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应用说明

使用MiSeq™ i100系列测序仪
进行食品安全监测
食源性病原体的准确检测

通过简化文库制备 
减少手动操作时间

测序运行时间更短， 
通量更高

可靠组装高质量 
细菌基因组

M-GL-02912 v2.0仅供研究使用，不得用于诊断。
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简介
使用实验室方法对肠道细菌（包括沙门氏菌）进行分型，对于
识别潜在疫情并将致病菌与潜在感染源联系起来至关重要。随
着实验室分型方法分辨率的提高，将病例与感染源精确关联
的能力也随之增强。在美国，潜在疫情病例的关联工作通过
PulseNet完成 - 这是一个覆盖全美80多个州、地方及联邦实
验室的分子监测网络，专注于食源性、水源性及“一体化健
康”相关的肠道疾病监测。PulseNet网络每年预防超过25万
例肠道细菌感染，节省医疗成本及生产力损失达5亿美元1,2。

21世纪10年代初，PulseNet联合美国食品药品监督管理局
（FDA）及美国农业部食品安全检验局（USDA-FSIS）等联
邦合作伙伴，开始采用因美纳测序平台开展全基因组测序
（WGS）3。利用WGS，公共卫生科学家可通过识别病例中基因
高度相似、且在同一时段或地理区域内引发疾病的菌株，锁定

潜在的疫情。WGS还能揭示传统低分辨率分子方法此前未能
表征的细菌菌株演变趋势4,5。例如某些菌株随时间推移反复出
现并引发疫情、新发后导致感染率上升，或在数月乃至数年内
持续存在并致病。美国疾病控制和预防中心（CDC）开始将这
些菌株定义为复发、新现和持续存在菌株（简称REP菌株）。
REP菌株可通过基因关联性及其他特征进行识别，包括多重耐
药性、毒力因子或其他遗传标志物。由于PulseNet中仅约10%
的致病菌与已知疫情相关联，利用WGS识别REP菌株，有望通
过溯源共享共同感染源的菌株，阻断进一步传播。 

本应用说明展示了一种高效的NGS工作流程，该流程整合了
Illumina DNA Prep、MiSeq™ i100系列测序仪及第三方分析工
具，可准确检测并表征一株持续存在的多重耐药肠沙门氏菌婴
儿型（Salmonella enterica serotype Infantis, REP JFX01）
（图1）。

图1： 用于沙门氏菌检测的完整NGS工作流程
结合因美纳文库制备、MiSeq™ i100系列测序仪测序以及DRAGEN二级分析，实现对食源性病原体沙门氏菌的准确监测。

提取gDNA Illumina DNA Prep MiSeq™ i100系列测序仪 PulseNet 2.0 Web应用程序

SeqSero2 App

样本制备 文库制备 测序 分析

约2小时 约4.5小时 约15.5小时 约1.5小时
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https://www.cdc.gov/foodborne-outbreaks/php/rep-surveillance/index.html
https://www.cdc.gov/salmonella/php/data-research/repjfx01.html#:~:text=What%20is%20a%20REP%20strain,reported%20to%20PulseNet%20in%20201
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方法

样本

作为PulseNet常规监测的一部分，收集的细菌分离株在不
添加血液的条件下接种于BBL血琼脂基础培养基（BD，
货号211037）上进行培养。使用Wizard Genomic DNA 
Purification Kit（Promega，货号A1120），参照已发表的革
兰阴性菌gDNA提取方案进行基因组DNA（gDNA）提取6。文
库制备前，使用Qubit dsDNA BR Assay Kit（Thermo Fisher 
Scientific，货号Q32853）对纯化的gDNA进行定量。

文库制备

使用I l lumina DNA Prep（因美纳，货号20060060）从
100 ng提取的gDNA中手动制备测序就绪文库，并对方案进行
调整以提高在MiSeq™ i100系列测序仪上的性能，包括增加一
轮磁珠纯化（磁珠-样本比为0.5×）以去除短插入片段7。混合
前，使用4200 TapeStation系统（Agilent Technologies，
货号G2991BA）和Qubit 1X dsDNA High Sensitivity（HS）
Assay Kit（Thermo Fisher Scientific，货号Q33231）评估
PCR扩增文库的质量和浓度。

测序

制备好的文库参照已发表的方案6按体积进行混合，并稍作调
整：在每个文库经定量和等摩尔混合后，增加一轮0.5×SPRI
磁珠纯化。将混合文库稀释至60 pM的上机浓度（32个文库/
运行）。在MiSeq™ i100 Plus测序仪上使用25M流动槽进行
测序，运行配置为2×301 bp。对于更大规模的研究，可将
测序运行规模扩展至NextSeq™ 1000、NextSeq™ 2000、
NovaSeq™ 6000和NovaSeq™ X测序仪。

数据分析

测序完成后，数据流式传输至BaseSpace™  Sequence 
Hub，并使用DRAGEN™ FastQC + MultiQC应用程序进行
分析，以提供通用统计数据和指标、序列映射和比对结果。

