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GB/T 5750.12-2006《生活饮用水标准检验方法》
微生物检测实操要点解析
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微生物 很不同

微生物的控制常是首要的，

应体现从水源到龙头的多级屏障中。

与化学污染
物不同，

微生物常具
有增殖性

增殖性

次生性

传染性

变异性



微生物采样操作细节解析
GB/T 5750.2-2006《水样的采集与保存》
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案例分析：

o A中心实验室采集某小区二次供水，检测结果总大肠菌群阳性，小区质疑实验室数据，此时实

验室应做出什么反应？

关于采样，请您思考的问题：

1. 采样前您需要准备什么？

2. 采样时您是如何操作的？

3. 采样后您是如何运输保存的？
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关于采样，您需要了解的 30问
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现场测试题：选出正确选项并排序
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微生物检测方法
复合酶底物法检测菌落总数

GB/T5750.12-202X《生活饮用水标准检验方法》
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菌落总数

➢ 来源广泛，包括水中天然存在的微生物（通常是无害微生物），也包括来自土壤、空气等

的微生物，还包括来源于人和动物的微生物。

➢ 水中菌落总数与胃肠道症状之间无明确的相关关系，不能作为健康的指示指标。

➢ 通常用于指示水处理和消毒过程的有效性，也可用于评价输水管网的清洁度、完整性以及

生物膜的状况。

➢ 对某一个特定的地点，变化趋势比菌落总数本身更有意义，其在出厂水中显著增多意

味着供水的净化系统和消毒措施失控；在末梢水显著增加意味着输配水管网的清洁度

发生恶化，可能出现渗漏，也可能是因水流过慢、甚至长时间静滞带来生物风险。

➢ 属于常规水质指标，≤100MPN/mL或CFU/mL。
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国标为什么要增加 菌落总数 检测方法？

传统的检测方法“平
皿计数法”从1985年

沿用至今，

将近36年没有改变

国内权威标准对于菌
落总数的检测方法仅
有一种，均为“平皿

计数法”

传统“平皿计数法”
存在很多不足

“平皿计数法”结果
判读对专业要求比较
强，有时需要显微镜

操作配合

平皿法配置培养基及
所需耗材清洗

费时费力

平皿法检测需要无菌
室，专业操作性强，

不适合

应急检测
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实验室为什么要学习 菌落总数 新方法？

能力
建设

疫情背景下实验室
的关注点

应急
监测

应对紧急监测任务

知识
储备

建设人才队伍
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SimPlate产品（复合酶底物法检测菌落总数）

1. 含25套耗材，可以检测25个水样

2. 采样量：1mL

3. MPN表见操作手册，结果为MPN/mL

4. 通过了广东省地方标准 DB44/T1163-

2013“水中菌落总数复合酶底物检测方法”；

通过美国环保署（EPA）认证 标准号：

9215E；通过《水与废水标准检测方法》认

证 第19版

写入 GB/T 5750《生活饮用水标准检验方法》
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SimPlate复合酶底物法检测菌落总数 操作步骤

加入1mL水样
和9mL纯水到
试剂管中，混

匀

液体全部倒入
分SimPlate配

盘中

晃动分配盘将
所有孔中充满
液体，多余液
体被海绵吸收

36±1℃，倒

置培养48h

365-366nm
紫外灯下数荧
光孔格，对照

MPN表

五步法：
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菌落总数结果判读

o 计数：将盖好盖子的培养盘倒置，数

出所有显示荧光的孔格

o 查MPN表得到最终结果

SimPlate复合酶底物法检测范围：

• 1mL水样 无需稀释可以定量到738MPN/mL
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菌落总数MPN表

o 请查出 80 个荧光孔数的MPN结果

o 提高了近 7倍 的效率

思考：如何评价平行样结果？

举例：
A. 平行样1结果为17个阳性孔：38MPN/mL

B. 平行样2结果范围在23-64MPN/mL之间即可



微生物检测方法
科立得检测大肠菌群操作细节解析

GB/T5750.12-202X《生活饮用水标准检验方法》



17 © 2020 IDEXX Laboratories, Inc. All rights reserved.

