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前　　言

ＳＮ／Ｔ２２０６《化妆品微生物检验方法》分为以下部分：

———第１部分：沙门氏菌；

———第２部分：需氧芽孢杆菌和蜡样芽孢杆菌；

———第３部分：肺炎克雷伯氏菌；

———第４部分：链球菌；

———第５部分：肠球菌。

本部分为 ＳＮ／Ｔ２２０６的第５部分。

本部分的附录 Ｂ为规范性附录，附录 Ａ、附录 Ｃ和附录 Ｄ 为资料性附录。

本部分由国家认证认可监督管理委员会提出并归口。

本部分起草单位：中 华 人 民 共 和 国 上 海 出 入 境 检 验 检 疫 局、中 华 人 民 共 和 国 深 圳 出 入 境 检 验 检

疫局。

本部分主要起草人：杨捷琳、顾鸣、袁辰刚、李晓虹、朱海。

本部分系首次发布的出入境检验检疫行业标准。
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５ ：

１　

ＳＮ／Ｔ２２０６的本部分规定了化妆品中肠球菌的检验方法。

本部分适用于化妆品中肠球菌的检验。

２　

下列文件中的条款通过 ＳＮ／Ｔ２２０６的本部分的引用而成为本部分的条款。凡是注日期的引用文

件，其随后所有的修改单（不包括勘误的内容）或修订版均不适用于本部分，然而，鼓励根据本部分达成

协议的各方研究是否可使用这些文件的最新版本。凡是不注日期的引用文件，其最新版本适用 于 本

部分。

ＧＢ／Ｔ７９１８．１　化妆品微生物标准检验方法　总则

３　

下列术语和定义适用于 ＳＮ／Ｔ２２０６的本部分。

３．１

　

一类革兰氏阳性球菌，兼性厌氧，无芽孢和荚膜，可分解胆汗七叶苷。

４　

４．１　振荡器。

４．２　三角瓶：２５０ｍＬ。

４．３　玻璃珠。

４．４　玻璃棒。

４．５　刻度吸管：１ｍＬ，１０ｍＬ。

４．６　均质器。

４．７　恒温培养箱３６℃±１℃，４６℃±１℃，３２．５℃±２．５℃。

４．８　天平：感量为０．００１ｇ。

４．９　高压灭菌器。

５　

５．１　Ｄ／Ｅ 中和培养基（Ｄｅｙ／Ｅｎｇｌｅｙ中和培养基），参见附录 Ａ 第 Ａ．１章。

５．２　叠氮化钠葡萄糖肉汤，参见附录 Ａ 第 Ａ．２章。

５．３　ＫＦ培养基（加中和剂），参见附录 Ａ 第 Ａ．３章。

５．４　Ｐｆｉｚｅｒ肠球菌选择性琼脂（ＰＳＥ 琼脂），参见附录 Ａ 第 Ａ．４章。

５．５　３％过氧化氢溶液。

５．６　革兰氏染色液。

５．７　６．５％氯化钠葡萄糖琼脂，参见附录 Ａ 第 Ａ．５章。
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６．４　最大近似数（犕犘犖）法

