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揖Abstract铱 Objective To compare the usefulness of Tag鄄primer nested/multiplex PCR 渊UT鄄PCR冤 method with mi鄄
croscopy in malaria diagnosis and surveillance. Methods 400 blood smears and blood samples on filter paper were tak鄄
en from febrile patients which were initially diagnosed as malaria or suspected malaria during surveillance in mixed endemic
areas of Plasmodium falciparum 渊Pf冤 and P. vivax 渊Pv冤 in Hainan and Yunnan provinces and a malaria鄄controlled area in
Guangxi Zhuang Autonomous Region. The initial test results of both UT鄄PCR and microscopy for the 400 samples were com鄄
pared under double blind condition. Blood smears with discrepant results between the two methods were retested by an ex鄄
perienced microscopist袁 and also repeated by UT鄄PCR for 2-3 times. The sensitivity and specificity of the two methods were
evaluated following the Tjitra忆s method. Results Among the 400 blood samples袁 234 were found plasmodium鄄positive by
microscopy with 125 Pf and 109 Pv曰 235 were positive by UT鄄PCR including 124 Pf袁 109 Pv and 2 mixed infection. Alto鄄
gether袁 the coincidence between the two methods stood for 92.5 % 渊370/400冤袁 including 154 negatives and 216 positives
渊Pv 117袁 Pf 99冤. 25 samples with discrepancy from the initial detections were retested袁 which covered 11 microscopy nega鄄
tive and PCR positive袁 10 microscopy positive and PCR negative袁 3 microscopy Pf positive and PCR Pv positive袁 1 mi鄄
croscopy Pv positive but PCR mixed infection. 15 of the 25 samples showed same UT鄄PCR results袁 7 野false positives冶 and 3
野false negatives冶 . Therefore袁 the sensitivity and specificity of UT鄄PCR was 99.6% and 98.8% respectively. Conclusion
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揖摘要铱 目的 与镜检法比较评价标签引物鄄套式/多重 PCR 渊UT鄄PCR冤 在疟疾监测中的应用价值遥 方法 在海南尧 云南
省恶性疟和间日疟混合流行区和广西疟疾控制区的疟疾监测中袁 采集初诊为疟疾或疑似疟疾的发热患者的血片与滤纸血
样 400份袁 在双盲条件下比较镜检法与 UT鄄PCR的初检结果袁 对结果不一致的血片再次镜检复查袁 同时对其滤纸血样重
复 PCR 2耀3次曰 评估 UT鄄PCR与镜检法的敏感性和特异性遥 结果 400例发热患者血样中袁 镜检法初检检出疟原虫阳
性 234例袁 其中恶性疟 125例袁 间日疟 109例曰 UT鄄PCR检出疟原虫阳性 235例袁 其中恶性疟 124例袁 间日疟 109例曰
恶性疟和间日疟混合感染 2例遥 两法初检结果一致的血样占 92.5% 渊370/400冤袁 其中阴性 154例袁 阳性 216例 渊间日疟
117例袁 恶性疟 99例冤遥 复查 25份初检结果不一致的血样袁 包括镜检阴性 PCR阳性 11例袁 镜检阳性 PCR阴性 10例袁
镜检为恶性疟 PCR为间日疟 3例袁 镜检为间日疟而 PCR为混合感染 1例袁 其中 15份与 UT鄄PCR的初检结果一致袁 7份
野假阳性冶原因不明袁 仅 3份为 PCR的假阴性遥 根据复查结果评估 PCR的敏感性为 99.6%袁 特异性为 98.8%遥 结论 采

用更敏感的 UT鄄PCR疟疾诊断方法有助于解决疟疾诊断与鉴别诊断中的疑难问题袁 提高疟疾监测的质量和效率遥
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As a diagnosis method袁 UT鄄PCR is useful for confirmation of malaria diagnosis and differentiation of Plasmodium species袁
also for improving the effectiveness and quality of malaria surveillance.
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长期以来发热患者依靠厚尧 薄血膜显微镜检查
渊镜检法冤 确诊疟疾遥 然而镜检法因其费时费力尧 技
术要求高尧 检出低原虫密度和混合感染能力差尧 虫种
鉴定困难尧 以及结果判断上有一定的主观性等问题袁
已不能完全适应检测大量样本的需要遥 目前袁 许多报
道咱1鄄10暂证明套式 PCR检出疟原虫的敏感性优于镜检法袁
但由于操作复杂以及特异性和稳定性等问题有待解

