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实验室间比对混合菌种鉴定结果分析

张先菊 *

（江苏省徐州市贾汪区疾病预防控制中心，徐州 221011）

摘 要：目的 通过参加实验室间能力比对盲样考核工作，不断提升检测人员操作技能与质量控制管理水平。 
方法 每年参加不同机构组织的实验室间比对微生物混合菌种鉴定工作，按照现行有效的食品安全国家标准食品微

生物学检验 GB 4789 系列标准及本次比对作业指导书进行检测。结果 实验室鉴定结果与目标菌株进行比较，结果

一致，质控盲样检测结果均符合考核要求。结论 参加实验室间比对、加强实验室质量管理控制能够有效提升基层

微生物检测人员能力水平，掌握专业理论知识和实验操作技能，提高检测结果准确率。
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0  引  言

实验室间能力比对盲样考核能锻炼检测人员操作技能、加

强实验室质量控制和管理水平。实验室专业技术人员必须考虑

实验室的设备、培养基、试剂、诊断血清等因素，从接种、培

养、分离鉴定等环节进行严格的质量控制，减少主观因素对检

验结果的影响，进而保证检验结果的准确性 [1]。加强质量控制

是提升检测能力的重要手段 [2]。微生物实验室室间比对试验常

采用混合菌种的盲样鉴定 [3]。为了提高本实验的微生物检测能

力技术水平，本实验室每年参加实验室间比对微生物混合菌种

鉴定质控考核。现对 2020 年参加五市（扬州、南通、徐州、镇

江、泰州）疾控系统实验室间比对盲样考核结果进行回顾性数据

分析。本文旨在探讨通过分析本次混合菌种数目较多的情况下

如何进行鉴定，积累经验，为基层检测单位做好微生物实验室

间比对工作提供参考，不断提升实验室检测能力。

1  材料与方法

1.1  质控盲样

2020 年实验室间比对试验样品为西林瓶装冻干粉，有 A、

B 共 2 瓶。每瓶含有待测菌株 1~2 种，样品包装上均注明样品编

号。危害程度均为第三类《人间传染病的病原微生物名录》。领

取样品后，立即放在 2~8℃ 冰箱中暂时保存，尽快检测。每组 A
和 B 瓶中至少各报告 1 种致病菌为符合，如检出其他菌种也一同

上报。沙门氏菌的检测应报告血清学分型，每份样品报告 2 种致

病菌。

1.2  检测试剂及主要仪器

所使用的液体培养基应清澈无污染，根据使用要求加入

不同的添加剂，固体培养基表面湿润无气泡。随机抽取一定

数量做无菌试验，应无菌生长。实验中使用的培养基和细菌生

化鉴定管均在有效期内，生产单位分别为杭州天和微生物试剂

有限公司、广东环凯微生物科技有限公司、上海科马嘉微生物

技术有限公司等。实验所用主要仪器设备为电热恒温培养箱

（DHP–9162）、生化培养箱（LRH–150F），上海慧泰仪器制造有

限公司；显微镜（BX41），奥林巴斯；微生物鉴定仪（ARIS 2X）
并配套革兰氏阴性和革兰氏阳性细菌生化鉴定板，赛默飞世尔

科技（中国）有限公司；厌氧培养罐，以上所有仪器设备检定均

在有限期内。

1.3  实验室检测方法

按照《食品安全国家标准 食品微生物学检验 沙门氏菌检

验》（GB 4789.4—2016）[ 4 ]《食品安全国家标准 食品微生物学

检验 志贺氏菌检验》（GB 4789.5—2012）[5]《食品安全国家标准 
食品微生物学检验 副溶血性弧菌检验》（GB 4789.7—2013）[ 6 ]《食

品安全国家标准 食品微生物学检验 蜡样芽胞杆菌检验》（GB 
4789.14—2014）[7] 等相关国家标准及实验室间比对作业指导书

进行检测。

1.4  增菌培养

按照作业指导书取出 A、B 两瓶样品平衡至室温，分别无

菌开启后立即加入少量无菌稀释液进行水化溶解，回收至无菌

瓶中。用适量的稀释液清洗内壁及胶塞，一并放入无菌瓶中，

按照相应国家标准方法进行增菌培养。将 A、B 比对试验样品

分别接种到不同的增菌液中，根据不同国家标准检验方法的要

求放置于相应的培养条件中。

1.5  划线分离

用接种环从上述增菌液中分别挑取 1 环直接划线接种到不

同选择性琼脂平板上，根据不同国家标准检验方法的要求放置

相应的培养条件中，观察菌落特征。

A 瓶比对试验样品在 BS 琼脂平板、XLD 琼脂平板、沙门氏

菌属显色琼脂平板、血琼脂平板和 MYP 琼脂平板中观察有 2 种
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可疑菌落生长，编号为 A1 号菌和 A2 号菌。B 瓶比对试验样品在

