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环介导等温扩增法在新生儿感染性疾病中的应用价值分析*
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(金华市妇幼保健院检验科,浙江金华
 

321000)

  [摘要] 目的 评价环介导等温扩增(LAMP)法对新生儿感染病原菌的检测效能。方法 收集2021年6
月至2022年12月在该院分娩的167例疑似感染的新生儿及早产儿生物标本(脐血及出生后48

 

h内新生儿血

液或痰液),分别采用LAMP法和细菌培养法进行检测,对两种方法的检测结果进行比较。以细菌培养法为标

准,评价LAMP法检测新生儿感染常见病原菌的阳性情况。结果 167例标本中,LAMP法检测病原菌的阳性

率(24.0%)高于细菌培养法(15.0%),差异有统计学意义(χ2=4.30,P<0.05);LAMP法检测耐甲氧西林葡

萄球菌的阳性率高于细菌培养法,差异有统计学意义(χ2=15.59,P<0.01)。结论 与细菌培养法相比,
LAMP法检测耐甲氧西林葡萄球菌的阳性率较高,且能快速准确地诊断新生儿感染的病原菌,为临床快速制订

诊疗策略提供依据。
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  [Abstract] Objective To

 

evaluate
 

the
 

clinical
 

value
 

of
 

loop-mediated
 

isothermal
 

amplification
 

(LAMP)
 

for
 

rapid
 

detection
 

of
 

neonatal
 

infectious
 

pathogens.Methods Biological
 

samples
 

(cord
 

blood
 

and
 

neonatal
 

blood
 

or
 

sputum
 

within
 

48
 

hours
 

of
 

birth)
 

of
 

167
 

suspected
 

neonates
 

and
 

premature
 

infants
 

delivered
 

in
 

Jinhua
 

Maternal
 

and
 

Child
 

Health
 

Hospital
 

from
 

June
 

2021
 

to
 

December
 

2022
 

were
 

collected
 

and
 

tested
 

by
 

LAMP
 

method
 

and
 

bacterial
 

culture
 

method
 

respectively.The
 

results
 

of
 

the
 

two
 

methods
 

were
 

compared
 

consistent-
ly.Using

 

the
 

bacterial
 

culture
 

method
 

as
 

the
 

standard,the
 

positive
 

rate
 

of
 

LAMP
 

method
 

was
 

evaluated
 

in
 

de-
tecting

 

common
 

pathogens
 

in
 

neonatal
 

infections.Results Among
 

the
 

167
 

specimens,the
 

positive
 

rate
 

of
 

pathogen
 

detection
 

by
 

LAMP
 

method
 

(24.0%)
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

by
 

bacterial
 

culture
 

method
 

(15.0%),
and

 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(χ2=4.30,P<0.05).The
 

positive
 

rate
 

of
 

LAMP
 

method
 

for
 

detecting
 

methicillin-resistant
 

Staphylococcus
 

aureus
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

bacterial
 

culture
 

method,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(χ2=15.59,P<0.01).Conclusion Compared
 

with
 

bacterial
 

culture
 

method,LAMP
 

method
 

has
 

a
 

higher
 

positive
 

rate
 

for
 

detecting
 

methicillin-resistant
 

Staphylococcus
 

aureus,
and

 

can
 

quickly
 

and
 

accurately
 

diagnose
 

the
 

pathogenic
 

bacteria
 

of
 

neonatal
 

infections,providing
 

a
 

basis
 

for
 

the
 

rapid
 

development
 

of
 

clinical
 

diagnosis
 

and
 

treatment
 

strategies.
[Key

 

words] loop-mediated
 

isothermal
 

amplification;bacterial
 

cultivation
 

method;neonatal
 

infection;
methicillin-resistant

 

Staphylococcus;sensitivity;specificity

  新生儿感染性疾病往往涉及多种病原菌,包括细

菌、病毒和真菌等,尤其细菌所致感染发病率较高。
尽管近年新生儿细菌感染性疾病住院率明显下降,但
仍常见于新生儿群体,且存在导致新生儿死亡的潜在

风险[1]。新生儿细菌感染性疾病的病原菌在不同地

区有所差异,主要病原菌为肺炎克雷伯菌、金黄色葡

萄球菌[2-3],其他常见病原菌还包括鲍曼不动杆菌、大
肠埃希菌、铜绿假单胞杆菌及嗜麦芽窄食单胞菌[4-6]。
医院对于感染性疾病的诊断主要基于细菌培养法,但
由于感染性疾病病原菌多样,细菌培养法费时费力且

对于难培养病原微生物无法鉴定。环介导等温扩增

(loop-mediated
 

isothermal
 

amplification,LAMP)法
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是近年来兴起的快速核酸扩增技术,主要利用2对或

