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[bookmark: _Toc92284856][bookmark: BookMark2]前言
本文件按照GB/T 1.1—2020《标准化工作导则  第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定起草。
GB/T 18204《公共场所卫生检验方法》分为六个部分：
——第1部分：物理因素；
——第2部分：化学污染物； 
——第3部分：空气微生物；
——第4部分：公共用品用具微生物；
——第5部分：集中空调通风系统；
——第6部分：卫生监测技术规范。
本文件为GB/T18204的第4部分。
本文件替代GB/T 18204.4—2013 《公共场所卫生检验方法 第4部分：公共用品用具微生物》。
本文件与GB/18204.4—2013相比，主要技术变化如下：
——增加了“规范性引用文件”；
——修改了部分培养基和试剂；
——修改了部分材料和仪器设备；
——完善了样品稀释和培养的描述；
——修改了计算规则和结果报告的描述；
——完善了金黄色葡萄球菌的鉴定步骤，增加了血浆凝固酶试验；
——完善了β-溶血性链球菌的鉴定步骤，增加了触酶试验、链激酶试验及其他检验方法；
——增加了质量控制和生物安全的措施。
——修改了附录B的表述
请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。
本文件由中华人民共和国国家卫生健康委员会提出。
本文件由中华人民共和国国家卫生健康委员会归口。
本文件起草单位：江苏省疾病预防控制中心、常州市疾病预防控制中心、南京市疾病预防控制中心、苏州市疾病预防控制中心、中国疾病预防控制中心环境与健康相关产品安全所
本文件主要起草人：丁震、周连、马恺、马小莹、徐斌、王凤鸣、沈强、雍玮、周志荣、张付刚、赵莹、范华锋






公共场所卫生检验方法  
第4部分:公共用品用具微生物
[bookmark: _Toc17233325][bookmark: _Toc17233333][bookmark: _Toc24884211][bookmark: _Toc24884218][bookmark: _Toc26648465][bookmark: _Toc26718930][bookmark: _Toc26986530][bookmark: _Toc26986771][bookmark: _Toc92266980][bookmark: _Toc92267640][bookmark: _Toc92269295][bookmark: _Toc92269364][bookmark: _Toc92269433][bookmark: _Toc92284819][bookmark: _Toc92284857][bookmark: _Toc91257497][bookmark: _Toc91259006][bookmark: _Toc91510540][bookmark: _Toc91582320][bookmark: _Toc92267655][bookmark: _Toc92269310][bookmark: _Toc92269379][bookmark: _Toc92269448][bookmark: _Toc92284834][bookmark: _Toc92284862][bookmark: _Toc91257504][bookmark: _Toc91259013][bookmark: _Toc91510547][bookmark: _Toc92267675][bookmark: _Toc92269330][bookmark: _Toc92269399][bookmark: _Toc92269468][bookmark: _Toc92284841][bookmark: _Toc92284863][bookmark: _Toc66713795][bookmark: _Toc66036053][bookmark: _Toc68162082][bookmark: _Toc69994762][bookmark: _Toc79583442][bookmark: _Toc68786871]范围
GB/T 18204 的本部分规定了公共场所公共用品用具菌落总数、真菌总数、大肠菌群、金黄色葡萄球菌和β-溶血性链球菌的采样与检验方法。
本部分适用于公共场所内公共用品用具中菌落总数、真菌总数、大肠菌群、金黄色葡萄球菌和β-溶血性链球菌的检验，其他场所可参照执行。
[bookmark: _Toc17233326][bookmark: _Toc17233334][bookmark: _Toc24884212][bookmark: _Toc24884219][bookmark: _Toc26648466][bookmark: _Toc26718931][bookmark: _Toc26986531][bookmark: _Toc26986772][bookmark: _Toc92266981][bookmark: _Toc92267641][bookmark: _Toc92269296][bookmark: _Toc92269365][bookmark: _Toc92269434][bookmark: _Toc92284820][bookmark: _Toc92284858]规范性引用文件
