
甘肃省布鲁氏菌病监测方案

（试行）
一、概述

布鲁氏菌病（以下简称布病）是由布鲁氏菌（以下简称布氏菌）引起的传染-变态反应性人畜共患病，是《中华人民共和国传染病防治法》规定的乙类传染病。染疫的家畜是人间布病的主要传染源，人主要通过接触病畜及其产品或污染物而感染。布氏菌侵入机体可引起广泛的病理变化，造成全身多脏器、关节的损伤，治疗不及时或不规范还可导致疾病慢性化，重者可致丧失劳动能力。布病不仅危害人民身体健康，同时影响畜牧业、旅游业，及经济发展。

甘肃省是我国五大畜牧省份之一，同时也是历史上布病流行较为严重的省份之一，全省14个市（州）、86个县（市、区）曾有不同程度的暴发和流行。近年来随着畜牧养殖业快速发展，牲畜交易频繁，畜间疫情高发，加之人口流动，畜牧养殖方式转变为以散户养殖为主，人畜接触机会增加，而防治力度减弱，对防治工作重视程度不足，使我省布病疫情呈现高度活跃状态，人间布病疫情明显上升，发病人数逐年成倍增加。加强布病监测工作，有利于及时发现疫情，掌握疫情动态，预测疫情发展趋势，为制定全省布病防治策略和措施提供依据。为进一步做好全省人间布病监测工作，提高监测质量，特制定本方案。

二、监测目的

（一）及时发现和报告人间布病病例，保证病例的规范化管理和治疗。
（二）了解人间布病的流行病学特征及其变化趋势，为制订有效的防控措施，评价防控效果提供依据。
（三）了解人间布病的感染来源和暴露危险因素，促进疫情得到科学、合理的处置，为向群众提供有效的防护措施提供依据。

