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《污泥中粪大肠菌群的测定 酶底物法》编制说明

1 项目背景

1.1 任务来源

根据《广西标准化协会关于下达2022年第八十一批团体标准制修订项目计划的通知》（桂标协〔2022〕199号）文件精神，由广西环境科学学会提出，广西北投环保水务集团有限公司、广西壮族自治区生态环境监测中心、广西壮族自治区分析测试研究中心、广西标准化协会共同起草的团体标准《污泥中粪大肠菌群的测定 酶底物法》（项目编号：2022-8104）已获批立项。

1.2 工作过程

1.2.1 成立标准编制小组

团体标准《污泥中粪大肠菌群的测定 酶底物法》项目任务下达后，广西北投环保水务集团有限公司等单位成立了标准编制工作组，起草单位制定了起草编写方案与进度安排，明确任务职责，确定工作技术路线，开展标准研制工作。具体标准编制工作由广西北投环保水务集团有限公司、广西壮族自治区生态环境监测中心、广西壮族自治区分析测试研究中心、广西标准化协会等起草单位相关人员负责。
为高质量编制团体标准《污泥中粪大肠菌群的测定 酶底物法》，对标准编制工作组进行如下分工：

表1 标准编制小组分工
	主要起草人(单位)
	承担的工作

	王莉莉（广西上善若水发展有限公司）
	项目负责人，负责项目申请立项、整体构思、编制思路及整体定位、项目技术把控及项目的整体组织和推进等。

	王莉莉（广西上善若水发展有限公司）

广西标准化协会
	用SET 2020软件对标准文档进行编辑；按 GB/T 1.1—2020 要求对标准文本进行修改与撰写；按专家提出的意见修改标准文本；汇总和撰写编制说明，汇总征求意见，撰写标准解读、上报函等技术资料。

	王莉莉（广西上善若水发展有限公司）

潘尚丽（广西壮族自治区分析测试研究中心）
	负责标准的研制工作：包括研制实验以及方法文本、研制报告、编制说明的撰写并征集意见等工作。

	何东明、刘小萍、李世龙（广西壮族自治区生态环境监测中心） 

卢安根、潘尚丽（广西壮族自治区分析测试研究中心）

邓文艳、蒙金燕、禤晓艳（广西城市供水水质监测网防城港监测站)

王莉莉、冯金荣、秦国富（广西上善若水发展有限公司）

马骉、曹珊（南京水务集团有限公司排水水质监测中心）

白涛、王绍艳（昆明市城市排水监测站）

刘晓颖、李洪、莫婉湫（东莞市东江检测有限公司）
	负责标准的验证工作：包括验证实验、验证报告的撰写工作。

	王莉莉、冯金荣（广西上善若水发展有限公司）

卢安根（广西壮族自治区分析测试研究中心）
	负责验标检测结果数据的统计、分析工作。

	韦纯忠（南宁市水安全工程技术研究中心）

蒋严波（南宁市城乡供水排水工程研究中心）

吴家勇（广西上善若水发展有限公司）

管运涛（清华大学深圳国际研究生院）

申佩弘（广西大学）

李悦（深圳市水务（集团）有限公司水质监测站）
	负责标准的专业技术指导工作。

	申学安、凌威（广西泽霖环保水务有限公司）

张振国、罗皓百、吴章雁、朱高俊、肖新春、冉琪、劳静丹、林勇（广西北投环保水务集团有限公司）
	负责标准文本的校核工作：包括标准文本和编制说明的校核工作。

	钟文辉、梁智勇、祁效钰、文君娟、韩静娴、黄义群（广西北投环保水务集团有限公司）
	负责组织样品采样、运输工作。


1.2.2 查询国内外相关标准和文献资料

标准编制小组根据国家环保标准修订工作管理办法的相关规定，检索、查询和收集国内外相关标准和文献资料，了解掌握测定分析方法的国内外最新技术发展情况，对现有各种方法和监测工作需求开展调查研究。

1.2.3 确定标准制订技术路线，制订原则

2022年11月，编写项目任务计划，确定了本标准的具体内容、原则、技术路线等内容，明确污泥中粪大肠菌群为本标准的分析对象，在众多方法中，酶底物法具有操作简便、假阳性低、结果可靠、检验周期短等优点而广泛应用，成为粪大肠菌群检验的最佳分析方法，因此确定检测方法为酶底物法。

1.2.4 编写标准草稿和编制说明草稿

2022年12月，本标准编制组经过大量文献调研和基础实验，建立了酶底物法测定污泥中粪大肠菌群的方法，编制完成了《污泥中粪大肠菌群的测定 酶底物法》（草案）和编制说明草稿。

1.2.5 方法验证工作

2023年1月～4月，组织了3家具备检验检测机构资质的实验室进行6组方法验证试验，组织广西区外3家具备检验检测机构资质的实验室进行方法比对验证试验。于2023年4月28日收回全部的验证报告，在此基础上进行数据汇总和分析整理工作，并编写完成了《污泥中粪大肠菌群的测定 酶底物法》验证报告。同时完善《污泥中粪大肠菌群的测定 酶底物法》征求意见稿及其编制说明。

1.2.6 编写标准征求意见稿和编制说明

2023年2月～4月，标准编制工作组多次召开标准研制会议，对标准征求意见稿初稿进行了反复修改和研究讨论。最终定稿形成了团体标准《污泥中粪大肠菌群的测定 酶底物法》征求意见稿及其编制说明。

2 标准制修订的必要性分析

2.1 被测对象（粪大肠菌群）对环境的影响

污泥是城镇污水处理厂（净化厂）在污水净化处理过程中产生的含水率不同的半固态或固态物质，不包括栅渣、浮渣和沉砂池砂砾。随着我国经济的快速发展、人们环保意识的日益增强和城市污水处理率的不断提高，污泥的安全处置问题愈加突出。污泥中病原微生物的种类和数量繁多，当这些含有病原微生物的污泥施入土壤后，会对生态环境安全和人类健康构成威胁。总大肠菌群是指一类在37℃下24小时内发酵乳糖产酸产气、需氧及兼性厌氧的革兰氏阴性无芽胞杆菌。粪大肠菌群又称为耐热大肠菌群，是总大肠菌群的一部分，在44.5℃下能生长并发酵乳糖产酸产气，主要包括埃希氏菌属和耐热的克雷伯氏菌属细菌。粪大肠菌群在自然界中分布广泛，是我国环境卫生管理中最具有代表性的卫生学指标，在许多环境质量标准和污染物排放标准中均有标准限值的规定。粪大肠菌群主要来源于人和动物的粪便，因此在卫生学中可以指示粪便污染。粪大肠菌群浓度的高低，表明了粪便污染的程度，也反映了对人体健康危害性的大小。

2.2 相关生态环境标准和生态环境管理工作的需要

目前，我国对城镇污水处理厂污泥污质、污泥排放、污泥处置利用等已制定了相关的国家标准、行业标准共9项（见表2），对污泥的粪大肠菌群指标有限值要求，同时，依据CJJ 60-2011《城镇污水处理厂运行、维护及安全技术规程》要求，城镇污水处理厂污泥分析化验项目粪大肠菌群的分析周期为每月1次；HJ 978-2018《排污许可证申请与核发技术规范 水处理（试行）》对污泥控制标准中要求：城镇污水处理厂的污泥稳定化处理后应达到GB 18918要求；污泥产物农用时应满足GB 4284要求等。

表2  相关标准汇总表

	序号
	污泥相关国家标准/行业标准
	粪大肠菌群菌值

指标要求

	1
	GB/T 24188-2009《城镇污水处理厂污泥污质》
	＞0.01

	2
	GB 18918-2002《城镇污水处理厂污染物排放标准》
	＞0.01

(好氧堆肥)

