附件4
化妆品中金黄色葡萄球菌的检验方法（征求意见稿）
Detection of Staphylococcus Aureus in Cosmetics
1  范围
本规范规定了化妆品中金黄色葡萄球菌的检验方法。
本规范适用于化妆品中金黄色葡萄球菌的检验。
2  定义
金黄色葡萄球菌Staphylococcus aureus
为革兰氏阳性球菌，呈葡萄状排列，无芽胞，无荚膜，能发酵甘露醇，血浆凝固酶阳性。
3  菌种
	序号
	菌株名称
	菌株编号
	菌株来源

	1
	金黄色葡萄球菌
	CMCC(B)26003，或其他等效标准菌株
	中国医学细菌保藏管理中心


注：用于适用性试验和检验过程中的质量控制
4  仪器和设备
4.1  显微镜。
4.2  恒温培养箱：36±1℃。
4.3  天平：0~200 g，精确至0.1 g。
4.4  灭菌刻度吸管：10 mL、1 mL。
4.5  试管：18 mm×150 mm。
4.6  载玻片。
4.7  酒精灯。
4.8  三角瓶：250 mL、150 mL、100 mL。
4.9  高压灭菌器。
4.10  恒温水浴箱。
4.11  无菌平皿。
4.12  离心机。	
5  培养基和试剂
5.1  SCDLP 液体培养基
见总则附录。
5.2  营养肉汤
成分：蛋白胨					10 g
牛肉浸粉				     3 g	
氯化钠					 5 g	
蒸馏水加至			 1000 mL	
制法：将上述成分加热溶解，调pH至7.4±0.2，分装，121℃高压灭菌15 min。
5.3  7.5%氯化钠肉汤
成分：蛋白胨					10 g
牛肉浸粉			    	 3 g	
氯化钠					75 g	
蒸馏水加至			 1000 mL	
制法:将上述成分加热溶解，调pH至7.4±0.2，分装，121℃高压灭菌15 min。
5.4  Baird Parker 平板
成分：胰蛋白胨				    10 g	
牛肉浸粉				     5 g	
酵母浸膏				     1 g	
丙酮酸钠				    10 g	
甘氨酸					12 g	
氯化锂(LiCl▪6H2O)		     5 g	
琼脂					    20 g	
蒸馏水				  950 mL	
增菌剂的配制：30%卵黄盐水50 mL与除菌过滤的1%亚碲酸钾溶液10 mL混合，保存于冰箱内。	
制法：将各成分加到蒸馏水中，加热煮沸完全溶解，冷至25±1℃，调节pH至7.0±0.2。分装每瓶95 mL，121℃高压灭菌15 min。临用时加热溶化琼脂，冷至50℃，每95 mL加入预热至50℃左右的卵黄亚碲酸钾增菌剂5 mL，摇匀后倾注平板。培养基应是致密不透明的。使用前在冰箱贮存不得超过48 ±2 h。
5.5  血琼脂平板
成分：营养琼脂				  100 mL	
脱纤维羊血(或兔血)		   10 mL	
制法：将营养琼脂加热融化，待冷至50℃左右无菌操作加入脱纤维羊血，摇匀，制成平板，置冰箱内备用。
5.6  甘露醇发酵培养基
成分：蛋白胨					10 g	
氯化钠					 5 g	
甘露醇					10 g	
牛肉浸粉				     5 g	
0.2%麝香草酚蓝溶液	   12 mL	
蒸馏水				 1000 mL	
制法：将蛋白胨、氯化钠、牛肉膏加到蒸馏水中，加热溶解，调pH至7.4±0.2，加入甘露醇和指示剂，混匀后分装试管中，68.95 kPa(115℃ 10 lb) 20 min灭菌备用。
5.7  灭菌液体石蜡
见总则附录。
5.8  兔（人）血浆制备
取3.8%柠檬酸钠溶液，121℃高压灭菌30 min，1份加兔（人）全血4份，混匀静置；2000~3000 rpm离心3~5 min，血球下沉，取上面血浆。
6  操作步骤
6.1  增菌培养：取1:10检液10 mL接种到90 mL SCDLP液体培养基中，置36±1℃培养箱，培养24~48 h。
注：如无此培养基也可用7.5%氯化钠肉汤。
6.2  分离培养：自上述增菌培养液中，取1~2接种环，划线接种到Baird Parker平板培养基上，置36±1℃培养24~48 h。如无此培养基也可划线接种到血琼脂平板，置36±1℃培养18~24 h。在血琼脂平板上菌落呈金黄色（有时为白色），圆形，不透明，表面光滑，周围有溶血圈。在Baird Parker平板培养基上典型菌落为圆形，光滑，凸起，湿润，颜色呈灰色到黑色，边缘为淡色，周围为一混浊带，在其外层有一透明带。用接种针接触菌落似有奶油树胶的软度。偶然会遇到非脂肪溶解的类似菌落，但无混浊带及透明带。挑取单个菌落分纯在血琼脂平板上，置36±1℃培养18~24 h。
6.3  染色镜检：挑取血琼脂平板上分纯后的菌落，涂片，进行革兰氏染色，镜检。金黄色葡萄球菌为革兰氏阳性菌，排列成葡萄状，无芽胞，无荚膜，致病性葡萄球菌，菌体较小，直径约为0.5~l μm。
6.4  甘露醇发酵试验：取血琼脂平板上分纯后的菌落接种到甘露醇发酵培养基中，在培养基液面上加入高度为2~3 mm的灭菌液体石蜡，置36±1℃培养24 ±2 h，金黄色葡萄球菌应能发酵甘露醇产酸。
6.5  血浆凝固酶试验：吸取1:4新鲜血浆0.5 mL，置于灭菌小试管中，加入待检菌24 ±2 h营养肉汤培养物0.5 mL，混匀，置36±1℃恒温箱或恒温水浴中，每半小时观察一次，6 h之内如呈现凝块即为阳性。同时将已知血浆凝固酶阳性和阴性菌株（如表皮葡萄球菌）的营养肉汤培养物及营养肉汤培养基各0.5 mL，分别加入无菌1:4血浆0.5 mL，混匀，作为对照。也可使用商品化试剂，按照说明书操作，进行血浆凝固酶试验。
[bookmark: OLE_LINK5]6.6  如使用生化鉴定试剂盒或微生物鉴定系统，可按生化鉴定试剂盒或微生物鉴定系统的操作说明书进行鉴定。
7  检验结果报告
凡在上述选择平板上有可疑菌落生长，经染色镜检，证实为革兰氏阳性葡萄球菌，并能发酵甘露醇产酸，血浆凝固酶试验阳性者，或经生化鉴定试剂盒、微生物鉴定系统鉴定为阳性者，可报告被检样品检出金黄色葡萄球菌。


