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大肠菌群(Coliform)

 粪大肠菌群
(Fecal Coliform)

大肠杆菌
(E.coli)

肠杆菌科
(Enterobactericeae)

四种指标菌的范围

分类
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肠杆菌科
                 

u 定义：需氧和兼性厌氧的革兰阴性杆菌。营养要求不高，

在普通培养基上生长良好，各种细菌菌落大小相似，直径

2～3μm。致病菌不发酵乳糖，条件致病菌中除变形杆菌外，

均可发酵。

u发酵乳糖的有埃希菌属、克雷伯菌属和柠檬酸杆菌等;不发

酵乳糖的有沙门氏菌，志贺氏菌，耶尔森氏菌和普罗威登斯

菌等。
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卫生学概念，包括埃希氏菌属，克雷伯氏菌属、肠杆菌属和
柠檬酸杆菌属等的细菌

检验比较简单，所以被广泛用做水源的卫生指标和食品加
工卫生状况的通用指标

定义：在一定培养条件下能发酵乳糖、产酸产气的需氧和兼
性厌氧革兰氏阴性无芽胞杆菌。

大肠菌群



3M  Health Care AcademySM

© 3M 2015. All Rights Reserved5

           粪大肠菌群
              

u 定义：一群在44.5℃培养24-48h能发酵乳糖，产酸产气的需氧和兼性

厌氧革兰氏阴性无芽孢杆菌。

u卫生学意义：粪大肠菌群的存在表明食品近期内可能直接或间接的

受到了粪便的污染。与大肠菌群相比，

u北美国家一般使用“粪大肠菌群”的概念，如AOAC,FDA。SN中的

“粪大肠菌群”概念为等同采用AOAC方法。而欧洲使用“耐热大肠菌

群”概念。



3M  Health Care AcademySM

© 3M 2015. All Rights Reserved

大肠杆菌

u大肠杆菌（E.coil）是大肠埃希氏菌的简称/从分类学上，归属于肠杆菌
科中埃希氏菌属。

u与人类疾病有关的大肠杆菌，统称为致泻性大肠杆菌。一般包括五种：
即肠毒素性大肠杆菌（ETEC）、致病性大肠杆菌（EPEC） 、出血性大
肠杆菌（EHEC） 侵袭性大肠杆菌（EIEC） 和粘附性大肠杆菌（EAEC）
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lMPN(Most Probable Number)法

最大可能数法

l直接计数法

3MTMPetrifilmTM法

    VRB(Violet Red Bile)培养基法
    

大肠菌群的检测方法

   大肠菌群的检测方法:
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MPN 法

l 1915发表

l估算菌落浓度 

l使用置信区间

                      大肠菌群的检测方法
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V1 V2 V3 MPN
1 0.1 0.01 100ml(g)
0 0 0 30 36.824750
0 0 1 30 0.331920
0 0 2 60 0.001473
0 0 3 90 0.000004
0 1 0 30 3.364442
0 1 1 60 0.045417
0 1 2 90 0.000346
0 1 3 120 0.000001
0 2 0 60 0.155558
0 2 1 90 0.003604
0 2 2 120 0.000039
0 2 3 160 0.000000
0 3 0 90 0.004171
0 3 1 130 0.000138
0 3 2 160 0.000002
0 3 3 190 0.000000
1 0 0 40 38.944967
1 0 1 70 0.622950
1 0 2 110 0.005661
1 0 3 150 0.000024
1 1 0 70 6.430150
1 1 1 110 0.178549
1 1 2 150 0.002353
1 1 3 190 0.000014
1 2 0 110 0.625678
1 2 1 150 0.025197
1 2 2 200 0.000442
1 2 3 240 0.000003
1 3 0 160 0.030068
1 3 1 200 0.001615
1 3 2 240 0.000036
1 3 3 290 0.000000

P(%) V1 V2 V3 MPN
1 0.1 0.01 100ml(g)
2 0 0 90 31.916132
2 0 1 140 1.118955
2 0 2 200 0.019208
2 0 3 260 0.000148
2 1 0 150 11.956167
2 1 1 200 0.631537
2 1 2 270 0.015038
2 1 3 340 0.000153
2 2 0 210 2.317562
2 2 1 280 0.170437
2 2 2 350 0.005383
2 2 3 420 0.000070
2 3 0 290 0.215558
2 3 1 360 0.021153
2 3 2 440 0.000862
2 3 3 530 0.000014
3 0 0 230 34.097556
3 0 1 390 3.098145
3 0 2 640 0.157771
3 0 3 950 0.004305
3 1 0 430 37.431791
3 1 1 750 6.578776
3 1 2 1200 0.647049
3 1 3 1600 0.031547
3 2 0 930 32.816431
3 2 1 1500 12.506472
3 2 2 2100 2.468265
3 2 3 2900 0.235151
3 3 0 2400 36.593489
3 3 1 4600 42.766144
3 3 2 11000 44.442153
3 3 3 >24000 #VALUE!

