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血液mNGS检测败血症新生儿病原体的准确性评价
及病原菌分布特征

陈珺*,程欢欢,余静

(安徽省儿童医院新生儿科,安徽合肥
 

230000)

【摘要】 目的 分析血液宏基因组二代测序(mNGS)检测新生儿败血症(NS)病原体的准确性,及NS患儿病原菌分布

特征。 方法 选取2021年8月~2024年11月安徽省儿童医院新生儿科收治的99例疑似NS患儿作为研究对象,其
中77例确定诊断为NS。所有患儿均进行血培养和 mNGS检测。mNGS与金标准诊断NS的一致性采用 Kappa 检验

分析。 结果 NS患儿C反应蛋白(CRP)和降钙素原(PCT)水平显著高于非 NS患儿(t=2.634、9.095,P<0.05)。
早发型NS(EOS)与晚发型 NS(LOS)患儿在胎膜早破(PROM)和宫内感染上存在显著差异(χ2=4.979、4.614,P<
0.05)。77例NS患儿中,50例(64.94%)血培养阳性,单独采用血培养诊断 NS的准确度为72.73%。mNGS诊断 NS
的敏感度为89.61%,准确度为91.92%。80.81%的送检患儿血培养及 mNGS检测结果一致,且 Kappa 检验显示,

mNGS与金标准诊断NS的一致性较高(Kappa值=0.793,P<0.001)。综合各项检测结果,77例 NS患儿中,革兰阴

性菌(G-)感染者38例(49.35%),革兰阳性菌(G+)感染者28例(36.36%),真菌感染11例(14.29%)。EOS及LOS患

儿在病原菌类型存在显著差异(χ2=6.192,P<0.05)。 结论 血液 mNGS诊断NS的准确性较高,NS患儿以细菌为

主要感染菌,EOS及LOS患儿在病原菌类型存在差异。血液mNGS检测有助于快速进行NS诊断并了解感染病原体类

型,指导进一步治疗工作。
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【Abstract】 Objective To
 

analyze
 

the
 

accuracy
 

of
 

metagenomics
 

next
 

generation
 

sequencing
 

(mNGS)
 

in
 

detecting
 

pathogens
 

of
 

neonatal
 

sepsis
 

(NS)
 

and
 

the
 

distribution
 

features
 

of
 

pathogenic
 

bacteria
 

in
 

NS
 

children. Methods From
 

August
 

2021
 

to
 

November
 

2024,99
 

suspected
 

NS
 

children
 

accepted
 

by
 

the
 

neonatology
 

department
 

of
 

Anhui
 

Children􀆳s
 

Hospital
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

research
 

subjects,of
 

which
 

77
 

were
 

diagnosed
 

with
 

NS.
 

All
 

children
 

underwent
 

blood
 

culture
 

and
 

mNGS
 

testing.
 

The
 

consistency
 

between
 

mNGS
 

and
 

the
 

gold
 

standard
 

in
 

diagnosing
 

NS
 

was
 

analyzed
 

using
 

Kappa
 

test. Results NS
 

children
 

had
 

obviously
 

higher
 

levels
 

of
 

C-reactive
 

protein
 

(CRP)
 

and
 

procalcitonin
 

(PCT)
 

than
 

non
 

NS
 

children
 

(t=2.634,9.095,P<0.05).
 

There
 

were
 

conspicuous
 

differences
 

in
 

premature
 

rupture
 

of
 

membranes
 

(PROM)
 

and
 

intrauterine
 

infection
 

between
 

early-onset
 

NS
 

(EOS)
 

and
 

late-onset
 

NS
 

(LOS)
 

children
 

(χ2=4.979,

4.614,P<0.05).
 

Among
 

77
 

children
 

with
 

NS,50
 

cases
 

(64.94%)
 

had
 

positive
 

blood
 

culture,and
 

the
 

accuracy
 

of
 

diagnosing
 

NS
 

using
 

blood
 

culture
 

alone
 

was
 

72.73%.
 

The
 

sensitivity
 

and
 

accuracy
 

of
 

mNGS
 

in
 

diagnosing
 

NS
 

were
 

89.61%
 

and
 

91.92%,respectively.
 

