[bookmark: _Toc410385823][bookmark: _Toc99543957][bookmark: _Toc436648570][bookmark: _Toc436647226][bookmark: OLE_LINK171][bookmark: OLE_LINK172][bookmark: OLE_LINK3][bookmark: OLE_LINK26][bookmark: _GoBack]附件1
化妆品中铜绿假单胞菌的检验方法（征求意见稿）
[bookmark: OLE_LINK212][bookmark: OLE_LINK211]Detection of Pseudomonas aeruginosa in Cosmetics
[bookmark: OLE_LINK176][bookmark: _Toc91679062][bookmark: OLE_LINK177][bookmark: OLE_LINK178]1  范围
本规范规定了化妆品中铜绿假单胞菌的检验方法。
本规范适用于化妆品中铜绿假单胞菌的检验。
[bookmark: _Toc91679063][bookmark: OLE_LINK182][bookmark: OLE_LINK181]2  定义
[bookmark: OLE_LINK192][bookmark: OLE_LINK193][bookmark: OLE_LINK191][bookmark: OLE_LINK230][bookmark: OLE_LINK229][bookmark: OLE_LINK231][bookmark: OLE_LINK189][bookmark: OLE_LINK190]2.1  铜绿假单胞菌Pseudomonas aeruginosa
属于假单胞菌属，为革兰氏阴性杆菌，氧化酶阳性，在42±1 ℃条件下能生长。大部分能产生绿脓菌素。
[bookmark: _Toc91679064][bookmark: OLE_LINK228][bookmark: OLE_LINK227]3  菌种
	序号
	菌株名称
	菌株编号*
	菌株来源

