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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (EN ISO 21149:2009) wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 217 ,Cosmetics* erarbeitet,
dessen Sekretariat vom ISIRI (Iran) gehalten wird, und wurde vom Technischen Komitee CEN/SS H99
Uubernommen.

Eine Mitarbeit des DIN im ISO/TC 217 erfolgt derzeit nicht, da von Seiten der betroffenen Wirtschaftskreise
kein Interesse an diesen Normungsarbeiten bekundet wird. Thematisch zustandig ist der Normenausschuss
Lebensmittel und landwirtschaftliche Produkte (NAL).

Dieses Dokument wurde unter einem Mandat erarbeitet, das die Europaische Kommission und die
Europaische Freihandelszone dem CEN erteilt haben, und unterstitzt grundlegende Anforderungen der EG-
Richtlinien.

Die Gleichungen in 12.3.3 und 12.3.6 sind in der Deutschen Fassung gegenlber dem 1SO-Originaldokument
durch Klammersetzung (im Zahler) korrigiert worden.

Das Literaturverzeichnis ist in der Deutschen Fassung gegeniiber dem ISO-Originaldokument um den aktuel-
len Veroffentlichungsstand erganzt worden.

Fir die in diesem Dokument zitierten Internationalen Normen wird im Folgenden auf die entsprechenden
Deutschen Normen hingewiesen:

ISO 18416 siehe DIN EN ISO 18416
ISO 21148 siehe DIN EN ISO 21148
ISO 22717 siehe DIN EN ISO 22717
ISO 22718 siehe DIN EN ISO 22718

Nationaler Anhang NA
(informativ)

Literaturhinweise

DIN EN ISO 18416, Kosmetik — Mikrobiologie — Nachweis von Candida albicans

DIN EN ISO 21148, Kosmetik — Mikrobiologie — Allgemeine Anleitungen zur mikrobiologischen Unter-
suchung

DIN EN ISO 22717, Kosmetik — Mikrobiologie — Nachweis von Pseudomonas aerugenosa

DIN EN ISO 22718, Kosmetik — Mikrobiologie — Nachweis von Staphylococcus aureus
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EUROPAISCHE NORM EN ISO 21149
EUROPEAN STANDARD
NORME EUROPEENNE Juni 2009

ICS 07.100.99; 71.100.70

Deutsche Fassung

Kosmetik —
Mikrobiologie —
Zahlung und Nachweis von aeroben mesophilen Bakterien
(1ISO 21149:2006)

Cosmetics — Cosmeétiques —
Microbiology — Microbiologie —
Enumeration and detection of aerobic mesophilic bacteria Dénombrement et détection des bactéries aérobies
(ISO 21149:2006) mésophiles (ISO 21149:2006)

Diese Europaische Norm wurde vom CEN am 23. Mai 2009 angenommen.

Die CEN-Mitglieder sind gehalten, die CEN/CENELEC-Geschéftsordnung zu erfiillen, in der die Bedingungen festgelegt sind, unter denen
dieser Europaischen Norm ohne jede Anderung der Status einer nationalen Norm zu geben ist. Auf dem letzten Stand befindliche Listen
dieser nationalen Normen mit ihren bibliographischen Angaben sind beim Management-Zentrum des CEN oder bei jedem CEN-Mitglied auf
Anfrage erhaltlich.

Diese Europaische Norm besteht in drei offiziellen Fassungen (Deutsch, Englisch, Franzdsisch). Eine Fassung in einer anderen Sprache,
die von einem CEN-Mitglied in eigener Verantwortung durch Ubersetzung in seine Landessprache gemacht und dem Management-Zentrum
mitgeteilt worden ist, hat den gleichen Status wie die offiziellen Fassungen.

CEN-Mitglieder sind die nationalen Normungsinstitute von Belgien, Bulgarien, Déanemark, Deutschland, Estland, Finnland, Frankreich,
Griechenland, Irland, Island, ltalien, Lettland, Litauen, Luxemburg, Malta, den Niederlanden, Norwegen, Osterreich, Polen, Portugal,
Rumanien, Schweden, der Schweiz, der Slowakei, Slowenien, Spanien, der Tschechischen Republik, Ungarn, dem Vereinigten Konigreich
und Zypern.

