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本文件按照GB/T 1.1－2020《标准化工作导则  第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定起草。
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污水、污泥中总大肠菌群、粪大肠菌群和大肠埃希氏菌的测定 荧光光度法
[bookmark: _Toc475694825][bookmark: _Toc59893863]范围
本文件描述了测定污水及污泥中总大肠菌群、粪大肠菌群和大肠埃希氏菌的测定荧光光度法。
本文件适用于生产与生活活动中排放的污水及城镇污泥中总大肠菌群、粪大肠菌群和大肠埃希氏菌的测定。
检出限：本方法的检出限为1CFU/100mL，方法测定上限1×108CFU/100mL。
[bookmark: _Toc59893864][bookmark: _Toc475694826]规范性引用文件
下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
GB/T 6682　分析实验室用水规格和试验方法
GB/T19489　实验室生物安全通用要求
HJ91.1污水监测技术规范 
CJ/T221 城镇污泥标准检验方法
[bookmark: _Toc59893865][bookmark: _Toc475694827]术语和定义
本文件没有需要界定的术语和定义。
实验室生物安全 
应符合GB19489的相关规定。
方法原理
一定量的经预处理后的污水及污泥与选择性培养基混合均匀放置于35.0 ℃或44.5 ℃环境下，总大肠菌群、大肠埃希氏菌和粪大肠菌群与各特性培养基反应释放出荧光。疏水的荧光产物聚合至光学检测区，通过光度计（波长：350nm～650nm）测定，依据荧光强度与样品总大肠菌群、大肠埃希氏菌和粪大肠菌群浓度的关系，从而得出总大肠菌群、大肠埃希氏菌和粪大肠菌群浓度。
试剂和材料
“除非另有说明，分析时均使用符合国家标准的分析纯试剂，实验用水为无菌水。”

总大肠菌群和大肠埃希氏菌培养基（Tectalert CCA）成分：

A硫酸铵                                         8.72g
B无水硫酸镁                                     0.17g
C氯化钠                                        17.44g
D氯化钙                                         0.09g
E亚硫酸钠                                       0.07g
F两性霉素 B                                     0.01g
H邻硝基苯-β-D-吡喃半乳糖苷                       0.87g
I 4-甲基伞形酮-β-D-葡萄糖醛酸苷                    0.13g
J无菌水                                        1000mL
也可采用市售商品化培养基制品。

粪大肠菌群培养基（Tectalert FCA）成分：

A硫酸铵                                         8.76g
B无水硫酸镁                                     0.18g
C氯化钠                                        17.52g
D氯化钙                                         0.09g
E亚硫酸钠                                       0.07g
F两性霉素 B                                     0.01g
H邻硝基苯-β-D-吡喃半乳糖苷                       0.88g
I无菌水                                        1000mL
也可采用市售商品化培养基制品。

无菌水：满足GB/T6682三级及以上分析实验用水要求，经121 ℃高压灭菌20 min。
 仪器和设备
0. 无菌采样瓶或采样袋：500 mL。
7.2 检测瓶：100mL。
7.3全自动微生物检测系统：
——恒温培养单元：不少于 2 个温控系统，温度控制精度±
-0-0-1.0 ℃，可自动调节待检测样本培养度 （35.0 ℃±1.0 ℃和44.5 ℃±0.5 ℃）。
7.4高压蒸汽灭菌器：121℃可调。
7.5 一般实验室常用仪器和设备
8 样品的采集与保存
8.1样品采集：应符合《污水监测技术规范》HJ91.1、《城镇污泥标准检验方法》CJ/T221 的要求。
8.2样品保存：
8.2.1污水样品：采样后应避光冷藏在0—5℃冷藏冰箱中并尽快检测，不得超过6h，如水样中有余氯，每 1L样品中加入80mgNa2S2O3·5H2O
8.2.2污泥样品：湿污泥置于白色瓷盘中均匀摊开，剔除碎石、沙砾和杂物等，划分成多个小方格，用小勺于每个方格中取等量的泥样(总量不得少于20g),  置于研钵中研磨混匀后，直接取样检测分析，制备后的样品如需放置，应密闭储存在4℃冷藏冰箱中，保存时间不应超过24 h。否则将影响检验结果。

9 样品测定
9.1接种
9.1.1污水接种：将100mL待测样品放入含有2g培养基（6.1或6.2）的检测瓶（7.2）中，混匀。
9.1.2污泥接种：制备后的污泥样品10.0g放于无菌瓶内，加无菌水至100 mL 。 充分摇匀，若污泥样品颗粒较大，可将无菌瓶置于振荡器上振荡3 min, 制成均匀菌液。用10mL灭菌移液管吸取10 mL均匀菌液加入含有2g培养基（6.1或6.2）的检测瓶（7.2）中，使用无菌水定容至100 mL，混匀成1:10稀释度的均匀菌液A。若样品污染比较重，可制备成1:100稀释度的均匀菌液A，必要时可按同法加大稀释度，记录均匀菌液的稀释度 D。

9.2培养
打开仪器电源开关，将接种后的检测瓶放置于全自动微生物检测系统中，选择相应的测定参数，“总大肠菌群和大肠埃希氏菌”或“粪大肠菌群”，点击“检测”按钮，培养结束后仪器自动得出结果。
10.对照实验
10.1空白对照
以100 mL无菌水为阴性对照样品，按照9.1和9.2的步骤与被检样品同步进行测定。
10.2阴性和阳性对照
总大肠菌群、大肠埃希氏菌、粪大肠菌群的阴性、阳性菌株参考表1。

表1
	检测指标
	阳性菌种
	阴性菌种

	总大肠菌群
	大肠埃希氏菌
	假单胞菌属

	大肠埃希氏菌
	大肠埃希氏菌
	假单胞菌属

	粪大肠菌群
	大肠埃希氏菌（耐热型）
	假单胞菌属



定期进行阴性和阳性对照实验，将标准菌株制成菌悬液，将菌悬液按照9.1和9.2的步骤，阳性菌株应呈现阳性反应；阴性菌株呈现阴性反应，否则，该次样品测定结果无效，应重新测定。
11结果与报告
11.1污水样品测定结果保留两位有效数字，当测定结果≥100CFU/100mL时，以科学计数法表示；若为阴性，可报告总大肠菌群、大肠埃希氏菌、粪大肠菌群未检出/100mL。
11.2污泥样品：
11.2.1计算

测得每100 mL水样中的“总大肠菌群和大肠埃希氏菌”或“粪大肠菌群”的最大可能数后，每克污泥样品中的“总大肠菌群和大肠埃希氏菌”或“粪大肠菌群”C(CFU/g),可按下式计算：

 
式中：
C—--每克污泥样品中的“总大肠菌群和大肠埃希氏菌”或“粪大肠菌群” （CFU/g）；
CFU—— 每100 mL 水样中的“总大肠菌群和大肠埃希氏菌”或“粪大肠菌群”的最大可能数；
D  ——均匀菌液A的稀释度；
m  ——污泥称重，单位为克 (g)。
测定结果保留两位有效数字，大于100时以科学计数法表示。
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