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新生儿革兰阳性菌感染败血症的临床特征及诊断分析*

祁宏亮1,李莎莎2,赵宏伟1,周启立1**

(1.承德医学院附属医院新生儿科,河北承德
 

067000;2.承德医学院生理学教研室)

【摘要】 目的 分析新生儿革兰阳性菌感染败血症的临床特征及诊断指标,为指导临床诊断新生儿败血症提供参考依

据。 方法 回顾性分析98例本院收治的血培养结果阳性的新生儿败血症患儿的临床资料,根据病原菌鉴定结果将患

儿分为革兰阳性菌组、革兰阴性菌组及真菌组,对比分析三组患儿的临床表现及实验室检查结果。随机选择同期住院的

50例非感染新生儿作为健康对照组,对比分析健康对照组与革兰阳性菌组患儿的炎性指标及凝血指标。提取无乳链球

菌DNA,采用PCR方法检测毒力基因的携带情况。 结果 98例血培养结果阳性患儿,共培养出致病菌98株,其中革

兰阳性菌84株、革兰阴性菌14株。主要病原菌为无乳链球菌(23.47%),金黄色葡萄球菌(19.39%),凝固酶阴性葡萄

球菌(12.24%),粪肠球菌(10.20%)。按照患儿血培养结果分为两组,两组患儿发生呼吸困难的患儿百分比,PLT降低、

血糖异常患儿百分比差异有统计学意义(P<0.05);发生体温异常、反应低下、腹胀或呕吐、面色发绀的患儿百分比,

WBC异常、CRP升高患儿百分比,差异无统计学意义(P>0.05)。对比健康患儿与革兰阳性菌组患儿的TNF-α、IL-6、

DD、AT-III指标水平,革兰阳性菌组明显高于对照组患儿,差异有统计学意义(P<0.05)。23株无乳链球菌,均检出

cfb、hylB、cylE、Imb基因,cspA、scpB、rib、cpsⅢ基因的携带率高于50%。 结论 新生儿败血症感染的主要病原菌为

无乳链球菌。革兰阳性菌首发症状中呼吸困难的发生率高于革兰阴性菌感染患儿,血小板计数降低、血糖异常的发生率

低于革兰阴性菌感染患儿。
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【Abstract】 Objective To
 

analyze
 

the
 

clinical
 

characteristics
 

and
 

diagnostic
 

indicators
 

of
 

neonatal
 

septicemia
 

caused
 

by
 

gram-positive
 

bacteria
 

infection,and
 

provide
 

reference
 

for
 

clinical
 

diagnosis
 

of
 

neonatal
 

septicemia. Methods The
 

clini-
cal

 

data
 

of
 

98
 

neonates
 

with
 

septicemia
 

admitted
 

to
 

our
 

hospital
 

with
 

positive
 

blood
 

culture
 

results
 

were
 

analyzed
 

retro-
spectively.

 

According
 

to
 

the
 

pathogen
 

identification
 

results,the
 

children
 

were
 

divided
 

into
 

gram
 

positive
 

bacteria
 

group,

gram
 

negative
 

bacteria
 

group
 

and
 

fungus
 

group.
 

The
 

clinical
 

manifestations
 

and
 

laboratory
 

examination
 

results
 

of
 

the
 

three
 

groups
 

of
 

children
 

were
 

compared
 

and
 

analyzed.
 

Randomly
 

select
 

50
 

non
 

infected
 

neonates
 

hospitalized
 

at
 

the
 

same
 

time
 

as
 

the
 

healthy
 

control
 

group,and
 

compare
 

the
 

inflammatory
 

indicators
 

and
 

coagulation
 

indicators
 

between
 

the
 

healthy
 

control
 

group
 

and
 

the
 

Gram
 

positive
 

group.
 

DNA
 

of
 

Streptococcus
 

agalactis
 

was
 

extracted,and
 

the
 

virulence
 

gene
 

was
 

de-
tected

 

by
 

PCR. Results A
 

total
 

of
 

98
 

strains
 

of
 

pathogenic
 

bacteria
 

were
 

cultured
 

in
 

98
 

children
 

with
 

positive
 

blood
 

cul-
ture

 

results,including
 

84
 

strains
 

of
 

Gram
 

positive
 

bacteria
 

and
 

14
 

strains
 

of
 

Gram
 

negative
 

bacteria.
 

