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2018年巧克力中沙门氏菌检测能力验证 

结果与分析 

智  丽*, 林贵鸿, 陈婉娃 

(海南省食品药品检验所五指山分所, 五指山  572200) 

摘  要: 目的  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, 提高

实验室的检测技术能力与水平。方法   按照盲样作业指导书的要求对样品进行前处理后 , 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》中的方法, 对 3 份样品进行沙门氏菌的

分离和血清学鉴定, 对分离出的可疑菌落用全自动微生物鉴定系统进行鉴定。结果  CODE0109 样品中检出

鼠伤寒沙门氏菌、CODE0143 样品中检出肠沙门双相亚利桑那亚种(沙门氏菌Ⅲb), CODE0835 样品中未检出

沙门氏菌。本实验室顺利完成考核, 测定结果与考核结果一致。结论  本次能力验证检出的肠沙门双相亚利

桑那亚种在沙门氏菌显色平板上出现蓝色菌落, 而以往则为紫红色菌落, 因此在检测中应引起重视。通过此次

能力验证, 本实验室的沙门氏菌检测技术水平得到了有效验证和提高。 

关键词: 沙门氏菌; 能力验证; 分离; 血清学鉴定 

Validation and analysis of Salmonella detection ability in chocolate in 2018 

ZHI Li*, LIN Gui-Hong, CHEN Wan-Wa 

( Hainan Institute for Food and Drug Control Wuzhishan Branch, Wuzhishan 572200, China) 

ABSTRACT: Objective  To improve the detection ability and level of Salmonella of laboratories, participating in 

the validation of Salmonella in NIFDC-PT-135 chocolate organized by National Institutes for Food and Drug Control. 

Methods  After pre-treatment of the samples according to the requirements of the blind sample operation guide, 

according to the method in GB 4789.4-2016 National food safety standard-Food microbiology test-Salmonella test, 

the isolation and serological identification of Salmonella in 3 samples were performed. Suspicious colonies were 

identified using a fully automated microbial identification system. Results  Salmonella typhimurium was detected 

in CODE0109 sample, intestinal Salmonella biphasic Arizona subspecies (Salmonella IIIb) was detected in 

CODE0143 sample and Salmonella was not detected in CODE0835 sample. The laboratory successfully completed 

the assessment, and the measurement results were consistent with the assessment results. Conclusion  The 

intestinal Salmonella biphasic Arizona subspecies detected by this proficiency test showed blue colonies on the 

Salmonella color-developing plate, but in the past it was a purple-red colony, so it should be paid attention to in the 

detection. Through this proficiency test, the laboratory's detection level of Salmonella has been effectively verified 

and improved. 

KEY WORDS: Salmonella; proficiency verification; separation; serological identification 
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1  引  言 

