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摘 要:为了有效检测净化奶山羊布鲁氏菌病群体,加快奶山羊产业健康稳步发展。本文采用布鲁

氏菌病抗原与抗体双检测方法对陕西某奶山羊场进行了检测分析。结果表明,在某奶山羊场引入

羊时,采用抗体单一检测发现全群228只羊感染了36只,感染率达到15.79%,发现感染后对本群

感染羊进行了无害化处理和圈舍清洗消毒,3个月后对剩余的192只羊有进行了一次全群检测,结

果检测出18只阳性羊,与上一次的净化方式一样处理后,同样又在3个月后对剩余的174只羊采

用抗原与抗体双检测方法,布病抗体检测卡检测出8只羊,布病抗原检测卡检测出10只羊,而且用

布病抗体检测卡和布病抗原检测卡检测出来的羊只编号完全不同,3个月后对剩余的156只羊进

行同样的方法进行检测,结果仅检查出1只阳性羊,6个月后对剩余的155只羊进行同样的方法进

行检测,未发现布病阳性羊只。利用抗原与抗体双检测继续在3个月、6个月进行检测均未发现阳

性羊只。本试验得出结论,相比于抗体单一的布鲁氏菌病检测法,抗原抗体共同使用的检测方法布

病阳性率明显的降低,且能短期内达到预期净化的效果,说明双抗使用在羊布鲁氏菌病检测中效果

更好,更具有推广使用的意义。
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Abstract:
 

In
 

order
 

to
 

effectively
 

detect
 

and
 

purify
 

the
 

brucellosis
 

population
 

of
 

dairy
 

goats
 

and
 

accelerate
 

the
 

healthy
 

and
 

steady
 

development
 

of
 

the
 

dairy
 

goat
 

industry,
 

this
 

paper
 

used
 

the
 

dual
 

detection
 

method
 

of
 

brucellosis
 

antigen
 

and
 

antibody
 

to
 

detect
 

and
 

analyze
 

a
 

dairy
 

goat
 

farm
 

in
 

Shaanxi.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

when
 

sheep
 

were
 

introduced
 

into
 

a
 

dairy
 

goat
 

farm,
 

36
 

of
 

the
 

228
 

sheep
 

in
 

the
 

whole
 

flock
 

were
 

infected
 

by
 

single
 

antibody
 

detection,
 

and
 

the
 

infection
 

rate
 

reached
 

15.79%.
 

disin-
fect.

 

Three
 

months
 

later,
 

a
 

whole-group
 

test
 

was
 

carried
 

out
 

on
 

the
 

remaining
 

192
 

sheep,
 

and
 

18
 

positive
 

sheep
 

were
 

detected.
 

After
 

the
 

same
 

purification
 

method
 

as
 

last
 

time,
 

the
 

antigen
 

and
 

antibody
 

double
 

detection
 

method
 

was
 

used
 

for
 

the
 

remaining
 

174
 

sheep
 

3
 

months
 

later.
 

Eight
 

sheep
 

were
 

detected
 

by
 

the
 

brucellosis
 

antibody
 

detection
 

card,
 

and
 

8
 

sheep
 

were
 

detected
 

by
 

the
 

brucellosis
 

antigen
 

detection
 

card.
 

10
 

sheep,
 

and
 

the
 

numbers
 

of
 

the
 

sheep
 

detected
 

by
 

the
 

brucellosis
 

antibody
 

test
 

card
 

and
 

the
 

brucellosis
 

antigen
 

test
 

card
 

are
 

completely
 

different.
 

Three
 

months
 

later,
 

the
 

remaining
 

156
 

sheep
 

were
 

tested
 

by
 

the
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same
 

method,
 

and
 

only
 

one
 

positive
 

sheep
 

was
 

detected.
 

Af-
ter

 

6
 

months,
 

the
 

remaining
 

155
 

sheep
 

were
 

tested
 

by
 

the
 

same
 

method,
 

and
 

no
 

brucellosis-positive
 

sheep
 

were
 

found.
 

The
 

use
 

of
 

antigen
 

and
 

antibody
 

double
 

detection
 

continued
 

to
 

detect
 

positive
 

sheep
 

at
 

3
 

months
 

and
 

6
 

months.
 

The
 

con-

clusion
 

of
 

this
 

experiment
 

is
 

that
 

compared
 

with
 

the
 

brucel-

losis
 

detection
 

method
 

with
 

a
 

single
 

antibody,
 

the
 

detection
 

method
 

using
 

both
 

antigen
 

and
 

antibody
 

has
 

a
 

significantly
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lower
 

positive
 

rate
 

of
 

brucellosis,
 

and
 

can
 

achieve
 

the
 

expec-

ted
 

purification
 

effect
 

in
 

a
 

short
 

period
 

of
 

time.
 

