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两种方法检测钩端螺旋体病的一致性评价

黄德蕙, 曾竣, 蒋震羚,王鸣柳

广西壮族自治区疾病控制中心，南宁 530028 

[摘要] 目的 了解钩体显微镜凝集试验（MAT）与胶体金免疫凝集试验（GICA）特性，掌握方法间的优劣，评价两

种方法的一致性。方法 选择广西钩体病监测点人血清及鼠血清，同时进行 MAT和 GICA检测。结果 MAT特异度和

灵敏度分别为 70%（49/70）、52.09%（349/670）；胶体金灵敏度为 30%（21/70）、特异度则为

47.91%（321/670）。两种方法间具有高度显著性差异，其卡方值 X2=12.31，P＜0.01；两种方法间的特定一致性

为 27.27%（15/55），二者间一致性为 89.19%（330/370）,其 Ka值为 0.37 ,显示两种方法一致性强度为“尚好”

。结论 MAT与 GICA比较具有不同的特点,MAT适用于钩体病的临床及监测,而 GICA则适用于突发事件现场使用。
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钩端螺旋体病是由致病性钩端螺旋体引起的自然疫源性疾病，可引起全身性感染和免疫反应。由于钩体病不

但能引起中毒性败血症，随着病情发展还能累及不同组织和器官。因此，早发现、早诊断对钩体病的防控具有重

要的流行病学意义。胶体金免疫层析技术起步于 90年代，目前广泛应用各种细菌、病毒等疾病的检测。本文应用

传统方法显微镜凝集试验（MAT）与新技术胶体金同时检测，平行比对两者的优劣。现将结果报道如下：

1 材料

1．1 人血清  选择 2009年广西钩端螺旋体病监测点中宾阳县、金秀县及 2009～2010年广西壮族自治区疾病预防

控制中心门诊收集的人血清作为研究对象。共 303份，其中男性血清 166份( 54.79 %)，女性 137份(45.21 %)，

供血者年龄范围 9～75岁，平均年龄(38.64±15.94)岁。

1．2 鼠血清  选择 2009年广西百色市疾病预防控制中心采集的鼠血清作为研究对象。

2 方法

2．1 钩端螺旋体显微镜凝集试验（MAT）钩端螺旋体显微镜凝集试验（MAT）原理：将我国 15群 15型钩端螺旋体

标准菌株于 EMJH培养基中培养，置 28℃5～7天，作为凝集抗原备用。病人血清用生理盐水以 1：50稀释加入血

清稀释液 0.1ml/孔，加显微镜凝集抗原 0.1ml/孔，混匀，置 37℃孵育 1-2小时，于暗视野显微镜下观察结果。标

本实验操作及结果判断均按照中华人民共和国卫生行业标准，钩端螺旋体病诊断标准[1]WS290-2008，附录

A.3.1显微镜凝集试验(MAT)进行。抗体滴度以 1：400判为阳性。

2．2 胶体金免疫凝集试验（GICA）胶体金免疫荧光试验原理：将钩端螺旋体抗原包被在硝酸纤维膜上，用于捕捉

血清标本中的钩端螺旋体抗体，同时用标记了的金黄色葡萄球菌蛋白 A的免疫胶体金探针进行检测。按军科院生

产的钩端螺旋体抗体快速检测试剂（胶体金法）说明书进行操作及判断结果。阳性结果：C窗和 T窗出现 2条红色

沉淀线为阳性；阴性结果：C窗出现 1条红色沉淀线为阴性；试剂失效：C窗未出现红色沉淀线，T窗是否出项沉

淀线均判为试剂失效。

2.3 统计分析：应用 EXCEL表格将资料数据进行统计分析。

3 结果

3．1 观察对象人群中性别、年龄分布   共观察人群有 303例，其中男性为 166例、女性

为 137例，男女间性别比为 1:0.83；年龄组中例数最多为 40～组占 69例、最少为 1～组 8例。；3．2钩体病显

微镜凝集试验、胶体金检测结果分布  MAT总阳性率为 13.24%、胶体金总阳性率为 5.68%；标本间比对：人血清

MAT阳性率为 16.17%、胶体金阳性率则为 6.93%；鼠血清 MAT、胶体金阴性率均为 100%；MAT特异度和灵敏度分别
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为 70%、52.09%；胶体金灵敏度为 30%、特异度则为 47.91%。两种方法间差异具有高度显著性差异，其 X2=12.31，

