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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8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8部分：霍乱弧菌
1  范围
本标准规定了到港船舶压载水样品霍乱弧菌的检测步骤，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。
本标准适用于到港船舶压载水（淡水、海水）霍乱弧菌的检测。

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
霍乱弧菌 Vibrio cholerae

霍乱弧菌是革兰氏阴性菌，菌体短小呈逗点状，有单鞭毛、菌毛，部分有荚膜。共分为139个血清群，其中O1型和O139型可引起霍乱。
4  霍乱弧菌样品检测

4.1  仪器和设备

霍乱弧菌检测主要仪器和设备如下：
a) 抽滤泵；
b) 过滤膜，直径47毫米，孔径0.2微米；
c) 培养箱；
d) 离心机；
e) 自动微生物生化鉴定仪；
f) 生物安全柜；
g) 压力蒸汽灭菌锅。
4.2  试剂

霍乱弧菌检测应有下列试剂：
a) 营养琼脂培养基

——牛肉浸膏                   3g
——蛋白胨                     5g
——氯化钠                     10g
——琼脂                       15g
b) 碱性蛋白胨水

——蛋白胨                     10g
——氯化钠                     10g
c) TCBS琼脂

——酵母浸粉                   5g；
——蛋白胨                     10g；
——硫代硫酸钠                 10g；
——柠檬酸钠                   10g；
——牛胆                       8g；
——蔗糖                       20g；
——氯化钠                     10g；
——柠檬酸铁                   1g；
——溴麝香草酚兰               0.04g；
——麝香草酚兰                 0.04g。
4.3  检测方法

4.3.1  样品采集及处理
4.3.1.1  用灭菌容器采集500ml压载水。
4.3.1.2  采集的水样应在3 h 内送到实验室，运送过程中保持2℃~4℃低温。
4.3.1.3  以无菌操作分别抽滤压载水100ml。
4.3.1.4  取一份集菌滤膜保存在2℃~4℃，以备计数，另一份保存于-20℃备检。

4.3.2  增菌
4.3.2.1  以无菌操作取一份集菌滤膜.
4.3.2.2  加入到10ml碱性蛋白胨水培养基中，充分振荡混匀.
4.3.2.3  36℃条件下培养时间不少于12h。

4.3.3  初步筛选
4.3.3.1  在无菌条件下用接种环在碱性蛋白胨水培养基表层取样于TCBS平板。
4.3.3.2  在36℃条件下培养12h初筛阳性的样本。
4.3.3.3  选取亮黄色、边缘整齐、微湿润的阳性菌落，接种到营养琼脂上培养过夜。
4.3.3.4  通过Vitek全自动微生物生化鉴定仪进行鉴定。
4.3.3.5  检测结果为阳性时，应进行分型实验。

4.3.3.6  检测结果为阴性时，应报告未检出。
4.3.4  霍乱弧菌分型实验
4.3.4.1  取鉴定阳性的霍乱弧菌样本，采用荧光PCR的方法进行CTX基因的分型检测。
4.3.4.2  CTX阴性样本应报告为非产毒株。
4.3.4.3  CTX检测阳性样本应采用荧光PCR的方法进行O1，O139分型实验，同时取备存的集菌滤膜进行菌落计数实验。

4.3.5  菌落计数
4.3.5.1  取备存的集菌滤膜，用灭菌的镊子夹取边缘部分，移放到TCBS培养基上。
4.3.5.2  滤膜截留细菌面应向上，滤膜应与培养基紧密贴近，两者之间不得留有气泡。
4.3.5.3  将平皿倒置，放入37℃恒温培养24h。

4.4  检测结果处理

4.4.1  菌落计数实验中，待培养完毕时，将培养皿从培养箱中取出。
4.4.2  选择亮黄色的菌落进行计数。

4.5  检测结果报告

4.5.1  初筛阴性应直接报告为未检出。
4.5.2  分型实验CTX鉴定为阴性时，应直接报告为分型实验CTX阴性报告检出霍乱弧菌非产毒株。
4.5.3  分型实验CTX鉴定为阳性时，应结合O1和O139分型实验结果报告。
4.5.4  霍乱弧菌O1阳性或霍乱弧菌O139为阳性时，菌落计数结果应以CFU/100ml报告。
4.5.5  将测定结果分别填入附录表A.1中。

4.6  样本保存

4.6.1  采集的水样送检时间不超过2h。
4.6.2  样品保存在保温冰盒或冰箱内不得超过24h。
4.7  注意事项

4.7.1  检测需在洁净无菌环境中进行。
4.7.2  检测应按无菌操作的要求。
4.7.3  无菌工器具和器皿应标识明显。
4.7.4  检测时，霍乱弧菌检测应做平行样品的测定。
4.7.5  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)
霍乱弧菌检测结果记录

A.1压载水中霍乱弧菌检测结果记录见表A.1。
表 A.1压载水中霍乱弧菌检测结果记录
日期：           检测员:          审核员：         温度：         湿度：
	样品编号
	时间
	水样

体积
	阴性/阳性疑似菌落鉴定
	实验结果
产毒/不产毒分型
	菌落计数

结果
	霍乱弧菌
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