎｏｓａｌｉｃｙｌｉｃ

ａｃｉｄ，ＰＡＳ）１．０μｇ／ｍＬ。

１．３．３　ＢＭＤ法药敏试验　使用结核分枝杆菌药敏

试剂盒（ＭＩＣ法）中培养液将预处理菌１ｍｇ／ｍＬ悬

液稀释１００倍，分别以１００μＬ／孔加入ＢＭＤ法药敏

板中，加样后加盖并用封口膜密封，正面向上置于

（３６±１）℃培养，以对照孔 ＭＴＢ生长良好时观察对

应孔各药物并判读浓度，最佳判读时间为７～１４ｄ，

最长不超过２１ｄ。耐药判断标准（临界浓度）
［７］为

ＩＮＨ０．２μｇ／ｍＬ，ＲＦＰ１．０μｇ／ｍＬ，ＥＭＢ５．０μｇ／ｍＬ，

ＭＦＸ０．５μｇ／ｍＬ，ＫＭ５．０μｇ／ｍＬ，ＣＰＭ２．０μｇ／ｍＬ，

ＰＴＯ２．５μｇ／ｍＬ，ＰＡＳ２．０μｇ／ｍＬ。

１．３．４　全基因组测序　罗氏比例法药敏试验和

ＢＭＤ法药敏试验检测结果不一致的菌株进一步进行

全基因组测序（ｗｈｏｌｅｇｅｎｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＷＧＳ）。采

用十六烷基三甲基溴化铵－溶菌酶（ｃｅｔｙｌｔｒｉｍｅｔｈｙｌ

ａｍｍｏｎｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅｌｙｓｏｚｙｍｅ，ＣＴＡＢ）法
［１０］提取

ＤＮＡ组，ＤＮＡ组通过广东体必康生物科技有限公司

进行高通量测序和生物信息分析来获得目标基因组。

使用 ＴＢＰｒｏｆｉｌｅｒ（ｖ２．８．１２，ｈｔｔｐｓ：／／ｇｉｔｈｕｂ．ｃｏｍ／

ｊｏｄｙｐｈｅｌａｎ／ＴＢＰｒｏｆｉｌｅｒ）
［１１１２］对测序 ＭＴＢ菌株耐药

性进行分析。

１．３．５　质量控制　每批次罗氏比例法和ＢＭＤ法

药敏试验均以 ＭＴＢ标准株 Ｈ３７Ｒｖ为敏感参考菌

株进行室内质控；ＭＴＢ分离培养、药敏试验及结核

病分子诊断参加中国ＣＤＣ国家结核病参比实验室

或结核病防治临床中心的室间质评活动。

１．４　数据处理　应用ＳＰＳＳ２６．０统计软件对数据

进行分析。采用卡方检验或Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法分

析罗氏比例法和ＢＭＤ法药敏结果的差异。以犘≤

０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　两种方法药敏检测结果　罗氏比例法和ＢＭＤ

法药敏结果平均判读时间分别为２８．０、８．５ｄ，ＢＭＤ

法药敏结果中仅有２株 ＭＤＲＭＴＢ菌株判读时间

超过１４ｄ（分别为１５．０、１８．０ｄ）。ＭＴＢ药敏试验结

果显示，罗氏比例法检测ＩＮＨ、ＲＦＰ、ＥＭＢ、ＫＭ 和

ＣＰＭ的耐药率高于ＢＭＤ法（均犘＜０．００１）；ＢＭＤ

法检测ＰＴＯ和ＰＡＳ的耐药率高于罗氏比例法（均犘

＜０．００１）。见表１。共有９株 ＭＴＢ使用罗氏比例法

对ＥＭＢ耐药ＭＩＣ值为ＥＭＢ临界浓度（５．０μｇ／ｍＬ）。

见图１。

表１　罗氏比例法和ＢＭＤ法检测 ＭＴＢ的耐药结果［株（％）］

犜犪犫犾犲１　ＤｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＭＴＢｔｅｓｔｅｄｂｙＲｏｃｈｅ’ｓｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎａｌｍｅｔｈｏｄａｎｄＢＭＤｍｅｔｈｏｄ（Ｎｏ．ｏｆｓｔｒａｉｎｓ［％］）