６．４．１　用适当稀释的样液接种叠氮化钠葡萄糖肉汤管，每个稀释度接种３管，接种量为１ｍＬ 或１ｍＬ

以下时，使用１０ｍＬ单料管；接种量为１０ｍＬ时，使用１０ｍＬ双料管，接种后的试管置３６℃±１℃培养

２４ｈ±２ｈ，检查各试管浑浊情况，若浑浊不明显，继续培养至４８ｈ后记录。

６．４．２　培养２４ｈ±２ｈ或４８ｈ±２ｈ后，对所有呈现浑浊的叠氮化钠葡萄糖肉汤管进行确证，用接种环

将各管培养物划线于 Ｐｆｉｚｅｒ肠球菌选择性琼脂（ＰＳＥ 琼脂）平板或 ＫＦ 琼脂平板，倒置于３６℃±１℃培

养２４ｈ±２ｈ。肠球菌属细菌在肠球菌琼脂平板上形成带棕色环的棕黑色菌落，在 ＫＦ 平板上形成暗红

至粉红色菌落，边缘整齐；对典型或可疑菌落至少挑取１０个按６．６进行确证实验。每管培养物中有一

个菌落确认为肠球菌，则该管视为阳性。

６．４．３　结果报告：根据接种的样品量和确证为肠球菌的管数，查 ＭＰＮ 表（见附录 Ｂ），报告每克（毫升）

［ｇ（ｍＬ）］样品中肠球菌的 ＭＰＮ 值。

６．５　平板计数法

６．５．１　取１ｍＬ适当稀释的检液加入９０ｍｍ×１５ｍｍ 的培养皿内，倾注１２ｍＬ～１５ｍＬ已融化约４５℃

的 ＫＦ琼脂或 ＰＳＥ 琼脂培养基，转动培养皿使培养基与样液混匀，待平板凝固后倒置于３６℃±１℃培

养２４ｈ±２ｈ，每个稀释度接种两块平板。

６．５．２　菌落形态：肠球菌在 ＫＦ琼脂平板上形成暗红色至粉红色菌落，在 ＰＳＥ 琼脂平板上形成带棕色

环的棕黑色菌落为典型或可疑菌落。

６．５．３　菌落计数及结果报告：对典型或可疑菌落挑取１０个按６．６进行确证实验。选取２５个～２５０个

确证为肠球菌菌落的平板进行计数，计算同一稀释度两个平板的平均菌落数，报告结果。

６．６　确证实验

６．６．１　革兰氏染色：挑取上述可疑菌落，染色镜检，肠球菌为革兰氏阳性球菌，多数成双或呈短链状排

列，无芽孢。

６．６．２　过氧化氢酶实验：挑取固体培养基上典型或可疑菌落，置于洁净试管内，或涂于干净的载玻片

上，然后分别滴加３％过氧化氢溶液２ｍＬ或一滴观察结果，于０．５ｍｉｎ内产生气泡者为阳性，不产生气

泡者为阴性，肠球菌为过氧化氢酶阴性。

６．６．３　６．５％氯化钠葡萄糖培养：挑取单菌落接种６．５％氯化钠葡萄糖琼脂培养基，３６℃±１℃培养

２４ｈ±２ｈ，观察是否生长。过氧化氢酶实验和６．５％氯化钠葡萄糖实验生长符合者判定为肠球菌属，可

参照附录 Ｄ 进行进一步确证和分类。

７　中和剂验证

７．１　微生物菌株

采用粪肠球菌（ＡＴＣＣ４９４５２）或其他等同性菌株。

７．２　验证实验

７．２．１　接种物的制备

在测试前，用粪肠球菌（ＡＴＣＣ４９４５２）接种 ＫＦ琼脂培养基，３２．５℃±２．５℃培养１８ｈ～２４ｈ。收集

培养物，调整悬液浓度为１０８ ＣＦＵ／ｍＬ。

注：在２ｈ内使用制备的悬液和稀释液。

７．２．２　梯度稀释菌悬液，以获得１００ＣＦＵ／ｍＬ与５００ＣＦＵ／ｍＬ 之间的浓度。为了计数调整的菌悬液

中的活菌数量，移取１ｍＬ悬液 放 入 平 皿 内，混 皿 法 倾 注 平 板，倒 置 ３２．５ ℃ ±２．５ ℃ 培 养 ２０ｈ～２４ｈ

计数。

７．２．３　取样品１ｇ或１ｍＬ，按照 ＧＢ／Ｔ７９１８．１供检样品的方法１∶１０制备样液，无菌方式加入０．１ｍＬ

调整好浓度的菌悬液，未添加细菌的样品作为对照。

７．２．４　划 线 分 离 于 添 加 中 和 剂（ＫＦ＋）和 未 添 加 中 和 剂（ＫＦ－）的 ＫＦ 平 板，３２．５ ℃ ±２．５ ℃ 培 养
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２０ｈ～２４ｈ。

７．３　





ચ࿨บ ２０．０ｇ

ೄบ １．０ｇ

଩߄֋ן ０．４ｇ

౪ᆫ ２０ｇ

ᆕ਼ඣ １０００ｍＬ

੸ਠᆫ １ｇ

Ｔｗｅｅｎ８０ ７ｇ

ｐＨ７．０±０．２

犃．３．２　制法

ᆜｐＨטႨ１０％ฏූ଩，ࢳಣಷࡆٳ۲Ӯࡼ ᆴᇀ７．２，１２１℃૵ऩ１５ｍｉｎ，৏ಏᇀ５０℃～６０℃ൈࡆ

ೆ໭ऩ１％੯߄೘Ц ඹ ֋ ᔺ（２，３，５ｔｒｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ）ඣ ಷ ၁ １０ｍＬ。஡ အ ࠎ Ⴟ ４５ ℃～