下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
GB 4789.28   食品安全国家标准 食品微生物学检验 培养基和试剂的质量要求
GB 19489     实验室生物安全通用要求
[bookmark: _Toc92266982][bookmark: _Toc92267642][bookmark: _Toc92269297][bookmark: _Toc92269366][bookmark: _Toc92269435][bookmark: _Toc92284821][bookmark: _Toc92284859]术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。
1.1　 菌落总数  total bacterial count        
公共用品用具经过采样处理，在营养琼脂培养基上经36℃±1℃、48h培养所生长发育的嗜中温性需氧和兼性厌氧菌落的总数。
1.2　 大肠菌群  coliforms
一群在37℃、24h培养能发酵乳糖、产酸、产气、需氧和兼性厌氧的革兰氏阴性无芽孢杆菌。
1.3　 金黄色葡萄球菌  staphylococcus aureus
在 Baird-Parker 平板或血平板上生长良好，分解甘露醇产酸，血浆凝固酶试验阳性的革兰氏阳性葡萄状球菌。
1.4　 真菌总数  total fungi count
在孟加拉红或沙氏琼脂培养基上经25℃～28℃、3 d～7 d培养所形成菌落的总数。
β-溶血性链球菌  β-streptococcus hemolyticus
    属于链球菌属，为革兰氏阳性菌，分解葡萄糖，产酸不产气，在血平板上其菌落周围形成一个2～4 mm宽的透明溶血环。
[bookmark: _Toc66036046][bookmark: _Toc69994760][bookmark: _Toc66713793][bookmark: _Toc68786869][bookmark: _Toc79583440][bookmark: _Toc68162080][bookmark: _Toc91257485][bookmark: _Toc91258994][bookmark: _Toc91510528][bookmark: _Toc92267643][bookmark: _Toc92269298][bookmark: _Toc92269367][bookmark: _Toc92269436][bookmark: _Toc92284822][bookmark: _Toc92284860]菌落总数平皿计数法
[bookmark: _Toc91257486][bookmark: _Toc91258995][bookmark: _Toc91510529][bookmark: _Toc92267644][bookmark: _Toc92269299][bookmark: _Toc92269368][bookmark: _Toc92269437][bookmark: _Toc92284823]培养基与试剂
无菌生理盐水
成分：
氯化钠           8.5 g
蒸馏水           1000 mL
制法：
称取8.5 g氯化钠溶于1000 mL蒸馏水中，分装到试管内，每管10 mL，121℃高压灭菌15 min。
[bookmark: _Hlk89866934]4.1.2  平板计数琼脂培养基
[bookmark: _Hlk89876590]4.1.2.1  成分：
[bookmark: _Hlk89881859]胰蛋白胨          5 g
酵母浸膏	2.5 g
葡萄糖            1.0 g
琼脂              15.0 g
蒸馏水            1000 mL
4.1.2.2制法：
将上述成分加于蒸馏水中，煮沸溶解，调节pH至7.0±0.2。分装试管或锥形瓶，121℃高压灭菌15 min。
[bookmark: _Toc91257487][bookmark: _Toc91258996][bookmark: _Toc91510530][bookmark: _Toc92267645][bookmark: _Toc92269300][bookmark: _Toc92269369][bookmark: _Toc92269438][bookmark: _Toc92284824]仪器和设备
[bookmark: _Toc91257488][bookmark: _Toc91258997][bookmark: _Toc91510531][bookmark: _Toc92267646][bookmark: _Toc92269301][bookmark: _Toc92269370][bookmark: _Toc92269439][bookmark: _Toc92284825]4.2.1　高压蒸汽灭菌器。
4.2.2　干热灭菌箱。
4.2.3　恒温培养箱：36℃±1℃。
4.2.4　恒温水浴箱：46℃±1℃
4.2.5　冰箱：2℃-5℃。
4.2.6　电炉或微波炉。
4.2.7　天平：感量0.1 g。
4.2.8　涡旋混合器。
4.2.9　无菌试管：18 mm×150 mm。
