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摘要：　 目的　 对 ２０１５ 年郴州市人感染布鲁氏菌疑似患者和病羊进行血清学和分子生物学检测，以明确诊断。 　 方法　
对患者进行流行病学调查，采用血培养法对试管凝集试验检测为布鲁氏菌抗体阳性的患者和病羊血液进行荧光 ＰＣＲ 及

细菌分离培养，应用分子生物学方法和基因测序对可疑菌落进行种类鉴定。 　 结果　 ６８ 份高危及疑似布病患者血清抗

体筛查 １３ 份阳性；１ ６７９ 份羊血血清抗体检测 ５７ 份阳性，６ 株分离株经荧光 ＰＣＲ 鉴定为羊种布鲁氏菌。 　 结论　 ２０１５ 年

引起郴州市布病的主要病原类型为羊种布鲁氏菌，应采取综合措施防止布病在郴州流行。
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　 　 布鲁氏菌病（ｂｒｕｃｅｌｌｏｓｉｓ，简称布病）是由布鲁氏

菌属的细菌引起的传染－变态反应性人兽共患传染

病，法定的乙类传染病，临床症状以发热、乏力、关节

痛、肝脾肿大为特点，严重威胁人、畜健康，在世界 １７０
多个国家和地区存在人畜间布病流行，每年造成的经

济损失高达数十亿美元［１］。 郴州市 ２０１５ 年 ６ 月发现

首例布鲁氏菌病例，到 ２０１５ 年 １２ 月 ３１ 日共报告 １３
例病例，本文对 ２０１５ 年郴州市布病的实验室诊断和病

原学特征进行分析，为郴州市布病防控提供科学依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料　 ２０１５ 年 ６－１２ 月，采集高危者及疑似布病
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作。

患者静脉血 ６８ 份、病例密切接触者静脉血 ３７ 份，羊血

１ ６７９ 份。
１􀆰 ２　 仪器与试剂 　 ７５００ 实时荧光定量 ＰＣＲ（ＡＢＩ 公
司）；ＶＩＴＥＫ２ Ｃｏｍｐａｃｔ（梅里埃公司）全自动微生物细

菌鉴定仪；虎红平板凝集抗原；试管凝集试验抗原；Ａ、
Ｍ 和 Ｒ 布病分型血清由中国疾控中心传染病所布病

实验室提供；双相血培养瓶；布鲁氏菌核酸测定试剂盒

（上海之江生物科技股份有限公司）。
１􀆰 ３　 方法

１􀆰 ３􀆰 １　 血清学检测　 对高危人群用虎红平板法和试

管凝集法进行血清抗体筛查，虎红平板凝集试验（ＲＢ⁃
ＰＴ）是 ｐＨ（３􀆰 ８±０􀆰 ２）高浓菌液，经标准血清标化并用

虎红染料染色菌体制成的玻片抗原，是活化 ＩｇＧ，用于

布病的初筛试验。 试管凝集试验（ＳＡＴ）是检测 ＩｇＭ，
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可作为布病的早期诊断。 检测方法参考《布鲁氏菌病

诊断标准》（ＷＳ２６９－２００７） ［２］。
１􀆰 ３􀆰 ２　 细菌培养　 采集虎红平板法和试管凝集法血

清抗体阳性的疑似患者抗凝血 ４ｍｌ 进行血培养，接种

双相血培养瓶置 ５％ＣＯ２，３７ ℃培养 ３ ～ ５ ｄ 后观察，并
转种血平板，进行菌株分离纯化，５％ＣＯ２，３７ ℃培养 ２
ｄ 后观察结果，为无色透明、圆形、凸起、针尖大小菌

落，ＶＩＴＥＫ２ 全自动微生物细菌鉴定仪进行鉴定。
１􀆰 ３􀆰 ３　 荧光 ＰＣＲ 试验　 将取自病羊全血和患者的血

培养物标本进行荧光 ＰＣＲ 试验，取样品 ３ ｍｌ，１３ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２ ｍｉｎ，弃上清，沉淀中加入 １００ μｌ ＤＮＡ 提

