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� � 蜱是能够寄生各种脊椎动物 (包括人类 )体表专性吸血

的节肢动物, 是许多自然疫源性疾病及人兽共患病的媒介和

宿主。蜱呈世界分布。近年来, 许多新发蜱传细菌性疾病被

发现。自 1982年莱姆病病原体伯氏疏螺旋体 ( Borrelia

burdorf eri)发现以来, 目前欧洲大陆共发现 11种蜱传致病

菌。该类疾病诊断困难, 需要专业实验室采用特别技术来完

成。因此,欧洲临床微生物及传染病学会 - 贝氏柯克斯体

( Cox iella)、无形体 (Anap lasma )、立克次体 ( R ickettsia)、巴尔

通体 ( Bartonella )联合研究组以及欧盟蜱传疾病监测联合组

织 ( EC Q LK 2- CT- 2002 - 01293)成员共同起草编写了 �欧

盟蜱传细菌性疾病诊断纲要� [1] , 其目的是帮助临床医生及

微生物工作者正确认识及诊断蜱传疾病。

1� 立克次体病

1� 1� 病原体与媒介 � 斑点热群立克次体是蜱传立克次体病

的主要成员, 该类病原体是专性细胞内寄生菌。许多成员在

蜱体内可经期传播 (即幼虫 -诺虫 -成虫 )或经卵垂直传播。

因此, 蜱即可作为媒介也可作为宿主。蜱传立克次体病具有

一定的地理分布。病原体主要侵染人内皮细胞导致血管炎,

引起系列临床及实验室异常表现。欧洲分布最广的是由康

氏立克次体 (R. conorii)引起的地中海斑点热 (M SF ), 也叫纽

扣热。传播媒介主要是血红扇头蜱 (R. sangu ineus )。近期欧

洲又发现 5种新发蜱传斑点热及输入性非洲蜱咬热 [ 2]。

1� 2� 临床表现 � 蜱咬后 6~ 10 d发热、头痛、肌内痛、皮疹、

叮咬部位有焦痂及局部淋巴结肿大。血液及生化非特异表

现有血小板减少、白细胞减少及肝酶升高。

1� 2�1� 实验室诊断

1� 2�2� 标本采集与保存 � 采集 5 m l肝素或枸橼酸钠抗凝

血液。 EDTA抗凝血可用于分子生物学诊断。如标本在 24 h

内不能检测, 最好 - 70 � 保存或更低温度。血清学检测采

集急性及恢复期 ( 2周后 )血液 10 m l。如没有 4倍变化, 应

间隔 4~ 6周采集第 3次血液。蜱叮咬部位皮肤标本是培养、

免疫组化及 PCR检测最好标本。

1� 2�3� 诊断方法

1� 2�3�1� 血清学 � 微量间接免疫荧光实验 ( M IF )是推荐的

参考方法。在法国马赛, IgG滴度� 1�128和 /或 IgM� 1�64

可考虑康氏立克次体感染。而 IgG滴度� 1�64和 /或 IgM�

1�32可考虑其他立克次体感染。 IgM或 IgG血清转换 (抗体

滴度 4倍升高或降低 )分别在发病 25 d或 28 d以后。斑点热

群立克次体不同种之间存在抗体交叉反应。表 1给出了交叉

反应排除实验及结果解释。

表 1� 法国马赛参考实验室交叉排除实验及结果解释
Table 1� P rocedure used for the diano sis of rickettsioses

when cross�reaction are noted

1.当某一病原体特异 IgG或 IgM抗体高于另外一种病原体至少 2

个稀释度时,可考虑该病原体感染

2.当比较病原体抗体滴度 < 2个稀释度时,做免疫印记, 急性期血

清检测到某种病原体特异抗体时,可考虑该病原体感染

3.做免疫印记实验无法进行确诊时, IgG / IgM� 128�32时,可考虑

交叉吸收实验。

交叉实验特异诊断标准如下: ( 1)单一抗原免疫荧光实验阳性;