80.81%
 

of
 

the
 

tested
 

children
 

had
 

consistent
 

blood
 

culture
 

results
 

with
 

mNGS
 

test
 

results,and
 

Kappa
 

test
 

showed
 

that
 

mNGS
 

had
 

a
 

high
 

consistency
 

with
 

the
 

gold
 

standard
 

diagnosis
 

of
 

NS
 

(Kappa
 

value=
0.793,P<0.001).

 

Based
 

on
 

the
 

comprehensive
 

test
 

results,among
 

77
 

NS
 

children,38
 

cases
 

(49.35%)
 

were
 

infected
 

with
 

Gram
 

negative
 

bacteria
 

(G-),28
 

cases
 

(36.36%)
 

were
 

infected
 

with
 

Gram
 

positive
 

bacteria
 

(G+),and
 

11
 

cases
 

(14.29%)
 

were
 

infected
 

with
 

fungi.
 

There
 

was
 

a
 

obvious
 

difference
 

in
 

the
 

types
 

of
 

pathogenic
 

bacteria
 

between
 

EOS
 

and
 

LOS
 

children
 

(χ2=6.192,P<0.05). Conclusion Blood
 

mNGS
 

has
 

a
 

high
 

accuracy
 

in
 

diagnosing
 

NS,and
 

NS
 

children
 

are
 

mainly
 

infected
 

with
 

bacteria.
 

There
 

are
 

differences
 

in
 

the
 

types
 

of
 

pathogenic
 

bacteria
 

between
 

EOS
 

and
 

LOS
 

children.
 

Blood
 

mNGS
 

helps
 

to
 

quickly
 

diagnose
 

NS,understand
 

the
 

types
 

of
 

infectious
 

pathogen,and
 

guide
 

further
 

treatment
 

work.
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  新生儿败血症(NS)是指发生于出生日龄不超过

28
 

d婴儿的感染性综合征,在活产新生儿中的发病率

接近10‰[1]。NS和分为早发型 NS(EOS)和晚发型

NS(LOS),EOS常由母体直接传染,大肠埃希菌等革

兰阴性菌为主要病原体,早产、羊水感染、胎膜早破

(PROM)等为其危险因素[2-3]。LOS指3日龄后发生

的NS,其发生与抗菌药物不合理使用、机械通气、中
心静脉置管等因素有关[4]。NS发病早期症状不明

显,可能会出现反应差、少吃、少动、发热等,严重时会

出现黄疸加深、肝脾肿大、休克等[5]。血培养是诊断败

血症的金标准,但新生儿抽血量较少,且血液可能会受

到污染,因此对NS的敏感度并不高,血培养阴性时仍

需进行脑脊液或其它组织液检查[6]。宏基因组二代测

序(mNGS)是近年发展起来的检测技术,通过提取血

液、组织液等样本中的DNA并进行测序,判断有无病

原体感染[7]。目前,mNGS在脓毒症患者病原学检测

中发挥重要价值,但在NS中的相关研究报道较少[8]。
因此,本研究对疑似 NS患儿进行血液 mNGS检测,
分析血液mNGS诊断NS的效能,并了解NS患儿病

原菌分布特征,为NS的准确诊断及治疗提供帮助。

材料与方法

1 一般资料

前瞻性选取2021年8月~2024年11月安徽省

儿童医院新生儿科收治的99例疑似 NS患儿为研究

对象。纳入标准:(1)出生1~28
 

d;(2)进行血液

mNGS及传统培养,且检测前未进行抗生素治疗。排

除标准:(1)中途转院;(2)临床资料不全;(3)先天性心

脏病、免疫缺陷病;(4)伴遗传代谢性疾病;(5)合并血

液系统疾病。本研究经安徽省儿童医院医学伦理委员

会审核通过,所有患儿家属签署研究知情同意书。依

据NS诊断标准[9],77例确定诊断为 NS,22例排除

NS。

2 方法

2.1 标本采集 所有患儿疑似NS时采集静脉血、脑
脊液(腰椎穿刺法采集)或其他腔液,传统培养至少采

集1
 

mL血液/脑脊液。mNGS至少采集2
 

mL血液,
采集时使用保护游离DNA或RNA的G管,采集的

血液6~35
 

℃保存,24
 

h内由专业人员送往深圳华大

基因股份有限公司检测。

2.2 血液 mNGS 首先对采集的血液进行离心,离
心后吸取上清,采用DNA提取试剂盒提取各个样本

中DNA,之后进行核酸片段化、末端修复及接头连接,
连接后进行PCR扩增,对扩增好的DNA文库进行质

控并检测浓度,文库经过Pooling后在Illumina
 

Next-
Seq

 