决袁 尚难推广应用遥 因此袁 作者在前期工作咱10暂的基础
上对实验进行了优化袁 在保持高度敏感性的同时提高
了特异性和稳定性袁 初步达到试剂盒的要求遥 本研究
在疟疾流行区和已控制地区的疟疾监测中袁 使用镜检
法与标签引物鄄套式/多重 PCR渊UT鄄PCR冤检测恶性疟和
间日疟袁 并对其结果进行比较评估遥

材料与方法

1 标本来源

2004-2006年在恶性疟与间日疟混合流行区海南
省的三亚尧 东方和乐东三市渊县冤袁 云南省瑞丽县袁 及
疟疾控制区的广西壮族自治区的全州尧 陆川和龙州等
3县袁 在疟疾监测的被动侦察过程中袁 采集初诊疟疾
患者 或疑似疟疾发热病人的厚尧 薄血片和滤纸血样
共 400份遥 同一患者的血片与滤纸血样实行同一编
号袁 滤纸血样自然干燥后密封于薄膜袋内曰 血片由当
地县疾控中心专业人员染色尧 镜检袁 并将血片及镜检
结果邮寄至实验室备用遥

2 显微镜检查

所有血片初检由当地有经验镜检员按常规吉氏液

染色袁 检查 200个油镜视野袁 记录有无原虫袁 并判定
虫种遥 海南样本的初检结果由海南省寄生虫病研究所
专家核查袁 其中部分阳性血片进行原虫计数遥 UT鄄
PCR与镜检结果不一致的血片袁 由广西 CDC专家在
未知 UT鄄PCR结果的情况下袁 复查 200个视野并记录
原虫数和白细胞数袁 按以下公式估算每微升血中的原
虫数越渊原虫数/白血球数冤伊6 000曰 如 200个视野内未
见原虫袁 则继续镜检全片以判定有无原虫遥

3 UT鄄PCR检测
按文献咱10暂的方法制备滤纸血模板 DNA袁 进行

UT鄄PCR试验袁 试剂组成和反应程序渊温度/时间冤参见
文献咱10暂遥 每次试验设阳性对照渊确诊的恶性疟和间
日疟患者血样冤和阴性对照渊健康人血样冤各一遥

4 PCR扩增产物的分析与鉴定
取 10 滋l UT鄄PCR产物进行 2%琼脂糖凝胶电泳袁

紫外仪渊WD鄄9403C袁 北京市六一仪器厂冤观察并照相遥
根据恶性疟和间日疟的特异引物序列重新合成测序引

物 F1院 5忆鄄TAAGAACTCTATAAATAACCAGACT鄄3忆袁 V1院
5忆鄄GCAAGTGTAAACATGCTGTCATACATGATGCACT鄄
T鄄3忆曰 恶性疟和间日疟阳性血样的 UT鄄PCR扩增产物
各一渊H196和 D33冤袁 应用 DNA纯化试剂盒渊上海生
工生物工程技术服务有限公司冤提纯 DNA袁 送至捷瑞
生物工程渊上海冤公司测序袁 使用 ABI3730XL鄄DNA测
序仪 渊Applied Biosystems袁 美国应用生物系统公
司冤测序遥

5 统计学分析

用 Office2003 Excel 进行统计分析袁 按照文献
咱4暂的评估方法袁 测量的变量包括院 真阳性数渊TP冤袁
即镜检与 PCR均阳性者曰 真阴性数 渊TN冤袁 即镜检与
PCR均阴性者曰 假阳性数渊FP冤袁 即镜检阴性而 PCR阳
性者曰 假阴性数 渊FN冤袁 即镜检阳性而 PCR阴性者遥
性能指标包括院 敏感性袁 为 [TP/渊TP+FN冤暂曰 特异性袁
为咱TN/渊TN+FP冤暂曰 阳性预测值袁为 TP/渊TP+FP冤曰 阴
性预测值袁 为咱TN/渊TN+FN冤暂遥 试验准确性袁 为咱渊TP+
TN冤/试验样本总数暂袁 可靠性袁 为 J指数=咱渊TP伊TN冤-
渊FP伊FN冤]/[渊TP+FN冤伊渊TN+FP冤暂遥

结 果

1 扩增产物鉴定

所有恶性疟原虫 渊Pf冤阳性血样均扩增出长约 611
bp特异条带袁 间日疟原虫 渊Pv冤 阳性血样扩增的特
异条带长约 255 bp遥 H196渊Pf冤和 D33渊Pv冤两份阳性血
样扩增产物的测序结果袁 分别获得可读序列 522 bp
和 175 bp渊不含引物序列冤均与相应的渊Pf袁 Pv冤 cox1
基因设计扩增的序列完全吻合遥