P(%)
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检 样
25 g(mL)样品+225 mL 稀释液，均质

10 倍系列稀释

选择适宜3个连续稀释度的样品匀液，接种LST肉汤管

不产
气

   产气

BGLB肉汤

不产气    产气

大肠菌群阴性    大肠菌群阳性

   查MPN表    报告结果

全程不得超
过15分钟

36℃±1℃

36℃±1℃

24~48h

48h±2h

第一法:大肠菌群MPN计数法 GB 4789.3—2016

煌绿乳糖胆盐肉汤

月桂基硫酸盐胰蛋
白胨肉汤
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            要  点
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月桂基硫酸盐胰蛋白胨（LST）肉汤的优点

      LST肉汤是国际上通用的培养基。与乳糖胆盐肉汤的作用和意义相

同，但具有更多的优越性，月桂基硫酸钠能抑制革兰氏阳性菌的生

长，同时比胆盐的选择性和稳定性好。由于胆盐与酸产生沉淀，沉

淀有时候会使对产气情况的观察变得有些困难。

 （复发酵）用接种环从所有48h±2h 内发酵产气的LST 肉汤管中分别

取培养物l环，移种于煌绿乳糖胆盐( BGLB）肉汤管中，36℃±1℃ 培

养48h±2h ，观察产气情况。产气者，计为大肠菌群阳性管。
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            要  点



3M  Health Care AcademySM

© 3M 2015. All Rights Reserved

  根据大肠菌群阳性管数，检索MPN 表（见附录B ) ，报告每克（或

毫升）样品中大肠菌群的MPN 值。

注意：当检样的量与表中的量有增加或减少时，表内的数也应相应

减少或增加。 

   大肠菌群最可能数（MPN ）的报告
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第二法:大肠菌群平板计数法 GB4789.3-2016

3MTMPetrifilmTM大肠菌群的检测方法——直接计数法

检 样
25 g(mL)样品+225 mL 稀释液，均质

10 倍系列稀释

选择2个～3个适宜稀释度的样品匀液，接种VRBA平板

计数典型（紫红色，周围有红色
的胆盐环沉淀）和可疑菌落

BGLB肉汤

 经证实大肠菌群阳性的试管
比例乘以平板可疑菌落数试
管，再乘以稀释倍数，报告
结果

36℃±1℃ 24h ～48h

36℃±1℃ 18 ～24h

15～150CFU
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第二法:大肠菌群平板计数法

  选取菌落数在15-150 之间的

平板，分别计数平板上出

现的典型和可疑大肠菌群

菌落。典型菌落为紫红色

，菌落周围有红色的胆盐

沉淀环，菌落直径为0.5 

mm 或更大。
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 证实试验

从VRBA 平板上挑取10 个不同类型的典型和可疑菌落，分别移种于BGLB 肉汤管内，
36℃±1℃ 培养24h-48h，观察产气情况。凡BGLB 肉汤管产气，即可报告为大肠菌
群阳性。

例：10-4样品稀释液1 mL，在VRBA平板上有100个典型和可疑菌落，挑取其中10个
接种BGLB肉汤管，证实有6个阳性管，则该样品的大肠菌群数为：
100×6/10×104/g（mL）=6.0×105CFU/g（mL）。

第二法:大肠菌群平板计数法
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第二法:大肠菌群平板计数法 GB4789.3-2016

3MTMPetrifilmTM大肠菌群的检测方法——直接计数法

检 样
25 g(mL)样品+225 mL 稀释液，均质

10 倍系列稀释

选择2个～3个适宜稀释度的样品匀液，接种VRBA平板

计数典型（紫红色，周围有红色
的胆盐环沉淀）和可疑菌落

BGLB肉汤

 经证实大肠菌群阳性的试管
比例乘以平板可疑菌落数试
管，再乘以稀释倍数，报告
结果

36℃±1℃ 24h ～48h

36℃±1℃ 24h ～48h

15～150CFU

大肠菌群测试片可以在24h对所有的菌落做生化确认
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大肠菌群测试片