The
 

main
 

pathogens
 

were
 

S.
 

agalactis
 

(23.47%),S.
 

aureus
 

(19.39%),coagulase
 

negative
 

Staphylococcus
 

(12.24%)
 

and
 

E.
 

faecalis
 

(10.20%).
 

The
 

patients
 

were
 

divided
 

into
 

two
 

groups
 

according
 

to
 

the
 

results
 

of
 

blood
 

culture.
 

The
 

percentage
 

of
 

chil-
dren

 

with
 

dyspnea,PLT
 

reduction
 

and
 

abnormal
 

blood
 

glucose
 

in
 

the
 

two
 

groups
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05);

The
 

percentage
 

of
 

children
 

with
 

abnormal
 

temperature,low
 

reaction,abdominal
 

distension
 

or
 

vomiting,cyanosis,the
 

per-
centage

 

of
 

children
 

with
 

abnormal
 

WBC
 

and
 

elevated
 

CRP
 

had
 

no
 

significant
 

difference
 

(P>0.05).
 

Comparing
 

of
 

the
 

lev-
els

 

of
 

TNF-α,IL-6,DD
 

and
 

AT-III
 

between
 

healthy
 

children
 

and
 

children
 

with
 

gram
 

positive
 

bacteria,the
 

Gram
 

positive
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group,the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).
 

The
 

cfb,hylB,cylE,Imb
 

genes
 

were
 

detected
 

in
 

23
 

strains
 

of
 

S.
 

agalactis.
 

The
 

carrying
 

rate
 

of
 

cspA,scpB,rib,cpsⅢ
 

genes
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was
 

higher
 

than
 

50%. Conclusion The
 

main
 

pathogen
 

of
 

neonatal
 

septicemia
 

infection
 

was
 

S.
 

lactis.
 

The
 

incidence
 

of
 

dyspnea
 

in
 

the
 

first
 

symptoms
 

of
 

gram-positive
 

bacteria
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

children
 

with
 

gram-negative
 

bacteria
 

in-
fection,and

 

the
 

incidence
 

of
 

decreased
 

platelet
 

count
 

and
 

abnormal
 

blood
 

glucose
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

children
 

with
 

gram-negative
 

bacteria
 

infection.
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  新生儿败血症(Neonatal
 

sepsis)指各种病原菌侵

入新生儿血液循环后大量繁殖并产生毒素,引发全身

性感染的一种新生儿期疾病。随着生命支持技术的发

展,新生儿存活率逐年增高,特别是早产、低出生体重

等高危新生儿存活率的增高,由于其免疫系统尚未成

熟、长期侵入性机械通气、平均住院时间较长,极大程

度地增加了患儿感染败血症的风险[1]。新生儿败血症

起病隐匿,临床常表现为体温不稳、呼吸困难、黄疸等

非典型特征,病原体构成复杂多样,常规检查灵敏度较

低,血培养时间较长,临床诊断及开展有效治疗成为该

病的研究重点与难点[2]。新生儿败血症常见致病菌包

括革 兰 阳 性 菌(gram
 

negative,G+)、革 兰 阴 性 菌

(gram
 

negative,G-)及真菌(Fungus),有关研究发现,
新生儿败血症细菌菌谱因地区、患儿出生情况不同而

呈现差异化[3]。因此,通过分析新生儿败血症患儿的

病原菌构成及其临床特点,研究发现具有临床早期诊

断价值的诊断指标,为临床尽早合理使用抗生素提供

依据及判断预后具有重要意义[4]。
本研究通过分析不同病原菌感染败血症患儿的早

期临床症状及病情进展相关指标特征分布,初步筛选

具有早期诊断价值的临床特征及生物标记物,为辅助

临床尽早识别新生儿感染败血症及制定用药方案提供

参考。

材料与方法

1 材料

1.1 研究对象 选取本院收治的新生儿败血症中血

培养结果阳性的患儿98例。其中,男性患儿52例

(53.06%),女性患儿46例(46.94%)。平 均 孕 周

(34.81±7.21)周;平均出生体质量(2323.4±857.67)