3对特异性引物和具有链置换活性的DNA聚合酶,
在恒温条件下连续高效扩增,用荧光染料掺入法进行

实时荧光检测,一次完成对靶基因的扩增和检测,具
有较高的灵敏度和特异度[7]。随着分子生物学技术

的创新和进步,基于PCR的LAMP法已逐渐取代传

统检测手段,特别是在临床微生物检测领域取得了显

著成果,展现出检测快速、准确性高的优势。本文以

LAMP法检测感染新生儿的主要病原菌为例,深入探

讨该技术在快速识别新生儿呼吸道病原菌中的实际

应用价值。
1 资料与方法

1.1 一般资料

选取2021年6月至2022年12月167例在本院

分娩且疑似感染的新生儿及早产儿为研究对象,采集

新生儿脐血及出生后48
 

h内血液或痰液标本。参照

《实用儿科学》的标准,以疾病特征为参考,对新生儿

病原菌感染程度做出判断:轻度定义为症状轻微,生
化指标仅1~3项轻度异常;中度定义为症状、体征较

明显,生化指标4~6项出现中度异常;重度定义为有

明显或持续的症状和体征,生化指标≥7项重度异

常[8]。本 研 究 经 本 院 伦 理 委 员 会 批 准 (审 批 号:
2021KY039)。
1.2 仪器与试剂

细菌DNA提取试剂盒(成都博奥生物科技有限

公司),分光光度计(Nanodrop
 

2000,赛默飞世尔科技

有限公司),恒温扩增微流控芯片核酸分析仪(型号:
RTisochip-A,博奥生物集团有限公司),PCR仪(型
号:621BR56934,伯乐生命医学产品有限公司),全自

动微生物鉴定药敏分析仪[BD
 

Phoenix
 

M50,碧迪医

疗器械(上海)有限公司]。
1.3 方法

采用 LAMP法和细菌培养法同时检测所有标

本,对优势菌进行分析。
1.3.1 细菌培养法

采用细菌培养法对病原菌进行培养及鉴定。对

病原菌进行常规分离培养,无菌拭子挑取新生儿脐血

及出生后48
 

h内新生儿血液或痰液涂布接种于巧克

力平板、血平板和麦康凯平板(美国 ThermoFisher
 

Scientific公司)上,将平板置于 CO2 培养箱中培养

48
 

h,温度调至恒温35
 

℃,采用全自动微生物鉴定药

敏分析仪对细菌进行鉴定。
1.3.2 LAMP法

1.3.2.1 标本处理及DNA提取

加入等体积的10%NaOH 溶液,混合5
 

min,然
后在37

 

℃下培养30
 

min。取1
 

mL标本的上清液置

于离心管,在12
 

000
 

r/min条件下离心5
 

min,弃上清

液,沉淀提取DNA,DNA置于-20
 

℃保存。
1.3.2.2 恒温扩增

充分融化恒温扩增试剂,轻轻摇动并充分混匀后

离心,吸取20
 

μL恒温扩增试剂于200
 

μL离心管中,
再加入34.5

 

μL待测标本或参比标本。轻轻混匀并

离心,取出芯片,用移液管吸取50
 

μL制备好的核酸

扩增反应体系,加入到芯片的主通道中,用封口膜密

封芯片,在6
 

000
 

r/min下离心30
 

s。
1.3.2.3 核酸扩增及结果判读

启动并预热恒温扩增微流控芯片核酸分析仪,将
芯片放入仪器中,输入相关标本信息后进行标本检

测。检测结束后,软件自动分析数据,根据扩增曲线

判读结果。
1.4 统计学处理

采用SPSS26.0对数据进行分析。计数资料采用

例数或百分数表示,组间比较采用χ2 检验。以P<
0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 细菌培养法鉴定结果

