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平行诊断试验监测疟疾流行区归国人员疟原虫感染者的性能评价
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　　摘　要：目的　评价厚血涂片和疟原虫快速检测（ＲＤＴ）组成的平行诊断试验用于疟疾流行区归国人员疟原虫感染监测的性

能。方法　使用厚血涂片、ＲＤＴ和巢氏ＰＣＲ分别检测长沙市４家涉非洲劳务派遣单位归国人员静脉血４８４份，对检测结果进行

统计分析。结果　单独使用厚血涂片和ＲＤＴ的敏感度分别为０．６２８和０．７４４，平行试验的敏感度可达到０．９３０；平行诊断试验

ＲＯＣ曲线下面积为０．９３０（９５％犆犐：０．８９５～０．９８６），高于厚血涂片的０．８１４（９５％犆犐：０．７２４～０．９０４）和ＲＤＴ的０．８４７（９５％犆犐：

０．７６９～０．９２６）。结论　厚血涂片和ＲＤＴ组成的平行试验可以有效提高对疟疾流行区归国人员疟原虫感染者监测敏感度和准确

度，值得推广应用。
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　　疟疾作为全球极为重要的传染性疾病一直备受关注，其危

害非常严重，尤其是对无疟疾流行区无免疫力人群、幼童和孕

妇影响更加严重。我国已进入了基本消除疟疾的阶段，在这一

阶段能够早期发现和治疗疟原虫感染者或疟疾患者是疟疾防

治工作的重中之重已经成为事实和共识［１］。要实现早期发现

疟原虫感染者或疟疾患者，必须大力提升实验室检测能力。但

是目前基层医疗机构的疟疾检测能力并不理想［２］。随着国际

间交流的增加和劳务输出规模的扩大，全国输入性疟疾呈现出

上升趋势，因此作为疟疾控制的基层医疗机构必须进行疟疾检

测技术的革新和优化，提升检测技术水平，应对输入性疟疾造

成的挑战，巩固多年努力所取得的消除疟疾行动的成果。为探

讨适合基层医疗机构发现疟原虫感染者或疟疾患者的检测策

略，遂将疟原虫厚血膜法与疟原虫快速检测 （ＲＤＴ）两种方法

组合成平行诊断试验并评价这一策略的性能。

１　材料与方法

１．１　标本来源　２０１３－２０１５年长沙市４家涉非洲劳务派遣

单位归国人员静脉血标本４８４份。

１．２　仪器与试剂　ＣａｒｅＳｔａｒ
ＴＭ ｍａｌａｒｉａＨＲＰ２／ｐＬＤＨＣｏｍｂｏ

Ｔｅｓｔ由疟疾全球基金统一采购。核酸提取试剂盒采用 ＱＩＡ

ＧＥＮ公司的 ＱＩＡａｍｐ
? ＤＮＡＢｌｏｏｄＭｉｎｉＫｉｔ。吉氏染色液为

ＢＡＳＯ公司产品。

１．３　方法　厚血涂片镜检按文献［３］介绍的方法采用静脉血

制作厚血涂片，进行双人阅片，镜检１００个以上油镜视野的厚

血膜未发现疟原虫报告为未检出疟原虫。

１．３．１　巢氏ＰＣＲ检测　疟原虫ＤＮＡ模板制备严格按照试剂

盒说明书操作，疟原虫核酸巢氏ＰＣＲ检测采用文献［４］介绍的

方法。

１．３．２　ＨＲＰ２／ｐＬＤＨＲＤＴ检测　ＣａｒｅＳｔａｒ
ＴＭ ｍａｌａｒｉａＨＲＰ２／

ｐＬＤＨＣｏｍｂｏＴｅｓｔ试剂盒，取５μＬ全血加入样品槽，加６０μＬ

测定缓冲液于测定孔中，然后计时（２０±１）ｍｉｎ后读取检测结

果。

１．３．３　平行诊断试验的设计与评价　将收集的静脉血分别进

行厚血涂片和ＲＤＴ检测，任何一项检测结果为阳性则认为该

样品为阳性，然后取剩余全血进行巢氏ＰＣＲ检测，并以巢氏

ＰＣＲ检测结果为金标准对平行诊断试验进行评价，巢氏ＰＣＲ

检测只要核酸阳性即为阳性，不细分虫种或是否有混合感染。
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１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１８．０统计软件进行数据的分

