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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (FprEN ISO 22718:2015) wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 217 ,Cosmetics®
(Sekretariat: ISIRI, Iran) in Zusammenarbeit mit dem Technischen Komitee CEN/TC 392 ,Kosmetische Mittel
erarbeitet, dessen Sekretariat von AFNOR (Frankreich) gehalten wird.

Das zustandige deutsche Normungsgremium ist der Arbeitsausschuss NA 057-07-01 AA ,Kosmetische Mittel*
im DIN-Normenausschuss Lebensmittel und landwirtschaftliche Produkte (NAL).

Um Zweifelsfalle in der Ubersetzung auszuschlieRen, ist die englische Originalfassung beigefiigt. Die
Nutzungsbedingungen fiir den deutschen Text des Norm-Entwurfes gelten gleichermalien auch fiir den
englischen Text.

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

ISO 18415 siehe DIN EN ISO 18415

ISO 21148 siehe DIN EN ISO 21148

ISO 21149 siehe DIN EN ISO 21149

ISO 29621 siehe DIN EN ISO 29621

Anderungen

Gegeniiber DIN EN 1SO 22718:2009-10 wurden folgende Anderungen vorgenommen:
a) Normative Verweisungen aktualisiert;

b) die Benennung ,Validierung” wurde im gesamten Dokument durch die Benennung ,Eignung“ ersetzt;

c) redaktionelle Anderungen vorgenommen.

Nationaler Anhang NA
(informativ)

Literaturhinweise

DIN EN ISO 18415, Kosmetik — Mikrobiologie — Nachweis von spezifizierten und nichtspezifizierten
Mikroorganismen

DIN EN ISO 21148, Kosmetik — Mikrobiologie — Allgemeine  Anleitungen zur mikrobiologischen
Untersuchung

DIN EN ISO 21149, Kosmetik — Mikrobiologie — Z&hlung und Nachweis von aeroben mesophilen Bakterien

DIN EN ISO 29621, Kosmetische Mittel — Mikrobiologie — Leitlinien fiir die Risikobewertung und
Identifikation von mikrobiologisch risikoarmen Produkten
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Vorwort

Dieses Dokument (FprEN ISO 22718:2015) wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 217 ,Cosmetics® in
Zusammenarbeit mit dem Technischen Komitee CEN/TC 392 ,Kosmetische Mittel* erarbeitet, dessen
Sekretariat vom AFNOR gehalten wird.

Dieses Dokument ist derzeit zur parallelen formellen Abstimmung vorgelegt.

Dieses Dokument wird EN 1ISO 22718:2009 ersetzen.

Dieses Dokument wurde unter einem Mandat erarbeitet, das die Europaische Kommission und die

Europaische Freihandelszone dem CEN erteilt haben, und unterstiitzt grundlegende Anforderungen der EU-
Richtlinien.

Anerkennungsnotiz

Der Text von ISO/FDIS 22718:2015 wurde vom CEN als FprEN ISO 22718:2015 ohne irgendeine
Abanderung genehmigt.
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Einleitung

Mikrobiologische Untersuchungen von kosmetischen Mitteln missen entsprechend einer geeigneten mikro-
biologischen Risikoanalyse durchgefihrt werden, um deren Qualitdt und Sicherheit fur Konsumenten sicher-
zustellen.

Die mikrobiologische Risikoanalyse hangt von verschiedenen Parametern ab, beispielsweise:

— maogliche Veranderung von kosmetischen Mitteln;

— Pathogenitat von Mikroorganismen;

— Stelle, an der das kosmetische Mittel aufgetragen wird (Haare, Haut, Augen, Schleimhaute usw.);
— Verbrauchertyp (Erwachsene, Kinder unter 3 Jahren).

