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背景：姆班达卡肠道沙门氏菌（Salmonella enterica serovar Mbandaka）是新南威尔士州（New South Wales，NSW）
沙门氏菌病的罕见病原，平均每年报告17例。本研究分析了在一起非点源暴发的有限传播的姆班达卡肠道沙门氏菌暴
发中，使用全基因组测序（whole genome sequencing，WGS）方法发挥的更多价值。 

方法：2016年2月，新南威尔士州姆班达卡肠道沙门氏菌病例有所增加并受到关注，于是启动了调查。在最初调查后
的三个月开展了全基因组测序研究，对姆班达卡肠道沙门氏菌病暴发疫情的分离菌株及从2010年到2015年期间的17个
人类和非人类的参考菌株进行分析。

结果：全基因组测序分析将暴发的病例（n = 29）分为两个主要群：A群（n = 11）和B群（n = 6），还有12例散发病
例。在评估关联性时，通过全基因组测序聚类对病例的食物消费史重新进行分析，提供了更多有针对性的分析结果。

讨论：WGS已被广泛认为是一种有前途的高分辨率肠道病原体的分型工具。本研究是澳大利亚最早将WGS技术应用于地
理分布有限的沙门氏菌聚集性病例的研究之一。WGS明确地将暴发病例区分为不同的群，证明了实时使用这种技术支
持地理分布有限的非点源食源性疾病暴发调查的潜在价值。

姆
班达卡肠道沙门氏菌（Salmonella enterica 
se rovar Mbandaka）是新南威尔士州

（NSW）相对罕见的沙门氏菌血清型，过

去10年平均每年报告17例病例1。澳大利亚报告的姆

班达卡沙门氏菌已在澳大利亚当地和国外发现，如印

度、非洲、印度尼西亚、墨西哥和中国2。在澳大利

亚，姆班达卡沙门氏菌已经从鸡肉、花生酱、火鸡肉

和咖喱粉等食品中分离出来2。全基因组测序（Whole 
genome sequencing，WGS）是一种高分辨率的分型方

法，可以帮助食源性疾病暴发的调查人员将暴发病例

与非暴发病例区分开来3。WGS已被用于美国、大不列

颠及北爱尔兰联合王国和欧盟的公共卫生监测4−6。在

澳大利亚，几个辖区的参比实验室正在发展WGS能力

并评估其在肠道病原体日常监测中的作用7。本研究分

析了WGS在协助调查人员确定地理分布有限的姆班达

卡沙门氏菌社区暴发的感染来源方面的潜在价值。

方法

2016年2月，新南威尔士州亨特新英格兰和中部海岸地

方卫生区发现姆班达卡肠道沙门氏菌病例有所增加。

确诊病例被定义为2016年1月1日至2016年4月30日期间

的新南威尔士州的任何居民或来访者中实验室确诊的

姆班达卡沙门氏菌感染并发病者。2016年2月22日开始

对符合病例定义的个人通过电话进行访谈，使用标准

的沙门氏菌假设形成问卷收集人口学、临床和危险因

素信息，包括发病前七天的旅行史和食物消费史。为

了做参照，使用2016年维多利亚州食品消费调查的数据

提供健康人群的预期食物消费频率。该数据库包含2016
年1月至4月期间维多利亚州约500名随机选择的健康人

群的7天食物消费史，这段时间与姆班达卡沙门氏菌暴

发时间一致。使用维多利亚州数据库是因为没有同样

的新南威尔士州数据库供使用。使用二项式概率对暴

发病例的食物消费频率与维多利亚州食物消费调查的

食物消费频率进行比较。

在病例访谈时记录疾病发病日期或根据样本采集

日期估算疾病发病日期，对失访病例则使用所有其他

病例的平均潜伏期。在最初暴发调查后的三个月，回

顾性地进行了WGS研究，分析与本次暴发有关的姆班

达卡沙门氏菌分离株，并将其与2010-2015年的10株人

类菌株和2012-2015年的6株非人类菌株（主要来自新

南威尔士州食品管理局的鸡蛋农场涂抹拭子）进行比

较。WGS研究由临床病理和医学研究所的新南威尔士
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它食物包括西瓜（63%，P = 0.0341, P = 0.04），洋葱