（四）了解我省人间布病病例的布氏菌的种、型和菌株的分布，监测其耐药性变化，为临床治疗用抗菌药物的选择提供科学依据。

三、病例定义
（一）诊断原则

根据流行病学史、临床表现及实验室检查结果进行综合判断。

（二）诊断依据

1.流行病学史

发病前与家畜或畜产品、布氏菌培养物等有密切接触史，或生活在布病流行区等。

2.临床表现

    （1）发热：典型病例表现为波状热，常伴有寒战、头痛等症状，可见于各期患者；部分病例可表现为低热和不规则热型，且多发生在午后或夜间。

    （2）多汗：急性期病例出汗尤重，可湿透衣裤、被褥等。

    （3）肌肉和关节疼痛：为全身肌肉和多发性、游走性大关节疼痛。部分慢性期病例还可有脊柱（腰椎为主）受累，表现为疼痛、畸形和功能障碍等。

    （4）乏力：几乎全部病例都有此表现。

    （5）肝、脾及淋巴结肿大：多见于急性期病例。

    （6）其他：男性病例可伴有睾丸炎，女性病例可见卵巢炎；少数病例可有心、肾及神经系统受累表现。

3.实验室检查

（1）免疫学检查

1)平板凝集试验：虎红平板（RBPT）或平板凝集试验（PAT)结果为阳性，用于初筛。

2)试管凝集试验（SAT)：滴度为1∶l00++及以上；或病程一年以上，滴度1∶50 ++及以上；或半年内有布氏菌疫苗接种史，滴度达1∶100 ++及以上者。

3)补体结合试验（CFT)：滴度1∶10 ++及以上。

4)布病抗-人免疫球蛋白试验（Coomb’s试验)：滴度l∶400 ++及以上。

（2）病原学检查

血液、骨髓、关节液、脑脊液、尿液、淋巴组织等培养分离到布氏菌。急性期血液、骨髓、关节液阳性率较高，慢性期阳性率较低。

（三）病例分类

1.疑似病例：同时具备流行病学史和临床表现者。

2.临床诊断病例：同时具备流行病学史和临床表现，以及任一实验室初筛检查结果阳性者。

3.确诊病例：具备流行病学史和临床表现，同时试管凝集、补体结合试验、布病抗-人免疫球蛋白试验任一项实验阳性或分离到布氏菌。

4.隐性感染：具备流行病学史，同时试管凝集、补体结合试验、布病抗-人免疫球蛋白试验任一项实验阳性或分离到布氏菌者，但不具备临床表现者。

（四）病程分期

1.急性期：具有上述临床表现，病程在6个月以内。

2.慢性期：病程超过6个月仍未痊愈。

四、监测内容和方法

（一）病例报告

1.责任报告单位及责任报告人

各级各类医疗机构、疾病预防控制机构、采供血机构为责任报告单位，其执行任务的人员和乡村医生、个体开业医生为责任报告人，必须按照《中华人民共和国传染病防治法》的规定进行病例报告，履行法律规定的义务。

2.报告方式、时限和程序

责任报告人在首次诊断布病疑似、临床诊断和确诊病例后，应立即如实、完整填写《传染病报告卡》。

发现布病疑似、临床诊断和确诊病例后，具备网络直报条件的责任报告单位应于24小时内，通过中国疾病预防控制信息系统中的疾病监测信息报告管理系统进行网络报告；不具备网络直报条件的责任报告单位应于24小时内向属地县级疾病预防控制机构寄送出《传染病报告卡》；收到无网络直报条件责任报告单位寄出的《传染病报告卡》的县级疾病预防控制机构，应于收到卡后2小时内进行网络直报。

军队所属医疗卫生机构发现地方就诊的布病疑似病例、临床诊断及确诊病例时，应按属地管理原则向所在地疾病预防控制机构报告。

（二）暴露史调查

病例所属辖区的县级疾病预防控制机构或地方病防治专业机构，在接到布病疑似、临床诊断和确诊病例报告后，要在24小时内完成报告卡审核，并于一周之内对确诊病例进行暴露史调查，填写“布鲁氏菌病确诊病例个案调查表”（附件1）。

各县（市、区）应根据布病流行水平采取不同的调查策略，每年至少对50例确诊病例进行暴露史调查，为保证代表性，要求对当年确诊时间排在前50位的病例进行调查。全年报告确诊病例数不足50例的县（市、区）要对全部确诊病例开展暴露史调查。

（三）样本采集和检测

1.血清学试验

责任报告单位负责采集所有疑似病例的静脉血3-5mL，取其血清进行检测。初筛试验为虎红平板试验，确诊血清学试验包括试管凝集试验、补体结合试验和抗-人免疫球蛋白试验。并将试验结果记录于《布病疑似病例实验室检查登记表》（见附件2附表1）。

2.病原学分离培养

县级以上医疗卫生机构还需采集疑似病例的全血、关节液、滑囊液及脑脊液等标本进行布氏菌培养，一般采集静脉血5mL、其他组织液适量，分别注入血培养瓶，并立即送往实验室，放置37℃温箱或者全自动培养仪进行培养，培养结果应于2天内记录于《布病疑似病例实验室检查登记表》（见附件2附表1）。医疗卫生机构在获得培养结果后一周之内，将所有培养出布氏菌菌株的培养瓶送至辖区疾病预防控制机构或地方病防治专业机构，辖区疾病预防控制机构或地方病防治专业机构按相关规范保存培养瓶，定期送达省疾病预防控制中心（以下简称省疾控中心）进行菌种复核与鉴定。省疾控中心每年至少送50株（不足50株的则全部上送）有代表性的菌株到中国疾病预防控制中心（以下简称中国疾控中心）开展病原学监测，其余按照相关规定销毁。

省疾控中心要不断提高布氏菌分离培养能力，2016年至少对全省5%的布病疑似病例开展细菌培养，以后逐年增加5%，直至实现对60%以上疑似病例开展病原学分离与培养。

3. 菌株管理和运输

省疾控中心接到基层疾病预防控制机构所送菌株后，要进行菌种复核与鉴定，并详细登记、妥善保存，按照相关规定办理布氏菌菌株运输手续，每3-6个月1次将菌株送至中国疾控中心传染病所保存。