4.2.10　无菌平皿：直径90 mm。
4.2.11　无菌刻度吸管：1 mL（0.01 mL刻度）。
4.2.12　微量移液器：1000 μL。
4.2.13　灭菌棉拭子。
4.2.14　灭菌剪刀。
4.2.15　pH计或精密pH试纸。
4.2.16　放大镜或（和）菌落计数器。
检验步骤
[bookmark: _Hlk95737403][bookmark: _Hlk95738204][bookmark: _Hlk95738397]采样方法见附录B。
样品的稀释：将放有采样后棉拭子的生理盐水试管在涡旋混合器上充分振摇，此液为1：10的样品匀液。用1 mL无菌吸管或微量移液器吸取1：10样品匀液1 mL，沿管壁缓慢注于盛有9 mL生理盐水稀释液的无菌试管中（注意吸管或吸头尖端不要触及稀释液面），振摇试管或换用1支无菌吸管反复吹打使其混合均匀，制成1：100的样品匀液。按同法制备10倍系列稀释样品匀液，每递增稀释1次，换用1次1 mL无菌吸管或吸头。
样品的接种：根据对样品污染状况的估计，选择1个～2个适宜稀释度的样品匀液，在进行10倍递增稀释时，每个稀释度分别吸取1 mL样品匀液于2个无菌平皿内。同时分别取1 mL生理盐水稀释液加入两个无菌平血作空白对照。
样品的培养：及时将15 mL～20 mL冷却至45℃～50℃的平板计数琼脂培养基（可放置于46℃±1℃恒温水浴箱中保温）倾注平皿，并转动平皿使其混合均匀，琼脂凝固后，将平板翻转，36 ℃±1℃培养48h±2h。
[bookmark: _Toc91257489][bookmark: _Toc91258998][bookmark: _Toc91510532][bookmark: _Toc92267647][bookmark: _Toc92269302][bookmark: _Toc92269371][bookmark: _Toc92269440][bookmark: _Toc92284826]菌落计数
可用肉眼观察，必要时用放大镜或菌落计数器，记录稀释倍数和相应的菌落数量（CFU）。
选取菌落数在30 CFU～300 CFU之间、无蔓延菌落生长的平板计数菌落总数，低于30 CFU的平板记录具体菌落数，大于300 CFU的可记录为多不可计，每个稀释度的菌落数应采用两个平板的平均数。
其中一个平板有较大片状菌落生长时，则不宜采用，而应以无片状菌落生长的平板作为该稀释度的菌落数；若片状菌落不到平板的一半，而其余一半中菌落分布又很均匀，即可计算半个平板后乘以2，代表一个平板菌落数。
平板内如有链状菌落生长时（菌落之间无明显界限），应将每条链（不同来源）作为一个菌落计。
[bookmark: _Toc91257490][bookmark: _Toc91258999][bookmark: _Toc91510533][bookmark: _Toc92267648][bookmark: _Toc92269303][bookmark: _Toc92269372][bookmark: _Toc92269441][bookmark: _Toc92284827][bookmark: _Hlk95739895][bookmark: _Hlk95739793]不同稀释度菌落计数计算规则
[bookmark: _Hlk95237597][bookmark: _Hlk95759981][bookmark: _Hlk95739827]若只有一个稀释度平板上的菌落数在适宜计数范围内，计算两个平板菌落数的平均值，再将平均菌落数乘以相应稀释倍数，作为样本中菌落总数。
[bookmark: _Hlk95238782]若有两个连续稀释度的平板菌落数在适宜计数范围内时，则样本中菌落总数按式（1）计算，示例见表1。
                                  …………………..(1) 
式中：
N ——样本中菌落总数，单位为CFU；
ΣC ——平板（含适宜范围菌落数的平板）菌落数之和，单位为CFU；
n1 ——适宜范围菌落数的第一稀释度（低）平板个数；
n2 ——适宜范围菌落数的第二稀释度（高）平板个数；
d ——稀释因子（第一稀释度）。
两个连续稀释度的平板菌落数
	稀释度
	1：100（第一稀释度）
	1：1000（第二稀释度）

	菌落数
	232，244
	33，35



[bookmark: _Hlk89960626]==24727
上述数据经“四舍五入”后，表示为25000或2.5×104。
[bookmark: _Hlk95760160][bookmark: _Hlk94278222][bookmark: _Hlk94287502]若所有稀释度的平板上菌落数均大于300 CFU，对稀释度最高的平板进行计数，其他平板可记录为多不可计，结果按平均菌落数乘以最高稀释倍数计算。
[bookmark: _Hlk94278306]若所有稀释度的平板菌落数均小于30 CFU，应按稀释度最低的平均菌落数乘以稀释倍数计算。
若所有稀释度平板均无菌落生长，以小于1乘以最低稀释倍数计算。
[bookmark: _Hlk95238304]若所有稀释度的平板菌落数均不在30 CFU～300 CFU之间，其中一部分大于300 CFU或小于30 CFU时，则以最接近30 CFU或300 CFU的平均菌落数乘以稀释倍数计算。