. — |

EUROPAISCHES KOMITEE FUR NORMUNG
EUROPEAN COMMITTEE FOR STANDARDIZATION
COMITE EUROPEEN DE NORMALISATION

Management-Zentrum: Avenue Marnix 17, B-1000 Briissel

© 2009 CEN  Alle Rechte der Verwertung, gleich in welcher Form und in welchem Ref. Nr. EN ISO 21149:2009 D
Verfahren, sind weltweit den nationalen Mitgliedern von CEN vorbehalten.
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Vorwort

Der Text von ISO 21149:2006 wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 217 ,Cosmetics” der Internationalen
Organisation fir Normung (ISO) erarbeitet und als EN ISO 21149:2009 durch das Technische Komitee
CEN/SS H99 ,Produkte fur die Verwendung im Haushalt und in der Freizeit — Unbestimmt“ ibernommen,
dessen Sekretariat vom CMC gehalten wird.

Diese Europaische Norm muss den Status einer nationalen Norm erhalten, entweder durch Verdffentlichung
eines identischen Textes oder durch Anerkennung bis Dezember 2009, und etwaige entgegenstehende
nationale Normen mussen bis Dezember 2009 zuriickgezogen werden.

Es wird auf die Mdglichkeit hingewiesen, dass einige Texte dieses Dokuments Patentrechte bertihren kdnnen.
CEN [und/oder CENELEC] sind nicht dafur verantwortlich, einige oder alle diesbezlglichen Patentrechte zu
identifizieren.

Entsprechend der CEN/CENELEC-Geschaftsordnung sind die nationalen Normungsinstitute der folgenden
Lander gehalten, diese Europdische Norm zu ubernehmen: Belgien, Bulgarien, Danemark, Deutschland,
Estland, Finnland, Frankreich, Griechenland, Irland, Island, Italien, Lettland, Litauen, Luxemburg, Malta,

Niederlande, Norwegen, Osterreich, Polen, Portugal, Rumanien, Schweden, Schweiz, Slowakei, Slowenien,
Spanien, Tschechische Republik, Ungarn, Vereinigtes Konigreich und Zypern.

Anerkennungsnotiz

Der Text von ISO 21149:2006 wurde vom CEN als EN ISO 21149:2009 ohne irgendeine Abanderung genehmigt.
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1 Anwendungsbereich

Diese Internationale Norm gibt allgemeine Anleitungen fir die Zahlung und zum Nachweis von in Kosmetika
vorhandenen mesophilen aeroben Bakterien,

— durch Zahlen der Kolonien auf einem Agarmedium nach aerober Bebritung oder
— durch Uberpriifen des Ausbleibens von bakteriellem Wachstum nach Anreicherung.

Wegen der grofien Vielfalt an kosmetischen Mitteln innerhalb dieses Anwendungsbereiches braucht dieses
Verfahren nicht zwangslaufig bis in alle Einzelheiten auf bestimmte Mittel anwendbar zu sein (z. B. bestimmte
mit Wasser nicht mischbare Produkte). Ersatzweise kénnen fur die hier aufgefiihrten Untersuchungen andere
Verfahren (z. B. automatisierte) zur Anwendung kommen, vorausgesetzt, dass deren Gleichwertigkeit nach-
gewiesen oder das Verfahren anderweitig validiert wurde.

Falls es erforderlich sein sollte, kbnnen ausgezahlte oder nachgewiesene Mikroorganismen mit geeigneten
Identifizierungsprifungen bestimmt werden, die in den unter den Literaturhinweisen aufgeflihrten Normen
beschrieben sind.

Um die Qualitat des Produkts und die Sicherheit flr Verbraucher sicherzustellen, ist es ratsam, eine geeignete
mikrobiologische Risikoanalyse zur Bestimmung der Arten von kosmetischen Mitteln durchzufuhren, fir die
diese Internationale Norm anwendbar ist. Produkte, die ein geringes mikrobiologisches Risiko darstellen, um-
fassen Produkte mit geringer Wasseraktivitat, alkoholisch-wéassrige Produkte, Produkte mit extremen pH-Wer-
ten usw.

2 Normative Verweisungen

Die folgenden zitierten Dokumente sind fir die Anwendung dieses Dokuments erforderlich. Bei datierten
Verweisungen gilt nur die in Bezug genommene Ausgabe. Bei undatierten Verweisungen gilt die letzte
Ausgabe des in Bezug genommenen Dokuments (einschlieRlich aller Anderungen).

ISO 21148:2005, Cosmetics — Microbiology — General instructions for microbiological examination

3 Begriffe

Fir die Anwendung dieses Dokuments gelten die folgenden Begriffe.

