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铜绿假单胞菌检测能力验证结果与分析 

张洪伟, 周  浩*, 朱文斌, 杨  红, 李俊霞, 王同智, 朱虹霖 

(成都市食品药品检验研究院, 成都  610000) 

摘  要: 目的  分析实验室对饮用水中铜绿假单胞菌检测能力验证结果。方法  依据能力验证作业指导书并

参照 GB 4789.2-2016 对样品进行稀释, 根据 GB 8538-2016 进行检测, 同时对可疑菌落使用 API 20NE 与

VITEK2 进行辅助鉴定。结果  样品 18-N361、18-U838 能力验证结果为满意。结论  通过此次能力验证, 解

决了饮用水样品的稀释问题, 验证了 API 20NE 与 VITEK2 对可疑菌落进行辅助鉴定的准确性。VITEK2 能缩

短检验时间。 
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ABSTRACT: Objective  To analyze the detection capability verification results of Pseudomonas aeruginosa in 

drinking water in laboratory. Methods  The samples were tested according to GB 8538-2016, which were diluted 

according to the competency verification instruction and GB 4789.2-2016. The suspected colonies were identified by 

API 20NE and VITEK2. Results  The capability verification results of 18-N361 and 18-U838 were satisfactory. 

Conclusion  Through this capability verification, the dilution problem of drinking water samples is solved, and the 

accuracy of API 20NE and VITEK2 in assistant identification of suspected colonies is verified. VITEK2 can shorten 

the inspection time. 

KEY WORDS: Pseudomonas aeruginosa; capability verification; accuracy 
 
 

1  引  言 

铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)是一种常见

的条件致病菌, 它是一种重要的水源性致病菌, 广泛存在

于各类型水中, 传播途径广泛, 对消毒剂、干燥、紫外等

理化因素及不良环境具有极强的抵抗力[1], 铜绿假单胞菌

能产生多种致病因子[2], 是导致人类急性肠道疾病和皮肤

炎症的致病菌[3]。文献表明饮用水中铜绿假单胞菌的污染

情况相当严重[4-9], 所以准确并及时地检测水中是否含有

铜绿假单胞菌非常重要。 

能力验证是利用实验室间比对来确定实验检测能力

的活动, 是实验室质量控制的重要方式[10], 它是确保实验

室检测结果准确性和提高检测水平的重要手段。为提高微

生物实验室检测能力和检验人员技术水平,增强实验室竞

争力, 2018 年我们参加由中国检验检疫科学研究院测试评

价中心组织的 ACAS-PT551(2018)矿泉水中铜绿假单胞菌

的检测能力验证, 本实验室采用 GB 8538-2016[11]进行检测

同时借助非肠道革兰氏阴性杆菌鉴定系统(API 20NE)和全

自动微生物生化鉴定系统(VITEK2)对可疑菌落进行辅助

鉴定, 并参照 GB 4789.2-2016[12]的稀释方式对样品进行相
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应的稀释, 检验结果为满意。通过日常检测发现很多时候

250 mL 饮用水过滤后的滤膜上无法形成分散的单个菌落, 

对计数和挑取可疑菌落都造成了很大的干扰。 

通过本次能力验证来验证 API 20NE 和 VITEK2 对铜

绿假单胞菌鉴定的准确性和时效性; 寻找饮用水样品的稀

释方式, 为准确地计数铜绿假单胞菌提供技术支撑。 

2  材料与方法 

2.1  样品来源 

样品由中国检验检疫科学研究院测试评价中心提供

(编号为 18-N361、18-U838); 铜绿假单胞菌(ATCC 27853)

和荧光假单胞菌(ATCC 13525)均购自美国菌种保藏中心。 

2.2  试  剂 

假单胞菌琼脂基础培养基(CN)琼脂(以下简称 CN)、

营养琼脂、氧化酶试纸、乙酰胺肉汤、钠氏试剂(北京陆桥

技术股份有限公司); 0.45 μm 滤膜、滤杯(美国 Millipore 公

司)、API20NE、VITEK2、革兰氏阴性细菌鉴定卡(GN) (法

国生物梅里埃公司)。 

2.3  仪  器  

生化培养箱[日本松下电器研究开发(中国)有限公司]; 

