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非洲钝缘蟀 ( O n rt i h o do ro smu o bt a a)

感染 Q热立克次体的免疫荧光检测

刘连珠 况明书 刘丽娟 张邦燮
半

(寄生虫学教研室 )

非洲钝缘蟀是非洲地区的一种常 见软蟀
,

根据其嗜血习性至少包括 4 个近似种
,

它是蟀

传回归热的重要媒介
C” 。

D a vi “ 早在 1 9 4 3年就证明 作洲钝缘蝉可实验感染 Q 热立克次体
` 2’ 。

1 9 5 1年 aJ d i n
在刚果从 自然界捕捉的非洲钝缘蝉中分离出 Q热立 克次体

` ” ’ 。

1 9 7 9年作者等曾

发表了我们彩男 ( 1 9 6理) 用 作洲钝缘蟀实验感染 Q 热立克次体的资料 “ ’ ,

作者等并提出非洲

钝缘蝉吸血习性广泛
; 耐饥力和繁殖力强 ; 饲养管理方便

; 对 Q 热立克次体较为敏感
,

且能

长期储存病原体
,

因而我们提出利用该蟀在实验室保存立克次体 的建议
。

但非洲钝缘蝉感染

Q 热立克次体 的敏感度如何 ? 实验感染后用免疫荧光技术及 G i m e
en

z 染色法两种方法对比检

查的效果
,

本文再次 以非洲钝缘蝉用不同稀释度 Q 热立克次体进行感染并对其敏感性作进一

步观察
。

材 料 与 方 法

非洲钝缘蟀 ( o r n i t h o d o r o s m o u b a t a )
,

本种在我室 长期保存 己达 3 0年
,

自 1 9 5 0年后饲

养于温度 2 5 O
C 士 1 ,

相对湿度 70 一 80 % 的恒温室中
,

本次试验均为同一令期的稚虫
。

Q 热立克次体 ( C
o x i e l l a b u r n e t i )

,

系 H e n z e r l i n : 株
,

小白鼠 2 代转鸡胚卵黄囊 3 代
,

镜

检立克次体量为+ +一十
,

以此鸡胚卵黄囊用 H an k
` “ 液配成 10 %的卵黄囊悬液

,

并依次稀释

为 10
一 “ 、

1 0一 “ … … 1 0
一 ’ “
等 12 个不同的稀释度备用

。

感染方法
:

血腔注射法
,

将备用的蝉分成 12 个组
,

每组 10 只
,

先以无菌生理盐水反复冲

洗蟀体表面数次
。

使用 1 0微升的微量注射器 自蟀体第 3 对足后侧缘徐徐注入含立克次体的卵

黄囊悬液
,

侮只蟀注射量为 1 0微升
,

注射后停针 1 一 2 分钟
,

然后退出空针
,

否则注射物易

外溢
。

血淋巴试验
:

血腔注均寸感染 35 天
,

每组取 5 只蝉
,

先以无菌蒸馏水冲洗
,

以眼科剪刀剪

去前足末端
,

血 淋巴液 自动从断肢处溢出
。

每只蟀同时涂 2 个标本
,

分别做免疫荧光抗体及

G i m e n e z 染色检查
。

免疫荧光间接法检查
;

Q 热立克次体免疫血清及荧光抗体标记血清的制备
,

均按本室常

规方法进行
。

怂
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荧光显微镜为日本 Ol ym pi s t落射光A H
、

RF L型
,

配用 B G
, :