(69%，P = 0.0574，P = 0.07)和青椒 (53%，P = 0.0599, 
P = 0.07)。

WGS分析将最初暴发的病例区分为两个主要

群：A群，包括11例SNP距离在12-82之间的病例；B
群，包括6例SNP距离在10-25之间的病例（图2）。除

了两个主要的群，WGS还确定了较小的群和几个散发

病例。表1显示了用两个主要的群重新分析的食物消费

频率。与所有病例相比，A群的病例中食用加工奶酪的

比例增加至89％（P <0.0001），而B群中该比例减少至

33％（P = 0.5254）（表1）。

讨论

在国际上，WGS越来越多地被用于加强食源性疾病的

监测和应对，因为它能够鉴别病例的分型、追踪感染

源，并且与其它实验室技术的周转时间相似5,6。WGS
也被用于了解疾病传播途径和确定传播、监测病原体

的进化和适应性、以及识别具有潜在流行可能性的感

染并改进控制策略9。

在美国的暴发监测中，正在使用WGS技术代替脉

冲场凝胶电泳方法对食源性病原体进行亚型分类10。食

源性病原体的WGS技术被美国食品和药物管理局用于监

管目的5，并且已被证明在暴发调查中区别污染来源很

有价值11,12。在欧盟国家和英国，WGS正在被越来越

多地用于食源性疾病暴发调查和国家传染病监测4,6。
在澳大利亚，WGS被认为是一种很有前途的分型替代

方法，然而，由于受到标准化质量控制和数据解释、成

本以及设施的限制，这一方法尚未得到广泛使用13,14。 
WGS正在被澳大利亚卫生部食源性疾病监测和响应网络

OzFoodNet试用，并已成功应用于多辖区的食源性疾病

暴发和单核细胞增生李斯特菌的常规监测中3,15。

本次姆班达卡沙门氏菌研究是澳大利亚最早将

WGS技术应用于地理分布有限的沙门氏菌聚集性病例

疫情的研究之一。虽然WGS不是实时进行的，但研究

结果证明了这种方法具有支持暴发调查的潜力。WGS
能够将姆班达卡沙门氏菌的暴发病例区分为不同的群

以及散发病例。基于系统发育聚类的食物消费史分析

表明，新南威尔士州可能同时发生了两起姆班达卡沙

门氏菌暴发。如果WGS能够实时进行，病例将被重新

访谈来收集有关食品消费的其它详细信息并进一步开

展分析。我们的研究结果支持了早期在新南威尔士州

进行的一项研究，该研究回顾性地将WGS应用于五起

流行病学证实的鼠伤寒沙门氏菌暴发，发现WGS明显

提高了调查的破案率。他们的研究还发现，在其中一

次暴发中，食物不止被一种鼠伤寒沙门氏菌污染，突

州肠道参比实验室开展，该参比实验室属于新南威尔

士卫生和病理学机构。对于WGS，使用DNeasy Blood 
and Tissue 试剂盒（Qiagen，希尔登，德国）根据产品

说明书进行提取和纯化DNA。并按照产品说明书使用

Qubit dsDNA HS试剂盒和Qubit荧光计（Thermo Fisher 
Scientific，Waltham，MA，美国）估计DNA量。对于每

个纯化的DNA样品，使用NexteraXT试剂盒（Illumina, 
Inc.，圣地亚哥，加州，美国）制备100bp文库，然后汇

集并在NextSeq500平台（Illumina）上测序。将FastQ文

件导入CLC 基因组学工作平台 v7.0（CLC bio，Aarhus，
丹麦），修剪读数以去除Nextera转座酶接头序列，然后

将其定位到参考基因组姆班达卡沙门氏菌株ATCC 51958
（NCBI 基因库登录号：CP019183.1）。

使用单核苷酸多态性（single nucleotide polymorph-
ism，SNP）分析姆班达卡沙门氏菌之间的基因序列

相似性以确定不同的群。使用MEGA7序列分析软件

（https://www.megasoftware.net）通过浓缩的SNP比对产

生SNP系统发育树，自展值（bootstrap value）为1008。

根据WGS确定的群重新分析食物消费史，并与

2016年维多利亚州食品消费调查的数据进行比较。在

EpiInfo（版本7）和Microsoft Excel中输入和分析数据。

伦理声明

本项工作是暴发调查的一部分，不需要人类研究伦理

委员会的伦理审查和监管。

结果

2016年1月1日至2016年4月30日，共报告29例由姆班达

卡沙门氏菌引起的沙门氏菌病例。作为此次暴发调查

的一部分，病例的流行曲线如图1所示。疾病发病日

期为2016年1月15日至4月14日。7例病例住院，无死

亡。病例年龄范围为1至89岁，中位年龄为48岁，其中

14例（48％）居住在亨特新英格兰地方卫生区，16例
（55％）为男性，3例（10％）为原住民。常见症状包

括腹泻（n = 21，95％），嗜睡（n = 17，85％），腹痛

（n = 14，64％），发热（n = 13，62％）和呕吐（n = 
12，55％）。症状持续1-10天（中位数为5天）。

最初的（在WGS分析之前）调查未发现病例间有任何

共同的饮食场所或购物地点。病例中食用加工奶酪的

比例高于预期值；正常人群的预期消费频率为22％,而

病例的消费频率为64％（二项式概率 [P = 0.0008]）。

然而，经过进一步分析，发现了几种不同品牌的加工

奶酪和不同的购买地点，由于没有额外的病例发生，

因此未启动食品安全调查。消费频率高于预期的其
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总之，本研究强调了WGS在支持流行病学家调查