（四）病例随访

县级疾病预防控制机构或地方病防治专业机构要在病例治疗疗程结束后1个月内对辖区内登记的已经开展暴露史调查的患者开展随访，填写“病例随访记录表”（见附件1第三部分），了解病例的治疗转归情况。
（五）突发公共卫生事件信息报告

1.报告范围

突发公共卫生事件相关信息的报告范围，包括可能构成或已发生的突发公共卫生事件相关信息。包括以下三类情况：

（1）暴发疫情：两周内，同一饲养场、牲畜集散市场、屠宰加工厂等场所或自然村、城镇社区等局部地区内发生3例及以上急性病例。

（2）新发疫情：既往五年内，无疫情的县（市、区）发生1例及以上在本地获得感染的病例。

（3）当地卫生计生行政部门认为其他可能造成公共卫生威胁，或按照《国家突发公共卫生事件应急预案》的判定标准，达到一般及以上级别的布病疫情相关事件。

2.报告方式、时限和程序

收到突发公共卫生事件相关信息报告的责任报告单位和责任报告人，应在收到报告后2小时内以电话或传真的方式向属地疾病预防控制机构或地方病防治专业机构报告，具备网络直报条件的责任报告单位应同时通过中国疾病预防控制信息系统中的突发公共卫生事件管理信息系统进行网络直报，不具备网络直报条件的责任报告单位，应采用最快的通讯方式将《突发公共卫生事件相关信息报告卡》报送属地疾病预防控制机构或地方病防治专业机构。接到《突发公共卫生事件相关信息报告卡》的疾病预防控制机构或地方病防治专业机构应对信息进行审核，确定真实性，2小时内进行网络直报，同时以电话或传真等方式报告同级卫生计生行政部门。

接到突发公共卫生事件相关信息报告的卫生计生行政部门应尽快组织有关专家进行现场调查，如确认实际发生突发公共卫生事件，应根据不同级别，及时组织采取相应措施，并在2小时内向本级人民政府报告，同时向上级卫生计生行政部门报告。如尚未达到突发公共卫生事件标准的，由疾病预防控制机构或地方病防治专业防治机构密切跟踪事态发展，随时报告事态变化情况。

五、数据报送

对于病例报告信息，通过中国疾病预防控制信息系统中的传染病报告信息管理系统进行网络直报。对于布病确诊病例的暴露史调查信息和治疗随访信息要求在调查结束1周内通过布鲁氏菌病专报系统电脑客户端进行网络直报。

六、疫情通报

县级疾病预防控制机构或地方病防治专业机构在完成辖区内确诊布病病例的个案调查后，应及时分析调查结果，并将病例暴露史和可能的感染来源信息报告同级卫生计生行政部门和上级疾病预防控制机构，并通报同级畜牧兽医部门，必要时通报食品药品监督等相关部门，为其及时控制动物疫情或可能受污染的动物产品提供决策依据。日常监测信息原则上每月通报一次，突发公共卫生事件信息应及时通报。

七、生物安全

根据2006年原卫生部发布的《人间传染的病原微生物名录》，布氏菌是高致病性病原微生物，从事大量布氏菌菌株操作，需要在生物安全3级实验室完成；布氏菌的分离培养鉴定实验要在生物安全2级实验室操作，非感染性标本如血清学实验可以在生物安全1级实验室操作。开展布氏菌分离培养的实验室要严格做好标本采集、接种和菌株保存、交接和销毁记录。实验过程中用过的培养基、实验耗材及可能污染的垃圾要按照《医疗废物集中处置技术规范》进行处理。

八、质量控制

（一）指导与培训

各级卫生计生行政部门要定期组织对医疗卫生机构专业人员和个体医师开展专业技术培训，提高其布病检测、诊疗技能和报告意识；疾病预防控制机构要加强对下级疾控机构专业人员的技术指导，提高其流行病学调查和实验室检测能力。

（二）资料核实工作

县级疾病预防控制机构或地方病防治专业机构在接到传染病报告卡后，应及时进行检查核实，检查卡片填写是否有错项、漏项，诊断是否有误，发现问题应立即向报出单位和人员进行核实、补充或订正。省疾控中心和市级疾病预防控制机构要定期抽查核实。

