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【提要】 采用镜检法和荧光定量 PCR法对青田县 1例输入性疟疾患者血样进行检测遥 镜检结果显示袁 患者血样
的薄尧 厚血片中均发现恶性疟原虫袁 但其原虫密度均较低袁 为 240个/滋l血曰 PCR结果显示袁 该血样恶性疟原虫特异性
DNA片段阳性袁 确诊为恶性疟原虫感染遥
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揖Abstract铱 The whole blood sample from a patient with imported falciparum malaria was tested by microscopic

examination and fluorescence quantitative PCR. Microscopic examination results showed that Plasmodium falciparum
parasites were found in the thick and thin blood films with a low parasite density of 240 parasite/滋l of blood. The
specific DNA fragment of P. falciparum was amplified by fluorescence quantitative PCR袁 and this case was further
confirmed as P. falciparum infection.
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疟疾是严重危害人类健康的重要虫媒传染病遥 据WHO统
计袁 2012年约有2.07亿疟疾病例袁 估计导致62.7万人死亡袁 多
数疟疾病例和死亡发生在撒哈拉以南非洲咱1暂遥 近年来袁 随着人
群流动性增强和劳务输出人数的不断增加袁 中国输入性疟疾病
例呈逐渐上升趋势袁 且由于诊断不及时导致疟疾流行和因治疗
不及时导致死亡也时有发生咱2暂遥 因此袁 建立正确有效的诊断方
法尧 及时诊断和治疗对有效控制疟疾的流行和挽救生命具有重
要意义遥 WHO将发展准确且快速的疟疾诊断技术作为防治疟
疾优先考虑的对策之一咱3暂遥 本研究采用荧光定量PCR检测了1例
输入性疟疾患者的血样袁 并以镜检法检测结果作对比进行分
析袁 现将结果报告报道如下遥

1 分析对象与方法

1.1 病例资料 患者袁 女袁 23岁袁 浙江省青田县人袁 服务员袁
于2013年4月从非洲赤道几内亚回国一直在待在家中袁 7月15日
出现畏寒尧 头晕尧 头痛尧 口渴尧 腹泻并间隔发热遥 于8月16日
至当地县人民医院内科就诊袁 体温37.9 益袁 有头痛等症状遥 实
验室检查院 白细胞7.2伊109/L袁 嗜酸性粒细胞1.0%袁 红细胞
2.59伊1012/L袁 血红蛋白5.5伊109g/L曰 血涂片镜检未查见疟原虫遥 以
感冒治疗5 d后未见好转遥 于8月21日再次至县人民医院内科就

诊袁 医生建议至青田县疾病预防控制中心作疟疾筛查遥 县疾病
预防控制中心采血后镜检并用荧光定量PCR进行检测袁 并询问
既往史遥
1.2 方法

1.2.1 主要试剂和仪器 DNA提取试剂盒 渊QIAamp DNA Mi鄄
ni and Blood Mini Kit冤 购自德国QIAGEN公司袁 疟原虫总型
渊Plasmodium spp.冤尧 卵形疟原虫 渊P.ovale冤尧 间日疟原虫 渊P. vi鄄
vax冤尧 恶性疟原虫 渊P. falciparum冤 和三日疟原虫 渊P. malariae冤
real鄄time PCR试剂盒购自上海之江生物科技股份有限公司 渊广
东出入境检验检疫局研制冤遥 LC480荧光定量PCR仪为德国Light
Cycler公司产品遥
1.2.2 血涂片镜检 参考全国临床检验操作规程 咱4暂袁 取患者血
样50 滋l袁 涂制薄尧 厚血片袁 干燥尧 固定后袁 用吉氏染液染色袁
高倍镜下渊伊1000冤 观察血涂片袁 薄血片观察至少200个视野袁 厚
血片观察20个视野袁 以未观察到疟原虫作为阴性遥 同时计数虫
体密度咱5暂袁 疟原虫密度=疟原虫数/白细胞数伊血中白细胞数/滋l遥
1.2.3 荧光定量PCR检测 用DNA提取试剂盒说明书提取疟原
虫基因组DNA遥 荧光定量PCR反应总体积40 滋l袁 包括荧光PCR
检测混合液35.6 滋l尧 酶 渊Taq+UNG冤 0.4 滋l和DNA模板4 滋l袁 同
时分别以DEPC H2O和试剂盒内的阳性质粒标准品作为阴性和
阳性对照遥 反应条件院 37 益 2 min袁 94 益 2 min袁 93 益 15 s袁
60 益 60 s袁 共40个循环遥 选择FAM荧光通道袁 在60 益单点荧
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1院 间日疟原虫阳性对照曰 2院 疟原虫总型阳性对照曰 3院 恶性疟原虫
阳性对照曰 4院 卵形疟原虫阳性对照曰 5院 三日疟原虫阳性对照曰 6院
疟原虫总型 渊患者血样冤曰 7院 恶性疟原虫 渊患者血样冤曰 8院 阴性对照遥

