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摘　要:目的　评价细菌培养快速准确诊断布鲁氏菌的方法.方法　采用细菌生长曲线、革兰染色、石碳酸复红单染、尿
素、氧化酶、触酶等快速实验方法分离的１４９株布鲁氏菌与疾病控制中心(CDC)标准试管凝集法(STA)结果进行比较,对实验

室诊断方法进行评价.结果　分离并确诊的１４９株布鲁氏菌中,有２株的STA 结果为阴性.结论　实验室快速诊断布鲁氏

菌的方法准确性高、易操作、生物安全性高,不易漏诊.
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Evaluationofrapiddiagnostictestsfor１４９isolatesofBrucellaspecies
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Abstract:ThediagnosisofBrucellainfectionscanbemadebyculture,whichcanbeidentifiedbydiverserapiddiagnostic
tests．Inthisstudy,１４９Brucellaisolatesthatwasidentifiedbyrapiddiagnostictestsincludingconventionalgrowthcurves,

Gramstain,carbolfuchsinstain,ureatests,oxidasetestsandcatalasetests,werecomparedwithCDC’sstandardagglutination
test(SAT)results．Amongthe１４９Brucellaspp．isolatedandconfirmedbyrapiddiagnostictests,twoisolateswerenegative
inSAT．Therefore,thisobservationsuggeststhatrapiddiagnostictestsforBrucellaspp．isofhighaccuracy,easeinoperaＧ
tion,considerablebiosafetyandfreeofmisdiagnosis．
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　　近年来,我国人兽共患病不断增多,尤其以布鲁

氏菌病最为显著.该病患者临床表现复杂多样,无
临床特征性,容易造成漏诊和误诊,给临床诊断带来

棘手问题.目前,布鲁氏菌病的诊断方法主要分为

病原学检测和血清学诊断,前者其准确率高,不易漏

诊,是布鲁氏菌检测的“金标准”;后者因为存在交叉

抗原及采集标本不合格等原因会造成假阳性诊断结

果[１].此外,布鲁氏菌对人体的致病力极强,易导致

实验室获得性感染[２].因此,确保实验室安全的情

况下,快速准确鉴定布鲁氏菌显得尤为重要.本文

就布鲁氏菌实验室快速鉴定的方法进行探讨,现报

道如下.

１　材料与方法

１．１　仪器　法国梅里埃 BACT/ALERT３D２４０全

自动细菌培养系统及配套的培养瓶、荷兰 MartAnＧ
oxomatMarkⅡ厌氧培养系统、含溶血素厌氧培养

瓶、美国FormaClassⅡ台式生物安全柜、美国BD
BECTECFX 全自动血培养仪、泰斯特 SPXＧ１５０B
Ⅲ生化培养箱、奥林巴斯CX２１显微镜.

１．２　试剂　哥伦比亚血琼脂培养基、麦康凯培养基

及巧克力培养基(购自郑州安图生物技术有限公

司)、美国BDBECTECFX全自动血培养仪配套的

树脂需氧培养基.

１．３　菌株采集　１４９株布鲁氏菌(剔除同一病号)
分离自本院２０１４年１月至２０１９年９月临床的血

液、骨髓、关节腔液、引流液、脑脊液等标本.经无菌

操作将３~１０mL标本接种于血培养仪配套的培养

瓶中,经全自动血培养仪扫描识别后直接放进培养
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仪进行检测.

１．４　实验室快速鉴定方法　首先将所采集标本进

行血培养,根据阳性瓶报警时间和观察细菌生长曲

线对细菌进行初步判断,如果阳性报警时间较长且

生长曲线有明显的“布鲁氏菌”曲线特征,则高度怀

疑为布鲁氏菌;再用注射器抽取所怀疑血培养瓶中

的样本,一部分用于涂片并进行革兰染色,瑞氏染色

和石碳酸复红单染,然后观察显微镜镜下形态,与此

同时,另一部分转种血平板、巧克力平板及麦康凯平

板,并于３５℃恒温箱中培养１８~２４h,观察细菌生

长情况,并进行触酶,氧化酶,尿素水解试验,根据镜

检的“布鲁氏菌”特征形态及生化反应结果为２h内

尿素水解阳性,氧化酶、触酶均为阳性则可确诊为布

鲁氏菌.