	1
	铜绿假单胞菌
	CMCC(B)10104
	[bookmark: OLE_LINK2][bookmark: OLE_LINK1]中国医学细菌保藏管理中心


[bookmark: OLE_LINK184][bookmark: OLE_LINK183]注：用于适用性试验和检验过程中的质量控制。
*可使用其他菌种保藏机构的等效标准菌株。
4  设备和材料
4.1  恒温培养箱：36±1 ℃、42±1 ℃。
4.2  三角瓶：150 mL、200 mL、250 mL。
4.3  试管：18 mm×150 mm。
4.4  灭菌平皿：直径90 mm。
[bookmark: OLE_LINK195][bookmark: OLE_LINK194]4.5  灭菌刻度吸管：1 mL(具0.01 mL刻度）、10 mL(具0.1 mL刻度）或者相应的可调量程移液器及配套灭菌吸头。
4.6  显微镜。
4.7  载玻片。
4.8  接种针、接种环。
4.9  电磁炉。
4.10  高压灭菌器。
4.11  恒温水浴箱。
4.12  天平。
4.13  pH计或pH试纸。
[bookmark: _Toc91679065]5  培养基和试剂
[bookmark: OLE_LINK197][bookmark: OLE_LINK196][bookmark: OLE_LINK233][bookmark: OLE_LINK232]5.1  SCDLP液体培养基。
见总则附录A.1。
[bookmark: OLE_LINK66][bookmark: OLE_LINK68]5.2  假单胞菌琼脂基础培养基（CN琼脂）。
[bookmark: OLE_LINK10][bookmark: OLE_LINK9][bookmark: OLE_LINK15][bookmark: OLE_LINK16][bookmark: OLE_LINK4]成分：明胶蛋白胨                16.0 g
[bookmark: OLE_LINK8][bookmark: OLE_LINK7]胰蛋白胨                  10.0 g
[bookmark: OLE_LINK11][bookmark: OLE_LINK12][bookmark: OLE_LINK13][bookmark: OLE_LINK14]硫酸钾                    10.0 g
[bookmark: OLE_LINK62]氯化镁                     1.4 g
[bookmark: OLE_LINK19][bookmark: OLE_LINK20]甘油                      10 mL
[bookmark: OLE_LINK27][bookmark: OLE_LINK22][bookmark: OLE_LINK21][bookmark: OLE_LINK17][bookmark: OLE_LINK18]溴化十六烷基三甲铵         0.2 g
[bookmark: OLE_LINK28][bookmark: OLE_LINK29][bookmark: OLE_LINK6][bookmark: OLE_LINK5]萘啶酮酸                 0.015 g
琼脂                        15 g
蒸馏水                  1000 mL
pH                      7.1±0.2
[bookmark: OLE_LINK23][bookmark: OLE_LINK24][bookmark: OLE_LINK220][bookmark: OLE_LINK219][bookmark: OLE_LINK42][bookmark: OLE_LINK37][bookmark: OLE_LINK36][bookmark: OLE_LINK41][bookmark: OLE_LINK239][bookmark: OLE_LINK240][bookmark: OLE_LINK57][bookmark: OLE_LINK58][bookmark: OLE_LINK33][bookmark: OLE_LINK32]制法：将明胶蛋白胨、胰蛋白胨、硫酸钾、氯化镁加到蒸馏水中，加热使其溶解，加入琼脂和10 mL甘油，煮沸至完全溶解，121 ℃高压灭菌15 min。待培养基冷却至45~50 ℃时，加入溶于2 mL灭菌蒸馏水的溴化十六烷基三甲铵和萘啶酮酸，混匀，制成平板备用。
[bookmark: OLE_LINK199][bookmark: OLE_LINK198][bookmark: OLE_LINK70][bookmark: OLE_LINK69][bookmark: OLE_LINK63][bookmark: OLE_LINK72][bookmark: OLE_LINK71][bookmark: OLE_LINK141][bookmark: OLE_LINK140][bookmark: OLE_LINK142]5.3  乙酰胺培养基
成分：乙酰胺                    10.0 g
[bookmark: OLE_LINK86]氯化钠                     5.0 g
[bookmark: OLE_LINK139][bookmark: OLE_LINK87]无水磷酸氢二钾            1.39 g
无水磷酸二氢钾            0.73 g
硫酸镁（MgSO4•7H2O）      0.5 g
酚红                     0.012 g
琼脂                        20 g
蒸馏水                  1000 mL
pH                      7.2±0.2
[bookmark: OLE_LINK93][bookmark: OLE_LINK92][bookmark: OLE_LINK34][bookmark: OLE_LINK35][bookmark: OLE_LINK48][bookmark: OLE_LINK47][bookmark: OLE_LINK95][bookmark: OLE_LINK94][bookmark: OLE_LINK53][bookmark: OLE_LINK54][bookmark: OLE_LINK88][bookmark: OLE_LINK89][bookmark: OLE_LINK56][bookmark: OLE_LINK55][bookmark: OLE_LINK59][bookmark: OLE_LINK60]制法：除琼脂和酚红外，将其他成分加到蒸馏水中，加热溶解，加入琼脂、酚红，121 ℃高压灭菌20 min后，制成平板备用。
[bookmark: OLE_LINK81][bookmark: OLE_LINK80][bookmark: OLE_LINK143][bookmark: OLE_LINK144][bookmark: OLE_LINK97][bookmark: OLE_LINK96][bookmark: OLE_LINK85][bookmark: OLE_LINK84]5.4  胰酪大豆胨琼脂（TSA）
[bookmark: OLE_LINK82][bookmark: OLE_LINK83]成分：胰酪胨                    15.0 g
大豆蛋白胨                 5.0 g
氯化钠                     5.0 g
琼脂                      15.0 g
蒸馏水                   1000 mL
pH                      7.3±0.2
[bookmark: OLE_LINK90][bookmark: OLE_LINK91]制法：除琼脂外，将其他成分加到蒸馏水中，加热溶解，加入琼脂，121 ℃高压灭菌15 min后，制成平板备用。
[bookmark: OLE_LINK201][bookmark: OLE_LINK200][bookmark: OLE_LINK112][bookmark: OLE_LINK108][bookmark: OLE_LINK109]5.5  绿脓菌素测定用培养基
[bookmark: OLE_LINK79][bookmark: OLE_LINK78][bookmark: OLE_LINK114][bookmark: OLE_LINK113]成分：蛋白胨                    20.0 g
氯化镁                     1.4 g
硫酸钾                    10.0 g
琼脂                      18.0 g
甘油（化学纯）            10.0 g
蒸馏水                  1000 mL
pH                      7.4±0.2
[bookmark: OLE_LINK52][bookmark: OLE_LINK51][bookmark: OLE_LINK49][bookmark: OLE_LINK50]制法：将蛋白胨、氯化镁和硫酸钾加到蒸馏水中，加热使其溶解，加入琼脂和甘油，加热溶解，分装于试管内，115 ℃高压灭菌20 min后，制成斜面备用。