XLD 琼脂平板、志贺氏菌属显色琼脂平板、弧菌显色琼脂平板中

观察有 3 种可疑菌落生长，编号为 B1 号菌、B2 号菌和 B3 号菌。

2  结果与分析

2.1  菌落特征及菌体形态

沙门氏菌属显色琼脂平板上呈圆形、较小、光滑的紫色

菌落。血平板上有两种可疑菌落，一种菌落较大、灰白色、

边缘不整齐、有透明溶血环，革兰氏染色镜检为革兰氏阴性

球杆菌、无芽胞；另一种菌落较小、边缘整齐、圆形湿润、

无溶血环。MYP 琼脂平板上呈粉红色菌落、周围有白色沉淀

圈。沙门氏菌属显色琼脂平板上、血平板上较小菌落（A1 号

菌）革兰氏染色镜检为革兰氏阴性球杆菌、无芽胞。MYP 琼

脂平板上、血平板上较大菌落（A2 号菌）革兰氏染色镜检为革

兰氏阳性杆菌、有芽胞呈椭圆形，位于菌体中央或偏端，不

膨大于菌体。

志贺氏菌显色培养基上有两种菌落，一种菌落较大、淡粉

色、光滑、边缘不整齐；另一种菌落较小、蓝色、圆形的菌

落。弧菌显色培养基上呈圆形、湿润、光滑的粉紫色菌落。志

贺氏菌显色培养基上较大菌落（B1 号菌）革兰氏染色镜检为革兰

氏阴性小杆菌、无芽胞。志贺氏菌显色培养基上较小菌落（B2
号菌）革兰氏染色镜检为革兰氏阳性球菌、多呈短链或长链状排

列。弧菌显色培养基上菌落（B3 号菌）革兰氏染色镜检为革兰氏

阴性、无芽胞、杆状或弧状。

2.2  纯培养

将 MYP 琼脂平板上、血平板上较大菌落（A2 号菌）分别划

线接种于营养琼脂平板，置 30℃ 培养 24 h。将弧菌显色培养基

上菌落（B3 号菌）划线接种 3% 氯化钠胰蛋白胨大豆琼脂平板，

置 36℃ 培养 24 h。
2.3  生化试验

分别挑取上述平板中的典型菌落接种到三糖铁琼脂斜面上 , 弧
菌显色琼脂平板中可疑菌落接种到3.5%氯化钠三糖铁琼脂斜面上。

取培养物分别接种不同生化鉴定管，观察生化特征，A1 号菌、A2
号菌、B1 号菌、B2 号菌、B3 号菌生化结果分别见表 1~5。

同时分别挑取可疑菌落制备菌悬液，于全自动微生物鉴定

系统进行自动化分析，结果分别显示 A1 号菌为沙门氏菌、A2
号菌为蜡样芽胞杆菌、B1 号菌为宋内志贺氏、B2 号菌为粪肠

球菌、B3 号菌为副溶血性弧菌。

表 1 A1号菌生化结果

生化试验 结果 生化试验 结果 生化试验 结果

氧化酶 - 触酶 + 苯丙氨酸 -

靛基质 - 赖氨酸 + ONPG -

尿素 - 丙二酸盐 - 卫矛醇 +

氰化钾 - 甘露醇 + 水杨苷 -

硫化氢 + 山梨醇 + 葡萄糖 +

表 2  A2号菌生化结果

生化试验 结果 生化试验 结果 生化试验 结果

氧化酶 - 触酶 + 动力 +

硝酸盐还原 + 酪蛋白分解 + 溶菌酶耐性 +

卵黄反应 + 溶血 + 柠檬酸盐 -

淀粉 - VP - 明胶 +

甘露醇 - 山梨醇 + 葡萄糖（厌氧） +

表 3  B1号菌生化结果

生化试验 结果 生化试验 结果 生化试验 结果

氧化酶 - 动力 - 尿素 -

鸟氨酸 + 赖氨酸 - ONPG +

葡萄糖铵 - 七叶苷 + 水杨苷 -

硫化氢 - 柠檬酸盐 - 葡萄糖 +

表 4  B2号菌生化结果

生化试验 结果 生化试验 结果 生化试验 结果

触酶 - 甘露醇 + 精氨酸 +

山梨醇 + 七叶苷 + 阿拉伯糖 -

硫化氢 - 尿素 - 葡萄糖 +

2.4  血清学鉴定

A1 号菌能与沙门氏菌 A~F 多价 O 血清发生凝集，能与 O9
因子血清；H 多价 2；Hg，Hm 单因子血清发生凝集，与其它

诊断血清均不发生凝集。本菌在生理盐水中无自凝现象。
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B1 号菌能与宋内氏志贺氏菌多价血清、Ⅱ相血清发生凝集， 与其它诊断血清均不发生凝集。本菌在生理盐水中无自凝现象。

