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宏基因组二代测序技术辅助诊断新生儿埃可病毒１８型聚集性感染
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［摘　要］　目的　探讨宏基因组二代测序（ｍＮＧＳ）技术在医院聚集性感染事件中快速识别感染源的可行性和实

用性。方法　收集某院新生儿中心６例发热伴腹泻或皮疹新生儿的咽、肛拭子和血标本，同时期同病室其他新生

儿和医护人员（咽、肛拭子）标本，以及环境标本，采用传统培养方法、肠道病毒通用聚合酶链反应（ＰＣＲ）、ｍＮＧＳ和

肠道埃可病毒１８（ＥＣＯ１８）型特异性ＰＣＲ进行检测。结果　６例新生儿血及肛、咽拭子标本细菌培养未检出病原

体，肛拭子肠道病毒通用ＰＣＲ和ＥＣＯ１８型特异性ＰＣＲ检测均阳性。ｍＮＧＳ从６例新生儿不同标本中至少一份检

出ＥＣＯ１８型病原体，阳性率由高至低依次为肛拭子（６６．６６％）、血（５０．００％）和口咽拭子（０）。采用 ｍＮＧＳ检测同

时期同病房１８例无症状新生儿咽和肛拭子标本，２例新生儿肛拭子标本ＥＣＯ１８型检测阳性。医务人员以及环境

标本未检出ＥＣＯ１８型或其他肠道病毒。结论　ｍＮＧＳ可检测出ＥＣＯ１８型感染患者粪便或血清中低拷贝数的

ＥＣＯ１８型病毒，是一种有效的辅助性诊断肠道病毒感染的方法，并且具有追溯医院聚集性肠道病毒感染病原体的

潜力。
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　　埃可病毒属于人类肠道病毒Ｂ型，主要经粪－

口途径传播，多为无症状感染，但由于新生儿的免疫

系统尚未发育成熟，其感染埃可病毒发生脑膜炎的

风险高，病死率高［１］。近年来，国内儿科及新生儿埃

可病毒聚集性感染事件频发，对该病毒快速、准确的

检测显得尤为重要［２１１］。埃可病毒病原学检测方法

包括：病毒分离、血清抗体检测和逆转录聚合酶链反

应（ＰＣＲ）检测ＲＮＡ，其中病毒分离检测对设备和人

员专业技术要求高，检测周期长，无法作为常规检测

方法；血清抗体以及ＰＣＲ技术虽然检测时间较病毒

分离时间明显缩短，但肠道病毒种类和分型较多，治

疗方式和预后差异较大，因此两种方法对埃可病毒的

诊断意义有限［１２］。宏基因组二代测序（ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃ

ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ｍＮＧＳ）技术可检测细菌、

病毒、真菌和寄生虫等多种病原体，为临床上难以培

养病原体的诊断提供了有效的技术途径［１３１５］。本研

究分析在新生儿未知原因感染中，采用ｍＮＧＳ快速

辅助诊断肠道埃可病毒１８（Ｅｃｈｏｖｉｒｕｓ１８，ＥＣＯ１８）

型感染的可行性，以及ＥＣＯ１８型传染源和感染情况。

１　材料与方法

１．１　标本来源　采集２０２０年７月９日—８月６日

在深圳某三甲医院新生儿中心新生儿的口咽拭子、

粪便拭子和血液标本，医护人员（包括医生、护士、护

理员和清洁工）口咽拭子和肛拭子标本，以及该病

房浴缸、厕所、床、奶瓶和脸盆的环境标本。本研究

为回顾性研究，凡涉及人的标本检测，均获得该医院

伦理委员会审核批准并按照标准执行，新生儿标本

获得新生儿监护人知情同意。

１．２　病原学检测　新生儿的血液、口咽拭子和肛拭

子标本由检验科常规细菌培养，由华大基因进行

ｍＮＧＳ，肠道病毒通用 ＰＣＲ 和 ＥＣＯ１８型特异性

ＰＣＲ由深圳市南山区疾病预防控制中心完成。肠

道病 毒 通 用 型 引 物 为 ５’ ＣＡＡＧＣＡＣＴＴＣＴ

ＧＴＴＴＣＣＣＣＧＧ３’和 ５’ＡＣＣＣＡＴＡＧＴＡＧＴＣＧ

ＧＴＴＣＣＧＣ３’
［１６］，ＥＣＯ１８ 型特 异性 引 物 为 ５’