	3
	GB 4284-2018《农用污泥污染物控制标准》
	≥0.01

	4
	GB/T 23485-2009《城镇污水处理厂污泥处置  混合填埋泥质》
	＞0.01

	5
	GB/T 23486-2009《城镇污水处理厂污泥处置  园林绿化用泥质》
	＞0.01

	6
	GB/T 24600-2009《城镇污水处理厂污泥处置  土地改良用泥质》
	＞0.01

	7
	GB/T 25031-2010《城镇污水处理厂污泥处置  制砖用泥质》
	＞0.01

	8
	CJ/T 362-2011《城镇污水处理厂污泥处置  林地用泥质》
	≥0.01

	9
	GB 18466-2005《医疗机构水污染物排放标准》
	粪大肠菌群数

≤100 MPN/g


2.3 现行环境监测分析方法标准的实施情况和存在问题

目前我国关于污泥中粪大肠菌群的测定方法有滤膜法、发酵法(多管发酵法），有关使用酶底物法测定粪大肠菌群的相关标准有：HJ 1001-2018《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》，该标准规定了测定水中总大肠菌群、粪大肠菌群和大肠埃希氏菌的酶底物法，适用于地表水、地下水、生活污水和工业废水中总大肠菌群、粪大肠菌群和大肠埃希氏菌的测定；DB12/T 956-2020《奶牛场粪污中总大肠菌群、粪大肠菌群和大肠埃希氏菌的测定 酶底物法》，该标准规定了基于酶底物法测定规模化奶牛场粪污中总大肠菌群、粪大肠菌群和大肠埃希氏菌的技术要求及操作方法，适用于规模化奶牛场粪污中总大肠菌群、粪大肠菌群和大肠埃希氏菌的同时测定；DB61/T 1138-2018《水质 粪大肠菌群的测定 酶底物法》,该标准规定了水中粪大肠菌群测定的酶底物法的术语和定义、方法原理、试剂与材料、仪器与设备、样品、分析步骤、结果计算与表示、质量保证和质量控制、废物处理的要求,适用于地表水、生活污水和废水中粪大肠菌群的测定。上述标准检测适用范围为水质和牛场粪污，与污泥有所区别，不适用于检测城镇污水处理厂污泥、排水管道通挖污泥、污泥衍生产品中的粪大肠菌群。

3 国内外相关分析方法研究

3.1 主要国家、地区及国际组织相关分析方法研究


酶底物法技术已广泛应用于国内外各类水质中的总大肠菌群、粪大肠菌群、大肠埃希氏菌、肠球菌、铜绿假单胞菌等项目的检测，获得全球近50个国家的认证、全球20多个组织发放的100多项认证认可，包括美国EPA认证、ISO认证等。如：美国EPA 40 CFR 136.3，美国SM 9223B；国内GB 5750，HJ 1001以及农业行业标准、地方标准、团体标准中都有酶底物法测定水质中微生物项目的标准化文件。英国环境署《The Microbiology of Sewage Sludge （2003）》第3部分推荐采用酶底物法检测污水污泥中的大肠埃希氏菌。GB 5750国标在国内首次引入酶底物法，从2006年至今已经17年，在国内酶底物法的方法原理、检测方法的普及及实际应用已有广泛的基础。

3.2 国内相关分析方法研究

目前关于粪大肠菌群的检测方法有很多，主要有多管发酵法、纸片法、滤膜法、酶底物法等。多管发酵法需要的试剂和器材比较多，分析步骤多，检测周期长，培养基保存时间短，阳性结果还需平板分离、革兰氏染色镜检、复发酵试验，需检测人员花费大量的时间，不能快速判断样品的污染状况，不适用于应急和样品量较大时检测使用。纸片法每批次的样品检测均需要使用有证标准菌株做阳性和阴性对照试验，对实验室标准菌株需求量比较大，且纸片法现阶段可适用的环境排放标准和评价标准相对比较少，实验最终结果不能直接作为执法凭证依据，不便于从事环境监测及执法的实验室分析使用。滤膜法受限于滤膜孔径，只能适用在较清洁水样，对浑浊较高、污染程度较大、细菌密度比较大的水样不适用。

在众多方法中，酶底物法具有操作简便、假阳性低、结果可靠、检验周期短等优点而广泛应用，成为粪大肠菌群检验的最佳分析方法。范秀英等在《酶底物法与多管发酵法测定水中粪大肠菌群的对比研究》中的研究表明，酶底物法和多管发酵法在准确性方面无太大差异，而酶底物法检测的灵敏度要高于多管发酵法。酶底物法采用购买成品培养基及定量盘等耗材，操作流程简便，减少了部分实验过程中可能受污染的环节，最快18h即可判断水样中粪大肠菌群的MPN值，酶底物法较好地弥补了传统方法的不足，证明酶底物法是检测粪大肠菌群的优选方法。

4 标准制修订的基本原则和技术路线

4.1 标准制修订的基本原则

4.1.1 实用性原则

本文件是在充分收集相关资料和文献，分析和调研酶底物法测定水质及环境样品中粪大肠菌群的应用现状，在现有国家、行业标准中相关酶底物法测定各类型样品中的粪大肠菌群的基础上，结合起草单位的方法经验，总结起草而成。符合当前酶底物法测定污泥中粪大肠菌群发展需求，有利于解决污泥检测难点且提高时效性，有力提升检测质量，具有较强的实用性和可操作性。

4.1.2 协调性原则

本文件编写过程中注意了与粪大肠菌群测定的相关法律法规、标准文件的协调问题，在内容上与现行法律法规、标准协调一致。

4.1.3 规范性原则

本文件严格按照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》的要求和规定编写本标准的内容，保证标准的编写质量。

4.1.4 前瞻性原则

本文件在兼顾国内各级检测机构、污水处理厂化验室测定污泥中粪大肠菌群现实情况的同时，还考虑了采用酶底物法测定污泥中粪大肠菌群的实际需要和发展趋势，在标准中体现了个别特色性、前瞻性和先进性条款，作为对粪大肠菌群测定的更好指导。

4.2 标准制订的技术路线

目前，国内尚未制定有使用酶底物法测定污泥中粪大肠菌群的相关标准，本标准的制定结合本国实际情况，引用、参考国内外现有相关标准和相关实验研究完成了本标准方法的制定。酶底物法测定污泥中粪大肠菌群标准制定的技术路线，见图1。
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图1 标准制定技术路线图

5 方法研究报告

5.1 方法研究的目标

建立适用于污泥中粪大肠菌群测定粪大肠菌群的酶底物法。通过方法研究和方法验证，确定酶底物法测定粪大肠菌群的可行性和适用性，建立简便、快速、准确的检测方法，并将方法标准化以期应用。本标准的检测结果以样本中是否检出粪大肠菌群表示。

5.2 方法原理

在44.5 ℃培养24 h条件下，粪大肠菌群能产生β-半乳糖苷酶，将选择性培养基中的无色底物邻硝基苯-β-D-吡喃半乳糖苷（ONPG）分解为黄色的邻硝基苯酚（ONP）。统计阳性反应出现数量，査MPN表，计算样品中粪大肠菌群的浓度值。

5.3 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，实验用水应满足GB/T 6682 中三级水的要求。

（1）培养基：本标准釆用Minimal Medium ONPG-MUG培养基。每100 mL样品需使用培养基粉末2.7 g±0.5 g,所含基本成分见表3。也可釆用市售商品化培养基制品。

