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本文件基于MEPC.173(58)、BWM.2/Circ.42/Rev.1决议中推荐的压载水取样方式及微生物操作无菌要求，引用了ISO 6222:1999《Water quality-enumeration of culturable microorganisms colony count by inoculation in a nutrient agar culture medium》、美国试验与材料学会（ASTM）ASTM D5392–2014《Standard Test Method for Isolation and Enumeration of Escherichia Coli in Water by the Two-Step Membrane Filter Procedure》、GB 4789.38《食品微生物学检验 大肠埃希氏菌计数》、GB 5750.12-2004《生活饮用水标准检验方法微生物指标》，ISO 7899-2：2000《Water quality-Detection and enumeration of intestinal enterococci-Part2: Membrane filtration method》，摘录翻译原文中的检测原理及试剂配制内容，结合压载水该种水体的多种因素，对检测方法进行补充。
本文件由中华人民共和国南京海关提出和归口。
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本文件规定了船舶压载水管理系统生物性能测试中指标性微生物取样和检测规程生物指示菌的检测项目、要求、样本采集、检验程序、检验方法、结果报告、结果判定和处置。
本文件适用于对船舶压载水管理系统生物性能测试过程中实施指示菌微生物检测。
规范性引用文件
下列文件对于本文件的应用必不可少。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（包括所有的修改版）适用于本文件。
SN/T  3564-2013《国际航行船舶压舱水样本采集规程》
《国际压载水及沉积物控制与管理公约》
ISO 6222-1999 《Water quality - Enumeration of culturable micro-organisms - Colony count by inoculation in a nutrient agar culture medium》
EPA METHOD 1603 《Escherichia coli (E. coli) in Water by Membrane Filtration Using Modified membrane-Thermotolerant Escherichia coli Agar(Modified mTEC)》
ISO 9308-1-2014 《Water quality - Enumeration of Escherichia coli and coliform bacteria - Part 1: water with low bacterial backgroud flora》
ISO 7899-2-2000《Water quality - Detection and enumeration of intestinal enterococci - Part 2: Membrane filtration method》
EPA600/R-10/139 《Standard analytical protocol for Vibrio cholerae O1 and O139 in drinking Water and surface water》
术语和定义
SN/T 1239界定的，以及下列术语和定义适用于本文件。
3.1 
船舶压载水  ballast water
为保持船舶具有一定吃水深度或调整船体平衡，以便保证船舶航行安全平稳，而需泵入舱内、在装货时再自舱内排出的水体。
3.2  
指标性微生物  Indicator bacteria
又称指标菌，,用以指示船舶压载水卫生状况及安全性的指示性微生物，主要包括细菌总数、耐热大肠菌群、大肠埃希氏菌、肠球球菌、霍乱弧菌。
3.3  
菌落总数  Aerobic plate count
