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巧克力中沙门氏菌检验能力验证的分析 

牛会敏*, 王静怡, 陈万胜 

(河南省口岸食品检验检测所, 郑州  450001) 

摘  要: 目的  分析参加中国食品药品检定研究院组织的 NIFDC-PT-135 巧克力中沙门氏菌检验能力验证实

验结果。方法  巧克力样品的前处理按照作业指导书要求进行, 沙门氏菌的分离及鉴定按照 GB 4789.4-2016

《食品安全国家标准 食品微生物检验沙门氏菌检验》进行, 传统生化试验结合 VITEK 2 鉴定结果进行综合判

定。结果   CODE0559 样品中检出沙门氏菌属 , CODE0205 样品中检出肠沙门氏菌双相亚利桑那亚种 , 

CODE0863 样品中未检出沙门氏菌, 3 个样品能力验证结果均与组织方一致。结论  基于国标法检测沙门氏菌

时, 应综合使用几种分离平板, 传统生化试验并结合 VITEK2 作为辅助检测, 以确保检测结果的准确性。 
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Analysis of verification of Salmonella test ability in chocolate 

NIU Hui-Min*, WANG Jing-Yi, CHEN Wan-Sheng 

(Food Inspection and Testing Institute of Henan Province, Zhengzhou 450001, China) 

ABSTRACT: Objective  To analyze the results of ability verification of Salmonella testing of NIFDC-PT-135 

chocolate organized by National Institutes for Food and Drug Control. Methods  The pre-treatment of chocolate 

samples was implemented accordance with the operation instructions. The isolation and identification of Salmonella 

were conducted in accordance with GB 4789.4-2016 National food safety standard-Food microbiological 

examination-Salmonella, and the results of traditional biochemical test and VITEK 2 identification were combined 

for comprehensive determination. Results  Salmonella was detected in sample CODE0559 and Salmonella enterica 

ssp diarizonae was detected in sample CODE0205. There was no Salmonella ssp. detected in the sample CODE0863. 

The capability verification results of the 3 samples were consistent with the organizer. Conclusion  In the detection 

of Salmonella based on the national standard method, several separation plates should be used in combination with 

the traditional biochemical test and VITEK2 as an auxiliary test to ensure the accuracy of the detection results. 

KEY WORDS: Salmonella ssp; proficiency testing; separation identification 
 
 

1  引  言 

沙门氏菌被认为是目前世界范围内最重要的食源性

致病菌之一, 为革兰氏阴性杆菌, 属肠杆菌科[1], 菌体溶

解时, 其细胞壁释放出脂多糖, 形成内毒素[2], 主要在动

物肠道生长繁殖, 可通过肠道上皮细胞进入体内, 通过血

液循环, 导致全身感染和菌血症, 严重危害人类身体健康
[3]。食物传播是人类感染沙门氏菌的主要途经, 肉类(尤其

是禽肉)、蛋类及蛋制品、未经巴氏消毒的牛奶及奶制品、

海产品等很多食品都与沙门氏菌病有关。人类沙门氏菌病

的特征是恶心、呕吐、腹泻、腹痛或痉孪、发烧及头痛。

在欧洲, 每年有超过 16 万人被沙门氏菌感染, 发生率约
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0.035%[4], 我国内陆地区食物中毒事件中也以沙门氏菌为

