附件1
[bookmark: _Toc436647223][bookmark: _Toc91681950][bookmark: _Toc436648567][bookmark: _Toc410385820]化妆品中微生物检验方法总则（征求意见稿）
General Guidelines for Microbiological Examination Methods in Cosmetics
[bookmark: _Toc91679041]1  范围
本部分规定了化妆品微生物学检验的基本要求。
本部分适用于化妆品样品的采集、保存、供检样品制备及质量控制。
[bookmark: _Toc91679042]2  实验室基本要求
[bookmark: OLE_LINK90][bookmark: OLE_LINK89][bookmark: OLE_LINK12][bookmark: OLE_LINK71][bookmark: OLE_LINK85][bookmark: OLE_LINK88]2.1  环境
2.1.1 实验室环境应不影响检验结果的准确性。
2.1.2 实验室的工作区域应与办公室区域应明显分开。
2.1.3 实验室工作面积和总体布局应能满足从事检验工作的需要。
2.1.4 病原微生物分离鉴定工作应在二级生物安全实验室（Biosafety level 2, BSL-2）进行，实验室内环境应符合二级生物安全实验室的要求。
[bookmark: OLE_LINK84][bookmark: OLE_LINK83][bookmark: OLE_LINK96][bookmark: OLE_LINK91]2.2  人员
[bookmark: OLE_LINK98][bookmark: OLE_LINK97]2.2.1 检验人员应具有相应的微生物专业培训经历，具备相应的资质，能够理解并正确实施检验。 
2.2.2 检验人员应掌握实验室生物检验安全操作知识和消毒知识。
2.2.3 检验人员应在检验过程中保持个人整洁与卫生，防止人为污染样品。
2.2.4 检验人员应在检验过程中遵守相关预防措施的规定，保证自身安全。
2.2.5 有颜色视觉障碍的人员不能执行涉及到辨色的实验。
2.3  仪器和设备
试验设备与仪器应能满足检验工作的需要。
2.3.1 天平：0~200g，精确至0.1g。
2.3.2 高压灭菌器。
2.3.3 振荡器。
2.3.4 三角瓶：250mL、150mL。
2.3.5 玻璃珠。
2.3.6 玻璃棒。
2.3.7 灭菌刻度吸管：10mL、1mL。
2.3.8 恒温水浴箱。
2.3.9 均质器或研钵。
2.3.10 灭菌均质袋。
2.3.11 恒温培养箱。
2.3.12 冰箱。
2.3.13 显微镜。
2.4  菌株
2.4.1 应使用微生物菌种保藏专门机构或同行认可机构保存的、可溯源的标准或参考菌株。
2.4.2 必要时，可对从化妆品或环境分离、纯化、鉴定的，未在微生物菌种保藏专门机构登记注册的原始分离菌株（野生菌株）进行系统、完整的菌株信息记录，包括分离时间、来源和菌株的主要表型特征等信息。
2.4.3实验室应保存能满足实验需要的标准或参考菌株，在购入和传代保藏过程中，应进行验证试验。
[bookmark: _Toc91679043]3  培养基及试剂的质量控制
化妆品微生物检验用培养基的质量评价项目包括促生长能力、抑制能力及生化特性，各培养基的检验项目及所用的菌株见表1~4。表中菌株可采用其他等效菌株进行检测。
[bookmark: OLE_LINK49]实验室应针对每批次使用的培养基开展质量控制和评价工作。若生产商能提供由具备相应检验能力且取得国家相关认证认可资质的检验机构出具的同批次产品检验报告，实验室可保留相关证明文件，并根据实际需求对该批次培养基的质量予以评估。对于表2~4中未包含的培养基和试剂，实验室可根据其性能，参考表2~4中建立的方法进行评价。
3.1  培养基的促生长能力
3.1.1 固体培养基
[bookmark: OLE_LINK7][bookmark: OLE_LINK13][bookmark: OLE_LINK30][bookmark: OLE_LINK31]将表2中规定的试验菌株接种到非选择性肉汤（如TSB）培养基中，培养过夜或采用其他方法（如培养18~24 h），制备10倍系列稀释的菌悬液。进行生长率测试时，细菌和酵母菌每平板的接种水平为50~250 CFU，霉菌每平板的接种水平为30~150 CFU。
[bookmark: OLE_LINK8][bookmark: OLE_LINK9][bookmark: OLE_LINK52]选择适宜稀释度的工作菌悬液 0.1 mL，均匀涂布接种于待测培养基平板和参比培养基平板，也可使用螺旋涂布法或倾注法进行接种。每一稀释度接种两个平板，按表2规定的条件培养。
参考菌落总数的要求，选择菌落数适中的平板进行计数，将两块平板的平均值按下列式（1）计算生长率。生长率一般应不小于0.5。