压载水样品经过处理，在一定条件下（如培养基、培养温度和培养时间等）培养后，所得每mL检样中形成的微生物菌落总数。
3.4 
耐热大肠菌群  Fecal coliforms
又称耐热大肠杆菌 是在44.5 ℃培养24 h～48 h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。
3.5 
大肠埃希氏菌  Escherichia coli
又称大肠杆菌，是广泛存在于人和温血动物的肠道中，需氧及兼性厌氧，44.5℃生长，IMViC（靛基质、甲基红、VP实验、柠檬酸盐）生化试验++--或-+--的革兰氏阴性杆菌。
3.6 
肠道球菌  Intestinal enterococci
一类革兰氏阳性球菌，兼性厌氧，无芽胞和荚膜，可分解胆汁七叶苷，是评估食品、水、食品加工设备、食品生产环境等卫生状况的指标菌之一。
3.7 
霍乱弧菌  Vibrio cholerae
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群和O139群可引起霍乱。
3.8 
等动流量取样 Isokinetic flow sampling
从取样口收集样品的水流速度与主压载管中的速度相等的取样方式
4. 采样
4.1 现场采集程序
 至少提前24小时获取船舶压载水报告单，根据压载水来源、置换情况决定是否进行样品采集。
4.2 现场采样工具
4.2.1 泵（例如：抽吸泵、电力或压缩空气驱动） 
4.2.2 流量计：记录从排放管路中收集的水量
4.2.3 漏斗：易于将样品装瓶的
4.2.4 样品瓶或水袋：已灭菌
4.3  登轮后船舶情况调查
工作人员登轮后应向船方了解船舶压载舱数量、结构、分布和各压载水舱数量、来源、置换或处理情况，按照要求完整填写船舶压载水采集记录表（附录A）。不同场所采集方法见附录A。
4.4 样品采集
工作人员根据现场情况使用必要的保护措施和用品，在船方人员陪同下到相应位置使用合适工具进行样品采集。不同采样配备见附录A。
4.4.1 压载水管理系统取样口取样
-由船方工作人员负责启动压载水处理设备运行5分钟后，打开压载水排放管路上压载水采样口开始采样；
- 微生物取样，用洁净的无菌容器，从取样口收集1 L以上样品，并密封保存，必要时用酒精对容器口消毒。
-采集样品直接注入样品瓶，根据检测项目需求进行必要现场预处理，贴标签，封口。
4.4.2压载舱中取样
4.4.2.1人孔
a)适用对象
此方法适用于压载水顶边舱和边舱满载或较高水位时的样品采集。
b)采集程序
-由船方专门负责压载水处理设备运行的工作人员负责确认并打开位于甲板上的人孔盖。
-无菌取样瓶直接采集。
4.4.2.2 测深孔/空气管中取样
a)适用对象
  此方法适用于压载水顶边舱和边舱样品采集,自测量管处采集方法也适用于压载水底边舱和底舱的样品采集。
b)采集程序
-由船方人员打开测量管/空气管上盖，用测量尺测定水深和水面高度。
-使用合适的泵从测深空/空气管中抽取压载水样品；如液面在操作部位以下10米深及以下，不适合用负压泵。
-如有其他途径可以采样，不推荐使用该方法；
4.4.2.3排水口取样
a)适用对象
此方法适用于压载水顶边舱有手动排水口且便于采样时的样品采集集,自测量管处采集方法也适用于压载水底边舱和底舱的样品采集。
b)采集程序
-由船方人员打开压载水舱顶边舱手动排水阀门，排水3-5分钟。
-用采样桶自甲板上坠下或自岸上送至排水口处下方接水。
样品采集完毕后，装入相应的容器，测量记录相应数值后，密封包装，填写标签，在规定时间内及时送检。
4.5 样品保存、运送
水样收集后应尽快检测。在运送到实验室期间，水样品在2℃-8℃的温度下冷藏。水样收集和开始检测之间不要超过24小时。
4.6 资料整理、分析及报告
根据现场记录，对样品采集情况及数据进行核实，整理，填写，报告。样品数据记录表格见附录B。
1. 菌落总数
设备和材料
5.1.1 恒温培养箱：36℃±2 ℃，22℃±2 ℃
5.1.2 冰箱：5℃±3℃
5.1.3 恒温水浴箱：45℃±2℃
5.1.4 无菌吸管1 mL（具0.01 mL刻度）、10 mL（具0.1 mL刻度）或微量移液器及吸头
5.1.5 放大镜和菌落计数器
5.1.6 无菌培养皿：直径90 mm
培养基和试剂
5.2.1酵母浸膏琼脂（Yeast extract agar，YEA）：见附录A.1
5.2.2无菌生理盐水：见附录A.2
检测步骤
	将样品制成10倍稀释系列