首位[5], 每年由沙门氏菌引起的食物中毒事件占全部食物

中毒事件的 70%~80%, 因此, 沙门氏菌的检测在食品安全

检验中具有重要的意义[6]。 

能力验证是国际通行的评价检测机构技术能力的重

要手段。微生物检测能力验证是控制实验室微生物检测的

关键环节,能否通过能力验证直接关系到检验报告的准确

性和可靠性[7]。近几年, 我实验室积极参加食品微生物检

测领域的各项能力验证实验, 以提高实验室检测能力, 提

升检测人员业务水平, 提高市场竞争力。本次沙门氏菌能

力验证采用传统培养方法, 辅助使用VITEK全自动微生物

鉴定系统以提高检测准确性, 结合多年食品微生物检验的

工作经验, 总结并提出沙门氏菌能力验证过程中的关键注

意点, 以期为相关检测提供参考。 

2  材料与方法 

2.1  样  品 

实验室共收到中国食品药品检定研究院 2017 年 5 月

组织的NIFDC-PT-135的 3份巧克力样品, 样品编码分别是

CODE0863、CODE0559、CODE0205, 每份样品为 1 块瓶

装巧克力, 装量约为 10 g, 采用玻璃瓶包装。 

2.2  试剂与仪器 

缓冲蛋白胨水(buffered peptone water, BPW)、亚硒酸盐

胱氨酸增菌液(selenite cystine broth, SC)、沙门氏菌显色培养

基平板(color medium plate, CAS)、沙门氏菌干制生化鉴定试

剂盒(北京陆桥技术股份有限公司); 四硫磺酸盐煌绿增菌液

(tetrathiosulfonate chlorogenic solution, TTB)、亚硫酸铋琼脂

(bismuth sulfite agar, BS)显色培养基、三糖铁管(trisaccharide 

iron pipe, TSI)、木糖赖氨酸脱氧胆盐琼脂(xylose lysine 

deoxycholate, XLD)(青岛海博生物技术有限公司); VITEK 2

革兰氏阴性细菌鉴定卡(上海生物梅里埃公司)。 

VITEK 2 compact 全自动微生物生化鉴定仪(法国生

物梅里埃公司); A2 型二级生物安全柜(艺斯高(上海)贸易

有限公司)。 

2.3  检测方法 

根据中国食品药品检定研究院制定的作业指导书的

要求, 样品前处理应按照作业指导书进行, 后续检测依据 

GB 4789.4-2016 《食品安全国家标准 食品微生物学检验 

沙门氏菌检验》(以下简称国标)[8]进行。 

2.3.1  样品前处理 

在生物安全柜里开启玻璃瓶。预先准备 90 mL 预热至

45 ℃的灭菌 BPW, 首先取 20 mL 灭菌 BPW 加入检样瓶内, 

待巧克力融化后加入无菌均质袋内。取 20 mL 灭菌 BPW

清洗检样瓶, 将洗液加入均质袋内, 再取 20 mL 灭菌 BPW

重复清洗一次, 最后想均质袋内加入 30 mL 灭菌 BPW, 制

成 1:10 稀释液。将此稀释液直接作为前增菌液, 参照 GB/T 

4789.24-2003《食品卫生微生物学检验 糖果、糕点、蜜饯》
[9]的要求对巧克力样品进行融化, 待融化完全, 充分均质

混匀, 于 36 ℃±1 ℃静置培养 12 h。 

2.3.2  选择性增菌 

摇匀培养物, 取 1 mL 接种于 10 mL TTB 内, 于 42℃

培养 24h, 同时, 另取 1 mL 接种于 10 mL SC 内, 于 36 ℃

培养 24 h。 

2.3.3  分  离 

用一次性接种环沾取增菌液, 分别划线接种于沙门

氏菌显色培养基平板、XLD 琼脂平板上, 36 ℃培养 24 h, 

BS 琼脂平板上, 36 ℃培养 48 h。 

2.3.4  生化试验 

从CODE0205和CODE0559 2个样品的选择性琼脂平板

上挑取每种不同形态的菌落, 分别接种到三糖铁琼脂、尿素

琼脂、赖氨酸脱羧酶试验培养基和营养琼脂平板上, 36 ℃培

养 24 h。自营养琼脂平板上挑取纯培养物, 按照说明书的要

求接种到沙门氏菌干制生化鉴定试剂盒, 同时利用 VITEK 2 

compact 全自动微生物生化鉴定对纯培养物进行鉴定。 

3  结果与分析 

3.1  选择性分离结果 

观察各个平板上的菌落生长情况, 菌落形态描述见

表 1。CODE 0863 样品在所有选择性平板上均是无菌落生

长, 直接判定沙门氏菌阴性; 对于 CAS 平板, 沙门氏菌呈

现淡紫色菌落, 大肠杆菌呈现蓝色, 某些变形杆菌呈现无

色菌落; 但乳糖阳性的沙门氏菌会出现金属蓝色, 一些假

单胞菌有时也会出现紫色菌落。XLD 平板上, 沙门氏菌会

出现粉红色菌落, 带或不带黑心; 或全部黑色的菌落; 或

黄色菌落, 带或不带黑心。从表 1 的描述可推断样品 CODE 

0559 和 CODE 0205 均可能存在阳性沙门氏菌。 
 

表 1  沙门氏菌样品在不同培养基上的菌落形态 
Table 1  Colony characteristics of Salmonella samples in different culture mediums 

