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估其在布鲁菌临床分离株鉴定中的应用价值$方法
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数据库与自建布鲁菌数据库对临床分离株进行质量图谱比对分析"可以实现对布鲁菌属细菌
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布鲁菌病又名波状热%是由布鲁菌感染引起的自

然疫源性疾病%临床上主要表现为病情轻重不一的发

热)多汗)乏力)骨关节和肌肉疼痛等&

$

'

(已知有
'#

多种动物"羊)牛)猪)犬)鹿)马)骆驼等#可以作为布

鲁菌贮存宿主(布鲁菌病的主要传染源为病畜%人类

通过接触或食用病畜肉)奶及奶制品而被感染&

.

'

(近

年来%随着经济发展)国内外交流日益频繁%布鲁菌病

的发病率呈上升趋势&

"

'

(布鲁菌对人体的致病力极

强%常导致实验室获得性感染%被认为是潜在的生物

恐怖病原菌(因此%快速)准确地鉴定布鲁菌显得尤

为重要(

基质辅助激光解析电离飞行时间质谱"
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#技术因具有快速)准确)灵敏)自动化及高

通量等特点已广泛应用于病原微生物的鉴定&

-,'
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(德

国布鲁克公司生产的
@2F?D,̂ A]P)86
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质谱仪

及其配备的
P)86

Q̀

5[

数据库具有快速简单的工作流

程和强大可靠的数据处理能力%已被许多临床微生物

实验室作为病原菌鉴定的常规仪器(但遗憾的是%

P),

86

Q̀
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常见菌数据库并不含有布鲁菌属细菌的特征

指纹图谱(本研究按照布鲁克公司推荐的方法%对

$

株已确定为布鲁菌的临床分离株建立了布鲁菌的质

量指纹图谱%并将其运用于布鲁菌的临床鉴定工作

中(现报道如下(
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材料与方法

$%$

"

材料

$%$%$

"

菌株来源
"

本院微生物实验室
.#$"

年
$#

月

在
$

份患者血培养阳性标本中分离到
$

株布鲁菌

P0VbL$

(

.#$1

年
-

月)

.#$'

年
'

月分别在血培养阳

性标 本 中 分 离 到 布 鲁 菌 疑 似 菌 株
P0VbL.

和

P0VbL"

(

.#$-

年
$#

月 "

P0V[=$
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.#$1

年
1

月

"

P0V[5$

#)

.#$!

年
'

月"

P0V[=.

#

.

所上海三级甲等

医院未能准确鉴定而送至本院的布鲁菌疑似菌株共

"

株(
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试剂
"

需氧血培养瓶和厌氧血培养瓶"美国%

P?

公司#$血平板)麦康凯平板"中国%上海伊华生物

技术有限公司#$巧克力平板"法国%

P)8@n[)5=b

公

司#$甲酸)乙腈和三氟乙酸"德国%

a)

4

<7,29:[)KL

公

司#$

%

,

氰基
,-,

羟基肉桂酸"

YCC2

#基质)

DG?

细菌测

试标准品"德国%

P[=N5[?7968+)N

公司#$

ZC0

引物合

成"中国%生工生物工程上海公司#$

ZC0

试剂盒"中

国%宝生物工程大连有限公司#(

$%$%&

"

仪器
"

P2Ĉ BC
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]U

血培养系统"美国%

P?

公司#$
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仪和

@aZ&'

靶板"德国%
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公司#$
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方法
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首株布鲁菌的鉴定
"

.#$"

年
$#

月本院微生

物实验室分离到一株布鲁菌疑似菌株
P0VbL$

%经涂

片革兰染色及柯氏染色判断其疑似布鲁菌%使用

GD̂ BJ

-

.C8<

Q
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全自动微生物分析系统
>H

革

兰阴性菌鉴定卡及
$'a[?H2

基因测序确认该菌株

为马耳他布鲁菌%后续实验中
P0VbL$

被用于自建

@2F?D,̂ A]@a

布鲁菌蛋白质量指纹图谱数据库(

$%%%%

"
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布鲁菌质量指纹图谱的采

集
"

将
P0VbL$

接种至血平板%

"1h

孵育
$'

!

.-L

%

挑取单个菌落于
!13

的乙醇溶液"

$##

&

F

左右#中混

匀%

$-###[

/

<)+

离心
.<)+

后弃上清%在菌落沉淀中

加入
!#3

甲酸溶液和乙腈各
$#

&

F

%混匀裂解细菌%

各取
$

&

F

裂解液点样至
@aZ&'

靶板的
/

个靶位上%

室温下自然干燥后%每个靶位加入
$
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F
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,-,

羟

基肉桂酸"

YCC2
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仪进行检测(采用
DG?