( 2)免疫印记对某一单一蛋白显示特异反应

1� 2�3�2� 培养 � 立克次体分离培养必须在生物安全 P3实

验室进行。标本有肝素或枸橼酸钠抗凝血液、皮肤活检标本

(患者体表有焦痂 )或蜱标本。离心 she ll via l方法已普遍用

于分离培养。有调查结果显示, M IF抗体滴度 � 1: 32时,

59%的患者分离到病原体。V ero细胞和 L929细胞是敏感

细胞。

1� 2�3�3� 分子生物学 � PCR是检测立克次体敏感、特异的

快速诊断技术。表 2列举了立克次体检测常用 PCR引物及

扩增基因。

1� 2�3�4 � 病例定义 � 地中海斑点热病例定义及诊断积分,

见表 3。

2� 无形体病与埃立克体病

2� 1� 病原体与媒介 � 人无形体病是由嗜吞噬无形体

( Anap lasma phagocy tophilum, 曾叫人粒细胞埃立克体 )引起

的急性传染病。 1994年美国首次被描述。该病原体属于立
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表 2� 立克次体感染患者 PCR检测常用靶基因

Table 2� Targetting genes and prim ers of detectting rickettsiae

使用基因和种 正向和反向引物 ( 5�~ 3�) 方法 样本

g ltA (所有种 ) RpCS�877p: GGG GAC CTG CTC ACG GCG G

RpCS�1258n: ATT GCA AAA AGT ACA GTG AAC A

普通 PCR 皮肤

Ou ter�m em bran e protein A( om pA) 所有种

( 除了 R. h elv etica, R. au stra lis,

R. belli i, R. canadensis)

Rr190�70p: ATG GCG AAT ATT TCT CCA AAA

Rr190�602n: AGT GCA GCA TTC GCT CCC CCT
Rr190�70p: ATG GCG AAT ATT TCT CCA AAA

Rr190�701n: GTT CCG TTA ATG GCA GCA TCT

普通 PCR

普通 PCR

皮肤

ompA AF1F: CAC TCG GTG TTG CTG CA

AF1R: ATT AGT GCA GCA TTC GCT C

AF2F: GCT GCA GGA GCA TTT AGT G

AF2R: TAT CGG CAG GAG CAT CAA

AF3F: GGT GGT GGT AAC GTA ATC

AF3R: CGT CAG TTA TTG TAA CGG C

AF4F: GGA ACA GTT GCA GAA ATC AA

AF4R: CTG CTA CAT TAC TCC CAA TA

自杀式 PCR ( 1)

自杀式 PCR ( 1)

血清

ompB

所有种 (除了 R. helvetica, R. bellii, R. m assi liae )

BG1- 21: GGC AAT TAA TAT CGC TGA CGG

BG2- 20: GCA TCT GCA CTA GCA CTT TC

普通 PCR 皮肤

� � 注: ( 1 )只有在专业实验室使用一次,不需要阳性对照, 每次筛选实验时,针对立克次体其他基因,设计引物对

表 3� 地中海斑点热诊断标准 ( 1)