沙门氏菌为革兰氏阴性需氧或兼性厌氧杆菌, 肠杆

菌科, 沙门氏菌属(Salmonella)[1], 种类繁多, 目前已发现

近 3000 个种[2]。沙门氏菌无芽孢, 无荚膜, 多数菌有周身

鞭毛和菌毛, 有动力[3]。沙门氏菌的主要传播媒介是通过

家禽、蛋、奶、肉类等营养丰富的畜禽产品进行传播, 容

易污染水源及食品等, 是引起食源性肠胃炎的革兰氏阴性

杆菌中最重要的病原菌[4]。由沙门氏菌引起的食物中毒事

件在世界各国的细菌性食物中毒种类中常居首位[5]。人类

感染沙门氏菌后主要临床症状是发热、恶心、呕吐、腹泻、

乏力等症状, 严重可导致脱水、休克及意识障碍, 幼儿和

老年人多发生肠壁表面溃疡。感染伤寒沙门菌、甲型副伤

寒沙门菌出现脾大、玫瑰疹、白细胞减少等症状[6]。沙门

氏菌的感染问题已经成为一个备受关注的公共卫生问题, 

沙门氏菌感染的预防和有效控制也受到越来越多的重视, 

因此沙门氏菌的检测在食品安全检验中具有重要的意义。 

能力验证是利用实验室间比对, 按照预先制定的准

则评价参加者的能力, 是实验室外部质量评估的重要方

式。通过能力验证能够评价实验室从事特定检测的能力, 

识别存在的问题并加以改进, 提高实验室的检测检验能力

等[7]。本实验室参加了中国食品药品检定研究院负责实施

的 NIFDC-PT-135 能力验证活动, 取得满意结果并结合多

年从事微生物工作的经验分析这次能力验证中出现的问题

及解决方案, 希望为后续检验工作提供理论依据。 

2  材料与方法 

2.1  材  料 

2.1.1  标准菌株    

乙型副伤寒沙门氏菌(CMCC 50094)。 

2.1.2  样品来源 

样品为 3 块巧克力, 由中国食品药品检定研究院提供, 

编号分别为 CODE0109、CODE0143 和 CODE0835。每份

样品均用玻璃瓶包装, 各含 1 块棕黑色方形巧克力块。 

2.1.3  培养基、试剂及仪器 

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

盐胱氨酸增菌液(selenite cystine broth, SC)、四硫磺酸钠煌

绿增菌液(tatrathionate broth base, TTB)、木糖赖氨酸脱氧胆

盐琼脂(xylose lysine deoxycholate agar, XLD)、亚硫酸铋琼

脂(bismuth sulfite agar, BS)、营养琼脂、半固体琼脂、沙门

氏菌生化鉴定试剂盒(广东环凯微生物科技有限公司); 沙

门氏菌显色培养基(color medium plate, CAS)(广东环凯微

生物科技有限公司、北京三药科技开发公司、法国科玛嘉

公司 3 种); VITEK 革兰氏阴性细菌鉴定卡(法国生物梅里

埃公司); 沙门氏菌属诊断血清: 规格为 1 mL/瓶的 60 种血

清、规格为 1 mL/瓶的 A、B、C 3 套血清共 138 种。以上

所有培养基和试剂都在有效期, 并且通过了验收验证。 

JJ500 型电子天平(常熟市双杰测试仪器厂); HVE-50

型自动高压灭菌器(日本 Hirayama 公司); SPX-150 生化培

养箱(扬州慧科电子有限公司); GHP-9162 电热恒温培养箱

(扬州慧科电子有限公司); EASYMIX 高压均质器(法国

AES Chemunex 公司); BHC-1300ⅡA2 生物安全柜(苏州净

化集团安泰空气技术有限公司); DK-S22 电热恒温水浴锅

(上海精宏实验设备有限公司); VITEK 2 COMPACT 全自

动微生物生化鉴定仪(法国生物梅里埃公司)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  检验依据 

按照中国食品药品检定研究院制定的作业指导书对

样品进行前处理, 然后依据 GB 4789.4-2016《食品安全国

家标准 食品微生物学 沙门氏菌检验》[8]中的方法, 对 3

份样品进行定性和血清学分型。同时用乙型副伤寒沙门氏

菌(CMCC 50094)作阳性对照, 并且设置空白对照。 

2.2.2  样品的前处理 

按照《巧克力中沙门氏菌检验作业指导书》, 准备 90 mL

预热至 45 ℃的灭菌缓冲蛋白胨水, 玻璃瓶在生物安全柜

内开启, 先取 20 mL 灭菌缓冲蛋白胨水加入检样瓶内, 待

巧克力样品融化后, 加入无菌均质袋内, 检样瓶用 20 mL

的灭菌缓冲蛋白胨水清洗, 之后将洗液加入均质袋内, 再