⬇
	选择2～3个适宜的连续稀释度吸取1mL样品匀液于无菌培养皿内


⬇
	向每个培养皿中倾注15mL～20mL YEA培养基并混匀


⬇
	一组放入36℃±2℃恒温箱内培养44h
一组放入22℃±2℃恒温箱内培养68h


⬇
	计数


⬇
	报告


图1 菌落总数的检测步骤
检测流程
样品稀释与平板制备
5.4.1.1以无菌操作方法用无菌吸管或移液器吸取1 mL充分混匀的水样，注入盛有9 mL无菌生理盐水的试管重，混匀成1：10稀释液；
5.4.1.2用无菌吸管或移液器吸取1：10的稀释液1 mL，注入盛有9 mL无菌生理盐水的试管重，混匀成1：100的稀释液；
5.4.1.3按5.3.1.2操作，制备10倍系列稀释样品匀液。每递增稀释一次，换用1次1 mL无菌吸管或移液器吸头；
5.4.1.4 选择2~3个适宜的连续稀释度（可含样品原液），吸取1 mL样品匀液于无菌培养皿内，每个稀释度做4个培养皿，同时分别吸取1 mL空白稀释原液加入两个无菌培养皿内作为空白对照；
5.4.1.5及时向每个培养皿中倾注15 mL~20 mL 冷却至45℃的YEA培养基，转动培养皿使其混合均匀。
培养
待培养基凝固后后将平皿倒置，每个稀释度平均分为两组，一组放入36℃±2 ℃恒温箱内培养44h，一组放入22℃±2 ℃恒温箱内培养68h。若未能及时观察，可5℃±3℃温度保存，48h内计数。若成片生长，弃用。
菌落计数
5.4.3.1 可用肉眼观察，必要时用放大镜或菌落计数器，记录稀释倍数和相应的菌落数量。菌落计数以菌落形成单位(colony-forming unit，CFU)表示。
5.4.3.2 选取菌落数在30 CFU~300 CFU之间、无蔓延菌落生长的平板计数菌落总数。低于30CFU的平板记录具体菌落数，大于300 CFU的可记录为多不可计。每个稀释度的菌落数应采用两个平板的平均数。
5.4.3.3 其中一个平板有较大片状菌落生长时，则不宜采用，而应以无片状菌落生长的平板作为该稀释度的菌落数；若片状菌落不到平板的一半，而其余一半中菌落分布又很均匀，即可计算半个平板后乘以2，代表一个平板菌落数。
5.4.3.4 当平板上出现菌落间无明显界线的链状生长时，则将每条单链作为一个菌落计数。
5.5结果与报告
5.5.1 菌落总数的计算方法
5.5.1.1 若只有一个稀释度平板上的菌落数在适宜计数范围内，计算两个平板菌落数的平均值，再将平均值乘以相应稀释倍数，作为每mL样品中菌落总数结果。
5.5.1.2 若有两个连续稀释度的平板菌落数在适宜计数范围内时，按式（1）计算：
	N
	=
	∑C
	……………………(1)

	
	
	(n1+0.1n2)d
	


式中：
N ——样品中菌落数；
∑C —平板（含适宜范围菌落数的平板）菌落数之和；
n1——第一稀释度（低稀释倍数）平板个数；
n2——第二稀释度（高稀释倍数）平板个数；
d ——稀释因子（第一稀释度）。
示例：
	稀释度
	1:100（第一稀释度）
	1:1000（第二稀释度）

	菌落数（CFU）
	232
	244
	33
	35



	N
	=
	∑C
	=
	232+244+33+35
	=
	544
	=24727

	
	
	(n1+0.1n2)d
	
	[2+(0.1×2)] ×10-2
	
	0.022
	



上述数据按5.4.2.2数字修约后 ，表示为25000或2.5×104。
5.5.1.3 若所有稀释度的平板上菌落数均大于300 CFU，则对稀释度最高的平板进行计数，其他平板可记录为多不可计，结果按平均菌落数乘以最高稀释倍数计算。
5.5.1.4 若所有稀释度的平板菌落数均小于30 CFU，则应按稀释度最低的平均菌落数乘以稀释倍数计算。
5.5.1.5 若所有稀释度(包括液体样品原液)平板均无菌落生长，则以小于1乘以最低稀释倍数计算。
5.5.1.6 若所有稀释度的平板菌落数均不在30CFU~300CFU 之间，其中一部分小于30CFU 或大于300 CFU 时，则以最接近30 CFU 或300 CFU 的平均菌落数乘以稀释倍数计算。
5.5.2 菌落总数的报告
5.5.2.1 菌落数小于100 CFU 时，按“四舍五入”原则修约，以整数报告。
5.5.2.2 菌落数大于或等于100 CFU 时，第3位数字采用“四舍五入”原则修约后，取前2位数字，后面用0代替位数；也可用10的指数形式来表示，按“四舍五入”原则修约后，采用两位有效数字。
5.5.2.3 若所有平板上为蔓延菌落而无法计数，则报告菌落蔓延。
5.5.2.4 若空白对照上有菌落生长，则此次检测结果无效。
5.5.2.5 体积取样以CFU/mL为单位报告。
耐热大肠菌群
设备和材料
6.1.1 恒温培养箱：35℃±0.5℃，44.5℃±0.2℃
6.1.2 无菌量筒：100 mL
6.1.3 无菌抽滤装置
6.1.4 无菌滤膜：0.45μm
6.1.5 无齿镊子
6.1.6 无菌培养皿：直径90 mm
6.1.7 接种环
培养基和试剂
6.2.1 mTEC琼脂平板: 见附录A.3
6.2.2 EC肉汤：见附录A.4
检测步骤
	将样品制成10倍梯度稀释液


