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国家环境保护总局

公　　　告

２００５年　第３５号

为贯彻 《中华人民共和国环境保护法》，加强对医疗机构污水、污水处理站废气、污泥排放的控

制和管理，预防和控制传染病的发生和流行，保障人体健康，加强环境管理，现批准 《医疗机构水

污染物排放标准》为国家污染物排放标准，并由我局和国家质量监督检验检疫总局联合发布。

标准编号、名称如下：

ＧＢ１８４６６—２００５　医疗机构水污染物排放标准
本标准自实施之日起，代替 《污水综合排放标准》（ＧＢ８９７８—１９９６）中有关医疗机构水污染物

排放标准部分，并取代 《医疗机构污水排放要求》（ＧＢ１８４６６—２００１）。
上述标准为强制性标准，由中国环境科学出版社出版，自２００６年１月１日起实施。
标准信息可在国家环境保护总局网站（ｗｗｗ．ｓｅｐａ．ｇｏｖ．ｃｎ）和中国环境标准网站（ｗｗｗ．ｅｓ．ｏｒｇ．ｃｎ）

上查询。

特此公告。

２００５年７月２７日
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前　　　言

为贯彻 《中华人民共和国环境保护法》、《中华人民共和国水污染防治法》、《中华人民共和国海

洋环境保护法》、《中华人民共和国大气污染防治法》、《中华人民共和国传染病防治法》，加强对医

疗机构污水、污水处理站废气、污泥排放的控制和管理，预防和控制传染病的发生和流行，保障人

体健康，维护良好的生态环境，制定本标准。

本标准规定了医疗机构污水及污水处理站产生的废气和污泥的污染物控制项目及其排放限值、

处理工艺与消毒要求、取样与监测和标准的实施与监督等。

本标准自实施之日起，代替ＧＢ８９７８—１９９６《污水综合排放标准》中有关医疗机构水污染物排
放标准部分，并取代ＧＢ１８４６６—２００１《医疗机构污水排放要求》。新、扩、改医疗机构自本标准实
施之日起按本标准实施管理，现有医疗机构在２００７年１２月３１日前达到本标准要求。

本标准的附录Ａ、附录Ｂ、附录Ｃ、附录Ｄ、附录Ｅ和附录Ｆ为规范性附录。
本标准为首次发布。

本标准由国家环境保护总局科技标准司提出并归口。

本标准委托北京市环境保护科学研究院和中国疾病预防控制中心起草。

本标准由国家环境保护总局２００５年７月２７日批准。
本标准２００６年１月１日起实施。
本标准由国家环境保护总局负责解释。
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医疗机构水污染物排放标准

１　范围

本标准规定了医疗机构污水、污水处理站产生的废气、污泥的污染物控制项目及其排放和控制

限值、处理工艺和消毒要求、取样与监测和标准的实施与监督。

本标准适用于医疗机构污水、污水处理站产生污泥及废气排放的控制，医疗机构建设项目的环

境影响评价、环境保护设施设计、竣工验收及验收后的排放管理。当医疗机构的办公区、非医疗生

活区等污水与病区污水合流收集时，其综合污水排放均执行本标准。建有分流污水收集系统的医疗

机构，其非病区生活区污水排放执行ＧＢ８９７８的相关规定。

２　规范性引用文件

下列标准和本标准表５、表６所列分析方法标准及规范所含条文在本标准中被引用即构成为本标
准的条文，与本标准同效。当上述标准和规范被修订时，应使用其最新版本。

ＧＢ８９７８　污水综合排放标准
ＧＢ３８３８　地表水环境质量标准
ＧＢ３０９７　海水水质标准
ＧＢ１６２９７　大气污染物综合排放标准
ＨＪ／Ｔ５５　大气污染物无组织排放监测技术导则
ＨＪ／Ｔ９１　地表水和污水检测技术规范

３　术语和定义

本标准采用下列定义。

３１　医疗机构　ｍｅｄｉｃａｌｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ
指从事疾病诊断、治疗活动的医院、卫生院、疗养院、门诊部、诊所、卫生急救站等。

３２　医疗机构污水　ｍｅｄｉｃａｌｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎｗａｓｔｅｗａｔｅｒ
指医疗机构门诊、病房、手术室、各类检验室、病理解剖室、放射室、洗衣房、太平间等处

排出的诊疗、生活及粪便污水。当医疗机构其他污水与上述污水混合排出时一律视为医疗机构污

水。

３３　污泥　ｓｌｕｄｇｅ
指医疗机构污水处理过程中产生的栅渣、沉淀污泥和化粪池污泥。

３４　废气　ｗａｓｔｅｇａｓ
指医疗机构污水处理过程中产生的有害气体。

４　技术内容

４１　污水排放要求
４１１　传染病和结核病医疗机构污水排放一律执行表１的规定。
４１２　县级及县级以上或２０张床位及以上的综合医疗机构和其他医疗机构污水排放执行表２的规
定。直接或间接排入地表水体和海域的污水执行排放标准，排入终端已建有正常运行城镇二级污水

处理厂的下水道的污水，执行预处理标准。

１
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表１　传染病、结核病医疗机构水污染物排放限值 （日均值）

序号 控　制　项　目 标　准　值

１ 粪大肠菌群数／（ＭＰＮ／Ｌ） １００

２ 肠道致病菌 不得检出

３ 肠道病毒 不得检出

４ 结核杆菌 不得检出

５ ｐＨ ６～９

６
化学需氧量 （ＣＯＤ）
　　浓度／（ｍｇ／Ｌ）
　　最高允许排放负荷／［ｇ／（床位·ｄ）］

６０
６０

７
生化需氧量 （ＢＯＤ）
　　浓度／（ｍｇ／Ｌ）
　　最高允许排放负荷／［ｇ／（床位·ｄ）］

２０
２０

８
悬浮物 （ＳＳ）
　　浓度／（ｍｇ／Ｌ）
　　最高允许排放负荷 ［ｇ／（床位·ｄ）］

２０
２０

９ 氨氮／（ｍｇ／Ｌ） １５

１０ 动植物油／（ｍｇ／Ｌ） ５

１１ 石油类／（ｍｇ／Ｌ） ５

１２ 阴离子表面活性剂／（ｍｇ／Ｌ） ５

１３ 色度／（稀释倍数） ３０

１４ 挥发酚／（ｍｇ／Ｌ） ０５

１５ 总氰化物／（ｍｇ／Ｌ） ０５

１６ 总汞／（ｍｇ／Ｌ） ００５

１７ 总镉／（ｍｇ／Ｌ） ０１

１８ 总铬／（ｍｇ／Ｌ） １５

１９ 六价铬／（ｍｇ／Ｌ） ０５

２０ 总砷／（ｍｇ／Ｌ） ０５

２１ 总铅／（ｍｇ／Ｌ） １０

２２ 总银／（ｍｇ／Ｌ） ０５

２３ 总α／（Ｂｑ／Ｌ） １

２４ 总β／（Ｂｑ／Ｌ） １０

２５
总余氯１），２）／（ｍｇ／Ｌ）
（直接排入水体的要求）

０５

注：１）采用含氯消毒剂消毒的工艺控制要求为：消毒接触池的接触时间≥１５ｈ，接触池出口总余氯６５～１０ｍｇ／Ｌ。
２）采用其他消毒剂对总余氯不做要求。

２
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表２　综合医疗机构和其他医疗机构水污染物排放限值 （日均值）

序号 控　制　项　目 排放标准 预处理标准

１ 粪大肠菌群数／（ＭＰＮ／Ｌ） ５００ ５０００

２ 肠道致病菌 不得检出 —

３ 肠道病毒 不得检出 —

４ ｐＨ ６～９ ６～９

５
化学需氧量 （ＣＯＤ）
　　浓度／（ｍｇ／Ｌ）
　　最高允许排放负荷／［ｇ／（床位·ｄ）］

６０
６０

２５０
２５０

６
生化需氧量 （ＢＯＤ）
　　浓度／（ｍｇ／Ｌ）
　　最高允许排放负荷／［ｇ／（床位·ｄ）］

２０
２０

１００
１００

７
悬浮物 （ＳＳ）
　　浓度／（ｍｇ／Ｌ）
　　最高允许排放负荷／［ｇ／（床位·ｄ）］

２０
２０

６０
６０

８ 氨氮／（ｍｇ／Ｌ） １５ —

９ 动植物油／（ｍｇ／Ｌ） ５ ２０

１０ 石油类／（ｍｇ／Ｌ） ５ ２０

１１ 阴离子表面活性剂／（ｍｇ／Ｌ） ５ １０

１２ 色度／（稀释倍数） ３０ —

１３ 挥发酚／（ｍｇ／Ｌ） ０５ １０

１４ 总氰化物／（ｍｇ／Ｌ） ０５ ０５

１５ 总汞／（ｍｇ／Ｌ） ００５ ００５

１６ 总镉／（ｍｇ／Ｌ） ０１ ０１

１７ 总铬／（ｍｇ／Ｌ） １５ １５

１８ 六价铬／（ｍｇ／Ｌ） ０５ ０５

１９ 总砷／（ｍｇ／Ｌ） ０５ ０５

２０ 总铅／（ｍｇ／Ｌ） １０ １０

２１ 总银／（ｍｇ／Ｌ） ０５ ０５

２２ 总α／（Ｂｑ／Ｌ） １ １

２３ 总β／（Ｂｑ／Ｌ） １０ １０

２４ 总余氯１），２）／（ｍｇ／Ｌ） ０５ —

注：１）采用含氯消毒剂消毒的工艺控制要求为：
排放标准：消毒接触池接触时间≥１ｈ，接触池出口总余氯３～１０ｍｇ／Ｌ。
预处理标准：消毒接触池接触时间≥１ｈ，接触池出口总余氯２～８ｍｇ／Ｌ。