PR = ………………………………………（1）
式中：PR——生长率；
[bookmark: OLE_LINK51][bookmark: OLE_LINK50]NS——待测培养基平板上的菌落总数平均值；
NO——参比培养基平板上的菌落总数平均值。
3.1.2 液体培养基
[bookmark: OLE_LINK17][bookmark: OLE_LINK16][bookmark: OLE_LINK53][bookmark: OLE_LINK54]将表3中指定的试验菌株接种到非选择性肉汤培养基中，培养过夜或采用其他方法（如培养18~24 h），制备10倍系列稀释的菌悬液。
[bookmark: OLE_LINK60][bookmark: OLE_LINK61]在装有10 mL待测培养基的试管中接种10~100 CFU的目标菌，接种体积不超过0.1 mL，同时接种两个平行管，混匀。将相同体积的目标菌菌悬液（与试管接种同一稀释度）倾注平板（或适宜稀释度0.1 mL涂布平板），接种两个平板，作接种量计数用。按标准规定的培养时间和温度进行培养。
[bookmark: OLE_LINK14][bookmark: OLE_LINK15]待测培养基经增菌培养，稀释10倍后，取0.1 mL涂布TSA平板，平板上的菌落数应不少于100 CFU。
3.2  培养基的抑制能力
[bookmark: OLE_LINK18][bookmark: OLE_LINK19][bookmark: OLE_LINK5]3.2.1 选择性固体培养基
[bookmark: OLE_LINK56][bookmark: OLE_LINK55][bookmark: OLE_LINK59][bookmark: OLE_LINK58]将表2指定的试验菌株接种到非选择性肉汤培养基中，培养过夜或其他方法作为工作菌悬液。用1 μL接种环取工作菌悬液1环，在待测培养基表面划六条平行直线（如图1），同时接种两个平板，按表2指定的条件培养。培养后对培养基计算生长指数G。选择性固体培养基的生长指数G一般小于或等于1，至少应小于5。
[image: 123]
图1 非目标菌半定量划线法接种模式图
[bookmark: OLE_LINK57][bookmark: _Hlk193465228]每条有比较稠密菌落连续生长的划线计为1分，每个培养皿上最多为6分。如果仅一半的线有稠密菌落生长，则计为0.5分。如果划线上没有菌落生长、生长量少于划线的一半或菌落生长微弱，则计为0分。记录每个平板的得分总和即为G值。
3.2.2 选择性液体培养基
在装有10ml待测培养基的试管中接种1000~5000 CFU的试验菌，按标准规定的培养条件培养。将培养物稀释10倍后，取0.1 mL均匀涂布或螺旋涂布接种到TSA平板。培养后，TSA平板上的菌落总数应小于100 CFU。
3.3  鉴定培养基
[bookmark: OLE_LINK20][bookmark: OLE_LINK21]将表4中指定的测试菌株接种到非选择性肉汤培养基中，培养过夜或采用其他方法（如培养18~24 h），制备成约107 CFU/mL的菌悬液。吸取0.05 mL（或1滴）菌悬液加入待测培养基中，按表4指定的培养时间和温度进行培养。需加指示剂的试验在微生物生长良好的情况下，按顺序加入指示剂，再观察结果，结果解释参照表4。
3.4  参比培养基
参比培养基系指按培养基配方特别制备、质量优良的培养基，用于培养基适用性检查，以评价化妆品微生物检验用培养基的质量。
细菌的参比培养基可选用胰蛋白胨大豆琼脂，霉菌和酵母菌的参比培养基可选用沙氏葡萄糖琼脂，参比培养基的质控标准见表1，参比培养基的具体验证方法可参考3.1.1。
表1 胰蛋白胨大豆琼脂（TSA）与沙氏葡萄糖琼脂（SDA）参比培养基的质控标准
	培养基名称
	测试菌株*
	培养温度与培养时间
	质控评定标准

	[bookmark: _Hlk193465930]胰蛋白胨大豆琼脂（TSA）
	莫氏克罗诺杆菌CMCC(B)45407
	36±1℃，48±2 h
	生长良好，菌落黄色，圆形，表面光滑，湿润

	
	大肠埃希氏菌
CMCC(B)44102
	36±1℃，24±2 h
	生长良好，菌落灰白色，圆形，表面光滑，湿润

	
	金黄色葡萄球菌
CMCC(B)26003
	36±1℃，24±2 h
	生长良好，菌落淡黄色，圆形

	
	枯草芽孢杆菌
CMCC(B)63501
	36±1℃，24±2 h
	生长良好，菌落灰白色，圆形，干燥

	
	白色念珠菌
CMCC(F)98001
	28±1℃，72~96 h
	生长良好，菌落白色，圆形，表面光滑，湿润

	
	黑曲霉
CMCC(F)98003
	28±1℃，72~96 h
	生长良好，产黑色孢子

	
	粪肠球菌
CMCC(B)32480
	36±1℃，24±2 h
	生长良好，菌落白色，圆形

	
	人参土芽孢杆菌
CMCC(B)63612
	36±1℃，48±2 h
	生长良好，菌落灰白色，圆形

	
	藤黄微球菌
CMCC(B)28001
	36±1℃，48±2 h
	[bookmark: OLE_LINK26][bookmark: OLE_LINK27]生长良好，菌落浅黄色，圆形