取 20 mL 灭菌缓冲蛋白胨水重复清洗一次, 最后向均质袋

内加入 30 mL 灭菌缓冲蛋白胨水, 混匀, 制成 1:10(V:V)稀

释液。用此方法, 对 3 份样品均进行前处理。同时将乙型副

伤寒沙门氏菌(CMCC 50094)作为阳性对照接种于 90 mL 缓

冲蛋白胨水, 并设置空白对照进行实验。将所有缓冲蛋白

胨水增菌液放置于 36 ℃生化培养箱培养 18 h。 

2.2.3  增菌培养 

轻轻摇动培养后的样品混合物, 移取 1 mL于 10 mL四

硫磺酸钠煌绿增菌液内, 于 42 ℃培养 24 h。同时, 另取 1 mL, 

接种于10 mL亚硒酸盐胱氨酸增菌液内, 于36 ℃培养24 h。

阳性对照、空白对照也按照此法操作。 

2.2.4  选择性分离 

用接种环取增菌液 1 环, 分别划线接种于 BS 琼脂平

板、XLD 琼脂平板和沙门氏菌属显色培养基平板; 前者需

36 ℃培养 48 h, 后两者需 36 ℃培养 24 h, 培养结束后观察

平板上菌落特征, 判定有无可疑沙门氏菌菌落。 

2.2.5  生化鉴定 

在 BS 琼脂平板、XLD 琼脂平板和沙门氏菌属显色培

养基平板每个平板上分别选取 3 个疑似菌落, 接种于三糖

铁斜面上, 同时接种到营养琼脂平板上进行纯化, 于 36 ℃

生化培养箱中培养 24 h。用沙门氏菌生化鉴定试剂盒和

VITEK2 对纯化后的可疑菌落进行生化鉴定。 

2.2.6  血清学鉴定 

将 2.2.5 生化鉴定结果中符合沙门氏菌的菌株进行血

清学鉴定。 
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先要检查培养物的自凝性。滴加一滴生理盐水于洁净

的玻片上, 将待测培养物混合于生理盐水滴内, 轻轻摇动

30~60 s, 在黑色背景下观察反应,若有可见的菌体凝集, 即

认为有自凝性, 反之无自凝性。 

排除自凝性后, 再进行多价菌体抗原(O)的鉴定。挑取

1 环待测菌于玻片上, 1 滴 A~F 血清, 在另一区域加入 1 滴

生理盐水, 作对照。再用接种针分别把 2 个区域内的菌苔研

成乳状液。之后将玻片倾斜摇动 1 min, 观察是否有凝集现

象, 以确定 O 群。 

O 群确定后再进行 H 抗原的鉴定。操作同 O 抗原的

鉴定。如只检出一个相的 H 抗原, 要用位相变异的方法检

查其另一个相。单相菌则不必做位相变异检查。 

位相变异用简易平板法实验: 把 0.35%~0.4%半固体

琼脂平板表面的水分烘干后, 挑取血清因子 1 环, 滴在半

固体平板表面, 待血清吸收到琼脂内, 在血清中央点种待

测菌株, 培养后, 在形成蔓延生长的菌苔边缘取菌检查。 

最后参考《 Antigenic formulae of the Salmonella 

serovars》[9]来确定菌型。 

3  结果与分析 

3.1  增菌结果 

用无选择性的培养基 BPW 可使受损伤的细菌恢复活

力, 而 TTB 和 SC 为选择性增菌液, 可以使沙门氏菌优势 

繁殖, 其他细菌受到抑制。经过二次增菌, 可以使杂菌量

减少, 便于后续检验; 也可以减少沙门氏菌的漏检率。样

品 CODE0109、CODE0143 和 CODE0835 及阳性对照、空

白对照培养后, 结果见表 1。 
 

表 1  样品增菌结果 
Table 1  Results of sample enrichment  

样品编号 BPW TTB SC 

CODE0109 浑浊 浑浊、变黄 浑浊、变红 

CODE0143 浑浊 浑浊、变黄 浑浊、变红 

CODE0835 浑浊 澄清 浑浊、变红 

阳性对照 浑浊 浑浊、变黄 浑浊、变红 

阴性对照 澄清 澄清 澄清 
 

3.2  选择性分离培养基培养结果 

样品经 2 次增菌培养后划线接种于 BS 琼脂平板、

XLD 琼脂平板和沙门氏菌属显色培养基平板上进行分离

培养。结果样品 CODE0109、CODE0143 和阳性对照均出

现特征沙门氏菌菌落, 样品 CODE0835 和空白对照均呈现

非可疑或非典型菌落, 菌落特征见表 2。 

3.3  生化实验和 VITEK 2 COMPACT 鉴定结果 

用沙门氏菌生化鉴定试剂盒和 VITEK 2 COMPACT

进行生化鉴定纯化后的菌落。结果样品 CODE0109、

CODE0143 与沙门氏菌属生化特性一致, CODE0835 与沙

门氏菌属生化特性不一致, 详见表 3。 

 