药物类型
ＭＤＲＭＴＢ菌株（狀＝１０８）

罗氏比例法 ＢＭＤ法

非 ＭＤＲＭＴＢ菌株（狀＝１１）

罗氏比例法 ＢＭＤ法

合计（狀＝１１９）

罗氏比例法 ＢＭＤ法

ＩＮＨ １０８（１００） １０２（９４．４４） ０（０） ０（０） １０８（９０．７６） １０２（８５．７１）

ＲＦＰ １０８（１００） １０６（９８．１５） １（９．０９） １（９．０９） １０９（９１．６０） １０７（８９．９２）

ＥＭＢ ５４（５０．００） ４１（３７．９６） １（９．０９） １（９．０９） ５５（４６．２２） ４２（３５．２９）

ＭＦＸ ３４（３１．４８） ３４（３１．４８） ０（０） １（９．０９） ３４（２８．５７） ３５（２９．４１）

ＫＭ 　８（７．４１） 　７（６．４８） ０（０） ０（０） 　８（６．７２） 　７（５．８８）

ＣＰＭ 　８（７．４１） 　５（４．６３） ０（０） ０（０） 　８（６．７２） 　５（４．２０）

ＰＴＯ 　３（２．７８） 　８（７．４１） ０（０） ０（０） 　３（２．５２） 　８（６．７２）

ＰＡＳ 　７（６．４８） １０（９．２６） ０（０） ０（０） 　７（５．８８） １０（８．４０）

２．２　两种方法药敏结果比较　以罗氏比例法药敏

结果为金标准，ＢＭＤ法检测耐药性的灵敏度和特异

度分别为５０．００％～１００％、９５．６９％～１００％，其中

灵敏度最低的药物为ＣＰＭ（５０．００％），其次为ＥＭＢ

（７４．５５％），特异度最低的药物为ＰＴＯ（９５．６９％）。

除ＥＭＢ（８７．３９％）、ＩＮＨ（９４．９６％）外，ＢＭＤ法检测

其他药物的耐药性符合率均≥９５％。见表２。
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　　注：红色条形柱表示比例法耐药菌株，蓝色条形柱表示比例法敏感菌株。

图１　ＭＴＢ药敏试验 ＭＩＣ分布

犉犻犵狌狉犲１　ＭＩＣｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｄｒｕｇｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｏｆＭＴＢ

表２　罗氏比例法和ＢＭＤ法药敏结果一致性分析

犜犪犫犾犲２　ＣｏｎｓｉｓｔｅｎｃｙｏｆｄｒｕｇｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｒｅｓｕｌｔｓｂｅｔｗｅｅｎＲｏｃｈｅ’ｓｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎａｌｍｅｔｈｏｄａｎｄＢＭＤｍｅｔｈｏｄ