样品编号 沙门显色平板 XLD 平板 BS 平板 

CODE 0205 
A: 蓝色圆形菌落 

B: 白色圆形菌落 

A: 黄色圆形菌落, 中间带黑心 

B: 黄色圆形菌落 
棕黑色圆形菌落 

CODE 0559 A: 紫红色圆形菌落 
A: 粉红色圆形菌落, 中间带黑心 

B: 黄色圆形菌落 
棕黑色圆形菌落 

CODE 0863 无菌落生长 无菌落生长 无菌落生长 
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3.2  生化试验、VITEK 2 鉴定结果 

CODE 0559 样品在不同选择性平板上所有菌落形态

在纯化后进行生化试验, 结果见表 2, 结合 GB4789.4-2016

中沙门氏菌属生化反应鉴定表进行判断, CAS A 菌落、

XLD A 菌落通过三糖铁琼脂和赖氨酸脱羧酶试验的初步

判断为可疑沙门氏菌属, 再结合靛基质实验、pH 7.2 尿素, 

氰化钾试验可判断为国标中 A1 反应序号, 为典型沙门氏

菌属反应, 此结果与 VITEK 2 鉴定结果(见表 3)一致。而

XLD B 菌落由于赖氨酸试验阴性, 结合三糖铁结果, 判断

为非沙门氏菌, 此结果也与 VITEK 2 鉴定结果一致。 

 

 
表 2  CODE 0559 样品不同菌落形态的生化反应结果 

Table 2  Biochemical reaction results of CODE 0559 samples 
with different colony morphology 

生化试验 
沙显平板 A

菌落 

XLD 平板 A

菌落 

XLD 平板 B

菌落 

三 

糖 

铁 

底层 A A A 

斜面 A A A 

H2S + + + 

产气 + + + 

氨基酸对照 黄色 黄色 黄色 

赖氨酸 + + - 

氰化钾对照 生长 生长 生长 

氰化钾 - - - 

靛基质 - - - 

尿素酶 - - - 

甘露醇 + + + 

山梨醇 + + - 

ONPG - - + 

注: “+”表示阳性, “-”表示阴性; A: 产酸 (变黄色), K: 产碱(变红色)。 

 

 
表 3  CODE 0559 样品不同菌落形态的 VITEK 2 鉴定结果 

Table 3  VITEK 2 reaction results of CODE 0559 samples with 
different colony morphology 

不同菌落形态 菌株鉴定结果 概率

沙显平板 A 菌落 Salmonella group(沙门菌群) 98%

XLD 平板 A 菌落 Salmonella group(沙门菌群) 98%

XLD 平板 B 菌落 Proteus mirabilis(奇异变形杆菌) 99%

CODE 0205 样品的生化实验结果见表 4, 参照上述方

法进行判断, CAS B 菌落、XLD A 菌落、XLD B 菌落经过

三糖铁琼脂和赖氨酸脱羧酶试验的初筛即可判断为非沙门

氏菌属, 与 VITEK 2 鉴定结果一致; 但 CAS A 菌落的生化

试验结果符合国标中沙门氏菌属生化反应初步鉴定表中的

A3 反应序号, 结合 ONPG 试验为阳性, 则判为非沙门氏菌, 

但 VITEK 2 鉴定结果是肠沙门菌双相亚利桑那亚种(见表

5), 2 种方法出现矛盾, 针对这种现象补充生化试验, 结果

见表 6, 此结果符合国标中沙门氏菌属各生化群鉴别表中

的Ⅲ亚属。 

 

 
表 4  CODE 0205 样品不同菌落形态的生化反应结果 

Table 4  Biochemical reaction results of CODE 0205 samples 
with different colony morphology 

生化试验 
沙显平板

A 菌落

沙显平板 B

菌落 

XLD 平板

A 菌落 

XLD 平板

B 菌落 

 
三 

糖 

铁 

底层 A A K A 

斜面 A A A A 

H2S - + + + 

产气 + + + + 

氨基酸对照 黄色 黄色 黄色 黄色 

赖氨酸 + - - - 

氰化钾对照 生长 生长 生长 生长 

氰化钾 - - - - 

靛基质 - - - - 

尿素酶 - + + + 

甘露醇 + - - - 

山梨醇 + - - - 

ONPG + + + + 

注: “+”表示阳性, “-”表示阴性; ; A: 产酸 (变黄色), K: 产碱(变红色)。 

 
 