D iagnostic criteria forM ed iterranean spo tted fever

标准 � � � � 积分

流行病学标准

� � 流行地区居住
� � 5- 10月发病

� � 接触蜱

2

2

2

临床标准

� � 发热 > 39�
� � 焦痂
� � 皮疹或斑丘疹
� � 上述标准中的 2个

� � 上述 3个标准

5

5

5

3

5

非特异性实验室异常

� � 血小板 < 150 U /L

� � SGOT或 SGPT> 50 U /L

1

1

细菌学标准

� � 康氏立克次体血培养阳性
� � 皮肤活检检测到康氏立克次体

25

25

血清学标准

� � 单份血清 IgG> 1�128

� � 单份血清 IgG> 1�128和 IgM > 1�64

� � 双份血清抗体 4倍升高

5

10

20

� � 注: ( 1 ) SGOT血清谷草转氨酶; SGPT血清谷丙草转氨酶; 总积

分� 25为阳性诊断标准

克次体目, �-原细菌纲。病原体严格细胞内寄生, 主要侵染

人及动物中性粒细胞。自 1930年起欧洲就认识到该病原体

对家畜的致病作用, 只有近年才认识其对人类有致病性。欧

洲广范围采集 的 Ix odes蜱标本检测无形体, 其流行率为

2% ~ 45%。欧洲首例报道是 1995年斯洛伐克。目前共报

告了 22例确诊病例。

2� 2� 临床表现及实验室异常 � 潜伏期为 5~ 21 d(平均 11 d)。

4- 10月为高发季节, 6月为高峰。主要表现急性发热 (体

温 > 38�5 � )、寒战、剧烈头痛、全身酸痛或关节痛。男性多

于女性, 平均年龄 11~ 73岁。还有恶心、腹痛、腹泻及咳嗽

等症状。少见皮疹及中枢神经系统症状。少数患者有非典

型肺炎表现。约 50%的患者需要住院治疗。并发症及致死

病例少见。常见的实验室异常是血小板减少 ( 90% )和白细

胞减少 ( 70% ),同时伴有肝酶升高, 如谷丙转氨酶、谷草转氨

酶及乳酸脱氢酶。多数患者有 C-反应蛋白升高。其他表现

有贫血、血清尿素氮、肌酐升高。在发病 14 d这些症状恢复

正常。在欧洲北部、中部及东部地区, 该病与蜱传脑炎很难

鉴别。

2� 3� 实验室诊断 �

2� 3�1� 标本采集与保存 � 一般标本应在抗生素使用前, 急

性发热期, 这时感染的中性粒细胞含菌浓度最高。 EDTA抗

凝血最好, 快速接种,在室温或 - 20 � 不超过 48 h。枸橼酸

钠抗凝血室温下病原体存活最长时间为 10 d,而 4 � , 最长

可存活 13 d。标本应尽快运输,最长不超过 48 h。血清检测

应采集急性期及 15~ 21 d后恢复期血清, 4 � 或 - 20 � 保

存。关于该病抗体动力学变化的观察研究十分有限, 但 40%

的患者在发病 2年后仍可检测到抗体。血膜包含体检测十

分有意义。

2� 3�2� 诊断方法

2� 3�2�1� 血清学 � 间接免疫荧光实验检测循环抗体是首选

方法。通常将细胞培养的无形体包被玻片 ,用冰丙酮或乙醇

固定后 - 20 � 保存或避光保存。同样纯化后的无细胞抗原

也可冰冻保存或 4 � 下, 1% W /V叠氮钠磷酸盐保存。

2� 3�2�2� 培养 � 无形体分离培养应在 P 3实验室进行。

HL60细胞 ( ATCC CCL240)是最广泛使用的细胞系。这些

细胞保存在无抗生素的含有 2 mm o l/L谷氨酰胺及 20% ( V /

V )胎牛血清的 RPM I- 1640培养基中, 37 � , 5% CO2培养,

一般取 100� l新鲜血或 0�5 m l冻存的白细胞层 ( EDTA抗凝

血分离后 )接种到浓度为 2 � 105 HL60细胞培养瓶中, 隔日

观察, 3~ 7 d后进行 G iem sa细胞涂片染色。

2� 3�3� 分子生物学检测 � 目前 PCR方法没有标准化, PCR

扩增的敏感性与使用引物及扩增长度有关。不管扩增那个基

因,必须进行测序鉴定。无论进行那种基因扩增, 临床应用效

果是最好的评估方法。常使用的引物及扩增基因见表 4。
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表 4� 无形体扩增靶基因及使用引物
Table 4� Targetting genes and prim ers of detecttingA. phagocytophilium

基因 正向及反向引物 ( 5�~ 3�) 方法 样本 敏感 /特异

16S rRNA

16S rRNA

Epank1

HGE 44

P44 (m sp�2 )

Paralog序列

Gru els

GE9 :f AAC GGA TTA TTC TTT ATA GCT TGC T

GE10 r: GGA GAT TAG ATC CTT CTT AAC GGA A

EC 9: AAG GAT CCT ACC TTG TTA CGA CTT

EC 12: AAT CTA GAT TAG ATA CCC T( A /T / G )G TAG TC C

G e9:f AAC GGA TTA TTC TTT ATA GCT TGC T

G e10r: GGA GAT TAG ATC CTT CTT AAC GGA A

LA6: GAG AGA TGC TTA TGG TAA GAC

LA1: CGT TCA GCC ATC ATT GTG AC

未发表

P44 f1: TTG ATC TTG AGA TTG GTT ACG

P44 r1: GGC AGA TCA TCA TAA ACR CC

P44 f2: CAA GGG TAT TAG AGA TAG T

P44 r2: AAA CTG AAC AAT ATC CTT AC

H S1: TGG GCT GGT A (A / C ) T GAA AT

H S6: CC I CC I GG I AC I A( C / T )A CCT TC

H S43: AT( A / T )G C( A / T) A A( G /A) G AAG CAT AGT C

H S45: ACT TCA CG ( C / T ) ( C / T ) T CAT AGA C

普通 PCR

巢式 PCR

普通 PCR

普通 PCR

巢式自杀式 PCR

巢式 PCR

血

血清

血

血

血清

血

86% / 100%

未评估

95% / 100%

未评估

未评估

未评估

2� 3�4� 病例定义 � 无形体病例的确诊主要依据流行病学、

临床表现、实验室检查及诊断实验。

人无形体病诊断推荐标准:

( 1)确诊病例 � 发热, 有蜱叮咬或接触史并且证实嗜吞

噬细胞无形体血清抗体转换 ( 4倍升高或降低 )或者血液

PCR检测到无形体特异性基因片段并测序证实或者血液培

养分离到嗜吞噬细胞无形体。

( 2)疑似病例 � 发热, 有蜱叮咬或接触史或者 PCR阳

性, 但没有测序或测序未成功或者血涂片有包涵体。

3� 莱姆病

3� 1� 病原及媒介 � 莱姆病是由伯氏疏螺旋体引起的蜱传细

菌性传染病, 病原体呈螺旋状, 长 20 ~ 30 �m, 宽为

0� 2~ 0� 3 �m。目前对人致病的有 3 种, B. burgdorfer i sensu

stricto ( ss) , B orrelia afzelii及 B orrelia garinii。北美地区主要

有B. burgdorfer i ss, 而欧洲地区上述 3种均存在。最新报道

的 新 种 有 Borrelia lonestari、B orrelia jap onica、 Borrelia

ander sonii、Borrelia lusitan iae、Borrelia m iyam otoi、 B orellia

turdae、B orrelia tanuk ii及 Borrelia valaisiana [ 3]。后 3种对人

可能有致病性。所有病原体均为硬蜱传播。蜱的幼虫及诺

虫主要寄生各种啮齿动物及鸟类吸血,而成蜱主要寄生各种

哺乳动物 (如鹿、家养或野生食肉动物 )吸血。鸟类, 特别是

海上迁徙鸟可以携带蜱进行远距离病原体传播输入, 因此,

该病原体特别是 Borrelia garinii呈世界分布。病原体与宿主

之间的关联性如下: B. burgdorfer i sl spp与脊椎动物宿主, B.

afz elii和小啮齿动物, B. garinii、B. valais iana和鸟类。

3� 2� 临床表现及实验室异常 B. burgdorferi ss、B. afzelii和

B. garinii� 临床表现分为 3期, � 期为疾病早期, 为局部感

染期, �期为波散期, �期为持续感染期。� 期为局部皮肤

损伤如游走红斑, 3个种均有此症状, 起初在蜱叮咬部位, 然

后逐渐波散。某些病例可发生次级环状损伤。极少数病例

可发生非常典型淋巴细胞瘤, 通常位于耳垂、乳头或乳晕处。

多发性关节痛病例发病几周或 2个月后, 可有关节损伤, 在

美国, 80%未治疗病例发生膝关节炎 (�期病程 )。目前有人

认为莱姆病关节炎与 B. burgdorfer i ss感染有关。B. garinii

可引起神经表现, 如脑膜脑炎、大脑炎及脑膜神经根炎。颅

神经损伤可导致面瘫。 5%的病例发病后数周可表现心脏受

累, 心电图显示心肌炎、房室阻断。慢性萎缩性肢皮炎与

B. afz elii感染有关,一般发生游走红斑后数年 (�期病程 )。

ACA的主要表现是蓝红色消退, 表现硬性渗出, 然后进展为

皮肤萎缩及硬化改变。

3� 3� 实验室诊断 �

3� 3�1� 标本采集与保存 � 注意无菌采集标本, 不加任何防

腐剂, 尸检标本放在盛有无菌生理盐水的小容器内。尽量事

先与实验室联系, 应尽快接种 ( 2~ 4 h)。血清是莱姆病诊断

常用标本, 神经病变病例,脑脊液和血清同时采集进行实验

室检测。颅内病原体特异抗体检出对于诊断具有明确作用。

CSF也是理想的标本, 细菌培养及 PCR操作检出率为 20%。

关节液特别是尸检标本 PCR检测对于关节炎诊断有意义。

皮肤活检标本对 B. burgdorf eri分离是理想的材料, 对于 EM

患者, 分离率高达 86%。蜱是流行病学调查患病风险重要的

标本。

3� 3�2 � 诊断方法

3� 3�2�1 � 血清学 � 多数病例在发病早期可检测到特异抗

体, 但 IgG抗体多在�期检测到。神经病变患者 CSF可检测

到特异抗体。疾病晚期 ( �期 )可检测到较高的抗体滴度, 特

别是关节炎或 ACA患者。只有 10% ~ 40%的患者可检测到

IgM抗体。对于慢性神经病变患者检测 CSF抗体非常重要。

免疫印记也可诊断莱姆病,主要用来疾病分期,如早期, p41,

O spC免疫带呈阳性。任何单一的血清诊断实验都不能明确

诊断该病, 只有采用多种检测方法才可提高检出阳性率。

3� 3�2�2 � 培养 � 分离培养只有在参考实验室进行。

B. burgdorfer i在人工培养基上可生长 (改良 K e lly培养基 -

M K P培养基 )。但分离培养费时费力, 一般常规实验室难以
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进行。对于临床表现典型, 抗体阴性, 或神经损伤病例但