药物

类型

ＢＭＤ

法

罗氏比例法

Ｒ Ｓ

灵敏度

［％（９５％犆犐）］

特异度

［％（９５％犆犐）］

阳性预测值

［％（９５％犆犐）］

阴性预测值

［％（９５％犆犐）］

符合率

（％）

ＩＮＨ Ｒ １０２ ０ ９４．４４

（８７．８１～９７．７２）

１００

（６７．８６～１００）

１００

（９５．４８～１００）

６４．７１

（３８．６２～８４．７４）

９４．９６

Ｓ ６ １１

ＲＦＰ Ｒ １０７ ０ ９８．１７ １００ １００ ８３．３３ ９８．３２

Ｓ ２ １０
（９２．８８～９９．６８） （６５．５５～１００） （９５．６８～１００） （５０．８８～９７．０６）

ＥＭＢ Ｒ ４１ １ ７４．５５

（６０．７３～８４．９１）

９８．４４

（９０．４５～９９．９１）

９７．６２

（８５．９０～９９．８８）

８１．８２

（７１．０４～８９．３６）

８７．３９

Ｓ １４ ６３

ＭＦＸ Ｒ ３２ ３ ９４．１２ ９６．４７ ９１．４３ ９７．６２ ９５．８０

Ｓ ２ ８２
（７８．９４～９８．９７） （８９．３２～９９．０８） （７５．８１～９７．７６） （９０．８６～９９．５８）

ＫＭ Ｒ ７ ０ ８７．５０

（４６．６８～９９．３４）

１００

（９５．８３～１００）

１００

（５６．０９～１００）

９９．１１

（９４．４０～９９．９５）

９９．１６

Ｓ １ １１１

ＣＰＭ Ｒ ４ １ ５０．００ ９９．１０ ８０．００ ９６．４９ ９５．８０

Ｓ ４ １１０
（１７．４５～８２．５５） （９４．３６～９９．９５） （２９．８８～９８．９５） （９０．７３～９８．８７）

ＰＴＯ Ｒ ３ ５ １００

（３１．００～１００）

９５．６９

（８９．７４～９８．４０）

３７．５０

（１０．２４～７４．１１）

１００

（９５．８３～１００）

９５．８０

Ｓ ０ １１１

ＰＡＳ Ｒ ７ ３ １００ ９７．３２ ７０．００ １００ ９７．４８

Ｓ ０ １０９
（５６．０９～１００） （９１．７９～９９．３１） （３５．３７～９１．９１） （９５．７６～１００）

　　注：Ｒ为耐药，Ｓ为敏感；符合率＝（两种方法均耐药的株数＋两种方法均敏感的株数）／检测总株数×１００％。

２．３　ＷＧＳ结果　罗氏比例法和ＢＭＤ法药敏试验

检测结果不一致的 ＭＴＢ共３４株，有２６株 ＭＴＢ药

敏检测使用罗氏比例法耐药＋ＢＭＤ法敏感，有１１

株 ＭＴＢ对药物使用罗氏比例法敏感＋ＢＭＤ法耐

药，其中有３株 ＭＴＢ对２种不同药物同时分别出

现使用罗氏比例法耐药＋ＢＭＤ法敏感和使用罗氏

比例法敏感＋ＢＭＤ法敏感。罗氏比例法药敏结果

与 ＷＧＳ总符合率为７６．１９％（３２／４２），ＢＭＤ法药敏

结果与 ＷＧＳ总符合率为２３．８１％（１０／４２），差异具

有统计学意义（χ
２＝２３．０４８，犘＜０．００１）。

８４．６２％（２２／２６）使用罗氏比例法耐药＋ＢＭＤ

法敏感的 ＭＴＢ在相关耐药基因中发生突变，其中１

株同时对ＫＭ 和ＣＰＭ 罗氏比例法耐药＋ＢＭＤ法

敏感的ＭＴＢ仅对ＫＭ在犲犻狊启动子区域发生突变，

而对ＣＰＭ相关耐药基因未发生突变；４株 ＭＴＢ对

ＩＮＨ在犳犪犫Ｇ１启动子区域发生突变，ＢＭＤ法药敏

检测 ＭＩＣ值在０．１～０．２μｇ／ｍＬ；１２株 ＭＴＢ对

ＥＭＢ在犲犿犫Ｂ基因上发生突变，ＢＭＤ法药敏检测
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ＭＩＣ值均≤临界浓度（５．０μｇ／ｍＬ）。

４５．４５％（５／１１）使用罗氏比例法敏感＋ＢＭＤ法

耐药的 ＭＴＢ在相关耐药基因中发生突变，其中２

株 ＭＴＢ对 ＭＦＸ在犵狔狉Ａ基因中发生突变，１株对

ＣＰＭ在狋犾狔Ａ基因中发生移码，２株对ＰＴＯ低浓度

耐药（５μｇ／ｍＬ）分别在犻狀犺Ａ和犲狋犺Ａ发生突变。有

３株 ＭＴＢ对于ＰＴＯ表现为野生型；有３株 ＭＴＢ

均未发现对ＰＡＳ有相关耐药基因突变。见表３。

表３　ＢＭＤ法和罗氏比例法药敏检测存在差异的 ＭＴＢ菌株 ＷＧＳ结果

犜犪犫犾犲３　ＷＧＳｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｔｒａｉｎｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｒｕｇｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｒｅｓｕｌｔｓｔｅｓｔｅｄｂｙＢＭＤｍｅｔｈｏｄａｎｄＲｏｃｈｅ’ｓｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎａｌ

ｍｅｔｈｏｄ

不一致菌株

药物类型

药物

类型

ＭＩＣ

（μｇ／ｍＬ）

突变

类型

株数

（株）

罗氏比例法耐药＋

ＢＭＤ法敏感

　ＩＮＨ ＩＮＨ ０．１ ＷＴ １

０．１～０．２ 犳犪犫犌１＿Ｃ１５Ｔ ２

０．２ 犳犪犫犌１＿Ｔ８Ｃ １

０．２ 犽犪狋犌＿Ｙ３３７Ｃ １

　ＦＲＰ ＦＲＰ １～２ 犽犪狋犌＿Ｓ３１５Ｔ ２

　ＥＭＢ ＥＭＢ ５ ＷＴ １

５ 犲犿犫犅＿Ｄ３５４Ａ １

２．５ 犲犿犫犅＿Ｄ３５４Ａ；

犲犿犫犅＿Ｑ４９７Ｋ

１

２．５ 犲犿犫犅＿Ｇ４０６Ｄ １

２．５～５ 犲犿犫犅＿Ｍ３０６Ｉ ４

５ 犲犿犫犅＿Ｍ３０６Ｌ １

５ 犲犿犫犅＿Ｑ４９７Ｋ １

　ＭＦＸ ＭＦＸ ≤０．１２５ ＷＴ １

　ＣＰＭ ＣＰＭ ≤０．５～２ 狉狉狊＿Ａ１４０１Ｇ ２

　ＩＮＨ＋ＥＭＢ ＩＮＨ ０．１ 犳犪犫犌１＿Ｃ１５Ｔ １ａ

ＥＭＢ ５ 犲犿犫犅＿Ｍ３０６Ｌ １ａ

　ＭＦＸ＋ＣＰＭ ＭＦＸ ０．５ 犵狔狉犃＿Ａ９０Ｖ １ｂ

ＣＰＭ １ 狉狉狊＿Ａ１４０１Ｇ １ｂ

不一致菌株

药物类型

药物

类型

ＭＩＣ

（μｇ／ｍＬ）

突变

类型

株数

（株）

　ＫＭ＋ＣＰＭ ＫＭ ５ 犲犻狊＿Ｇ１２Ａ １ｃ

ＣＰＭ ２ ＷＴ １ｃ

　ＥＭＢ＋ＭＦＸ ＥＭＢ ５ 犲犿犫犅＿Ｍ３０６Ｌ １ｅ

　ＥＭＢ＋ＰＴＯ ＥＭＢ １．２５ ＷＴ １ｆ

　ＥＭＢ＋ＰＴＯ ＥＭＢ ２．５ 犲犿犫犅＿Ｄ３２８Ｙ １ｇ

罗氏比例法敏感＋

ＢＭＤ法耐药

　ＭＦＸ ＭＦＸ ２ ＷＴ １

１ 犵狔狉犃＿Ａ９０Ｖ １

　ＣＰＭ ＣＰＭ ８ 狋犾狔犃＿Ｆｒａｍｅｓｈｉｆｔ １

　ＰＴＯ ＰＴＯ ＞２０ ＷＴ １

５ 犻狀犺犃＿Ｓ９４Ａ １

　ＰＡＳ ＰＡＳ ８～＞１６ ＷＴ ２

　ＥＭＢ＋ＰＴＯ＋ＰＡＳ ＥＭＢ ＞２０ ＷＴ １ｄ

ＰＴＯ ＞２０ ＷＴ １ｄ

ＰＡＳ ＞１６ ＷＴ １ｄ

　ＥＭＢ＋ＭＦＸ ＭＦＸ １ 犵狔狉犃＿Ａ９０Ｖ １ｅ

　ＥＭＢ＋ＰＴＯ ＰＴＯ ５ 犲狋犺犃＿Ｆｒａｍｅｓｈｉｆｔ １ｆ

　ＥＭＢ＋ＰＴＯ ＰＴＯ １０ ＷＴ １ｇ

　　注：ＭＩＣ为采用ＢＭＤ法药敏试验检测结果；ＷＴ为野生型；ａ～ｇ表示字母相同的菌株为同１株菌，其中ａ～ｃ表示共３株ＭＴＢ同时对２种

药物使用罗氏比例法耐药＋ＢＭＤ法敏感；ｄ表示１株 ＭＴＢ同时对３种药物罗氏比例法敏感＋ＢＭＤ法耐药；ｅ～ｇ共３株 ＭＴＢ对药物同时出

现罗氏比例法耐药＋ＢＭＤ法敏感和罗氏比例法敏感＋ＢＭＤ法耐药。

３　讨论

我国耐药结核病流行严重，经济、有效和快速检

测结核病耐药性对于结核病防治至关重要。当前我

国常用的基于罗氏培养基的比例法药敏试验操作繁

琐、检测时间至少４周
［１３１４］。该方法使用一个或两

个临界浓度来确定药物耐药性。然而，一些研究报

告，在耐药 ＭＴＢ菌株中观察到的异质性 ＭＩＣ水平

可能具有重要的治疗意义［１５］。Ｈｅｙｓｅｌｌ等
［１６］研究

表明，为了应对 ＭＩＣ参考临界浓度，临床医生可能

会增加药物的剂量，如左氧氟沙星或 ＭＦＸ，甚至考