２）采用其他消毒剂对总余氯不做要求。

４１３　县级以下或２０张床位以下的综合医疗机构和其他所有医疗机构污水经消毒处理后方可排放。
４１４　禁止向ＧＢ３８３８Ⅰ、Ⅱ类水域和Ⅲ类水域的饮用水保护区和游泳区，ＧＢ３０９７一、二类海域
直接排放医疗机构污水。

３
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４１５　带传染病房的综合医疗机构，应将传染病房污水与非传染病房污水分开。传染病房的污水、
粪便经过消毒后方可与其他污水合并处理。

４１６　采用含氯消毒剂进行消毒的医疗机构污水，若直接排入地表水体和海域，应进行脱氯处理，
使总余氯小于０５ｍｇ／Ｌ。
４２　废气排放要求
４２１　污水处理站排出的废气应进行除臭除味处理，保证污水处理站周边空气中污染物达到表３要
求。

表３　污水处理站周边大气污染物最高允许浓度

序号 控　制　项　目 标　准　值

１ 氨／（ｍｇ／ｍ３） １０

２ 硫化氢／（ｍｇ／ｍ３） ００３

３ 臭气浓度 （无量纲） １０

４ 氯气／（ｍｇ／ｍ３） ０１

５ 甲烷 （指处理站内最高体积百分数／％） １

４２２　传染病和结核病医疗机构应对污水处理站排出的废气进行消毒处理。
４３　污泥控制与处置
４３１　栅渣、化粪池和污水处理站污泥属危险废物，应按危险废物进行处理和处置。
４３２　污泥清掏前应进行监测，达到表４要求。

表４　医疗机构污泥控制标准

医疗机构类别
粪大肠菌群数／
（ＭＰＮ／ｇ）

肠道致病菌 肠道病毒 结核杆菌
蛔虫卵死亡率／

％

传染病医疗机构 ≤１００ 不得检出 不得检出 — ＞９５

结核病医疗机构 ≤１００ — — 不得检出 ＞９５

综合医疗机构和其他医疗机构 ≤１００ — — — ＞９５

５　处理工艺与消毒要求

５１　医疗机构病区和非病区的污水，传染病区和非传染病区的污水应分流，不得将固体传染性废
物、各种化学废液弃置和倾倒排入下水道。

５２　传染病医疗机构和综合医疗机构的传染病房应设专用化粪池，收集经消毒处理后的粪便排泄物
等传染性废物。

５３　化粪池应按最高日排水量设计，停留时间为２４～３６ｈ。清掏周期为１８０～３６０ｄ。
５４　医疗机构的各种特殊排水应单独收集并进行处理后，再排入医院污水处理站。
５４１　低放射性废水应经衰变池处理。
５４２　洗相室废液应回收银，并对废液进行处理。
５４３　口腔科含汞废水应进行除汞处理。
５４４　检验室废水应根据使用化学品的性质单独收集，单独处理。
５４５　含油废水应设置隔油池处理。
５５　传染病医疗机构和结核病医疗机构污水处理宜采用二级处理 ＋消毒工艺或深度处理 ＋消毒工
艺。

５６　综合医疗机构污水排放执行排放标准时，宜采用二级处理 ＋消毒工艺或深度处理 ＋消毒工艺；

４
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执行预处理标准时宜采用一级处理或一级强化处理＋消毒工艺。
５７　消毒剂应根据技术经济分析选用，通常使用的有：二氧化氯、次氯酸钠、液氯、紫外线和臭氧
等。采用含氯消毒剂时按表１、表２要求设计。
５７１　采用紫外线消毒，污水悬浮物浓度应小于１０ｍｇ／Ｌ，照射剂量３０～４０ｍＪ／ｃｍ２，照射接触时
间应大于１０ｓ或由试验确定。
５７２　采用臭氧消毒，污水悬浮物浓度应小于２０ｍｇ／Ｌ，臭氧用量应大于１０ｍｇ／Ｌ，接触时间应大
于１２ｍｉｎ或由试验确定。

６　取样与监测

６１　污水取样与监测
６１１　应按规定设置科室处理设施排出口和单位污水外排口，并设置排放口标志。
６１２　表１第１６～２２项，表２第１５～２１项在科室处理设施排出口取样，总α、总β在衰变池出口
取样监测。其他污染物的采样点一律设在排污单位的外排口。

６１２　医疗机构污水外排口处应设污水计量装置，并宜设污水比例采样器和在线监测设备。
６１３　监测频率
６１３１　粪大肠菌群数每月监测不得少于１次。采用含氯消毒剂消毒时，接触池出口总余氯每日监
测不得少于２次 （采用间歇式消毒处理的，每次排放前监测）。

６１３２　肠道致病菌主要监测沙门氏菌、志贺氏菌。沙门氏菌的监测，每季度不少于１次；志贺氏
菌的监测，每年不少于２次。其他致病菌和肠道病毒按６１３３规定进行监测。结核病医疗机构根据
需要监测结核杆菌。

６１３３　收治了传染病病人的医院应加强对肠道致病菌和肠道病毒的监测。同时收治的感染上同一
种肠道致病菌或肠道病毒的甲类传染病病人数超过５人、或乙类传染病病人数超过１０人、或丙类传
染病病人数超过２０人时，应及时监测该种传染病病原体。
６１３４　理化指标监测频率：ｐＨ每日监测不少于２次，ＣＯＤ和ＳＳ每周监测１次，其他污染物每季
度监测不少于１次。
６１３５　采样频率：每４小时采样１次，一日至少采样３次，测定结果以日均值计。
６１４　监督性监测按ＨＪ／Ｔ９１执行。
６１５　监测分析方法按表５和附录执行。
６１６　污染物单位排放负荷计算见附录Ｆ。