（三）实验室工作质量控制

省疾控中心布病实验室每年接受中国疾控中心对其进行质量控制，同时负责对市（州）、县（市、区）疾病预防控制机构实验室进行质量控制，并定期通报质量控制结果。各级实验室工作质量纳入监测工作评价的重要指标。

（四）督导检查

在省卫生计生委组织领导下，省疾控中心每年定期对各市（州）、县（市、区）布病监测工作进行督导检查，每半年至少督导一次。

（五）考核评价

省卫生计生委参照国家考评方案，组织对各市（州）、县（市、区）参与监测工作的疾病预防控制机构或地方病防治专业机构及医疗卫生机构进行综合考评，并将评估结果及时通报市（州）、县（市、区）级卫生计生行政部门。

九、职责与分工

（一）卫生计生行政部门

省卫生计生委领导全省布病监测工作；市（州）卫生计生行政部门负责督导、考核、评估辖区内布病监测工作；县（市、区）卫生计生行政部门负责协调、落实辖区内布病监测工作，并组织领导布病暴发疫情的处置工作。

（二）甘肃省疾病预防控制中心

1.根据国家监测方案建立和完善本省监测网络；

2.负责本省监测专业技术人员培训工作和业务指导；

3.承担本省布病疫情的核实诊断和各市县实验室质量控制工作；

4.完成国家监测方案中要求的各项监测任务；

5.对全省监测资料进行收集、汇总和分析，按方案要求的时限上报中国疾病预防控制中心，并进行反馈。

（三）市级疾病预防控制机构或地方病防治专业机构

1.协助县级疾病预防控制机构或地方病防治专业机构完成本地区布病监测任务和管理；

2.按要求开展布病病例样本的采集和检测工作，及时收集辖区内医疗卫生机构分离的菌株，送省疾控中心进行保存、复核和进一步分型；

3.负责辖区内各类医疗卫生机构从事布病诊疗、防治人员培训和业务技术指导；

4.协助辖区内暴发疫情处置和县级医疗卫生机构实验室监测能力提升；

5.负责辖区内布病防治数据年报统计工作。
（四）县级疾病预防控制机构或地方病防治专业机构

1.负责完成布病监测任务和管理；

2.按要求对布病确诊病例开展个案调查，并将数据录入布鲁氏菌病专报系统（待建立）；

3.按要求开展布病病例样本的采集和检测工作，及时收集本级医疗卫生机构分离的菌株，送省疾控中心进行保存、复核和进一步分型。

（五）医疗机构

在各级卫生计生行政部门的统一领导下，配合当地疾病预防控制机构或地方病防治专业机构开展各项监测工作，协助完成布病疑似和确诊病例的标本采集、血清学检测及病例个案调查等工作。县级以上医疗机构应开展布鲁氏菌培养，及时将所有含布氏菌菌株的培养瓶送至同级疾病预防控制机构或地方病防治专业机构保存。

附件：1.布鲁氏菌病确诊病例个案调查表
2.布鲁氏菌病疑似病例样本采集及实验室检测方案
附件1
布鲁氏菌病确诊病例个案调查表
国标码□□□□□                                             病例编码□□□□□
第一部分 患者基本信息（可直接到大疫情系统读取）
1．患者姓名：                                                                        
2．性别： ⑴男   ⑵女                                               
3．年龄：     岁                                             
4．民族：                   
5．职业：（1）幼托儿童（2）散居儿童（3）学生（4）教师（5）保育保姆（6）饮食从业人员

（7）商业服务（8）医务人员（9）工人（10）民工（11）农民（12）牧民（13）干部职员

（14）离退人员（15）家务待业（16）其他，请注明：                                                       
6．现地址：        省（自治区、直辖市）         市（地区）          镇（乡）         村（街道）      号
7.发病日期：       年      月      日
8.诊断日期：       年      月      日

第二部分  暴露史调查
（一）发病前6个月内是否有以下暴露史？
1.牲畜接触史：□是  □否  □不清楚

(1)接触牲畜种类（可多选）：□ 牛 □ 羊 □ 猪 □ 狗 □ 鹿 □ 其他，请注明：          
(2) 主要接触方式有（可多选）：□ 饲养 □ 屠宰 □ 产品（肉、奶、皮毛等）加工 □ 贩运 
□ 交易
□ 兽医
□实验室 □ 接种疫苗，型号为：      

