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宏基因组二代测序在儿童布鲁氏菌脑炎诊治中的
应用价值探索*
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【摘要】 目的 探索脑脊液宏基因组二代测序(metagenomics
 

next
 

generation
 

sequencing,mNGS)在中枢神经系统布鲁

氏菌感染中的诊治价值。 方法 收集2020年11月至2021年2月山东大学附属儿童医院住院并临床疑诊为中枢神

经系统布鲁氏菌感染的2例患者的临床资料分析儿童中枢神经系统布鲁氏菌感染的临床、实验室检查结果的特点,探索

mNGS在布鲁氏菌脑炎临床诊治中的应用。 结果 2例患者均有羊接触史,均为急性起病伴发热,1例头晕,1例颈肩

部疼痛伴有呕吐。影像学检查表现为半卵圆中心受累。脑脊液常规白细胞计数升高,以单核细胞为主,蛋白质水平增

加,葡萄糖水平降低。脑脊液 mNGS检测出布鲁氏菌的核酸序列数为(175~389)条,覆盖度为(0.05~0.11)%。 结

论 脑脊液 mNGS能够辅助中枢神经系统布鲁氏菌感染的临床诊断,有利于患者的及时诊疗。
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【Abstract】 Objective To
 

study
 

the
 

diagnostic
 

value
 

of
 

metagenomics
 

next
 

generation
 

sequencing(mNGS)
 

in
 

the
 

Bru-

cella
 

infection
 

in
 

the
 

central
 

nervous
 

system. Methods The
 

clinical
 

data
 

of
 

two
 

patients
 

admitted
 

to
 

Children􀆳s
 

Hospi-
tal

 

affiliated
 

to
 

Shandong
 

University
 

from
 

November
 

2020
 

to
 

February
 

2021
 

were
 

retrospectively
 

analyzed,and
 

these
 

two
 

patients
 

were
 

clinically
 

suspected
 

to
 

be
 

Brucella
 

infection
 

of
 

the
 

central
 

nervous
 

system. Results Both
 

patients
 

had
 

a
 

history
 

of
 

contact
 

with
 

sheep,all
 

of
 

them
 

had
 

acute
 

onset
 

with
 

fever,one
 

had
 

dizziness,and
 

one
 

had
 

neck
 

and
 

shoulder
 

pain
 

with
 

vomiting.
 

Radiographic
 

examination
 

showed
 

semioval
 

center
 

altered
 

in
 

the
 

two
 

cases.
 

The
 

white
 

blood
 

cells
 

(which
 

are
 

mainly
 

monocytes)
 

and
 

protein
 

increased,meanwhile
 

glucose
 

decreased
 

in
 

cerebrospinal
 

fluid.
 

The
 

number
 

of
 

Brucella
 

nucleic
 

acid
 

sequences
 

detected
 

by
 

mNGS
 

in
 

cerebrospinal
 

fluid
 

was
 

(175-389),and
 

the
 

coverage
 

was
 

(0.05-0.11)
 

%. 
Conclusion mNGS

 

can
 

assist
 

the
 

clinical
 

to
 

diagnosis
 

the
 

Brucella
 

infection
 

in
 

central
 

nervous
 

system,and
 

is
 

beneficial
 

to
 

timely
 

diagnosis
 

and
 

treatment
 

of
 

patients.
【Key

 

words】 metagenomics
 

next
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***布鲁氏菌(Brucella)是一种革兰阴性杆菌,易感染

猪、牛、羊等家禽。布鲁氏菌通过直接接触受感染的动

物、吸入气溶胶或摄入未经巴氏消毒的牛奶或奶制品

传染给人类。布鲁氏菌病在地中海盆地、中东和拉丁

美洲最为流行,在全球范围内,每年约诊断出50万例

新增布鲁氏菌病例,为世界上最流行的细菌性人畜共

患病[1-2]。然而,由于诊断不准确、监测不充分,许多病

例仍未被确诊。根据世界卫生组织(WHO)的数据,
实际发病率可能更高,保守估计全球14亿牛中有3亿

牛感染了这种病原体[3]。目前陆生布鲁氏菌属菌种包

括6个种:马耳他布鲁氏菌、流产布鲁士菌、猪布鲁氏
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菌、犬布鲁氏菌、绵阳布鲁氏菌和沙林鼠布鲁氏菌。由