g;平均日龄(20.31±15.72)d;其中自然分娩20例,剖
宫产78例。纳入标准:①符合新生儿败血症诊断标

准[5];②血培养结果显示致病菌,且另次(份)血培养出

同一种致病菌;③患儿病例资料完整。排除标准:①病

例资料缺失者;②具有感染症状,但血培养结果阴性

者;③血培养结果阳性,但不具有明显临床感染症状

者;④合并其他感染者;⑤伴有严重先天性畸形、免疫

缺陷疾病者;⑥造血功能障碍者。同时随机选择同期

住院的50例非感染新生儿作为健康对照组,对比分析

对照组与病例组患儿的性别、日龄、分娩方式等基本资

料差异无统计学意义(P>0.05)。
本次研究中所有入组患儿监护人均已签订知情同

意书,本次研究已通过承德医学院附属医院医学伦理

委员会审核批准。

1.2 主要仪器与试剂 BacT/Alert
 

3D
 

120全自动血

培养系统,法国梅里埃;VITEK􀆿
 

2COMPACT
 

30/60
细菌鉴定仪,法国梅里埃;XN3000全自动的模块式血

液分析仪,日本SYSMEX;CS5100全自动血凝分析

仪,日本SYSMEX;GEM3000血气分析仪,中国贝克

曼库尔特;N7600全自动生化分析仪,日本日立;生物

安全柜,上海力康公司;凝胶电泳仪及成像系统,美国

BIO-RAD公司 PTC-200
 

PCR 扩增仪,美国 MJRe-
search;-80

 

℃超低温冰箱,日本三洋;-20
 

℃普通冰箱,
韩国三星公司;哥伦比亚血琼脂平板,郑州安图生物;
质控 菌 株,山 东 拓 普 生 物;酶 联 免 疫 试 剂 盒,法 国

STAGO;PCR反应试剂,大连宝生物公司。

2 方法

2.1 资料收集 回顾性分析患儿的病例资料,统计分

析患 儿 的 一 般 资 料、首 发 临 床 表 现、白 细 胞 计 数

(White
 

blood
 

cell,WBC)、C-反 应 蛋 白 (C-reactive
 

protein,CRP)、血 小 板 计 数(Platelets
 

transfusion,

PLT)、血糖、病原学结果、肿瘤坏死因子-α(Tumor
 

necrosis
 

factor-α,TNF-α)、白细胞介素-6(Interleukin-
6,IL-6)、D-二聚体(D

 

dimer,DD)、抗凝血酶III(An-
tithrombin

 

III,AT-III等。指标异常:体温异常,<
36.3

 

℃或>37.3
 

℃;WBC异常,<5×109/L或>20
×109/L(出生>3

 

d),>25×109/L)(出生≤3
 

d);

CRP升高,>10
 

mg/L;PLT降低,小于100×109/L;
血糖异常,>7.2

 

mmol/L或<2.6
 

mmol/L。

2.2 标本采集与病原菌鉴定 于患儿接受抗菌药物

治疗前,入院次日清晨,采用2%氯己定对采集部位皮

肤进行消毒后,无菌条件下采集患儿股静脉血3
 

mL
接种于儿童血液培养增菌瓶和哥伦比亚血琼脂平板,
采用全自动血培养系统进行培养,采用全自动微生物

鉴定仪对血培养结果进行病原菌鉴定。根据病原菌鉴

定结果,将患儿分为革兰阳性菌组、革兰阴性菌组及真

菌组。质控菌株:大肠埃希菌 ATCC25922、铜绿假单

胞菌ATCC27853、无乳链球菌ATCC13813、金黄色葡

萄球菌ATCC25922。

2.3 血液指标检测 患儿接受治疗前,保持清晨空腹
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状态,在严格无菌环境下,采集外周静脉血3
 