表５　水污染物监测分析方法

序号 控制项目 测　定　方　法 测定下限／（ｍｇ／Ｌ） 方法来源

１ 粪大肠菌群数 多管发酵法 附录Ａ

２ 沙门氏菌 附录Ｂ

３ 志贺氏菌 附录Ｃ

４ 结核杆菌 附录Ｅ

５ 总余氯
Ｎ，Ｎ－二乙基－１，４－苯二胺分光光度法
Ｎ，Ｎ－二乙基－１，４－苯二胺滴定法

ＧＢ１１８９８
ＧＢ１１８９７

６ 化学需氧量 （ＣＯＤ） 重铬酸盐法 ３０ ＧＢ１１９１４

７ 生化需氧量 （ＢＯＤ） 稀释与接种法 ２ ＧＢ７４８８

８ 悬浮物 （ＳＳ） 重量法 ＧＢ１１９０１

９ 氨氮
蒸馏和滴定法

比色法

０２
００５

ＧＢ７４７８
ＧＢ７４７９

５
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续表

序号 控制项目 测　定　方　法 测定下限／（ｍｇ／Ｌ） 方法来源

１０ 动植物油 红外光度法 ０１ ＧＢ／Ｔ１６４８８

１１ 石油类 红外光度法 ０１ ＧＢ／Ｔ１６４８８

１２ 阴离子表面活性剂 亚甲蓝分光光度法 ００５ ＧＢ７４９４

１３ 色度 稀释倍数法 ＧＢ１１９０３

１４ ｐＨ值 玻璃电极法 ＧＢ６９２０

１５ 总汞
冷吸收分光光度法

双硫腙分光光度法

００００１
０００２

ＧＢ７４６８
ＧＢ７４６９

１６ 挥发酚 蒸馏后４－氨基安替比林分光光度法 ０００２ ＧＢ７４９０

硝酸银滴定法 ０２５ ＧＢ７４８６

１７ 总氰化物 异烟酸－吡唑啉酮比色法 ０００４ ＧＢ７４８６

吡啶－巴比妥酸比色法 ０００２ ＧＢ７４８６

１８ 总镉
原子吸收分光光度法 （螯合萃取法）

双硫腙分光光度法

０００１
０００１

ＧＢ７４７５
ＧＢ７４７１

１９ 总铬 高锰酸钾氧化－二苯碳酰二肼分光光度法 ０００４ ＧＢ７４６６

２０ 六价铬 二苯碳酰二肼分光光度法 ０００４ ＧＢ７４６７

２１ 总砷 二乙基二硫代氨基甲酸银分光光度法 ０００７ ＧＢ７４８５

２２ 总铅
原子吸收分光光度法 （螯合萃取法）

双硫腙分光光度法

００１
００１

ＧＢ７４７５
ＧＢ７４７０

２３ 总银
原子吸收分光光度法

镉试剂２Ｂ分光光度法
００３
００１

ＧＢ／Ｔ１５５５５２
ＧＢ１１９０８

２４ 总α 厚源法 ００５Ｂｑ／Ｌ ＥＪ／Ｔ１０７５

２５ 总β 蒸发法 ＥＪ／Ｔ９００

６２　大气取样与监测
６２１　污水处理站大气监测点的布置方法与采样方法按ＧＢ１６２９７中附录 Ｃ和 ＨＪ／Ｔ５５的有关规定
执行。

６２２　采样频率，每２小时采样一次，共采集４次，取其最大测定值。每季度监测一次。
６２３　监测分析方法按表６执行。

表６　大气污染物监测分析方法

序号 控　制　项　目 测　定　方　法 方法来源

１ 氨 次氯酸钠－水杨酸分光光度法 ＧＢ／Ｔ１４６７９

２ 硫化氢 气相色谱法 ＧＢ／Ｔ１４６７８

３ 臭气浓度 （无量纲） 三点比较式臭袋法 ＧＢ／Ｔ１４６７５

４ 氯气 甲基橙分光光度法 ＨＪ／Ｔ３０

５ 甲烷 气相色谱法 ＣＪ／Ｔ３０３７

６３　污泥取样与监测
６３１　取样方法，采用多点取样，样品应有代表性，样品重量不小于１ｋｇ。清掏前监测。

６
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６３２　监测分析方法见附录Ａ、附录Ｂ、附录Ｃ、附录Ｄ和附录Ｅ。

７　标准的实施与监督

７１　本标准由县级以上人民政府环境保护行政主管部门负责监督实施。
７２　省、自治区、直辖市人民政府对执行本标准不能达到本地区环境功能要求时，可以根据总量控
制要求和环境影响评价结果制定严于本标准的地方污染物排放标准。

７



ＧＢ １８４６６ ２００５

附　录　Ａ
（规范性附录）

医疗机构污水和污泥中粪大肠菌群的检验方法

Ａ１　仪器和设备

Ａ１１　高压蒸汽灭菌器。
Ａ１２　干燥灭菌箱。
Ａ１３　培养箱：３７℃。
Ａ１４　恒温水浴箱。
Ａ１５　电炉。
Ａ１６　天平。
Ａ１７　灭菌平皿。
Ａ１８　灭菌刻度吸管。
Ａ１９　酒精灯

Ａ２　培养基和试剂

Ａ２１　乳糖胆盐培养液
Ａ２１１　成分

蛋白胨　　　　　　　　　　　２０ｇ
猪胆盐 （或牛、羊胆盐） ５ｇ
乳糖 ５ｇ
０４％溴甲酚紫水溶液 ２５ｍｌ
蒸馏水 １０００ｍｌ

Ａ２１２　制法
将蛋白胨、猪胆盐及乳糖溶解于１０００ｍｌ蒸馏水中，调整 ｐＨ到７４，加入指示剂，充分混匀，

分装于内有倒管的试管中。１１５℃灭菌２０ｍｉｎ。贮存于冷暗处备用。
Ａ２２　三倍浓度乳糖胆盐培养液
Ａ２２１　成分

蛋白胨 ６０ｇ
猪胆盐 （或牛、羊胆盐） １５ｇ
乳糖 １５ｇ
０４％溴甲酚紫水溶液 ７５ｍｌ
蒸馏水 １０００ｍｌ

Ａ２２２　制法
制法同附录Ａ２１２。

Ａ２３　伊红亚甲基蓝培养基 （ＥＭＢ培养基）
Ａ２３１　成分

蛋白胨 １０ｇ
乳糖 １０ｇ
磷酸氢二钾 ２ｇ
琼脂 ２０ｇ

８
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２％伊红水溶液 ２０ｍｌ
０５％美蓝水溶液 １３ｍｌ
蒸馏水 １０００ｍｌ

Ａ２３２　制法
将琼脂加到９００ｍｌ蒸馏水中，加热溶解，然后加入磷酸氢二钾和蛋白胨，混匀使溶解，再加入

蒸馏水补足至１０００ｍｌ，调整ｐＨ至７２～７４。趁热用脱脂棉和砂布过滤，再加入乳糖，混匀，定量
分装于烧瓶内，１１５℃灭菌２０ｍｉｎ，作为储备培养基贮存于冷暗处备用。

临用时，加热融化储备培养基，待冷至６０℃左右，根据烧瓶内培养基的容量，加入一定量的已
灭菌的２％伊红水溶液和０５％美蓝水溶液，充分摇匀 （防止产生气泡），倾注平皿备用。

Ａ２４　乳糖蛋白胨培养液
Ａ２４１　成分

蛋白胨 １０ｇ
牛肉膏 ３ｇ
乳糖 ５ｇ
氯化钠 ５ｇ
１６％溴甲酚紫乙醇溶液 １ｍｌ
蒸馏水 １０００ｍｌ

Ａ２４２　制法
将蛋白胨、牛肉膏、乳糖及氯化钠加热溶解于１０００ｍｌ蒸馏水中，调整 ｐＨ到７２～７４，加入

１６％溴甲酚紫乙醇溶液１ｍｌ，充分混匀，分装于内有倒管的试管中。１１５℃灭菌２０ｍｉｎ。贮存于冷
暗处备用。

Ａ２５　革兰氏染色液
Ａ２５１　结晶紫染色液

结晶紫 １ｇ
９５％乙醇溶液 ２０ｍｌ
１％草酸铵水溶液 １０００ｍｌ
将结晶紫溶于乙醇中，然后与草酸铵水溶液混合。

Ａ２５２　革兰氏碘液
碘 １ｇ
碘化钾 ２ｇ
蒸馏水 ３００ｍｌ
将碘与碘化钾混合，加入蒸馏水少许，充分摇匀，待完全溶解，再加入蒸馏水至３００ｍｌ。

Ａ２５３　脱色液
９５％乙醇。

Ａ２５４　沙黄复染液
沙黄 １ｇ
９５％乙醇 ２ｇ
蒸馏水 ９０ｍｌ
将沙黄溶于９５％乙醇中，然后用蒸馏水稀释。

Ａ２６　染色法
染色的基本步骤为：１）涂片：在载玻片上滴加一滴生理盐水，用灭菌的接种环取菌落少许，与

生理盐水混匀，涂布成薄膜；２）干燥：在室温中使自然干燥；３）固定：将涂片迅速通过火焰２～３
次，以载玻片反面接触皮肤，热而不烫为度；４）染色：滴加结晶紫染色液，染色１ｍｉｎ，水洗；５）

９
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媒染：滴加革兰氏碘液，作用１ｍｉｎ，水洗；６）脱色：滴加９５％乙醇脱色，约３０ｓ，水洗；７）复
染：滴加复染液，复染１ｍｉｎ，水洗。

革兰氏阳性菌染色后呈紫色，革兰氏阴性菌染色后呈红色。

注：亦可用１∶１０稀释的石炭酸复红染色液做复染剂，复染时间为１０ｓ。

Ａ３　检验程序

检验程序见图Ａ１。
样品处理：确定样品接种量

发酵试验：

↓



将样品接种于乳糖胆盐培养液

４４℃、培养２４ｈ

平板分离：将产酸发酵管液接种于

↓



ＥＭＢ

３７℃、培养１８～２４ｈ

鉴定：挑取可疑菌落革兰氏染色、

↓


镜检

鉴定：

↓



挑取革兰氏阴性无芽孢杆菌接种于乳糖蛋白胨培养液

４４℃、培养２４ｈ

计数：根据产酸产气的阳性管数查ＭＰＮ
↓


表

↓


检验结果报告

图Ａ１　污水、污泥中粪大肠菌群检验程序

Ａ４　操作步骤

Ａ４１　样品准备
Ａ４１１　污水

污水样品应至少取２００ｍｌ，使用前应充分混匀。
根据预计的污水样品中粪大肠菌群数确定污水样品接种量。粪大肠菌群数量相对较少的接种量

一般为１０、１、０１ｍｌ。粪大肠菌群数较多时接种量为１、０１、００１ｍｌ或０１、００１、０００１ｍｌ等。
接种量少于１ｍｌ时，水样应制成稀释样品后供发酵试验使用。接种量为０１、００１ｍｌ时，取稀