取液，充分混匀，沸水浴 １０ ｍｉｎ，１３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５
ｍｉｎ，取 ４ μｌ 作 ＰＣＲ 反应，ＰＣＲ 参数设置：３７ ℃２ ｍｉｎ；
９４ ℃２ ｍｉｎ；９３ ℃１５ ｓ，６０ ℃６０ ｓ，４０ 个循环；单点荧光

检测温度为 ６０ ℃，反应体系为 ４０ μｌ。
１􀆰 ３􀆰 ４　 基因测序 　 采用 Ｓａｎｇｅｒ 测序法，选择布鲁氏

菌外膜蛋白 ｏｍｐ２ａ 和插入序列 ＩＳ７１１０ 测序，按照文献

报道［３－４］引物对 ＰＣＲ 产物进行基因测序，测序由赛默

飞世尔科技公司（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）完成，测序

结果用 ｍｕｔａｔｉｏｎ ｓｕｒｖｅｙｏｒ 生物软件进行分析。

２　 结　 果

２􀆰 １　 流行病学调查

２􀆰 １􀆰 １　 病例发病情况　 郴州市 ２０１５ 年 ６ 月 １１ 日－１２
月 ３１ 日，共报告 １３ 例布鲁氏菌患者，诊断时间主要是

７ 月和 １２ 月，年龄最大 ６０ 岁，最小 １３ 岁，职业分布以

农牧民为主，农民占 ６１􀆰 ５４％（８ ／ １３），牧民占 １５􀆰 ３８％
（２ ／ １３），临武县同益乡 ２ 例病例是夫妻，桂阳县和平

镇石碑村出现 ２ 例病例，见表 １。 １３ 例病例都直接或

间接有过羊接触史。
２􀆰 １􀆰 ２　 重点人群和环境调查　 共采集 ３７ 名与病例密

切接触的相关人员血液和抗凝血各 １ 份，检出隐性感

染 ４ 名，其中宜章栗源镇 ２ 名隐性感染者为病例的儿

子和儿媳妇。 郴州市畜禽水产品质量检验检测中心对

郴州市养殖的部分牛羊进行了布鲁氏菌检测，检测方

法为虎红平板抗原凝集试验和试管凝集试验。 检测牛

血 ３０４ 份，未检测到布鲁氏菌；检测羊血 １ ６７９ 份，检
出阳性 ５７ 份。 来源于 ６ 群羊，分别是嘉禾塘村乡某村

２０ 份，桂阳县仁义镇某村 ３ 份，桂阳县和平镇某村 ３
份，永兴县柏林镇某村 ２ 份，嘉禾县袁家镇某村 ２５ 份，
临武县同益乡某村 ４ 份。
２􀆰 ２　 实验室检测结果