□ 其他，请概要描述：         
2.您是否食用过未煮熟的牛羊肉、奶，或食用过生奶及奶制品？□ 是    □ 否    □ 不清楚
3．你是否到过布病流行区？ □ 是    □ 否    □ 不清楚

（二）发病前6个月以上是否有暴露史
1.牲畜接触史：□是  □否  □不清楚
(1)接触牲畜种类（可多选）：□ 牛 □ 羊 □ 猪 □ 狗 □ 鹿 □ 其他，请注明：          
(3) 主要接触方式有（可多选）：□ 饲养 □ 屠宰 □ 产品（肉、奶、皮毛等）加工 □ 贩运 
□ 交易
□ 兽医
□实验室 □ 接种疫苗，型号为：       

□ 其他，请概要描述：         
2.您是否食用过未煮熟的牛羊肉、奶，或食用过生奶及奶制品？□ 是    □ 否    □ 不清楚
3．你是否到过布病流行区？ □ 是    □ 否    □ 不清楚

第三部分  病例随访记录表 
1．确诊时间：        年     月     日
2．开始治疗时间：        年     月     日
3．随访时间：        年     月     日

4．症状情况：□ 完全消失或基本消失  □ 好转  □ 未见好转
5．疗效判断：□ 治愈  □ 好转  □ 治疗失败/无效  □ 复发/再感染  □ 死亡：因布病死亡、非布病死亡；□ 失访
根据患者主诉判断疗效：
（1）治愈：症状完全消失或者基本消失。
（2）好转：症状好转，但未达到完全消失或基本消失状态。
（3）治疗失败/无效：症状一直未有好转。
（4）复发/再感染：治疗开始后症状有所改善，但又重新出现。
（5）死亡：询问因布病死亡或者非布病死亡。
（6）失访：电话联系不上，或者电话联系上患者拒绝回答。
调查单位：___________ 调查人员：_________   调查日期：     年     月     日
附件2 
布鲁氏菌病疑似病例样本采集及检测方案
为及时、科学地采集、保存、运送和检测布鲁氏菌病（以下简称“布病”）病原和血清标本，规范实验室检测程序和方法，提高检测质量，明确诊断或开展相关科学研究，特制定本方案。
一、样本的采集

（一）采集种类
1．血清学检测：静脉血。 

2．病原分离培养：全血、关节液/滑囊液、脑脊液等。
（二）采集方法
1．血清学检测
用真空负压采血管采集血液标本2-3ml，室温静置30分钟以上，1500～2000rpm离心10分钟，无菌收集血清于2ml螺口塑料管中。
2．病原分离培养
病原分离培养最佳时机是在患者使用抗生素治疗前。急性期发热病例培养出菌率相对较高。
（1）血液标本：成人推荐每个血培养瓶应加的血量为5～10ml，血液和肉汤比为1：5～10；儿童一般静脉采血1～5ml用于血培养。
（2）关节液/滑囊液：用针穿刺法或外科手术引流法采集样本，无菌条件下注入布鲁氏菌培养瓶中，尽可能采取更多的液体（至少1ml）。
（3）脑脊液：用腰椎穿刺的方法采集脑脊液，无菌条件下注入布鲁氏菌培养瓶中，尽可能采取更多的液体（至少1ml）。
二、样本的保存与运送
（一）样本的保存
1．血清学检测：采集血清样本后要即刻进行检测，如果条件不允许，可在4-8℃存放3天、-20℃以下长期保存。标本运送期间应避免反复冻融。应设立专库或专柜单独保存标本。

