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重庆地 区婴幼 儿急性胃肠炎的病原学观察

王宁良 张淑莲 熊大慧
*

李光平 (微生物学教研室 )

提 要 本文就 1 9 7 8一 1 9 8 1年重庆地区婴幼儿急性胃肠炎流行期连续 4年做了该病的病原学研

究
。

从 171 例病儿粪标本中用电镜观察到轮状病毒者有 36 例 5( 3
.

8% ) , 又从 60 例病儿急性期和恢

复期双份血清或单份恢复期血清中用补体结合试验检测出轮状病毒抗体者 52 例 (8 6
.

6% )
。

在 32 例

病儿的双份血清中抗体滴度呈 4倍以上升高者 28 例
。

从病原学和血清学上证明 1 9 7 8年至 1 9 8 1年重庆

地区冬季所流行的婴幼儿急性胃肠炎其主要病原为轮状病毒
。

并证明重庆地区轮状病毒的 隐性感

染在小儿中相当普遍
。
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婴幼儿 急性 胃肠炎据 E , t e s
等 l ` )报告在

世界范围内每年发病人数达五亿余人
,

死 亡

病例竟达 50 0一 1 8 00 万之多
。

此病在我 国又

称之为秋季腹泻
,

是危害婴幼儿较严重的传

染病之一
。

在我 国
,

于 1 9 7 8年由庞其芳等 ( 2

和王守良等
〔 3 )分别在北京和重庆地区该病流

行期从患儿粪便中用电镜观察到轮状病毒
。

本文报告 1 9 7 8 ~ 1 9 8 1连续四年婴幼儿急

性胃肠炎流行期对重庆地 区病儿粪便和血清

标本的研究结果
。

材 料 和 方 法

一
、

标本采集

1
.

粪便标本
:

于流行期间采集患病三天以内

病儿粪便 11 了份 (例 ) 标 本
。

于 一 20 ℃保 存
。

多数

标本做过肠道致病性细菌分离培养
,

未分离出致病

性细菌
。

粪便标本以 2 0 0 0一 3 o o o r p m 离心 1 ~ 2

次涂去粪渣
,

取上层液直接作电镜样品观察或按下

述方法进一步处理后再作电镜样品检查
。

2
.

血清标本
:

采集 60 例 病 儿发病早期和恢

复期双份血清或单份恢复期血清共 92 份
,

保 存 于

一 2。℃冰箱中待测定有无轮状病毒补体结合抗体
。

同时收集 10 2人份无腹泻病史的其 他 病儿 血 清 标

本
。

二
、

电镜样品制备法

1
.

直接滴膜法
:

将粪标 本直 接 滴 在 涂有

fo
r m va : 支持膜载网上

,

自然干燥后负染色电镜下

观察
。

2
.

超速离心浓集 法
:

将粪标本 经 2 7 0 0 0~

35 o o o r p m 离心 2 一 4 h
,

倾去上液
,

沉 淀物悬于

少量蒸馏水中
,

均匀后取之滴膜
,

经负染色后电镜

下观察
。

3
.

琼脂扩散过滤法
:

先将 1
. 。一 1

.

5 %琼脂溶

化液 Zm l 铺于载玻片上
,

待凝固后横切 成三块
.

移入一个先垫有三层滤纸的平皿内
,

然后
,

将粪标

本滴在琼脂块表面
,

使标本滴成凸起呈珠状
,

迅速

将载网复盖在标本滴珠表面
,

载网随滴珠吸干而下

落
, `

至快干时即将载网取下
,

经负染 色 后 电镜检

查
。

4
.

免疫电镜 法
:

取粪 标 本 o
.

Zm l
,

加轮状

病毒抗体血清 (补结试验 1 :
64 以上

,

作 l ,

10 或 1 ,

20

稀释 ) 。 .

l m l
,

混合后置 37 ℃水浴中作用 6 0 m in
,

转置 4 ℃冰箱过夜
。

翌日
,

用 3 0 0 0一 5 o o o r pm 离心

20 m i n ,

除去上清液
,

滴加少许蒸馏水于沉淀物
,

混匀后取它滴膜制样
,

经负染色后电镜检查
。

5
.

快速免疫电镜法
:

此法即上述免疫电镜法

和琼脂扩散过滤法两者结合的方法
。

三
、

补体结合试验

抗原是经电镜检查富含轮状病毒 颗粒的 粪 标

本
,

用差速离心 ( s 0 0 0 r p m 又 3 o m i n 及 3 5 o 0 0 r p m X 于

3 h ) 纯化和浓缩的轮状病毒液
。

抗原效价是用方阵

滴定法滴定
。

补结试验为常用补结试验微量法
。

正

式试验中轮状病毒抗原用量 为 。
.

l m l 内合 8 个单
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位

结 果

一
、

病原学检 查

1
.

电镜观察粪标本中轮伏病毒
:

1 1 了份婴幼儿急性胃肠 炎病儿粪标本
,

85 份 经

月菌
:

州少离培养未分离亡于{致病性大肠杆菌或其他病

前
。

电镜 观察发现 6 3份标木含有特征形态的轮伏

忘
一

,

只 : 心
二

今!为。 3
.

吕少̀
。

轮状病毒颗粒在 电镜图象中均匀分布或聚集成

堆 (图 1 一 2 )
,

大多数病毒颗粒呈现特征性典型

形态
。

病毒颗粒为球形
,

直径约为 65 一 75
n m

,

为

双层衣壳结构
,

内层 壳微粒呈现车轮辐射状排列等

特征
.

