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前 言
《船舶压载水检测技术》团体标准由以下10个部分组成：

第1部分《船舶压载水检测技术 压载水取样》；
第2部分《船舶压载水检测技术 不小于50微米活性有机物检测》；
第3部分《船舶压载水检测技术 10～50微米活性有机物检测》；
第4部分《船舶压载水检测技术 生物毒性检测》；
第5部分《船舶压载水检测技术 细菌总数检测》；
第6部分《船舶压载水检测技术 大肠埃希氏菌检测》；
第7部分《船舶压载水检测技术 肠道球菌检测》；
第8部分《船舶压载水检测技术 霍乱弧菌检测》；
第9部分《船舶压载水检测技术 总残余氯检测》；
第10部分《船舶压载水检测技术  pH值检测》。
本标准根据GB/T 1.1-2009《标准化工作导则第1部分：标准的结构和编写》进行编制。

本部分为《船舶压载水检测技术》团体标准的第7部分。

本部分由中国太平洋学会东海环境分会提出。
本部分由中国太平洋学会归口。
本部分起草部门：国家海洋局东海环境监测中心、上海海洋大学、国家海洋局东海标准计量中心。
本部分主要起草人： 

船舶压载水检测技术

第7部分：肠道球菌
1  范围
本标准规定了到港船舶压载水样品肠道球菌的检测步骤，包括样品的检测准备、样品检测流程、结果记录与结果报告等内容。
本标准使用与到港船舶压载水（淡水、海水）的检测。

2  规范性引用文件

下列文件对于本文件的应用是必不可少的，凡是注日期的引用文件，仅所注日期的版本适用于本文件。凡是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。
International Maritime Organization (IMO), 2004. International Convention for the Control and Management of Ships’ Ballast Water and Sediments. 国际海事组织, 2004. 国际船舶压载水和沉积物控制和管理公约.
International Maritime Organization (IMO), 2016. Guidelines for Approval of Ballast Water Management Systems (G8), Resolution MEPC.279(70). 国际海事组织, 2016. 压载水管理系统批准准则(G8), MEPC. 279（70）号决议.
ETV, 2010. Environment Technology Verification Program document Generic Protocol for the Verification of Ballast Water Treatment Technologies. 美国环境保护局, 2010. 环境技术验证计划文件压载水处理技术验证的通用协议.
3  术语和定义

下列术语和定义适用于本标准。

3.1
肠道球菌Enterococci

肠道球菌为圆形或椭圆形、呈单个或成对或短链状排列的革兰阳性球菌，无芽胞，无鞭毛，为需氧或兼性厌氧菌，在血平板上经37℃培养18小时后，可形成灰白色、不透明、表面光滑、直径0.5～1mm大小的圆形菌落，在生化反应上能耐受高盐和胆汁培养基。
4  肠道球菌样品检测-酶底物法

4.1  主要仪器和设备

肠道球菌样品检测酶底物法应有下列仪器：

a) 恒温培养箱

b) 手持式365nm紫外灯

c) 托盘封口机

d) 灭菌100ml样品瓶

e) 定量盘
4.2  试剂

a) 肠道球菌酶底物法测试试剂
b) 灭菌水

4.3  检测方法

4.4.1  淡水样品检测流程如下：

a) 将水样定容至100ml；

b) 将肠道球菌酶底物法测试试剂加入100ml样品中；

c) 摇匀水样，直至试剂溶解；

d) 将水样装进定量盘；

e) 将定量盘密封；

f) 将密封后的定量盘在41°C±0.5°C下培养24小时；

f) 培养结束后，在黑暗条件下，用手持式365nm紫外灯照射定量盘

g) 记录定量盘上发蓝色荧光孔的数目；

h) 参照MPN表，查找对应的肠道球菌的数量结果。

4.4.2  河口及海水样品检测流程如下：

a) 稀释样品：吸取10mL样本原液加入到90mL无菌稀释水中；
b) 将肠道球菌酶底物法测试试剂加入稀释后的100ml样品中；

c) 摇匀水样，直至试剂溶解；

d) 将水样装进定量盘；

e) 将定量盘密封；

f) 将密封后的定量盘在41°C±0.5°C下培养24小时；

g) 培养结束后，在黑暗条件下，用手持式365nm紫外灯照射定量盘；
h) 记录定量盘上发蓝色荧光孔的数目；

i) 参照MPN表，查找对应的肠道球菌的数量结果。

4.4.3  空白对照样检测流程如下
a) 吸取定量100ml无菌水；
b) 如检测海水样本，需将灭菌后100mL稀释海水作为空白对照样；
c) 将肠道球菌酶底物法测试试剂加入稀释后的100ml样品中；

d) 摇匀水样，直至试剂溶解；

e) 将水样装进定量盘；

f) 将定量盘密封；

g) 将密封后的定量盘在41°C±0.5°C下培养24小时；

h) 培养结束后，在黑暗条件下，用手持式365nm紫外灯照射定量盘

i) 记录定量盘上发蓝色荧光孔的数目；

j) 参照MPN表，查找对应的肠道球菌的数量结果。

4.4.4  阳性对照样检测流程如下
a) 将标准样品从冰箱中取出；
b) 在室温条件下放置10min-15min，平衡温度；
c) 将标准样品加入100mL无菌稀释水或灭菌后的稀释海水中；
d) 待标准样品完全溶解在水样中；
e) 将肠道球菌酶底物法测试试剂加入到100ml水样中；
f) 摇匀水样，直至溶解；

g) 将水样装进定量盘；

h) 将定量盘密封；
i) 将密封后的定量盘在41°C±0.5°C下培养24小时；

j) 培养结束后，在黑暗条件下，用手持式365nm紫外灯照射定量盘

k) 记录定量盘上发蓝色荧光孔的数目；

l) 参照MPN表，查找对应的肠道球菌的数量结果。
4.4  检测结果报告
4.4.1  记录变蓝色荧光的大孔数目和小孔数目。

4.4.2  在MPN表（见附表A.1）中，查找对应的肠道球菌数目。

4.4.3  检测结果以MPN/100mL报告。

4.5  样本保存
4.5.1  采集的水样应立即送检。

4.5.2  样本应保存在冰盒或冰箱中。

4.5.3  样本应在8h内完成检测。

4.6  注意事项

4.6.1  检测需在洁净无菌环境中进行。

4.6.2  检测应按无菌操作的要求。

4.6.3  无菌工器具和器皿应标识明显。

4.6.4  检测时，肠道球菌检测应做平行样品的测定。

4.6.5  将用于生长或被污染的实验材料，在121°C高温和103.4kPa，即1.05kg/cm2高压下灭菌60min后放入生物危害袋中并密封。

附录A
(规范性附录)
检测结果记录

A.1  酶底物法（97 孔定量盘）不同阳性结果的最大可能数（MPN）检索表（每 100mL 水见表A.1。
表 A.1 酶底物法（97 孔定量盘）不同阳性结果的最大可能数（MPN）检索表（每 100mL 水样）
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A.2 压载水中肠道球菌检测结果记录见表A.2。
A.2 压载水中肠道球菌检测结果记录

日期：       操作员:            审核员：            温度：              湿度：              

	样品编号
	采样时间
	检测时间
	蓝色荧光孔数
	肠道球菌
（MPN/100mL）
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