在PulseNet 2.0 Web应用程序中进行分析。在该应用程序
中，计算了基于read和基于组装的质量控制（QC）指标5，
使用PulseNet 2.0等位基因调用程序进行核心基因组多位点
序列分型（cgMLST）6，通过SeqSero2进行血清分型8，采用
AMRFinderPlus进行AMR分析9，并基于PlasmidFinder数据
库进行质粒鉴定10。使用iTOL v7网页应用程序对cgMLST聚类
树及相关基因型进行可视化11。

结果

测序指标

运行20循环后即产生样本拆分数据（总运行时间14小时20分
钟），证实文库定量和混合操作正确。MiSeq™ i100 Plus测
序仪生成的测序数据显示，在2×301 bp的读长下，每个样本
平均获得约1.88M条read，且≥97.5%的碱基质量在Q30以上
（图2A）。观察到的read GC含量百分比大致呈正态分布，表明
文库制备的测序化学和测序过程未表现出对高GC或低GC区域
的明显偏倚（图2B）。

所测序的32个细菌分离株均表现出一致的高测序质量，Q-
分值中位数为37.1（表1）。估计的覆盖深度范围为46.1×至
109.9×，平均为71.9×。所有样本在PulseNet 2.0 沙门氏菌  
cgMLST分型方案中的核心基因位点检出率均>99%，表明基
因组足够完整，可通过cgMLST进行聚类分析。

沙门氏菌血清型预测

使用SeqSero2软件对FASTQ文件进行分析，以预测沙门氏菌
血清型。31个样本被正确预测为婴儿沙门氏菌（I 7:r:1,5），
1个被正确预测为肠炎沙门氏菌（I 9:g,m:-）（图3）。

病原体分子分型

基于PulseNet 2.0沙门氏菌分型方案中3002个cgMLST基因
位点的聚类分析，推断出样本组中各分离株之间的基因组相关
性。样本聚类结果符合预期，其中被鉴定为REPJFX01的样本
聚为一簇。其余未在REPJFX01中的婴儿沙门氏菌样本及一株

仅供研究使用，不得用于诊断。
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肠炎沙门氏菌样本则按预期各自独立成簇（图3）。使用基因
位点aroC、dnaN、hemD、hisD、purE、sucA和thrA进行七
基因多位点序列分型（ST）。所有32个样本的序列分型（ST）
均与预期结果一致。所有32个样本的预测AMR均与预期结果
一致，值得注意的是，在数据集的所有REP样本中均检测到
REPJFX01菌株的特征性gyrA_D87Y突变（图3）。所有32个
样本的质粒含量均与预期结果一致，且在所有REPJFX01菌株
中均检测到IncFIB（pN55391）质粒，该质粒也是该REP菌株
的界定特征（图3）。 

表1： 所选质量指标

样本 平均质量
（Q-分值） 估计覆盖深度 核心基因位点检出

百分比

1 37.1 76.7× 99.3%

2 37.1 93.0× 99.3%

3 37.1 68.3× 99.3%

4 37.1 67.2× 99.2%

5 37.1 65.5× 99.3%

6 37.0 96.9× 99.4%

7 37.1 77.3× 99.3%

8 37.0 62.1× 99.3%

9 37.1 59.9× 99.2%

10 37.0 57.7× 99.2%

11 37.0 63.4× 99.3%

12 37.0 52.8× 99.3%

13 37.1 86.2× 99.3%

14 37.0 55.7× 99.3%

15 37.0 66.8× 99.2%

16 37.0 55.6× 99.4%

17 37.1 109.9× 99.5%

18 37.1 70.5× 99.5%

19 37.0 54.8× 99.5%

20 37.0 46.1× 99.5%

21 37.1 77.0× 99.3%

22 37.1 78.2× 99.2%

23 37.1 76.6× 99.2%

24 37.1 100.6× 99.2%

25 37.1 80.1× 99.2%

26 37.2 78.0× 99.2%

27 37.1 63.0× 99.3%

28 37.0 73.4× 99.3%

29 37.1 88.8× 99.2%

30 37.0 61.6× 99.5%

31 37.1 71.3× 99.5%

32 37.1 66.8× 99.4%

图2： 用于食源性病原体检测的高质量数据
（A）采用MiSeq™ i100 Plus测序仪对所有分析样本（彩色线）
生成高质量数据，有≥ 97.5%的碱基高于Q30（绿色区域）。
（B）MiSeq™ i100 Plus测序仪上测序read的GC含量分布百分
比符合全部32个分析样本的预期水平（彩色线）。数据使用
DRAGEN FastQC + MultiQC应用程序处理。
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图3： 基于cgMLST和相关基因型数据的研究分离株聚类分析
基于cgMLST的32份肠道沙门氏菌样本非加权组平均法（UPGMA）进化树，附带关键基因型信息；树的右侧列出了REP状态、血清型信息、7基因MLST、
AMR决定因子及质粒决定因子。
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总结
由细菌微生物污染引起的食源性疾病对人类健康构成重大威
胁。MiSeq™ i100系列测序仪可提供快速、全面的新一代测序
（NGS）工作流程，实现对细菌性食源性病原体的高准确度检
测，为公共卫生工作中的有效监测提供支持。

了解更多
Illumina DNA Prep

MiSeq™ i100系列测序仪
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