[bookmark: OLE_LINK119][bookmark: OLE_LINK120][bookmark: OLE_LINK145]5.6  硝酸盐蛋白胨水培养基
[bookmark: OLE_LINK116][bookmark: OLE_LINK115]成分：蛋白胨                    10.0 g
酵母浸膏                   3.0 g
硝酸钾                     2.0 g
亚硝酸钠                   0.5 g
蒸馏水                  1000 mL
pH                      7.2±0.2
[bookmark: OLE_LINK217][bookmark: OLE_LINK218]制法：将蛋白胨和酵母浸膏加到蒸馏水中，加热使之溶解，煮沸过滤后补足液量，加入硝酸钾和亚硝酸钠，溶解混匀，分装到加有小倒管的试管中，115 ℃高压灭菌20 min后备用。
[bookmark: OLE_LINK203][bookmark: OLE_LINK210][bookmark: OLE_LINK202]5.7  明胶培养基
成分：牛肉膏                     3.0 g
蛋白胨                     5.0 g
明胶                     120.0 g
蒸馏水                  1000 mL
pH                      7.4±0.2
制法：取各成分加到蒸馏水中浸泡20 min，随时搅拌加热使之溶解，分装于试管内，经115 ℃高压灭菌20 min后，直立制成高层备用。
[bookmark: OLE_LINK204][bookmark: OLE_LINK205][bookmark: OLE_LINK135][bookmark: OLE_LINK134]5.8  普通琼脂斜面培养基
[bookmark: OLE_LINK138][bookmark: OLE_LINK137][bookmark: OLE_LINK123][bookmark: OLE_LINK124]成分：蛋白胨                    10.0 g
牛肉膏                     3.0 g
氯化钠                     5.0 g
琼脂                      15.0 g
蒸馏水                  1000 mL
pH                      7.2±0.2
[bookmark: OLE_LINK216][bookmark: OLE_LINK214][bookmark: OLE_LINK215]制法：除琼脂外，将其余成分溶解于蒸馏水中，加入琼脂，加热溶解，分装试管，121 ℃高压灭菌20 min后，制成斜面备用。
[bookmark: _Toc91679066][bookmark: OLE_LINK185][bookmark: OLE_LINK186]6  操作步骤
[bookmark: OLE_LINK151][bookmark: OLE_LINK150][bookmark: OLE_LINK152]6.1  样品的稀释
按照微生物检验方法总则4.3制备1:10检液。
6.2  增菌培养
[bookmark: OLE_LINK244][bookmark: OLE_LINK243][bookmark: OLE_LINK246][bookmark: OLE_LINK247][bookmark: OLE_LINK245]取1:10检液10 mL加到90 mL SCDLP液体培养基中，置36±1 ℃培养18~24 h。如有铜绿假单胞菌生长，培养液表面多有一层薄菌膜，培养液常呈黄绿色或蓝绿色。
6.3  分离培养
将增菌后的培养物，划线接种在CN琼脂培养基平板上，置36±1 ℃培养24~48 h。凡铜绿假单胞菌在此培养基上，其菌落扁平无定型，向周边扩散或略有蔓延，表面湿润，大部分菌落呈现蓝色或绿色。若菌落非蓝、绿色而在紫外光照射下发荧光，或菌落呈现红褐色而在紫外照射下不发荧光，亦为可疑菌落需进行后续鉴定实验。
[bookmark: OLE_LINK67][bookmark: OLE_LINK221][bookmark: OLE_LINK222]在缺乏CN琼脂培养基时也可用乙酰胺培养基作为替代培养基进行分离，将增菌后的培养物划线接种于平板上，置36±1 ℃培养24~48 h，铜绿假单胞菌在此培养基上生长良好，菌落扁平，边缘不整，菌落周围培养基呈红色。
6.4  分纯
[bookmark: OLE_LINK77][bookmark: OLE_LINK75][bookmark: OLE_LINK76]挑取CN琼脂培养基上的可疑菌落分区划线接种于胰酪大豆胨琼脂（TSA），于36±1 ℃培养18~24 h。
6.5  染色镜检
挑取TSA上可疑的菌落，涂片，革兰氏染色，镜检为革兰氏阴性者应进行后续鉴定试验。
[bookmark: OLE_LINK99][bookmark: OLE_LINK98]6.6  氧化酶试验
[bookmark: OLE_LINK101][bookmark: OLE_LINK100][bookmark: OLE_LINK102][bookmark: OLE_LINK103][bookmark: OLE_LINK253][bookmark: OLE_LINK252][bookmark: OLE_LINK104][bookmark: OLE_LINK105][bookmark: OLE_LINK153][bookmark: OLE_LINK154]取一小块洁净的白色滤纸片置于灭菌平皿内，用无菌接种环挑取铜绿假单胞菌可疑菌落，涂在白色滤纸片上，然后在其上滴加一滴新配制的1%二盐酸二甲基对苯二胺试液，若在15~30 s内出现粉红色或紫红色，为氧化酶试验阳性；若培养物不变色，为氧化酶试验阴性。铜绿假单胞菌为氧化酶试验阳性。
[bookmark: OLE_LINK223][bookmark: OLE_LINK224]6.7  绿脓菌素试验
[bookmark: OLE_LINK260][bookmark: OLE_LINK258][bookmark: OLE_LINK259][bookmark: OLE_LINK122][bookmark: OLE_LINK121][bookmark: OLE_LINK106][bookmark: OLE_LINK107]取可疑菌落2~3个，分别接种在绿脓菌素测定用培养基上，置36±1 ℃培养24±2 h，加入三氯甲烷3~5 mL，充分振荡使培养物中的绿脓菌素溶解于三氯甲烷液内，待三氯甲烷提取液呈蓝色时，用吸管将三氯甲烷移到另一试管中并加入1 mol/L的盐酸1 mL，振荡后，静置片刻。如上层盐酸液内出现粉红色到紫红色时为阳性，表示被检物中有绿脓菌素存在。
6.8  硝酸盐还原产气试验
挑取可疑的铜绿假单胞菌纯培养物，接种在硝酸盐蛋白胨水培养基中，置36±1 ℃培养24±2 h，观察结果。凡在硝酸盐胨水培养基内的小倒管中有气体者，即为阳性，表明该菌能还原硝酸盐，并将亚硝酸盐分解产生氮气。铜绿假单胞菌能够还原硝酸盐，结果为阳性。
6.9  明胶液化试验
[bookmark: OLE_LINK127][bookmark: OLE_LINK126][bookmark: OLE_LINK130][bookmark: OLE_LINK257]挑取可疑的铜绿假单胞菌纯培养物，穿刺接种在明胶培养基内，置36±1 ℃培养24±2 h，取出放置于4±2 ℃冰箱10~30 min，如仍呈溶液状或表面液化时即为明胶液化试验阳性；如凝固不溶者为阴性。铜绿假单胞菌为明胶液化试验阳性。
6.10  42 ℃生长试验
[bookmark: OLE_LINK256][bookmark: OLE_LINK255][bookmark: OLE_LINK133]挑取可疑的铜绿假单胞菌纯培养物，接种在普通琼脂斜面培养基上，置于42±1 ℃培养箱中，培养24~48 h，铜绿假单胞菌能生长，为阳性，而近似的荧光假单胞菌则不能生长。
6.11  其他鉴定方法
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进行鉴定。
[bookmark: _Toc91679067][bookmark: OLE_LINK234][bookmark: OLE_LINK235]7  检验结果报告
[bookmark: OLE_LINK213][bookmark: OLE_LINK209][bookmark: OLE_LINK208]被检样品经增菌分离培养后，平板上有可疑菌落，并经证实为革兰氏阴性杆菌、氧化酶及绿脓菌素试验皆为阳性，即可报告被检样品中检出铜绿假单胞菌；如绿脓菌素试验阴性而明胶液化、硝酸盐还原产气和42 ℃生长试验三者皆为阳性时，仍可报告被检样品中检出铜绿假单胞菌。
此外，采用生化鉴定试剂盒或微生物鉴定系统所得出的阳性鉴定结果，亦可用于报告检出铜绿假单胞菌。