布鲁氏菌感染所致的布鲁氏菌病(Brucellosis)是一种

人畜共患病,其临床特点为长期反复发热(地中海弛张

热,马耳他热或波浪热)、多汗、关节痛及肝脾肿大等症

状,易侵犯中枢神经系统和脊柱[4]。中枢神经系统受

累的布鲁氏菌病被称为神经型布鲁氏菌病(Neuro-
brucellosis,NB),是由布鲁氏菌侵犯中枢神经系统引

起的人畜共患病[5-6],主要累及脑脊髓膜及半卵圆,临
床相对少见(发病率低于5%)[7]。NB可在疾病的任

何阶段发展,可能有广泛的不同的表现,包括脑炎、脑
膜脑炎、神经根炎、脊髓炎、周围神经和颅神经病变、蛛
网膜下腔出血和精神症状[8-9]。NB患者既没有典型

的临床表现,也无特定的脑脊液表现。NB的临床诊

断无特异性,实验室检查无特征性指标,该病很容易与

其他疾病混淆。目前对儿童NB的报道较少,NB的治

疗多选用多西环素联合其他药物的治疗方案,与其他

儿童化脓性脑炎的治疗方案多经验性选择头孢曲松或

美罗培南完全不一致,因此尽早确诊 NB有助于及时

规范治疗,减少后遗症的发生,而且对公共卫生也具有

重大意义。本研究通过对儿童中枢神经系统布鲁氏菌

感染患者的临床和脑脊液宏基因组二代测序(met-
agenomics

 

next
 

generation
 

sequencing,mNGS)结果

进行分析,探索mNGS在儿童布鲁氏菌脑炎感染诊治

中的临床应用价值。

材料与方法

1 病例

为2020年11月至2021年3月在本院神经内科

住院并临床疑诊为NB的2例患儿进行回顾性分析。
详细记录每例患者的病史体征、实验室检验及其他辅

助检查结果。本研究得到山东大学附属儿童医院伦理

委员会批准,患者家属均已签署知情同意书。

2 方法

2.1 实验室检查 根据血常规、脑脊液常规和脑脊液

生化检查结果,脑脊液抗酸染色和结核分枝杆菌及利

福平耐药基因检测鉴别结核分枝杆菌感染,同时检测

脑脊液新型隐球菌荚膜抗原以排除隐球菌感染。

2.2 NB诊断标准[10] NB应符合下列任一标准:
(1)符合神经布鲁氏菌病的症状和体征;(2)从脑脊液

中分离布鲁氏菌和(或)在脑脊液中存在抗布鲁氏菌抗

体;(3)脑脊液中淋巴细胞增多,蛋白水平升高,葡萄糖

水平降低;(4)头颅磁共振成像或CT诊断结果。

2.3 影像学检查 脑部CT和 MRI可以辅助用于

NB的诊断,临床多表现为脑膜炎、脑膜脑炎影像学特

征,但NB的影像学异常无特异,临床上常难以与其他

感染或炎症反应鉴别诊断。

2.4 脑脊液 mNGS检测 腰椎穿刺,留取1~2
 

ml
脑脊液(应在30

 

min内放入-80
 

℃冰箱保存),使用病

原破壁试剂盒(华大生物科技有限公司生产)在生物安

全柜内(严格无菌),对脑脊液中的病原体进行玻璃珠

破壁处理,使用核酸提取试剂盒(武汉华大科技有限公

司生产)提取DNA,并用DNA酶切试剂盒(华大生物

科技有限公司生产)将提取的DNA酶切至200~300
 

bp的片段;使用PMseq
 

TM 文库制备试剂盒(华大生

物科技有限公司生产)进行文库构建。使用华大基因

提供的阴性和阳性质控,进行全流程质控监测。使用

BGISEQ50测序平台(华大生物科技有限公司生产)对
质控合格的DNA纳米球进行测序分析。

2.5 数据生信分析 测序数据下机后,剔除低质量、
测序长度<35

 