167例标本经细菌培养法培养后,鉴定的阳性率

为15.0%(25/167),共分离出36株病原菌(13株金

黄色葡萄球菌,13株大肠埃希菌,4株耐甲氧西林葡

萄球菌,2株肺炎克雷伯菌,1株产酸克雷伯菌,1株奇

异变形杆菌,1株溶血葡萄球菌,1株阴沟肠杆菌。25
例阳性标本中,检出16例单一病原菌阳性,检出9例

复合病原菌阳性。
2.2 LAMP法检测结果

167例标本中,LAMP法检测40例标本呈阳性,
阳性率为24.0%(40/167)。LAMP法共检出55株

病原菌,包括24株耐甲氧西林葡萄球菌,14株金黄色

葡萄球菌,10株大肠埃希菌,3株铜绿假单胞菌,2株

肺炎克雷伯菌,2株鲍曼不动杆菌。40例阳性标本,
检出31例单一致病菌阳性,检出9例复合病原菌

阳性。
2.3 LAMP法与培养法检测结果比较

LAMP法 阳 性 率 (24.0%)高 于 细 菌 培 养 法

(15.0%),差异有统计学意义(χ2=4.30,P<0.05)。
LAMP法与细菌培养法对金黄色葡萄球菌、大肠埃希

菌、肺炎克雷伯菌阳性标本的检出一致 率 分 别 为

92.9%、76.9%、100.0%。LAMP法检测耐甲氧西林

葡萄球菌阳性率明显高于细菌培养法,差异有统计学

意义(χ2=15.59,P<0.01),见表1。
2.4 两种方法在不同季节检出主要病原菌分布特点

及阳性率

将标本检测的时间分成4个季节:春季(3~5
月)、夏季(6~8月)、秋季(9~11月)和冬季(12月至

次年2月)。LAMP法在春季和夏季均能有效检出耐

甲氧西林葡萄球菌。细菌培养法在春季检出主要致

病菌是大肠埃希菌,夏季检出主要致病菌是金黄色葡

萄球菌。见表2。
2.5 不同感染程度新生儿主要病原菌分布

轻度、中度、重度感染新生儿LAMP法检出的主

要病原菌为耐甲氧西林葡萄球菌、大肠埃希菌和金黄
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色葡萄球菌;细菌培养法检出新生儿的主要病原菌为

大肠埃希菌和金黄色葡萄球菌,见表3。
表1  LAMP法和细菌培养法对各种病原菌检出

   情况比较[n(%)]

项目
LAMP法阳性

(n=40)
细菌培养法阳性

(n=25)
χ2 P

耐甲氧西林葡萄球菌 24(60.0) 4(16.0) 15.59 <0.01
金黄色葡萄球菌 14(35.0) 13(52.0) 0.04 >0.05
大肠埃希菌 10(25.0) 13(52.0) 0.42 >0.05
铜绿假单胞菌 3(7.5) 0 1.35 >0.05
肺炎克雷伯菌 2(5.0) 2(8.0) 0.25 >0.05
鲍曼不动杆菌 2(5.0) 0 0.50 >0.05
溶血葡萄球菌 0 1(4.0) <0.001 >0.05
奇异变形杆菌

 

0 1(4.0) <0.001 >0.05
产酸克雷伯菌 0 1(4.0) <0.001 >0.05
阴沟肠杆菌 0 1(4.0) <0.001 >0.05

表2  两种方法在不同季节检出主要病原菌分布

   特点及阳性率[n(%)]

项目
春季

(n=51)
夏季

(n=86)
秋季

(n=20)
冬季

(n=10)

LAMP法

 耐甲氧西林葡萄球菌 8(15.7) 16(18.6) 0 0
 金黄色葡萄球菌 2(3.9) 10(11.6) 2(10.0) 0
 大肠埃希菌 3(5.9) 7(8.1) 0 0
 铜绿假单胞菌 0 3(3.5) 0 0
 肺炎克雷伯菌 0 1(1.2) 1(5.0) 0
 鲍曼不动杆菌 0 1(1.2) 1(5.0) 0
细菌培养法

 金黄色葡萄球菌 2(3.9) 9(10.5) 2(10.0) 0
 大肠埃希菌 4(7.8) 8(9.3) 1(5.0) 0
 耐甲氧西林葡萄球菌 1(2.0) 3(3.5) 0 0
 肺炎克雷伯菌 0 1(1.2) 1(5.0) 0

表3  不同感染程度新生儿病原菌检出情况[n(%)]

检测方法
轻度感染

(n=127)
中度感染

(n=31)
重度感染

(n=9)

LAMP法

 耐甲氧西林葡萄球菌 11(8.7) 9(29.0) 4(44.4)

 金黄色葡萄球菌 4(3.1) 7(22.6) 3(33.3)

 大肠埃希菌 5(3.9) 2(6.5) 3(33.3)

 铜绿假单胞菌 0 1(3.2) 2(22.2)

 肺炎克雷伯菌 1(0.8) 1(3.2) 0
 鲍曼不动杆菌 1(0.8) 1(3.2) 0
细菌培养法

 金黄色葡萄球菌 3(2.4) 7(22.6) 3(33.3)

 大肠埃希菌 6(4.7) 3(9.7) 4(44.4)

 耐甲氧西林葡萄球菌 0 3(9.7) 1(11.1)

 肺炎克雷伯菌 1(0.8) 1(3.2) 0
 溶血葡萄球菌 0 0 1(11.1)

 奇异变形杆菌
 

0 0 1(11.1)