CSF检测抗体阴性, 或免疫反应缺陷病例, 病原体分离培养

是最有用的诊断方法。有时培养对于血清检测阳性病例也

起到支持作用, 如有皮肤病变表现, 但不能确定的病例。

3� 3�2�3 � 分子生物学检测 � 目前没有标准化方法包括

DNA提取。以 PCR为基础的各种检测基因包括 o spA、ospB、

鞭毛蛋白 p66 (克隆 2H 1)、16S rRNA基因、5S /23S rRNA间

隔序列都可用来检测病原体。多基因扩增更有效。除了关

节液标本, 分子生物学诊断敏感性并不优于分离培养。如皮

肤活检标本或 CSF用作 PCR 时, 敏感率分别为 60% 和

25%。莱姆病分子生物学诊断已有综述文献或通过网址

( h ttp: / /www. dghm. o rg / red / index. htm ?l cnam e = M IQ, and

a lpha1. mpk. m ed. un i - m uenchen. de /bak /nrzbo rre lia /

m iqlym e /F ram e- m iq- M icrobio log ica .l htm l)进行查阅。

3� 4� 风险评估 � 1996年欧联盟协作执行委员会发表了莱姆

病诊断评估标准 ( EUCALB ),见表 6。

表 5� 欧联盟莱姆病诊断标准
Tab le 5� D iagnostic criteria for Lym e disea se

疾病
主要临床依据

(必须标准 )

主要临床依据

(辅助标准 )

实验室证据 ( 1)

主要依据 (不可或缺 )

实验室证据 ( 2)

主要依据 (支持性 )

慢性游走性红

斑 ( EM )

游走的斑块呈粉红或蓝红色, 常常是中央

消退边缘颜色深, 对比明显, 没有显著的

隆起, 局限于叮咬周围或游走 (少见 )

在同一位置

被蜱叮咬过

无 通过培养或者从皮肤活检标

本 NAT检测到伯氏包柔螺旋

体,特异性抗体明显升高或者

检测到特异性的 IgM

包柔氏体淋

巴瘤 (罕见 )

蓝红色的斑块常是无痛的, 通常位于耳

垂、耳轮、乳头或阴囊, 发生于儿童 (特别

是在耳朵 )的概率大于成年人

EM存在或以前有过 检测存在伯氏包柔螺旋体的

抗体 ( IgG和或 IgM )或其 IgG

抗体明显上升

B-细胞假淋巴细胞瘤组织

学特征

慢性萎缩性肢

端皮炎

四肢表面长期的红色或蓝红色。开始时

柔软的皮肤会肿起, 斑块最后会萎缩。皮

肤会硬结可能超过骨突

血清高滴度特异性 IgG抗体

或伯氏包柔螺旋体典型的组

织学迹象以及通过培养或皮

肤组织活检 NAT 检测到病

原体

早期神经病变 脑膜神经根炎疼痛伴随或不伴随面瘫或

其他的颅神经麻痹 ( Ga rin�Bu jadoux�
Bannwarth综合征 )。儿童可频繁发生脑

膜炎, 独立的当面出现 (间或双面 )面瘫

或者其他头盖骨麻痹

EM存在或以前有过 脑脊液 ( 3)中的淋巴细胞增多

并且 CSF 检测到特异性抗

体 ( 3)、或从脑脊液培养或

NAT检测到伯氏包柔螺旋体

在脑脊液中出现特异性的寡

克隆区带;血清特异性抗体明

显升高

慢性神经病变

(罕见 )