bp的读数,以获得高质量的测序数据,
然后应用华大数据分析平台独立进行病原菌数据库比

对,从而对微生物进行初步鉴定和序列数统计分析。

结 果

1 患者一般情况

2例患者均为男性,年龄分别为11岁和12岁。1
例冬季起病,1例春季起病,2例患儿经流行病学调查

均与羊有密切接触史。

2 临床表现

2例患者均急性起病,均表现为不明原因的弛张

热。1例患儿伴头晕,1例颈肩部疼痛,伴有呕吐,此外

2例患者均合并肺部感染
 

。

3 实验室检查

2例患者血液布鲁氏菌凝集试验阳性;血培养1
例阳性,1例阴性(表1);2例患者颅内压均升高;2例

患者脑脊液常规白细胞计数升高,以单核细胞为主;葡
萄糖水平降低,蛋白质水平升高;氯化物水平降低;脑
脊液普通培养阴性,脑脊液血培养瓶增菌3.5

 

d后血

培养仪器报警,质谱鉴定为羊布鲁氏菌,菌液转种到血

平板24
 

h后长出细小菌落(图1)。

4 影像学检查

2例患者均行磁共振成像(MRI)检查,MRI示双

侧半卵圆中心见小片状长T1长T2异常信号,FLAIR
呈高信号(图B箭头),DWI呈高信号,ADC低信号

(图2)。

5 病原微生物mNGS检测

以脑脊液 mNGS检测到的细菌序列数>1条为

判定条件,1例检出细菌5属8种,检出真菌1属1
种,病毒、原生生物(寄生虫等)微生物未检出;脑脊液

mNGS检测出布鲁氏菌序列数为175条,剔除背景

菌,致病菌仅为羊布鲁氏菌。另1例检出细菌2属8
种,检出真菌1属1种,均为检出结核分枝杆菌和新型

·551·
中 国 病 原 生 物 学 杂 志

Journal
 

of
 

Pathogen
 

Biology 
2022年02月 第17卷第02期

Feb.2022, Vol.17,No.02



隐球菌,其他病毒、寄生虫等微生物亦均未检出;脑脊

液mNGS检出布鲁氏菌序列数为389条,剔除背景

菌,致病菌仅为羊布鲁氏菌。2例患儿 mNGS测序基

因组的覆盖度为(0.05~0.11)%,测序深度为1.00
(表2)。

 

表
 

1 2例中枢神经系统布鲁氏菌感染患者的实验室检查结果
Table

 

1 Laboratory
 

results
 

of
 

2
 

patients
 

with
 

NB

编号
No

血液
 

Blood

白细胞

WBC
(×109/L)

单核
细胞%
Monocy
tes(%)

细菌
培养

Bacterial
 

Culture

虎红
试验
RBPT

脑脊液Cerebrospinal
 

fluid

压力

Pressure
(mmH2O)

白细胞

WBC
(×106/L)

单核
细胞%
Monocy
tes

 

(%)

蛋白质
Protein
(g/L)

腺苷脱氨酶
adenosine
deaminase
(U/L)

葡萄糖

Glucose
(mmol/L)

氯化物

Chloride
(mmol/L)

增菌
培养

enriched
 

culture

1 12.67 16.70 - + 330 28 92.9 0.78 24 1.59 113 +
2 8.57 33.40 + + 185 30.3 77.6 0.99 56 1.02 112 +

  注:1
 

mmH2O=0.0098
 

kPa;血液白细胞的正常范围为(3.50~9.50)×109/L;脑脊液压力正常值80~180
 

mmH2O;脑脊液常规正常值:白细胞

数(0~5)×106/L;脑脊液生化正常值:蛋白0.15~0.45
 

g/L,葡萄糖2.5~4.5
 

mmol/L,氯化物120~132
 

mmol/L。

  A 脑脊液血培养瓶增菌后血培养仪报警曲线 B 脑脊液增菌
后转种血平板培养24

 

h C 患者1(蓝色)和患者2(红色)脑脊液增菌
后质谱鉴定为羊布鲁氏菌

图
 

1 脑脊液增菌培养及质谱鉴定分析

A Thealarm
 

curve
 

of
 

blood
 

culture
 

apparatus
 

after
 

injecting
 

cere-
brospinal

 

fluid
 

into
 

aerobic
 

culture
 

media B Cerebrospinal
 

fluid
 

was
 

cultured
 

in
 

aerobic
 

culture
 

media
 

and
 

transferred
 

to
 

blood
 

plate
 

for
 

fur-
ther

 

culture
 

for
 

24
 

hours C Cerebrospinal
 

fluid
 

from
 

patient
 

1(blue)
 

and
 

patient
 

2(red)
 

were
 

injected
 

into
 

blood
 

culture
 

vials
 

and
 

the
 

culture
 

products
 

were
 

identified
 

by
 

mass
 

spectrometer
 

as
 

Brucella
 

melitensis
Fig.1 Enriched

 