2 UT鄄PCR与镜检法初检结果的比较
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表 1 400份血样镜检与 UT鄄PCR结果比较
Table 1 Comparison of UT鄄PCR and microscopy in examing

400 blood samples

恶性疟 Pf
间日疟 Pv
混合感染 Pf+Pv
阴性 Negative
合计 Total

恶性疟Pf
117

2
0
7

126

间日疟Pv
5

99
0
5

109

混合感染Pf+Pv
1
1
0
0
2

阴性Negative
2
7
0

154
163

合计Total
125
109

0
166
400

UT鄄PCR
Tag鄄primer nested/multiple PCR镜检法Microscopy

400例发热病人血样中袁 镜检法初检疟原虫阳性
者 234例袁 其中 Pf 125例袁 Pv 109例曰 UT鄄PCR 检
出疟原虫阳性者 235例袁 其中 Pf 124例袁 Pv 109例曰
Pf 和 Pv 混合感染 2 例遥 两法检测结果一致的血样
370份袁 其中阴性 154例袁 阳性 216例 渊间日疟 117
例袁 恶性疟 99例冤渊表 1冤遥 原虫计数的 167份阳性血
片统计结果渊表 2冤显示袁 低密度血片渊1耀499个/滋l冤占
总阳性血片的 15.0%渊25/167冤遥

3 UT鄄PCR与镜检法的效率性能比较
按 Tjitra等咱11暂评估方法袁 以镜检法初检结果为参

考标准袁 UT鄄PCR初检的各项性能指标在 88%耀96%
之间遥 若以两法各自初检与复查结果相比较袁 UT鄄
PCR 的各项性能指标均在 98%以上袁 而镜检法在
91%耀96%之间袁 显示 UT鄄PCR的可重复性优于镜检
法 渊表 3冤遥

4 复查结果

30份两法检测结果不一致血片渊其中 5份血片缺
失冤中袁 15份的复查结果支持 UT鄄PCR初检结果袁 其
中 4份野假阳性冶复查证实为镜检初检误判渊Pv 3份袁
Pf 1份冤曰 7份 野假阴性冶 复查未见疟原虫证实镜检
初检漏检曰 3份镜检初检为 Pf袁 UT鄄PCR初检为 Pv的
血片袁 复查见 Pv 大滋养体证实为镜检初检误判曰 1

份镜检初检为 Pv而 UT鄄PCR检出混合感染袁 复查见
Pv和 Pf两种疟原虫证实为镜检初检误判遥 其余 10份
血片的复查结果为袁 6份野假阳性冶和 1份野假阴性冶血
片复查维持初检结果袁 但 UT鄄PCR复查 2耀3次亦维
持初检结果袁 原因不明曰 仅 3份野假阴性冶复查见疟原
虫袁 证实为 UT鄄PCR初检误判遥

讨 论

传统镜检法的局限性以及熟练镜检人员的缺乏导

致疟疾病例的确诊与鉴别诊断困难袁 成为疟疾监测中
新的挑战遥 Coleman等[6暂报告在泰国西部疟疾主动侦察
血片中袁 约250个/滋l的低密度渊无症状冤带虫者约占阳
性总数的 76.2%耀90%遥 然而即使是有经验的专业镜
检员检测原虫低密度样本袁 镜检的敏感性和特异性也
会显著下降遥 因此袁 使用传统的镜检法作野金冶标准已
难于评价效率较高的诊断方法咱4鄄6暂遥
本文用镜检法和 UT鄄PCR检测 400份疟疾监测发

热病人血样袁 两法初检结果一致的样本占 92.5%
渊370/400冤遥 Tjitra等咱11暂的评估方法以镜检法初检结果
为参考标准袁 两法结果不一致时即视为野假阳性冶或
野假阴性冶袁 由此计算 UT鄄PCR的敏感性渊96.0%冤和特
异性渊88.0%冤均低于镜检法渊100%冤遥 但两法结果不一
致血片的复查结果显示袁 多数渊15/25冤属于镜检法的
误判袁 仅 3份 野假阴性冶 血样证实为 PCR初检错误袁
其余 7份两法复查结果均维持原判遥 若以比较两法的
可重复性判定优劣咱6暂袁 将各自的初尧 复检结果进行比
较以检验其可重复性袁 结果显示 UT鄄PCR 的可重复
性渊敏感性 99.6%袁特异性98.8%冤高于镜检法渊敏感性
96.0%袁 特异性 94.7%冤遥 本研究检测对象的原虫密度