(PCC)
培养时间24h

(HSCC)
培养时间24h

(RCC)
培养时间24h

(PEC)
培养时间24h
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lAOAC官方方法986.33和989.10

lAOAC官方方法91.14(食品类)

lNMKL方法(146.1993)

lAFNOR认可方法3M01/2-09/89A

lAFNOR认可方法3M01/2-09/89B

相关认证、标准——3MTMPetrifilmTM大肠菌群测试片
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l含有改良的VRB培养基
l目标菌落为红色带气泡
l培养时叠放片数小于20
l计数范围15-150cfu
l35±1℃, 24 ±2 h培养
l样品的稀释液调PH 6.6-7.2
l方格设计便于计数, 计数面积20CM2

3MTM PetrifilmTM大肠菌群测试片
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结构 & 原理

   结 构（PCC）:

成分:胰蛋白栋、酵母浸膏、葡萄糖、琼脂、蒸
馏水，PH
7.0 ±0.2，121 ℃高压灭
菌15min
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结构 & 原理

   原 理（PCC）:

乳糖/葡萄糖发酵

    (糖  ATP + CO2)

l计数带有气泡的红色菌落

l操作时缓缓落下上层膜，

尽量不要产生气泡
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接种操作图示

3. 缓慢落下上层膜，切勿直接落下，以
免气泡产生

4. 使用压板（平面底朝下）放置在上层
膜中央处
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培 养

将测试片的透明面朝上置于培养箱内，可堆叠至20片，培

养温度和时间为36 C 1C, 24h  2h。
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l 计数所有红色带气泡菌落，不论大小

l 培养圆形面积边缘上及边缘以外的菌落不作计数。

l 多不可计：当培养区域出现大量气泡（气泡多），大量不明显小菌落

（红点多）或培养区呈暗红色（颜色深）三种情况，表明大肠菌群的

浓度较高，需要进一步稀释样品来获得准确的读数。

 3MTMPetrifilmTM大肠菌群测试片的判读规则
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3MTMPetrifilmTM大肠菌群测试片多不可计现象

TNTC 气泡多、
红点多、
颜色深
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不同类型气泡和菌落的连接情况，计数？

 3MTMPetrifilmTM大肠菌群测试片的判读规则
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TNTC：菌落数大于150个时的计数

估算菌落数的方法：计数一个或

两个具有代表性的方格内的菌落

数，换算成单个方格内的菌落数

后乘以20即为测试片上估算的菌

落数 (圆形生长面积为20 cm2)

 3MTMPetrifilmTM大肠菌群测试片的判读规则
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  3MTMPetrifilmTM大肠菌群测试片的判读——自动判读仪
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l不要计数泡棉上的菌落

l红色菌落&带气泡,两者缺一不可

    一个菌落&多个气泡？

    一个气泡&多个菌落？

l上层膜缓缓落下，避免人为产生气泡

l样品稀释液pH应调在6.6-7.2

3MTMPetrifilmTM大肠菌群测试片的注意事项
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3MTMPetrifilmTM大肠菌群测试片的注意事项
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l含有改良的VRB培养基

l含有酸检测的pH指示剂

l快速检测大肠菌群

l35±1℃培养

l6-14 h，推测大肠菌群

l24 h，确认大肠菌群

3MTMPetrifilmTM快速大肠菌群测试片
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3MTMPetrifilmTM快速大肠菌群测试片

应用范围

l食品、选择性食品

l快速得到结果
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结构&原理——3MTMPetrifilmTM快速大肠菌群测试片

   结 构（RCC）:

A
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原理:

在测试片上生长产酸

颜色变化与pH相关

lPEB: 酚红   黄晕

lRCC: 甲基红  黄晕

lHSCC：  粉红晕

结构&原理——RCC
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 3MTMPetrifilmTM快速大肠菌群测试片的判读