细

菌测试标准品校正仪器参数%利用
]95bK8+6[89"%#

软件获得蛋白指纹图谱%每个靶位采集
"

份图谱%将

.-

份图谱保存至同一个文件夹内(参数设置,采用线

性正离子模式%离子源电压
$

为
.#NG

%离子源电压
.

为
$/NG

%离子源透镜电压
'NG

%脉冲离子引出时间

为
$##+*

%检测质量范围
.###

!

.####<

/

T

%激光衰

减器偏置
.#3

%激光衰减器范围
"#3

%激光强度

'#3

!

/#3

%激光解析至少
$##

次/孔%累加至信号强

度大于
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布鲁菌质量指纹图谱数据的处理
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鉴定分析软件中打开
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的
.-

份质量指纹图谱%评估其质量并删除重复性不
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佳的低质量图谱%使用1

C[5765@aZ

2功能将剩余的合

格图谱转化成主要质量图谱"

@aZ

#%最后把新生成的

@aZ

添加到新创建的数据库中(
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布鲁菌临床分离株的鉴定
"

对临床分离株

P0VbL.

和
P0VbL"

对应的血培养阳性标本行革兰

染色及柯氏染色&

!

'

%纯培养菌落进行氧化酶)触酶)尿

素酶等生化反应试验(对
P0VbL.

和
P0VbL"

及外

院送交的
P0V[=$

)
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和
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株细菌
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检测%参数设置同上(将图谱
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鉴定分析软件%与
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数据库及自建布鲁菌数据库进行比

对%记录排名第一位的鉴定结果和质谱评分以确定细

菌分类(
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对上述菌株进行细菌
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(具体

过程同文献&

1

'%

ZC0

产物送至生工生物工程上海公

司进行测序(测序结果提交美国国立生物技术信息

中心
L66

Q

*

,//

RRR%+K;)%+9<%+)L%

4

8S

/进行
;97*6

比

对%分析得出细菌最可能所属的菌种(

$%%%J

"

血清学试验
"

采集患者血清送上海市疾病预

防控制中心行布鲁菌试管凝集试验(

%

"

结
""

果

%%$

"

涂片染色及生化反应
"

临床分离株
P0VbL.

和

P0VbL"

菌落涂片革兰染色及柯氏染色镜检为革兰

阴性短小球杆菌%血培养阳性标本染色镜检可见菌体

细沙样堆积"图
$

#%布鲁菌革兰染色着色弱%而柯氏染

色效果较好%菌体镜下清晰可见%其生化反应结果均

为氧化酶阳性%触酶阳性%尿素酶阳性(以上结果说

明
P0VbL.

和
P0VbL"

疑似布鲁菌属细菌(

""

注,

2%

菌落革兰染色$

P%

菌落柯氏染色$

C%

血培养阳性标本革兰染

色$

?%

血培养阳性标本柯氏染色

图
$

""

布鲁菌菌落及血培养阳性标本

革兰染色及柯氏染色$

$###g

%

%%%

"

自建布鲁菌数据库及临床分离株的鉴定
"

通过

方法
$%.%.

得到了
.-

份布鲁菌
P0VbL$

的质量指纹

图谱%

@)K[8]95b

^@

P)86

Q̀

5["%#

鉴定分析软件显示
.-

份图谱之间相似度高"图
.

#%无低质量图谱%则未删除

任何图谱(应用该软件1

C[5765@aZ

2功能将此
.-

份

图谱转化成主要质量图谱%但因软件未提供该功能所

生成主要质量图谱的导出或显示等功能%故选取
.-

份图谱中
$

份代表性的
P0VbL$

质量指纹图谱见图

"2

%获得的
P0VbL.

)

P0VbL"

)

P0V[=$

)

P0V[=.

和

P0V[5$

质量图谱见图
"P

!

]

%可见此
'

份质量指纹

图谱较为一致(

""

注,纵坐标为质量指纹图谱编号%横坐标为质荷比

图
.

""

.-

份布鲁菌
P0VbL$

的
@2F?D,̂ A]@a

凝胶视图

""

注,

2%P0VbL$

$

P%P0VbL.

$

C%P0VbL"

$

?%P0V[=$

$

B%P0V[=.

$

]%P0V[5$

图
"

""

布鲁菌临床分离株质量指纹图谱

""

使用
@)K[8]95b

^@

P)86

Q̀

5["%#

鉴定分析软件将

这
1

株临床分离株的质量图谱与
@2F?DP)86

Q̀

5[

数

据库及自建布鲁菌质量指纹图谱进行比对%发现与
1

株细菌相似度最高即质谱评分最高的鉴定结果为布

鲁菌
P0VbL$

%各分离株的质谱评分分别为
.%-#!