[bookmark: OLE_LINK266]化妆品中铜绿假单胞菌的检验方法（征求意见稿）起草说明
[bookmark: OLE_LINK270][bookmark: OLE_LINK269]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《化妆品中铜绿假单胞菌的检验方法》的研究修订工作。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中铜绿假单胞菌的检验方法，适用于市面上常见的化妆品品类。为保证评价方法的科学性，本次验证在样品选择上涵盖了市场上常见的化妆品类别，同时组织3家实验室进行协作验证，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_LINK271][bookmark: OLE_LINK272]化妆品标准化技术委员会于2025年2月委托开展了《化妆品安全技术规范》（以下简称《规范》）中铜绿假单胞菌检验方法的修订工作。具体起草过程包括：拟定研究内容，修订铜绿假单胞菌检验方法，并完成实验室内方法学验证。2025年10月委托3家实验室开展实验室间方法学验证，修改完善形成标准草案。2026年3月25日，检验检测分技术委员会召开会议进行初审，初审结论为修改完善后同意结题，根据初审意见，修改完善了标题、文本格式、起草说明内容，并补充了油性样品的适用性实验等，形成该征求意见稿。
三、与我国已有相关标准的关系
目前我国铜绿假单胞菌的检验方法主要包括《中华人民共和国药典》、GB 8538-2022《食品安全国家标准 饮用天然矿泉水检验方法》。
[bookmark: OLE_LINK288]表1 国内主要相关标准列表
	序号
	来源国家或组织
	标准号
	标准名称
	检测范围/适用基质
	与制修订标准的关系