2．病原分离培养：含样本的培养瓶应立即送往实验室，放置37℃温箱进行培养，如不能及时送检，在4℃～8℃环境下可保存24小时。
（二）样本的运送
收集单位向上级单位运送样本进行检测需使用生物安全运输箱，并根据《中华人民共和国传染病防治法》、《病原微生物实验室生物安全管理条例》和《可感染人类的高致病性病原微生物菌（毒）种或样本运输管理规定》相关要求进行。
三、样本的检测
（一）筛查试验
筛查试验一般采用虎红平板凝集试验。
1．虎红平板的凝集方法
（1）操作方法：在玻片上加0.03ml被检血清，然后加入虎红平板抗原0.03ml，充分混匀，在5分钟内观察结果。
（2）结果判定：出现可见的凝集反应就判为阳性。
（3）评价：此法简便、快速、容易操作，适于基层大面积检疫；该法主要是检查IgG类凝集抗体，所以特异性较好，与试管凝集试验（SAT）、补体结合反应、2-ME反应和抗-人球蛋白试验(Coomb’s试验)反应有较高的吻合率。
（二）确诊试验
确诊试验包括试管凝集试验、抗-人球蛋白试验、补体结合试验和病原分离。
1.试管凝集试验方法
（1）操作步骤
①每份血清取9支小试管，放于试管架上。
②血清稀释：第一只管加生理盐水2.3ml，第二只不加，第三只到第九只管各加0.5ml生理盐水。然后用1ml吸管取被检血清0.2ml加入第一管中，混匀后吸1ml加入第二、三管各0.5ml，第三管混匀后再吸0.5ml加入第四管，以此类推到第八管吸0.5ml弃掉。此时血清的稀释倍数从第二管开始到第八管分别为1：12.5、1：25、1：50……1:800。
③加入抗原：将试管凝集抗原做10倍稀释充分混匀后，然后从第二管开始每管加入0.5ml，加入抗原之后，血清的最终稀释倍数为从第二管开始1：25、1：50…1:1600,第一管为血清对照,最后一管为抗原对照。然后充分混匀，放于37℃温箱中20小时～22小时后取出，在室温下放置1小时后观察结果。
（2）结果判定：血清对照为清亮透明无沉淀,抗原对照为均匀混浊。
①“++++”液体完全透明，菌体呈伞状沉淀或块状颗粒状沉淀，呈100%凝集；
②“+++” 液体近于完全透明，菌体呈伞状沉淀，呈75%凝集；
③“++” 液体略微透明，菌体呈较薄伞状沉淀，呈50%凝集；
④“+” 液体不透明，管底有不很明显的伞状沉淀，呈25%凝集；
⑤“-” 液体不透明，无伞状沉淀。
（3）诊断标准：人血清为1：100( ++)及以上者为阳性，1：50(++)为可疑。
（4）评价：该方法特异性好，敏感性也高，适用于检疫和临床诊断。该试验有时出现前带现象和封闭现象，出现假阴性结果。
2. 抗-人球蛋白试验(Coomb’s试验)方法
(1)操作步骤
①试管凝集反应阶段：按常规进行试管凝集试验，在37℃温箱中放20小时～22小时，取出放室温2小时后判定结果。
②抗球蛋白反应阶段：选取上项试验的可疑管和全部阴性管，4000转/分离心15分钟，反复洗涤3次。向各管中加入生理盐水0.5ml，混匀，然后再向各管中加0.5ml一定稀释度的(一般是1:20-1:50稀释)抗球蛋白血清。将反应管置37℃温箱中20小时～22小时 ，取出放室温2小时后判定结果。
（2）判定标准：同试管凝集反应。
此反应包括以下对照：
①被检血清对照 (被检血清+盐水)
②试管凝集抗原对照 (试管抗原+盐水)
③抗球蛋白血清加生理盐水对照 (抗球蛋白血清+盐水 )
④抗球蛋白血清加试管凝集抗原对照 (抗球蛋白血清+试管抗原)
⑤抗球蛋白血清加被检血清对照  (抗球蛋白血清+被检血清)
诊断标准：上述对照全部为阴性时，试验才有意义。用于诊断人布病标准1：400(++)及以上滴度。
3． 补体结合试验
(1)操作步骤
①先取6支凝集管放于试管架上，将灭活的待检血清从1：5开始作对倍稀释直至1：160倍；
②另取10支凝集管放于试管架上，其中6支作为反应管，4支作为对照管。取已稀释好的各稀释倍数血清0.2ml 分加于反应管中；
③每个反应管加2个单位抗原0.2ml，2个单位补体0.2ml；
④血清对照：血清(1：5)0.2ml+2个单位补体0.2ml+盐水0.2ml
补体及抗原对照： 
a.2个单位抗原0.2ml+2个单位补体0.05ml+盐水0.35ml
b.2个单位抗原0.2ml+2个单位补体0.1ml+盐水0.30ml
c.2个单位抗原0.2ml+2个单位补体0.2ml+盐水0.2ml
⑤混匀，置37℃水浴30分钟；
⑥ 取出各管加入0.4ml溶血系，再放37℃水浴30分钟，判定结果。
	                                 补体结合试验程序                               单位：ml

