《船舶压载水检测技术 第5部分  细菌总数检测》（征求意见稿）

编制说明
1、 工作简况

1、 任务来源

本标准是中国太平洋学会东海环境分会提出，根据2017年9月25日中国太平洋学会《关于同意中国太平洋学会东海环境分会开展编制“船舶压载水检测技术团体标准”工作的批复》立项。

2、 主要工作过程

a）2017年9月   向中国太平洋学会提出团体标准编制申请；
b）2017年10月  成立编制组；
c）2018年1月   确定编制内容和编制大纲；
d）2018年11月  内部技术审查会；
e）2019年8月   完成征求意见稿。
3、 主要参加单位和工作组成员

本标准负责起草单位为国家海洋局东海环境监测中心。本标准参加起草单位为国家海洋局东海环境监测中心、上海海洋大学。
2、 目的意义、标准编制原则和主要内容

1、 目的意义

随着经济发展日趋全球化，船舶航运业作为沟通世界各国的重要桥梁也在迅速发展，大量货物由船舶运往全球。每年达百亿吨的船舶压载水在全球范围转移，随着船舶压载水排放转移的还有近万的物种。因此全球环境基金组织(GEF)确定该问题是当前海洋面临的四大威胁之一，尤其是压载水中携带的浮游生物成为国际海事组织（IMO）的关注对象。IMO（国际海事组织）通过的《压载水公约》于2016年11月24日正式生效，自公约生效以来，中心就开展了压载水相关检测工作，已对压载水的浮游植物、浮游动物、细菌总数、异养菌总数、生物毒性和赤潮毒素等项目进行过相关的检测，近来正在对压载水中其他微生物（肠道球菌、霍乱球菌等）的检测进行相关的研究，以期为压载水中生物检测的标准奠定一定的数据基础。
细菌总数是反映水体微生物污染程度的重要参数之一，船舶压载水中细菌总数的检测结果，是压载水中微生物基础数据的重要指标。国际标准化组织（International Organization for Standardization，ISO）对传统的细菌总数平板计数法作了规定，美国环境保护署（U.S Environmental Protection Agency，EPA）也对细菌总数的酶底物法和测试片法两种新方法进行认证。国内标准中，GB/T 5750.12-2006《生活饮用水标准检验方法 微生物指标》、和HJ 1000-2018《水质 细菌总数的测定 平皿计数法》等对细菌总数平板计数法的检测进行了规定。另外，国内标准GB17378.7-2007《海洋监测规范 第7部分：近海污染生态调查和生物监测》对细菌总数的平板计数法和荧光显微镜直接计数法进行了规定，GB/T 12763.6-2007《海洋调查规范 第6部分 海洋生物调查》对细菌的直接计数法和培养计数法进行了规定。本标准规定的细菌总数检测方法为荧光显微镜直接计数法，该方法比传统的平板计数法，以及近年逐渐成熟的酶底物法和测试片法都要省时省力，更适合船舶压载水中细菌总数的检测。目前国际上尚未有压载水中细菌总数检测的统一规定，本标准为船舶压载水中细菌总数检测提供了依据。
2、 标准编制原则

本标准在结构与内容编排上根据GB/T1.1-2009《标准化工作导则 第1部分：标准的结构和编写》规定进行。
本标准在制定过程中坚持GB17378.7-2007《海洋监测规范 第7部分：近海污染生态调查和生物监测》的原则，在确定各项指标时，综合考虑了GB/T 12763.6-2007《海洋调查规范 第6部分 海洋生物调查》等因素，力求将标准制定与技术创新结合，以期到达预期的社会效益。

3、 主要内容

3.1  《压载水检测技术》团体标准编制依据是IMO 2018年生效的《压载水公约》。

3.2  本标准的7个部分系根据IMO《压载水公约》要求的检测项目确定。

3.3  本标准系《船舶压载水检测技术》团体标准的第5部分。

3.4  本标准规定了到港船舶压载水细菌总数样品的检测流程，包括样品采集、样品保存、检测方法、记录与计算等内容。
3、 标准中涉及专利的情况

本标准不涉及专利问题。
4、 预期达到的社会效益、对产业发展的作用等情况

本标准的制定将规范我国国际航运船舶的压载水处理提供检测技术，掌握并减少外来物种的侵入，保护我国的海洋水域的环境，符合我国国际海事组织A类理事国和航运大国的身份与地位。同时，本标准将为我国海事部门提供对船舶压载水和沉淀物检测执法的标准，填补我国船舶压载水检测技术方面标准的空白。
本标准的制定对快速检测船舶压载水细菌总数做了规定，检测流程包括样品采集、样品保存、检测方法、记录与计算等内容。本标准操作便捷、时效高，适合船舶压载水的实际检测情况。
5、 与国际、国外对比情况