⬇
	选取3个适宜的连续稀释度进行抽滤，每个稀释度做3个平行样


⬇
	将过滤后的滤膜贴在mTEC琼脂平板上


⬇35℃±0.5℃ 2h
                  ⬇44.5℃±0.2℃ 22h
	挑取可疑菌落转种EC肉汤


                   ⬇44.5℃±0.2 ℃ 22h
	计数


⬇
	报告


图2 耐热大肠菌群的检测步骤
检测流程
样品的稀释
使用无菌量筒将样品进行稀释，制成1：10、1：100……的10倍梯度稀释液，选取至少3个适宜的连续稀释梯度（含样品原液）。
6.4.2 水样抽滤
用无菌镊子夹取无菌滤膜的边缘部分，网格面朝上，贴放在已灭菌的滤头上，固定好滤器，将100 mL样品原液或稀释后的水样通过滤膜进行抽滤。水样滤完后，继续抽气约5 s，再关上滤器阀门。每个稀释度做3个平行样。
6.4.3 培养
将过滤后的滤膜贴在mTEC琼脂平板上，滤膜截留细菌面朝上，平铺并避免在滤膜与培养基之间残留气泡。将平皿倒置，放入35℃±0.5 ℃恒温箱内培养2h，复苏菌种，44.5℃±0.2 ℃培养22h。注意保湿，防止滤膜和介质的脱水。
6.4.4 结果观察与确证
观察滤膜上面的菌落特征，典型可疑菌落为黄色。挑取可疑菌落转种EC肉汤，44. 5°C培养24 h±2 h,如产气则证实为耐热大肠菌群。
6.4.5 结果与报告
6.4.5.1 计算方法
计数被证实的耐热大肠菌落数（单个滤膜上生长有20-60个耐热大肠菌群为计数合适范围，如未在该范围，则以最接近该范围的数值为宜），见式（2）。
	耐热大肠菌菌落数（CFU/100ml）=
	所计得的耐热大肠菌菌落数×100
	…………（2）

	
	过滤的水样体积（ml）
	


6.4.5.2 报告结果
按6.4.5.1计算，报告每100 mL水样中的耐热大肠菌群数，以CFU/100mL表示。
大肠埃希氏菌
设备和材料
6.1.1 恒温培养箱：36℃±2 ℃
6.1.2 无菌量筒：100 mL
6.1.3 无菌抽滤装置
6.1.4 无菌滤膜：0.45μm
6.1.5 无齿镊子
6.1.6 无菌培养皿：直径90 mm
培养基和试剂
大肠菌群显色培养基（Chromogenic Coliform Agar，CCA）: 见附录A.5 
检测步骤
	将样品制成10倍梯度稀释液


⬇
	选取3个适宜的连续稀释度进行抽滤，每个稀释度做3个平行样


⬇
	将过滤后的滤膜贴在CCA平板上


⬇36℃±6℃ 21h±3h
	计数


⬇
	报告


图3 大肠埃希氏菌的检测步骤
检测流程
样品的稀释
使用无菌量筒将样品进行稀释，制成1：10、1：100……的10倍梯度稀释液，选取至少3个适宜的连续稀释梯度（含样品原液）。
水样抽滤
用无菌镊子夹取无菌滤膜的边缘部分，网格面朝上，贴放在已灭菌的滤头上，固定好滤器，将100 mL样品原液或稀释后的水样通过滤膜进行抽滤。水样滤完后，继续抽气约5 s，再关上滤器阀门。每个稀释度做3个平行样。
7.4.3 培养
将过滤后的滤膜贴在CCA培养基平板上，滤膜截留细菌面朝上，平铺并避免在滤膜与培养基之间残留气泡。将平皿倒置，放入36℃±2 ℃恒温箱内培养21h±3h。
7.4.4 菌落判断与计数
滤膜上蓝黑色至紫色菌落为大肠埃希氏菌阳性菌落。对确证为大肠埃希氏菌落的滤膜进行计数，生长有20-60个菌落为计数合适范围，如未在该范围，则以最接近该范围的数值为宜。
7.4.5 结果与报告
7.4.5.1 计算方法
计数被证实的大肠埃希氏菌菌落数，见式（3）。
	大肠埃希氏菌菌落数（CFU/100ml）=
	所计得的大肠埃希氏菌菌落数×100
	……（3）