２　结　果

２．１　布鲁氏菌病患者的统计情况　临床分离的１４９
株布鲁氏菌,其中男性占１１０株,女性占３９株,年龄

分布在１~８１岁,儿童占３株.该病患者最常见的

临床表现是发热,典型病例表现为波状热,常伴有寒

战等症状;其次是多汗,布鲁氏菌病急性患者出汗尤

重,可湿透衣裤、被褥等;还有一些患者表现为全身

肌肉和多发性、游走性大关节疼痛;少数患者会出现

脊柱(腰椎为主)骨关节疼痛、畸形和功能障碍等.
本文所涉及到的１４９例患者中,１４３株患者有明确

的牛羊接触史,４株有吃牛羊肉或者喝生牛羊奶的

情况,２株有犬类接触史.

２．２　布鲁氏菌阳性报警时间　布鲁氏菌的阳性报

警时间远远大于其他细菌,因此可以通过阳性报警

时间对细菌类型做出初步判断[３].本文中１４９株布

鲁氏菌在血培养仪上阳性报警时间为５８．９~１２４．３
h,均值为７３．８h.具体分布时间见表１.

表１　来源于不同标本的布鲁氏菌在全自动

血培养仪中阳性报警时间(株)

Tab．１　PositivealarmingtimeofBrucellafromdifferent
specimensources,detectedwith

anautomatedbloodculturesystem

报警时间

(h)

布鲁氏菌(n＝１４９株)

血液 骨髓 脓液 关节腔液 脑脊液
合计

~４８ ０ ０ ０ ０ ０ ０

４８~ １７ １２ ０ ３ ０ ３２

７２~ ４６ ２０ ２ ２ ２ ７２

９６~ ２４ １３ １ ２ ２ ４２

１２０~１２４．３ ２ １ ０ ０ ０ ３

２．３　布鲁氏菌生长曲线　细菌在血培养瓶中的生

长繁殖过程可划分为迟缓期、生长期和稳定期３个

过程,布鲁氏菌是专性需氧菌,生长缓慢.布鲁氏菌

血培养生长曲线如图１所示,其特征为迟缓期曲线

较平坦,生长期曲线短且幅度小,稳定期曲线平坦.
图２和图３分别为大肠埃希菌生长曲线和金黄色葡

萄球菌生长曲线,其与布鲁氏菌血培养生长曲线有

明显的区别.

图１　布鲁氏菌生长曲线 图２　大肠埃希菌生长曲线 图３　金黄色葡萄球菌生长曲线

　Fig．１　GrowthcurveofBrucell Fig．２　GrowthcurveofEscherichiacoli Fig．３　GrowthcurveofStaphyＧ
lococcusaureus

２．４　细菌学和生化功能鉴定　镜检:革兰染色镜下

发现呈片状的革兰阴性小球杆菌,染色很弱,不易观

察;瑞氏染色镜下可见紫色的小球杆菌单个或成堆

或像细沙样;石碳酸复红单染镜下可见红色的小球

菌成泥沙样,其镜下染色图片分别为图４、图５、图６

(放大倍数均为１０×１００),不同染色方法所观察到

的布鲁氏菌分别如图中箭头所示.接种的平板在

３５℃恒温箱中培养１８~２４h,血平板及巧克力培养

平板上生长出针尖大小的菌落类似一层血膜,延长

培养到７２h,生长出较小、灰色、圆形、突起、边缘整
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齐且不溶血的大小相同的菌落,麦康凯平板上无菌

落生长,其生化反应结果为２h内尿素水解阳性,氧
化酶、触酶均为阳性.

图４　布鲁氏菌革兰染色 图５　布鲁氏菌瑞氏染色 图６　布鲁氏菌石碳酸复红单染

　Fig．４　BrucellaGramstain Fig．５　Brucella Wrightstain Fig．６　Brucellastonecarbonatered
singlestain

３　讨　论

布鲁氏菌病,是由布鲁氏菌属细菌引起的人兽

共患病,是全世界范围的动物源性传染病[４].布鲁

氏菌病的发生、发展和转归比较复杂,其临床表现多

种多样,很难以某一种症状来确诊,临床医生多因发

热考虑菌血症,送检血液培养和骨髓培养,部分实验

室因经验不足,未能培养鉴定出细菌,造成漏诊.目

前,布鲁氏菌病确诊实验方法主要有布鲁氏菌培养

鉴定、试管凝集试验(SAT)、补体结合试验(CFT)、
抗人免疫球蛋白试验(Coomb′s)和聚合酶联反应

等[５],但 是 布 鲁 氏 菌 培 养 鉴 定 和 试 管 凝 集 试 验

(SAT)是最常见的诊断方法.其中,试管凝集试验

(SAT)不属于临床实验室常规开展的方法,而是由

疾病控制中心开展的项目,常用于流行病调查研究.
临床科室一般通过细菌培养鉴定为布鲁氏菌后,运
送标本至疾病控制中心进行试管凝集试验(SAT)
复检.