案例分析：

o 某水厂实验室水源地由原来的江水切换为湖水，实验室在日常水源水监测时，发现科立得检测

结果总大肠菌群结果比多管发酵法高近百倍。经过菌种鉴定发现，引起差异的菌是一类条件致

病菌，属于总大肠菌群，但是多管发酵法无法在24h内检出。

关于此案例，请您思考的问题：

1. 该水厂是否存在水质风险？

2. 如果是您，您会选择什么方法监测出厂水？
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准确的检测结果对于您意味着什么？

m-endo MF* MTF* MLSB MF** Colilert**
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文献报道：多管发酵法与滤膜法的假阳性率，假阴性率远远高于 20%
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爱德士提供最可靠，最安全，最灵敏的大肠菌群检测方案

科立得——DST固定底物技术酶底物法检测 总大肠菌群/大肠埃希氏菌

可靠性：准确的检测结果，保障水质安全
•科立得符合GB/T 5750.12-2006《生活饮用水标准检验方法》
•科立得符合HJ1001-2018《水质总大肠菌群粪大肠菌群和大肠埃希氏菌的测定酶底物法》
•科立得符合CJ/T51-2018 《城镇污水水质标准检验方法》
•科立得通过ISO 9308-2012认证，获得全球超过50多个国家，20多个组织超过100项认证认可
•科立得和滤膜法比较：滤膜法对于大肠菌群的假阳性率高达26%，假阴性率高达35%，多管发酵法的假阴性率高达18%—
*Jacobs et al, AEM,1986.   ** Fricker et al, Water Res., 1997

安全性：简便的操作，保护水质工作者的安全
•科立得检测无需无菌室，可在现场完成检测，避免样品转移转运
•科立得检测人工操作仅需10秒，节省人工，效率更高
•科立得检测无需稀释可检测2419 MPN/100mL，检测范围更广
•科立得定量盘培养过程全密封无样品外溢风险，更安全

灵敏性：不错过系统里出现污染的任何前期迹象
•2003年ISO对大肠菌群定于修改可以产生β-D-半乳糖苷酶的肠杆菌，而传统方法基于发酵乳糖，研究发现10-15%的大肠菌群不能
发酵乳糖
•科立得检测为液体培养基对于破损的微生物恢复相对较快（低营养，含氯等）
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科立得--DST酶底物法原理

科立得 利用专利技术固定底物技术酶底物法® (DST®)同时检测总大肠菌群或粪大肠菌群

和大肠埃希氏菌。其中两种营养指示剂 ONPG 和 MUG 是科立得试剂的主要成分。它们分

别可以被大肠菌群的 β-半乳糖苷酶和大肠埃希氏菌的 β-葡糖醛酸酶分解代谢

如果总大肠菌群或粪大肠菌群利用科立得试剂生长，它们的 β-半乳糖苷酶就会分解代

谢 ONPG，使样品从无色变为黄色

大肠埃希氏菌利用其 β-葡糖醛酸酶分解代谢 MUG 产生荧光。因为大多数的非目标菌都

不含有这种酶，所以它们不会生长或造成干扰
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GB/T 5750.12-2006 2.3/4.3 酶底物法
HJ1001-2018《水质总大肠菌群、粪大肠菌群和大肠埃希氏菌的测定 酶底物法》

三个参数

总大肠菌群

大肠埃希氏菌

耐热大肠菌群

DST酶底物法三种方式

定性检测

多管法形式检测（10管法）

定量盘检测
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科立得试剂 51孔/97孔定量盘 无菌取样瓶

Sealerplus程控定

量封口机

标准阳性比色盘

37℃恒温培养箱

或44.5℃--耐热

GB/T 5750.12-2006 2.3 

DST酶底物法检测总大肠菌群和大肠埃希氏菌

365-366nm 紫外灯 紫外灯箱
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科立得 DST酶底物法检测总大肠菌群和大肠埃希氏菌