	
	嗜热嗜脂肪地芽孢杆菌
CMCC(B)63509
	56±1℃，24±2 h
	生长良好，菌落灰白色，圆形，表面光滑，湿润

	沙氏葡萄糖琼脂(SDA)
	黑曲霉
CMCC(F)98003
	28±1℃，72~96 h
	生长良好，白色菌丝，黑色孢子

	
	白色念珠菌
CMCC(F)98001
	28±1℃，72~96 h
	生长良好，白色圆形菌落

	
	酿酒酵母
CMCC(F)98018
	28±1℃，72~96 h
	生长良好，奶油色圆形菌落

	
	桔青霉
CMCC(F)98028
	28±1℃，72~96 h
	生长良好，白色菌丝，绿色孢子

	
	产黄青霉
CMCC(F)98801
	28±1℃，72~96 h
	生长良好，白色菌丝，绿色孢子


表2 化妆品微生物检验用固体培养基的质量控制标准
	培养基名称
	试验菌名称
	培养基特性
	培养条件
	结果评价
	特征性反应

	卵磷脂吐温80营养琼脂培养基
	大肠埃希氏菌
CMCC(B)44102
	促生长能力
	36±1℃，
48±2h
	[bookmark: OLE_LINK36][bookmark: OLE_LINK37]PR≥0.7
	/

	
	金黄色葡萄球菌
CMCC(B)26003
	
	
	PR≥0.7
	/

	
	枯草芽孢杆菌
CMCC(B)63501
	
	
	PR≥0.7
	/

	
	铜绿假单胞菌
CMCC(B)10104
	
	
	PR≥0.7
	/

	卵磷脂吐温80孟加拉红培养基
	黑曲霉
CMCC(F)98003
	促生长能力
	28±1℃，
5d
	PR≥0.7
	白色菌丝，黑色孢子

	
	酿酒酵母
CMCC(F)98017
	
	
	
	奶油色菌落

	
	金黄色葡萄球菌
CMCC(B)26003
	抑制能力
	
	G≤1
	/

	普通琼脂斜面培养基
	铜绿假单胞菌
CMCC(B)10104
金黄色葡萄球菌
CMCC(B)26003
	促生长能力
	36±1℃，
24±2h
	PR≥0.7
	/

	
	
	
	
	
	/

	胰酪大豆胨琼脂培养基
	大肠埃希氏菌
CMCC(B)44102
	促生长能力
	36±1℃，
24±2h
	PR≥0.7
	/

	
	金黄色葡萄球菌
[bookmark: OLE_LINK28][bookmark: OLE_LINK29]CMCC(B)26003
	
	
	PR≥0.7
	/

	
	枯草芽孢杆菌
CMCC(B)63501
	
	
	PR≥0.7
	/

	血琼脂培养基
	金黄色葡萄球菌
CMCC(B)26003
	促生长能力
	36±1℃，
24±2h
	[bookmark: OLE_LINK38][bookmark: OLE_LINK39]PR≥0.7
	菌落呈金黄色（有时为白色），菌落周围有β溶血环

	伊红美蓝
（EMB）
	大肠埃希氏菌
CMCC(B)44102
	促生长能力
	36±1℃，
24±2h
	PR≥0.5
	黑色菌落，具有金属光泽

	
	金黄色葡萄球菌
	抑制能力
	
	G＜5
	/

	
	CMCC(B)26003
	
	
	
	

	十六烷基三甲基溴化铵琼脂培养基
	铜绿假单胞菌
CMCC(B)10104
	促生长能力
	36±1℃，
24±2h
	PR≥0.5
	有绿色色素形成

	
	大肠埃希氏菌
CMCC(B)44102
	抑制能力
	
	G≤1
	/

	
	金黄色葡萄球菌
CMCC(B)26003
	
	
	G≤1
	/

	Baird-Parker平板培养基
	金黄色葡萄球菌
CMCC(B)26003
	促生长能力
	36±1℃，
48±2h
	[bookmark: OLE_LINK41][bookmark: OLE_LINK40]PR≥0.5
	菌落黑色凸起，周围有一混浊带，在其外层有一透明圈

	
	大肠埃希氏菌
CMCC(B)44102
	抑制能力
	
	G≤1
	/

	BCSA培养基
	洋葱伯克霍尔德菌
CMCC(B)23015
	促生长能力
	36±1℃，
48~72h
	PR≥0.5
	培养基变红色或玫红色

	
	新洋葱伯克霍尔德菌
CMCC(B)23014
	
	
	PR≥0.5
	

	
	铜绿假单胞菌
CMCC(B)10104
	抑制能力
	
	G≤1
	/


[bookmark: OLE_LINK23][bookmark: OLE_LINK22]注：G值表示生长指数，详见3.2。
表3 化妆品微生物检验用液体培养基的质量控制标准
	培养基名称
	试验菌名称
	培养基特性
	培养条件
	结果评价