社区中规模较小的非点源食源性疾病暴发方面的潜在

价值。如果能够实时开展，WGS可以帮助查找潜在的

感染来源，以指导进一步的调查并协助控制工作。继

续应用WGS支持澳大利亚的食源性疾病暴发调查将有

助于全球了解这种方法的价值，以便能更及时、有效

地控制暴发。
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门氏菌菌株用于WGS技术。

出了在调查期间有必要对实验室和流行病学信息都要

进行评价。

维多利亚州食品消费调查的数据允许调查人员估

算健康人群的预期食物消费频率，并使用二项式概率

将其与暴发病例中的食物消费频率进行比较。这一方

法能够快速形成假设以指导进一步的环境和流行病学

调查。由于缺乏同样的新南威尔士州食物消费数据库

是本研究的一个局限性。我们假设维多利亚和新南威

尔士州的居民食物消费习惯和食品供应非常相似，这

样才能形成假设。如果两个人群之间的饮食习惯或食

品供应存在潜在的差异，那么我们所得到的关联就需

要谨慎解释并用于生成假设而非验证假设。先进实验

室工具的快速发展也为公共卫生人员带来了挑战。在

公共卫生参比实验室不断地采用WGS技术时，临床实

验室越来越多地依靠与培养无关的多重分子板来检测

粪便样本中的肠道病原体16。不再培养肠道病原体将减

少获得的菌株数量，而使用WGS技术或者其它依靠培

养菌株进行分型的方法都需要有菌株才能开展。作为

应对，科学家们正在努力开发基于宏基因组测序的工

具来判断粪便样本的特征而无需培养7,17。随着这些检

测技术的不断发展，卫生人员需要了解它们如何影响

监测系统、暴发探测以及应对活动。

图1.	 2016年1月3日至4月30日新南威尔士州按照不同群分组的确诊姆班达卡沙门氏菌病例（n	 =	 29）的发
病日期
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图2.	 新南威尔士州姆班达卡沙门氏菌暴发和非暴发病例的全基因组SNPs产生的系统发育树
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* 参照组 = 2016年维多利亚州食物消费调查数据

** 与参照组有统计学学差异（< 0.05）

表1.	 所有病例以及按照WGS确定的主要群的病例的食物消费频率

食物种类
所有病例 WGS-A群 WGS-B群 参照组*

食用者 总数 % 食用者 总数 % 食用者 总数 % 食用者 总数 %
西红柿 11 13 85% 9 9 100% 2 3 67% 497 665 75%

胡萝卜 12 16 75% 9 10 90% 3 4 75% 534 662 81%

土豆 10 14 71% 9 9 100% 1 3 33%** 546 667 82%

洋葱 11 16 69% 8 10 80%** 3 4 75% 307 666 46%

鸡肉片 11 16 69% 6 10 60% 3 4 75% 406 664 61%

黑胡椒 11 16 69% 8 10 80% 3 4 75% 427 666 64%

加工奶酪 9 14 64%** 8 9 89%** 1 3 33% 149 665 22%

土鸡蛋 7 11 64% 4 6 67% 2 3 67% 291 446 65%

鸡蛋（任何） 7 11 64% 7 9 78% 3 4 75% 446 665 67%

西瓜 10 16 63%** 8 10 80%** 2 4 50% 245 667 37%

苹果 10 16 63% 6 10 60% 3 4 75% 446 667 67%

香蕉 10 16 63% 6 10 60% 3 4 75% 464 667 70%

牛肉馅 8 14 57% 7 8 88%** 1 4 25% 332 663 50%

青椒 8 15 53% 6 9 66%** 2 4 50% 209 667 31%

葡萄 8 15 53% 4 9 44% 3 4 75% 375 666 56%

红椒 8 15 53% 6 9 67% 2 4 50% 304 667 46%

西兰花 8 15 53% 6 9 67% 2 4 50% 348 665 52%

黄瓜 8 15 53% 5 9 56% 3 4 75% 383 665 58%
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