表3 培养基基本成分及含量

	基本成分
	含量

	硫酸铵[(NH4)2SO4]
	0.5 g

	硫酸锰（MnSO4）
	0.05 mg

	硫酸锌（ZnSO4）
	0.05 mg

	硫酸镁（MgSO4）
	10 mg

	氯化钠（NaCl）
	1 g

	氯化钙（CaC12）
	5 mg

	亚硫酸钠（Na2SO3）
	4 mg

	两性霉素B（Amphotericin B）
	0.1 mg

	邻硝基苯-β-D-吡喃半乳糖昔（ONPG）
	50 mg

	4-甲基伞形酮-β-D-葡萄糖醛酸苷（MUG）
	7.5 mg

	茄属植物萃取物（Solaniutn萃取物）
	50 mg

	N-2-羟乙基哌嗪-N-2-乙磺酸钠盐（HEPES钠盐）


	0.53 g

	N-2-羟乙基哌嗪-N-2-乙磺酸（HEPES）

	0.69 g


（2）硫代硫酸钠（Na2S2O3·5H20）。

（3）硫代硫酸钠溶液：ρ（Na2S2O3）=0.05g/mL。称取7.85 g硫代硫酸钠，溶于适量水中，定容至100mL，临用现配。

（4）97孔定量盘：含49个大孔，48个小孔。其中，每个小孔可容纳0.186 mL样品，大孔中48个大孔每个可容纳1.86 mL样品，一个顶部大孔可容纳11 mL样品。也可采用经环氧乙烷灭菌的市售商品化成品。

（5）标准阳性比色盘。

（6）无菌水：取适量实验用水，经121 ℃高压蒸汽灭菌20min，备用。

5.4 仪器的选择

（1）采样瓶：经过灭菌处理的耐高压塑料瓶。可釆用市售无菌釆样瓶、无菌采样袋/均质袋

（2）样品瓶：具螺旋帽的100 mL、250 mL玻璃瓶。可采用市售无菌采样瓶。

（3）高压蒸汽灭菌器：121 ℃可调。

（4）恒温培养箱：允许温度偏差44.5 ℃±0.5℃。

（5）程控定量封口机：用于97孔定量盘的封口。

（6）天平：感量0.01g。

（7）涡旋振荡器。

（8）移液管：1mL±0.1mL、10 mL±0.1 mL。也可采用计量合格的可调式移液。

（9）三角瓶：100mL、250mL、500mL。

（10）量筒：100mL±1 mL。

（11）一般实验室常用仪器和设备。

其中，三角瓶、移液管、样品瓶等玻璃器皿在试验前按无菌操作要求包扎，按需选择121 ℃高压蒸汽灭菌20 min，烘干，或160 ℃干热灭菌2 h，备用。

5.5 样品

5.5.1 采样器皿的洗涤

对所有与样品直接接触的器皿，均应采取措施保证其洁净度，避免造成污染或干扰。

5.5.2 采样步骤

污泥的表层、中层、下层断面各采集三点，充分混合后取约500 g泥样装入无菌样品瓶中。

5.5.3 样品的保存

采得的泥样应立即送检，时间不超过2 h，如不能立即送检，应置于保温箱或冰箱（0 ℃～4 ℃）中避光低温保存，时间不超过24 h，否则将影响检验结果。主要参照《CJ/T 221-2005  城市污水处理厂污泥检验方法》中13.6的要求拟定。

5.6 分析步骤

5.6.1 样品制备

将样品置于无菌器皿内，用无菌镊子拣出样品中的杂质异物，充分混匀称取10.0 g样品，放入无菌样品瓶内，加入90 mL无菌水，混摇或涡旋振荡2min～4 min，混匀，制成1：10混悬液。其中，干污泥可用少量无菌水浸泡软化，再稀释混均。无涡旋振荡器时，可使用均质机慢速均质样品2 min或者轨道式摇床以200±10 rpm的速度对样品进行均质1 h。

然后根据样品污染程度决定稀释度，避免样品接种结果均呈阳性或阴性。用无菌吸管吸取1:10样品混悬液10mL加到含有90 mL无菌水的无菌样品瓶中混匀制成1:100稀释样品。按同法依次稀释，可制成1:1 000、1∶10000等梯度稀释样品。对于未知样品，可选用多个接种量进行检测。其中稀释待测样品pH值应在4.5～10.5范围内，如超出此范围，可用盐酸或氢氧化钠溶液预先调节pH值再进行测定。经过石灰处理的样品在稀释均质后，应调整pH值至7.0±0.2。值得注意的是，本方法不适用于稀释待测样品颜色类似或深于标准阳性比色盘的样品。在野外操作时应避开明显局部污染源，建议使用一次性手套、口罩、酒精灯等。

5.6.2 接种

量取100 mL稀释样品于灭菌瓶，加入2.7 g±0.5 g培养基粉末，充分混匀，完全溶解后，全部倒入97孔定量盘内，以手抚平97孔定量盘背面，赶除孔内气泡，然后用程控定量封口机封口，确保每个孔格内都有液体。观察97孔定量盘颜色，若出现类似或深于标准阳性比色盘的颜色或者其他异色，则需排查样品、培养基、无菌水等一系列因素后，终止试验或重新操作。

5.6.3 培养

将封口后的97孔定量盘放入的恒温培养箱中44.5 ℃±0.5 ℃下培养24 h。

5.6.4 空白对照

每次试验都要用无菌水按照步骤5.6.1～5.6.3进行实验室空白测定。培养后的97孔定量盘不得有任何颜色反应，否则，该次样品测定结果无效，应査明原因后重新测定。

5.6.5 阴性和阳性对照

粪大肠菌群的阴性、阳性菌株参考表4。

表4 阴性、阳性菌株参考表

	检测指标
	阳性菌种
	阴性菌种

	粪大肠菌群
	大肠埃希氏菌（耐热型）、

克雷伯氏菌属（Klebsiella trevisan）（耐热型）
	粪链球菌(Streptococcus faecalis)、

假单胞菌属


将标准菌株制成300 个/mL～3000 个/mL的菌悬液，将菌悬液按接种和培养要求操作，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。为了试验的顺利进行，可先制备较高浓度菌悬液，釆用血球计数器在显微镜下对其浓度进行初步测定，然后根据实际情况用无菌水稀释至300个/mL～3000个/mL。

5.6.6 结果判读与计数

将培养24 h后的97孔定量盘进行结果判读，样品变黄色判断为粪大肠菌群阳性。如果结果可疑，可延长培养至28 h进行结果判读，超过28 h后出现的颜色反应不作为阳性结果。可使用保质期内的标准阳性比色盘以辅助判读，当样品孔格的黄色与其颜色相同或更深，判读结果为阳性。然后分别记录97孔定量盘中大孔和小孔的阳性孔数量。

5.7 结果计算与表示

5.7.1 结果计算

（1）计算原始（湿）污泥的粪大肠菌群浓度

从97孔定量盘法MPN表中査得每100 mL稀释样品中粪大肠菌群的MPN值后，再根据样品不同的稀释度，按照公式（1）换算样品中粪大肠菌群浓度（MPN/g）：
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......................（ AUTONUM ）

式中：
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   ——原始（湿）污泥样品中粪大肠菌群浓度，单位为MPN/g；
MPN值——每100 mL稀释样品中粪大肠菌群浓度，单位为MPN/100mL；
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    ——每100 mL稀释样品代表的样品实际接种量，单位为g/100mL。

（2）计算干污泥（扣除含水率）的粪大肠菌群浓度

按照式（2）计算干污泥（扣除含水率）的粪大肠菌群浓度：
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..........................（2）

式中：
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——干污泥样品中粪大肠菌群浓度，单位为MPN/g；
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——原始（湿）污泥样品中粪大肠菌群浓度，单位为MPN/g；
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 ——原始（湿）污泥样品的含水率，单位为％。

5.7.2 结果表示

测定结果保留两位有效数字，当测定结果≥100 MPN/g时，以科学计数法表示；若97孔均为阴性，可报告为粪大肠菌群数未检出或＜10 MPN/g。

5.7.3 结果换算

按照公式（3）将粪大肠菌群浓度换算成粪大肠菌群菌值：
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...........................（3）