Culture
 

and
 

Mass
 

Spectrometer
 

analysis
 

of
 

CSF

  注:双侧半卵圆孔中心见小片状长 T1长 T2异常信号(图 A箭
头),FLAIR呈高信号(图B箭头),DWI呈高信号,ADC低信号。

图
 

2 2例布鲁氏菌脑炎患者的 MRI检查

Note:Abnormal
 

signals
 

of
 

long
 

T1
 

and
 

long
 

T2
 

were
 

observed
 

in
 

the
 

Centrum
 

Semiovale
 

(arrow
 

in
 

Figure
 

A),FLAIR
 

showed
 

high
 

signal
 

(arrow
 

in
 

Figure
 

B),DWI
 

showed
 

high
 

signal,ADC
 

showed
 

low
 

signal.
Fig.2 MRI

 

examination
 

of
 

2
 

patients
 

with
 

NB

表
 

2 2例布鲁氏菌脑炎患者的宏基因组二代测序结果
Table

 

2 mNGS
 

results
 

of
 

2
 

patients
 

with
 

NB

病例
编号
No.

发病至检出时间
(d)

Time
 

from
 

onset
 

to
 

detection

序列数
The

 

sequence
number

覆盖度
(%)

Coverage

深度
Depth

临床诊断
Clinical

 

diagnosis

1 30 175 0.05 1 羊布鲁氏菌脑膜炎

2 6 389 0.11 1 羊布鲁氏菌脑膜炎

6 细菌基因组序列比对

经数据过滤和组装后,获得两分离菌株的部分基

因组序列。将其与公共数据库下载国内外流行株比

较,构建系统进化树(图3),证实2株布鲁氏菌与2019
年印度Veeraraghavan

 

B等已报到的CP044983.1株

羊布鲁氏菌在进化系统中亲缘性较近[11]。

图
 

3 患者1(Xuguohao)和患者2(Yanshuhao)
感染布鲁氏菌测序序列系统进化树

Fig.3 Phylogenetic
 

tree
 

of
 

Brucella
 

sequence
 

from
 

patient
1(Xuguohao)

 

and
 

patient
 

2(Yanshuhao)

7 治疗及转归

2例患者均给予多西环素(0.1
 

g,1次/12
 

h),同
时联合头孢曲松(3.0

 

g,1次/d)和利福平(0.5
 

g,1
次/d)治疗,并辅以降颅压、营养神经等对症支持治疗。
脑脊液和血常规、生化及影像学检查均明显好转,头
痛、发热等症状均消失,疗程14~28

 