Millipore 多联过滤系统(美国 Millipore 公司); 手提式紫外

检测灯(上海嘉鹏科技有限公司); VITEK2 (法国生物梅里

埃公司)。 

2.4  实验方法 

2.4.1  样品处理 

依据 ASAC-PT551(2018)矿泉水中铜绿假单胞菌的检

测能力验证参试指导书[13]处理样品, 在百级环境中打开西 

林瓶, 加入 10 mL 无菌水进行水化, 待溶解后倒入已灭菌

并干燥的装有玻璃珠的 1000 mL 三角瓶中, 用移液枪吸取

西林瓶瓶口残留的菌液, 再加入 10 mL 无菌水清洗西林瓶, 

最后用 100 mL 大肚吸管移取无菌水到三角瓶中, 每次移

取时都加入一部分到西林瓶中进行清洗, 直至三角瓶中菌

液为 520 mL 为止。三角瓶中的 520 mL 菌液即为待测液。

同时参照 GB 4789.2-2016《食品安全国家标准 食品微生物

学检验 菌落总数测定》[11]对样品进行相应的稀释: 吸取

25 mL 待测液+225 mL 无菌水混匀即为 1:10 待测液; 吸取

25 mL 1:10 待测液+225 mL 无菌水混匀即为 1:100 待测液。 

2.4.2  样品过滤与培养  

取 250 mL 待测液(原液)加入到 250 mL 的滤杯中经

过滤真空隔膜泵(在过滤泵头放置 0.45 μm 的滤膜)过滤, 

待测液过滤完后用无菌水冲洗杯壁, 将过滤后的滤膜贴

在 CN 琼脂平皿上(注意琼脂与滤膜接触部分不能有气泡), 

将贴好滤膜的 CN 琼脂平皿倒置放入到 36 ℃培养箱中培

养 48 h。 

2.4.3  生化鉴定 

按照 GB 8538-2016《食品安全国家标准 饮用天然矿

泉水检验方法》[12]对可疑菌落进行鉴定, 同时借助 API 

20NE 与 VITEK2 对菌落进行进一步的确认。 

3  结果与分析 

3.1  菌落特征和计数 

样品 18-N361 和 18-u838 在 CN 琼脂平板上的菌落特

征及菌落计数见表 1。样品在 1:100 的稀释度平皿上形成

了分散的单一菌落, 可疑菌落的数目可计, 而在其他稀释

比例时, 菌落较多无法计数。 

 

表 1  可疑菌落计数结果 
Table 1  Suspicious colony count results 

样品号 稀释比例 培养时间/h 
蓝色/绿色菌落 产荧光(非篮/绿) 红褐色 

平板 1 平板 2 平板 1 平板 2 平板 1 平板 2 

18-N361 

原液 
24 0 / 多不可计 / 0 / 

48 0 / 多不可计 / 0 / 

1:10 
24 0 0 多不可计 多不可计 0 0 

48 0 0 多不可计 多不可计 0 0 

1:100 
24 0 0 22 25 0 0 

48 0 0 22 25 0 0 

18-U838 

原液 
24 0 / 多不可计 / 0 / 

48 0 / 多不可计 / 0 / 

1:10 
24 0 0 多不可计 多不可计 0 0 

48 0 0 多不可计 多不可计 0 0 

1:100 
24 0 0 28 25 0 0 

48 0 0 28 25 0 0 
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3.2  可疑菌落的确证 