释比分别为１∶１０、１∶１００。其他接种量的稀释比依此类推。
１∶１０稀释样品的制作方法为：吸取１ｍｌ水样，注入到盛有９ｍｌ灭菌水的试管中，混匀，制成

１∶１０稀释样品。因此，取１ｍｌ１∶１０稀释样品，等于取０１ｍｌ污水样品。其他稀释比的稀释样品
同法制作。

注１：若样品为经过氯消毒的污水，应在采样后立即用５％硫代硫酸钠溶液充分中和余氯。

Ａ４１２　污泥
污泥样品应至少取２００ｇ，使用前应充分混匀。
根据预计的污泥样品中粪大肠菌群数量确定污泥样品接种量。粪大肠菌群数量相对较少的污泥

样品接种量一般为０１、００１、０００１ｇ。粪大肠菌群数量较多时接种量为００１、０００１、００００１ｇ或
０００１、００００１、０００００１ｇ等。

污泥样品应制成稀释样品后供发酵试验使用。接种量０１、００１、０００１ｇ的稀释样品制作方法
如下：取２０ｇ污泥样品，加入到三角烧瓶中，加灭菌水使成２００ｍｌ，混匀，制成１∶１０稀释样品。
吸取１∶１０稀释样品１ｍｌ，注入到盛有９ｍｌ灭菌水的试管中，混匀，制成１∶１００稀释样品。按同法
制成１∶１０００稀释样品。接种１ｍｌ１∶１０、１∶１００、１∶１０００稀释样品等于接种０１、００１、０００１ｇ
污泥样品。

注１：若样品为经过氯消毒的污泥，应在采样后立即用５％硫代硫酸钠溶液充分中和余氯。

０１
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Ａ４２　发酵试验
将样品接种于装有乳糖胆盐培养液的试管 （内有小倒管）中，４４℃培养２４ｈ。样品接种体积以

及管内乳糖胆盐培养液的浓度与体积根据以下条件确定：

样品为污水时，取三个接种量，每个接种量的样品分别接种于５个试管内，共需１５个试管。试
管内乳糖胆盐培养液的浓度与体积应根据接种量确定。若接种量为１０ｍｌ，吸取１０ｍｌ样品接种于装
有５ｍｌ三倍浓度乳糖胆盐培养液的试管内；若接种量为１ｍｌ时，吸取１ｍｌ样品接种于装有１０ｍｌ普
通浓度乳糖胆盐培养液的试管内；若接种量少于１ｍｌ时，吸取１ｍｌ稀释样品接种于装有１０ｍｌ普通
浓度乳糖胆盐培养液的试管内。

样品为污泥时，取三个接种量，每个接种量的稀释样品分别接种于３个试管内，共需９个试管。
９个试管中，各装有１０ｍｌ乳糖胆盐培养液。各个试管接种稀释样品体积均为１ｍｌ。
Ａ４３　平板分离

大肠杆菌分解乳糖产酸时培养液变色、产气时小倒管内出现气泡。经２４ｈ培养后，将产酸的试
管内培养液分别划线接种于ＥＭＢ培养基上。置于３７℃培养箱中，培养１８～２４ｈ。
Ａ４４　鉴定

挑选可疑粪大肠菌群菌落，进行革兰氏染色和镜检。可疑菌落有：１）深紫黑色，具有金属光泽
的菌落；２）紫黑色，不带或略带金屑光泽的菌落；３）淡紫红色，中心色较深的菌落。

上述涂片镜检的菌落如为革兰氏阴性无芽孢杆菌，则挑取上述典型菌落１～３个接种于盛有５ｍｌ
乳糖蛋白胨培养液倒管和倒管的试管内，置于４４℃培养箱中培养２４ｈ。产酸产气试管为粪大肠菌群
阳性管。

Ａ５　计数

根据证实有粪大肠菌群存在的阳性管数，查表Ａ１或Ａ２可得１００ｍｌ污水或１ｇ污泥中粪大肠
菌群ＭＰＮ值。

由于表Ａ１和表Ａ２是按一定的三个１０倍浓度差接种量设计的 （污水接种量为１０、１和０１
ｍｌ，污泥接种量为０１、００１和０００１ｇ），当采用其他三个１０倍浓度差接种量时，需要修正表内
ＭＰＮ值，具体方法如下：

表内所列污水 （污泥）最大接种量增加１０倍时表内ＭＰＮ值相应降低１０倍；污水 （污泥）最大

接种量减少１０倍时表内ＭＰＮ值相应增加１０倍。如污水接种量改为１、０１和００１ｍｌ时，表Ａ１内
ＭＰＮ值相应增加１０倍。其他的三个１０倍浓度差接种量的ＭＰＮ值相应类推。

由于表Ａ１内ＭＰＮ值的单位为每１００ｍｌ污水样品中ＭＰＮ值，而污水以１Ｌ为报告单位，因此，
需将查表Ａ１得到的ＭＰＮ值乘上１０，换算成１Ｌ污水样品中的ＭＰＮ值。

表Ａ１　污水中粪大肠菌群最可能数 （ＭＰＮ）检索表
（污水样品接种量为５份１０ｍｌ水样，５份１ｍｌ水样和５份０１ｍｌ水样）

阳性管数

接种

１００ｍｌ
水样

接种

１０ｍｌ
水样

接种

０１ｍｌ
水样

每

１００ｍｌ
水样中

ＭＰＮ

阳性管数

接种

１００ｍｌ
水样

接种

１０ｍｌ
水样

接种

０１ｍｌ
水样

每

１００ｍｌ
水样中

ＭＰＮ

阳性管数

接种

１００ｍｌ
水样

接种

１０ｍｌ
水样

接种

０１ｍｌ
水样

每

１００ｍｌ
水样中

ＭＰＮ

０ ０ ０ ０ ２ ０ ０ ５ ４ ０ ０ １３

０ ０ １ ２ ２ ０ １ ７ ４ ０ １ １７

０ ０ ２ ４ ２ ０ ２ ９ ４ ０ ２ ２１

０ ０ ３ ５ ２ ０ ３ １２ ４ ０ ３ ２５

０ ０ ４ ７ ２ ０ ４ １４ ４ ０ ４ ３０
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０ ０ ５ ９ ２ ０ ５ １６ ４ ０ ５ ３６