	成份
	    血清稀释度
	血清对照
	补体及抗原对照

	
	 1:5
	1:10
	1:20
	1:40
	 1: 80
	 1:160
	 1: 5
	0.5单位
	1.0单位
	2单位

	被检血清
	0.2
	0.2
	0.2
	0.2
	0.2
	0.2
	0.2
	　
	　
	　

	2个单位抗原
	0.2
	0.2
	0.2
	0.2
	0.2
	0.2
	　
	0.2
	0.2
	0.2

	2个单位补体
	0.2
	0.2
	0.2
	0.2
	0.2
	0.2
	0.2
	0.05
	0.1
	0.2

	生理盐水
	　
	　
	　
	　
	　
	　
	0.2
	0.35
	0.3
	0.2

	
	37℃水浴30分钟

	溶血系
(溶血素+2%SRBC)
	0.4
	0.4
	0.4
	0.4
	0.4
	0.4
	0.4
	0.4
	0.4
	0.4

	
	37℃水浴30分钟

	结果举例
	(++++)
	(++++)
	(+++)
	(++)
	(+)
	(-)
	(-)
	(≥++)
	(++)
	(-)


(2)判定结果
① (++++) 无溶血，红细胞沉于管底或为悬液；
② (+++)  25%溶血    
③ (++)   50%溶血   上清随不同程度溶血，呈不同颜色，透明度亦不同
④ (+)    75%溶血
⑤ (-)    100%溶血，上清透明，呈深红色。 
本试验中对照反应合乎要求，被检血清在1：40 滴度处出现50%溶血，则其滴度为1：40。
人及所有动物血清温热补体结合试验以1：10出现抑制溶血为(++++)、(+++)、(++)者为阳性；
(3)评价
该方法是人兽医广泛应用的诊断布病的手段。它的明显特点是特异性较强。该反应的结果不仅与布病临床表现及病期有较好的一致性，而且与牲畜的排菌、带菌均有较高的一致性。
    4.布鲁氏菌培养
一般的布鲁氏菌（以下简称“布氏菌”）培养需要采集患者血液5毫升血液，立即注入血培养瓶，混匀后放入37℃培养箱或血培养仪器。培养2天以上观察是否有菌落长出，对长出的菌落需要转种到布氏琼脂或适宜的培养基上，进一步进行涂片染色观察、血清凝集、噬菌体裂解、生化鉴定和提取核酸，进行PCR鉴定等试验。
布氏菌涂片观察：布氏菌常用革兰染色方法染色，为革兰染色阴性，涂片后需要玻片过火，以杀灭玻片上的活菌。
布氏菌属的种、型鉴定：目前采用的布氏菌种型鉴定方法包括：阳性血清和特异性单相血清A、M凝集试验，粗糙型（R）血清凝集试验，噬菌体裂解试验，硫化氢产生量的测定，初代分离培养时二氧化碳的需求，硫堇及碱性复红敏感性试验，系统生化代谢试验等。也可以采用PCR实验检测核酸鉴定，主要实验方法有：BCSP31-PCR方法鉴定布氏菌属，AMOS-PCR和布鲁氏菌多重PCR（Bruce-Ladder）检测方法鉴定布氏菌的种。
在布氏菌属种型鉴定中，要有参考菌株对照，还应注意培养布氏菌的菌龄、菌量、培养条件及试剂的标准化等。进行布氏菌属的种型鉴定时，可以利用各种鉴定方法综合判定，必要时重复数次才能正确地鉴定出布氏菌株的种或生物型。
布氏菌培养常用培养基：目前常用的培养基主要有布氏琼脂、布氏肉汤，血平皿和巧克力色平皿，双相血培养瓶，仪器用需氧血培养瓶等。
布氏菌药物敏感实验：布氏菌药物敏感实验目前采用MIC法和E-test法,以检测布氏菌的耐药性和对药物的敏感性。选择所用的抗菌素及部分广谱新抗生素，包括链霉素、多西霉素、利福平、复方新诺明、妥布霉素、环丙沙星、庆大霉素、卡那霉素、左氧氟沙星、头孢曲松、阿奇酶素、氟喹诺酮类等，作为布氏菌药物敏感实验的所用药物。
具体实验操作方法及血清学实验方法见卫生部疾病预防控制局编制的《布鲁氏菌病防治手册》。
四、检测结果的登记与报告