表 2  选择性分离平板上的菌落特征 
Table 2  Colony characteristics isolated from selective culture media 

样品编号 BS 琼脂平板 XLD 琼脂平板 沙门显色平板(环凯)
沙门显色平板 

(三药) 

沙门显色平板 

(科玛嘉) 

CODE0109 
黑色菌落, 带金属光泽, 

周围培养基变黑 

菌落带黑色中心, 边

缘透明 
紫色菌落 紫色菌落 紫色菌落 

CODE0143 
黑色菌落, 周围培养基

变黑 
黄色菌落 墨绿色菌落 墨绿色菌落 蓝色菌落 

CODE0835 
菌落带黑色中心, 边缘

灰色 

菌落带黑色中心, 边

缘白色 
蓝绿色菌落 蓝绿色菌落 蓝绿色菌落 

阳性对照 
黑色菌落, 带金属光泽, 

周围培养基变黑 

粉红色菌落, 带黑色

中心, 边缘透明 
紫色菌落 紫色菌落 紫色菌落 

 

表 3  生化实验和 VITEK 2 COMPACT 鉴定结果 
Table 3  Results of biochemical test and VITEK 2 COMPACT identification 

项目 CODE0109 CODE0143 CODE0835 阳性对照 

三糖铁 K,A,产硫化氢, 产气 A,A,不产硫化氢, 产气 K,A,产硫化氢, 不产气 K,A,产硫化氢, 产气 

赖氨酸脱羧酶 ＋ ＋  ＋ 

氰化钾   ＋  

靛基质     

尿素   ＋  

山梨醇 ＋ ＋  ＋ 

甘露醇 ＋ ＋  ＋ 

ONPG  ＋   

VITEK 2 沙门氏菌属 肠沙门菌双相亚利桑那亚种 奇异变形菌 沙门氏菌属 

注: K: 产碱; A: 产酸; +: 阳性; : 阴性。 
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3.4  血清分型结果 

按照 GB 4789.4-2016《食品安全国家标准 食品微生

物学  沙门氏菌检验》 [8]中血清学分型鉴定要求 , 对

CODE0109 和 CODE0143 个样品上的可疑菌落纯化后再进

行血清分型, 结果见表 4。 
 

表 4  血清学实验结果 
Table 4  Results of serological test  

样品编号 血清分型结果 报告结果 

CODE0109 O: 1,4,5,12; H: i; 1,2 鼠伤寒沙门氏菌 

CODE0143 O: 60; H: r; e,n,x,z15 沙门氏菌Ⅲb 

 