式中：

V ——样品的粪大肠菌群菌值；
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——原始（湿）污泥样品中粪大肠菌群浓度，单位为MPN/g。
6 方法对比

目前常用的污泥中粪大肠菌群的检测方法有发酵法（图2）、滤膜法（图3），但这些方法均存在操作繁琐、检测时间长、分析效率低的问题，对检测人员技术经验要求高，因此研究制定一种更为快速、准确的污泥中粪大肠菌群测定方法十分必要。

	 SHAPE  \* MERGEFORMAT 




	图2 发酵法检测污泥中粪大肠菌群的程序步骤

（GB 7959-2012《粪便无害化卫生要求》附录D）
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	图3 滤膜法检测污泥中粪大肠菌群的程序步骤

（CJ/T 221-2005《城市污水处理厂污泥检验方法》）


在参照《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》（HJ 1001-2018）、英国环境署《The Microbiology of Sewage Sludge （2003）》第3部分中酶底物法检测污水污泥中的大肠埃希氏菌方法的基础上，研究开发制定污泥中粪大肠菌群的测定——酶底物法。酶底物法具有操作简便，假阳性假阴性低，结果准确可靠，检验周期短等优点而成为粪大肠菌群检验的推荐分析方法，而且文献报道，酶底物法测定水中粪大肠菌群与多管发酵法、滤膜法无显著性差异。通过酶底物法和发酵法（多管发酵法）测定污泥样品进行方法比对、准确度和精密度试验，判断测定结果是否符合验收要求，确认检测方法的可行性。

酶底物法检测污泥中粪大肠菌群，方法步骤只有6步（如图4），分别为：污泥样品稀释、定量添加反应试剂、混匀倒入定量盘、封口机封口、放入培养箱培养、统计阳性数报告结果。所需仪器主要为封口机、培养箱、涡旋振荡器等，所需试剂耗材主要有酶底物试剂、定量盘、采样瓶、吸管等。酶底物法所需的仪器设备、试剂耗材种类数量少、常规，市场上均可采购，容易获得，检测操作步骤简单。
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	图4 酶底物法检测污泥中粪大肠菌群步骤


参考相关文献资料，采用酶底物法对污泥中粪大肠菌群进行测定，已开展少量试验确认这种方法的有效性，计划通过本项目进一步完成方法研究，证明酶反应原理更能有效避免检测结果的假阴性假阳性，避免传统方法的缺陷和不足，为污泥中粪大肠菌群快速测定提供技术指导。表5是三种检测方法在污泥检测中的应用比较。
表5  检测方法对比表

	方法名称
	多管发酵法
	滤膜法
	酶底物法

	适用范围
	全部样品
	稀释后低浊样品
	全部样品

	培养基
	3种
	2种
	1种

	其他试剂
	1种
	1种
	无

	检验时限
	24 h～72 h
	24 h～48 h
	24 h～28 h

	确认试验
	需要
	需要
	不需要

	检验步骤
	较繁琐
	较简单
	简单

	特殊设备
	显微镜
	显微镜、抽滤装置
	封口机

	对环境污染
	无
	无
	无

	对人体伤害
	无
	无
	无

	耗材价格
	低
	低
	较高


本项目涉及酶底物方法的培养基、定量仪器与方法的专利已超过保护期，不存在专利技术等知识产权的问题。其次，国内已经有多家企业开发、生产和销售酶底物试剂及仪器设备，预计未来随国产耗材的大量推广普及，以及以酶底物反应原理为基础的检测方法应用范围的扩大延伸，酶底物方法的耗材成本将大幅降低。

本项目采用酶底物法测定污泥中的粪大肠菌群指标，与传统标准方法滤膜法、发酵法相比，具有简单、快速、准确、高效的特征，无需预先配置培养基，样品经过稀释后的手工操作时间仅需1分钟，操作方法十分简单。仅需24小时即可检测污泥中粪大肠菌群结果，相比传统方法，可有效缩短检测时间，提高分析效率，结果判读准确，可减少人工判读误差和人工操作时间，节省人力成本。检测方法和技术在国内外属于领先技术水平。

同时，编制组组织6家实验室分别做了方法对比试验，见表6。
表6  方法验证及方法研制单位汇总表
	单位名称
	单位类别

	广西壮族自治区生态环境监测中心
	方法验证单位

	广西壮族自治区分析测试研究中心
	

	广西城市供水水质监测网防城港监测站
	

	国家城市排水监测网南京监测站/南京水务集团有限公司排水水质监测中心
	

	昆明市城市排水监测站
	

	东莞市东江检测有限公司
	

	广西北投环保水务集团有限公司
	方法研制单位

	广西上善若水发展有限公司
	


6.1 方法比对方案

（1）与多管发酵法进行比对。由于GB 7959-2012《粪便无害化卫生要求》附录D 堆肥、粪稀中粪大肠菌群检测法采用多管发酵法4管法，查表值跨度大，为了更好的进行方法比对，选择GB 18466-2005《医疗机构水污染物排放标准》附录A 医疗机构污水和污泥中粪大肠菌群的检验方法,采用多管发酵法9管法进行方法比对。
（2）每个单位至少采集30份实际样品（高、中、低浓度）开展方法比对，样品主要涉及城镇污水处理厂污泥、处置后污泥两个类型。样品要求一定的阳性检出率，若实际样品未检出目标物的，可通过实际样品基体加标的方式获得样品。

（3）阴性样品的比对。广西区内三家验证单位分别用无菌污泥（经高压灭菌的污泥样品）进行方法比对10组。

（4）通过对比实验,将实验数据进行整理与处理（换算成以10为底的对数），对多管发酵法与酶底物法的结果进行配对t 检验，分析验证两种方法在统计学意义上的显著性差异，评价两种方法等效性、一致性；进行线性回归分析，证明两种方法具有可比性。

6.2 方法比对结果

6.2.1 实际样品的测定

6家实验室分别采集广西南宁市、防城港市、东兴市以及南京市、昆明市、东莞市的污泥样品共计201份，污泥样品来源于当地城镇污水处理厂及市政排水管，样品类型包括：脱水污泥、深度脱水污泥、板框污泥及排水管污泥。分别用多管发酵法和酶底物法进行检测，检测结果见表7。
表7  多管发酵法和酶底物法检测实际样品中粪大肠菌群的结果
	序号
	多管发酵法（MPN/g）
	酶底物法（MPN/g）
	序号
	多管发酵法（MPN/g）
	酶底物法（MPN/g）