Fur kosmetische und weitere topische Mittel kann der Nachweis von Hautpathogenen wie beispielsweise
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa und Candida albicans maligeblich sein. Der Nachweis
anderer Arten von Mikroorganismen kann wichtig sein, da diese Mikroorganismen (einschlief3lich Indikatoren
fur fakale Verunreinigungen, z. B. Escherichia coli) auf Fehler hinsichtlich der Hygiene wahrend des
Herstellungsprozesses schlieen lassen.
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1 Anwendungsbereich

Diese Internationale Norm gibt allgemeine Anleitungen fir den Nachweis und die ldentifizierung des vor-
gegebenen Mikroorganismus Staphylococcus aureus in kosmetischen Mitteln. Die in dieser Internationalen
Norm vorgegebenen Mikroorganismen kénnen in Ubereinstimmung mit nationalen Praktiken oder Regelungen
von Land zu Land unterschiedlich sein.

Um die Qualitat des Produkts und die Sicherheit fir Verbraucher sicherzustellen, ist es ratsam, eine geeignete
mikrobiologische Risikoanalyse zur Bestimmung der Arten von kosmetischen Mitteln durchzufthren, fur die
diese Internationale Norm anwendbar ist. Produkte, die ein geringes mikrobiologisches Risiko (siehe ISO
29261) darstellen, umfassen Produkte mit geringer Wasseraktivitat, alkoholisch-wassrige Produkte, Produkte
mit extremen pH-Werten usw.

Das in dieser Internationalen Norm beschriebene Verfahren basiert auf dem Nachweis von Staphylococcus
aureus in einem nicht-selektiven Flussigmedium (Anreicherungsbouillon), gefolgt von einer Isolation auf einem
selektiven Agarmedium. In Abhangigkeit von der erforderlichen Nachweisgrenze kénnen andere Verfahren
angemessen sein.

ANMERKUNG  Fir den Nachweis von Staphylococcus aureus kann eine Subkultivierung auf nicht-selektiven Nahr-
medien erfolgen, gefolgt von geeigneten Schritten zur Identifizierung (z. B. unter Anwendung von |dentifizierungskits).

Wegen der grofen Vielfalt an kosmetischen Mitteln innerhalb dieses Anwendungsbereichs ist dieses
Verfahren moglicherweise fiir einige Produkte nicht in allen Einzelheiten geeignet (z. B. bestimmte mit Wasser
nicht mischbare Produkte). Andere Internationale Normen (ISO 18415 [10]) kénnen geeignet sein.
Ersatzweise konnen fir die hier aufgefiihrten Untersuchungen andere Verfahren (z. B. automatisierte) zur
Anwendung kommen, vorausgesetzt, dass deren Gleichwertigkeit nachgewiesen oder das Verfahren
anderweitig validiert wurde.

2 Normative Verweisungen

Die folgenden zitierten Dokumente sind fiir 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 (einschlieBlich aller Anderungen).

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

EN 12353, Chemische Desinfektionsmittel und Antiseptika — Aufbewahrung von Testorganismen fiir die
Priifung der bakteriziden, mykobakteriziden, sporiziden und fungiziden Wirkung

ISO 29621, Cosmetics — Microbiology — Guidelines for the risk assessment and identification of
microbiologically low-risk products

3 Begriffe
Fur die Anwendung dieses Dokuments gelten die folgenden Begriffe.

31
Produkt
Anteil eines identifizierten kosmetischen Mittels, das im Labor zur Untersuchung entgegengenommen wird

3.2

Probe

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

3.3

Erstverdiinnung
Suspension (oder Losung) der Probe in einem festgelegten Volumen einer geeigneten Anreicherungsbouillon
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3.4
Probenverdiinnung(en)
Verdinnung(en) der Erstverdinnung

3.5

vorgegebener Mikroorganismus

aerobe mesophile Bakterien oder Hefe, die in einem kosmetischen Mittel nicht erwiinscht und als
hautpathogene Art anerkannt sind/ist, welche sich nachteilig auf die Gesundheit des Menschen auswirken
kénnen/kann oder die ein Indikator fiir Fehler hinsichtlich der Hygiene wahrend des Herstellungsprozesses
sind/ist

3.6

Staphylococcus aureus

Gram-positive Kokken, die hauptsachlich in traubenahnlichen Clustern angeordnet sind, glatte Kolonien, die
Ublicherweise gelb pigmentiert sind

ANMERKUNG 1  Die Haupteigenschaften fir die Identifizierung sind: Wachstum auf speziellem selektivem Nahr-
medium, Katalase-positiv, Koagulase-positiv.