ＧＧＣＣＣＣＴＧＡＡＴＧＣＧＧＣＴＡＡＴ３’ 和 ５’ＧＴ

ＴＣＴＧＧＧＡＴＣＡＴＴＴＡＡ３’
［１７］。医护人员的口咽

拭子和肛拭子以及环境标本，由华大基因进行

ｍＮＧＳ。

１．３　数据可用性声明　生物样本原始数据可以在

ＮＣＢＩ生物样本数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．

ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｂｉｏｓａｍｐｌｅ／）中获得，登记号为ＳＡＭＮ１４８３

９１０３ＳＡＭＮ１４８３９２２４。

２　结果

２．１　感染病例调查结果　病例１于２０２０年７月

２０日因发热、腹泻入该院新生儿中心治疗，７月２５

日采集其血液、口咽和肛拭子标本，由检验科常规细

菌培养并外送金域检验进行肠道病毒检测，同时隔

离治疗；检测结果显示：所有标本细菌培养阴性，肠

道病毒通用ＰＣＲ阳性，将其转入隔离病房２，对症

治疗后于７月２７日治愈出院。７月２６—２７日病例

２、３和６出现轻微腹泻或发热，存在医院感染的风

险，逐将病例３转入隔离病房１接受治疗；７月２８

日病例４和５出现发热、腹泻和皮疹症状。病例２、

４、５和６于７月２５—２７日住在同一病房中，但其床

位分布相对分散。见图１～２及表１。为防止疫情

暴发，７月２８日，新生儿科全面关闭，该病房２４例

新生儿转移至外院接受隔离治疗并跟踪病情，无发

热、腹泻和皮疹症状直至康复出院。出院后，对发热

的６例新生儿跟踪随访７ｄ，采用肠道通用病毒

ＰＣＲ检测新生儿肛拭子标本，结果显示均为阴性。
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图１　６例ＥＣＯ１８型感染新生儿的病情进展和检测时间分布

犉犻犵狌狉犲１　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｄｉｓｅａｓｅｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆ６ｎｅｏｎａｔｅｓｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＥＣＯ１８

表１　６例ＥＣＯ１８型感染新生儿的临床资料及检测结果

犜犪犫犾犲１　Ｃｌｉｎｉｃａｌｄａｔａａｎｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆ６ｎｅｏｎａｔｅｓｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＥＣＯ１８