6.1 细菌总数检测方法
细菌总数计数的研究已经非常成熟，目前国内外普遍采用需氧平板计数法（Aerobic plate count，APC），平板计数法的检测一般需要48 h以上才可报告准确结果。根据国内标准GB17378.7-2007《海洋监测规范 第七部分：近海污染生态调查和生物监测》中的规定，用平板计数法检测海水细菌总数，则需要在25℃下培养7天才可报告准确结果。

这种传统的培养方法，操作繁琐，耗时长，不符合实际工作的需求。近年来，国内外学者为了缩短检测时间、简化检测程序，进行了大量的快速检测方法的研究，提出了放射测量法、阻抗检测法、Simplate TM全平器计数法（TPC）、微菌落技术、纸片法（Petrifilm，PF）等检测方法。放射测量法由于需要加标14C底物作培养基，增加了操作难度，近几年研究较少；阻抗检测法用阻抗测量仪进行微生物诊检计数，可在6~24 h报告结果；Simplate TM全平器计数法可在24 h内完成检测，且准确、快速，可替代国际法用于细菌总数的检测；微菌落计数快速、经济、实用，但该方法最低检出限局限于103 cfu/mL以上，限制了该技术的推广应用；纸片法重复性好，简便实用，可在48 h报告准确结果。以上列举的几种方法，如Simplate TM全平器计数法、纸片法等均已优于传统的平板计数法，但耗时仍需要24 h以上。

6.2 细菌总数相关标准

国际标准化组织（International Organization for Standardization，ISO）仅对食物链中的细菌总数的平板法有操作规定，见ISO 4833-1:2013 Microbiology of the food chain — Horizontal method for the enumeration of microorganisms — Part 1: Colony count at 30 degrees C by the pour plate technique，其培养时长为48小时后方可计数。美国环境保护署(U.S Environmental Protection Agency，EPA)认证的方法有细菌总数酶底物法和细菌总数测试片法，培养时长分别为48小时和72小时。国内标准中，GB/T 5750.12-2006《生活饮用水标准检验方法 微生物指标》规定了细菌总数的平板计数法，HJ 1000-2018《水质 细菌总数的测定 平皿计数法》规定了细菌总数的平板计数法，以上两个标准中的规定均需培养48小时后才可计数。

鉴于本标准针对的为压载水，快速简便是放在第一要素的，因此本标准采用直接计数法。流式细胞仪等仪器的直接计数法不适合基层单位，考虑到普及性，本标准采用荧光显微镜直接计数法。荧光显微镜直接计数法是通过滤膜将细菌染色后在荧光显微镜下镜检的一种快速检测方法，从染色到镜检只需要15 分钟左右。因此本标准参照《海洋监测规范 第七部分：近海污染生态调查和生物监测》（GB17378.7-2007）和《海洋调查规范 第6部分 海洋生物调查》（GB/T 12763.6-2007）中荧光显微镜直接计数法的检测方法，整个检测过程约15分钟。

6.3 染色液

根据《海洋监测规范 第七部分：近海污染生态调查和生物监测》（GB17378.7-2007）和《海洋调查规范 第6部分 海洋生物调查》（GB/T 12763.6-2007）中细菌总数直接计数法的规定，结合染色的价格、保存期限等原因，规定本标准中使用市售的DAPI染色液。

6.4 技术差异
与国际标准相比主要技术差异如下：

（1）检测流程参照GB17378.7-2007《海洋监测规范 第7部分 近海污染生态调查和生物监测》和GB/T 12763.6-2007《海洋调查规范 第6部分 海洋生物调查》的细菌总数直接计数法。

（2）使用荧光显微镜直接计数法，操作方便、快捷。平板法需48 h±2 h，荧光显微镜法只需在15 min左右即可完成检测。

（3）本标准规定了样品的采集要求。

（4）本标准规定了样品的保存要求。

（5）本标准规定了样品的记录与计算要求。

（6）本标准规定使用市售的DAPI染色液。
6、 与现行法律、法规、规章及标准，特别是强制性标准的协调性

本标准与现行法律、法规、规章及相关标准协调一致。

7、 重大分歧意见的处理经过和依据

本标准无重大分歧意见。
8、 标准性质的建议说明

建议本标准性质为推荐性标准。

9、 贯彻标准的要求和措施建议

建议本标准批准发布后6个月后实施。

10、 废止现行相关标准的建议

无

11、 其他应予以说明事项

无
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