ANMERKUNG 2  Staphylococcus aureus ist bei Menschen eine opportunistisch pathogene Bakterie, die auch auf der
Haut von gesunden Menschen vorhanden sein kann, ohne dass bei ihnen Krankheiten auftreten. Es ist aufgrund seiner
potentiellen Pathogenitat in kosmetischen Mitteln nicht erwiinscht.

3.7

Anreicherungsbouillon

nicht selektives Flissigmedium, das geeignete Neutralisierungsmittel und/oder Dispergiermittel enthalt und
das sich fiir das zu untersuchende Produkt als geeignet erwiesen hat.

4 Kurzbeschreibung

Der erste Schritt des Verfahrens ist die Durchflhrung einer Anreicherung unter Verwendung einer nicht-selek-
tiven Bouillon, um die Anzahl der Mikroorganismen zu erhdhen ohne das Risiko der Hemmung durch die
selektiven Zusatzstoffe, die in selektiven/differenzierenden Nahrmedien vorhanden sind.

Der zweite Schritt (Isolierung) des Versuchs wird auf einem selektiven Nahrmedium, gefolgt von Unter-
suchungen zur Identifizierung, durchgefiihrt.

Die mogliche Hemmungswirkung mikrobiellen Wachstums durch die Probe muss neutralisiert werden, um den
Nachweis von lebensfahigen Mikroorganismen zu ermdoglichen [1]. In allen Fallen und unabhangig von der
Verfahrensweise muss die Neutralisierung der antimikrobiellen Eigenschaften des Produkts Uberprift und
nachgewiesen werden (siehe Abschnitt 11).

5 Verdunnungsmittel und Nahrmedien

5.1 Allgemeines

Allgemeine Anleitungen sind in 1ISO 21148 angegeben. Wenn in diesem Dokument Wasser erwahnt wird,
muss destilliertes oder gereinigtes Wasser, wie in ISO 21148 festgelegt, verwendet werden.

Die Anreicherungsbouillon wird verwendet, um die Probe zu dispergieren und die mikrobielle Ausgangs-
population zu erhohen. Sie kann Neutralisierungsmittel enthalten, wenn die zu untersuchende Probe
antimikrobielle Eigenschaften hat. Die Wirksamkeit der Neutralisierung muss nachgewiesen werden (siehe
Abschnitt 11). Informationen bezlglich geeigneter Neutralisierungsmittel sind in Anhang B angegeben.

Die Anreicherungsbouillon (5.3.3.1) bzw. alle in Anhang A angegebenen Bouillons ist/sind unter der

Voraussetzung, dass sie sich nach Abschnitt 11 als geeignet erwiesen hat/haben, fiir die Uberpriifung auf das
Vorhandensein von Staphylococcus aureus nach dieser Internationalen Norm geeignet.
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Andere Verdunnungsmittel und Nahrmedien durfen verwendet werden, wenn sie sich fur die Verwendung als
geeignet erwiesen haben.

5.2 Verdiinnungsmittel fiir die Bakteriensuspension (Trypton-Natriumchlorid-Lésung)
5.2.1 Allgemeines

Das Verdunnungsmittel wird fir die Herstellung der Bakteriensuspension verwendet, die dann im geeigneten
Untersuchungsverfahren verwendet wird (siehe Abschnitt 11).

5.2.2 Zusammensetzung
— Trypton; Casein, pankreatisch verdaut 1,0 g
— Natriumchlorid 8,59

— Wasser 1000 ml

5.2.3 Herstellung

Die Bestandteile werden in Wasser durch Mischen unter Erwarmen geldst. Die Ldsung wird in geeignete
Behalter abgefullt. Die Sterilisation wird 15 min bei 121 °C im Autoklaven durchgefiihrt.

Nach der Sterilisation und dem Abklhlen muss der pH-Wert bei Messung bei Raumtemperatur 7,0 + 0,2
betragen.

5.3 N&hrmedien
5.3.1 Allgemeines
Nahrmedien kdnnen unter Anwendung der nachstehend angegebenen Beschreibungen oder aus wasser-
freien Nahrmedien nach den Anweisungen des Herstellers hergestellt werden. Die beigelegten Anweisungen

des Lieferanten der Nahrmedien sollten befolgt werden.