4  结论与讨论 

能力验证是保证检测结果质量的重要手段, 它的结

果可以反映检测实验室的准确性和可靠性, 通过参加国家

及各省级质检部门组织的实验室能力验证实验, 可以提高

实验室的检测能力和水平[10,11]。要做好能力验证, 必须控

制好检测过程的每个关键环节, 这样才能保证检验结果准

确有效。首先要无菌操作, 避免来自操作人员和环境中的

微生物污染, 以及样品间的交叉污染。在整个实验的过程

中, 一定要注意对所有试剂进行验收, 验收合格以后才能

使用。按照 GB4789.28-2013《食品微生物学检验 培养基

和试剂的质量要求》进行验收[12]。比如用阳性对照来对培

养基和生化试剂进行监控, 尽量选用选择性培养基, 培养

基上的菌落形态判断也需要有丰富的检测经验, 依靠操作

者的主观判断[13]。操作时要看清楚样品编号, 避免混淆样

品, 导致结果出错。培养结束后的增菌液(包括 BPW、TTB

和 SC)要进行留样, 避免重测时没有样品。本次能力验证

时也将增菌液置于 4~8 ℃冰箱留样。放置一个星期后将

TTB 和 SC 增菌液重新划线接种于沙门氏菌显色培养基, 

结果杂菌量明显减少, 而目标菌则大量存在。说明 TTB 和

SC 里的抑菌成分长时间的抑制杂菌, 而目标菌则优势繁

殖。这也为以后的能力验证提供一个思路, 即将培养结束

后的增菌液放置于冰箱留样, 一段时间后再进行接种, 以

利于目标菌的分离和检出。 

近年来有很多文献[1416]报道, 由于沙门氏菌显色培

养基的特异性和敏感性较其他沙门氏菌选择性培养基高, 

因而被广泛的应用于实际检验中。沙门氏菌显色培养基利

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。但是显色培养基也具有一定缺点, 同一菌株在

不同厂家的显色平板上的显色情况会受配方体系中某些物

质的影响, 从而会出现目标菌显不典型的色泽, 如鼠伤寒

沙门菌和汤卜逊沙门菌在 ZWSalII 上呈现的紫罗兰色; 或

由于某些杂菌也具有同样的酶, 从而出现个别的假阳性现

象, 如铜绿假单胞菌在 ZWSalII 上呈现的浅品红色[17]。为

避免出现目标菌显不典型的色泽的现象, 这次能力验证, 

本实验室采用了 3 个厂家的显色培养基进行实验, 分别是

广东环凯微生物科技有限公司、北京三药科技开发公司和

法国科玛嘉公司。结果 0143 的样品中检出了肠沙门菌双相

亚利桑那亚种, 因亚利桑那沙门氏菌与典型的沙门氏菌不

同, 为 β-半乳糖苷酶为阳性, 所以在沙门氏菌显色培养基

上呈蓝色菌落。但实验过程中发现, 亚利桑那沙门氏菌在

前 2 个厂家的显色培养基上显墨绿色, 目标菌与杂菌颜色

近似, 不易辨别; 而在法国科玛嘉显色培养基上显蓝色, 

可以进行直观的判断。这与陈丹霞等的实验结果一致[18]。

所以在今后的实验中应注意, 为避免漏检, 应同时购买几

个厂家的培养基进行比较。 

一般实验室都会挑取选择性培养基上典型的沙门氏

菌特征菌落如黑色中央的菌落做后续鉴定, 而未选取非典

型菌落。通常的沙门氏菌在 HE 琼脂或 XLD 平板上是不发

酵乳糖(不产生黄色菌落), 而亚利桑那沙门氏菌具有缓慢

发酵乳糖的特性, 如实验人员缺乏足够经验, 可能忽略黄

色菌落, 导致漏检。本次能力验证 XLD 平板上出现的黄色

菌落, 经验证是亚利桑那沙门氏菌; 而另一种是奇异变形

杆菌。按照以往的经验, XLD 上出现黑色中央的菌落才视

为可疑沙门氏菌, 黄色菌落被直接排除。因此, 要防止干

扰及误判, 尽可能多地挑取可疑菌。而且在以往的生化鉴

定中, 常把 H2S 阳性反应作为是沙门氏菌一个重要的生化

特征, 但此次经 VITEK2 鉴定系统鉴定出的亚利桑那沙门

氏菌为 H2S 阴性。是具有非典型生化反应的亚利桑那菌株, 

在遇到这种菌株时, 应采用生化鉴定试剂和 VITEK2 鉴定

系统相互佐证。另外为减小实验误差, 生化鉴定试剂盒应

选择品质好的试剂且需进行质控[19]。 

沙门氏菌的血清学分型实验对菌株的新鲜度要求较

高, H 抗原要求菌落必须是新鲜培养的, 一定要选取菌落

边缘呈雾状生长的部分, 挑取中心部位会造成血清不凝集, 

直接影响实验结果。本实验中, 难点在于 H 抗原的第 2 相

诱导, 采用了不同含量的半固体琼脂进行培养后再进行血

清凝集实验, 由于半固体琼脂水分含量多较固体琼脂难取

菌, 因此, 本实验室采取从半固体琼脂上取菌落边缘呈雾

状生长的部分划线接种于固体琼脂上, 再从固体琼脂上取

菌进行血清凝集实验的方法, 大大简化了实验操作。血清

学分型实验繁琐且工作量大, 需要一定的耐心和经验进行

判断[20]; 且在实验中要进行总结创新。 
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