５０℃ౠᇿ௜ϰ，ୠުܥЌթႿѢདСႨ。

犃．４　犘犳犻狕犲狉肠球菌选择性琼脂（犘犛犈琼脂）

犃．４．１　成分

֑Ϣ᥻ ２０．０ｇ

࢞ଛ࣏ۛ ５．０ｇ

༥ऩ࿐Ⴈ։ᆬ １０．０ｇ

੯߄଩ ５．０ｇ

୞૏ූ଩ １．０ｇ

௾ွᐃ（Ｅｓｃｕｌｉｎ） １．０ｇ

୞૏ූํ᫏ ０．５ｇ

଩߄֋ן ０．２５ｇ

౪ᆫ １５．０ｇ

ᆕ਼ඣ １０００ｍＬ

犃．４．２　制法

１２１℃૵ऩ１５ｍｉｎ，૵ऩުｐＨ７．１，৏ಏުౠᇿ௜ϰ。

犃．５　６．５％氯化钠葡萄糖琼脂

犃．５．１　成分

၏֑Ϣ᥻ １０．０ｇ

࢞ଛ࣏ۛ １．５ｇ

௮ฤบ １０．０ｇ

੯߄଩ ５．０ｇ

ᜃٰࡊሬ ０．０１５ｇ

౪ᆫ １５ｇ

ᆕ਼ඣ １０００ｍＬ

犃．５．２　制法

۲Ӯٳಷࢫט，ުࢳｐＨ ᆴູ７．０，ٳልႿ１３ｍｍ×１３０ｍｍ ൫ܵ，１２１℃૵ऩ１５ｍｉｎ，ོ ᇂ൫ܵ൐Ӯ

ོ૫。
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附　录　

（规范性附录）

表

．１　１ 样品中最可能数（ ）表

൐Ⴈ೘ܵࢤ，مᇕਈູ０．１，０．０１，０．００１（ｍＬ），࡮і Ｂ．１。

表 ．１　 表

ဝ　ྟ　ܵ　ඔ

０．１ ０．０１ ０．００１ ＭＰＮ

０ ０ ０ ＜３

０ ０ ０ ３

０ ０ ２ ６

０ ０ ３ ９

０ １ ０ ３

０ １ １ ６．１

０ １ ２ ９．２

０ １ ３ １２

０ ２ ０ ６．２

０ ２ １ ９．３

０ ２ ２ １２

０ ２ ３ １６

０ ３ ０ ９．４

０ ３ １ １３

０ ３ ２ １６

０ ３ ３ １９

１ ０ ０ ３．６

１ ０ １ ７．２

１ ０ ２ １１

１ １ ２ １５

１ １ ０ ７．３

１ １ １ １１

１ １ ２ １５

１ １ ３ １９

１ ２ ０ １１

１ ２ １ １５

１ ２ ２ ２０

１ ２ ３ ２４

７
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表 ．１（࿃）

ဝ　ྟ　ܵ　ඔ

０．１ ０．０１ ０．００１ ＭＰＮ

１ ３ ０ １６

１ ３ １ ２０

１ ３ ２ ２４

１ ３ ３ ２９

２ ０ ０ ９．１

２ ０ １ １４

２ ０ ２ ２０

２ ０ ３ ２６

２ １ ０ １５

２ １ １ ２０

２ １ ２ ２７

２ １ ３ ３４

２ ２ ０ ２１

２ ２ １ ２８

２ ２ ２ ３５

２ ２ ３ ４２

２ ３ ０ ２９

２ ３ １ ３６

２ ３ ２ ４４

２ ３ ３ ５３

３ ０ ０ ２３

３ ０ １ ３９

３ ０ ２ ６４

３ ０ ３ ９５

３ １ ０ ４３

３ １ １ ７５

３ １ ２ １２０

３ １ ３ １６０

３ ２ ０ ９３

３ ２ １ １５０

３ ２ ２ ２１０

３ ２ ３ ２９０

３ ３ ０ ２４０

３ ３ １ ４６０

３ ３ ２ １１００

３ ３ ３ ＞１１００

　　ᇿ：іଽ෮ਙဢ௖ਈೂູڿ １，０．１，０．０１ｇ（ｍＬ）ൈ，іଽඔሳႋཌྷႋ֮ࢆ １０ П；ೂ ڿ ູ ０．０１，０．００１，０．０００１ｇ

（ｍＬ）ൈ，ᄵіଽඔሳཌྷႋᄹ１０ࡆП，ఃჅॖো๷。
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附　录　犆

（资料性附录）

防腐剂对应使用中和剂清单

表 犆．１　防腐剂对应使用中和剂清单

　 　 　 　 （ ）

　

　 ，

　 ，

　

　 ， ８０，

，

　 ８０，３０ｇ／Ｌ＋ ，３ｇ／Ｌ。

　 ，７ｇ／Ｌ＋ ，２０ｇ／Ｌ＋

８０，４ｇ／Ｌ。

　Ｄ／Ｅ ａ

　 ： ； ，１ｇ／Ｌ＋ ，９ｇ／Ｌ；

８０，５ｇ／Ｌ。

　 ，
　 ， ，

８０， ，

　 ８０，３０ｇ／Ｌ＋ ，４ｇ／Ｌ＋ ，

３ｇ／Ｌ。

　 ８０，３０ｇ／Ｌ＋ ，３０ｇ／Ｌ＋ ，３ｇ／Ｌ。

　Ｄ／Ｅ ａ

　 ： ； ，１ｇ／Ｌ＋ ，９ｇ／Ｌ；

８０，５ｇ／Ｌ。

　

　
　 ，

　 ，３ｇ／Ｌ＋ ８０，３０ｇ／Ｌ＋ Ｌ ，１ｇ／Ｌ。

　 ８０，３０ｇ／Ｌ＋ ，３０ｇ／Ｌ＋ Ｌ ，

１ｇ／



　 　犇

（ ）

犇．１　

甘露醇 山梨醇 阿拉伯糖 蔗糖 棉子糖
精氨酸

水解
色素 动力 溶血性

鸟肠球菌 ＋ ＋ ＋ ＋ － － － － α，ｒ

粪肠球菌 ＋ － － ＋ － ＋ － － β，
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