	1
	150000
	770100
	101
	15000
	11000

	2
	460000
	461100
	102
	2000
	3600

	3
	240000
	755600
	103
	3400
	5900

	4
	460000
	980400
	104
	43000
	26000

	5
	240000
	1119900
	105
	14000
	11000

	6
	460000
	275500
	106
	9300
	8600

	7
	1100000
	579400
	107
	4600
	2500

	8
	240000
	85700
	108
	29000
	19000

	9
	120000
	93400
	109
	7500
	9100

	10
	150000
	77100
	110
	9.3
	<10

	11
	93
	78.0
	111
	42000
	61000

	12
	93
	110.6
	112
	6.2
	<10

	13
	43
	135.4
	113
	12000
	11000

	14
	93
	124.6
	114
	29000
	29000

	15
	75
	95.9
	115
	9300
	12000

	16
	23
	63.1
	116
	24000
	13000

	17
	43
	67.0
	117
	35000
	24000

	18
	21
	73.3
	118
	20000
	16000

	19
	43
	90.6
	119
	9100
	19000

	20
	28
	79.8
	120
	4300
	6600

	21
	750
	958
	121
	<3
	<10

	22
	1200
	1059
	122
	21000
	13000

	23
	1500
	985
	123
	3.6
	<10

	24
	930
	934
	124
	23000
	15000

	25
	1200
	1063
	125
	9300
	17000

	26
	750
	886
	126
	460000
	350000

	27
	1600
	1010
	127
	210000
	220000

	28
	930
	1008
	128
	1100000
	690000

	29
	1200
	1010
	129
	93000
	290000

	30
	950
	1166
	130
	460000
	570000

	31
	24000
	129970
	131
	93000
	98000

	32
	240000
	241960
	132
	23000
	42000

	33
	43
	94
	133
	1100000
	460000

	34
	23
	52
	134
	93000
	460000

	35
	110000
	39450
	135
	24000
	20000

	36
	46000
	72150
	136
	23000
	12000

	37
	240000
	272300
	137
	9100
	18000

	38
	240000
	95700
	138
	460000
	170000

	39
	240000
	456900
	139
	240000
	1100000

	40
	240000
	1299700
	140
	150000
	380000

	41
	460000
	770100
	141
	240000
	160000

	42
	240000
	488400
	142
	240000
	200000

	43
	240000
	129970
	143
	23000
	74000

	44
	1100000
	416000
	144
	64000
	280000

	45
	110000
	155310
	145
	9100
	27000

	46
	460000
	111990
	146
	24000
	160000

	47
	23
	31
	147
	91
	41

	48
	110000
	920800
	148
	240000
	100000

	49
	1100000
	1119900
	149
	9300
	6900

	50
	460000
	1413600
	150
	23000
	34000

	51
	240000
	1203300
	151
	15000
	10000

	52
	43
	94
	152
	240000
	290000

	53
	240000
	866400
	153
	23000
	19000

	54
	1100000
	101120
	154
	23000
	22000

	55
	240000
	61670
	155
	24000
	22000

	56
	460000
	330000
	156
	1500000
	1200000

	57
	110000
	53350
	157
	36
	10

	58
	1100000
	686700
	158
	23000
	32000

	59
	23
	82
	159
	43000
	36000

	60
	64
	30
	160
	1100000
	140000

	61
	4300
	6570
	161
	43000
	36000

	62
	46000
	14136
	162
	24000
	20000

	63
	46000
	91390
	163
	24000
	18000

	64
	24000
	38730
	164
	1100000
	720000

	65
	240000
	275500
	165
	16000
	110000

	66
	24000
	34360
	166
	460000
	730000

	67
	93
	121
	167
	110000
	220000

	68
	110000
	27780
	168
	46000
	58000

	69
	1100000
	1986300
	169
	93
	98

	70
	9300
	15860
	170
	43
	41

	71
	1100000
	1119900
	171
	43
	75

	72
	110000
	141360
	172
	23
	20

	73
	240000
	77010
	173
	2400
	9804

	74
	240000
	40340
	174
	4600
	12033

	75
	240000
	38730
	175
	11000
	17329

	76
	1100000
	198630
	176
	11000
	19863

	77
	240000
	37840
	177
	11000
	24196

	78
	460000
	241960
	178
	460
	959

	79
	43
	84
	179
	46000
	5794

	80
	460000
	198630
	180
	4600
	5475

	81
	460000
	86640
	181
	4600
	2909

	82
	110000
	16640
	182
	2400
	3873

	83
	46000
	86640
	183
	46000
	17329

	84
	15000
	16890
	184
	1100
	1301

	85
	460000
	120330
	185
	11000
	1180

	86
	240000
	45690
	186
	1100
	106

	87
	1100000
	241960
	187
	4600
	9606

	88
	240000
	920800
	188
	240
	1077

	89
	460000
	1413600
	189
	43
	51

	90
	46000
	195100
	190
	11000
	24196

	91
	460000
	980400
	191
	43
	301

	92
	43
	75
	192
	43
	122

	93
	460000
	390000
	193
	9.1
	20

	94
	240000
	200000
	194
	6.2
	31

	95
	2300
	3300
	195
	240
	884

	96
	11000
	18000
	196
	3.6
	41

	97
	3600
	2600
	197
	4600
	7270

	98
	290
	260
	198
	23
	84

	99
	4600
	1800
	199
	46000
	16500

	100
	290
	310
	200
	46000
	46110

	
	
	
	201
	4600
	10390


表8  方法验证数据分析结果汇总

	验证单位
	样品数量（份）
	P值
	r值

	广西壮族自治区生态环境监测中心
	30
	0.097
	0.982

	广西壮族自治区分析测试研究中心
	30
	0.402
	0.957

	广西城市供水水质监测网防城港监测站
	32
	0.105
	0.917

	国家城市排水监测网南京监测站/南京水务集团有限公司排水水质监测中心
	33
	0.579
	0.986

	昆明市城市排水监测站
	43
	0.541
	0.929

	东莞市东江检测有限公司
	33
	0.079
	0.927


6家实验室分别对不同地域、处理工艺、类型的污泥样品进行两种方法间的对比实验，将多管发酵法与酶底物法检测污泥中粪大肠菌群的结果进行对数转换（lg），利用统计学分析软件（SPSS）对转换后的两组数据进行配对t检验（见表8），P值均大于0.05，说明在0.05的显著性水平上，多管发酵法与酶底物法两种检测方法的检测结果无差异；相关系数r值为0.917～0.986，说明多管发酵法与酶底物法具有相关性，多管发酵法与酶底物法在进行污泥中粪大肠菌群检测时具有等效性。将6家实验室201组比对结果汇总后的分析结果与上述结论保持一致，统计结果显示 P=0.265>0.05，相关系数 r=0.963（见表9、表10）。

表9  成对样本相关系数

	配对
	N
	相关系数
	显著性

	多管发酵法lg与酶底物法lg
	201
	0.963
	.000


表10  成对样本相关系数

	配对
	配对差值
	t
	自由度
	Sig.

（双侧）

	
	均值
	标准

差
	均值的

标准误
	差分的95％置信区间
	
	
	

	
	
	
	
	下限
	上限
	
	
	

	多管发酵法lg与酶底物法lg
	-.03184
	.40359
	.02847
	-.08797
	.02429
	-1.119
	200
	.265


对实际样品的检测结果进行线性回归分析（见表11、图5）：多管发酵法与酶底物法检测污泥中粪大肠菌群，标准化回归系数为0.918，相关系数 R=0.963，表明两组数据相关性较好，两种方法的检测结果具有可比性。t检验的P<0.05，表明两种方法呈正相关，在检测粪大肠菌群时没有显著差异性，具有等效性。此结果说明显色平板计数法的测定结果准确、可靠，可用于实际污泥样品中粪大肠菌群的检测。

表11  多管发酵法与酶底物法检测实际样品中的粪大肠菌群的结果线性回归分析
	模型
	未标准化系数
	标准化系数
	t
	显著性

	
	B
	标准误
	Beta
	
	

	（常量）
	.368
	.079
	
	4.680
	.000

	实际水样
	.918
	.018
	.963
	50.660
	.000
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图5  多管发酵法与酶底物法检测实际样品中的粪大肠菌群的结果线性回归分析

6.2.2 阴性样品的测定

广西区内三家验证单位分别采用多管发酵法和酶底物法检测10份无菌污泥（经121℃高压灭菌20min的污泥样品），共计30组对比，检测结果见表12。

表12  多管发酵法和酶底物法检测阴性样品中粪大肠菌群的结果

	序号
	样品类型
	检测结果（MPN/g)

	
	