31
aerobe mesophile Bakterien
mesophile Bakterien, die unter den in dieser Internationalen Norm festgelegten Bedingungen aerob wachsen

ANMERKUNG  Unter den beschriebenen Bedingungen lassen sich andere Arten von Mikroorganismen (z. B. Hefen,
Schimmel) nachweisen.

3.2
Produkt
Anteil eines bestimmten kosmetischen Mittels, das im Labor zur Untersuchung entgegengenommen wird

3.3

Probe

Anteil des Produkts (mindestens 1 g oder 1 ml), der bei der Untersuchung eingesetzt wird, um die Erstver-
dinnung herzustellen
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34

Erstverdiinnung

Suspension (oder Lésung) einer Probe in einem festgelegten Volumen einer geeigneten Flussigkeit (Ver-
dinnungsmittel, Neutralisierungsmittel, Bouillon oder eine Kombination von denen)

3.5
Probenverdiinnung
Verdinnung der Erstverdinnung

4 Kurzbeschreibung

4.1 Allgemeines

Dieses Verfahren befasst sich mit der Z&hlung von Kolonien auf einem nicht selektiven Agarmedium oder mit
dem Vorhandensein oder Ausbleiben von bakteriellem Wachstum nach Anreicherung. Um den Nachweis
lebensfahiger Mikroorganismen [1] zu ermdglichen, muss die mdgliche durch die Probe bewirkte Hemmung
von mikrobiellem Wachstum neutralisiert werden. In allen Fallen und unabhangig von der Verfahrensweise
muss die Neutralisierung der antimikrobiellen Eigenschaften des kosmetischen Produkts Uberprift und vali-
diert werden [2] [3] [4].

4.2 Plattenzahlung
Die Plattenzahlung setzt sich aus folgenden Schritten zusammen.

— Herstellung von gegossenen Platten oder Ausstrichplatten mit einem vorgegebenen Nahrmedium und
Beimpfung der Platten mit einer genau festgelegten Menge der Erstverdiinnung oder einer weiteren
Verdlnnung des Produkts.

— Aerobe Bebritung der Platten fir (72 £ 6) h bei (32,5 + 2,5) °C.

— Zahlen der Anzahl an Kolonie bildenden Einheiten (KBE) und Berechnung der Anzahl an aeroben meso-
philen Bakterien je Milliliter oder Gramm des Produkts.

4.3 Membranfiltration

Die Membranfilterung setzt sich aus folgenden Schritten zusammen.

— Uberfiihren einer geeigneten Menge der nach validiertem Verfahren hergestellten Probe in das Filtrier-
gerat, das mit einem geringen Volumen eines entsprechenden sterilen Verdinnungsmittels benetzt ist,
sofortiges Filtrieren und Waschen entsprechend dem validierten Verfahren (siehe 13.3.4). Das Membran-
filter ist, wie in ISO 21148 festgelegt, auf die Oberflache des vorgegebenen Agarmediums zu Uberflihren.

— Aerobe Bebritung der Platten fir (72 £ 6) h bei (32,5 + 2,5) °C.

— Zahlen der Anzahl an Kolonie bildenden Einheiten (KBE) und Berechnung der Anzahl an aeroben meso-
philen Bakterien je Milliliter oder Gramm des Produkts.

4.4 Nachweis von Bakterien durch Anreicherung
Der Nachweis von Bakterien durch Anreicherung setzt sich aus folgenden Schritten zusammen.

— Bebritung einer vorgegebenen Menge der Erstverdiinnung fir mindestens 20 h bei (32,5 +2,5) °C in
einem nicht selektiven Flussigmedium, das entsprechende Neutralisierungs- und/oder Dispergiermittel
enthalt.

— Uberfiihren einer vorgegebenen Menge der vorhergehenden Erstverdiinnung auf ein nicht selektives
festes Agarmedium.
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— Aerobe Bebritung fir 48 h bis 72 h bei (32,5 + 2,5) °C.

— Nachweis von Wachstum und Angabe der Ergebnisse als ,Vorhandensein/Ausbleiben“ von aeroben
mesophilen Bakterien je Probe S des Produkts.

5 Verdunnungsmittel, Neutralisierungsmittel und Nahrbéden

5.1 Allgemeines

Allgemeine Ausfihrungen sind in 1SO 21148 angegeben. Kommt in einer Zusammensetzung Wasser zur
Anwendung, ist destilliertes oder gereinigtes Wasser zu verwenden, wie in ISO 21148 festgelegt.