持续脑炎, 脑膜脑炎,脑脊髓炎, 神经根炎 脑脊液 ( 3)中的淋巴细胞增多

并且 CSF 检测到特异性抗

体 ( 3)、或从脑脊液培养或

NAT检测到伯氏包柔螺旋体

在脑脊液中出现特异性寡克

隆区带

莱姆心肌炎 房室阻断急性发作 (�度和 �度 )、心率

失调、心肌炎或心内膜炎

EM存在或以前有过 检测存在伯氏包柔螺旋体

IgG 和或 IgM 抗体或其 IgG

抗体明显上升或者在心脏组

织活检中培养到伯氏包柔螺

旋体

莱姆关节炎 1.某个或某些大关节炎反复发作,有时发

展成慢性关节炎从临床症状排除其他

原因

1. 高浓度的特异性 IgG 血清

抗体或者结合主要临床症状

中的第 2条

2.某个或某些大关节炎反复发作,有时发

展成慢性关节炎, 但缺乏典型临床症状及

病史

2. 高浓度的特异性 IgG 血清

抗体并且通过 NAT 或者通过

从关节滑液和 /或滑液活体组

织标本培养检测到伯氏包柔

螺旋体

� � 注: EM, 慢性游走性红斑; NAT, 核酸扩增技术; CSF, 脑脊液。 ( 1)就实验结果而言,本文所列出来的特异性方法可以得到证实。 ( 2)随着疾病的发展或者

应用抗生素治疗不久之后,特异性的血清水平可能会升高; 当疾病康复后它们可能会减少。 ( 3)当疾病开始时或者儿童单侧面瘫, 在短时间内 (几天 )不会发生脑

脊液淋巴细胞增多

4� 土拉热

4� 1� 病原及媒介 � 土拉热是由土拉弗朗西斯菌引起的人兽共

患病。病原体需氧,多形态。病原体可感染 250多种动物如哺

乳动物,特别是野兔、家兔、啮齿动物、鸟类、鱼、寄生虫等。病原

体可通过多途径感染,人类感染主要是蜱 (革蜱和硬蜱 )的叮咬,

感染的哺乳动物咬伤、鹿蝇及蚊虫叮咬等而发生传播。直接接

触、吸入以及摄入污染的水或食物以及职业暴露等均可感染。

实验室工作人员、农民、畜牧医生、打猎人员以及肉品加工人员

等是职业感染高危人群。65%病例发生在 5- 7月。33%的患者

在 11月或 12月因接触野兔、家兔而感染。

4� 2� 临床表现与实验室特征 � 潜伏期 1 ~ 21 d。主要表现
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突然发病、寒战、头痛、淋巴病变、全身无力、肌肉痛及疲劳

等。体温及脉搏分离现象。临床分为 6 型: 腺溃疡型

( 49% ~ 75% )、腺 型 ( 12� 5% ~ 15�9% )、眼 及 眼 腺 型

( 0�5% ~ 3�5% ), 口咽型 ( 0~ 9� 2% ), 伤寒型 ( 8% ~ 14% )

及肺炎型 ( 1�5 % ~ > 50% )。W BC 正常或偏高, 部分患者

有异型淋巴细胞。肝脏转氨酶升高。 25% 患者有脓尿。

70%的病例 CSF分析结果正常。

4� 3� 实验室诊断 �

4� 3�1� 标本采集与保存 � 所有可疑病例标本检测应在 P3

实验室进行。皮肤活检标本 (焦痂周边组织 )或淋巴结尸检

标本以及血液 (肝素抗凝血 )咽拭子已经痰标本等可用来分

离培养, 但应快速或储存在 - 80 � 保存。 PCR 标本可

以 - 20 � 保存。血清学检测采集双份血清。

4� 3�2 � 诊断方法

4� 3�2�1 � 血清学方法 � 血清学方法仍是主要方法。临床

症状出现后 2周, 标准试管凝集实验可检测到特异抗体。单

份血清抗体滴度� 1�160, 差异具有统计学意义。地理分布不

同, 参考值也不相同。流行区参考值大于非流行区。由于抗

体可能会持续相当长时间, 单份血清土拉热的诊断是不能确

立的。疾病早期采集血清与恢复期血清标本抗体滴度呈 4

倍升高具有明确诊断意义。因交叉反应, 特别是 IgM抗体,

血清学方法是无法鉴定 F. tu larensis亚种的。

培养 � 病原体分离十分困难且危害性较大,一般很少用

于诊断。有报道分离率只有 10%。

病原体的各项操作必须在 P 3生物安全实验室进行。研

究人员建议免疫接种。F. tularensis营养要求苛刻, 在富含

胱氨酸的培养基中 37 � , 5% CO2培养 2 ~ 4 d可生长。商

售的添加有 IsoV ita lex ( BBL, Cockeysv ille, M D, U SA ) 或

Po lyV itex ( b io�M e� r ieux, M arcy l� E to ile, F rance)巧克力琼脂

可进行分离培养。自动化血培养系统也可分离此病原体。

病原体菌落呈蓝灰色、圆形、光滑、较湿润, 血平板上菌落周

围有 �溶血环。

4� 3�2�2 � 分子生物学检测 � 许多基因如 16S rDNA 和

17kDa脂蛋白基因都可作为检测基因。 PCR技术克服了分

离培养可能造成的生物安全问题。PCR技术可进行分子分

型。基于 16S rDNA 序列, 可以鉴别 F. tularensis subsp.