	SCDLP液体培养基
	大肠埃希氏菌
CMCC(B)44102
	促生长能力
	36±1℃，
24±2h
	[bookmark: OLE_LINK44][bookmark: OLE_LINK43]在TSA上≥100 CFU

	
	金黄色葡萄球菌
CMCC(B)26003
	
	
	在TSA上≥100 CFU

	
	铜绿假单胞菌
CMCC(B)10104
	
	
	在TSA上≥100 CFU

	
	洋葱伯克霍尔德菌
CMCC(B)23015
	
	36±1℃，
48~72h
	在TSA上≥100 CFU

	
	新洋葱伯克霍尔德菌
CMCC(B)23014
	
	
	在TSA上≥100 CFU

	[bookmark: _Hlk193466991]7.5%氯化钠肉汤
	金黄色葡萄球菌
CMCC(B)26003
	促生长能力
	36±1℃，
24~48h
	在TSA上≥100 CFU

	
	大肠埃希氏菌
CMCC(B)44102
	抑制能力
	
	在TSA上＜100 CFU

	双倍乳糖胆盐
（含中和剂）
	大肠埃希氏菌
CMCC(B)44102
	促生长能力
	36±1℃，
48±2h
	在TSA上≥100 CFU

	
	金黄色葡萄球菌
CMCC(B)26003
	抑制能力
	
	在TSA上＜100 CFU

	单倍乳糖胆盐
(含中和剂)
	大肠埃希氏菌
CMCC(B)44102
	促生长能力
	[bookmark: OLE_LINK42]44.5±1℃，
24±2h
	[bookmark: OLE_LINK47][bookmark: OLE_LINK48]在TSA上≥100 CFU

	
	金黄色葡萄球菌
CMCC(B)26003
	抑制能力
	
	在TSA上＜100 CFU

	胰酪大豆胨液体培养基
	大肠埃希氏菌
CMCC(B)44102
	促生长能力
	36±1℃，
24±2h
	在TSA上≥100 CFU

	
	金黄色葡萄球菌
CMCC(B)26003
	
	
	在TSA上≥100 CFU

	
	枯草芽孢杆菌
CMCC(B)63501
	
	
	在TSA上≥100 CFU


表4 化妆品微生物鉴定用培养基的质量控制标准
	培养基名称
	试验菌名称
	培养条件
	结果评价

	甘露醇发酵培养基
	金黄色葡萄球菌
CMCC(B)26003
	36±1℃，
24±2h
	阳性，培养基变黄色

	
	枯草芽孢杆菌
CMCC(B)63501
	
	阴性，培养基颜色不变

	兔血浆
	金黄色葡萄球菌
CMCC(B)26003
	36±1℃，
4~6h
	阳性，血浆凝固

	
	表皮葡萄球菌
CMCC(B)26069
	
	阴性，血浆不凝固

	蛋白胨水
	大肠埃希氏菌
CMCC(B)44102
	36±1℃，
24±2h
	阳性，滴加靛基质试剂，显红色

	
	产气克雷伯氏菌CMCC(B)45108
	
	阴性，滴加靛基质试剂，黄色

	绿脓菌素测定用培养基
	铜绿假单胞菌
CMCC(B)10104
	36±1℃，
24±2h
	阳性，上层盐酸液呈粉红色到紫红色

	
	大肠埃希氏菌
CMCC(B)44102
	
	阴性，盐酸液不变色

	硝酸盐蛋白胨水
	铜绿假单胞菌
CMCC(B)10104
	36±1℃，
24±2h
	生长良好，产气

	
	大肠埃希氏菌
CMCC(B)44102
	
	不产气

	明胶培养基
	铜绿假单胞菌
CMCC(B)10104
	36±1℃，
24±2h，培养后置于4±2℃冰箱中，10 ~30 min
	[bookmark: OLE_LINK62][bookmark: OLE_LINK63]2~8℃呈液态