Die folgenden Neutralisierungsmittel, Verdiinnungsmittel und Nahrmedien sind fur die Zéhlung und den Nach-

weis von aeroben, mesophilen Bakterien geeignet. Andere Verdinnungsmittel, Neutralisierungsmittel und
Nahrmedien durfen verwendet werden, wenn sie sich fir die Anwendung als geeignet erwiesen haben.

5.2 Neutralisierungs- und Verdiinnungsmittel

5.2.1 Allgemeines
Das Verdinnungsmittel wird zum Dispergieren der Probe verwendet. Es kann Neutralisierungsmittel enthalten,
wenn die zu untersuchende Probe antimikrobielle Eigenschaften besitzt. Vor der Bestimmung der Kolonie-

zahl (siehe Abschnitt 13) muss die Wirksamkeit der Neutralisierung nachgewiesen werden. Angaben zu
geeigneten Neutralisierungsmitteln sind Anhang D zu entnehmen.

5.2.2 Neutralisierungsmittel
5.2.21 Casein-Sojalecithin-Polysorbat 20-Flissigmedium (SCDLP 20-Bouillon)

5.2.211 Zusammensetzung

Casein, pankreatisch verdaut 20,09
Sojalecithin 509
Polysorbat 20 40,0 ml
Wasser 960,0 ml

5.2.21.2 Herstellung

Das Polysorbat 20 wird in 960 ml Wasser durch Rihren unter Erwarmen in einem Wasserbad bei (49 = 2) °C
aufgeldst. Es werden pankreatisch verdautes Casein und Sojalecithin hinzugefigt. Es wird fir 30 min erhitzt,
damit eine Auflésung erfolgt. Das Medium wird durchgemischt und in geeignete Behalter abgefullt. Die

Sterilisation wird 15 min bei 121 °C im Autoklaven durchgefiihrt. Nach der Sterilisation muss der pH-Wert bei
Messung bei Raumtemperatur gleich 7,3 £ 0,2 betragen.

5.2.2.2 Andere Neutralisierungsmittel

Falls erforderlich, dirfen andere Neutralisierungsmittel verwendet werden (siehe Anhang A und Anhang D).
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5.2.3 Verdiinnungsmittel
5.2.3.1 Flussigkeit A

5.2.3.1.1 Zusammensetzung
Peptisch verdautes tierisches Gewebe (Pepton A) 109
Wasser 1 000 ml
5.2.3.1.2 Herstellung
1 g des Peptons wird in Wasser gelost, und das Volumen wird auf 1| aufgefillt. Es wird unter haufigem
Ruhren erhitzt. AnschlieBend wird das Medium in geeignete Behalter abgefiillt. Die Sterilisation wird 15 min

bei 121 °C im Autoklaven durchgefihrt. Nach der Sterilisation muss der pH-Wert bei Messung bei Raum-
temperatur 7,1 £ 0,2 betragen.

5.2.3.2 Andere Verdiinnungsmittel

Je nach Eignung kénnen andere Verdlinnungsmittel verwendet werden (siehe Anhang B).
5.3 Verdiunnungsmittel fiir die Bakteriensuspension (Trypton-Natriumchlorid-Lésung)

5.3.1 Zusammensetzung

Trypton, pankreatisch verdautes Casein 1,09
Natriumchlorid 8,59
Wasser 1 000 ml

5.3.2 Herstellung
Die Bestandteile werden durch Rihren unter Erwarmen in Wasser aufgeldst. AnschlieRend wird das Medium

in geeignete Behalter abgeflllt. Die Sterilisation wird 15 min bei 121 °C im Autoklaven durchgefuhrt. Nach der
Sterilisation muss der pH-Wert bei Messung bei Raumtemperatur 7,0 + 0,2 betragen.

5.4 Nahrmedien

5.4.1 Allgemeines

Nahrmedien lassen sich wie folgt oder aus wasserfreien Ndhrmedien nach den Anweisungen des Herstellers
herstellen. Fertigmedien durfen verwendet werden, wenn deren Zusammensetzung und/oder Wachstums-
ertrag mit der hier angegebenen Zusammensetzung vergleichbare Ergebnisse liefern.

5.4.2 Nahrmedien zum Zahlen

5.4.21 Soja-Casein-Pepton-Agar (SCDA) oder oder Trypton-Soja-Agar (TSA)

5.4.211 Zusammensetzung

Casein, pankreatisch verdaut 15,0 g
Sojamehl (Pepton S), papainisch verdaut 5049
Natriumchlorid 5049
Agar 15,0 g
Wasser 1 000 ml
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