	
	过滤的水样体积（ml）
	


7.4.5.2报告结果
按7.4.5.1计算，报告每100mL水样中的大肠埃希氏菌菌落数，以CFU/100mL表示。
肠球菌
设备和材料
8.1.1 恒温培养箱：37℃±1℃，44.5℃±0.5℃ 
8.1.2 无菌量筒：100 mL
8.1.3 无菌抽滤装置
8.1.4 无菌滤膜：0.45μm
8.1.5 无齿镊子
8.1.6 无菌培养皿：直径90 mm
8.1.7 接种环
培养基和试剂
8.2.1 SBM (Slanetz-Bartley Medium): 见附录A.6
8.2.2 EC肉汤：见附录A.4
8.2.3 BAAA(Bile Aesculin Azide Agar):见附录A.7
检测步骤
	将样品制成10倍梯度稀释液


⬇
	选取3个适宜的连续稀释度进行抽滤，每个稀释度做3个平行样


⬇
	将过滤后的滤膜贴在SBM琼脂平板上


⬇37℃±1℃ 44h±4h
	挑取可疑菌落转种EC肉汤


               ⬇44.5℃ 24h±2h
	将滤膜转移至BAAA琼脂平板上


⬇44℃±0.5℃ 4h
	计数


⬇
	报告


图4 肠球菌的检测步骤
检测流程
样品的稀释
使用无菌量筒将样品进行稀释，制成1：10、1：100……的10倍梯度稀释液，选取至少3个适宜的连续稀释梯度（含样品原液）。
8.4.2 水样抽滤
用无菌镊子夹取无菌滤膜的边缘部分，网格面朝上，贴放在已灭菌的滤头上，固定好滤器，将100mL样品原液或稀释后的水样通过滤膜进行抽滤。水样滤完后，继续抽气约5s，再关上滤器阀门。每个稀释度做3个平行样。
8.4.3 培养
将过滤后的滤膜贴在SBM培养基平板上，滤膜截留细菌面朝上，平铺并避免在滤膜与培养基之间残留气泡。将平皿倒置，放入37℃±1℃恒温箱内培养44h±4h，注意保湿，防止滤膜和介质的脱水。
8.4.4 结果观察与确证
观察滤膜上面的菌落特征，典型可疑菌落为黄色。挑取可疑菌落转种EC培养基，44℃±0.5℃培养24 h±2 h,如产气则证实为耐热大肠菌群。典型可疑菌落为凸起的，中心或整个呈现红色、栗色至粉红色。如有，在无菌条件下将膜转移至BAAA培养基上，44℃±0.5℃恒温培养箱下培养4h后立即观察，典型阳性菌落呈现棕褐色至黑色。
8.4.5 结果与报告
8.4.5.1 计算方法
对确证为肠球菌菌落的滤膜进行计数，生长有20-60个肠球菌为计数合适范围，如未在该范围，则以最接近该范围的数值为宜，见式（4）。
	肠球菌菌落数（CFU/100ml）=
	所计得的肠球菌菌落数×100
	…………（4）

	
	过滤的水样体积（ml）
	


8.4.5.2 报告结果
按8.4.5.1计算，报告每100mL水样中的耐热大肠菌群数，以CFU/100mL表示。
霍乱弧菌
设备和材料
6.1.1 恒温培养箱：36℃±1℃
9.1.2 无菌量筒：100 mL
9.1.3 玻片
9.1.4 无菌培养皿：直径90 mm
9.1.5 接种环
培养基和试剂
9.2.1  2倍碱性蛋白胨水：见附录A.8
9.2.2  TCBS琼脂平板：见附录A.9 
9.2.3  碱性琼脂平板：见附录A.10。
检测步骤
	100mL水样+900mL 2倍APW