Tularensis和 F. tularensis subsp. P alearctica。尽管因生物恐怖

原因, 该病原体基因组序列信息已严格限制,但 F. tularensis

subsp. F. tularensis Schu S4全基因组测序的完成,大大促进了

分子生物学的应用。诊断标准见表 6。

5� 蜱传复发热

5� 1 � 病原体与媒介 � 蜱传复发热 ( TBRF ) 是一种传染病,

表现败血症性突然高热症状和体征。临床反复间歇性发作。

该病呈世界分布, 主要由 16种不同包柔氏螺旋体属细菌引

起, 这些细菌寄生在钝缘蜱属中的软蜱类。如果不治疗,

T BRF病死率达 5%。每种包柔氏螺旋体都有特定的媒介。

自然界中, 许多啮齿动物、小哺乳动物可作为自然宿主。包

柔氏螺旋体可在他们的媒介中持续存活许多年。

表 6� 土拉热 CDC鉴定标准

Tab le 6� C riterra for diagnosis of tularem ia

临床描述

� 主要临床表现包括以下:

� 腺溃疡 (皮肤溃疡伴随局部淋巴结病 )

� 腺体 (局部淋巴结病没有溃疡 )

� 眼 (与 )腺 (结膜炎伴随耳前淋巴结病 )

� 口咽 (口腔炎或咽炎或扁桃体炎和颈淋巴结病 )

� 肠 (肠疼痛、呕吐、腹泻 )

� 肺 (原发性胸膜疾病 )

� 伤寒 (发热性疾病,早期没有表现和体征 )

� 蜱和鹿蝇叮咬及接触哺乳动物宿主组织、接触土拉热弗朗西斯
菌或者可能被污染的水等。流行病学病史有助于临床诊断

实验室诊断标准

� 可疑病例
� 土拉热弗朗西斯菌血清抗体滴度升高 (未证明 4倍或以上

改变 ),但没有临床病史

� 弗朗西斯菌接种后病例或通过荧光实验检测到土拉热弗
朗西斯菌

� 确诊病例
� 分离到土拉热弗朗西斯菌或土拉热弗朗西斯菌特异抗体
滴度 4倍升高

病例分类

� 可疑
� 临床症状符合,而实验室结果提示可能感染

� 确诊
� 临床症状符合且实验结果证实的病例

5� 2 � 临床表现与实验室特征 � TBR F表现突然发病,高热、

寒战、头痛、乏力、肌肉痛、关节痛及咳嗽等。严重病例可出

血、肝、脾肿大、角膜虹膜炎。非洲病例多有腹痛、恶心、呕

吐、腹泻及畏光等。初次发热末期可有皮疹。神经症状较常

见, 甚至较严重。7%的患者有黄疸。病死率为 2% ~ 5%。

5� 3 � 实验室诊断 �

5� 3�1� 标本采集与保存 � 疾病发作时采集血标本, 暗视野

显微镜或光镜下或血膜镜检可见大量病原体 ( 106 ~ 108细

菌 /m l)。急性期血液也可分离培养病原体。血清特异抗体

检测对于确诊实验是必需的。

5� 3�2 � 诊断方法 � 发热期血液检测病原体十分有用。暗

视野显微镜或光镜下检测 G iem sa或瑞士染色血膜标本, 敏

感性达 70%。

5� 3�3 � 血清学检测方法 � 因病原体变异性, 血清抗体检测

价值十分有限。

5� 3�3�1 � 培养 � 东非地区 TBRF主要是由 Borrelia dutonii

引起, 使用 BSK �培养可成功培养病原体

5� 3�3�2 � 分子生物学检测 � 巢式 PCR扩增 16S rRNA及鞭

毛基因可检测血液及蜱标本中 TBRF病原体。

5� 3�4 � 蜱标本作为蜱传疾病诊断的重要工具 � 通常步骤包

括蜱分类鉴定及病原分离培养。蜱分类鉴定到种水平。鉴

定流程见表 7。

5� 3�4�1 � 蜱的鉴定 � 蜱分类鉴定到科、属及种水平。

5� 3�4�2 � 蜱标本的保存 � 根据实验目的,可 85%湿度下活

体保存。根据不同种分别保存在 15 � 和 25 � 。吸血前, 在

95%湿度及 0~ 5 � 暗室下,蜱可维持 3个月。 - 80 � 保存

可以使许多病原体维持感染状态,可进行病原体分离培养。
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表 7� 蜱标本分离和 /或鉴定细菌策略