	多管发酵法
	酶底物法

	1
	无菌污泥
	<3
	<10

	2
	无菌污泥
	<3
	<10

	3
	无菌污泥
	<3
	<10

	4
	无菌污泥
	<3
	<10

	5
	无菌污泥
	<3
	<10

	6
	无菌污泥
	<3
	<10

	7
	无菌污泥
	<3
	<10

	8
	无菌污泥
	<3
	<10

	9
	无菌污泥
	<3
	<10

	10
	无菌污泥
	<3
	<10

	11
	无菌污泥
	<3
	<10

	12
	无菌污泥
	<3
	<10

	13
	无菌污泥
	<3
	<10

	14
	无菌污泥
	<3
	<10

	15
	无菌污泥
	<3
	<10

	16
	无菌污泥
	<3
	<10

	17
	无菌污泥
	<3
	<10

	18
	无菌污泥
	<3
	<10

	19
	无菌污泥
	<3
	<10

	20
	无菌污泥
	<3
	<10

	21
	无菌污泥
	<3
	<10

	22
	无菌污泥
	<3
	<10

	23
	无菌污泥
	<3
	<10

	24
	无菌污泥
	<3
	<10

	25
	无菌污泥
	<3
	<10

	26
	无菌污泥
	<3
	<10

	27
	无菌污泥
	<3
	<10

	28
	无菌污泥
	<3
	<10

	29
	无菌污泥
	<3
	<10

	30
	无菌污泥
	<3
	<10


多管发酵法与酶底物法检测无菌污泥中粪大肠菌群的结果显示，两种检测方法对于阴性样品均未检出，结果具有一致性。此外，在比对试验中发现，酶底物法检测污泥样品时，在10-1稀释度（每100mL稀释待测样品中含10g污泥）、10-2稀释度（每100mL稀释待测样品中含1g污泥）时，待测样品受到污泥颗粒物的影响，样品背景颜色偏深，不利于培养后辨别黄色，判读阳性反应的结果，在10-3稀释度（每100mL稀释待测样品中含0.1g污泥）时，可以准确判读。因此，酶底物法检测污泥样品的方法以1000倍为样品最小稀释倍数，确定方法的检出限为10MPN/g。

6.2.3 排他性试验

广西区内三家实验室选择粪链球菌（CICC21603）和铜绿假单胞菌（CICC 21636）两种菌株，分别制备菌悬液，加入到无菌污泥稀释液中，随后采用酶底物法（参照《污泥中粪大肠菌群的测定 酶底物法》草案）检测粪大肠菌群浓度，测定结果均为阴性。

结果显示，排他性试验结果均为阴性。考虑本标准与HJ 1001《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》等国内现行有效的相关标准文件的统一及衔接，结合实验室条件和基于生物安全考虑，最终选择大肠埃希氏菌（耐热型）、克雷伯氏菌属（Klebsiella trevisan）（耐热型）为阳性菌，选择粪链球菌（Streptococcus faecalis）、假单胞菌属为阴性菌。
7 方法验证

7.1 方法验证方案

7.1.1 参与方法验证的实验室、验证人员的基本情况

有3家单位6个验证小组参加了方法验证工作，具体参加人员名单如表13：

表13  参加验证的人员情况登记表

	姓名
	性别
	年龄
	职务或职称
	所学专业
	参加分析工作年份
	验证单位

	何东明
	女
	38
	高级工程师
	环境工程
	16
	广西壮族自治区生态环境监测中心

	刘小萍
	女
	35
	工程师
	化学工艺
	10
	广西壮族自治区生态环境监测中心

	李世龙
	男
	36
	工程师
	环境工程
	14
	广西壮族自治区生态环境监测中心

	卢安根
	男
	48
	正高级工程师
	微生物学
	22
	广西壮族自治区分析测试研究中心

	潘尚丽
	女
	33
	工程师
	微生物学
	7
	广西壮族自治区分析测试研究中心

	蒙金燕
	女
	38
	工程师
	化学工程与工艺
	14
	广西城市供水水质监测网防城港监测站

	禤晓艳
	女
	34
	助理工程师
	生物工程
	10
	广西城市供水水质监测网防城港监测站

	王莉莉
	女
	44
	高级工程师
	食品科学与工程
	23
	广西城市供水水质监测网防城港监测站

	冯金荣
	女
	30
	工程师
	分析化学
	2
	广西城市供水水质监测网防城港监测站


组织3家有资质的实验室进行6组试验验证。根据影响方法的精密度和准确度的主要因素和数理统计学的要求，编制方法验证报告，验证数据主要包括精密度、正确度等。

7.1.2 方法验证方案

7.1.2.1 精密度的验证

3家验证单位共进行6组验证试验，充分考虑标准的适用范围、国标限值和最低检出限，采用高、中、低三个不同浓度粪大肠菌群的实际样品和有证标准物质配制的样品进行6次重复测定。若实际样品没有合适浓度，可通过使用有证标准物质人为染菌方式获得。
（1）实际样品（人为染菌样品）：低浓度：10～102MPN/g、中浓度103～104MPN/g、高浓度105～106 MPN/g。

（2）有证标准物质配制的样品：有证定量标准质控样加入无菌污泥稀释液（10-3稀释度）中，配制浓度在102～3 MPN/g。

计算实际样品和有证标准物质配制的样品结果的平均值、标准偏差、相对标准偏差，分析实验室内和实验室间相对标准偏差、重复性限、再现性限、95％置信区间。

7.1.2.2 正确度的验证

3家验证单位共进行6组验证试验，低浓度（10～102MPN/g）、中浓度（103～104MPN/g）和高浓度（105～106 MPN/g）三个不同浓度粪大肠菌群的实际样品及有证标准物质配制的样品（浓度102～3MPN/g）进行6次重复测定，计算样品结果平均值、相对误差，通过计算实验室内相对误差、相对误差最终值等以验证酶底物法的正确度。

7.2 方法验证过程及结论

7.2.1  方法验证过程

（1）通过筛选确定有资质的方法验证单位。按照方法验证方案准备实验用品，与验证单位确定验证时间。在方法验证前，确保参加验证的操作人员应熟悉和掌握方法原理、操作步骤及流程。方法验证过程中所用的试剂和材料、仪器和设备及分析步骤应符合方法相关要求。

（2）《方法验证报告》见附件一。

7.2.1  方法验证结论

（1）检出限：10 MPN/g

（2）以本方法确定的目标物的测定下限与检出限一致。

（3）本课题组在进行方法验证报告数据统计时，所有数据全部采用，未进行取舍。

（4）方法精密度和准确度统计结果能满足方法特性指标要求。
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附件一 方法验证报告

方法验证报告

方法名称：《污泥中粪大肠菌群的测定 酶底物法》        
项目主编单位： 广西北投环保水务集团有限公司、广西壮族自治区生态环境监测中心、广西壮族自治区分析测试研究中心、广西标准化协会                
验证单位：广西壮族自治区生态环境监测中心、广西壮族自治区分析测试研究中心、广西城市供水水质监测网防城港监测站                     

项目负责人及职称：王莉莉、高级工程师                                 

通讯地址： 广西南宁市青秀区民族大道153号       电话： 0771-2531269  
报告编写人及职称： 王莉莉  高级工程师                                
报告日期：   2023年4月28日                                         
1 原始测试数据

本方法的3家验证实验室依次为：广西壮族自治区生态环境监测中心、广西壮族自治区分析测试研究中心、广西城市供水水质监测网防城港监测站。对《污泥中粪大肠菌群的测定 酶底物法》进行方法验证的结果进行汇总及统计分析，其结果如下：