                    ⬇36℃±1℃增菌18h-24h
	划线接种于TCBS琼脂平板


                    ⬇36℃±1℃培养24h±3h
	挑取至少5个可疑菌落至碱性琼脂平板


⬇36℃±1℃，18-24h
	玻片凝集实验


⬇
	生化反应试验或VITEK鉴定


⬇
	菌株复核


⬇
	报告


图5 霍乱弧菌的检测步骤
检测流程
9.4.1预富集增菌培养
将100 mL原水样品加入至900 mL 2倍碱性蛋白胨水液体培养基，36℃±1℃增菌18h-24h，也可选择二次增菌，第一次6-8h，第二次18h。
9.4.2分离
用无菌接种环快速挑取增菌培养液的薄膜，划线接种于TCBS琼脂平板，36℃±1℃培养24h。霍乱弧菌菌落在TCBS培养基上呈黄色发亮、菌落大、表面光滑湿润、稍凸起、边缘整齐半透明，中心不透明。
9.4.3鉴定
9.4.3.1挑取至少5个（如少于5个，则全部挑取）可疑菌落至非选择性培养基（碱性琼脂平板）进行纯培养(36℃±1℃，18-24h)。
9.4.3.2玻片凝集实验
血清凝集实验，若血清凝集实验在1min内出现肉眼可见的明显凝集块，但在生理盐水中不产生凝集的培养菌判为凝集阳性，应立即保存菌株做复核与分型鉴定；在1min内不出现凝集块者判为凝集阴性。
9.4.3.3生化反应试验
 API20E生化鉴定试剂盒，参考说明书，进行生化反应鉴定。
9.4.3.4全自动微生物生化鉴定系统（VITEK）
  从纯化平板上挑取可疑菌落，参照说明书进行鉴定。
9.4.3.5菌株复核
菌落形态可疑，血清凝集实验阳性，判定为初筛实验阳性。经初筛阳性或可疑阳性的菌株，在发出初步鉴定报告的同时，应尽快送当地疾病预防控制中心（CDC）进行复核鉴定。复核结果复核O1或O139群霍乱弧菌的菌株，按菌株管理要求进行保存于上送；若复核结果出现疑问，应尽快将菌株上送省级及以上CDC进行确认分析。菌株复核鉴定应以纯培养物为基础，至少应包括以下项目：血清凝集试验与血清分型，革兰氏染色、黏丝试验、氧化酶试验、动力实验。
e.报告
有毒霍乱弧菌报告格式：
未检出霍乱弧菌的报告时，按检测所需样本的量，报告为“100mL样品中未检出O1群和O139群霍乱弧菌”；
检出霍乱弧菌的报告时，按检测所需样本的量，报告为“100mL样品中检出O1群和O139群霍乱弧菌”。

                                                                              

















附录A 
（资料性）
培养基和试剂
A.1酵母浸膏琼脂（Yeast extract agar，YEA）
A.1.1 成分
Tryptone               1.2 g
Dehydrated yeast extract  0.6 g
Agar                   3.0 g
蒸馏水                 200 mL
A.1.2 制法
称取Tryptone 1.2 g，Dehydrated yeast extract 0.6 g，Agar 3.0 g粉末加入200 mL蒸馏水中，完全溶解，103.43 kPa（121 ℃，15lb）高压灭菌15min，室温下培养基最终pH值应为7.2±0.2, 在45℃水浴锅中降温并保温至铺板（保温时长勿超4h）。

A.2 无菌生理盐水
A.2.1 成分
氯化钠    8.5 g
蒸馏水    1000 mL
A.2.2 制法
称取8.5 g氯化钠溶于1000 mL蒸馏水中,121℃高压灭菌15 min。

A.3 mTEC琼脂平板
A.3.1 成分
mTEC商业化产品粉末   45.3 g
蒸馏水                1000 mL
A.3.2 制法
称取45.3 g商业化粉末，加热溶解于1000 mL蒸馏水中，121℃灭菌15 min后倾注平板备用。

A.4 EC肉汤
A.4.1 成分
EC商业化产品粉末   37.0 g
蒸馏水             1000 mL
A.4.2 制法
称取37.0 g商业化培养基粉末于1000 mL蒸馏水中，加热煮沸至完全溶解，分装于有倒立发酵管的试管中，每管8 mL，121℃灭菌15 min备用。