续表

阳性管数

接种

１００ｍｌ
水样

接种

１０ｍｌ
水样

接种

０１ｍｌ
水样

每

１００ｍｌ
水样中

ＭＰＮ

阳性管数

接种

１００ｍｌ
水样

接种

１０ｍｌ
水样

接种

０１ｍｌ
水样

每

１００ｍｌ
水样中

ＭＰＮ

阳性管数

接种

１００ｍｌ
水样

接种

１０ｍｌ
水样

接种

０１ｍｌ
水样

每

１００ｍｌ
水样中

ＭＰＮ

０ １ ０ ２ ２ １ ０ ７ ４ １ ０ １７

０ １ １ ４ ２ １ １ ９ ４ １ １ ２１

０ １ ２ ６ ２ １ ２ １２ ４ １ ２ ２６

０ １ ３ ７ ２ １ ３ １４ １ １ ３ ３１

０ １ ４ ９ ２ １ ４ １７ ４ １ ４ ３６

０ １ ５ １１ ２ １ ５ １９ ４ １ ５ ４２

０ ２ ０ ４ ２ ２ ０ ９ ４ ２ ０ ２２

０ ２ １ ６ ２ ２ １ １２ ４ ２ １ ２６

０ ２ ２ ７ ２ ２ ２ １４ ４ ２ ２ ３２

０ ２ ３ ９ ２ ２ ３ １７ ４ ２ ３ ３８

０ ２ ４ １１ ２ ２ ４ １９ ４ ２ ４ ４４

０ ２ ５ １３ ２ ２ ５ ２２ ４ ２ ５ ５０

０ ３ ０ ６ ２ ３ ０ １２ ４ ３ ０ ２７

０ ３ １ ７ ２ ３ １ １４ ４ ３ １ ３３

０ ３ ２ ９ ２ ３ ２ １７ ４ ３ ２ ３９

０ ３ ３ １１ ２ ３ ３ ２０ ４ ３ ３ ４５

０ ３ ４ １３ ２ ３ ４ ２２ ４ ３ ４ ５２

０ ３ ５ １５ ２ ３ ５ ２５ ４ ３ ５ ５９

０ ４ ０ ８ ２ ４ ０ １５ ４ ４ ０ ３４

０ ４ １ ９ ２ ４ １ １７ ４ ４ １ ４０

０ ４ ２ １１ ２ ４ ２ ２０ ４ ４ ２ ４７

０ ４ ３ １３ ２ ４ ３ ２３ ４ ４ ３ ５４

０ ４ ４ １５ ２ ４ ４ ２５ ４ ４ ４ ６２

０ ４ ５ １７ ２ ４ ５ ２８ ４ ４ ５ ６９

０ ５ ０ ９ ２ ５ ０ １７ ４ ５ ０ ４１

０ ５ １ １１ ２ ５ １ ２０ ４ ５ １ ４８

０ ５ ２ １３ ２ ５ ２ ２３ ４ ５ ２ ５６

０ ５ ３ １５ ２ ５ ３ ２６ ４ ５ ３ ６４

０ ５ ４ １７ ２ ５ ４ ２９ ４ ５ ４ ７２

０ ５ ５ １９ ２ ５ ５ ３２ ４ ５ ５ ８１

１ ０ ０ ２ ３ ０ ０ ８ ５ ０ ０ ２３

１ ０ １ ４ ３ ０ １ １１ ５ ０ １ ３１

１ ０ ２ ６ ３ ０ ２ １３ ５ ０ ２ ４３

１ ０ ３ ８ ３ ０ ３ １６ ５ ０ ３ ５８

１ ０ ４ １０ ３ ０ ４ ２０ ５ ０ ４ ７６
１ ０ ５ １２ ３ ０ ５ ２３ ５ ０ ５ ９５
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续表

阳性管数

接种

１００ｍｌ
水样

接种

１０ｍｌ
水样

接种

０１ｍｌ
水样

每

１００ｍｌ
水样中

ＭＰＮ

阳性管数

接种

１００ｍｌ
水样

接种

１０ｍｌ
水样

接种

０１ｍｌ
水样

每

１００ｍｌ
水样中

ＭＰＮ

阳性管数

接种

１００ｍｌ
水样

接种

１０ｍｌ
水样

接种

０１ｍｌ
水样

每

１００ｍｌ
水样中

ＭＰＮ

１ １ ０ ４ ３ １ ０ １１ ５ １ ０ ３３

１ １ １ ６ ３ １ １ １４ ５ １ １ ４６

１ １ ２ ８ ３ １ ２ １７ ５ １ ２ ６３

１ １ ３ １０ ３ １ ３ ２０ ５ １ ３ ８４

１ １ ４ １２ ３ １ ４ ２３ ５ １ ４ １１０

１ １ ５ １４ ３ １ ５ ２７ ５ １ ５ １３０

１ ２ ０ ６ ３ ２ ０ １４ ５ ２ ０ ４９

１ ２ １ ８ ３ ２ １ １７ ５ ２ １ ７０

１ ２ ２ １０ ３ ２ ２ ２０ ５ ２ ２ ９４

１ ２ ３ １２ ３ ２ ３ ２４ ５ ２ ３ １２０

１ ２ ４ １５ ３ ２ ４ ２７ ５ ２ ４ １５０

１ ２ ５ １７ ３ ２ ５ ３１ ５ ２ ５ １８０

１ ３ ０ ８ ３ ３ ０ １７ ５ ３ ０ ７９

１ ３ １ １０ ３ ３ １ ２１ ５ ３ １ １１０

１ ３ ２ １２ ３ ３ ２ ２４ ５ ３ ２ １４０

１ ３ ３ １５ ３ ３ ３ ２８ ５ ３ ３ １８０

１ ３ ４ １７ ３ ３ ４ ３２ ５ ３ ４ ２１０

１ ３ ５ １９ ３ ３ ５ ３６ ５ ３ ５ ２５０

１ ４ ０ １１ ３ ４ ０ ２１ ５ ４ ０ １３０

１ ４ １ １３ ３ ４ １ ２４ ５ ４ １ １７０

１ ４ ２ １５ ３ ４ ２ ２８ ５ ４ ２ ２２０

１ ４ ３ １７ ３ ４ ３ ３２ ５ ４ ３ ２８０

１ ４ ４ １９ ３ ４ ４ ３６ ５ ４ ４ ３５０

１ ４ ５ ２２ ３ ４ ５ ４０ ５ ４ ５ ４３０

１ ５ ０ １３ ３ ５ ０ ２５ ５ ５ ０ ２４０

１ ５ １ １５ ３ ５ １ ２９ ５ ５ １ ３５０

１ ５ ２ １７ ３ ５ ２ ３２ ５ ５ ２ ５４０

１ ５ ３ １９ ３ ５ ３ ３７ ５ ５ ３ ９２０

１ ５ ４ ２２ ３ ５ ４ ４１ ５ ５ ４ １６００

１ ５ ５ ２４ ３ ５ ５ ４５ ５ ５ ５ ＞１６００
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表Ａ２　污泥中粪大肠菌群最可能数 （ＭＰＮ）检索表
（污泥样品接种量为３份０１ｇ泥样，３份００１ｇ泥样和３份０００１ｇ泥样）

阳性管数

接种

０１ｇ
污样管

接种

００１ｇ
污样管

接种

０００１ｇ
污样管

每１ｇ
泥样中

ＭＰＮ

阳性管数

接种

０１ｇ
污样管

接种

００１ｇ
污样管

接种

０００１ｇ
污样管

每１ｇ
泥样中

ＭＰＮ

阳性管数

接种

０１ｇ
污样管

接种

００１ｇ
污样管

接种

０００１ｇ
污样管

每１ｇ
泥样中

ＭＰＮ

０ ０ ０ ＜３ １ ２ ０ １１ ３ ０ ０ ２３
０ ０ １ ３ １ ２ １ １５ ３ ０ １ ３９
０ ０ ２ ６ １ ２ ２ ２０ ３ ０ ２ ６４
０ ０ ３ ９ １ ２ ３ ２４ ３ ０ ３ ９５
０ １ ０ ３ １ ３ ０ １６ ３ １ ０ ４３
０ １ １ ６１ １ ３ １ ２０ ３ １ １ ７５
０ １ ２ ９２ １ ３ ２ ２４ ３ １ ２ １２０
０ １ ３ １２ １ ３ ３ ２９ ３ １ ３ １６０
０ ２ ０ ６２ ２ ０ ０ ９１ ３ ２ ０ ９３
０ ２ １ ９３ ２ ０ １ １４ ３ ２ １ １５０
０ ２ ２ １２ ２ ０ ２ ２０ ３ ２ ２ ２１０
０ ２ ３ １６ ２ ０ ３ ２６ ３ ２ ３ ２９０
０ ３ ０ ９４ ２ １ ０ １５ ３ ３ ０ ２４０
０ ３ １ １３ ２ １ １ ２０ ３ ３ １ ４６０
０ ３ ２ １６ ２ １ ２ ２７ ３ ３ ２ １１００
０ ３ ３ １９ ２ １ ３ ３４ ３ ３ ３ ＞１１００
１ ０ ０ ３６ ２ ２ ０ ２１
１ ０ １ ７２ ２ ２ １ ２８
１ ０ ２ １１ ２ ２ ２ ３５
１ ０ ３ １５ ２ ２ ３ ４２
１ １ ０ ７３ ２ ３ ０ ２９
１ １ １ １１ ２ ３ １ ３６
１ １ ２ １５ ２ ３ ２ ４４
１ １ ３ １９ ２ ３ ３ ５３

Ａ６　检验结果报告

根据粪大肠菌群ＭＰＮ值，报告１Ｌ污水或１ｇ污泥样品中粪大肠菌群ＭＰＮ值。
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附　录　Ｂ
（规范性附录）

医疗机构污水和污泥中沙门氏菌的检验方法

Ｂ１　仪器和设备

Ｂ１１　高压蒸汽灭菌器。
Ｂ１２　干燥灭菌箱。
Ｂ１３　培养箱。
Ｂ１４　恒温水浴箱。
Ｂ１５　电炉。
Ｂ１６　天平。
Ｂ１７　灭菌平皿。
Ｂ１８　灭菌刻度吸管。
Ｂ１９　酒精灯。

Ｂ２　培养基和试剂

Ｂ２１　亚硒酸盐增菌液 （ＳＦ增菌液）
Ｂ２１１　成分

胰蛋白胨 （或多价胨） １０ｇ
磷酸氢二钠 （Ｎａ２ＨＰＯ３） １６ｇ
磷酸二氢钠 （ＮａＨ２ＰＯ３） ２５ｇ
乳糖 ４ｇ
亚硒酸氢钠 ４ｇ
蒸馏水 １０００ｍｌ