)

.%-!1

)

.%-"'

)

.%-''

和
.%"&!

(布鲁克公司推荐的质

谱鉴定结果
"

分制标准,分值
.%###

!

"%###

时鉴定结

果1种2水平可信%分值
$%!##

!

$%&&&

时鉴定结果

1属2水平可信%分值
)

$%'&&

时鉴定结果不可信(但

是%由于布鲁菌属细菌种间差异较小%且在并未获得

!

1--$

!
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卷第
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其他种类布鲁菌如流产布鲁菌"即牛种布鲁菌#)猪布

鲁菌)狗布鲁菌的自建质谱数据库情况下%本实验针

对自建布鲁菌数据库设定评分标准,分值
$%!##

!

"%###

时1属2水平可信%分值
)

$%'&&

时鉴定结果不可

信(根据上述标准%

1

株细菌被判断为布鲁菌属细菌(

GD̂BJ

-

.C8<

Q

7K6

全自动微生物分析系统对

P0V[=$

和
P0V[5$

的鉴定结果均为吉氏玫瑰单胞菌

"

&/+4/8/#2+

0

"<26$""

#%生物编码为
######$"##-#$##$

%

可信度
&&3

(

%%&

"

$'a[?H2

基因测序
"

P0VbL.

)

P0VbL"

)

P0V[=$

)

P0V[=.

和
P0V[5$

的
$'a[?H2

基因测序

结果表明它们均为布鲁菌属%与上述质谱结果相符(

%%'

"

血清学试验
"

根据上海市疾病预防控制中心报

告%检出
P0VbL.

)

P0VbL"

的患者血清中布鲁菌抗

体效价为
$o/##

)

$o/##

"抗体效价
'

$o$##

为

阳性#(

&

"

讨
""

论

""

布鲁菌病是全世界最常见的动物源性传染病之

一%全球估计每年约新增
1#

万病例%给人类健康和畜

牧业发展带来严重的威胁和极大的损失&

/,&

'

(布鲁菌

是导致布鲁菌病的病原菌%人群对布鲁菌普遍易感(

疫畜是布鲁菌病的主要传染源%我国大部分地区羊是

主要传染源%有些地方则为牛)猪%鹿和犬属于次要传

染源(通常%布鲁菌患者发病前与家畜或畜产品)布

鲁菌培养物发生过密切接触%也可能生活在疫区(

.#$1

年
-

月血培养阳性标本中检出布鲁菌
P0VbL.

的患者并非来自于疫区%但补充询问病史时%他表示

近期曾食用羊肉%而另一名检出布鲁菌
P0VbL"

的患

者则来自牛羊养殖专业区(外院
"

个病例亦存在类

似情况(布鲁菌病一年四季均可发生%羊种即马耳他

布鲁菌流行有明显的季节性%我国北方牧区人群发病

高峰为
-M1

月%但猪种)牛种布鲁菌引起的布鲁菌病

季节性不明显&

$#

'

(本研究涉及菌株数量较少%但有
-

株布鲁菌的检出时间为
-M'

月%推测这些菌可能是

马耳他布鲁菌(通过临床表现及病原学检查结果诊

断为布鲁菌病后%这
1

例患者转院至上海市公共卫生

临床中心进行下一步针对性治疗(

布鲁菌常规鉴定方法为生化表型法即通过

GD̂ BJ

-

.C8<

Q

7K6

全自动微生物分析系统使用
>H

革兰阴性菌鉴定卡进行菌种鉴定%此方法耗时较长%

需孵育过夜才能获得鉴定结果%而且因该菌为潜在的

生物恐怖病原菌%所以从生物安全角度考虑%不建议

大量活菌试验如使用
>H

卡鉴定细菌(另外%基于

$'a[?H2

基因序列测定和比对而建立的细菌鉴别分

类方法%被称为细菌鉴定的1金标准2%但此方法步骤

烦琐)对人员的技术水平要求较高(外院送交的菌株

P0V[=$

和
P0V[5$

&

$$

'被
GD̂ BJ

-

.C8<

Q

7K6

系统

错误地鉴定为吉氏玫瑰单胞菌(布鲁菌也曾被其他

国内外微生物实验室错误地鉴定为人苍白杆菌)苯丙

酮酸莫拉菌)支气管败血鲍特菌及吉氏玫瑰单胞菌

等&

$.,$"

'