图2 患者血样荧光定量PCR检测结果

光检测遥

2 结果

2.1 流行病学史 患者于2010年3月至非洲赤道几内亚当百货
销售营业员袁 期间有2~3次疟疾发病袁 当地医院予以青蒿琥酯
片治疗遥 回国后也曾有发热史袁 用非洲带回的青蒿琥酯片治
疗袁 症状有好转遥
2.2 镜检结果 薄尧 厚血片镜下均可见被寄生的红细胞大小
正常尧 呈圆形袁 疟原虫环状滋养体袁 虫体胞浆蓝色袁 形态与恶
性疟原虫相符袁 其密度较低袁 厚血膜中疟原虫密度计数约240
个/滋l 渊图1冤遥

2.3 荧光定量PCR结果 结果显示袁 该患者血样为恶性疟原虫
特异性DNA片段阳性袁 其他疟原虫特异性DNA片段阴性 渊图2冤遥

2.4 治疗与转归 诊断为恶性疟袁 给予双氢青蒿素哌喹片 渊科
泰复冤袁 每片含双氢青蒿素40 mg和磷酸哌喹0.32 g袁 4片/d伊2d袁
同时患者凝血送浙江省疾病预防控制中心复核遥 3个月后患者
采血复查袁 镜检恶性疟原虫为阴性遥

3 讨论

镜检疟原虫是疟疾确诊的金标准袁 但该方法易受染液的质
量尧 染色时间袁 以及镜检人员专业水平等因素的影响遥 在实际
工作中袁 原虫密度较低或服用抗疟药的患者血样镜检时容易漏
诊遥 2012年全国寄生虫病防治技术竞赛疟原虫检测能力考评结

果显示袁 参与考评人员的镜检平均得分率为53.4%咱6暂袁 较2011年
的44.6%咱7暂有所提高袁 但镜检成绩仍不理想袁 一方面提示镜检人
员的技术水平有待进一步提高袁 另一方面提示建立灵敏度较高
的分子生物学检测方法非常紧迫遥 本研究中袁 患者曾在当地县
医院就诊时曾进行血涂片镜检袁 但结果为阴性遥 可能与曾有自
行服药史有关袁 也可能是镜检人员技术水平原因遥

荧光定量PCR法具有很高的敏感性尧 特异性和重复性袁 对
恶性疟原虫的检测下限为0.1713个/滋l血咱8暂袁 且所需时间较短袁
实现高通量样本检测袁 且能进行疟原虫分型咱9暂遥

青田县是中国著名的华侨之乡袁 现有海外华侨达28万之多袁
分布在世界100多个国家和地区遥 该县地处浙江省东南部袁 亚热
带季风气候袁 气候温暖湿润袁 曾是疟疾的老疫区袁 经多年积极
防治袁 于1992年达到省级 野基本消灭冶 标准遥 但近年来袁 随着
国家经贸往来频繁和华侨人群流动性增加袁 输入性疟疾病例不
断上升遥 2012年浙江省共报告疟疾140例袁 其中境外输入病例
137例咱10暂袁 该县共报告境外输入病例17例袁 恶性疟病例10例袁 间
日疟病例5例袁 卵形疟病例2例遥 王芝芳等咱11暂调查结果显示袁 赴
非洲务工的归国人员有既往疟疾史的比例高达90.83%遥 输入性
疟疾的防治形势较严峻袁 加上传统镜检方法检出率低袁 增加了
诊治难度遥 本研究用荧光定量PCR确诊了疟原虫密度较低的病
例袁 为及时诊治提供了有效信息遥 因此对赴非洲返乡的华侨人
群中有不明原因发热的患者袁 除进行常规血涂片镜检外袁 建议
结合荧光定量PCR检测袁 以提高诊断效率遥
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A院 厚血膜曰 B院 薄血膜 渊尹环状体冤遥
图1 患者血涂片镜检结果 渊吉氏染色袁 伊1000冤
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