mL,于1
 

h内进行离心(离心半径9
 

cm,3
 

000
 

r/min离心10
 

min)处理后取上清液,置于-80
 

℃冰箱中。WBC、CRP
由全自动模块式血液分析仪检测;AT-III、DD、PLT采

用全自动血凝分析仪检测;IL-6、TNF-α水平采用酶联

免疫吸附法(ELISA)检测。
上述操作均符合《全国临床检验操作规程》中的相

关规定,严格依据仪器及试剂说明书进行。

2.4 毒力基因检测

2.4.1 DNA提取 将无乳链球菌经自然融化后,接
种于哥伦比亚血平板培养18~24

 

h,挑取3~5个饱满

菌落接种于LIM液体培养基再次培养18~24
 

h。采

用DNA提取试剂盒,依据说明操作方法提取无乳链

球菌基因组DNA,置于-20
 

℃冰箱保存。

2.4.2 PCR扩增 无乳链球菌毒力基因(cfb、hylB、

cylE、Imb、cspA、scpB、rib、cpsⅢ、fbsA、bac)引物设计

参考文献[6-7],交由天津金域医学合成,具体见表1。

表
 

1 无乳链球菌毒力基因引物
Table

 

1 Primers
 

for
 

virulence
 

gene
 

of
 

Streptococcus
 

lactis

毒力基因
Virulence

 

factor

引物名称
Primer

 

name

引物序列
Primer

 

sequence

产物长度
Product

 

length

参考文献
Reference

cfb
cfb-F ATGATGTATCTATCTGGAACTCTAGTG
cfb-R CGCAATGAAGTCTTTAATTTTTC

765 [6]

hylB
hylB-F CCGTTATCAGTTACAGGTC
hylB-R GTCGATGTAAGAACCGTCAGC

724 [7]

cylE
cylE-F AGTCGTAGTGGACAGGCAATCAC
cylE-R GGCTGCCATTTGGAGAGATAAGTA

697 [6]

Imb
Imb-F TATGACGCGGATTTGTTTGT
Imb-R CAATGCCTTGTGTGACTTCC

165 [6]

cspA
cspA-F ATACAGTTGTCGTAAAGAAGAAAAC
cspA-R TGTTTAGCTTTCCTACCAATATTAG

242 [6]

scpB
scpB-F CTGAAACTGCTACGGTCA
scpB-R ACGTTCAATAAGGGCAATC

166 [7]

rib
rib-F TGATACTTCACAGACGAAACAACG
rib-R CATACTGAGCTTTAAATCAGGTGA

295 [6]

cpsⅢ
cpsⅢ-F CCACATATGAGAATAAGACTTGC
cpsⅢ-R CCTAGTGATAGTACTTTGGTTTCTG

326 [7]

fbsA
fbsA-F TTGTTCAATAAAATAGGTTTTAG
fbsA-R TTAATTTTCATTGCGTCATCAAAC

1041 [7]

bac
bac-F GTGAAATTGTATAAGGCTATGAGTG

AGAGCTTGGAG

bac-R CCGTTTTAGAATCTTTCTGCTCTG
GTGTTTTAGGAACTTG

651 [6]

扩增体系及反应条件:DNA模板2
 

μL,上下引物

各1.5
 

μL,Taq
 

PCR
 

Master
 

Mix
 

12.5
 

μL,10×PCR
 

Buffer
 

4
 

μL,ddH2O补足总体系为25.0
 

μL。反应条

件见表2。

PCR产物电泳检测:取3.0
 

μL扩增后产物在

1.20%的琼脂凝胶中进行电泳,利用凝胶成像系统拍

照并进行观察,根据电泳结果中条带提示片段大小判

定是否存在目的基因。

表
 

2 无乳链球菌毒力基因PCR扩增反应条件

Table
 

2 Conditions
 

for
 

PCR
 

amplification
 

of
 

virulence
 

gene
of

 

Streptococcus
 

lactis

毒力基因
Virulence

 

factor

预变性
Predenaturation

变性
Denaturation

退火
Annealing

延伸
Extend

循环
Loop

终延伸
Final

extension

cfb
hylB
cylE
Imb
cspA
scpB
rib
cpsⅢ
fbsA
bac

95
 

℃
 

5
 

min 95
 

℃
 

30
 

s

56
 

℃
 

30
 

s
54

 