	
	大肠埃希氏菌
CMCC(B)44102
	
	2~8℃呈固态

	西蒙氏枸橼酸盐培养基
	洋葱伯克霍尔德菌
CMCC(B)23015
	36±1℃，
24~48h
	阳性，培养基变蓝色

	
	新洋葱伯克霍尔德菌
CMCC(B)23014
	
	阳性，培养基变蓝色

	
	铜绿假单胞菌
CMCC(B)10104
	
	阴性，培养基变绿色


[bookmark: _Toc91679044]4  样品的采集及注意事项
4.1  所采集的样品，应具有代表性，一般视每批化妆品数量及规格，随机抽取相应数量的包装单位。检验时，应从不少于2个包装单位的样品中共取10 g或10 mL。包装量小于20 g的样品，采样时可适当增加样品包装数量。
4.2  样品在采集、运输和保存的过程中，应保持样品的原有状态，防止样品中原有微生物的数量变化。
4.3  接到样品后实验室应按要求尽快检验。若不能及时检验，应采取必要的措施保持样品的原有状态，防止样品中目标微生物因客观条件的干扰而发生变化。
[bookmark: _Toc91679045]5  样品检验
5.1  样品前处理
5.1.1 液体样品
5.1.1.1 水溶性的液体样品：用灭菌吸管吸取10 mL样品，加到90 mL灭菌生理盐水或含有中和剂的稀释液（以下简称稀释液）中，混匀后，制成1:10检液。
5.1.1.2 油性液体样品：称取10 g样品，先加5 mL灭菌液体石蜡混匀，再加10 mL 灭菌的吐温80，在40~44℃水浴中振荡混合10 min，加入灭菌的稀释液75 mL（在40~44℃水浴中预温），在40~44℃水浴中乳化，制成1:10的悬液。
5.1.2 膏、霜、乳剂半固体状样品
5.1.2.1 亲水性的样品：称取10 g样品，加到装有玻璃珠及90 mL 稀释液的三角瓶中，充分振荡混匀，制成1:10的悬液。
[bookmark: OLE_LINK2]5.1.2.2 疏水性样品：称取10 g样品，置于灭菌的研钵中，加10 mL灭菌液体石蜡，研磨成粘稠状，再加入10 mL灭菌吐温80，研磨待溶解后，加70 mL稀释液，在40~44℃水浴中充分混合，制成1:10检液。
5.1.3 固体样品
称取10 g样品，加到90 mL稀释液中，充分振荡混匀，使其分散混悬，作为1:10的检液。
使用均质器时，则采用灭菌均质袋，将上述水溶性膏、霜、粉剂等，称取10 g样品加入90 mL灭菌生理盐水，均质1~2 min；疏水性油性液体、膏、霜及眉笔、口红等，称取10 g样品，加10 mL灭菌液体石蜡，10 mL吐温80，70 mL稀释液，均质3~5 min。
5.2  适用性试验
若需开展适用性试验，实验室可基于检品已有研究，参照以下程序进行。
5.2.1 染菌液的制备菌悬液及孢子悬液的制备也可采用标准物质。
5.2.1.1 细菌悬液制备
用接种环从菌种保存管中（或试管斜面上）取适量菌体，分区划线接种于TSA平板，36±1℃培养18~24 h。用接种环取第1代培养物，分区划线接种于TSA平板，36±1℃培养18~24 h。挑取上述第2代培养物中典型菌落，分区划线接种于TSA平板，36±1℃培养18~24 h，即为第3代培养物。用无菌棉签取菌苔加入无菌生理盐水中，涡旋混匀。用无菌生理盐水将其稀释成约104 CFU/mL的菌悬液。制备好的菌悬液应在2 h内使用，或在2~8℃保存不超过24 h。
5.2.1.2 白色念珠菌菌悬液的制备
用接种环从菌种保存管中（或试管斜面上）取适量菌体，分区划线接种于SDA平板，28±2℃培养48~72 h。用接种环取第1代培养物，分区划线接种于SDA平板，28±2℃培养48~72 h。挑取上述第2代培养物中典型菌落，分区划线接种于SDA平板，28±2℃培养48~72 h，即为第3代培养物。用无菌棉签取菌苔加入无菌生理盐水中，涡旋混匀。用无菌生理盐水将其稀释成约104 CFU/mL的菌悬液。制备好的菌悬液应在2 h内使用，或在2~8℃保存不超过24 h。
5.2.1.3 黑曲霉孢子悬液的制备
用接种环从菌种保存管中（或试管斜面上）取适量的菌体，分区划线接种于SDA平板上，28±2℃培养3~7 d。用无菌棉签取菌苔加入含0.05%(v/v)聚山梨酯80无菌生理盐水中，制备孢子悬液，轻轻振摇1 min 后，用无菌玻璃棉过滤除去菌丝。用含0.05%(v/v)聚山梨酯80无菌生理盐水将其稀释成约104 CFU/mL的孢子悬液。制备好的孢子悬液应当天使用或在2~8℃保存不超过7 d，使用前混合均匀，并在显微镜下观察是否有孢子出芽，若有孢子出芽，则弃之不用。
表5 化妆品微生物检验方法适用性试验用菌株信息
	序号
	检验项目
	种属名称
	菌株编号*

	1
	菌落总数
	大肠埃希菌
	CMCC(B)44102

	
	
	金黄色葡萄球菌
	CMCC(B)26003

	
	
	枯草芽孢杆菌
	CMCC(B)63501

	2
	耐热大肠菌群
	大肠埃希菌
	CMCC(B)44102

	3
	金黄色葡萄球菌
	金黄色葡萄球菌
	CMCC(B)26003

	4
	铜绿假单胞菌
	铜绿假单胞菌
	[bookmark: OLE_LINK4][bookmark: OLE_LINK3]CMCC(B)10104

	5
	霉菌和酵母菌
	白色念珠菌
	CMCC(F)98001

	
	