1.1  实验室基本情况
验标人员、仪器设备及试剂材料的情况见表1-1、1-2、1-3。

表1-1  参加验证的人员情况登记表

	姓名
	性别
	年龄
	职务或职称
	所学专业
	参加分析工作年份
	验证单位

	何东明
	女
	38
	高级工程师
	环境工程
	16
	广西壮族自治区生态环境监测中心

	刘小萍
	女
	35
	工程师
	化学工艺
	10
	广西壮族自治区生态环境监测中心

	李世龙
	男
	36
	工程师
	环境工程
	14
	广西壮族自治区生态环境监测中心

	卢安根
	男
	48
	正高级工程师
	微生物学
	22
	广西壮族自治区分析测试研究中心

	潘尚丽
	女
	33
	工程师
	微生物学
	7
	广西壮族自治区分析测试研究中心

	蒙金燕
	女
	38
	工程师
	化学工程与工艺
	14
	广西城市供水水质监测网防城港监测站

	禤晓艳
	女
	34
	助理工程师
	生物工程
	10
	广西城市供水水质监测网防城港监测站

	王莉莉
	女
	44
	高级工程师
	食品科学与工程
	23
	广西城市供水水质监测网防城港监测站

	冯金荣
	女
	30
	工程师
	分析化学
	2
	广西城市供水水质监测网防城港监测站


表1-2  参加验证单位仪器情况登记表

	仪器名称
	规格型号
	仪器出厂编号
	性能状况
	验证单位

	高压蒸汽灭菌器
	LDZX-75L-I
	90G221152
	正常
	广西壮族自治区生态环境监测中心

	低温恒温培养箱
	MIR-254-PC
	17070353
	正常
	广西壮族自治区生态环境监测中心

	隔水式培养箱
	GHP-9160
	130815934
	正常
	广西壮族自治区生态环境监测中心

	生物显微镜
	CX41RF
	1L62455
	正常
	广西壮族自治区生态环境监测中心

	国产程控定量封口机
	2009D
	090209
	正常
	广西壮族自治区生态环境监测中心

	立式压力蒸汽灭菌器
	LS-B50L
	HX05L-167
	正常
	广西壮族自治区分析测试研究中心

	电热恒温培养箱
	HH-B11.420
	1098
	正常
	广西壮族自治区分析测试研究中心

	电热恒温培养箱
	HH-B11.500BS
	10901013
	正常
	广西壮族自治区分析测试研究中心

	显微镜
	BX51TRF
	9G19571
	正常
	广西壮族自治区分析测试研究中心

	国产程控定量封口机
	2009D
	090071
	正常
	广西壮族自治区分析测试研究中心

	手提式压力蒸汽灭菌器
	DSX-30L-I
	33GB200623
	正常
	广西城市供水水质监测网防城港监测站

	电热恒温培养箱
	DHP-9082B
	AA220419919
	正常
	广西城市供水水质监测网防城港监测站

	电热恒温培养箱
	303-2
	5036
	正常
	广西城市供水水质监测网防城港监测站

	生物显微镜
	JZ-B102
	/
	正常
	广西城市供水水质监测网防城港监测站

	程控式定量封口机
	SealerPlus
	QTO13174603086
	正常
	广西城市供水水质监测网防城港监测站


表1-3  参加验证单位试剂及溶剂情况登记表

	名称
	生产厂家、规格
	批号
	验证单位

	乳糖胆盐培养基
	三河市陆桥质检科技有限公司
250g/瓶
	220519
	广西壮族自治区生态环境监测中心

	伊红美蓝琼脂（EMB）
	三河市陆桥质检科技有限公司
250g/瓶
	221109
	广西壮族自治区生态环境监测中心

	乳糖蛋白胨培养液
	三河市陆桥质检科技有限公司
250g/瓶
	220706
	广西壮族自治区生态环境监测中心

	革兰氏染色液试剂盒
	北京陆桥技术股份有限公司

10mL×4瓶/盒
	230117
	广西壮族自治区生态环境监测中心

	科立得试剂
	美国IDEXX公司

200个试剂/盒
	CU624B、

EU476
	广西壮族自治区生态环境监测中心

	乳糖胆盐发酵培养基
	北京陆桥技术股份有限公司

250g/瓶
	220308
	广西壮族自治区分析测试研究中心

	伊红美蓝琼脂（EMB）
	北京陆桥技术股份有限公司250g/瓶
	230221
	广西壮族自治区分析测试研究中心

	乳糖蛋白胨培养液
	北京陆桥技术股份有限公司250g/瓶
	220706
	广西壮族自治区分析测试研究中心

	革兰氏染色液试剂盒
	北京陆桥技术股份有限公司

10mL×4瓶/盒
	230117
	广西壮族自治区分析测试研究中心

	科立得试剂
	美国IDEXX公司

200个试剂/盒
	JU320
	广西壮族自治区分析测试研究中心

	乳糖胆盐培养基
	北京陆桥技术服务有限公司  250g/瓶
250g/瓶
	2206206
	广西城市供水水质监测网防城港监测站

	伊红美蓝琼脂（EMB）
	北京陆桥技术服务有限公司  250g/瓶
	2108035
	广西城市供水水质监测网防城港监测站

	乳糖蛋白胨培养液
	北京陆桥技术服务有限公司  250g/瓶
	2207065
	广西城市供水水质监测网防城港监测站

	革兰氏染色液试剂盒
	北京陆桥技术服务有限公司 10mL×4瓶/盒
	221219
	广西城市供水水质监测网防城港监测站

	科立得试剂
	美国DEXX公司

200个试剂/盒
	JU320
	广西城市供水水质监测网防城港监测站


1.2  方法精密度测试数据

表1-4为3家实验室6个实验组以相同批次实际样品和有证标准物质（混合菌种，溯源性：CICC24176、CICC23008、CICC10384)配制的样品（粪大肠菌群参考值3600 MPN/g）作为方法精密度试验样品，采用酶底物法（参照《污泥中粪大肠菌群的测定 酶底物法》草案）检测其粪大肠菌群浓度的原始测试数据。

表1-4  精密度测试数据

	实验

组号
	浓度(MPN/g)
	测定值(MPN/g)
	平均值
	标准

偏差
	相对标准偏差(％)

	
	
	第一次
	第二次
	第三次
	第四次
	第五次
	第六次
	
	
	