550平台上测序(测序模式SE75)。从测序平台中

输出数据并进行处理,将获得的数据与微生物基因组

数据库进行比对,获得与病原体匹配的序列数,根据序

列数、覆盖度等确定病原体种类。

2.3 临床资料收集、检测 统计患儿性别、分娩方式、
胎龄、出生体重及临床表现,统计患儿母亲是否存在妊

娠糖尿病和PROM 等高危因素。疑似 NS时采集静

脉血,血细胞分析仪进行白细胞计数(WBC),免疫比

浊法检测血清C反应蛋白(CRP),电化学发光法检测

血清降钙素原(PCT)。

3 统计学分析

SPSS
 

25.0处理数据。计数资料用n(%)表示,
采用x 检验。计量资料用(x±s)表示,采用t检验。

Kappa 检验分析 mNGS与金标准诊断 NS的一致

性。P<0.05为差异有统计学意义。

结 果

1 非NS和NS患儿临床资料比较

NS组患儿中,61.04%为男性,38.96%为女性,

59.74%为经阴道分娩,胎龄33~41周,平均(37.46±
2.07)周,出 生 体 重 2095.24~4245.86

 

g,平 均

(3078.17±499.94)g。NS患儿CRP和PCT水平显

著高于非NS患儿(t=2.634、9.095,P<0.05),临床

表现等差异无统计学意义(P>0.05)。见表1。

表
 

1 非NS和NS患儿临床资料对比[n(%),x±s]
Table

 

1 Comparison
 

of
 

clinical
 

data
 

between
 

non
 

NS
 

and
 

NS
 

children

指标
非NS
(n=22)

NS
(n=77) t/�2值 P 值

胎龄(周) 37.18±1.95 37.46±2.07 0.566 0.572
出生体重(g) 3035.52±487.633078.17±499.94 0.355 0.724
CRP(mg/L) 7.57±2.14 9.36±2.97 2.634 0.010
PCT(mg/L) 2.08±0.64 4.75±1.33 9.095 <0.001

性别
男 12(54.55) 47(61.04)
女 10(45.45) 30(38.96)

0.300 0.584

分娩方式
阴道分娩 15(68.18) 46(59.74)
剖宫产 7(31.82) 31(40.26)

0.516 0.473

WBC

减低 3(13.64) 18(23.38)
正常 15(68.18) 39(50.65)
升高 4(18.18) 20(25.97)

1.212 0.546

临床表现

黄疸 8(36.36) 26(33.77) 0.051 0.821
呼吸异常 5(22.73) 23(29.87) 0.430 0.512
体温异常 4(18.18) 19(24.68) 0.405 0.525
反应差 5(22.73) 15(19.48) 0.112 0.738

2 比较EOS与LOS患儿临床资料

77例NS患儿中,EOS有49例,LOS有28例。

EOS与LOS患儿在PROM 和宫内感染上差异有统

计学意义(χ2=4.979、4.614,P<0.05),在分娩方式

和出生体重等差异无统计学意义(P>0.05)。见表2。

3 NS患儿血培养及mNGS检测结果

77例NS患儿中,50例(64.94%)血培养阳性,27
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例(35.06%)血培养阴性。单独采用血培养诊断 NS
的敏感度为64.94%,准确度为72.73%。

77例NS患儿中,mNGS诊断出69例,阳性率为

89.61%,高于单独血培养(χ2=13.348,P<0.001)。

mNGS诊断 NS的准确度为91.92%,敏感度和特异

度分别为89.61%和100%,阳性预测值100%,阴性

预测值73.33%。
根据血培养和 mNGS检测结果,将99例送检患

儿分为血培养和mNGS双阳(50例,50.51%)、mNGS
单阳(19例,19.19%)、血培养和 mNGS双阴(30例,

30.30%)、血培养单阳(0例)。综上,血培养和 mNGS
检测结果一致的有80例,占比80.81%。

表
 

2 EOS与LOS患儿一般资料及高危因素分析[n(%),x±s]
Table

 