Ｂ２１２　制法
除亚硒酸氢钠外，将以上各成分放入蒸馏水中，加热溶化。再加入亚硒酸氢钠，待完全溶解后，

调整ｐＨ到７０～７１，分装于三角烧杯内。１２１℃灭菌１５ｍｉｎ备用。
Ｂ２２　二倍浓度亚硒酸盐增菌液 （二倍浓度ＳＦ增菌液）
Ｂ２２１　成分

除蒸馏水改为５００ｍｌ外，其他成分同附录Ｂ２１１。
Ｂ２２２　制法

制法同附录Ｂ２１２。
Ｂ２３　ＳＳ培养基
Ｂ２３１　基础培养基
Ｂ２３１１　成分

牛肉膏 ５ｇ
示胨 ５ｇ
三号胆盐 ３５ｇ
琼脂 １７ｇ
蒸馏水 １０００ｍｌ

Ｂ２３１２　制法
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将牛肉膏、示胨和胆盐溶解于４００ｍｌ蒸馏水中。将琼脂加到６００ｍｌ蒸馏水中，煮沸使其溶解。
再将二者混合，１２１℃灭菌１５ｍｉｎ，保存备用。
Ｂ２３２　完成培养基
Ｂ２３２１　成分

基础培养基 １０００ｍｌ
乳糖 １０ｇ
柠檬酸钠 ８５ｇ
硫代硫酸钠 ８５ｇ
１０％柠檬酸铁溶液 １０ｍｌ
１％中性红溶液 ２５ｍｌ
０１％煌绿溶液 ０３３ｍｌ

Ｂ２３２２　制法
加热溶化基础培养基，按比例加入除中性红和煌绿溶液以外的各成分，充分混合均匀，调整ｐＨ

到７０，加入中性红和煌绿溶液，倾注平板。
注：制好的培养基宜当日使用，或保存于冰箱内于１８ｈ内使用。煌绿溶液配好后应在１０ｄ以内使用。

Ｂ２４　亚硫酸铋琼脂培养基 （ＢＳ培养基）
Ｂ２４１　基础培养基
Ｂ２４１１　成分

蛋白胨 １０ｇ
牛肉膏 ５ｇ
氯化钠 ５ｇ
琼脂 ２０ｇ
蒸馏水 １０００ｍｌ

Ｂ２４１２　制法
加热溶解各成分，按每份１００ｍｌ的量分装于２５０ｍｌ三角瓶中，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ备用。

Ｂ２４２　亚硫酸铋贮备液
Ｂ２４２１　成分

柠檬酸铋铵 ２ｇ
亚硫酸钠 ２０ｇ
磷酸氯二钠 １０ｇ
葡萄糖 １０ｇ
蒸馏水 ２００ｍｌ

Ｂ２４２２　制法
将柠檬酸铋铵溶解于５０ｍｌ沸水中，同时将压硫酸钠溶解于１００ｍｌ沸水中，混合两液并煮沸３

ｍｉｎ，趁热加入磷酸氯二钠搅拌至溶解。冷却后，加入剩余的５０ｍｌ葡萄糖水溶液，贮存于冰箱中。
Ｂ２４３　柠檬酸铁煌绿贮备液
Ｂ２４３１　成分

柠檬酸铁 ２ｇ
煌绿 （１％水溶液） ２５ｍｌ
蒸馏水 ２００ｍｌ

Ｂ２４３２　制法
将上述成分溶解于水中，盛于已灭菌的玻璃瓶内，贮存于冰箱。

Ｂ２４４　完成培养基
Ｂ２４４１　成分
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基础培养基 １００ｍｌ
亚硫酸铋贮备液 ２０ｍｌ
柠檬酸铁煌绿贮备液 ４５ｍｌ

Ｂ２４４２　制法
加热融化基础培养基并冷却至５０℃，同时分别加热亚硫酸铋贮备液和柠檬酸铁煌绿贮备液至５０

℃。在无菌操作下将后者加入到前者去，充分混合，无菌倾入已灭菌的培养皿中。
Ｂ２５　三糖铁琼脂培养基 （ＴＳＩ培养基）
Ｂ２５１　成分

蛋白胨 ２０ｇ
牛肉膏 ５ｇ
乳糖 １０ｇ
蔗糖 １０ｇ
葡萄糖 １ｇ
氯化钠 ５ｇ
硫酸亚铁铵 ０２ｇ
硫代硫酸钠 ０２ｇ
琼脂 １２ｇ
酚红 ００２５ｇ
蒸馏水 １０００ｍｌ

Ｂ２５２　制法
将除琼脂和酚红以外的各成分溶解于蒸馏水中，调 ｐＨ到７４。加入琼脂，加热煮沸，再加入

０２％酚红水溶液 １２５ｍｌ，摇匀。分装试管，装量宜多些，以便得到较高的底层。１２１℃灭菌 １５
ｍｉｎ。放置高层斜面备用。
Ｂ２６　沙门氏菌诊断血清

Ｂ３　检验程序

检验程序见图Ｂ１。
污水样品处理：

↓


过滤 污水样品处理：

↓


稀释

增菌：将样品接种于二倍浓度


ＳＦ

３７℃、培养２４ｈ

平板分离：将增菌培养液分别接种于ＳＳ和
↓



ＢＳ

３７℃、培养２４～４８ｈ

平板分离：挑选可疑菌落接种于

↓



ＴＳＩ

３７℃、培养１８～２４ｈ

鉴定：生化、

↓


血清学试验

↓


检验结果报告

图Ｂ１　污水、污泥中沙门氏菌检验程序

Ｂ４　操作步骤

Ｂ４１　样品处理和增菌
Ｂ４１１　污水

取２００ｍｌ污水，用灭菌滤膜进行抽滤，用１００ｍｌ二倍浓度 ＳＦ增菌液把滤膜上截留的杂质洗脱
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到灭菌三角烧瓶内，充公摇匀，置于３７℃恒温培养箱，增菌培养１２～２４ｈ。
注：若样品为经过氯消毒的污水，应在采样后立即用５％硫代硫酸钠溶液充分中和余氯。

Ｂ４１２　污泥
用灭菌匙称取污泥２０ｇ，放入灭菌容器内，加入２００ｍｌ灭菌水，充分混匀，制成１∶１０混悬液。

吸取上述１∶１０混悬液１００ｍｌ，加入到装有１００ｍｌ二倍浓度 ＳＦ增菌液的已灭菌的三角烧瓶内，摇
匀，置于３７℃恒温培养箱，增菌培养２４ｈ。

注：若样品为经过氯消毒的污泥，应在采样后立即用５％硫代硫酸钠溶液充分中和余氯。

Ｂ４２　平板分离
取上述增菌培养液，分别接种于ＳＳ培养基平板和ＢＳ培养基平板，置于３７℃培养箱中，培养２４～

４８ｈ。观察各平板上生长的菌落形态。
挑取在ＳＳ培养基平板上呈无色透明或中间有黑心，直径１～２ｍｍ的菌落；挑取在 ＢＳ培养基平

板上呈黑色的菌落或灰绿色的可疑肠道病原菌菌落。每个平板最少挑取５个菌落，接种于ＴＳＩ培养基
中，置于３７℃培养箱中，培养１８～２４ｈ。
Ｂ４３　鉴定
Ｂ４３１　血清学试验

在ＴＳＩ培养基中，如不发酵乳糖，发酵葡萄糖产酸产气或只产酸不产气，一般产生硫化氢，有
动力者，先与沙门氏Ａ－Ｆ群Ｏ多价血清作玻璃片凝集，凡与多价 Ｏ血清凝集者，再与 Ｏ因子血清
凝集，以确定所属群别，然后用Ｈ因子血清，确定血清型。双向菌株应证实两相的Ｈ抗原，有Ｖｉ抗
原的菌型 （伤寒和丙型副伤寒沙门氏菌）应用Ｖｉ因子血清检验。
Ｂ４３２　生化试验

应进行葡萄糖、甘露醇、麦芽糖、乳糖、蔗糖、靛基质、硫化氢、动力、尿素试验。沙门氏菌

属中除伤寒沙门氏菌和鸡沙门氏菌不产气外，通过发酵葡萄糖、产气、均发酵甘露醇和麦芽糖 （但

猪沙门氏菌、雏沙门氏菌不发酵麦芽糖），不分解乳糖、蔗糖，尿素酶和靛基质为阴性，通常产生硫

化氢。除鸡、雏沙门氏菌和伤寒沙门氏菌的Ｏ型菌株无动力外，通常均有动力。
如遇多价Ｏ血清不凝集而一般生化反应符合上述情况时，可加做侧金盏花醇、水杨素和氰化钾

试验，沙门氏菌均为阴性。

Ｂ５　检验结果报告

根据检验结果，报告一定体积的样品中存在或不存在沙门氏菌。
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附　录　Ｃ
（规范性附录）