因此,实验室目前诊断布鲁氏菌最可靠的方法

还是以细菌培养为主,该法通常在血培养瓶报阳后

进行接种,常规培养７２h左右,待有灰白色菌落生

成后进行生化鉴定[６].而本文所采用的是对细菌培

养方法进行优化后的方法,其主要特点在于血培养

瓶报阳后,直接取一部分样品进行革兰染色和石碳

酸复红单染,由于布鲁氏菌属于革兰阴性小型球杆

菌,经革兰染色该菌呈细沙样且细胞壁不易被碱性

复红复染,着色较淡不易被发现,分离的１４９例布鲁

氏菌中８５例镜下革兰染色阴性,未能明显看见细

菌,经验不足的人员不易分辨.但经石碳酸复红单

染,镜下明显可见樱红色的小球菌成泥沙样排列,提
示有细菌存在,结合革兰染色和石碳酸复红单染的

染色结果,高度怀疑为布鲁氏菌;与此同时,取另一

部分样品接种培养１８~２４h,随后通过生化反应进

行鉴定,缩短了报告时间.因而本文所述方法较常

规细菌培养方法相比更加快速.值得注意的是,本
文无法参考标准菌株进行鉴定,因为根据«中华人民

共和国动物防疫法»规定,布鲁氏菌病为乙类传染

病,其标准菌株在国内没有购买途径.本文所涉及

到的布鲁氏菌都是通过凝集实验和基质辅助激光解

吸电离飞行时间质谱来进行验证的.
本文中的１４９株布鲁氏菌以血液和骨髓标本来

源为主,分别为８９株和４６株,有少量标本来源于关

节腔液,极少量存在于脓液和脑脊液中.在１４９株

布鲁氏菌中,有两株临床反馈的结果为阴性,该两名

患者否认牛羊接触史和食用未熟的肉制品、奶制品,
但有饲养犬类,临床科室按照布鲁氏菌病治疗方案

对患者进行治疗,病情明显好转,则可判断为犬布鲁

氏菌感染.造成SAT凝集结果为阴性的最主要原

因可能是由于犬布鲁氏菌属于粗糙型菌,不适合用

光滑型菌SAT抗原检测,即由于抗原表位的不同,
布鲁氏杆菌可以表现为SAT 阴性[７Ｇ９].此外,也不

排除可能受采样及血清中抗体浓度的影响等[６].

SAT凝集方法对产生症状的急性感染患者更加敏

感,但对于慢性患者很容易造成漏诊,比如Sanodze
等人研究发现该方法在布鲁氏菌病的早期诊断中其

灵敏度很低[１０Ｇ１１].同时,对于流行区患者,由于高背

景抗体效价等原因,会出现假阴性,因此,可能存在

多种因素导致该方法对布鲁氏菌病诊断的准确率并

没有本文所述的方法高.
综上所述,本文所采用的实验室布鲁氏菌诊断

方法的准确率高,快速且具有较高的生物安全性,说
明了病原学诊断在一定程度上优于血清学诊断.

利益冲突:无
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路途遥远不能按时服药情况,从而提高服药依从性,
降低失访率.建立包虫病微信工作群,可随时交流

有关包虫病患者相关信息,指导防疫专干、村医规范

开展患者管理工作.
同时,县疾病预防控制中心负责协调各部门工

作,起着上传下达的作用,承担着基层医务人员业务

培训的任务,对防疫专干、村医进行绩效考核,有卫

生行政部门的大力支持,极大地推动了“医防结合”
包虫病诊疗新模式的实施.

但在实际实施过程中,仍然存在以下问题:①仍

存在间断服药患者,服药依从性低;②乡(镇)卫生院

对包虫病的宣教不到位,对包虫病患者服药期间的

督导缺乏主动性;③部分患者属于农牧民,居住场所

不定,造成一定的失访率.针对目前存在的问题,下
一步工作计划中,我们会汲取“医防结合”模式在运

行过程中的经验教训,不断完善实施方案,并将此模

式推广至其他县级包虫病定点医院.加强包虫病知

识的健康宣教,加强服药患者的监管力度,建立有效

的监管机制,每年定期对防疫专干、村卫生室的工作

人员进行业务培训,加大管理力度,提高患者依从

性,建立包虫病云平台体系,跟踪随访患者,降低患

者失访率,给予患者最优质的医疗服务.
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