℃
 

30
 

s
56

 

℃
 

30
 

s
56

 

℃
 

30
 

s
56

 

℃
 

30
 

s
56

 

℃
 

30
 

s
54

 

℃
 

30
 

s
55

 

℃
 

30
 

s
55

 

℃
 

30
 

s
55

 

℃
 

30
 

s

72
 

℃
 

35
 

s 35
 

cycle 72
 

℃
 

10
 

min

2.5 统计学分析 使用SPSS
 

25.0软件对本次研究

中患儿的临床表现、实验室检查结果、炎性指标、凝血

指标等数据进行处理。计量资料采用“x±s”表示,两
组比较采用t检验,计数资料采用例或者百分比表示,
两组比较采用χ2 检验,以P<0.05为差异有统计学

意义。

结 果

1 病原菌分布情况

血培养结果阳性患儿,共分离致病菌98株。革兰

阳性 菌 84 株(85.71%),其 中 无 乳 链 球 菌 23 株

(23.47%),金黄色葡萄球菌19株(19.47%),凝固酶

阴性 葡 萄 球 菌 12 株(12.24%),粪 肠 球 菌 10 株

(10.20%),屎肠球菌9株(9.18%),李斯特菌8株

(8.16%)和肺炎链球菌3株(3.06%)。革兰阴性菌

14株(14.29%),其中大肠埃希菌6株(6.12%),肺炎

克雷伯菌5株(5.10%),铜绿假单胞菌3株(3.06%)。

2 不同病原菌分组患儿临床表现及实验室检查结果

按照患儿血培养结果分组,84例患儿为革兰阳性

菌组,14例患儿为革兰阴性菌组。对比两组患儿发病

时间,差异无统计学意义(P>0.05)。对比两组患儿

首发症状,发生呼吸困难患儿百分比,差异有统计学意

义(P<0.05);发生体温异常、反应低下、腹胀或呕吐、
面色发绀的患儿百分比,差异无统计学意义(P>
0.05)。对比两组患儿的实验室检查结果,PLT降低、
血糖异常患儿百分比,差异有统计学意义(P<0.05);

WBC异常、CRP升高患儿百分比,差异无统计学意义

(P>0.05)。见表3。

3 革兰阳性菌阳性组患儿与健康患儿的炎性指标及

凝血指标对比

革兰阳性菌组84例患儿的 TNF-α、IL-6、DD、
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AT-III指标水平明显高于对照组患儿,差异具有统计

学意义(P<0.05)。见表4。

表
 

3 不同病原菌分组患儿的临床表现及实验室检查结果对比

Table
 

3 Comparison
 

of
 

clinical
 

manifestations
 

and
 

laboratory
examination

 

results
 

of
 

children
 

with
 

different
 

pathogenic
 

bacteria
 

groups

组别
Group

革兰阳性菌组
(n=84)

Gram
 

positive
bacteria

 

group

革兰阴性菌组
(n=14)

Gram
 

negative
bacteria

 

group

χ2值 P 值

发病时间(d)

产后<1
 

d 2 0
产后1~7 68 12
产后8~14 7 0
产后15~28 7 2

1.996 >0.05

首发症状

体温异常 37 6 0.007 >0.05
呼吸困难 54 3 9.058 <0.05
反应低下 25 6 0.952 >0.05

腹胀或呕吐 1 0 0.168 >0.05
面色发绀 5 1 0.030 >0.05

实验室检查

WBC异常 34 6 0.028 >0.05
CRP升高 38 6 0.027 >0.05
PLT降低 10 5 5.248 <0.05
血糖异常 11 5 4.494 <0.05

表
 

4 不同分组患儿的炎性指标及凝血指标对比分析(x±s)
Table

 

4 Comparative
 

Analysis
 

of
 

Inflammatory
 

and
 

Coagulation
Indexes

 

in
 

Different
 

Groups
 

of
 

children
指标
Index

TNF-α
(pg/mL)

IL-6
(pg/mL)

DD
(μg/L)