医疗机构污水及污泥中志贺氏菌的检验方法

Ｃ１　仪器和设备

Ｃ１１　高压蒸汽灭菌器
Ｃ１２　干燥灭菌箱。
Ｃ１３　培养箱。
Ｃ１４　恒温水浴箱。
Ｃ１５　电炉。
Ｃ１６　天平。
Ｃ１７　灭菌平皿。
Ｃ１８　灭菌刻度吸管。
Ｃ１９　酒精灯。

Ｃ２　培养基和培养液

Ｃ２１　革兰氏阴性增菌液 （ＧＮ增菌液）
Ｃ２１１　成分

胰蛋白胨 （或多价胨） ２０ｇ
葡萄糖 １ｇ
甘露醇 ２ｇ
枸橼酸钠 ５ｇ
去氧胆酸钠 ０５ｇ
磷酸氢二钾 １６ｇ
磷酸二氢钾 ２５ｇ
氯化钠 ５ｇ
蒸馏水 １０００ｍｌ

Ｃ２１２　制法
将以上各成分加入蒸馏水中溶化，调整ｐＨ至７０，煮沸过滤，１１５℃灭菌２０ｍｉｎ。贮存于冷暗

处备用。

Ｃ２２　二倍浓度革兰氏阴性增菌液 （二倍浓度ＧＮ增菌液）
Ｃ２２１　成分

除蒸馏水改为５００ｍｌ外，其他成分同附录Ｃ２１１。
Ｃ２２２　制法

制法同附录Ｃ２１２。
Ｃ２３　ＳＳ培养基

同附录Ｂ２３。
Ｃ２４　伊红亚甲基蓝琼脂培养基 （ＥＭＢ培养基）

同附录Ａ２３。
Ｃ２５　三糖铁琼脂 （ＴＳＩ培养基）

同附录Ｂ２５。
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Ｃ２６　志贺氏菌诊断血清

Ｃ３　检验程序

检验程序见图Ｃ１。

污水样品处理：

↓


过滤 污水样品处理：

↓


稀释

增菌：将样品接种于双倍浓度


ＧＮ

３７℃、６～８ｈ培养

平板分离：将增菌培养液分别接种于ＳＳ和
↓



ＥＭＢ

３７℃、培养２４ｈ

平板分离：挑选可疑菌落接种于

↓



ＴＳＩ

３７℃、培养１８～２４ｈ

鉴定：生化、

↓


血清学试验

↓


检验结果报告

图Ｃ１　污水、污泥中志贺氏菌检验程序

Ｃ４　操作步骤

Ｃ４１　样品处理和增菌培养
Ｃ４１１　污水

取２００ｍｌ污水，用灭菌滤膜进行抽滤。用１００ｍｌ二倍浓度ＧＮ增菌液把滤膜上截留的杂质洗脱
到已灭菌的三角烧瓶内，摇匀，置于３７℃恒温培养箱，增菌培养６～８ｈ。

注：若样品为经过氯消毒的污水，应在采样后立即用５％硫代硫酸钠溶液充分中和余氯。

Ｃ４１２　污泥
取污泥３０ｇ，放入灭菌容器内，加入３００ｍｌ灭菌水，充分混匀制成１∶１０混悬液。吸取上述

１∶１０混悬液１００ｍｌ，加入到装有１００ｍｌ二倍浓度ＧＮ增菌液的已灭菌的三角烧瓶内，搅匀，置于３７
℃恒温培养箱中，增菌培养６～８ｈ。

注：若样品为经过氯消毒的污泥，应在采样后立即用５％硫代硫酸钠溶液充分中和余氯。

Ｃ４２　分离
取上述增菌培养液，分别接种ＳＳ培养基平板和ＥＭＢ培养基平板，置于３７℃培养箱中培养２４ｈ。
挑取在ＳＳ培养基平板和 ＥＭＢ培养基平板上呈无色透明，直径１～１５ｍｌ的可疑肠道病原菌菌

落。每个平板最少挑取５个菌落，接种于ＴＳＩ培养基，置于３７℃培养箱中培养１８～２４ｈ。
挑取在ＴＳＩ中，葡萄糖产酸不产气，无动力，不产生硫化氢，上层斜面乳糖不分解的菌株，可

做血清学和生化试验。

Ｃ４３　鉴定
Ｃ４３１　血清学试验

志贺氏菌属分为四个群，先与多价血清作玻璃片凝集试验，如为阳性，再分别与 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ
群血清凝集，并进一步与分型血清做玻璃片凝集，最后确定其血清型。

Ｃ４３２　生化试验
应进行葡萄糖、甘露醇、麦芽糖、乳糖、蔗糖、靛基质、硫化氢、动力、尿素试验。志贺氏菌

属能分解葡萄糖，但不产气 （福氏志贺氏菌６型有时产生少量气体），一般不能分解乳糖和蔗糖，宋
内氏志贺氏菌对乳糖和蔗糖迟缓发酵产酸。志贺氏菌属均不产生硫化氢，不分解尿素，无动力。对

甘露醇、麦芽糖的发酵及靛基质的产生，则因菌株不同而异。

如遇多价血清玻璃片凝集试验为阴性，而生化反应符合上述情况时，可加做肌醇、水杨酸、
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Ｖ－Ｐ、橼酸盐、氰化钾等试验。志贺氏菌属均为阴性反应。

Ｃ５　检验结果报告

根据检验结果，报告一定体积的样品中存在或不存在志贺氏菌。
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附　录　Ｄ
（标准的附录）

医疗机构污泥中蛔虫卵的检验方法

Ｄ１　仪器和设备

Ｄ１１　离心机。
Ｄ１２　金属筛：６０目。
Ｄ１３　显微镜。
Ｄ１４　恒温培养箱。
Ｄ１５　高压蒸汽灭菌器。
Ｄ１６　冰箱。
Ｄ１７　振荡器。

Ｄ２　培养基和试剂

Ｄ２１　３％福尔马林溶液或３％盐酸溶液
Ｄ２２　饱和硝酸钠溶液 （比重１３８～１４０）或饱和氯化钠溶液
Ｄ２３　３０％次氯酸钠溶液

Ｄ３　检验程序

蛔虫卵检验程序见图Ｄ１。
蛔虫卵收集（分离）：加氢氧化钠溶液振荡

蛔虫卵收集（水洗）：

↓



加蒸馏水离心

倒去上清液

蛔虫卵收集（漂浮）：

↓



加饱和硝酸钠溶液离心

吸取上层浮膜

蛔虫卵收集（沉淀）：

↓


加蒸馏水离心

↓


培养

镜检：

↓


生死虫卵数

↓


检验结果报告

图Ｄ１　污泥中蛔虫卵检验程序

Ｄ４　操作步骤

Ｄ４１　采样及样品处理
样品采集后应立即送到实验室检验。若不能立即检验时，可在１００ｇ污泥中加入５ｍｌ３％福尔马

林或３％盐酸溶液，在４～１０℃冰箱内保存。若样品为经过氯消毒的污泥，应在现场取样后立即用
５％硫代硫酸钠溶液充分中和余氯。
Ｄ４２　蛔虫卵收集
Ｄ４２１　分离

将１００ｇ污泥样品和５０ｍｌ５％氢氧化钠溶液，分别注入三角烧杯内，置于振荡器上，以２００～
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３００次／ｍｉｎ速度振荡３０ｍｉｎ，然后静置３０ｍｉｎ，以使蛔虫卵不再黏附在污泥上。
Ｄ４２２　水洗

将上述样品分装在离心管内，以２０００～２５００ｒ／ｍｉｎ的转速离心５ｍｉｎ。倒去离心管上部的液体，
加入容量为沉淀物１０倍的蒸馏水，混匀，以２０００～２５００ｒ／ｍｉｎ的转速离心５ｍｉｎ，如此反复数次，
直至沉淀物上面的液体接近透明。