Table 7� Stepw ise of iso la tion and identification

of pa thogen from ticks

1.蜱的物种分类

2.染色方法鉴定蜱细胞中细菌种类 (活蜱的血淋巴,冷冻蜱的唾

液腺 )或者通过 PCR 方法鉴定 (用蜱的一半, 另一半继续冷

冻 )。如染色阳性,可用 PCR鉴定。

3. PCR扩增片段测序并分析比对序列。

4.如检测片段和已知片段 100%相似,则可疑标本得到证实

5.如检测片段和所有可用片段不同,则病原体可能为新种,应从

冷冻的另一半蜱标本进一步分离鉴定。

蜱标本 (包括死蜱标本 )可长期保存用于分子生物学方法检

测病原体。

5� 3�4�3 � 携带细菌的检测 � 将蜱腿远端部分折断, 吸取折

断部位的血淋巴进行血淋巴实验, 涂在玻片上染色镜检, 可

发现细菌。蜱唾液腺或卵或其他器官可用于组化染色。通

过细胞培养可分离蜱标本中的立克次体, 主要技术是离心

she ll v ial方法。将一滴血淋巴液接种到 she ll v ia ls单层细胞

中。消毒后的死蜱也可用于此操作, 用 1 m l培养液将蜱浸

软, 然后接种到 she ll v ia ls瓶中或特殊的 BSK �伯氏疏螺旋

体培养基培养。

5� 3�4�4� 分子生物学检测 � 许多基因可用来检测蜱传细

菌、病毒及寄生虫。

蜱传细菌病原体诊断十分困难, 需要专业实验室, 使用

特殊诊断设备及试剂, 需要有经验的实验技术人员完成。实

验室数据的科学解释对于诊断也十分重要 [ 4]。

[志谢:本文由欧洲委员会 ( ECQLK2 - CT- 2002- 01293) 及欧

洲临床微生物及传染病学会支持 ]

参 考 文 献

[ 1 ] B rouqu iP, Bacellar F, Baran ton G, et a.l Gu idelin es for th e

d iagnosis of t ick�born bacterial diseases in Europe[ J] . CM I, 2004,

10: 1108 - 1132.

[ 2 ] Parola P, Paddock CD, Raou lt D. T ick�borne R ickettsioses around

th e w orld: em erging d iseases challenging o ld con cep ts [ J ] .

C lin M icrobiol Rev, 2005, 18( 4 ) : 719 - 756.

[ 3 ] Socolovsch i C, M ediann ikov O, Raou lt D. Update on t ick�borne

bacterial d iseases in Europe [ J] . Para site, 2009, 16( 4) : 259- 273.

[ 4 ] H eyman P, C och ez C, H ofhu is A, et a.l A clear and present

danger: t ick�borne diseases in Europe [ J] . Expert R ev An ti Infec t

Ther, 2010, 8 ( 1) : 33 - 50.
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剂和细胞毒性药物的应用,则加重了这一缺陷
[ 3]
。

鉴于 ICU的高度感染率, 合理使用抗菌药物,

是预防获得性感染和多重耐药菌株传播的重要措

施之一。 ICU应加强院内感染病原学检测、监控和

管理, 重视致病菌的变异及其耐药性情况的监测,

及时根据院内感染的病原菌特点以及药敏试验结

果合理选择抗生素, 对避免二重感染和多重耐药菌

株的产生和流行具有重要意义。

总之,感染是临床治疗难点, 要减少病原菌感

染的发生, 提高重症监护患者的救护质量, 首先要

提高对医院感染的认识, 加强规范诊疗和护理操作

每一个环节严格无菌操作技术避免病原菌感染。

据多报道病原菌感染问题严重, 抗生素耐药范围

广、耐药性发展快, 与临床不合理用药密切相关。

从交叉感染和自身感染二方面控制医院感染发生,

科学与合理使用抗生素、严格掌握抗菌药物的适应

证,杜绝因滥用抗生素而导致的耐药菌感染。同时

要把医院感染工作作为医院管理的重点来抓,各职

能科室要切实负起责任, 加大监管力度, 定期监测

病原菌耐药率以指导经验用药。针对目前重症监

护室的病原菌耐药形势严峻, 合理用好抗生素成为

每个医务人员的责任。治疗时应严格对症使用抗

生素,及早控制并发症的发生。
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