AT-III
(%)

革兰氏阳性菌组(n=84) 168±29.74 41.45±10.07 347±62 58.62±17.42
对照组(n=50) 27.88±5.62 18.15±4.13 196±32 75.64±4.81

P 值 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05

4 无乳链球菌毒力基因分布

23株无乳链球菌,均检出cfb、hylB、cylE、Imb基

因。22株检出cspA基因(95.65%),21株检出scpB
基因(91.30%),15株检出rib基因(65.22%),12株

检出cpsⅢ基 因(52.17%),11株 检 出fbsA 基 因

(47.83%),1株检出bac基因(4.35%)。

讨 论

新生儿败血症是婴幼儿期危重疾病之一,因其自

身免疫系统、血脑系统发育不成熟,极易引发中枢神经

感染、脑膜炎等并发症[8]。张伟新[9]对新会地区98例

新生儿败血症患者研究显示,表皮葡萄球菌和无乳链

球菌检出最高。本次研究中,主要病原菌为无乳链球

菌,金黄色葡萄球菌,凝固酶阴性葡萄球菌,粪肠球菌。
无乳链球菌是新生儿致死的主要病原菌之一,被认为

是新生儿感染的首位致病菌,具有致病率、致残率高的

特点,对新生儿健康造成严重威胁[10]。经验性抗感染

治疗由于无法分辨致病菌类型而常选用广谱抗菌素,
但存在抗生素使用不规范、易产生耐药菌、医疗资源浪

费等弊端。
本次研究发现,革兰阳性菌组首发症状为呼吸困

难比例高于革兰阴性菌组,而腹胀发生率对比差异不

具有统计学意义,与刘雨露等[11]研究结果相近。败血

症新生儿感染不同病原体的临床症状呈现差异化,可
结合患儿临床特征推测病原菌,给予正确的抗生素治

疗[12]。目前临床研究较为广泛的实验室指标包括白

细胞计数、血小板计数、C反应蛋白等血液非特异性指

标,联合应用这些非特异性指标可在一定程度上辅助

诊断、指导临床停药时机的选择。但这些指标在新生

儿败血症诊断中的灵敏性、特异性、阳性预测值、阴性

预测值均不够理想,导致临床仍需密切结合患儿高危

因素、临床症状等综合判断。寻找理想的生物标记物

和实验室指标仍需要不懈地探索研究。
刘启星等[13]研究发现,IL-6、TNF-α和CRP均是

诊断新生儿败血症的敏感指标,3项指标联合检测的

诊断价值最大。本次研究中革兰阳性菌组患儿的

TNF-α、IL-6、DD、AT-III指标水平明显高于健康组患

儿。纤维蛋白溶解是机体对凝血系统激活的稳态调节

过程,TNF-α和IL-6可通过提高血浆纤溶酶原激活物

抑制物PAI-1水平而抑制纤溶系统功能,导致纤维蛋

白水平升高和中小血管血栓的持续存在,从而加重器

官功能障碍。因此,血管内皮损伤及功能障碍是败血

症中炎性级联反应、凝血激活、纤溶受损等病理生理学

机制的关键。监测新生儿炎性反应、凝血和纤溶功能、
血管内皮功能是新生儿败血症诊疗方案中的一个重要

思路。
胥志超等[14]对136株无乳链球菌研究发现,均携

带毒力基因fbsB、cfb、hylB、Imb、cylE。本次研究中

的无乳链球菌通过毒力基因检测,均检出cfb、hylB、

cylE、Imb基因,与胥志超等研究结果相似。无乳链球

菌主要包括侵袭、免疫逃避、粘附等三大类与致病性直

接相关的毒力因子。cfb、hylB、cylE是与侵袭相关的

毒力因子,cylE基因编码β-溶血素,bca基因编码α-蛋
白,hylB参与透明质酸盐裂解酶的形成过程[15]。

通过本次研究,总结革兰阳性菌感染败血症患儿

的临床表现、诊断指标的特征及差异,为临床上早发

现、早干预、早治疗提供理论依据,对减轻患儿痛苦、减
轻家庭及社会负担具有重要意义。
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