ANMERKUNG  Fertigmedien kdnnen verwendet werden, wenn deren Zusammensetzung und/oder Ertragskoeffizienten
mit der in der vorliegenden Norm angegebenen Formulierung vergleichbar ist/sind.

5.3.2 Agarmedium fiir die Eignungspriifung (siehe Abschnitt 11) [Soja-Casein-Pepton-Agarmedium
(SCDA) oder Trypton-Soja-Agar (TSA)]

5.3.21 Zusammensetzung

— Casein, pankreatisch verdaut 15,0 g
— Sojapepton 509

— Natriumchlorid 5049

— Agar 15,0 g
— Wasser 1000 ml

5.3.2.2 Herstellung

Die Bestandteile bzw. das wasserfreie Fertigmedium werden/wird in Wasser durch Mischen unter Erwarmen
gel6st. Das Nahrmedium wird in geeignete Behalter abgeflllt. Die Sterilisation wird 15 min bei 121 °C im
Autoklaven durchgefuhrt.
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Nach der Sterilisation und dem Abkihlen muss der pH-Wert bei Messung bei Raumtemperatur 7,3 + 0,2
betragen.

5.3.3 Anreicherungsbouillon
5.3.31 Eugon LT 100-Bouillon
5.3.3.1.1 Allgemeines

Dieses Nahrmedium enthalt Zusatzstoffe, die Hemmstoffe neutralisieren, die in der Probe vorhanden sind:
Lecithin und Polysorbat 80 und das Dispergiermittel Octoxynol-9.

5.3.3.1.2 Zusammensetzung

— Casein, pankreatisch verdaut 15049

— Sojapepton 509
— L-Cystin 07g9
— Natriumchlorid 409
— Natriumsulfit 0,2g
—  Glucose 5549
— Ei-Lecithin 1,09
— Polysorbat 80 50¢g
— Octoxynol-9 1,09
— Wasser 1000 ml

5.3.3.1.3 Herstellung

Die Bestandteile Polysorbat 80, Octoxynol-9 und Ei-Lecithin werden nacheinander in siedendem Wasser voll-
sténdig geldst. Die weiteren Bestandteile werden durch Mischen unter Erwadrmen geldst. Das Nahrmedium
wird in geeignete Behalter abgefillt. Die Sterilisation wird 15 min bei 121 °C im Autoklaven durchgeflhrt.

Nach der Sterilisation und dem Abkihlen muss der pH-Wert bei Messung bei Raumtemperatur 7,0 + 0,2
betragen.

5.3.3.2 Weitere Anreicherungsbouillons

Weitere Anreicherungsbouillons kénnen je nach Eignung verwendet werden (siehe Anhang A).
5.3.4 Selektives Agarmedium zur Isolierung von Staphylococcus aureus

5.3.41 Baird-Parker-Agarmedium

5.3.41.1 Grundmedium

5341141 Zusammensetzung

— Casein, pankreatisch verdaut 10,0 g
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— Hefeextrakt 1,09
— Fleischextrakt 50¢g
— Natriumpyruvat 10,0 ¢
— L-Glycin 12,09
— Lithiumchlorid 5049
— Agar 12 g bis 22 g")
— Wasser bis zu einem Endvolumen von 950 ml|

5.3.41.1.2 Herstellung

Die Bestandteile oder das gebrauchsfertige trockene Grundmedium werden/wird im Wasser durch Sieden
aufgeldst. Das Nahrmedium wird in 100-ml-Anteilen in Kolben oder Flaschen mit geeignetem Volumen Uber-
fuhrt. Die Sterilisation des Nahrmediums wird 15 min bei 121 °C im Autoklaven durchgefuhrt.

Nach der Sterilisation und dem Abklhlen muss der pH-Wert bei Messung bei Raumtemperatur 7,2 + 0,2
betragen.

