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摘要!9目的9对浙江省丽水市山区犬脑组织标本进行狂犬病病毒抗原检测!了解犬狂犬病毒感染状况' 方法

收集丽水市山区狂犬病和疑似狂犬病犬以及外观健康犬脑组织标本 8%& 份!用直接免疫荧光试验$'[G%检测狂犬

病病毒抗原!确定阳性标本' 结果98%& 份犬脑组织标本印片 '[G检测 # 份为阳性!占所检标本的 $4>!H$#a

8%&%!其中外观异常并攻击人a犬导致人或犬间疫情的犬脑组织标本 : 份!均阳性&外观正常犬脑组织标本共 8!$

份!8 份阳性!阳性率 "4>#H$8a8!$%' 结论9在丽水市首次用免疫学方法进行狂犬病病毒的实验室检测!狂犬病

病毒在丽水山区狂犬病疫区的犬间相互传播!犬狂犬病疫情存在扩散的现象'

关键词!9狂犬病病毒& 直接免疫荧光& 检测& 感染率

中图分类号!E%>%4# 文献标识码!G 文章编号!8""% =##$8$!""#%"$ ="&"> ="!
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99狂犬病是由狂犬病病毒侵入人及所有温血动

物中枢神经系统而引起的急性人兽共患传染病!通

常由病兽以咬伤方式传播到人!是目前人类病死率

最高的急性传染病!一旦发病!病死率几乎为

8""H' 浙江省丽水市自 8#:$ 年 8 月至 !""$ 年 88

月一直未见人狂犬病病例!但 !""$ 年 88 月至 !"":

年 % 月间相继于松阳县*遂昌县*青田县*龙泉市出

现了新发人狂犬病病例 $ 例!为了解狂犬病病毒在

犬间的感染状况!丽水市疾病预防控制中心检验科

收集疫区犬脑组织标本用直接免疫荧光试验

$'[G%对狂犬病病毒特异性抗原进行了检测'

NK材料与方法

8489犬脑标本的收集9!"": 年 % 月至 !"": 年 ; 月

间在丽水市出现人狂犬病病例或者出现疑似狂犬

病犬伤人的山区村落收集村民处死的犬头颅标本

8%& 份$其中莲都区 > 份*松阳县 %: 份*遂昌县 ;

份*龙泉市 :& 份%!8%& 只犬均为放养的未免疫犬!

其中具有攻击人a犬史或者被犬攻击史的疑似狂犬

病犬 : 只!外观正常犬 8!$ 只!在负压生物安全二级

实验室内通过枕骨大孔快速采样法采集脑组织标

本!即时检测或=>" f保存'

84!9试剂与仪器9狂犬病病毒荧光抗体$E+N(*)

'[GE*+C*1B!MR*@(261 公司%*磷酸缓冲液粉剂

$SV,!,60+.N(6公司%*牛血清白蛋白$V,G5!,(C@+

公司%*丙酮$G2*B61*!上海溶剂厂%*甘油$ 0̂P2*.(1!

上海试剂总厂%*荧光倒置显微镜$0*(2+公司%' 所
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有实验试剂均由中国疾病预防控制中心病毒病预

防控制所提供'

84%9直接免疫荧光试验#'[G$检测狂犬病病毒抗

原9取不同部位脑组织 $大脑*中脑*小脑和海马

回%剖面均匀涂印在载玻片$提前浸泡于纯酒精中

%" @(1%上!晾干印片!用 & f预冷的丙酮室温固定

8" @(1!滴加 8b;"稀释的狂犬病病毒荧光抗体$$" I

:"

$

0%于制备好的抗原片上!%> f湿盒孵育 %" @(1&

取出抗原片缓流冲洗 % I; )!SV, 振洗 ! 次!蒸馏水

振洗 8 次!每次 ! @(1!吹干&用 #"H甘油封片!荧光

显微镜观察结果'

!K结果

!489'[G法检测犬脑组织狂犬病病毒特异性抗原

犬脑组织印片经丙酮固定!抗狂犬病病毒荧光标记

的单克隆抗体染色!在荧光显微镜下观察到点状或

针尖状*呈现不同形状和大小的苹果绿色荧光者为

初检阳性!共计 # 份'

!4!9犬感染情况98%& 份犬脑组织标本印片 '[G

检测结果经病毒培养复核!# 份为阳性!占所检标本

的 $4>!H$#a8%&%!其中外观异常并攻击人a犬导致

人或犬间疫情的犬脑组织标本 : 份!均阳性&外观正

常犬脑组织标本共 8!$ 份!8 份阳性!阳性率 "4>#H

$8a8!$%' 8%& 份标本中松阳县有 %: 份!$ 份阳性&

遂昌县 ; 份!! 份阳性&龙泉市 :& 份!8 份阳性&莲都

区 > 份!均为阴性'

PK讨论

狂犬病病毒是有包膜的单链$负链%E7G病毒!

具有较强的神经组织嗜性!是致死性传染病000狂

犬病的病原体!广泛存在于犬*猫*狐狸*狼和蝙蝠

等多种动物体内!并在它们之间传播' 各种动物对

狂犬病病毒的敏感性不同!其中家犬属于中度敏感

宿主!人体被宿主动物$犬*猫等%咬伤后!病毒通过

伤口进入体内!在局部神经节进行繁殖!并进一步

侵犯中枢神经系统!最终扩散至周围神经和唾液腺

等组织' 狂犬病的潜伏期一般为 ! I% 周!个别病例

可长达数年!目前对狂犬病尚无有效治疗药物(8)

'

狂犬病病原学检测目前大多采用免疫荧光法检测

脑组织样品中的狂犬病病毒抗原(!)

!欧美等国家对

动物狂犬病的确诊除了通过症状判定外!必须有实

验室诊断依据!中国对狂犬病的诊断多是通过患

者a犬的临床症状来判断!一般没有经过实验室诊

断!缺乏充分的科学依据' 本研究通过直接免疫荧

光方法!对所收集的犬脑组织标本进行了 E5抗原

的检测!且将'[G阳性标本委托武汉病毒所进行病

毒分离培养!结果共检获 # 份 '[G阳性标本!且均

成功从对应犬脑组织中获得狂犬病病毒' 阳性标

本有 $ 份在松阳县检出!其中 & 只犬存在流行病学

联系#G咬伤 V!V发病后撕咬 M和 '!表明狂犬病

病毒在犬间通过相互撕咬传播&此外!在 : 份外观异

常并具有攻击人a犬史或者被犬攻击史的疑似狂犬

病犬脑中均检出狂犬病病毒!阳性率 8""H!占阳性

标本的 ::4>#H$:a#%!检出率远远高于外观正常

犬!故今后在疫区中!对于临床表现异常$流涎*攻

击他人a犬%或者疑似狂犬病的犬要密切关注!同时

在外观正常犬中检测到狂犬病病毒!说明在丽水地

区存在狂犬病传染源!除了犬之外!由于动物的生

活圈和流动性大!不同种动物之间还存在交叉传染

的可能性!故在疫区中也可能存在除犬以外狂犬病

病毒的其他动物宿主(%)

!本中心在今后会继续加强

对犬类及其他温血动物的监控!对狂犬病宿主带病

毒率的监测将是下一步工作的重点'

$对中国疾病预防控制中心病毒病预防控制所*松阳县疾病预

防控制中心*龙泉市疾病预防控制中心*遂昌县疾病预防控制中心

在实验技术和标本的收集方面的大力支持表示感谢1%
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