病例

编号
性别 床号 症状

肠道病毒

通用ＰＣＲ

肛拭子

病毒特异性

ＰＣＲ＃

肛拭子

ｍＮＧＳ（测序片段数量）

口咽拭子 肛拭子 血

ＥＣＯ１８特异

性ＰＣＲ

肛拭子

１ 男性 ２５ 发热、腹泻 阳性 － ＮＤ ＥＣＯ１８型（２） 阴性 阳性

２ 男性 ２４ 发热 阳性 阴性 ＮＤ ＥＣＯ１８型（１８） ＥＣＯ１８型（１） 阳性

３ 男性 ２０ 发热、腹泻、皮疹 阳性 阴性 ＮＤ ＥＣＯ１８型（３９） 阴性 阳性

４ 女性 ６ 发热、腹泻、皮疹 阳性 阴性 ＮＤ 阴性 ＥＣＯ１８型（１） 阳性

５ 女性 ２ 发热 阳性 阴性 ＨＨＶ６

（３９１７）

ＨＨＶ６（５１１）、

ＥＣＯ１８型（１）

ＨＨＶ６（４３） 阳性

６ 男性 １８ 发热 阳性 阴性 ＮＤ 阴性 ＥＣＯ１８型（１） 阳性

　　注：＃表示只列出轮状病毒及埃可病毒１１型检测结果；ＨＨＶ６为人类疱疹病毒６型；－表示未检测；ＮＤ表示未检出病原体。

２．２　病原体鉴定结果　７月２９日６例新生儿肛拭

子标本肠道通用病毒ＰＣＲ检测结果均为阳性，除病

例１未检测外，其他５例新生儿肛拭子病毒特异性

ＰＣＲ检测结果显示，轮状病毒及埃可病毒１１型均

阴性。为明确病原体并防止医院感染，将上述６例

新生儿的血、口咽拭子和肛拭子标本进行 ｍＮＧＳ分

析，结果显示６例病例中，病例１、２、３和５肛拭子标

本中检出ＥＣＯ１８型病原体，病例２、４和６血标本中

检出ＥＣＯ１８型病原体，病例５血标本、口咽拭子和

肛拭子中检出人类疱疹病毒６型（ＨＨＶ６）病原体。

随后对６例新生儿的肛拭子进行ＥＣＯ１８型特异性

ＰＣＲ验证，均为阳性。见表１。不同标本ｍＮＧＳ检

出ＥＣＯ１８型病毒情况见表２。

２．３　传播途径调查结果　为追踪埃可病毒感染的

来源和传播途径，监测病毒在该病房人群和环境（奶

瓶、洗手盆、水力阀、病床等）中的定植或污染情况。

７月２７日采集该病房中其他１８例无发热、腹泻或

皮疹症状的新生儿和４４名医护人员标本（咽、肛拭

子），以及环境标本，进行肠道病毒通用 ＰＣＲ 和

ｍＮＧＳ检测，ｍＮＧＳ结果显示１８例无症状新生儿

肛拭子标本中有２例（Ｎ１７和Ｎ３３，见图２）ＥＣＯ１８

型阳性，其余标本均未检出肠道病毒。

表２　不同标本ｍＮＧＳ检出ＥＣＯ１８型病毒情况

犜犪犫犾犲２　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＥＣＯ１８ｖｉｒｕｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｐｅｃｉｍｅｎｓｂｙ

ｍＮＧＳ

标本 标本数 阳性数 检出率（％）

口咽拭子 ６ ０ ０．００

血 ６ ３ ５０．００

肛拭子 ６ ４ ６６．６７
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图２　６例ＥＣＯ１８型感染新生儿空间分布图

犉犻犵狌狉犲２　Ｓｐａｔｉａｌｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆ６ｎｅｏｎａｔｅｓｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ

ＥＣＯ１８

３　讨论

埃可病毒是一种常见的肠病毒亚型，免疫功能

不全的新生儿对该病毒高度易感。感染ＥＣＯ１８型

的新生儿通常无症状，但也有一些表现为无菌性脑

膜炎、急性弛缓性麻痹、发热、腹泻和皮疹［１８］。鉴于

国内已报告多起由埃可病毒不同型（６、１１、１８、２５型

等）引起的医院感染暴发事件，医护人员应警惕埃可

病毒在新生儿病房的传播［２１２］。本研究中，新生儿

中心６例新生儿感染ＥＣＯ１８型，临床症状轻微，仅

表现为发热、腹泻或皮疹等，轻症病例均迅速康复，

无后遗症。但多例病例同时发生轻症感染应警惕，

尤其应避免引起医院聚集性感染事件的发生。

肠道病毒种类和分型较多，治疗方式和预后差

异较大，因此快速鉴定未知病原体的种类和分型是

临床急切需要解决的问题［１２］。ｍＮＧＳ作为一种辅

助临床快速鉴定病原体的工具，可以检测传统方法

难以培养或扩增的病原体，近年来多篇报道［１５，１９２０］

表明，利用 ｍＮＧＳ方法可以鉴定多种病原体，且能

精确分类到种以及分型，其灵敏度和特异度优于传

统培养或ＰＣＲ方法。本研究中所有病例的肛拭子

和血标本通过传统的细菌培养，无法检测到病原体，

采用肠道病毒通用ＰＣＲ方法检测为阳性，提示临床

病例可能为肠道病毒感染，但采用上述两种方法无

法鉴定到具体病原体的种属。本研究特异性ＰＣＲ

结果为常见肠道病毒轮状病毒及埃可病毒１１均阴

性，特异性ＰＣＲ难以检测到不常见的肠道病毒种

类，有可能误导临床医生排除埃可病毒感染，而采用

ｍＮＧＳ方法鉴定出ＥＣＯ１８型。ｍＮＧＳ检测６例新

生儿口咽拭子、血和肛拭子标本，３例新生儿血和

４例新生儿的肛拭子均检出ＥＣＯ１８型，覆盖了全部

６例新生儿，在有明确种类和分型的提示下，对６例

病例的肛拭子标本进行ＥＣＯ１８型特异性ＰＣＲ检

测，结果均为阳性，此过程中 ｍＮＧＳ对病原体的确

定起到了关键的提示作用。另外病例５在血、咽拭

子和肛拭子中均检测到 ＨＨＶ６，提示可能存在合

并感染。上述结果表明，在新生儿未知原因发热的

感染病毒病原体快速鉴定中，ｍＮＧＳ的早期使用具

有重要的临床诊断价值。

因肠道病毒最常见的传播途径是粪－口途径，

考虑多例新生儿有共同的管床医生，可能存在医务

人员手卫生不规范导致的传播。为追踪病原体的来

源和传播途径，采用 ｍＮＧＳ和特异性 ＥＣＯ１８型

ＰＣＲ方法进一步监测病房中其他新生儿、医护人员

口咽拭子和肛拭子标本，以及奶瓶、洗手盆、水力阀、

病床等环境标本，结果显示均未检测到ＥＣＯ１８型或

其他肠道病毒，提示该病房新生儿的病毒可能并非

来自医护人员或环境，也可能是病毒在环境中数量

少、存活时间短，难以检出。由于无法确定该病房中

病毒的来源和传播途径，为切断感染途径，防止其他

新生儿感染，在发现聚集性感染发生的第一时间，执

行了以下防控措施：①立即隔离新生儿，专人管理，

限制探视；②完善病原学检查，查找感染病因，继续

新生儿科治疗方案；③医务人员实施标准预防（接触

新生儿及周围环境和物品，须穿戴一次性帽子、口

罩、手套、隔离衣），严格执行无菌操作，规范执行手

卫生；④增加病房通风次数，加强环境、设备、新生儿

相关物品及空气等消毒工作，增加物体表面、地面消

毒频次（含有效氯１０００ｍｇ／Ｌ消毒剂擦拭２次／ｄ）；

⑤新生儿物品专人专用，奶瓶、奶嘴一人一用一消

毒，洗浴盆一人一用一消毒；⑥加强医疗废物管理，

所有感染新生儿的生活垃圾及时放入医疗废物袋，

按感染性废物处理。

与ＰＣＲ方法相比，ｍＮＧＳ方法存在成本高的

缺点，但其具有快速、灵敏以及准确，且可以同时在

物种水平和分型上检出不同病原体的优势［１５］。对

于本研究的病原体—埃可病毒，ｍＮＧＳ在肛拭子
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中检出率最高（６６．６７％），其次为血（５０．００％），口

咽拭子检出率为０，依据任意一种标本阳性则认定

为阳性计算检出率，６例病例使用 ｍＮＧＳ检出率为

１００％，提示同时采集不同类型的标本，尤其是肛拭

子和血，可以提高肠道病毒检出率。

本研究局限性在于：首先此次新生儿科聚集性

感染除病例１为７月２０日发热、腹泻外，其余５例

均在７月２５—２８日４ｄ内出现临床症状，具有时间

上的高度重合，ｍＮＧＳ检测结果显示均为ＥＣＯ１８

型感染，因此初步判断是同一感染源。但由于本研

究中的肛拭子和血标本测序获得的病毒片段数量较

少（１～３９个ｒｅａｄｓ），难以拼接成为完整的序列，因

此，未进一步进行病毒序列的拼接和比对，无法从序

列上验证病原体的同源性。其次，本探究在发现聚

集性感染第一时间，对医务人员手和环境标本进行

采样和检测，可能由于ＲＮＡ病毒在环境中容易降

解，因此未检测到ＥＣＯ１８型及其他肠道病毒，无法

确定本研究中病毒的来源和传播途径。

虽然大多数新生儿感染埃可病毒是无症状感

染，但仍有导致脑膜炎，甚至死亡的高风险。因此，

在新生儿出现未知原因的发热或腹泻时，快速和准

确诊断其感染病原体尤其重要。

综上所述，本研究数据显示，ｍＮＧＳ可以检测

出ＥＣＯ１８型感染患者血清或粪便中的低拷贝数

ＥＣＯ１８型病毒，证明 ｍＮＧＳ是一种有效的辅助性

诊断肠道病毒感染的方法，并且具有追溯医院聚集

性感染病原体的潜力。

利益冲突：所有作者均声明不存在利益冲突。
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