d后均未留下任

何后遗症并治愈出院。
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讨 论

中枢神经系统布鲁氏菌病是布鲁氏菌感染机体后

引起的一种少见的急危重症疾病,约占布鲁氏菌病的

3%~5%[7]。NB于1896年由 Hughes首次报道[5],
极易漏诊和误诊,极易造成临床的致残和致死,其病死

率可高达7%[12],无论布鲁氏菌从哪个入口进入人体,
都会迅速通过上皮层易位,并被粘膜巨噬细胞和树突

状细胞吞噬[2]。内化的布鲁氏菌最初定位于局部淋巴

结,然后通过血液扩散,进入富含巨噬细胞的组织,如
肝脏,脾脏,淋巴结或骨髓,采取细胞内生活方式逃避

先天和适应性免疫反应和许多抗生素的作用[13],诱发

持续感染。当机体宿主免疫力下降时,布鲁氏菌侵袭

脑膜,通过受损的血脑-屏障侵犯中枢神经系统,引起

各种神经系统症状[14]。NB发病的具体机制目前仍不

明确,有研究报道可能与细菌直接侵犯或其内毒素成

分对神经系统产生影响有关[15]。

NB常累及脑脊髓膜和中枢神经系统,以脑膜炎、
脑膜脑炎、脊髓炎为主要临床表现[16],本院收治的2
例患者均有脑膜炎症状,但是NB感染的临床表现与

许多疾病相似,不易区分。目前布氏菌的实验室检测

主要有以下几种方法:(1)病原学检查:是布氏杆菌病

的诊断“金标准"。但体外培养生长繁殖缓慢,检测周

期长、阳性率低,常规脑脊液培养布鲁氏阳性报道极

少[10,17,18]。(2)血清学检查:血清学检测缺乏特异性,
不能区分既往感染和现症感染,容易出现假阳性和假

阴性。(3)布鲁氏菌脑炎患者的脑脊液实验室检查指

标与结核性脑膜炎相似,也缺乏特异性。(4)PCR技

术及一代测序由于检测的序列有限,并受到仪器设备

限制难于普及[19]。

NB是一种可治性疾病,早期治疗效果良好,但是

一旦误诊或漏诊,致残率很高,故需要探索新的临床诊

断方法。近年来mNGS以其病原诊断的高通量、快速

精准的优势被广泛应用于感染性疾病的诊断。
本研究对2例患者的临床与 mNGS结果分析发

现,2例患者均有发热和脑膜刺激症。血常规中白细

胞计数为(8.57~12.67)×109/L,以中性分叶核粒细

胞为主,单核细胞占比在16.70%~33.40%。脑脊液

常规白细胞计数轻度升高(28~33.3×106/L),与血

常规中细胞分类相反,以单核细胞为主(77.6%~92.
9%),葡萄糖水平均降低(1.02~1.59

 

mmol/L),蛋白

质水平均升高。患儿1血培养阴性,患儿2血培养培

养5
 

d为阳性。脑脊液普通培养为阴性。神经影像学

和神经生理学评估,同时结合微生物学诊断工具有助

于并发症的诊断和评估。磁共振成像可以显示实质性

病变和神经受累,PET/CT常用于软脑膜受累的影像

学检查[20]。本研究影像学病灶多集中于双侧半卵圆

中心等部位。2例患者的血清学布鲁氏菌凝集实验均

为阳性,但血清学检测本身容易出现假阳性。2例患

者均检测出布鲁氏菌序列,序列数分别为(175~389)
条。依据2例患者的临床表现、流行病学史、血清学布

鲁氏菌凝集试验、脑脊液常规检查结果,以及 mNGS
的分析结果,均被诊断为中枢神经系统布鲁氏菌感染。

mNGS结果显示,布鲁氏菌感染后普通培养保存的脑

脊液1
 

ml打入血培养瓶,增菌培养3
 

d血培养仪报

警,质谱鉴定均为羊布鲁氏菌,对于条件受限的实验室

在高度怀疑布鲁氏菌感染时可先打入血培养瓶增菌,
经再培养也能增加培养的阳性率。

mNGS采用宏基因组高通量测序技术基于对样

品中病原微生物核酸序列进行分析,通过与数据库中

已有微生物的核酸序列进行比对,鉴定样品中潜在的

可疑12
 

593种致病微生物。本研究中的 mNGS可检

测范围包括基因组序列已知的6
 

039种细菌(其中包

括174种分枝杆菌和137种支原体/衣原体/立克次

体)、4
 

945种病毒、1
 

064种真菌和234种寄生虫。脑

脊液mNGS通过对脑脊液标本中病原菌的DNA片

段进行核酸序列进行测序分析,进而明确病原菌的属

种,早期指导临床对感染性疾病的精准诊治,促进抗微

生物药物的合理使用。mNGS技术对标本中存在微

量的病原菌DNA即可被检出,对病原微生物的覆盖

检出谱也是常规微生物技术难以企及的,且不受死菌

的影响。通过mNGS对分离的2株菌株进行全基因

组测序,经数据过滤和组装后获得基因组序列。将其

与公共数据库下载的国内外流行株进行比较,构建了

系统进化树,证实该2例患者的脑脊液感染的均为羊

布鲁氏菌,且与2019年印度Veeraraghavan
 

B等报到

的CP044983.1株羊布鲁氏菌在进化系统中亲缘性较

近。
虽然有越来越多的mNGS应用的成功报道,但仍

有一些问题,如何区别感染与定植菌,识别外源性核酸

污染等,《宏基因组高通量测序技术应用于感染性疾病

病原检测中国专家共识》[21]的发表有助于标准化

NGS检测过程,以及存储、分析和解读 NGS数据结

果[22]。本研究存在样本量少,测序深度低等缺陷。进

一步扩大样本量和加大测序深度,可为 mNGS在中枢

神经系统感染患者脑脊液中的应用提供灵敏性及特异

性的评估,促进mNGS在儿童布鲁氏菌脑炎精准诊治

中的推广应用。
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