分别挑取 5 个产荧光(非篮/绿)菌落(以下简称为荧光

菌落), 使用营养琼脂纯化培养 24 h 后, 做氧化酶实验, 接

种到乙酰胺肉汤中 36 ℃培养 24 h 后添加 2 滴纳氏试剂后

观察鉴定管中颜色变化(颜色由深黄色到砖红色变化为阳

性, 其余为阴性)。同时 API 20NE、VITEK2 进行鉴定。鉴

定结果见表 2~4。 

由表 2~4 可知 18-N361 和 18-U838 上的荧光菌落通过

常规生化实验、API 20NE 和 VITEK2 鉴定的结果均为铜绿

假单胞菌, 18-N361 上的红褐色菌落均鉴定出不是铜绿假

单胞菌。结合 API 20NE 和 VITEK2 的结果对 18-N361 和

18-U838 两个能力验证样品的结果分别报送为 2400 CFU/ 

250 mL 和 2700 CFU/250 mL。 

 
表 2  可疑菌落常规生化结果 

Table 2  Routine biochemical results of suspicious colonies 

常规生化实验 氧化酶 乙酰胺肉汤 

18-U838 上荧光菌落 1#-5# + + 

18-N361 上荧光菌落 1#-5# + + 

18-N361 上红褐色菌落 6#-10# — — 

注: +代表阳性、—代表阴性。 

 
表 3  API 20NE 结果  

Table 3  Results of API 20NE  

API 20NE 生化谱 鉴定率/% T 值 分类单元 

18-U838 上荧光菌落 1#-5# 均为 1054575 99.9 0.9 Pseudomonas aeruginosa 

18-N361 上荧光菌落 1#-5# 均为 1054575 99.9 0.9 Pseudomonas aeruginosa 

18-N361 上红褐色菌落 6#-10# 
均为 1200000 45.0 0.67 Psychr obacter phenylp yruvicus 

 43.6 0.74 Pasteur ella pneumote opica 

注: 1. Pseudomonas aeruginosa 为铜绿假单胞菌, Psychr obacter phenylp yruvicus 为苯丙酮酸嗜冷杆菌, Pasteur ella pneumotr opica 为巴斯

德杆菌; 2. 18-N361 红褐色菌落 API 20NE 结果为 48 h 以内的鉴定结果不可靠/可能为布鲁菌。 

 
表 4  VITEK2 鉴定结果 

Table 4  Identification result by VITEK2  

VITEK2 生化谱 鉴定率/% 置信区间 结果 

U838 荧光菌落 1#-5# 
均为 00034511 

03500252 
99 

Excellent 
identification 

Pseudomonas 
aeruginosa 

N361 荧光菌落 1#-5# 
均为 00034511 

03500252 
99 

Excellent 
identification 

Pseudomonas 
aeruginosa 

N361 红褐色菌落 6#-10# 
均为 40035510 

53540210 
91 

Good 
identification 

Pseudomonas 
luteola 

注: Pseudomonas aeruginosa 为铜绿假单胞菌; Pseudomonas luteola 为黄绿假单胞菌。 

 
表 5  生化鉴定所需时间表 

Table 5  Time schedule for biochemical identification 

生化项目 鉴定所需时间范围/h 

常规生化 20~120 

API 20NE 24~48 

VITEK2 5~8 

 
由表 5 可知 VITEK2 鉴定出铜绿假单胞菌, 所需时间

最短, 常规生化鉴定的时间最长(金氏 B 产荧光实验阴性

需要 120 h)。 

4  讨论与结论 

能力验证结果反应了各实验室检测能力和水平, 是

提高微生物实验室检测能力和检验人员技术水平, 增强实

验室竞争力和确保检测质量的重要手段[14-20]。此次能力验

证通过常规检测与 API 20NE 和 VITEK2 结果相结合的方

式得出报告结果, 并收到满意的结果通知单。 

API 20NE 和 VITEK2 均能准确地鉴定出铜绿假单胞

菌, 在日常检测中可以借助API 20NE和 VITEK2对可疑菌

落进行鉴定。VITEK2 所需的鉴定时间最短, 可最大限度的

缩短检验时间。 

在日常检测中发现很多时候 250 mL 饮用水滤膜上难

以形成分散的单一菌落, 对菌落准确计数造成了极大的影

响, 同时也影响生化实验的鉴定率, 而 GB 8538-2016 中却

没有稀释方式。本次能力验证将饮用水样品进行相应的稀

释处理, 使滤膜上能形成分散的单一菌落, 方便菌落计数
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和提高生化实验的鉴定率, 从而达到准确报告铜绿假单胞

菌污染情况的目的。 

通过此次能力验证, 解决了日常检测中饮用水样品

的稀释问题, 验证了 API 20NE与 VITEK2对可疑菌落进行

辅助鉴定的准确性, 且 VITEK2 能缩短检验时间。为准确、

及时地检测出铜绿假单胞菌提供了技术支撑。 
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