5.3.4.1.2 Kaliumtellurit-Lésung

5.3.4.1.21 Zusammensetzung
— Kaliumtellurit (K,TeO3) 1,09
— Wasser 100 ml

5.3.4.1.2.2 Herstellung
Das Kaliumtellurit wird in Wasser unter geringer Warmezufuhr vollstandig gelost.

Die Losung wird mit Membranfiltern mit einer Porenweite von 0,22 um steril filtriert. Die Losung darf nicht
langer als einen Monat bei (3 + 2) °C aufbewahrt werden. Die Lésung wird verworfen, wenn sich ein weil3er
Niederschlag bildet.

Die feste Substanz sollte leicht 16slich sein. Wenn ein wei3es nicht I6sliches Material im Wasser vorhanden
ist, sollte das Pulver verworfen werden.

5.3.41.3 Eigelb-Emulsion (Konzentration etwa 20 % oder je nach den Herstelleranweisungen)
Wenn eine kommerzielle Herstellung nicht verfiigbar ist, wird das Nahrmedium wie folgt hergestellt.

Es werden frische HUhnereier mit intakten Schalen verwendet. Die Eier werden mit einem fliissigen
Reinigungsmittel und einer Birste gesdubert. Sie werden unter flieRendem Wasser abgewaschen, danach
werden die Schalen entweder durch 30 s Eintauchen in 70%igem (Volumenanteil) Ethanol und Trocknen an
der Luft oder durch Bespriihen mit Alkohol und Halten Gber der Flamme desinfiziert. Unter aseptischen Bedin-
gungen werden alle Eier gedffnet und das Eigelb vom Eiweill getrennt, indem das Eigelb wiederholt von einer
Schalenhalfte in die andere gegeben wird. Das Eigelb wird in einen sterilen Kolben gegeben und mit dem
vierfachen Volumen sterilen Wassers versetzt. Es wird sorgfaltig gemischt. Die Mischung wird zwei Stunden
auf 47 °C erhitzt und 18 h bis 24 h bei (3 £ 2) °C stehen gelassen, damit sich ein Niederschlag bilden kann.

0 In Abhangigkeit von der Gelierfahigkeit des Agars.
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Die Uberstehende Emulsion wird zur weiteren Verwendung unter aseptischen Bedingungen in einen frischen
sterilen Kolben abgenommen.

Die Emulsion darf héchstens 72 h bei (3 + 2) °C aufbewahrt werden.
5.3.4.1.4 Vollstindiges Medium

5.3.4.1.41 Zusammensetzung

—  Grundmedium (5.3.4.1.1) 100 ml

— Kaliumtellurit-Lésung (5.3.4.1.2) 1,0 ml

— Eigelb-Emulsion (5.3.4.1.3) 5,0 ml

5.3.4.1.4.2 Herstellung

Das Grundmedium (5.3.4.1.1) wird geschmolzen und danach auf etwa 47 °C abgekihlt. Die anderen beiden
Lésungen (5.3.4.1.2 und 5.3.4.1.3), die jeweils vorher auf 47 °C erwarmt wurden, werden unter aseptischen
Bedingungen hinzugefiigt, wobei nach jeder Zugabe gut gemischt wird.

5.3.4.2 Weitere selektive Agarmedien

Es durfen weitere selektive Agarmedien verwendet werden (siehe Anhang A).

6 Gerate und Glasgerate

Die Laborausrustung, Gerate und Glasgerate beschrieben in ISO 21148 sind zu verwenden.

7 Mikroorganismenstamme

Fur die Verifizierung der geeigneten Versuchsbedingungen wird der folgende reprasentative Stamm
verwendet:

Staphylococcus aureus ATCC?2) 6538 (gleichwertiger Stamm: CIP3) 4.83 oder NCIMB#4) 9518).

Die Kultur sollte nach den vom Lieferanten des Referenzstamms angegebenen Verfahren rekonstituiert
werden.

Der Stamm kann im Labor nach EN 12353 aufbewahrt werden.

8 Handhabung von kosmetischen Mitteln und Laborproben
Die zu untersuchenden Produkte sind bei Raumtemperatur aufzubewahren, falls erforderlich.

Vor oder nach der Untersuchung dirfen die Produkte (3.1) und Proben (3.2) nicht bebritet, gekihlt oder
eingefroren werden.