化妆品中金黄色葡萄球菌的检验方法（征求意见稿）
起草说明
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金黄色葡萄球菌检验方法的研究和修订工作。现就工作有关情况说明如下：
一、起草原则
本标准规定了化妆品金黄色葡萄球菌的检验方法，适用于膏、霜、乳、粉及水剂类等常见化妆品的金黄色葡萄球菌的检验。为保证检验方法的科学性，本次验证在样品选择上覆盖了市场上不同防腐体系、不同类别的化妆品，共21个样品，充分考量了实测数据的可靠性、重复性和准确性。
二、起草过程
[bookmark: OLE_LINK11][bookmark: _Hlk220673788]化妆品标准化技术委员会于2023年11月委托开展了《化妆品安全技术规范》（以下简称《规范》）金黄色葡萄球菌检验方法的修订工作。起草单位通过查阅国内外相关文献资料，按照委托协议，修订了金黄色葡萄球菌的检验方法，并于2024年8月委托三家外部机构开展了实验室间方法学验证，在整理实验数据和分析结果后，根据专家意见，最终形成了《化妆品中金黄色葡萄球菌检验方法》。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。
三、与我国已有相关标准的关系
目前，在我国现行有效的各类标准中，《中国药典（2025年版）》（以下简称《药典》）四部1106《非无菌产品微生物限度检查：控制菌检查法》、食品国家标准GB 4789.10-2016《食品微生物学检验 金黄色葡萄球菌检验》也包含了金黄色葡萄球菌检验方法，具体情况见表1。各标准的区别为：（1）增菌培养阶段培养基、培养温度、培养时间的不同；（2）《药典》在进行金黄色葡萄球菌检验前，需先进行方法适用性试验。在检验过程中，需同步进行阳性对照试验和阴性对照试验，而现行《规范》仅对检验方法进行规定。
四、与《规范》中原方法的对比情况
[bookmark: OLE_LINK4]本标准方法与《规范》中金黄色葡萄球菌检验方法相比，主要修订内容如下：
1. 增加了阳性对照试验的标准菌株（非强制性要求），保障检验方法和实验操作的有效性。
2. 引入方法适用性试验（非强制性要求），主要为培养基稀释法，提高方法灵敏度。具体方法在总则中体现。
3. 延长SCDLP增菌培养时间，从24 h修改为24~48 h，提高方法灵敏度，延长的时间对总体检验时间无影响。
4. 增加生化鉴定试剂盒或微生物鉴定系统对金黄色葡萄球菌进行鉴定。
五、国际相关标准情况
[bookmark: OLE_LINK1]国际上主要的化妆品金黄色葡萄球菌检验标准方法包括：国家标准化组织的方法ISO 22718:2015《Cosmetics-Microbiology-Detection of Staphylococcus aureus》、美国食品药品监督管理局《细菌学分析手册》（FDA BAM）方法（Chapter 23 Microbiological Methods for Cosmetics），具体情况见表1。各标准的区别主要为：1.增菌培养阶段培养基、培养温度、培养时间的不同；2.ISO提出采用中和法、稀释法或薄膜过滤法，来保证金黄色葡萄球菌检验的准确性，FDA BAM提出采用稀释法以及延长培养时间来保证金黄色葡萄球菌检验的准确性。
表1 国内外标准比较
	序号
	来源国家或组织
	标准号/版本号
	标准名称
	检测范围/适用基质
	与制修订标准的关系