	[bookmark: OLE_LINK293][bookmark: OLE_LINK292]1
	国家市场监督管理总局
	GB 8538-2022
	食品安全国家标准 饮用天然矿泉水检验方法
	食品
	非等效

	2
	中国药典委员会
	/
	中华人民共和国药典
	药品
	非等效


四、与《规范》中原方法的对比情况
[bookmark: OLE_LINK279][bookmark: OLE_LINK286]表2 与原方法的对比情况
	[bookmark: _Hlk224117291]序号
	原方法
	修订后
	修订理由

	1
	定义：属于假单胞菌属，为革兰氏阴性杆菌，氧化酶阳性，能产生绿脓菌素。此外还能液化明胶，还原硝酸盐为亚硝酸盐，在42±1 ℃条件下能生长。
	定义：属于假单胞菌属，为革兰氏阴性杆菌，氧化酶阳性，在42±1 ℃条件下能生长。大部分能产生绿脓菌素。
	并不是所有的铜绿假单胞菌都有典型的生化特性。

	2
	无菌种
	新增铜绿假单胞菌阳性质控菌株。
	与总则、金黄色葡萄球菌、耐热大肠菌群等微生物标准保持一致。

	3
	十六烷基三甲基溴化铵琼脂培养基
	修改为CN琼脂培养基配方。
	将原配方修订为与GB 8538-2022一致。

	4
	在六烷基三甲基溴化铵琼脂培养基上培养24±2 h
	修改为培养24~48h
	国内外主流铜绿假单胞菌检验标准如GB 8538-2022、ISO均为24~48 h，《中国药典》和USP为18~72 h。考虑到部分铜绿假单胞菌荧光弱、色素浅，延长时间可以让其充分表达，防止漏检。保留原24 h的时限，如24 h内为阳性可直接报检出。

	5
	/
	[bookmark: OLE_LINK155][bookmark: OLE_LINK156]在分离培养后新增分纯步骤，再进行生化鉴定。
	依据《中国药典》通则9204要求“微生物鉴定的第一步是待检培养物的分离纯化”增加分纯步骤，去除杂菌干扰，提高生化鉴定结果准确性。

	6
	/
	增加“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进行鉴定。”
	鉴于鉴定技术的发展，建议增加试剂盒方法和自动化鉴定系统。


五、国际相关标准情况
国际上主要的铜绿假单胞菌检验方法为ISO 22717：2015 Cosmetics — Microbiology — Detection of Pseudomonas aeruginosa和USP <62> MICROBIOLOGICAL EXAMINATION OF NONSTERILE PRODUCTS: TESTS FOR SPECIFIED MICROORGANISMS。
表3 国际主要相关标准列表
	[bookmark: _Hlk224127595]序号
	来源国家或组织
	标准号
	标准名称
	检测范围/适用基质
	与制修订标准的关系

	[bookmark: _Hlk224127378]1
	国际标准组织
	ISO 22717:2015
	[bookmark: OLE_LINK283][bookmark: OLE_LINK282]Cosmetics — Microbiology — Detection of Pseudomonas aeruginosa
	化妆品
	非等效

	2
	美国药典委员会
	USP<62>
	MICROBIOLOGICAL EXAMINATION OF NONSTERILE PRODUCTS: TESTS FOR SPECIFIED MICROORGANISMS 
	药品
	非等效


六、实验室验证情况
[bookmark: OLE_LINK302][bookmark: OLE_LINK303]本次铜绿假单胞菌检验方法的修订，在系统比对不同标准中分离培养基配方的基础上，明确了方法所用培养基的具体配方。同时，针对各标准在生化鉴定方面的差异，本研究对原检验方法中生化鉴定组合进行了全面评估，以确定其能否满足检验要求。同时验证了包含水剂、膏霜、乳液、粉剂、油基、蜡基、彩妆类化妆品基质的方法适用性。在确定上述关键条件后，方法起草组拟定检验方法，并对该方法的专属性、检出限和适用性进行了系统验证，同时组织3家外部实验室开展实验室间验证，充分考察了实测数据的可靠性、重复性和准确性。
[bookmark: OLE_LINK273][bookmark: OLE_LINK274]综合以上验证结果，本铜绿假单胞菌检验方法具备良好的适用性与重现性，可用于各类化妆品及牙膏产品的微生物检验工作。
七、其他应予以说明的事项
本方法体例主要参照《规范》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。根据《化妆品标准形式和实施过渡期确定原则（试行）》，建议发布形式为纳入《规范》，实施过渡期为9个月。