加入科立得试剂
到100mL水样中

混匀倒入51孔或
97孔定量盘

Sealerplus程控定
量封口机封口

培养24小时

•总大肠菌群和大肠埃

希氏菌：36±1 ℃

•耐热大肠菌群：

44.5±0.5 ℃

读取结果

•无色:阴性

•黄色：总大肠菌群或
耐热大肠菌群阳性

•黄色且荧光：大肠埃
希氏菌阳性

五步法：
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检测指标 培养温度 定性检测 定量检测(100ml)

总大肠菌群

大肠埃希氏菌

36±1℃

黄色：总大肠菌群阳性

黄色+荧光：大肠埃希氏菌

十管法：1-23MPN

51孔： 1-200MPN

97孔：1-2419MPN

耐热大肠菌群 44.5±0.5℃ 黄色：粪(耐热)大肠菌群阳性

十管法：1-23MPN

51孔：1-200MPN

97孔：1-2419MPN

科立得检测结果判读
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特别强调：

1. 科立得倒入时切割线对准瓶口倒入

2. 科立得试剂是过量的，不需要完全倾倒干净

3. 混匀方式：涡旋混合器

4. 倒入定量盘前充分摇匀20次

5. 各个参数培养温度和时间

6. 读取结果时，黄色的做好标记，紫外灯下，

看有标记的是否显荧光

7. 如果黄色或荧光不明显，需延长培养到28小

时观察，不可超过28小时

科立得检测结果判读

涡旋混合器

观察刚才标记的孔

是否显荧光将黄色孔做好标记
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爱德士 微生物移动实验室方案

o 任何取样车变成微生物移动实验室

o 微生物取样到检测的时间保证6小时内

--边采样，边检测。

--满足GB 5749-2006《生活饮用水卫生标准》6小时采样要求

--实验室航迹图的要求

o 满足应急监测

--现场进行检测，最快的排除水源是否被粪便污染，预警水源是否可以安全
饮用。

o 污染样品不直接污染实验室

--疫情或者其他污染水样，为了尽可能低的污染实验室和人员，将样品可以
在移动实验室内操作。



微生物检测方法
隐孢子虫和贾第鞭毛虫

GB/T5750.12-202X《生活饮用水标准检验方法》



APO Summit -日本

Filta-max 及 Filta-max xpress 两虫淘洗系统

Filta-max 

两虫淘洗系统

Filta-max 

两虫淘洗系统

国标要求：<10个/10L

检测原因：隐孢子虫和贾第鞭毛
虫对氯消毒，无效。

爱德士两虫淘洗系统市场占有率
>89%

北京有12家实验室购入

一键式操作，全球最快速，最先
进方法



微生物检测方法
DST酶底物法检测肠球菌

GB/T5750.12-202X《生活饮用水标准检验方法》
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肠球菌 定义及检测意义