由于庄意了标本的采集和电镜样品制作方法的

不断改进
,

故自 1 9 7 8 ~ 1 9 8 1四年中所采集的标本检

图 1 为龚标 木中轮状病毒电镜图

象
。

病毒颗 拉散在分布 ( 负

染 色
,

放 大 1 0 0 0 0 0倍 )

图 2 为龚标 木中轮
:

伏病毒电镜图

象
。

病毒聚集成 团 ( 负染色
,

放 大 9 0 0 0 0倍 )

出轮伏病毒的阳性率不断提高 (表 1 )
。

2
.

比较五种电镜样品制作法的敏感度
:

任意选出 4 。份病儿粪标木用五种 电镜样品制作

法平行检测标本中轮状病毒检出阳性数以比较五种

制作法的敏感度
。

结果证明以快速 免疫电镜法最为

敏感
,

见表 2
。

3
.

比较电镜检出轮状病毒和血清中检测轮状

病毒抗体的符合率

表 1 1 9 78 ~ 1 9 8 1年病 儿龚标 本 中轮状病毒 的 电镜检查

样品制备法

超速离心法

琼脂扩散过翻去

免疫电镜法

免疫电镜法

标本采集时间 标本份数 阳性份数 阳性率 ( % )

.

…
n甘LOJ任nùnOO口ō匕ō匕

汽匕1儿nU

qQn乙

ùUt了n己q山9曰.土月任乃O1 9 7 8
。

1 0 ee l l

1 9 7 9
。

1 1~ 1 2

1 9 8 0
。
1 1~ 1 2

1 9 8 1
。
1 0~ 1 2

表 2 五种制样法 比较检 出轮状病毒的敏感度

直接滴膜

五种制样法的检出阳性数和阳性率 ( % )

琼脂扩散过滤 超速离心 免疫电镜 快速免疫电镜

本数标份

7 1 1 2 4 2 8 3 1

( 1 7
。
4 ) ( 2 7

。

4 ) ( 6 0
。
0 ) ( 7 0

。

0 ) ( 7 7
。

5 )
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表 3 患者龚便中检 出病毒和血清中出现杭体的符合率

粪标本中查出
轮状病毒

共计

阳性例数

阴性例数

共 计

血清中出现轮状病毒抗体

阳 性 例 数 ( % ) 阴 性 例 数 ( % )

2 1 ( 6 5
。

6) 0 ( 0 )

6( 1 8
.

8) 5( 1 5
.

6)

2 7 ( 8 4
.

4) 5( 1 5
.

6)

2 1 ( 6 5
,

5 )

1 1 ( 3 4
。
4 )

3 2 ( 1 0 0
。

0 )

就 32 例病儿比较研究了他们粪便中轮状病毒的

检出和恢复期血清中出现抗体的符合率
。

经免疫电

镜法检查出21 例病儿粪标本含有轮状病毒 , 27 例病

儿的恢复期血清中测出补结特异性轮状病毒抗体
。

两法同为阳性者 21 例 , 同为阴性者 5 例
,

共有 26 例

完全相符
,

其符合率为 8 1
.

2%
。

证明该病的流行确

系轮状病毒引起
。

二
、

血清学检查

收集了 32 例急性胃肠炎病儿的急性发病期和恢

复期双份血清
,

28 例只收集到单份恢复期血清
。

32

例病儿双份血清中轮状病毒抗体滴度呈 4 倍以上升

高者28 例
,

另 4 例未见 4 倍升高但滴度水平较高 ,

28 例单份恢复期血清中有 2 4例呈病毒抗体阳性
,

滴

度在 1 , 1 6一 1 :

25 6
。

合计 60 例病儿血清中检 出 轮状

病毒抗体者 52 例
,

阳性率为 8 6
.

4 %
。

10 2例年龄在 10 岁以内无腹泻病史而患 其 他疾

病的婴幼儿血清中也有 63 例检出轮状病 毒 补 结抗

体
,

滴度在 1 : 4一 l : 1 28 之间
,

其中约有 80 %阳性者

是 5岁以 内的婴幼儿
,

而后
,

随年龄增加而阳性率

相应递减
,

此说明重庆地区婴幼儿轮状病毒隐性感

染相当普遍
。

讨 论

我们连续四年在重庆地 区婴幼儿急性胃

肠炎流行季节收集病儿粪 标 本 1 17 份 (例 )
,

电镜观察检出 63 例含有典型 形态特征的轮状

病毒
,

而粪标本经肠道病原细菌培养则为阴

性 , 病儿发病早期和恢复期双份 血清的特异

性补结抗体 4 倍升高
,

据此
,

我们认为重庆

地区于 1 9 7 8年至 1 9 8 1年四年中所流行的婴幼

J L急性胃肠炎的病原主要是轮状病毒
。

由轮状病毒引起的婴幼儿急性胃肠炎的

病原学诊断 目前仍以观察病毒形态或检测病

毒抗原为主要手段
。

由于人类轮状病毒的分

离培养相当困难
,

故用电镜直接检查可疑病

人粪标本中有无轮状病毒对诊断甚为重要
。

然而
,

电镜样品制作法同标本 中检出轮状病

毒的阳性率密切相关
。

我们任选 40 例病儿粪

标本平行比五种电镜样品制作方法 的 敏 感

度
,

证明快速免疫电镜法和免疫电镜法检出

阳性率较高 (7 0% 以上 ) ; 其次为超速离心

法 (6 O% )
,

而琼脂扩散过滤法和直接滴膜

法较低 (2 了% 以下 )
。

在作免疫电镜观察时

我们注意到轮状病毒是否有血 清 型 别
。

为

此
,

我们从粪标本和血清标本中 各 选 出数

份
,

分别做过交叉免疫电 镜 试
·

验
,

从结果

看
,

四年 中引起婴幼儿急性胃肠炎流行的轮

状病毒之血清型似属同一型别
。
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