及 O G
“ ` 5

滤光片
,

光源为超

高压汞 灯 2 00 W
,

特异性荧光亮度 的判定按 + 一拼制
,

以 “ +注
一

” 以上亮度并具有 Q热立克次

体形态学特征者始判定为阳性反应
。

结 果

非洲钝缘蟀以血腔注射法感染 Q 热立克次体
,

感染后第 35 天各不同稀释度组
,

每组取蟀

5 只
,

每只蜂的血淋 巴液均分别涂片 2 张
,

各用荧光抗体技术 及C i m e n ez 染色法进行检查
,

结果如表 1
。

表 1 非洲钝缘蟀血林 巴试验立充次体 检 查结 果

感染卵黄囊立克

次体稀释度

见 疫 荧 光 检 查 曲 1ll e
lej

z
吸 色 法
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。

免疫荧光检查
: 1。 一 `

一 1。 一 `

各组全部阳性
,

立 克次体数量较多
,

形态典型
,

有大量细胞

内寄生者
,

亦可见散在分布于细胞外者
,

多数标本为柑一洲
,

少数标本为 十 一兴
。

荧光为亮

绿色
,

亮度多数为拼
,

少数为 + +
。

1 0 “ 5

组 4 只阳性
,

立克次体数量为 + 一 + +
。

10
“ “ 、

10
一 7 、

10
一 “ 、

1 0 一 ` “

每组各有一只标本立克次体阳性
,

立克次体数量少
,

但 只 有在荧光亮度川
一

以上

者始判断为阳性
,

遇有 可疑标本则重复一次染色以确定之
。

在 iG m e
en

z
染色标本中

, 1 0
一 ’

一 10
一 “
三组中

,

血淋 巴检查立克次体全部阳性
,

不少血细

胞内寄生有大量立克次体
,

形态典型
,

细胞外亦有许多散在性分布的立克次体
,

多数标本的

立克次体数量为柑一漏
,

个 别 标 本立克次体数量为招
一 。

10 一 略

一 1 0 一 5

两组中各有 4 只标本阳

性
,

细胞内外均可查见立克次体
,

但其数量显著减少
,

一般为 + 一 卡卜
。

10 ~ 。
组一只阳性

,

仅

细胞外有散在性分布的立克次体
,

未见有细胞内寄生者
。

1 0 “ “
以下各组

,

G i m “ en z 染色法全

部阴性
。

在全部检查的 59 只蟀类标本中
,

iG m e
en

: 染色法及免疫荧光检查两者均 阳性者 22 只
,

占

37
.

2 9% ; 两者同时阳性者 28 只
,

占 4 7
.

4 6%
,

故 二者的
J

曾
、

符合率为 8沈
.

7 5%
。

iG m 。
鱿

z 染色
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阳性而免疫荧光阴性者 2只 ;

较
,

前者总阳性率为 4 0
.

6 9%
,

色法
。

表 2
。

G i m e n e : 染色阴性而免疫荧光 阳性者 6 只
,

两者检查技术的比

后者为 4 8
.

2 7%
,

故免疫荧光技术检查似略优于 iG m en ez 染

表 2 非洲钝缘好 感染立 克次体后血淋 巴液两种检查方法 比较

万 法
阳性 /检查鲤数

免疫荧光检查

G im e n e z 染色法

( % ) { 石压声少奋 一
,+F

2 8 / 5 5 (、 5
.

2 7% ) … l

2` /5” ` 4。
一 % ) 2 2

…

隋 况

I F
一

/G
、

一 I F
一

/ G
-

. I F表示免疫荧光技术 G表示 G i m en ez 染色法

讨 论

非洲钝缘蟀对 Q热立克次体是一种较敏感 的节肢动物
,

感染 Q 热立克次体的动物在发烧

期间
,

以此吸血感染很易获得成功
( ` ’ 。

作者等未 发表的资料中非洲钝缘蝉感染 Q 热立克次体

后
,

用免疫荧光技术检查其 !汗胜率为 9 2
.

5 %
。

俞树荣等采用血腔注射法感染Q热立克次体 Y“ -

8 株
, 3天后用 G i m e n e z 染色法及免疫荧光法在血淋巴 中能 明确查见立 克次体

,

而 H e nz e r
l ign

株则在 7 天始能查到
,

而喂血感染法 1 0
、

14 天的检查仍为阴性
( “ ’ 。

似乎说 明一
、

非洲钝缘蝉

在 Q 热立克次体不同株的感染有所不一致
;
二

、

血腔注射法能较早地在血淋 巴中查出立克次

体
。

但上述感染材料均为 1。 一 `的立克次体浓度
。

本实验采用不同的稀释度的病原体含量用血

腔注射法感染非洲钝缘蝉
,

用以 m e
ne

:
染色法及荧光免疫技术检查同一份标本

,

偌以测定非

洲钝缘蝉对 Q热立克次体的两种检查效果的比较
。

实验结果表明
: 以血腔注射法感染非洲钝

缘蝉
,

在 1 0
一 ’