 产酸克雷伯菌 1(0.8) 0 0
 阴沟肠杆菌 0 0 1(11.1)

3 讨  论

  在优生优育和三孩生育政策开放的大背景下,新

生儿健康成为我国卫生健康事业关注的重点。新生

儿期作为机体发育过程的一个特殊阶段,具有免疫功

能极不完善、发育不成熟、调节能力差等特征,特别是

低出生体重儿及早产儿,易发生重症感染性疾病在内

的多种疾病。早期呼吸道感染可能破坏正常的肺部

发育,增加慢性呼吸道疾病(如哮喘)的风险[9]。新生

儿感染症状极具隐蔽及非特异特性。由于器官功能

不完全成熟,严重感染可能导致严重后果,即使在使

用有效抗生素、积极对症支持治疗下,新生儿的病情

依然进展迅速,可在数小时进展为脓毒血症、多器官

衰竭,最终导致死亡[10]。高效诊疗新生儿感染性疾病

的关键在于缩短病原菌检测时间并提 升 准 确 率。
LAMP法能明显缩短检测所需时间,检测范围更广,
精确度更高。

金黄 色 葡 萄 球 菌 是 成 人 肺 炎 的 主 要 病 因 之

一[11-12],也是新生儿呼吸道感染和肺炎的主要致病

菌[13-14],但多项关于新生儿重症监护室相关病原菌感

染的研究表明,耐甲氧西林葡萄球菌应是临床诊治的

重要方向[15-16]。本研究LAMP法检测病原菌的阳性

率(24.0%)高于细菌培养法(15.0%),证实该技术在

检测新生儿细菌感染方面具备较高应用价值;虽然

LAMP法检测金黄色葡萄球菌和大肠埃希菌的阳性

率(分别为35.0%和25.0%)低于细菌培养法(分别

为52.0%和52.0%),表明LAMP法可能会遗漏部

分阳性结果,但LAMP法检测耐甲氧西林葡萄球菌

的阳性率(60.0%)高于细菌培养法(16.0%)。研究

发现,新生儿感染耐甲氧西林葡萄球菌对不同抗生素

表现出不同程度的耐药性,耐药机制是其携带突变

mecA基因编码的青霉素结合蛋白对β-内酰胺类抗生

素亲和力降低[17],如对头孢西丁、青霉素等抗生素的

耐药率高达90%[18],金黄色葡萄球菌尤其是耐甲氧

西林葡萄球菌,常规抗生素救治困难,死亡率较高,应
引起足够重视。因此,在制订新生儿诊疗和用药策略

时,需结合耐甲氧西林葡萄球菌的耐药性进行审慎

考虑。
金黄色葡萄球菌和大肠埃希菌是新生儿感染主

要致病菌[19],但随着早产儿数量上升及广谱抗菌药物

频繁使用,新生儿耐甲氧西林葡萄球菌感染率急剧攀

升;因此急需对新生儿耐甲氧西林葡萄球菌进行准确

检测,本研究结果显示,LAMP法对新生儿感染的耐

甲氧西林葡萄球菌检出率较高,与相关文献研究结论

一致[20],且能检出多种常见致病菌。不同季节新生儿

主要病原菌分布存在差异,LAMP法在春季和夏季检

测耐甲氧西林葡萄球菌的阳性率较高,提示在制订治

疗方案时应充分考虑其耐药特性。细菌培养法结果

显示,春季大肠埃希菌阳性率高达7.84%,夏季金黄

色葡萄球菌阳性率达10.47%,这可能与南方地区春

季梅雨天气较多、气温变化幅度大,有利于大肠埃希

菌繁殖并引发消化道感染有关。无论感染程度如何,
LAMP法所检测到的病原菌中耐甲氧西林葡萄球菌
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占比最大,进一步证实该方法在检测此类细菌方面具

有较高的灵敏度。
  

新生儿感染性疾病具有发病快、新生儿耐受性差

等特点,需要快速准确的病因诊查,缩短新生儿检查

等待时间,提高感染性疾病治疗效果。LAMP法因其

具有灵敏度高、特异性强和快速反应等特点在临床病

原菌诊断领域得到了广泛运用。然而,该方法的局限

性在于不能提供药物敏感性的详细信息并且只能进

行定性分析。因此,针对当前情况,应结合细菌培养

结果与临床实际情况综合判断来进一步评估其结果

的准确性。
综上所述,LAMP法能快速准确检测新生儿感染

性疾病的病原菌,其诊断效能高于细菌培养法,检测

耐甲氧西林葡萄球菌阳性率明显高于细菌培养法,该
法可用于新生儿感染性疾病的诊疗及用药策略的

制订。
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