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方法对
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布鲁菌病$简称布病%是一种人畜共患传染病#人感染布鲁

菌后出现反复发热#同时伴有乏力*关节痛等症状#容易发展为

慢性病)布鲁菌分为
-

个经典种和
"%

个亚型#不同种*型之间

亲缘性很近'

"

(

#其中布病主要由羊*牛*猪*犬种布鲁菌感染引

起)近年来#布病疫情形势较为严峻#数据显示#
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年
"&

月

至
&#"#

年
1

月#中国共报告布病实验室诊断病例
"$"-#$

例'
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(
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&#"&

年#长沙市宁乡县发生布病疫情#为了对该疫情病

原体进行准确*快速地检测#本文在分离培养法检测的同时#建

立聚合酶链反应$

KHO

%方法对可疑布鲁菌菌株进行了核酸检

测#现报道如下)
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标本及菌株来源
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湖南省长沙市宁乡县疾病预防控制中

心送检的布病疑似患者血液标本
,

例#布鲁菌阳性菌株及
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株常见细菌菌株由本中心实验室保存)
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斜#使被检血液均匀分布在琼脂斜面上#置
,1c

温箱培养#

,>

后观察结果)如未见布鲁菌生长#可按上述方法再倾斜#使血

液均匀涂在琼脂斜面上#继续培养#每隔
">

观察
"

次#如有可

疑布鲁菌菌落#可分纯至琼脂试管培基#进一步作布鲁菌鉴定#

血培养
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仍不出菌#判定为阴性)
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%#结果为阳性#其他
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见对照细菌均为阴性#表明
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反应特异性强#见图
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为英诺克李斯特菌&
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为变形杆菌属&
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为奇异变形杆菌&
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为

肠致病型大肠杆菌&
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为产志贺毒素大肠杆菌&
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反应敏感度结果
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将
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特异性分析中扩增出的

布鲁菌阳性
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扩增产物进行
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克隆*测序验证后构建质

粒$大连宝生物生物技术公司完成%)然后利用本研究建立的
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方法同时检测
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方法敏感

度)检测结果显示
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反应敏感度为
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拷贝"反应#表明本研究建立的布鲁菌
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方法敏感度高)见图
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方法敏感度分析

>+?

!

分离培养法鉴定结果
!

,

例疑似布病患者血液标本经
"

周左右培养#均生长出无色透明*圆形*针尖大小的疑似布鲁菌

菌落$编号分别为
XN&#"&#"

*
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*

XN&#"&#,

%#进一步

菌落转种和血清凝集试验鉴定为布鲁菌)
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疑似布鲁菌
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扩增结果
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利用布鲁菌特异性基因引物
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株
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的预期
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基因片段#扩

增结果表明上述
,

株菌均为布鲁菌)见图
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图
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电泳图
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目前#针对布病的检测主要依赖分离培养法和免疫学方

法'

,

(

#分离培养方法是金标准#但分离培养鉴定耗时较长#且易

受病期的长短*抗菌药物治疗等因素的影响而降低布鲁菌分离

的阳性率&免疫学方法$虎红平板凝集试验*试管凝集试验%简

便*快速#适合布病的大面积筛检#但也存在不能区分现症和既

往感染*自然感染和布病疫苗免疫后出现的抗体等不足之处#

需要和其他方法联合应用来确诊布病的感染)随着分子生物

学技术的发展#国内外有较多采用
KHO

方法$荧光定量
KHO

方法*普通
KHO

方法%进行布鲁菌检测的报道'

$2!

(

#

R6G69BC407

等'

-

(利用荧光定量
KHO

方法对疑似布病患者的血液标本进行

了检测#结果表明该方法适用于分离培养方法结果阴性或免疫

学诊断存在抗体交叉反应的布病患者的诊断&文献'

1

(利用荧

光定量
KHO

方法对
"

例布鲁菌型脊髓炎患者进行了诊断#相

比常规培养方法#该方法具有较高的特异性和敏感性&但同时

荧光定量
KHO

由于需要昂贵的荧光定量
KHO

仪和较高的试

剂成本而限制了其广泛的应用'

I

(

)文献'

%

(利用
KHO

方法对

布鲁菌进行了筛查和分型鉴定研究#该研究不但可以对布鲁菌

属进行检测#还可以鉴定出牛*羊*猪种布鲁菌#同时还证实

KHO

方法的特异性和灵敏性均高于血清凝集试验)

本研究参考文献'
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(#针对
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?

2&

设计
KHO

引物#配合
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公司的
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)
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#建立布鲁菌属

KHO

检测方法#成功将
XN&#"&#"

*

XN&#"&#&

*

XN&#"&#,

菌株

鉴定为布鲁菌#和分离培养方法结果相同&相比分离培养方法#

本研究建立的布鲁菌属
KHO

方法具有快速#准确的优势&相比

荧光定量
KHO

方法#本方法具有经济便宜$无需昂贵的荧光定

量
KHO

仪和合成探针%和引物保存时间较长的优势#适合突发

布病疫情的快速检测)同时普通
KHO

方法扩增后的产物可以

直接进行核苷酸测序和基因分析#本研究中的
XN&#"&#"

*

XN&#"&#&

*

XN&#"&#,

菌株即通过
KHO

产物直接测序证实为

羊种布鲁菌)本研究建立的
KHO

方法仅能确定是否为布鲁

菌#尚不能进行分型鉴定是其不足之处#下一步将尝试分型鉴

定和对血液标本提取核酸后直接进行
KHO

扩增#来减少布病

职业暴露的风险)
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资料单独来源于神经外科而不包含非神经外科资料有关%#必

须对碳青霉烯类药物的使用加以规范&上述所有药物均不宜经

验性用于治疗本院鲍曼不动杆菌感染)米诺环素*头孢哌酮"

舒巴坦在本院使用时间不长#耐药率相对较低#分别为
&I+-a

*

,"+Ia

#所以临床应考虑将米诺环素或头孢哌酮"舒巴坦作为

本院治疗鲍曼不动杆菌感染的首选药物)但米诺环素和头孢

哌酮"舒巴坦具有较高的中介率$分别为
&%+#a

和
,I+&a

%#一

方面临床可以在安全剂量范围内适当加大用药剂量以使中介

鲍曼不动杆菌株变为敏感株#另一方面也应防止乱用或滥用这

些药物)

综上所述#本院神经外科病房鲍曼不动杆菌的临床感染和

耐药性已经非常严重#而鲍曼不动杆菌基因组的相关研究发现

其具有快速获得和传播耐药性的能力'

!

(

#所以防止鲍曼不动杆

菌的交叉感染显得尤其重要#这就需要临床医护人员加强各种

综合性治疗措施!要求神经外科病房加强环境和呼吸机等设备

的管理&严格执行无菌操作规程*各种消毒隔离制度和手卫生

规范制度&尽可能减少各种侵入性操作*尽量缩短各种置管的

留置时间*尽快停机拔管或尽早使用鼻面罩机械通气治疗以缩

短机械通气时间&应加强感染标本送检率*及时进行细菌耐药

性监测并根据实验室的药敏试验结果选择合适的抗菌药物)
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