一 1 0 “ 5

浓度范围内
,

无论 iG m e
ne

z
染色法或免疫荧光检查法均可成功地查见立

克次体
,

病原体寄生于血细胞内
,

数量多
,

形态典型
。

蟀的血淋 巴检查
,

确为一种简便
、

快

速而可靠的检查方法
,

而非洲钝缘蝉感染 Q 热立克次体确为一种敏感的节肢动物
,

在实验室

用 以保存病原体甚为理想
。

Zu p a n e i e o v a M a j e r s k a M 等 1 9 7 2 年报告他们在捷克斯洛伐克采得的边缘革蝉 ( D
e r m a -

。 e n t o r m a r g i n a t u s ) 早蟀
,

喂以健康豚 鼠
,

5 一 6 天后用 G i m e n e z 染色法及免疫荧光法检查落

矶山斑点热立克次体
,

作者对 14 只蜂的血淋 巴液
、

胃
、

马氏管
、

唾液腺
、

神经节
、

卵巢等各

组织进行检查
,

认为 iG m e
ne

: 染色法查得的立克次体数量似乎优于免疫荧光技术
,

特别是在

卵巢涂片 中所见立克次体数量较多
`吕’ ,

俞 树 荣 等 在血腔注射感染的 23 只非洲钝缘蜂的检查

中
,

G i m e n e z 染色及免疫荧光检查两者均为阳性者 19 只
,

G im e 。 么 法阳性免疫荧光阴性者 3

只
,

而免疫荧光 阳性 iG m 。 。 z 法 阴性者无
,

因而作者 认为 iG m e en : 法阳性率高于免疫荧光检查

法 “ ’ 。

我们本次实验的结果显示
:
(二i m e en : 染色法和免疫荧光检查在 10

一 ’

一 1 0
~ 。

各组中
,

除前

者在检查时立克次体数量较多
,

且多为细胞内成团寄生
,

因而便于检获
,

其他在阳性率方面

似无明显不同
。

l 。 一 `
以下各组

,

免疫荧光法还可查出少数阳性标本
,

而 G i m e
en

z 染色法则无

此现象
,

且免疫荧光检查在 58 分标本中总阳性率为 4 8
.

27 %
,

而 G im o en z 染色法为 4 0
.

6 9%
,

故我们认为免疫荧光检查似优 于 G i m e n e z 染 色法
,

特别表 现在轻度感染各组的蟀类标本中
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.

是如此
。

当蟀吸食含有Q 热立克次体的血液
,

可以很快繁殖
,

S m i ilt ( 1 9 4 0 ) 就指出血蟀 H ae m a -

p ily sa il
s
ha m e or sa 的 肠 上皮细胞是立克次体的繁殖场所

,

其肠腔亦含有很多立克次体
。

蟀

同蝉的粪便在多数情况下
,

自然集中了贝氏立克次体
,

安 氏革蟀 ( D o r m ac e nt or an de r “ 。 。 i)

的成虫 10
. ”

·

7

的浓度
,

稚虫 1 0
一 `
一 10 ~ ` 2

的浓度
,

可使豚 鼠感染
,

而安氏革蟀的粪便
, 1 0

“ . 的

浓度亦可使动物感染
,

足见敏感的蟀类
,

感染 Q 热立克次体后
,

其组织内病原体的含量是很

高的
。

我们曾将注射不同浓度的 Q 热立克次体于非洲钝缘蝉体内
,

于感染后 48 天的蟀悬液接

种豚鼠
,

从动物发病情况及 Q 热补体结合 试验
,

均证明 工O
~ ’ 一 1 0 “ ` 2

各组 动物均获得感染
,

说明免疫荧光抗体或G im e en z 染色阴性者
,

动物分离仍为获阳性结果
。
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