	1
	低浓度10～102
	41
	72
	84
	41
	74
	52
	1.8
	0.14
	7.7

	
	中浓度103～104
	1989
	2209
	2141
	1823
	2224
	2613
	3.3
	0.05
	1.6

	
	高浓度105～106
	124600
	84200
	129600
	51200
	84500
	71200
	4.9
	0.15
	3.1

	
	参考值：3600
	2481
	3076
	3448
	3873
	3448
	3255
	3.5
	0.07
	1.9

	2
	低浓度10～102
	86
	84
	74
	84
	20
	63
	1.8
	0.25
	13.7

	
	中浓度103～104
	1314
	2909
	2987
	2909
	3044
	3169
	3.4
	0.15
	4.3

	
	高浓度105～106
	123400
	129100
	118700
	95900
	117800
	86200
	5.0
	0.07
	1.4

	
	参考值：3600
	4884
	2014
	3784
	2909
	2014
	2481
	3.5
	0.15
	4.5

	3
	低浓度10～102
	41
	60
	73
	30
	71
	41
	1.7
	0.16
	9.1

	
	中浓度103～104
	1658
	985
	744
	1450
	2753
	2187
	3.2
	0.21
	6.7

	
	高浓度105～106
	478600
	313000
	422500
	222400
	372500
	686700
	5.6
	0.17
	3.0

	
	参考值：3600
	2495
	2755
	2142
	3130
	3654
	3448
	3.5
	0.09
	2.5

	4
	低浓度10～102
	52
	52
	62
	41
	116
	60
	1.8
	0.15
	8.6

	
	中浓度103～104
	1918
	836
	2613
	1086
	1162
	1835
	3.2
	0.19
	5.9

	
	高浓度105～106
	191800
	280900
	168600
	173000
	472100
	410600
	5.4
	0.20
	3.6

	
	参考值：3600
	3076
	3448
	3076
	2909
	3609
	2909
	3.5
	0.04
	1.1

	5
	低浓度10～102
	52
	84
	74
	75
	86
	63
	1.9
	0.08
	4.5

	
	中浓度103～104
	2595
	2755
	2667
	2400
	3123
	3433
	3.4
	0.06
	1.6

	
	高浓度105～106
	177500
	158500
	144500
	95800
	80800
	91400
	5.1
	0.14
	2.8

	
	参考值：3600
	4884
	3282
	3076
	3654
	3448
	5493
	3.6
	0.10
	2.8

	6
	低浓度10～102
	109
	52
	63
	85
	63
	86
	1.9
	0.12
	6.3

	
	中浓度103～104
	1785
	2143
	3255
	1951
	1670
	2035
	3.3
	0.10
	3.1

	
	高浓度105～106
	107100
	93500
	123400
	186500
	75200
	199300
	5.1
	0.17
	3.3

	
	参考值：3600
	3076
	4884
	3654
	4352
	4884
	5012
	3.6
	0.09
	2.4


注：平均值、标准偏差、相对标准偏差为原始数据以10为底，对数转化后计算所得。
1.3 方法正确度测试数据

表1-5为3家实验室6个实验组以有证标准物质（混合菌种，溯源性：CICC24176、CICC23008、CICC10384)配制的样品（粪大肠菌群参考值3600 MPN/g）作为方法正确度试验样品，采用酶底物法（参照《污泥中粪大肠菌群的测定 酶底物法》草案）检测其粪大肠菌群浓度的原始测试数据。

表1-5  正确度测试数据

	实验组号
	测定值(MPN/g)
	平均值
	配制样品
	相对

误差(％)

	
	第一次
	第二次
	第三次
	第四次
	第五次
	第六次
	
	参考值(MPN/g)
	对数值
	

	1
	2481
	3076
	3448
	3873
	3448
	3255
	3.51
	3600
	3.56
	1.3

	2
	4884
	2014
	3784
	2909
	2014
	2481
	3.46
	
	
	2.8

	3
	2495
	2755
	2142
	3130
	3654
	3448
	3.46
	
	
	2.7

	4
	3076
	3448
	3076
	2909
	3609
	2909
	3.50
	
	
	1.6

	5
	4884
	3282
	3076
	3654
	3448
	5493
	3.59
	
	
	0.91

	6
	3076
	4884
	3654
	4352
	4884
	5012
	3.63
	
	
	2.0


注：平均值、配制样品对数值、相对误差为原始数据以10为底，对数转化后计算所得。
2 方法验证数据汇总

2.1 精密度数据汇总
对3家实验室6个实验组方法验证结果精密度的统计分析。其结果如表2-1。

表2-1  精密度测试数据汇总表
	实验组号
	低浓度
	中浓度
	高浓度
	有证标准物质
配制的样品

	
	平均值
	标准偏差
	相对标准偏差（％）
	平均值
	标准偏差
	相对标准偏差（％）
	平均值
	标准偏差
	相对标准偏差（％）
	平均值
	标准偏差
	相对标准偏差（％）

	1
	1.8
	0.14
	7.7
	3.3
	0.05
	1.6
	4.9
	0.15
	3.1
	3.5
	0.07
	1.9

	2
	1.8
	0.25
	13.7
	3.4
	0.15
	4.3
	5.0
	0.07
	1.4
	3.5
	0.15
	4.5

	3
	1.7
	0.16
	9.1
	3.2
	0.21
	6.7
	5.6
	0.17
	3.0
	3.5
	0.09
	2.5

	4
	1.8
	0.15
	8.6
	3.2
	0.19
	5.9
	5.4
	0.20
	3.6
	3.5
	0.04
	1.1

	5
	1.9
	0.08
	4.5
	3.4
	0.06
	1.6
	5.1
	0.14
	2.8
	3.6
	0.10
	2.8

	6
	1.9
	0.12
	6.3
	3.3
	0.10
	3.1
	5.1
	0.17
	3.3
	3.6
	0.09
	2.4

	总平均值
	1.8
	3.3
	5.2
	3.5

	实验室内相对
标准偏差范围（％）
	4.5～13.7
	1.6～6.7
	1.4～3.6
	1.1～4.5

	实验室间

标准偏差
	0.16
	0.17
	0.27
	0.11

	实验室间

相对标准偏差（％）
	8.7
	5.2
	5.3
	3.1

	重复性限r
	0.44
	0.39
	0.43
	0.27

	再现性限R
	0.44
	0.49
	0.81
	0.31


注：表中各项数据均为原始数据以10为底，对数转化后计算所得。
表2-2  实验室间95％置信区间表

	低浓度（MPN/g）
	中浓度（MPN/g）
	高浓度（MPN/g）
	有证标准物质
配制的样品（MPN/g）

	均值
	95％置信区间
	均值
	95％置信区间
	均值
	95％置信区间
	均值
	95％置信区间

	66
	59～73
	2.2×103
	1.9×103～2.4×103
	1.9×105
	1.4×105～2.4×105
	3.4×103
	3.1×103～3.7×103


结论：3家实验室6个实验组分别对低浓度（浓度均值为66 MPN/g）、中浓度（浓度均值为2.2×103 MPN/g）和高浓度（浓度均值为1.9×105 MPN/g）三个不同浓度细菌总数的样品及有证标准物质配制的样品（参考值3600 MPN/g）进行了6次重复测定：实验室内相对标准偏差范围分别为4.5％～13.7％、1.6％～6.7％、1.4％～3.6％和1.1％～4.5％；实验室间相对标准偏差分别为8.7％、5.2％、5.3％、3.1％；重复性限为0.44、0.39、0.43和0.27；再现性限为0.44、0.49、0.81和0.31；实验室间95％置信区间见表2-2。

2.2 方法正确度数据汇总

对3家实验室6个实验组的准确度方法验证结果进行统计分析，其结果如表2-3。

表2-3  有证标准物质配制的样品测试数据汇总表
	实验组号
	有证标准物质配制的样品
	相对误差（％）

	
	测定值平均值
	参考值（MPN/g)
	参考值对数
	

	1
	3.51
	3600
	3.56
	1.3

	2
	3.46
	
	
	2.8

	3
	3.46
	
	
	2.7

	4
	3.50
	
	
	1.6

	5
	3.59
	
	
	0.91

	6
	3.63
	
	
	2.0

	实验室内相对误差范围（％）
	0.91～2.8

	相对误差均值（％）
	1.9

	相对误差的标准偏差
	0.76

	相对误差最终值（％）
	1.9±1.5


注：表中各项数据均为原始数据以10为底，对数转化后计算所得。
结论：3家实验室6个实验组对有证标准物质配制的样品（参考值3600 MPN/g）进行了6次重复测定：实验室内的相对误差范围为0.91％～2.8％；相对误差最终值为1.9％±1.5％。
3 方法验证结论

按HJ 168-2020《环境监测分析方法标准制订技术导则》的方法和要求，制定本方法验标技术方案，采用《污泥中粪大肠菌群的测定 酶底物法》草案开展验证工作。方法的精密度、准确度是评价方法水平的主要技术指标，经方法验证，结果如下：

（1）3家实验室6个实验组参与了方法验证工作，本课题组在进行方法验证报告数据统计时，所有数据全部采用，未进行取舍。

（2） 方法精密度：3家实验室6个实验组分别对低、中、高三个浓度的实际样品及有证标准物质配制的样品进行了6次重复测定：实验室内相对标准偏差范围分别为4.5％～13.7％、1.6％～6.7％、1.4％～3.6％和1.1％～4.5％；实验室间相对标准偏差分别为8.7％、5.2％、5.3％、3.1％；重复性限为0.44、0.39、0.43和0.27；再现性限为0.44、0.49、0.81和0.31。

（3） 方法正确度：3家实验室6个实验组分别对有证标准物质配制的样品进行了6次重复测定：实验室内的相对误差范围为0.91％～2.8％；相对误差最终值为1.9％±1.5％。
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