P＜0.01。其他见表 1中所示。

表 1.  两种方法显微镜凝集试验（MAT）、胶体金免疫凝集试验（GICA）检测结果

3．3 两种方法平行比对结果  不同方法的检出率分别为：MAT为 13.24%（49/370）、胶体金为 5.68%（21/370）；

 两种方法均阳性有 15例、两种方法均阴性有 315例，二者均一致性有 330例，两种方法总一致性为

89.19%（330/370）；两种方法特定一致性为 27.27%（15/55）；两种方法比较其 KA值为 0.37，二者间一致性为

89.19%（330/370），显示两种方法一致性强度为“尚好”。其他见表 2。

表 2.  两种方法平行比对结果

MAT
方法

M+ M- 合计

胶体金＋

胶体金-

合计

15

34

49

6

315

321

21

349

370

4 讨论

4．1 方法间优劣性评价： 

   众所周知，钩端螺旋体病自然宿主动物种类繁多，分布广泛，我国从 60多种动物体内检出病原体；广西也

发现多种宿主动物携带或感染钩端螺旋体。中国问号（致病性）钩端螺旋体参考菌株 18群 76型中有 2株由广西

病人中分离，其中 1株是巴达亚群巴叶赞型（56612）分离于 1958年；另一株明尼群（56655）于 1972年广西病

人中分离。目前，国际上钩端螺旋体种下的分类方法有：血清学分类法和分子生物学分类法。血清学分类方法历

史悠久，应用广泛、具有预防和诊断的实用性。血清学分类鉴定分为分群检定与分型检定。分群鉴定通过显微镜

凝集试验，具有定性和定量作用；分型鉴定的标准方法是凝集交叉吸收试验。

    钩端螺旋体显微镜凝集试验（MAT）与胶体金免疫凝集试验（GICA）各自具有不同优点。 MAT优点：能够分群

分型，具体诊断，易于临床医生判断和治疗；MAT缺点：菌株保存、传代复杂，菌株易于丢失难保存；操作复杂、

显微镜观察难以判断。由于 MAT操作复杂，但可分群，适宜对钩体监测及临床检测并给予相应的治疗；利用

MAT可了解我国各省市钩体病流行病学特征、掌握各地钩体病流行菌群，采取相应的防制措施[2-8] 。

   胶体金试剂是检测循环系统总抗体，即包括 IgG、IgM均可检出；本试剂可检出黄疸出血群赖型、爪型、犬型、

拜伦型、致热型、秋季热型、澳洲型、波摩那型、流感伤寒群临型、七日热型、赛罗群乌尔扶型、明尼型、巴达

维亚群巴叶赞型、塔拉索夫型、曼耗 II型。其他血清型抗体可能漏检。杜新安[9]阐明：胶体金具有很高的动力学

稳定性。主要在电镜水平、光镜等检测中广泛应用；卿格非[10]提示：胶体金技术通过特异性抗体和胶体金标记二

抗，能对组织、细胞中特异抗原的分布进行形态学研究，并可把形态和功能研究结合；李岩伟[11]报道：免疫胶体

金试剂具有特异敏感等特点，试剂稳定性好，非常适宜基层或突发事件现场使用。胶体金优点：操作简单快速、

易于判断。适用于人血清及大多数动物哺乳动物血清中检测。易于现场使用、突发性疫情判断；较体金缺点：仅

用于血清学诊断，不能用于钩体菌群（型）确定；试剂取出应立即使用，否则受潮后易失效。胶体金适用于突发

性疫情现场检测，缺陷为不能分群。结合两种方法特点在实际工作中灵活应用可提高检测速度及提高检验水平。

4．2   影响因素   实验中影响检测质量的关键因素包括：人员、样本（采集与运输）、试剂及耗材准备、培养

基配制及质量控制、量值溯源、仪器设备维护与管理、实验条件控制等，因此实验室应建立、实施与钩体相应的

MAT GICA

标本 数量
阳性数

阳性率

(%)
阴性数

阴性率

(%)
阳性数

阳性率

(%)
阴性数

阴性率

(%)

人血清

鼠血清

合计

303

67

370

49

0

49

16.17

0

13.24

254

67

321

83.83

100.0

86.76

21

0

21

6.93

0

5.68

282

67

349

93.07

100.0

94.32
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质量管理体系，首先①应建立质量控制系统。建立实验室质量控制体系文件、实验标准操作程序、生物安全防护

体系、质量控制参考菌株；②应对人员进行相应的质量考核。③进行室内质量控制。通过对各种实验设备、实验

条件、操作过程进行监测和控制；④开展室间质量评价。能完善实验室建设，不断提升检验质量水平。

胶体金特点是可取代三大传统标记物，用于肉眼水平的免疫检测中。它的优点具有①试剂和样本量极少；

②不需要贵重仪器；③适用于现场应用；④没有反射性物质；⑤实验结果可长期保存；⑥检测时间大大缩短，提

高检测速度；⑦其敏感性可达到酶标水平。胶体金技术是继三大标记技术（荧光素、放射性同位素、酶）后发展

起来的固相免疫测定技术，是以胶体金作为示踪标志物，应用于抗体抗原反应的一种新型免疫标记技术，近年来

该技术在医学、动植物、食品安全监督等各领域得到了日益广泛应用。把胶体金层析方法、颗粒标记、免疫检测

等技术放在一起的一种技术。不需要特殊仪器，适合现场快速检测，具有极高应用价值。

总之，钩端螺旋体病是一种自然疫源性、人兽共患传染病，为了提高钩体病检验技术，必须对各种影响因素

进行相应的质量控制，才能提高检验方法的灵敏度和特异性，达到尽早控制疾病传染的目的。加强和完善钩体病

监测，是控制其流行的根本因素。
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