	黑曲霉
	CMCC(F)98003

	6
	洋葱伯克霍尔德菌群
	洋葱伯克霍尔德菌
	CMCC(B)23015

	
	
	新洋葱伯克霍尔德菌
	CMCC(B)23014


注：*或采用等效菌株。
5.2.2 检液的制备
参考5.1制备样品检液。
5.2.3 定量方法适用性试验
定量方法包括菌落总数、霉菌和酵母菌数检验。
5.2.3.1 染菌和稀释
[bookmark: _Hlk194332405]使用表5中适用性试验用菌株，按下列要求进行检液的染菌和稀释。
试验组：取制备好的1:10检液10 mL，加入菌悬液不超过0.1 mL，混匀。其中细菌和酵母菌的染菌量为50~250 CFU/mL，霉菌的染菌量为30~150 CFU/mL。
检品对照组：取制备好的1:10检液10 mL，加入无菌稀释液0.1 mL，混匀。
菌液对照组：取无菌稀释液10 ml，加入与试验组等量的菌悬液，混匀。
将上述各组样品常温放置30 min±15 min后，按照菌落总数或/和霉菌和酵母菌数检验方法进行检验。
5.2.3.2 抑菌成分的去除或中和
[bookmark: OLE_LINK32][bookmark: OLE_LINK33]若5.2.3.1中试验组菌落数减去检品对照组菌落数的差值大于菌液对照组菌落数的50%，则样品符合适用性的要求，反之则应采用下述方法消除样品的抑菌性：
（1）增加稀释液或培养基体积；
（2）加入适宜的中和剂；
中和剂的筛选方法可参考化妆品防腐挑战测试评估技术指南6.3中和剂效果验证试验。
（3）将方法（1）（2）联合使用。
（4）采用薄膜过滤法；
薄膜过滤法所采用的滤膜孔径应不大于0.45 μm，直径一般为50 mm，若采用其他直径的滤膜，冲洗量应进行相应的调整。样品及其溶剂应不影响滤膜材质对微生物的截留。滤器及滤膜使用前应经过灭菌。使用时，应保证滤膜在过滤前后的完整性。
水溶性检液过滤前先将少量的冲洗液过滤以润湿滤膜。疏水性检液， 其滤膜和滤器在使用前应充分干燥。为发挥滤膜的最大过滤效率，应注意保持检液及冲洗液覆盖整个滤膜表面。检液经薄膜过滤后，若需要用灭菌生理盐水或含有中和剂的稀释液冲洗滤膜，每张滤膜每次冲洗量一般为100 mL。总冲洗量一般不超过500 mL ，最多不得超过1000 mL，以避免滤膜上的微生物受损伤。 
取1:10检液1 mL（若样品中所含的菌数较多时，可取1:100、1:1000……检液），加至100 mL的灭菌生理盐水或含有中和剂的稀释液中，混匀，过滤。用适量灭菌生理盐水或含有中和剂的稀释液冲洗滤膜，冲洗完成后，将滤膜取出，过滤面朝上贴于培养基平板上，按对应检验方法的规定温度和时间进行培养，每个稀释度平行制备2张滤膜。
若上述方法均无法有效消除检品的抑菌作用，可判定该检品对试验菌具有较强的抗菌性，表明其不易受到此类微生物污染。在此情况下，可从所述四种方法中选择抑菌成分消除效果相对较彻底的方法，进行后续的检品检验。
[bookmark: OLE_LINK1][bookmark: _GoBack]5.2.4 定性方法适用性试验
定性方法包括金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、耐热大肠菌群和洋葱伯克霍尔德菌群检测。
取1:10检液10 mL，使用表5中相应质控菌株进行染菌，染菌量为10~100 CFU。按照相应定性检验方法进行检验。若能从染菌液检出质控菌株，则表明此检液制备法和检查方法适用，可用于后续检品检验；若未检出，则应参考5.2.3.2的方法消除检品的抑菌成分，并重新进行方法适用性试验。
6  记录与报告
6.1  记录
检验过程中应即时、准确地记录观察到的现象、结果和数据等信息。
6.2  报告
实验室应按照检验方法中规定的要求，准确、客观地报告每一项检验结果。
7  生物安全与质量控制
7.1  实验室生物安全要求
应符合GB 19489《实验室 生物安全通用要求》的规定。
7.2  质量控制
7.2.1 实验室应根据需要设置阳性对照、阴性对照和空白对照，定期对检验过程进行质量控制。
7.2.2 实验室应定期对实验人员进行技术考核。
8  检验后样品的处理
8.1  若有剩余被检样品，应在检验结果报告后，被检样品方能处理。
8.2  检出致病菌的样品应进行无害化处理。
[bookmark: OLE_LINK35][bookmark: OLE_LINK34]8.3  检验结果报告后，剩余样品不进行微生物项目的复检。