o 肠球菌为圆形或椭圆形，呈单个或成对或短
链状排列，格兰氏阳性，无芽胞，无鞭毛，
为需氧或兼性厌氧菌。

o 环境水体不是肠球菌的自然生境，水中的肠
球菌通常来自于人和动物的粪便污染，可作
为粪便指示菌。

o 在水中存活时间比大肠杆菌长，可被用于检
测原水中比大肠杆菌存活时间长的粪源致病
菌。

o 对氯的抵抗力更强，可用于饮用水中对大肠
菌群的增强检测。

o 对干燥条件抵抗力更强，可被用于输配水系
统维修后或新管线铺设后的水质检测。

o 属于附录指标：不得检出。
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肠球菌的标准要求

GB 5749-2006《生活

饮用水卫生标准》

微生物常规4项（菌落
总数、总大肠菌群、耐
热大肠菌群、大肠埃希

氏菌）

微生物非常规2项（隐
孢子虫和贾第鞭毛虫）

附录28项，微生物2项
（肠球菌和产气荚膜梭

状芽孢杆菌）

106项

上海市DB31/T 

1091-2018《生活饮

用水水质标准》

微生物常规4项（菌落
总数、总大肠菌群、耐
热大肠菌群、大肠埃希

氏菌）

微生物非常规2项（隐
孢子虫和贾第鞭毛虫） 附录27项，微生

物3项（异养菌平
板计数、肠球菌和
产气荚膜梭状芽孢

杆菌）

111项

深圳市DB 4403/T 

60-2020《生活饮

用水水质标准》

微生物常规4项（菌落总
数、总大肠菌群、耐热
大肠菌群、大肠埃希氏

菌）

微生物非常规2项（隐孢
子虫和贾第鞭毛虫）

附录44项，微生物5项
（异养菌平板计数、肠球
菌和产气荚膜梭状芽孢杆
菌、军团菌、挠足类）

116项
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Enterolert DST酶底物法检测肠球菌

加入
Enterolert试
剂到100mL水

样中

混匀倒入51孔
或97孔定量盘

Sealerplus程
控定量封口机

封口

培养24小时，

41±0.5℃

• 无荧光:阴性

• 366nm紫外灯显
荧光：阳性

四步法：



微生物质量控制
GB/T5750.12-202X《生活饮用水标准检验方法》
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IDEXX 爱德士 与各部委合作考核

爱德士公司举办微生物考核能力

• 2016年~2018年与北京水协合作（总大肠菌群和大肠埃希氏菌13家全部通过、菌落总数和耐热大肠菌群13家全
部通过、总大肠菌群20家？？）

• 2021年与中国环境监测总站组织粪大肠菌群考核（275家家实验室参加，通过率90.2%）

• 2019年爱德士与中国国家认证认可监督管理委员会，组织举办水质隐孢子虫和贾第鞭毛虫能力验证。邀请了新
加坡和澳门水司的参加。实现国际的能力验证。（74家实验室参加，通过率82%）

• 2018年与中国疫病预防控制中心环境所合作，对全国省、省会城市、地级市、县级市进行总大肠菌群考核（156

家实验室参加，通过率93.4%）

• 2017年与中国住房和城乡建设部合作，对全国300余家供水系统考核—微生物6项

• 2016年爱德士成为全球第一家组织微生物6项能力验证PT的机构

考核样的溯源及认证

• 考核样具有ISO Guide 34证书

• 通过ISO/IEC 17043:2010及ISO 17043:2016认证、ISO 9001：2015认证

• 既是能力认证提供者也是标准物质提供者

• 所有菌株溯源到国际权威菌种库
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大肠菌群及菌落总数考核样介绍

o 菌株：此有证标准物质是可以溯源的，来自

英国PHE。

o 大肠菌群阳性菌：大肠埃希氏菌(NCTC 

9001)，产气肠杆菌（NCTC 10006）

o 大肠菌群阴性菌：铜绿假单胞菌（NCTC 

12951）

o 用于进行大肠菌群/菌落总数考核或内部质量

控制

o 不限定检测方法，提供MPN和CFU值



2018年考核问题

1、稀释倍数

稀释倍数太大

作业指导书：
<1000cfu/100mL
或MPN/100mL

合适的稀释倍数：
10倍

没有乘稀释倍数



2、滤膜或培
养基问题

菌落连成片，
无法计数

培养基特异性
及滤膜的质量

无法典型菌落
（培养基pH值
是否在7.2-7.4）

2018年考核问题



3、计数及确
认实验

混合菌种，更
接近真实水样

典型菌落选取
问题

没有确认实验

确认实验操作
不熟练

4、设备及
温度问题

培养箱没有计
量认证

培养前没有用
温度计计量测

试温度

断电

2018年考核问题

总大肠菌群为
革兰氏阴性的
兼性厌氧无芽
孢杆菌

革兰氏阳性 革兰氏阴性



01

02

03

04
微生物检测处处都是细节，我们

需要对每个环节进行质量控制，

保证人机料法环的准确性

操作越熟练，通过率

越高！

检测方法越简单，通

过率越高！

安全供水，准确数据，

人人有责！

总结



联系电话：
400-678-
6682 转2 

13911565802

中文操作视频网站：
www.gbmicrotest.com