表 5  B3号菌生化结果

生化试验 结果 生化试验 结果 生化试验 结果

氧化酶 + 动力 + 脲酶 +

鸟氨酸 + 赖氨酸 + ONPG -

VP - 明胶 + 乳糖 -

硫化氢 - 蔗糖 - 葡萄糖 +

嗜盐性试验 0% - 嗜盐性试验 3% + 嗜盐性试验 6% +

嗜盐性试验 8% + 嗜盐性试验 10% - 乳糖 -

注：上述表格中“+”表示阳性；“-”表示阴性。

2.5  结果报告

综合以上分析鉴定结果，报告 A 瓶样品中检出 2 种菌，即

肠炎沙门氏菌（O9：Hg，Hm：-）和蜡样芽胞杆菌；B 瓶样品中

检出 3 种菌，即宋内氏志贺氏菌、副溶血性弧菌和粪肠球菌。

根据本实验室两组鉴定结果与已知目标菌株进行比较，完全一

致，符合本次实验室间比对的判定要求，取得了比较满意的

结果。

3  讨论与结论

本次实验对混合的 5 种目标菌株均已检出，鉴定结果符合

质控考核的要求。实验室在收到样品后，仔细观察样品的包装

是否完好、有无泄露或污染等异常情况。准备检测前仔细阅读

《作业指导书》，严格按照规定的标准检测方法进行操作。

本实验室根据自己能开展的致病菌株项目选择了多种增菌液进

行增菌，在检测过程中应尽可能地考虑全面选择多种分离培养

基，用显色培养基和一般选择性培养基同时进行分离培养，有

助于结果观察。本次比对实验 A 瓶混合了 2 种菌株、B 瓶混合

了 3 种菌株，在不同显色培养基上生长比较典型容易鉴别，为

下一步的鉴定指明了方向。对菌株的生长情况细心观察，挑取

不同的优势菌落，也不能疏漏生长不良的菌落。对未生长或生

长不良的培养基先不丢弃，放置室温后每天观察是否有变化，

防止遗漏可疑菌株。把握好增菌液及培养基种类、培养时间、

温度及需氧 / 厌氧生长特性等，使样品中非优势目标菌一定不

要被优势目标菌掩盖 [8]。混合菌种鉴定试验可以在増菌的同时

进行直接分离培养，以避免漏检。为做好混合菌种质控的鉴定

分析工作，可采用常规生化试验与全自动微生物生化鉴定仪相

结合的方式 [9]，进而保证对菌种的结果判定更为准确、快捷。

既往手工生化试验种类少，而自动化生化鉴定系统涵盖生化试

验种类多，且数据库中包括的细菌种属多，更适宜现阶段的细

菌鉴定 [10]。

混合菌种鉴定对于没有配备全自动化鉴定仪器设备的基层

检测人员来说具有一定的挑战性，尤其是最近几年基层疾控机

构新进部分技术人员，充分的知识储备、工作经验和熟练的操

作技能是完成试验的基础。尤其是一管样本中混合 2 种以上菌

株时更加是一种锻炼与考验，做试验前应充分考虑本实验室能

开展哪些致病菌检测、需要提前准备哪些试剂、参照哪些国家

标准、菌种之间是否会有相互抑制作用等。稍微有些方面考虑

不全、试剂准备不充分或劣势菌株观察不仔细就很有可能造成

漏检现象。检测过程中严格遵守无菌操作，防止混入杂菌影响

检测结果判定。培养基、生化试剂等是做好试验的关键因素之

一，实验室应加强关键试剂培养基等试验材料的质量控制。为

更好的开展混合菌种鉴定工作，实验室可以积极引进科学先进

的检验试剂和检验设施设备，尽量使用智能检验手段代替人工

操作，提升微生物检验工作智能化和自动化水平，避免由于人

工操作不当产生的失误 [11]。通过定期参加质控盲样考核可以有

效提升检测人员的操作能力、及时发现检验过程中存在的问题

并不断完善，保证检测结果的准确性。
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