附录A
（规范性附录）
培养基和试剂
本附录中所列培养基的pH值，均为灭菌后室温（约25℃）时测定的数值。
A.1  SCDLP液体培养基
成分：酪蛋白胨                                 17.0 g
    大豆蛋白胨                                3.0 g
    氯化钠                                    5.0 g
    磷酸氢二钾                                2.5 g
    葡萄糖                                    2.5 g
    卵磷脂                                    1.0 g
[bookmark: OLE_LINK80]    吐温80                                    7.0 g
[bookmark: OLE_LINK79][bookmark: OLE_LINK78]蒸馏水                                  1000 mL
制法：先将卵磷脂在少量蒸馏水中加热融化后，再与其他成分混合，加热溶解，调pH为7.2~7.3，分装，每瓶90 mL，121℃高压灭菌20 min。注意振荡，使沉淀于底层的吐温80充分混合，冷却至25℃左右使用。
A.2  胰酪大豆胨琼脂培养基（TSA）
[bookmark: OLE_LINK65][bookmark: OLE_LINK64]成分：胰酪胨                                   15.0 g
大豆木瓜蛋白酶水解物                      5.0 g
    氯化钠                                    5.0 g
[bookmark: OLE_LINK75][bookmark: OLE_LINK74][bookmark: OLE_LINK82][bookmark: OLE_LINK81][bookmark: OLE_LINK66][bookmark: OLE_LINK67]    琼脂                                     15.0 g
[bookmark: OLE_LINK76][bookmark: OLE_LINK77]蒸馏水                                  1000 mL
制法：除琼脂外，将各成分溶于水中，混合，微温溶解，调节pH 为7.3±0.2，加入琼脂，加热融化后，摇匀，121℃高压灭菌15 min。
A.3  沙氏葡萄糖琼脂培养基(SDA)
成分：动物组织胃蛋白酶水解物和胰酪胨等量混合物 10.0 g
[bookmark: OLE_LINK68][bookmark: OLE_LINK69]葡萄糖                                   40.0 g
琼脂                                     15.0 g
[bookmark: OLE_LINK73][bookmark: OLE_LINK72]蒸馏水                                  1000 mL
制法：除葡萄糖、琼脂外，取上述成分，混合，微温溶解，调节pH值为5.6±0.2，加入琼脂，加热溶化后，再加入葡萄糖，摇匀，分装，灭菌。
[bookmark: OLE_LINK6]A.4  0.85%生理盐水
成分：氯化钠                                    8.5 g
    蒸馏水                                  1000 mL
[bookmark: OLE_LINK94][bookmark: OLE_LINK95]制法：将上述成分溶解于蒸馏水中，摇匀，分装，121℃高压灭菌15 min。
[bookmark: OLE_LINK10]A.5  灭菌吐温80
制法：取吐温80 50 mL，121℃高压灭菌 20 min。
A.6  灭菌液体石蜡
制法：取液体石蜡50 mL，121℃高压灭菌 20 min。


附录B
（规范性附录）
革兰氏染色
在洁净载玻片上滴一滴无菌蒸馏水，用接种针挑取可疑菌落置于载玻片的水滴中，混合均匀并涂抹开，涂抹后直径约为1 cm的薄膜；将载玻片在火焰上快速来回通过一两次，直至薄层干了为止；在制好的片上滴一滴草酸铵结晶紫，染色1 min后用水洗，注意水流不可直接对准薄层；加卢戈氏碘液一滴，作用1 min后用水冲洗，注意流水不要直接往薄层上冲，用过滤纸吸干；用95%乙醇脱色，一般脱色时间大概为30 s，水洗后用过滤纸吸干；滴加0.5%的沙黄或番红染色一滴，染色30 s后，水洗并用过滤纸吸干。干燥后，用油镜镜检观察，并做好记录。