6-14小时出现黄晕，推测性判读

计数有或没有红点的黄色区域推
测为大肠菌群

8-24小时出现带或不带气泡的菌落，
24小时确定性判读

计数红色带气泡的菌落为大肠菌群
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l黄色酸环带6小时后开始出现，判读结果为推测结果，若待
进一步验证，培养至24h

l不要计数泡棉上的菌落

l多不可计：

 3MTMPetrifilmTM快速大肠菌群测试片的判读
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3MTMPetrifilmTM大肠菌群/大肠杆菌测试片

l食品；家禽、肉、海产品
l同时检测大肠菌群/大肠杆菌，不能单独测
定E.coli O157
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l 含有改良的VRB培养基

l 24-48 h 内即可获得结果

l 计数范围15-150

l 容易判读

带气泡的蓝色和红色菌落为大肠菌群

  带气泡的蓝色菌落为大肠杆菌

3MTMPetrifilmTM大肠菌群/大肠杆菌测试片的使用
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结构&原理——3MTMPetrifilmTM大肠菌群/大肠杆菌测试片

   结 构（PEC）:
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结构&原理——3MTMPetrifilmTM大肠菌群/大肠杆菌测试片

原理:
l检测专一性酶的存在 

lBCIG   ------------------->蓝色产物
-葡萄糖苷酶

葡萄糖苷酸酶底物 (BCIG) 

葡萄糖苷酶

大肠菌群/大肠杆菌
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3MTMPetrifilmTM大肠菌群/大肠杆菌测试片的判读
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3MTMPetrifilmTM大肠菌群/大肠杆菌测试片的注意事项

l24 h得出大肠菌群数

l肉、家禽和海鲜，24 h得出大肠杆菌数

l其它食品，48 h得出大肠杆菌数

lE. coli O157表现为大肠菌群

l蓝色，不论深浅，或部分蓝色
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3MTMPetrifilmTM高灵敏度大肠菌群测试片

l 含有改良的VRB培养基

l 灵敏度 1 cfu/5 mL  或 1 cfu/5g

l 目标菌落为红色带气泡

l 粉红色晕圈辅助判读

l 计数范围15-150

l 36 1C , 24 2 h

l 培养时叠放片数小于10
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l加工后污染的优良指示

l范畴更广，包含沙门氏菌，志贺氏菌等

l更好预示潜在致病菌的存在可能

l适合干燥的加工区域（大肠菌群不易存活）

l欧洲广泛使用

肠杆菌检测
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什么是肠杆菌科？

好氧或兼性厌氧发酵型G-杆菌

氧化酶阴
性

氧化酶阳
性

肠杆菌科

乳糖发酵 非乳糖发
酵

埃希氏菌
克雷伯氏菌
柠檬酸杆菌
等

沙门氏菌
志贺氏杆菌
耶尔森氏菌
普罗威登斯菌等
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3MTM PetrifilmTM肠杆菌科测试片

结果判读： 
  计数红点带黄晕，或红点带气泡的

菌落，或红点带有两者的菌落为
肠杆菌科菌落

35±1℃或37±1℃，24小时确认结
果
计数范围15-100
样品稀释液PH6.5-7.5
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3MTMPetrifilmTM肠杆菌测试片的结构&原理

   结 构
（PEB）:
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结构&原理——PEB

原理:

在测试片上生长产酸

颜色变化与pH相关

lPEB: 酚红   黄晕

lRCC: 甲基红  黄晕

lHSCC：  粉红晕
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小 结: 
样品处理需要调 pH吗？
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相关国际标准 ISO 6887

www.theme
gallery.com

LOGO
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相关国内标准 GB4789.2-2016
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样品pH调节方法

中性pH:  7.0 (6.5-7.5) 绝大多数细菌最适生长环境的pH值为7.0左右

l单独稀释好的样品
l- 酸性样品：逐滴加入1N NaOH ，同时检测 pH
l- 碱性样品：逐滴加入1N HCl，同时检测 pH

l直接用合适pH的缓冲液稀释
l- 确定稀释比例
l- 确定缓冲液合适pH
l- 灭菌前预先制备相应缓冲液
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GB4789.3 大肠菌群
2010版和2016版对比

附：
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1、增加“检验原理”：
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2、修改“适用范围”：

2010
版

2016
版
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3、修改“典型菌落形态描述” “平板菌落数的选择” ：

2010
版

2016
版
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4、修改“第二法证实试验”：

2010
版

2016
版
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5、修改“第二法平板计数的报告”：

2010
版

2016
版



3M  Health Care AcademySM

© 3M 2015. All Rights Reserved