样本采集前，采集单位需要对患者姓名、联系方式、样本来源等信息进行登记，将检测结果一并填写附表1。若样本检测单位能够进行病原学检测，则在本单位进行，否则，需与向上级单位报告，经批准后，将培养出布氏菌的培养瓶运送至有检测能力的上级单位进行检测，相关信息填写附表2。
五、布鲁氏菌菌株运输
布氏菌是高致病性病原菌，遵照中华人民共和国卫生部令(第45号)《可感染人类的高致病性病原微生物菌（毒）种或样本运输管理规定》需要由菌株送交单位、接收单位向中国疾病预防控制中心实验室管理处办理菌株运输许可证，菌株送出单位持菌株运输许可证，采用合格的菌株生物安全运输箱，由1位持有《中国民用航空危险品运输训练合格证》的2位专业人员通过民用航空托运或专用运输工具，完成运输包装好的布氏菌菌株。
（一）病原微生物菌（毒）种或样本运输准运证办理
1.菌株送出申请方“可感染人类的高致病性病原微生物菌（毒）种或样本运输申请表”(下载地址：www.moh.gov.cn)。
2.申请方向接收方发出需要送交菌株种类、数量的介绍信。
3.接收方办理“实验室安全等级证明”、“同意接收证明”和“单位法人证书”，并提交给送出方。
4.送出方将上述接收方材料及本单位的“法人证书”、“菌株运输申请表”和“高致病性病原微生物（毒）种或样本运输容器或包装材料承诺书”提交给当地省级卫生行政部门批准。
5.然后将全部材料报送中国疾病预防控制中心实验室管理处，即可办理“可感染人类的高致病性病原微生物菌（毒）种或样本准运证书”。
（二）菌株的包装
    在菌株转运过程中要符合国际民航组织文件Doc9284《危险品航空安全运输技术细则》的分类包装要求，布氏菌病原和标本为A类，对应的联合国编号为UN2814包装。通过其他交通工具运输的可参照以上标准进行包装。

（三）菌株的接收
在获得送交方和民航的领取货物通知后，由1位持有《中国民用航空危险品运输训练合格证》的2位专业人员乘专用运输工具，1日以内取回布氏菌菌株生物安全运输箱，并立即送入生物安全3级实验室。

附表1：                           　　　　布病实验室疑似病例检查登记表
	乡(场、镇)
	村(分场)
	检验
编号
	送检
编号
	姓  名
	性
别
	年龄
	职业
	虎红平板凝集实验

	试管凝集试验
	
	分离病原材料及结果
	结论
	检验时间

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	1:25
	1:50
	1:100
	1:200
	1:400
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


省(自治区)：                  市（州） ：                     县（市、区）：
填表时间：         年     月     日       单位（盖章）：               ；     填表人：               
附表2                                       分离培养布鲁氏菌菌株登记表
	编号
	分离
时间
	分离
地点
	菌株来源（标本）
	保存
方式
	鉴定
种型
	耐药结果
	是否
上送
	接收单位
	接收时间
	备注

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


填表时间：         年     月     日       单位（盖章）：               ；     填表人：  
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