[bookmark: OLE_LINK92][bookmark: OLE_LINK93]化妆品中微生物检验方法总则（征求意见稿）
起草说明
[bookmark: OLE_LINK24]为加强化妆品的监督管理，进一步提高化妆品使用安全性，国家药监局化妆品标准化技术委员会组织开展了化妆品中微生物检验方法总则的研究和修订工作。现就工作有关情况说明如下：
一、起草原则
[bookmark: OLE_LINK119][bookmark: OLE_LINK118][bookmark: OLE_LINK121][bookmark: OLE_LINK120]本次研究旨在建立《化妆品安全技术规范》（以下简称《规范》）中微生物检验方法总则的检验要求。为保证总则修订的科学性，本次验证中新增加的实验部分均经过严格的验证实验，且联合菌落总数、金黄色葡萄球菌、耐热大肠菌群、洋葱伯克霍尔德菌群和霉菌酵母菌检验方法制修订单位共同开展方法验证，保障总则的可靠性、科学性和准确性。
二、起草过程
[bookmark: OLE_LINK123][bookmark: OLE_LINK122][bookmark: OLE_LINK11]化妆品标准化技术委员会于2023年11月委托开展了《规范》微生物检验方法总则的修订工作。前期准备工作包括查阅文献、参考相关的国家和行业标准、研究实验方案、化妆品样品的筛选、验证用培养基的质控和中和剂的筛选。在制定方法的过程中联合微生物其他方法，确定了方法适用性原则，并筛选了不同种类、品牌的增菌、分离和鉴定培养基，拟定了培养基的检验方法。针对培养基和产品适用性的检验方法开展了实验室内和实验室间的验证，整理了实验数据和分析结果，经整理归纳后，最终形成了验证报告。2025年3月12日，检验检测分技委召开初审会议，专家评审结论为修改后通过。
[bookmark: OLE_LINK124][bookmark: OLE_LINK125][bookmark: OLE_LINK86][bookmark: OLE_LINK87]三、与我国已有相关标准的关系
[bookmark: OLE_LINK109][bookmark: OLE_LINK108][bookmark: OLE_LINK107][bookmark: OLE_LINK106]目前，我国已有的微生物检验方法总则主要是GB 4789.1-2016《食品安全国家标准 食品微生物学检验 总则》，培养基的检验方法主要是GB 4789.28-2024《食品安全国家标准 食品微生物学检验 培养基和试剂的质量要求》，微生物检验方法的适用性试验验证主要是《中国药典（2020年版）》（以下简称《药典》）。
四、与《规范》中原方法的对比情况
[bookmark: OLE_LINK117][bookmark: OLE_LINK116][bookmark: OLE_LINK127][bookmark: OLE_LINK126]相较于2015年版新增独立章节框架，补充培养基质控、方法适用性试验等核心要求，细化实验室环境、人员资质及生物安全标准，明确检验后样品处理规范，整体更系统、精准，适配化妆品检验实际需求。
五、国际相关标准情况
国际上主要的微生物检验方法总则为ISO 21148:2017 Cosmetics-Microbiology-General instrctions for microbiological examination，培养基的检验方法主要是ISO 4973:2023 Quality control of cuture media and diluents used in cosmetics standard。
[bookmark: OLE_LINK46][bookmark: OLE_LINK70]六、实验室验证情况
[bookmark: OLE_LINK130][bookmark: OLE_LINK129][bookmark: OLE_LINK128]本次方法验证主要明确了培养基的质量控制试验和微生物检验方法的适用性试验。培养基的质控参考GB 4789.28-2024，从促生长能力、抑制能力和生化特性三个方面进行考察。为确保测试数据的可靠性、重复性和准确性，每种培养基均组织了3家实验室进行实验室间验证。在微生物检验方法的适用性试验方面，为需要进行该类方法验证的产品提供了检验方法，试验方法主要参考了《药典》1105非无菌产品微生物限度检查中供试品计数方法适用性试验原则。
[bookmark: OLE_LINK132][bookmark: OLE_LINK131]依据《规范》第五章节，建立17种微生物检测用培养基的质量控制评价方法。固体培养基需满足生长率≥0.5的促生长要求，抑制能力采用划线法判定，除金黄色葡萄球菌在伊红美蓝上生长不可超过5条线外，其余菌种不可超过1条线。经3家实验室验证，卵磷脂吐温80营养琼脂等7种固体培养基均达标，新洋葱伯克霍尔德菌在部分 BCSA 品牌上也能满足促生长要求。液体培养基的促生长能力，要求在被检培养基中接种不大于100 CFU的试验菌，经培养后，取0.1 mL涂布TSA平板，菌落数应不少于100 CFU。针对液体培养基的抑制能力，要求在被检培养基中接种1 000～5 000 CFU的试验菌，经培养后，取0.1mL涂布TSA平板，菌落数应小于100 CFU。经3家实验室验证，SCDLP液体培养基等均符合要求。针对培养基的生化特性，取109 CFU/mL的菌悬液一滴接种到待测培养基中，经培养观察培养基的生化反应，经3家实验室验证，6种相关培养基均符合生化特性的要求。此外，考虑到固体培养基的促生长能力需要使用参比培养基，本次标准修订参考GB4789.28的内容，增加了对参比培养基的质控要求。
适用性试验参考《药典》相关原则，选取21批次不同防腐体系的化妆品和牙膏样品，采用SCDLP肉汤等4种中和剂验证。12批次样品在1:10稀释度下用 SCDLP液体培养基即可有效中和，部分样品经50倍或100 倍稀释后也满足中和剂验证要求，21批次样品在稀释100倍内均通过适用性验证。
本次修订工作还参考了GB4789.1对实验室的生物安全与质量控制提出了相应的要求，并规范了检验后样品的处理方式。
[bookmark: OLE_LINK25][bookmark: OLE_LINK45]七、其他需说明的问题
针对适用性验证部分，本次总则仅提供了产品适用性验证方法，具体使用情况由实验室或企业根据实际情况自行确定。
使用培养基或参比培养基的用户在获得第三方验证报告后，实验室可根据工作过程中的实际情况确定是否需要进行实验室内评估，比如发现本批次培养基存在质量问题，或实验室对某批次培养基进行抽查检验。
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