析。方法间的比较采用配对样本的χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差

异有统计学意义。试验方法准确度采用平行诊断试验和组分

试验的受试者工作特征（ＲＯＣ）曲线分析。

２　结　　果

２．１　巢氏ＰＣＲ检测结果　４８４份样品经巢氏ＰＣＲ检测阳性

标本４３例，阳性率８．９％。其中疟原虫感染３１例，占阳性例

数的７２．１％（３１／４３），间日疟６例，占阳性例数的１４．０％（６／

４３），三日疟和卵形疟各 １ 例，分别占阳性例数的 ２．３％

（１／４３），混合感染４例，占阳性例数的９．３％（４／４３）。

２．２　平行诊断试验与厚血涂片和ＲＤＴ的比较　平行诊断试

验共发现阳性标本６２例，６２例阳性标本中有２７例厚血涂片

阳性，５４例ＲＤＴ阳性，由两种方法共同检测为阳性的标本数

是１９例，８例标本为厚血膜法单独发现，３５例标本由ＲＤＴ单

独发现。经配对资料的χ
２ 检验发现平行诊断试验结果与厚血

涂片法和ＲＤＴ法的结果差异具有统计学意义（犘＜０．００１）。

见表１。

表１　　平行诊断试验与厚血涂片和ＲＤＴ对的比较（狀）

平行诊断试验
厚血涂片

阴性 阳性

ＲＤＴ

阴性 阳性

阴性 ４２２ ０ ４２２ ０

阳性 ３５ ２７ ８ ５４

χ
２ １９４．６３２ ４１３．７０６

犘 ＜０．００１ ＜０．００１

２．３　平行诊断试验与金标准的比较　将平行诊断试验与金标

准即巢氏ＰＣＲ检测结果比较发现，巢氏ＰＣＲ检测４３例阳性

标本中平行诊断试验发现了４０例，有３例阳性标本未能被平

行试验发现。另外平行试验发现的２２例阳性病例未能被巢氏

ＰＣＲ证实含有疟原虫。χ
２ 检验显示平行试验与金标准间差异

具有统计学意义（χ
２＝２７１．８６６，犘＜０．００１）。见表２。

表２　　平行诊断试验与金标准的比较（狀）

平行诊断试验
巢氏ＰＣＲ

阴性 阳性
合计

阴性 ４１９ ３ ４２２

阳性 ２２ ４０ ６２

合计 ４４１ ４３ ４８４

２．４　平行诊断试验和组分试验的ＲＯＣ曲线　从平行诊断试

验和其组分试验的ＲＯＣ曲线可以看出特异度最高的诊断方法

是厚血涂片法，平行诊断试验次之，特异度最差的试验方法是

ＲＤＴ，见图１。从敏感度的角度来看，敏感度最高的方法是平

行诊断试验，ＲＤＴ和厚血涂片法依次降低。从ＲＯＣ曲线下面

积来看，平行诊断试验线下面积为０．９３０（９５％犆犐：０．８９５～

０．９８６）超过０．９００表示该方法准确度较高，而厚血涂片法和

ＲＤＴ法线下面积分别为０．８１４（９５％犆犐：０．７２４～０．９０４）和

０．８４７（９５％犆犐：０．７６９～０．９２６）均介于０．７００～０．９００，说明这

两种方法单独使用在监测疟疾流行区归国人员疟原虫感染者

上准确度中等。见表３。

图１　　平行诊断试验和组分试验的ＲＯＣ曲线

表３　　平行诊断试验和组分试验的受试者ＲＯＣ特征

方法 敏感度
１－特

异度

曲线下

面积
犛犇 犘 ９５％犆犐

厚血涂片 ０．６２８ ０．０００ ０．８１４ ０．０４６ ＜０．００１０．７２４～０．９０４

ＲＤＴ ０．７４４ ０．０５０ ０．８４７ ０．０４０ ＜０．００１０．７６９～０．９２６

平行诊断试验 ０．９３０ ０．０５０ ０．９４０ ０．０２３ ＜０．００１０．８９５～０．９８６

３　讨　　论

　　疟疾的实验室诊断方法是疟疾控制策略中的重要环节，是

发现疟疾患者和疟原虫感染者等疟疾传染源的重要手段。对

于诊断试验的诊断能力即敏感度和特异度的分析通常能够很

好地反映该项试验对患者的检出能力和排除能力［５］。在实际

工作中往往单一的诊断试验在一些情况下很难获得较为满意

的诊断能力，如本文探讨的适合基层医疗机构发现疟原虫感染

者或疟疾患者的检测策略，其目的就在于想通过价格低廉、操

作简便和无需特殊设备的疟原虫厚血涂片镜检和ＲＤＴ两项检

测技术组成的平行试验提高针对上述人群的诊断能力。

通过这一组合应用，其敏感度由单独使用厚血涂片法的

０．６２８和单独使用ＲＤＴ法的０．７４４提高到了０．９３０，充分发挥

了平行诊断试验的优势。有几个研究报道都表明了ＲＤＴ与厚

血涂片镜检的方法相比较，的确具有较高的敏感度［６８］。与

ＲＤＴ试剂设计的最低检测限２００个虫体每微升全血相比，制

作厚血涂片通常用血４～５μＬ，以５μＬ来计算那么在血膜制

作过程中没有疟原虫转移或丢失的理想状态下，在直径０．８～

１．０ｃｍ的厚血膜中存在１０００个虫体。以常规光学显微镜每

视野的视场面积约０．０２５４５ｍｍ２ 计算
［９］，这１０００个虫体将

分布在最少４９３个视野内［（３．１４×４２）／０．０２５４５）］，那么每个

视野可能存在２个虫体，如果考虑到因染色过程造成的虫体的

转移或丢失以、染液的浮渣或红细胞碎片及镜检技术人员的主

观因素的影响，要在每个视野中寻找２个虫体较小的疟原虫几

乎不可能完成。因此，ＲＤＴ的确具有比厚血涂片镜检方法更

高的灵敏度。但另有事实证明ＲＤＴ试剂通常对少见或罕见的

三日疟原虫和卵形疟原虫感染通常情况下会表现出假阴

性［７８，１０１２］，以及也有实验证明其在疟原虫虫体内完全清除后

的一段时间内仍然会表现出假阳性［１３１４］。厚血涂片的应用在

一定程度上实现了对ＲＤＴ假阴性所漏诊的患者或感染者进行

了查漏。另外在实际应用中也可以对ＲＤＴ阳性的标本有针对
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性地详细检查，有效缩短疟疾诊断实验室标本周转时间，达到

快速诊断的目的。

从 ＲＯＣ 曲线下面积来看，平行诊断试验线下面积为

０．９３０，超过了厚血涂片法线下面积０．８１４和ＲＤＴ法的０．８４７。

说明平行诊断试验的使用较两个组分方法的单独使用，可提高

准确度。不可否认这一平行诊断试验的应用并不能达到对疟

疾患者或疟原虫感染者进行分型的要求。

总之，厚血涂片和ＲＤＴ组成的平行试验可以有效提高对

疟疾流行区归国人员疟原虫感染者监测敏感度和准确度，值得

推广应用。
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