Die Probenahme an zu untersuchenden kosmetischen Mitteln sollte wie in ISO 21148 beschrieben erfolgen.
Die Untersuchung der Proben wird nach 1SO 21148 und entsprechend dem nachfolgend angegebenen
Verfahren durchgefuhrt.

2) ATCC = American Type Culture Collection.
3) CIP = Collection de I'nstitut Pasteur.

4) NCIMB = National Collection of Industrial and Marine Bacteria.
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9 Durchfiuhrung
9.1 Allgemeine Empfehlungen

Zur Herstellung der Probe, Erstverdiinnung und weiterer Verdiinnungen sind steriles Material, Gerate und
aseptische Arbeitstechniken anzuwenden. Bei der Herstellung der Erstverdinnung in einem entsprechenden
Losungsvermittler darf die Zeitdauer zwischen dem Ende der Herstellung und dem Zeitpunkt, zu dem das
Inokulum in Kontakt mit der Anreicherungsbouillon kommt, 45 min nicht Uberschreiten, sofern es nicht in den
bestehenden Unterlagen oder Dokumenten anders angegeben ist.

9.2 Herstellung der Erstverdiinnung in der Anreicherungsbouillon
9.2.1 Allgemeines

Die Anreicherung wird aus einer Probe (3.2) mit mindestens 1 g oder 1 ml des gut gemischten zu unter-
suchenden Produkts hergestellt, das in mindestens 9 ml Anreicherungsbouillon dispergiert wird.

Das genaue Gewicht bzw. das genaue Volumen der Probe S ist aufzuzeichnen.

Das Verfahren ist zu Uberpriifen, um sicherzustellen, dass die Zusammensetzung (Neutralisierungsmittel
moglicherweise hinzugefliigt) und das Volumen der Bouillon ausreichend aufeinander abgestimmt sind
(siehe 11.3).

ANMERKUNG In einigen Fallen, und falls mdoglich, erleichtert die Filtration des kosmetischen Mittels durch ein
Membranfilter, das anschlieRend in die Anreicherungsbouillon eingetaucht wird, die Neutralisierung der antimikrobiellen
Eigenschaften des Produkts (siehe 11.3).

9.2.2 Mit Wasser mischbare Produkte

Die Probe S des Produkts wird in einen geeigneten Behalter Gberfihrt, der ein angemessenes Volumen an
Bouillon enthalt.

9.2.3 Mit Wasser nicht mischbare Produkte

Die Probe S des Produkts wird in einen geeigneten Behalter Uberfiihrt, der eine geeignete Menge Lésungs-
vermittler (z. B. Polysorbat 80) enthalt.

Die Probe wird im Lésungsvermittler dispergiert, und es wird ein angemessenes Volumen an Bouillon hinzu-
gefugt.

9.2.4 Filtrierbare Produkte
Es ist ein Membranfilter mit einer Nennporenweite von hochstens 0,45 ym anzuwenden.

Die Probe S wird auf das Membranfilter in einem Filtriergerat (siehe ISO 21148) Uberfuhrt. Es wird sofort
filtriert, und das Membranfilter wird unter Anwendung festgelegter Volumina an Wasser und/oder Verdin-
nungsmittel gewaschen.

Das Membranfilter wird in ein Réhrchen oder einen Kolben von geeigneter Grofie Gberflihrt und eingetaucht,
das/der ein angemessenes Volumen an Bouillon enthalt.

9.3 Bebritung der beimpften Anreicherungsbouillon

Die in Bouillon hergestellte Erstverdinnung (siehe 9.2) wird mindestens 20 h (héchstens 72 h) bei
(32,5 £ 2,5) °C bebriitet.

9.4 Nachweis und ldentifizierung von Staphylococcus aureus
9.4.1 Isolation

Unter Anwendung einer sterilen Ose wird ein aliquoter Anteil der bebriiteten Anreicherungsbouillon auf der
Oberflache des Baird-Parker-Agarmediums ausgestrichen, um isolierte Kolonien zu erhalten.

Documents
Document Sharinp1Hub

Full document details: E DIN EN ISO 22718:2015-05


http://avadocuments2026.com/doc/e-din-en-iso-22718-2015-05
http://avadocuments2026.com/doc/e-din-en-iso-22718-2015-05