	1
	中华人民共和国药典委员会
	2025版
	《中华人民共和国药典》通则1106非无菌产品微生物限度检查：控制菌检查法
	药品
	非等效

	2
	中华人民共和国国家卫生与计划生育委员会、国家食品药品监督管理总局
	[bookmark: OLE_LINK3]GB 4789.10-2023
	食品安全国家标准 食品微生物学检验 金黄色葡萄球菌检验
	食品
	非等效

	3
	国际标准化组织
	ISO 22718:2015(E)
	Cosmetics-Microbiology-Detection of Staphylococcus aureus
	化妆品
	非等效

	4
	FDA 
	BAM: Bacteriological Analytical Manual  Chapter 23
	Microbiological Methods for Cosmetics
	化妆品
	非等效


六、实验室验证情况
[bookmark: _GoBack]本次检验方法的修订主要参考了ISO 22718:2015(E)、FDA BAM Chapter 23和《药典》的方法，比较了不同中和剂、培养基、培养时间以及培养基稀释法对金黄色葡萄球菌检出率的影响。结果显示，抑菌性较弱的化妆品，使用SCDLP培养基进行增菌培养24h，能检出金黄色葡萄球菌。对抑菌性较强的化妆品，使用SCDLP培养基进行增菌培养时，宜采用培养基稀释法，且增菌培养48h较增菌培养24h，金黄色葡萄球菌的检出率更高，存在统计学差异。因此，对抑菌性较强的化妆品，采用培养基稀释法进行检验时，培养时间宜延长至48h。ISO 22718:2015(E)规定，增菌培养时间最少24h，最长72h。因此，本次修订将SCDLP增菌培养时间从24h修改为24 ~48 h。参考ISO 22718:2015(E)和《中国药典（2025年版）》，计划引入金黄色葡萄球菌方法适用性试验和质量控制（阴、阳性对照），避免检验过程中假阴性的情况，具体方法在总则中体现。
本次方法修订时，选用CICC10306（等同ATCC6538）、CMCC(B)26003以及野生金黄色葡萄球菌（编号82）菌株同时开展实验。结果显示，来自不同菌种库的菌株存在测试结果不一致的情况。CMCC(B)26003较CICC10306和野生金黄色葡萄球菌（编号82）的检出率更低，存在统计学差异，表明CMCC(B)26003对化妆品的抑菌性更敏感，建议选择CMCC(B)26003作为标准菌株来考察检验方法和实验操作的有效性。
在检出限验证试验中，以《规范》为参考方法，新建方法的相对检出限为0.81，证明新建方法的灵敏度更好，新建金黄色葡萄球菌检验方法通过检出限验证。
在包容性验证试验中，选取有抑菌性的化妆品，采用培养基稀释法，20株野生金黄色葡萄球菌有18株能被检出，检出率达90%。在排他性验证试验中，21株非金黄色葡萄球菌均未被检出。试验结果表明，新建金黄色葡萄球菌检验方法通过专属性验证。
在适用性验证中，21个样品在100 CFU/g(mL)接种水平，均≥1管阳性。在101CFU/g(mL)接种水平，3管均为阳性。新建金黄色葡萄球菌检验方法通过适用性验证。
[bookmark: OLE_LINK2]七、其他需说明的事项
本方法的体例主要参照《规范》的微生物检验方法的体例，方便化妆品检验领域相关检验人员的阅读和使用。