2 General
 

information
 

and
 

high
 

risk
 

factors
 

analysis
of

 

EOS
 

and
 

LOS
 

children

指标 EOS
(n=49)

LOS
(n=28) t/�2值 P值

胎龄(周) 37.35±2.04 37.64±2.12 0.592 0.556
出生体重(g) 3092.47±496.283053.15±506.35 0.332 0.741

性别
男 32(65.31) 15(53.57)
女 17(34.69) 13(46.43)

1.032 0.310

分娩方式
阴道分娩 30(61.22) 16(57.14)
剖宫产 19(38.78) 12(42.86)

0.123 0.725

妊娠期高
血压疾病

有 9(18.37) 4(14.29)
无 40(81.63) 24(85.71)

0.021 0.886

妊娠期
糖尿病

有 8(16.33) 6(21.43)
无 41(83.67) 22(78.57)

0.312 0.577

PROM
有 21(42.86) 5(17.86)
无 28(57.14) 23(82.14)

4.979 0.026

宫内感染
有 16(32.65) 3(10.71)
无 33(67.35) 25(89.29)

4.614 0.032

4 mNGS与金标准的诊断一致性评价

Kappa检验结果显示,mNGS诊断NS的结果与

金标准一致性较高(Kappa 值为0.793,P<0.001)。
见表3。

表
 

3 mNGS与金标准诊断NS的一致性

Table
 

3 Consistency
 

between
 

mNGS
 

and
 

gold
 

standard
in

 

the
 

diagnosis
 

of
 

NS

mNGS
金标准

阳性 阴性
合计

阳性 69 0 69
阴性 8 22 30
合计 77 22 99

5 mNGS阳性患儿病原菌分布特征

69 例 mNGS 检 测 阳 性 的 NS 患 儿 中,35 例

(50.72%)为革兰阴性菌感染,25例(36.23%)为革兰

阳性菌感染,9例(13.04%)为真菌感染。革兰阴性菌

中,以肺炎克雷伯菌(7株,10.14%)和铜绿假单胞菌

(7株,10.14%)占比最高,其次为大肠埃希菌(5株,

7.25%),阴沟肠杆菌复合群4株(占5.80%)、副流感

嗜血杆菌3株(占4.35%),洋葱伯克霍尔德菌复合

群、皮氏罗尔斯顿菌、卡他莫拉菌、鲍曼不动杆菌、异栖

克雷伯菌、约氏不动杆菌、琼氏不动杆菌、空肠弯曲杆

菌、流感嗜血杆菌均为1株。革兰阳性菌中,以粪肠球

菌、屎肠球菌、肺炎链球菌和表皮葡萄球菌占比较多,
均为3株,无乳链球菌、溶血葡萄球菌、单核细胞增生

性李斯特菌均为2株,人葡萄球菌、沃氏葡萄球菌、银
色棒状杆菌、腐生葡萄球菌、缓症链球菌群、金黄色葡

萄球菌、鸟-胞内分枝杆菌复合群均为1株。真菌中,
以白念珠菌和近平滑念珠菌占比较多,均为2株,桔青

霉、桔青毒、米根霉、中间假丝酵母、葡萄牙念珠菌均为

1株。

6 EOS及LOS患儿感染病原菌特征

8例血液mNGS检测阴性的 NS患儿中,经脑脊

液或其他腔液检查,3例为G-感染(大肠埃希菌1例,
鲍曼不动杆菌1例,空肠弯曲杆菌1例),3例为G+感

染(表皮葡萄球菌1例,人葡萄球菌1例,金黄色葡萄

球菌1例),2例为真菌感染(白念珠菌1例,葡萄牙念

珠菌1例)。因此77例NS患儿中,38例(49.35%)为

G-感染,28例(36.36%)为G+感染,11例(14.29%)
为真菌感染。EOS及LOS患儿感染的病原体类型差

异有统计学意义(χ2=6.192,P=0.045)。

讨 论

NS是威胁新生儿生命的常见疾病之一,由于新

生儿免疫功能较差,病原菌很容易侵入新生儿血液并

生长繁殖,引起 NS[10]。NS常导致多系统受累,病情

危 急,相 比 LOS,EOS 的 死 亡 率 更 高,为 5% ~
20%[11]。NS的治疗主要为抗菌治疗及呼吸支持、抗
惊厥等对症治疗,由于血培养时间较长,在血培养结果