２􀆰 ２􀆰 １　 血清学检测 　 ６８ 份被检者血清中，虎红平板

凝集试验阳性 ２４ 份，试管凝集试验阳性 １７ 份。 １３ 份

阳性病例全血中分离到布鲁氏菌 ６ 株，６ 株菌株用荧

光 ＰＣＲ 检测为羊种布鲁氏菌，３ 份病羊全血培养物采

用 ＰＣＲ 检测阳性标本 ２ 份，也是羊种布鲁氏菌。
表 １　 ２０１５ 年郴州市 １３ 例布病发病情况

编号 性名 性别 年龄（岁） 地区 职业 诊断时间

１ 彭某 男 ３７ 北湖区芙蓉乡 农民 ７ 月 １３ 日

２ 欧某 男 ３２ 北湖区保和镇 农民 ７ 月 ２８ 日

３ 段某 男 ２４ 北湖区燕泉路 商人 ７ 月 ３０ 日

４ 李某 男 ５２ 桂阳县正和乡 农民 ６ 月 １１ 日

５ 李某 女 ５７ 桂阳县和平镇 农民 ７ 月 １６ 日

６ 李某 女 ４９ 桂阳县和平镇 职工 ７ 月 ３０ 日

７ 王某 男 ３２ 桂阳县仁义镇 农民 ８ 月 １１ 日

８ 郭某 男 ６０ 永兴县柏林镇 农民 ９ 月 １５ 日

９ 刘某 男 １３ 永兴县油麻乡 学生 １２ 月 ２９ 日

１０ 文某 男 ４１ 临武县同益乡 牧民 １２ 月 １１ 日

１１ 文某 女 ４０ 临武县同益乡 牧民 １２ 月 １１ 日

１２ 彭某 男 ３２ 嘉禾县袁家镇 农民 ９ 月 １４ 日

１３ 黄某 男 ５９ 宜章县栗源镇 农民 １２ 月 ２４ 日

２􀆰 ２􀆰 ２　 病原菌分离　 血琼脂平板 ５％ＣＯ２ ３７ ℃培养 ３
ｄ 后观察，肉眼可见灰白色、针尖大小、圆形稍隆起、表
面光滑、不溶血的菌落。
２􀆰 ２􀆰 ３　 生化鉴定 　 用 ＶＩＴＥＫ２ 全自动微生物细菌鉴

定仪，选择 ＧＮ 卡培养 ８ ｈ，进行鉴定结果为羊种布鲁

氏菌（分辨率为 ９９％）。 生化反应：氧化酶和过氧化氢

酶、尿素酶、酪氨酸芳胺酶、氨基乙酸芳胺酶阳性；葡萄

糖、麦芽糖、蔗糖等其它 ４３ 项阴性。

图 １　 布鲁氏菌分离株基因测序结果
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２􀆰 ２􀆰 ４　 基因测序及结果分析　 选择 ２ 菌株的 ＰＣＲ 产

物进行测序（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）。 测序结果用生

物信息学软件 ｍｕｔａｔｉｏｎ ｓｕｒｖｅｙｏｒ 进行分析，将样本测序

结果与猪牛羊犬等不同型别的布鲁氏菌进行比对分

析，结果显示 ２ 株菌株均含有羊种布鲁氏菌，其中 １ 号

标本测序结果见图 １。 由于样本中除了含有羊布鲁氏

菌还有另外一种布鲁氏菌，所以测序峰图出现套峰。
而羊布鲁氏菌之外的布鲁氏菌目前还没有找到序列可

以匹配。

３　 讨　 论

布病是一种布鲁氏菌引起的人兽共患慢性传染

病，严重危害人们健康及畜牧业的发展，是全球最常见

的人兽共患传染病之一。 我国多见于内蒙古、东北、西
北等牧区，近年流行区域南移，南方各省均有不同程度

发现人、畜布病感染，全国布病疫情呈快速上升趋

势［６］，南昌市、长沙市都有布病暴发流行的报道［５－６］。
郴州市作为布病的非疫区，历史上无人畜布病报

告，２０１５ 年 ６ 月报告首例布鲁氏菌病例，之后陆续检

出 １３ 例病例，隐性带菌者 ４ 例，聚集性病例 ２ 起，分别

发生在桂阳县某村和临武县某村。 ６ 个月内郴州市有

５ 县 １ 区出现病例，这一方面与当地医疗水平、诊断水

平提高有关系［７－８］，另一方面也反映我国布病疫情正

处于由北向南播散的趋势［９］。 此次分离的菌株经鉴定

为羊种布鲁氏菌，是我国目前主要引起病情的优势病

原菌［１０－１１］。 细菌培养方法是金标准，但耗时长，检出

率低；ＲＢＰＴ 法较 ＳＡＴ 法假阳性高些，ＲＢＰＴ 和 ＳＡＴ 法

适合基层医疗部门检测。 ＳＡＴ 大部分为阳性情况下，
细菌分离和 ＰＣＲ 只有 ４０％和 ７０％阳性相符，ＰＣＲ 方法

阳性检出率没有血清凝集试验高，但特异性和灵敏性

比血清凝集试验高［１２］。
布鲁氏菌属于胞内寄生菌，可以在机体内长期存

在，急性期患者如不能得到及时有效治疗，一旦转为慢

性感染，机体很难将其彻底清除。 而且病例与病羊形

成了传播链以后，如不能及时发现，极易造成本地布病

播散，引起暴发。 畜牧部门要加强畜牲检疫与流通监

管，做好畜间免疫工作，有效控制传染源；疾控部门要

加大健康教育力度，提高民众对布病的认识，在春夏季

对布病高发地区进行重点监测；医疗部门要及时发现

新病例，及时治疗，各部门密切配合才能有效控制布病

的流行。
志谢：郴州市畜禽水产品质量检验检测中心陈男颖、陈文承。
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