表 5  CODE 0205 样品不同菌落形态的 VITEK 2 鉴定结果 
Table 5  VITEK 2 reaction results of CODE 0205 samples with 

different colony morphology 

不同菌落形态 菌株鉴定结果 概率

沙显平板 A 菌落
Salmonella enterica ssp diarizonae

(肠沙门菌双相亚利桑那亚种) 98%

沙显平板 B 菌落 Proteus  mirabilis(奇异变形杆菌) 99%

XLD 平板 A 菌落 Proteus  mirabilis(奇异变形杆菌) 99%

XLD 平板 B 菌落 Proteus  mirabilis(奇异变形杆菌) 99%
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表 6  CODE 0205 样品 CAS A 菌落补充生化实验结果 
Table 6  Supplement biochemical reaction results of the A colony in CAS of CODE 0205 

补充项目 卫矛醇 山梨醇 水杨苷 ONPG 丙二酸盐 KCN 

CAS A 菌落 - + - + + - 

 

 

4  结论与讨论 

大量文献[10-13]报道了沙门氏菌显色培养基由于具有

较高的敏感性和特异性, 被实验室广泛应用于沙门氏菌的

快速检测中。如刘振等[11]的研究发现 CAS 能有效检测包

括伤寒、甲型副伤寒在内的沙门氏菌, 灵敏度与特异性分

别达到 100%和 98.8%, 明显高于传统沙门氏菌分离筛选的

培养基; 在王志伟[13]的研究中, CAS 与 BS、XLD 等培养基

相比, 在分离鉴定沙门氏菌时效果最好。该培养基利用培

养基中的细菌特异性酶的显色底物与沙门氏菌特有的辛酯

酶反应, 从而通过观察菌落颜色就可直接对菌落进行初步

判定[14]。能力验证样品中经常会添加与目标菌形态或生化

相近的干扰菌, 如奇异变形杆菌、弗氏柠檬酸杆菌等, 在

XLD 琼脂平板上也能形成中心黑色、边缘光滑整齐的菌落, 

与沙门氏菌容易混淆[15], 但在沙门氏菌显色平板上就能直

观的区分开来[16]。但值得注意的是, 大部分沙门氏菌由于

β-半乳糖苷酶试验为阴性, 在 CAS 平板上显紫红色形态, 

而亚利桑那菌的 β-半乳糖苷酶为阳性在 CAS 上却是显蓝

色的; 此外, 荧光假单胞菌和恶臭假单胞菌在沙门氏菌显

色平板上也显示紫色圆形菌落, 易与沙门混淆。因此在沙

门氏菌能力验证中也不能单纯过分依赖沙门氏菌显色培养

基, 以免造成漏检或假阳性。应选择 2 种及以上的选择性

分离平板进行筛选, 综合判断, 并尽量挑取分离平板上所

有形态的菌落进行后续生化试验。 

通过生化试验对可疑沙门氏菌进行判定时, H2S 阳性

反应是一个重要特征, 沙门氏菌属 90%以上为 H2S 阳性反

应, 亚利桑那菌属 98.7%以上为 H2S 阳性反应, 但是在实

际检测工作中并不能以此为唯一判定标准, 例如猪霍乱、

甲型副伤寒和伤寒沙门氏菌的部分菌株就是 H2S 反应阴性

的常见菌型, 而本实验中检出的奇异变形杆菌, 以及弗氏

柠檬酸杆菌等非沙门氏菌却也是 H2S 阳性反应。另外, 

CODE 0205 样品 CAS A 菌落的 VITEK 2 鉴定结果为肠沙

门菌双相亚利桑那亚种, 但其 H2S 反应为阴性, 属于极少

数的具有非典型生化反应的亚利桑那菌株, 遇到此类菌株

时, 应采用传统生化试验结合 VITEK 上机鉴定或 PCR 反

应试验等综合判断, 不可轻易排除以防漏检。 

能力验证是评价实验室技术能力的有效手段, 通过

开展实验室能力验证, 可证实实验室的检测质量, 监控其

运行动态, 提高实验室的检测能力和水平, 确保检测结果

的质量[17,18]。实验室参加能力验证测试, 对结果进行总结

分析, 当出现可疑结果时, 应采取相应的纠正和预防措施, 

消除偏差, 能有效提高检验人员的检测水平, 保证检测数

据符合检验的质量标准[19]。由于沙门氏菌属的微生物种类

繁多, 目前已知的已有 2500 多种血清型[20], 因此沙门氏菌

能力验证的检测对检验人员的操作水平和经验有较高的要

求。本文结合作者参加能力验证的经验, 总结出能力验证

中沙门氏菌在分离、纯化及鉴定过程中应注意的重点, 旨

在为同行能力验证沙门氏菌项目提供参考。 
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