(

GD̂ BJ

-

.C8<

Q

7K6

系统误鉴定布鲁菌可

能是由于血培养阳性标本所分离的初代细菌生长速

度等特性与正常传代培养的标准菌株不同%导致生化

反应结果有差异%还可能是因为全自动微生物分析系

统会提前判读鉴定结果%而布鲁菌生长缓慢%提前判

读可导致鉴定结果错误(

$'a[?H2

序列测定法也可

能误鉴定布鲁菌%其原因是布鲁菌与误鉴定菌种如人

苍白杆菌具有高度的同源性%仅通过
$'a[?H2

基因

序列无法区别二者(

@2F?D,̂ A]@a

技术在细菌快速鉴定方面已得

到越来越广泛的应用&

$-,$1

'

(许多国内医疗机构的临

床微生物实验室已配备或计划购置这类仪器%但考虑

到生物恐怖等风险因素%商用质谱仪标配的常用数据

库中并没有加入布鲁菌的质量指纹图谱(实际上%布

鲁克公司生产的质谱仪具有自建数据库等开放性功

能%可将菌种未知的临床分离株质量图谱与自建库中

的图谱进行比较从而得到鉴定结果%这间接弥补了上

述缺憾(这一功能不仅可以应用于布鲁菌%也可以应

用于常用数据库中所没有的其他菌种特别是临床工

作中少见的病原菌(对于后期得到的布鲁菌临床分

离株%笔者也按照本研究中所描述的方法构建了相应

的自建数据库图谱%随着自建数据库中布鲁菌蛋白指

纹图谱越来越丰富%不同类型的布鲁菌临床分离株与

自建库图谱相匹配而得到准确鉴定的概率也随之提

高(而且%本机构的自建数据库图谱等数据可以保存

并植入其他机构的布鲁克公司质谱仪数据库系统中%

这种数据共享也有利于提高此类细菌的鉴定率(当

然%这一方法得以正确应用的关键前提是需使用其他

方法对建库菌株进行准确鉴定%可以通过多种方法确

认该菌株所属菌种%如染色镜检)生化反应)基因测序

等(该公司软件还可提供建库质谱图中出现的特异

峰数据%如各峰的质荷比)强度)出现频率等%这些信

息对于研究各菌株或细菌分型的
@2F?D,̂ A]

质谱

特异峰具有重要的提示作用%而深入研究某些特异峰

所对应的蛋白可能揭示该类微生物的生物学特性(

与
GD̂ BJ

-

.C8<

Q

7K6

全自动微生物分析系统)

$'a[?H2

序列测定法相比%

@2F?D,̂ A],@a

技术可

以通过自建数据库迅速并准确地鉴别布鲁菌属细菌%

整个过程仅需数分钟(这一优点对于防控布鲁菌这

种1生物恐怖战剂2引起的感染性疾病尤为重要%可尽

早提示实验室工作人员做好个人防护%操作该患者标

本及其培养物时应严格依照相关生物安全级别要求%

减少实验室感染的风险(

综上所述%应用
@2F?D,̂ A] @a

技术联合
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@2F?DP)86

Q̀

5[

数据库与自建布鲁菌数据库分析临

床分离株%可以准确)快速)灵敏地鉴别布鲁菌%对布

鲁菌病的临床诊断具有较高的应用价值%可使患者及

时获得有效的治疗%并采取适当的医院内感染控制措

施防止疫情扩散%加强生物安全管理避免实验室获得

性感染(
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FA?B0â 2B?̂ V

%

Y2YH22

%

5679%

@)K[8;)898

4

)K7997;8[768[

`

:)7

4

+8*6)K*8\+5

4

95K65:T88,

+86)K:)*57*5*

"

HI?*

#&

E

'

%2K67 [̂8

Q

%

.#$!

%

$'1

,

-#,'1%

"收稿日期,

.#$!,$.,./

"

修回日期,

.#$/,#",#/

#

"上接第
$--.

页#

""

+)*<8\7K6)8+8\79

Q

L7,L59)K797+6)<)K[8;)79

Q

5

Q

6):5*

&

E

'

%

2+6)<)K[8;2

4

5+6*CL5<86L5[

%

.##!

%

1$

"

-

#,

$"&/,$-#'%

&

!

'

Z20JW

%

FBB?>

%

E2H>aY

%

5679%2F5=,F

`

*,[)KL7+,

6)<)K[8;)79

Q

5

Q

6):5

,

7K6)S)6

`

7+:<5KL7+)*<

&

E

'

%P)8KL)<

P)8

Q

L

`

*2K67

%

.##"

%

$'-1

"

.

#,

$!.,$/.%

&

/

'

DP02YD@ Y0

%

aV>D@Â AW
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