虑减少具有毒性的药物剂量。因此，了解耐药程度

对临床治疗更有意义。ＢＭＤ法药敏试验不仅可以提

供定量药敏结果，还可以提供耐药程度（ＭＩＣ值）。

本研究发现使用ＢＭＤ法药敏试验检测平均周

期仅为８．５ｄ，短于罗氏比例法检测周期２８．０ｄ，ＢＭＤ

法药敏试验可更快地检出耐药菌株。本研究显示以

罗氏比例法药敏试验为标准，除了ＥＭＢ（８７．３９％）、

ＩＮＨ（９４．９６％）外，ＢＭＤ法检测其他药物耐药性的
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符合率均高于９５％。ＢＭＤ法检测对大部分药物的

灵敏度和特异度均＞９０％，但对ＣＰＭ 的灵敏度仅

为５０．００％，其主要原因是罗氏比例法对ＣＰＭ 耐药

的菌株仅为８株，ＢＭＤ法对ＣＰＭ 药敏结果分别为

４株耐药、４株敏感，由于耐药菌株数量过少不具有

代表性。本研究中有使用罗氏比例法发现９株对

ＥＭＢ耐药的 ＭＴＢ菌株 ＭＩＣ值在ＥＭＢ临界浓度

（５．０μｇ／ｍＬ）上，导致ＢＭＤ法对 ＥＭＢ检测灵敏

度、阴性预测值和符合率较低。研究［１７］表明，ＥＭＢ

的表型药敏方法不如ＩＮＨ 或 ＲＦＰ等其他药物准

确，实验室间或方法学一致性低。因此，需要更多基

于大样本的研究来评估ＢＭＤ法在检测这种药物的

敏感性方面的性能。

本研究还对两种表型方法总体不一致菌株进行

全基因组测序分析，发现罗氏比例法药敏结果与

ＷＧＳ总符合率高于ＢＭＤ法（犘＜０．００１），显示出

ＷＧＳ结果更支持罗氏比例法药敏结果。在使用罗

氏比例法耐药＋ＢＭＤ法敏感菌株中，有８４．６２％

的 ＭＴＢ菌株在相关耐药基因中发生突变，与抗结

核药物耐药性密切相关，其中１２株 ＭＴＢ对ＥＭＢ

在犲犿犫Ｂ基因上发生突变，ＭＩＣ值均≤临界浓度

（５．０μｇ／ｍＬ），说明ＢＭＤ法药敏在对ＥＭＢ的临界

浓度（５．０μｇ／ｍＬ）应需要更多数据验证及调整。使

用罗氏比例法敏感＋ＢＭＤ法耐药 ＭＴＢ菌株中，仅

４５．４５％的 ＭＴＢ菌株发生了相关耐药基因的突变，

说明ＢＭＤ法药敏对ＰＡＳ、ＰＴＯ等二线药物可靠性

有待进一步验证。

本研究具有一定的局限性。由于患者数据及研

究时间有限，某些药物耐药率低，如 ＫＭ、ＣＰＭ、

ＰＴＯ及ＰＡＳ耐药率＜１０％，这些药物的高特异性

可能导致结果偏倚，不具有代表性。应增加研究菌

株数量及耐药性，进一步研究、验证。

综上所述，ＢＭＤ法是一种准确、快速检测耐药

ＭＴＢ敏感性的方法，具有广泛的应用前景。与传统

罗氏比例法相比，ＢＭＤ法能够更快地检出耐药菌

株，并提供耐药菌株的 ＭＩＣ，有助于指导个体化治

疗。然而，ＢＭＤ法在某些药物的检测上还存在一定

的限制，需要进一步优化和改进。所以还需要继续

开展更多的研究，以进一步验证 ＢＭＤ 法在耐药

ＭＴＢ敏感性检测中的应用价值，并探索其他新的检

测方法，以提高结核病的治疗效果和控制策略。

利益冲突：所有作者均声明不存在利益冲突。
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