表 3 UT鄄PCR与镜检法检测发热患者血样的效率评估
Table 3 Evaluation on UT鄄PCR and microscopy in testing

blood samples of febrile patients

效率性能Performancecharacter
敏感性Sensitivity
特异性Specificity
阳性预期值Positivepredictive value
阴性预期值Negativepredictive value
试验准确性Accuracy
J 指数 J index

UT鄄PCR初检 *
UT鄄PCR initial test

96.0%
88.0%
91.1%

94.5%
92.5%

0.84

UT鄄PCR复查 **
UT鄄PCR retest

99.6%
98.8%
99.1%

99.4%
99.2%

0.98

镜检法复查 **
Microscopy retest

96.0%
94.7%
96.0%

94.7%
93.7%

0.91

表 2 167 例血检阳性现症患者原虫血症 *

Table 2 Parasitemia of 167 positive patients*

原虫数/滋l 血
Parasites/滋l blood
逸10 000
1 000~9 999
500~999
100~499
1~99
合计 Total

例数No.
56
37
5
3
2

103

构成比渊%冤Proportion
54.4
35.9

4.9
2.9
1.9

100

例数No.
8

24
12
17

3
64

构成比渊%冤Proportion
12.5
37.5
18.8
26.6

4.7
100

例数No.
64
61
17
20

5
167

恶性疟原虫
Plasmodium falciparum

构成比渊%冤Proportion
38.2
36.5
10.2
11.8
3.0

100

间日疟原虫
Plasmodium vivax

合计Total

注院 * 234例疟原虫阳性病例中仅 167例计数原虫遥
Note院 * Parasite density calculated in 167 out of 234 plasmodium posi鄄
tive cases.

注院 * 参考镜检初检结果袁 ** 参考各自初检结果遥
Note院 * Related to initial test of microscopy袁 ** Related to the initial
test of the responded method.
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较高袁 74.7%大于 1 000个/滋l袁 两法检测结果不一致
的比例较低袁 镜检法误诊漏检率为 6.4%渊15/234冤袁
如在常规监测低密度带虫比例较高时袁 镜检法误诊
渊或漏检冤 的情况会更加严重遥

UT鄄PCR 法使用的 D1尧 D2 两管试剂袁 包括除
Taq DNA酶外的全部试剂袁 采用简易的滤纸采样和模
板 DNA制备法袁 试验步骤简化为单管 2步扩增袁 试
剂和耗材仅为常规套式 PCR的 1/3耀1/5咱10暂袁 费用大幅
度下降袁 2步反应时间缩短为 3 h 40 min袁 能够同时
检出恶性疟原虫和间日疟原虫遥 只要具备 PCR仪和
电泳仪袁 普通实验室即可完成套式/多重 PCR袁 进行
疟疾的确诊和鉴别诊断遥 特别适用于疟疾监测尧 防治
研究和药物疫苗研究中检测大量样本袁 可提高疟疾监
测的效率和质量遥
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法渊左氧氟沙星和甲基强地松龙及大量液体对症治疗冤袁 体温下
降 2 d后给予维持治疗方案遥 由于作者等在利比里亚维和二级
医院执行任务期即将结束袁 且所携带驱虫药物已用完袁 故该患
者在入院后第 5天转送至其首都蒙罗维亚的约旦维和三级医院
继续治疗遥

讨论

粪类圆线虫是一种广泛分布于热带和亚热带地区的肠道线

虫袁 感染人体机率很低 渊约 2%以下)袁 国内仅有散在的报道咱1暂遥
该虫常定居于小肠袁 还可定居于肺部袁 寄生肺部的雌虫袁 侵入
支气管产卵袁 孵出杆状蚴随痰排出咱2暂遥 严重感染可致多个脏器
受损袁 甚至危及生命咱3暂遥
机体免疫力低下和应用免疫抑制剂是粪类圆线虫重症感染

的主要因素遥 粪类圆线虫轻度感染可无任何症状袁 但 HIV感
染者自身免疫力低下袁 使粪类圆线虫在体内大量繁殖袁 加重了
患者的营养不良遥 本例患者可能在出国前已感染 HIV袁 在赴利
比里亚维和期间发病袁 表现为体重锐减遥 通常罹患肠道粪类圆
线虫感染者可出现灼烧样腹痛伴有腹泻袁 粪便隐血等遥 但该患
者却无明显的临床症状袁 粪便隐血试验为阴性袁 易被漏诊或误

诊遥 另外袁 该患者肺部症状较重袁 X线显示肺部炎性病变袁 但
其无痰袁 故未做痰检袁 但不排除肺部感染粪类圆线虫杆状蚴遥
本文提示 HIV感染者袁 在积极治疗原发病的同时袁 应注意预
防粪类圆线虫感染遥
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