Ｄ４２３　漂浮
离心管内注入饱和硝酸钠溶液或饱和氯化钠溶液，搅匀，以２０００～２５００ｒ／ｍｉｎ的转速离心５

ｍｉｎ。
注１：由于蛔虫卵的相对密度小于饱和硝酸钠溶液和饱和氯化钠溶液的相对密度，管内绝大多数的蛔虫卵会浮聚

在液面上。

注２：氯化钠溶液投加量以大于沉淀物量２０倍为宜。
注３：根据污泥性状，可以调整离心转速或时间。

Ｄ４２４　沉淀
反复吸取管中浮膜转移至另一离心管中，加入１０倍水量的蒸馏水，搅匀，以５０００ｒ／ｍｉｎ的转速

离心５ｍｉｎ，慢慢吸去上清液。
注：由于蛔虫卵比水的相对密度大，蛔虫卵将沉在管底内。

Ｄ４３　培养
在离心管中，加入２～３ｍｌ无菌的生理盐水或自来水和几滴３％福尔马林溶液，摇匀，转移至试

管或直接置于２４～２６℃恒温箱，培养２０ｄ。培养中，若溶液量少于２ｍｌ时，应及时补充生理盐水或
自来水。

Ｄ４４　镜检
培养后，将样品静置３０ｍｌ后吸去试管内上层较浑浊的液体，加入约为沉淀物两倍量的蒸馏水或

３０％次氯酸钠溶液，混匀，在显微镜下计数死活蛔虫卵数。
注１：活虫卵经过２０ｄ的培养会逐渐发育到幼虫期，而死虫卵则在同一条件下仍然保持单细胞期或停留于某一发

育阶段，故可以区别。

注２：３０％次氯酸钠溶液能使虫卵最外层蛋白质壳逐渐溶解，便于在显微镜下清晰观察卵内的幼虫。

Ｄ５　蛔虫卵死亡率计算

按下式计算蛔虫卵死亡率：

Ａ＝ ｍ
ｍ＋ｎ×１００

式中：Ａ———蛔虫卵死亡率 （％）；
ｍ———死亡蛔虫卵数；
ｎ———存活蛔虫卵数。

Ｄ６　检验结果报告

根据检验结果，报告１００ｇ污泥中蛔虫卵死亡率。
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附　录　Ｅ
（规范性附录）

医疗机构污水和污泥中结核杆菌的检验方法

Ｅ１　仪器和设备

Ｅ１１　电炉。
Ｅ１２　恒温水浴箱。
Ｅ１３　高压蒸汽灭菌器。
Ｅ１４　滤菌器。
Ｅ１５　离心机。
Ｅ１６　恒温培养箱。
Ｅ１７　乙酸纤维膜：孔径为０３～０７μｍ
Ｅ１８　玻璃漏斗Ｇ２：孔径为１０～１５μｍ
Ｅ１９　玻璃漏斗Ｇ４：孔径为３～４μｍ
Ｅ１１０　酒精灯

Ｅ２　培养基和试剂

Ｅ２１　改良罗氏培养基
Ｅ２１１　成分

磷酸二氢钾　　　　　　　　　　　　２４ｇ
硫酸镁 ０２４ｇ
枸橼酸镁 ０６ｇ
谷氨酸钠 １２ｇ
甘油 １２ｍｌ
淀粉 ３０ｇ
蒸馏水 ６００ｍｌ
鸡蛋液 （包括蛋清和蛋黄） １０００ｍｌ
２０％孔雀绿 ２０ｍｌ

Ｅ２１２　制法
将磷酸二氢钾、硫酸镁、枸橼酸钠、谷氨酸钠、甘油及蒸馏水混合于烧杯内，放在沸水浴中加

热溶解。加入淀粉继续加热１ｈ，摇动使其溶解，待冷却至５０℃加鸡蛋液及孔雀绿，溶解，混匀。
制成斜面，保持温度９０℃，灭菌１ｈ。
Ｅ２２　小川氏培养基
Ｅ２２１　成分

甲液：无水磷酸二氢钾 １ｇ
味精 １ｇ
蒸馏水 １００ｍｌ

乙液：全蛋液 ２００ｍｌ
甘油 ６ｍｌ
２％孔雀绿 ６ｍｌ

Ｅ２２２　制法

４２
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甲、乙两液混合分装试管内。制成斜面，保持温度９０℃灭菌１ｈ。
Ｅ２３　ｐＨ为７０的磷酸盐缓冲液 （１ｍｏｌ／Ｌ）。
Ｅ２４　１０％吐温 （Ｔｗｅｅｎ）８０水溶液加等量３０％过氧化氢溶液。
Ｅ２５　４％硫酸溶液。

Ｅ３　检验程序

结核杆菌检验程序见图Ｅ１。
污水集菌：

↓


过滤离心法或直接离心法 污泥集菌：

↓


过滤离心法

培养：


接种于罗氏培养基或小川氏培养基

３７℃、培养８周

初步鉴定：对可疑菌落作抗酸染色，

↓



染色阳性者再作分离传代

２８℃、培养２～４周

鉴定：

↓


致病力试验

↓


检验结果报告

图Ｅ１　结核杆菌检验程序

Ｅ４　操作步骤

Ｅ４１　集菌
污水集菌可采用过滤离心法或直接离心法，污泥集菌可采用过滤离心法。

Ｅ４１１　污水样品
过滤离心法：用经煮沸消毒的乙酸纤维滤膜 （孔径０３～０７μｍ）抽滤，安装严密后，取污水

样５００ｍｌ抽滤，根据悬浮物的多少，一份水样需更换数张滤膜，将同一份水样滤膜集中于小烧杯内。
根据滤膜的多少用１００～２００ｍｌ４％硫酸溶液反复冲洗，静置３０ｍｉｎ后，收集洗液于离心管中，３０００
ｒ／ｍｉｎ，离心３０ｍｉｎ，弃去上清液，沉淀物中加１ｍｌ灭菌生理盐水混合均匀后，供接种用。

直接离心法：水样５００ｍｌ，分装于５０ｍｌ或２００ｍｌ灭菌离心管中，３０００ｒ／ｍｉｎ，离心３０ｍｉｎ。同
一份水样的沉淀物集中于试管内，加等量４％硫酸处理３０ｍｉｎ，供接种用。如体积过大，再次离心浓
缩后接种。

注：若样品为经过氯消毒的污水，应在采样后立即用５％硫代硫酸钠溶液充分中和余氯。

Ｅ４１２　污泥样品
过滤离心法：取污泥１０ｇ加１００ｍｌ蒸馏水冲洗过滤 （滤纸漏斗），再经玻璃漏斗Ｇ２（孔径１０～

１５μｍ）和Ｇ４（孔径３～４μｍ）抽滤，最后经滤膜 （孔径０４５～０７μｍ）抽滤。取下滤膜，用４％
硫酸３ｍｌ，充分振摇冲洗３０ｍｉｎ。

注：若样品为经过氯消毒的污泥，应在采样后立即用５％硫代硫酸钠溶液充分中和余氯。

Ｅ４２　接种
污水的集菌液：全部接种于改良罗氏培养基或小川氏培养基培养管内斜面上，每支培养管接种

０１ｍｌ。
污泥的集菌液：吸取两个０１ｍｌ，分别接种于改良罗氏培养基或小川氏培养基培养管内斜面上。

Ｅ４３　培养
已接种的培养基置于３７℃培养箱内培养。培养２周后开始观察结果，每周观察２次。一般需要

培养８周。
分离菌株：在罗氏培养基上呈淡黄色或无色的粗糙型菌落，作抗酸染色，阳性者作分离传代。

分离传代菌株如生长速度在两周以上，则需作菌型鉴定；应用耐热触酶试验和传代培养于２８℃培养

５２
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２～４周，观察是否生长，用此方法即可进行初步鉴定。
Ｅ４４　致病力试验

耐热触酶反应阴性，２８℃不生长之菌落为可疑结核杆菌。于小白鼠尾静脉接种１ｍｇ菌量 （５
ｍｇ／ｍｌ菌液，每只动物接种０２ｍｌ），死亡时观察病变或８周后解剖脏器发现典型结核病变者可确认
为检出结核杆菌。其耐热触酶试验方法如下：

取菌落３～５ｍｇ分散于０５ｍｌ磷酸盐缓冲液中，置６８℃水浴中２０ｍｉｎ后取出．冷却后加吐温
８０ｈ和过氧化氢溶液混合液０５ｍｌ。

发生气泡为阳性，３０ｍｉｎ不产生气泡者为阴性。人型、牛型结核杆菌，胃分枝杆菌和海鱼分枝
杆菌为阴性，其他非典型抗酸菌和非致病抗酸菌为阳性。人型、牛型结核杆菌在２８℃培养不生长，
胃分枝杆菌和海鱼分枝杆菌２８℃培养能生长。

Ｅ５　检验结果报告

根据检验结果，报告一定体积的样品中存在或不存在结核杆菌。

６２
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附　录　Ｆ
（规范性附录）

医疗机构污水污染物 （ＣＯＤ、ＢＯＤ、ＳＳ）单位排放负荷计算方法

　　水污染物单位排放负荷计算公式：
Ｌ＝Ｃ×Ｑ／Ｎ

式中：

Ｌ———水污染物单位排放负荷，ｇ／（床·ｄ）；
Ｃ———污染物排放浓度，ｍｇ／Ｌ；
Ｑ———日排水量，ｍ３／ｄ；
Ｎ———床位数，床。

７２
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