A.5大肠菌群显色培养基（Chromogenic Coliform Agar，CCA）
A.5.1 成分
CCA商业化培养基粉末  4.6 g
蒸馏水                100 mL
A.5.2 制法
称取4.6 g商业化培养基粉末，加蒸馏水定容至100 mL，混匀，加热溶解并不停搅拌，煮沸不要超过1分钟。最终pH为6.8±0.2，在无菌操作下铺板备用。制作好的平板在4℃避光条件下保存，两周有效。

A.6 肠球菌琼脂 (Slanetz-Bartley Medium，SBM)平板
A.6.1 成分
SBM商业化粉末    4.2 g
蒸馏水            100 mL
A.6.2 制法
称取4.2 g商业化产品粉末，加入100 ml蒸馏水搅拌均匀，加热至沸腾，使培养基完全溶解，避免过度加热，冷却至50°C左右倒入无菌培养皿中。培养基最终pH值应为7.2±0.2,在4℃避光条件下保存，两周有效。

A.7胆汁七叶苷叠氮钠琼脂(Bile Aesculin Azide Agar，BAAA)平板
A.7.1 成分
BAAA商业化粉末    5.63 g
蒸馏水             100 mL
A.7.2 制法
称取商业化产品粉末5.63 g,加热溶解于100 ml 蒸馏水中, 103.43 kPa（121 ℃，15lb）高压灭菌 15 min,冷至50℃左右铺板，培养基最终pH值应为7.1±0.2，在4℃避光条件下保存，两周有效。

A.8 2倍碱性蛋白胨水（Alkaline Peptone Water，APW）
A.8.1 成分
APW商业化粉末    40.0 g
蒸馏水            1000 mL
A.8.2 制法
称取40.0 g商业化粉末，加入1000 mL的蒸馏水，103.43 kPa（121 ℃，15lb）高压灭菌15 min，培养基最终pH值应为8.6±0.2。在4℃避光条件下保存，两周有效。

A.9 TCBS琼脂平板
A.9.1 成分
TCBS商业化粉末    8.9 g
蒸馏水            100 mL
A.9.2 制法
称取8.9 g商业化粉末，加入100 mL的蒸馏水，加热煮沸至完全溶解（勿高压灭菌），冷却至55℃铺板。在4℃避光条件下保存，两周有效。

A.10 碱性琼脂（Alkaline Agar）平板
A.10.1 成分
碱性琼脂商业化粉末  3.3 g
蒸馏水            100 mL
A.10.2 制法
称取3.3 g商业化粉末，加入100 mL的蒸馏水，103.43 kPa（121 ℃，15lb）高压灭菌15 min，培养基最终pH值应为8.4±0.1，冷却至50℃左右铺板。在4℃避光条件下保存，两周有效。
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（资料性）
取样信息表


	船舶信息

	船舶名称
	
	建造日期
	

	IMO编号
	
	总吨位
	

	船旗国
	
	压载水舱容量
	

	压载水管理系统信息

	压载水管理系统制造商
	
	压载水管理系统设备型号
	

	压载水管理系统处理方式
	
	压载水管理系统运行要求
	

	压载水管理系统处理能力（m3/h）
	
	型式认可证书编号
	

	安装地点
	
	安装日期
	

	样品取样信息
	取样设备信息

	取样接口
	 固定式       
 非固定式
	样品检测类型
	

	取样口安装人员
	 船方            
 取样队
	取样设备型号
	

	压载水管理系统取样管直径
	
	压载水管理系统主管流速
	

	压载水管理系统主管道直径
	
	取样器流速
	

	压载水管理系统管道形状
	
	流量计品牌和型号
	

	压载水管理系统主管道水流方向
	
	取样体积（存活生物 ≥ 50μm ）/数量
	

	压载水管理系统取样接口在主管道上的位置
	
	取样体积（理化指标）/数量
	

	压载水管理系统取样口阀门类型
	 圆形
 刀形 
£球形
 隔膜形
 其他
 无
	样品检测类型
	

	
	
	取样设备型号
	

	
	
	取样体积（≥10μm和 < 50μm ）和数量
	

	
	
	取样体积（微生物）和数量
	

	
	
	取样开始时间：
	

	取样接口距离压载水管理系统主管道部件最近的距离（例如弯头、阀门、T型管等）
	
	取样结束时间：
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