This
 

shows
 

that
 

the
 

use
 

of
 

double
 

antibodies
 

is
 

more
 

effective
 

in
 

the
 

de-

tection
 

of
 

sheep
 

brucellosis,
 

and
 

it
 

has
 

more
 

significance
 

for
 

popularization.
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  布鲁氏菌病是由布鲁氏菌引起的人畜共患疾

病,被列为人类和动物的第二类感染。家畜中牛、羊
等动物流动性较其它动物强,临床特征是主要侵害

家畜的生殖系统。对母畜来说,该病的潜伏期为14
~180

 

d,母畜最显著的症状是流产,发生时间不固

定,常发生于第六到第八个月,大多数在第一次流产

后则不再流产,公畜则多出现睾丸炎,此病严重危害

人和动物健康,被OIE列为B类动物疫病。该病在

世界各地流行范围十分广泛,在很多国家和地区的

家畜中广泛报道,其中100多个国家和地区有人感

染布氏杆菌病。我国多年坚持检疫和淘汰扑杀措

施,使该病曾一度得到控制,但由于该病传染性强,
且养殖人员防护意识较低,防控体系较薄弱,资金方

面也是一笔不小的数目,所以当前我国布病防控形

势依旧十分严峻。另一个新的流行病学趋势是布鲁

氏菌病从牧区向农区蔓延,以点状散发或点状暴发

的形式流行。国外的布病检测最早是在1976年

Garin-Bastuji等首次用ELISA检测布鲁杆菌抗体,
 

并发现其敏感性比试管凝集反应要高10~100倍,
在此基础上,后面的研究者不断地推出新的检测方

法和检测工具。近年来,许多地区人畜间布病的发

病率也呈现上升趋势。人类是布氏杆菌的终末宿

主,可通过喝生乳,吃生肉或半熟的肉感染,或者饮

用被病畜污染的水感染,也会通过吸入空气中带有

布氏杆菌的尘埃,飞沫而感染,还可以通过创伤的皮

肤而感染,从而危害人的健康。因此,加强布病的防

控势在必行。为了有效防控布病,必须严格执行国

家对该病的防控规定:非疫区通过监测方法;稳定控

制区采用监测净化的方法;在控制区和疫区采用监

测、扑杀和免疫相结合的防控措施。控制本病传染

的最好的办法就是坚持自繁自养,若要引入牛羊,一
定要加强检疫,避免引进患病牛羊,如果牛羊已经患

有布病,应及时进行淘汰,做好消毒措施。疫苗接种

也是预防本病的最有效措施。
随着陕西省奶山羊产业的快速发展,奶山羊引

进频率不断增加,引入及外购奶山羊是引起本病传

播的主要途径,所以引进羊只时必须加强做好布病

检测工作。现行的布病检测还是停留在血清学布鲁

氏菌病抗体检上,羊感染了布鲁氏菌病后机体产生

抗体后才能检测出羊是否患有布氏菌病,在产生抗

体之前着很长一段时间内很难检测出来,但羊已感

染布鲁氏菌病,布鲁氏菌病病菌已在羊群中开始转

播,待羊产生抗体再检测出阳性个体,羊群中已感染

很多,造成重大经济损失。为此,本研究采用布鲁氏

菌病抗原与抗体双检测方法对某地奶山羊场进行了

检测分析,为奶山羊布鲁氏菌病的净化与防控相关

的研究工作提供一定的理论和技术依据。

1 材料与方法

1.1 试验材料

1.1.1 试验动物 在陇县选择2家奶山羊养殖户

作为试验场,试验用奶山羊514只。

1.1.2 试验试剂 布病抗原、抗体检测卡,由深圳

芬德生物技术有限公司生产。

1.2 试验方法

1.2.1 布鲁氏功病抗原检测卡检测 布病抗原检

测卡通过胶体金免疫层析试验(GICA)方法制成,
样品加入至加样孔后与胶体金标记物同时沿层析膜

下移,若样品中的布病抗原与胶体金标记物和检测

线的扑捉物结合从而显示紫红色,若样品中不存在

布病抗原,则不产生紫红色反应,布病抗原检测卡主

要用于检测血液中的布病抗原。

1.2.2 布鲁氏菌病抗体检测卡检测 布病抗体检

测卡利用胶体金免疫试验(GICA)方法制成,样品

加入至加样孔后与胶体金标记物同时沿层析膜下

移,若样品中布病抗体与胶体金标记物和检测线的

抗原结合从而显示紫红色,若样品中不存在布病抗

体,则不产生紫红色反应。布病抗体检测卡主要用

于检测血清中的布病抗体。

1.3 数据分析方法

统计分析结果采用“平均数±标准差”来表示,

P<0.05表示差异显著,P<0.01表示差异极显

著,具有统计学意义。

2 布鲁氏菌病检测结果与分析

2010年陕西某养羊场在引入羊只时不慎将布

鲁氏菌病羊引入,利用抗体单一布病检测法发检测

了全群228只羊已感染36只,阳性率为15.79%,
并对感染羊只进行了无害化处理,羊场紧急进行了

清洗消毒;同时为了有效控制疫病的传播,3个月后

对剩余的192只羊有进行了一次全群检测,结果检

测出18只阳性羊,阳性率为9.38%,同样又在6个
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月后对剩余的174只羊采用抗原与抗体双检测方