出来之前,需经验性使用抗生素,且有时血培养过程中

受到 污 染,导 致 结 果 不 准 确,影 响 正 确 用 药[12]。

mNGS是在基因芯片和PCR基础上发展而来的测序

技术,具有检测速度快、覆盖的病原体范围广的优势,
且检测出的序列数能够反映病原体的载量[13]。因此,
血液mNGS检测可作为血培养的补充,有助于快速检

测NS患儿感染的病原体类型。
本研究收治的99例疑似NS的患儿中,77例确定

诊断为 NS,其中男、女各占61.04%、38.96%,与非

NS患儿相比,NS患儿CRP和PCT水平显著较高,可
见CRP和PCT等非特异性指标有助于NS诊断。此

外,本研究对EOS和LOS患儿一般情况和高危因素

进行对比,结果显示,EOS患儿PROM 和宫内感染的

占比较LOS患儿更高,可见PROM 和宫内感染容易

促使EOS的发生,与姚艳青等[14]的报道基本一致,但
姚艳青等[14]的报道还表明,两类患儿在胎龄和出生体
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重也存在差异,与本研究存在偏倚,有待后续验证。

77例NS患儿血培养及血液 mNGS检测结果显

示,50例(64.94%)血培养阳性,27例(35.06%)血培

养阴性,可见血培养诊断NS的敏感度为64.94%,准
确度为72.73%。mNGS检测的敏感度为89.61%,
准确度为91.92%。血培养和血液mNGS诊断NS的

特异度均为100%,但经检验血液 mNGS检测的阳性

率(敏感度)明显高于血培养,可见血液 mNGS检测对

NS的诊断较能较高。尹云玉等[15]研究报道,105例

脓毒症患者进行血液 mNGS和血培养,血液 mNGS
检测的阳性率高于血培养,且56%的患者两项检验结

果一致。本研究进一步统计发现,50例(50.51%)为
血培养和 mNGS双阳,30例(30.30%)为血培养和

mNGS双阴,综上,80.81%的患儿血培养和mNGS检

测结果一致,可见血液mNGS检测结果较为准确。此

外,77例确定诊断为NS的患儿中,血液 mNGS诊断

出69例,仅8例漏诊,Kappa检验显示,NS的结果与

金标准一致性较高。综上,血液mNGS检测病原体的

准确性较高,能够弥补血培养的不足,提高病原体检出

率。
进一步分析NS患儿病原菌情况,77例 NS患儿

中,49.35% 为 G- 感 染,36.36% 为 G+ 感 染,仅

14.29%为真菌感染,可见细菌为 NS主要致病菌,尤
其是G-。然而卞赵男等[16]对201例细菌感染的NS
患儿病原菌进行统计也发现,检出的208株病原菌中

60.6%为G+,与本研究结果不一致,结果偏倚与研究

中EOS和LOS患儿的占比密切相关,既往研究[17-18]

显示,EOS患儿G-感染率高于LOS患儿G-感染率,
本研究结果也得到了一致的结果。此外,G- 中,以肺

炎克雷伯菌和铜绿假单胞菌感染占比最高;G+ 中,以
粪肠球菌、屎肠球菌、肺炎链球菌和表皮葡萄球菌占比

较多;真菌中主要为念珠菌。卞赵男等[16]的检测也结

果显示,G- 感染的 NS患儿中,肺炎克雷伯菌占比最

高,然而钱玉萍等[18]研究显示,NS患儿G- 感染中以

大肠埃希菌为主。G+ 和真菌感染的主要种属类型与

既往研究[16,18]基本一致。可见,不同研究中检出的病

原体分布特征有共同点,也有不同点。
综上所述,血液 mNGS对 NS的诊断准确性较

高,细菌为 NS患儿主要感染菌,尤其是 G-,血液

mNGS检测有助于NS的准确诊断并及时了解感染病

原体类型,指导抗生素的使用,改善NS患儿预后。本

研究为单中心、小样本研究,因此血液 mNGS在 NS
诊断及病原体检测中的应用价值有待进一步验证。
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