法,布病抗体单一检测法检出8只阳性羊,阳性率为

4.60%,同样的进行进化消毒;布病抗原检测卡检测

检测出10只羊,而且用布病抗体检测卡和布病抗原

检测卡检测出来的羊只编号完全不同,随将18只羊

全部进行了无害化处理,6个月后对剩余的156只

羊进行布病抗原与抗体双检检测,结果仅检查出1
只阳性羊,阳性率为0.64%;6个月后对剩余的155
只羊进行同样的方法进行检测,未发现布病阳性羊;
继续在3个月、6个月进行检测,均未发现阳性羊。
某奶山羊场布病抗体单一检测法和抗原与抗体双检

测分析结果见表1。
         

表1 某奶山羊场布抗体单一检测法与抗原与抗体双检测分析结果
      

只,%

时间
抗体单一检测法 抗原与抗体双检测方法

羊数(只) 阳性个体(只) 阳性率(%) 羊数(只) 阳性个体(只) 阳性率(%)

第1天 228 36 15.79a 174 18 10.34b

第30天 192 18 9.38a 156 1 0.64b

第60天 174 8 4.60a 155 0 0.00b

  注:同行数据不同字母肩标表示极显著(P<0.01).

3 布鲁氏菌病检测讨论

世卫组织和联合国粮农组织已经宣布布病是易

被忽视的人畜共患疾病之一,全球100多个国家每

年约有50多万新发布病病例。布鲁氏杆菌病一直

是我国存在的持续性的人畜共患病之一,也是各地

养殖场区突出的公共卫生问题,常年来对牛羊的生

长和繁育工作造成了很大的困扰。通过本次试验结

果显示,对引进的羊只使用不同方法的布病检测,初
次检测的羊中使用双抗结合使用检测的阳性率更低

为10.36%,比单一使用的检测法低了5.45%,说明

后者使用效果显著;同样的方法,在3个月后再次对

剩余的健康羊群做布病检测,结果发现使用双抗检

测法阳性检出率降低明显占健康羊只的0.64%,较
抗体单一检测法减少了8.74%,说明使用双抗结合

法检测能对羊群起到较好的的检测效果;然后在6
个月后对第二次健康的羊只进行布病检测发现抗体

单一 检 测 法 检 出 了8只 羊,占 全 群 健 康 羊 只 的

4.60%,而使用双抗结合的检测方法没有检出阳性

羊只,充分说明了使用双抗检测布病法优于抗体单

一检测法,达到了预期净化羊群的目的。羊的布病

感染的因素是多方面的,进入21世纪以来,随着我

国人民生活水平的不断提高,奶羊产业逐渐繁荣起

来,便捷的交通使人们可以随处流动,从而导致布病

的发病率也随着持续升高。有研究表明,自2004年

以来,布鲁氏菌病的牲畜阳性率和感染人的数量明

显的升高,2014年达到峰值为57
 

222。也有大量的

研究发现,羊的布病感染率强于牛的。动物感染布

病的途径主要是由于接触感染布氏杆菌的家畜、细
菌排泄物或食用被该菌污染的食物,尤其是绵羊和

山羊奶制品。Zurong
 

Y等人的研究表明,气温、日
照时间、降雨量、相对湿度等在人间布氏杆菌病传播

的季节波动中起着至关重要的作用。人感染本病主

要表现为发热,呈长期低热状态或呈波形热等,急性

期患者多汗,最常见症状是全身无力,食欲不振类似

于感冒,也会伴随关节炎和生育等问题的出现。布

鲁氏菌
 

SAT
 

是目前诊断布病的确诊证据之一,但
不同实验室检测结果相差较大。

  

现阶段,我国常用的布氏杆菌检测的方法有3
种:首先是细菌分离鉴定方法,它是布病诊断的“金
标准”,但由于布病的分离培养时间长、检出率低、检
测条件高,对试验技术人员的危害较大,存在一定的

生物安全隐患。其次是血清学检测方法,当大规模

检测布病时,血清学检测是诊断布氏杆菌病的常用

方法,其敏感性较差、易受到非特异性抗体干扰,易
发生溶血、误差大且操作较为繁琐,易受肉眼观察的

主观因素的影响等缺点,且存在假阳性和假阴性,确
诊还需要结合其他检测方法。最后是分子生物学检

测方法,随着分子检测技术的发展,PCR技术成为

一种快速简便、纯度要求低、特异性强、灵敏度高的

体外核酸扩增技术方法,被广泛应用于动物学、生物

学、食品卫生等领域。但也存在一些假阴性、假阳性

等问题,同时其缺乏规范化的检测方法和判定标准。
定量PCR易污染、实验成本和实验场所要求较高,
限制了其推广和临床应用,还需进一步的优化提升

其检测的稳定性和实用性。

4 布鲁氏菌病检测结论

综上所述,在本次试验条件下,使用单一抗原检

测发现假阴性率较高,检测的周期也较长,而使用布

病抗原检测卡和布病抗体检测卡两者有机的结合的

方法,检测出的假阳性率较低,能在较短生长周期内

净化羊群,因此,使用后一种方法能较快检出阳性率

达到有效净化奶山羊群体的目的,进而对提高奶山羊
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养殖经济效益和全群羊只健康指数具有重要意义。
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