[bookmark: _Toc91257491][bookmark: _Toc91259000][bookmark: _Toc91510534][bookmark: _Toc92267649][bookmark: _Toc92269304][bookmark: _Toc92269373][bookmark: _Toc92269442][bookmark: _Toc92284828]结果报告
公共用品用具菌落总数的测定结果按式（2）得出。

[bookmark: _Hlk94287653]A=         .............................(2) 
式中:
[bookmark: _Hlk94285310]A ——一定面积的菌落总数测定结果（杯具以CFU/cm2为单位报告，其它公共用品用具以CFU/25cm2为单位报告。结果非整数时，四舍五入保留整数）；
T ——平板平均菌落数，单位为CFU；
b ——稀释倍数；
k ——根据采样面积、标准限值单位得出的系数（杯具的系数k为实际采样面积，其它公共用品用具的系数k为1）。
[bookmark: _Hlk95740972]（若有两个连续稀释度的平板菌落数在适宜计数范围内，则4.5.2中的N值为公式2中的T×b值）
如果一件用品采两份样品，若两份样品检测结果不一致，采用检测值高的结果报告。
[bookmark: _Toc91257492][bookmark: _Toc91259001][bookmark: _Toc91510535][bookmark: _Toc92267650][bookmark: _Toc92269305][bookmark: _Toc92269374][bookmark: _Toc92269443][bookmark: _Toc92284829][bookmark: _Toc92284861]大肠菌群发酵法
[bookmark: _Toc91257493][bookmark: _Toc91259002][bookmark: _Toc91510536][bookmark: _Toc92267651][bookmark: _Toc92269306][bookmark: _Toc92269375][bookmark: _Toc92269444][bookmark: _Toc92284830]培养基和试剂
乳糖胆盐发酵培养液
成分  
蛋白胨                              20 g
猪胆盐（或牛、羊胆盐）              5 g
乳糖                                10 g
溴甲酚紫水溶液（质量浓度＝0.04％）  25 mL
蒸馏水                 1000 mL
制法
[bookmark: _Hlk94192071][bookmark: _Hlk89886207]将蛋白胨、胆盐及乳糖溶于蒸馏水中，调pH至7.4，加溴甲酚紫溶液，混匀，分装到带有倒管的试管中，每管10 mL，经115 ℃高压灭菌20 min。
双料乳糖胆盐发酵管除蒸馏水外，其他成分加倍。
伊红美蓝琼脂
成分
蛋白胨                             10 g
乳糖                               10 g
磷酸氢二钾                         2 g
琼脂                               17 g
伊红水溶液（质量浓度＝2％）        20 mL
美蓝水溶液（质量浓度-0.5％）        10 mL
蒸馏水                             1000 mL
制法
将蛋白胨、磷酸盐和琼脂溶解于蒸馏水中，调整pH至7.2．分装到烧瓶内。经115 ℃高压灭菌20 min，临用时加入乳糖并加热熔化琼酯，冷至50℃～55 ℃，加入伊红和美蓝溶液，摇匀，倾注平皿。
乳糖发酵管
成分
蛋白胨			     				20 g
乳糖							    10 g
溴甲酚紫水溶液（质量浓度＝0.04％）  25 mL
蒸馏水							    1000 mL
制法
将蛋白胨及乳糖溶于蒸馏水中，调pH至7.4，加入指示剂，分装到带有倒管的试管中，每管3 mL，经115 ℃高压灭菌20 min。
革兰氏染色液。
结晶紫染色液 
成分 
结晶紫                               1 g 
乙醇（95%，体积分数）               20 mL 
草酸铵水溶液（质量分数=1%）         80 mL 
制法 
将结晶紫完全溶解于乙醇中,然后与草酸铵溶液混合。 
革兰氏碘液 
成分 
碘                                   1 g 
碘化钾                                2 g 
蒸馏水                                300 mL 
制法 
将碘与碘化钾先行混合，加入蒸馏水少许，充分振摇，待完全溶解后，再加蒸馏水。
脱色剂
乙醇（95%，体积分数）。
沙黄复染液 
成分 
沙黄                                   0.25 g 
乙醇（95%，体积分数）                 10 mL 
蒸馏水                                 90 mL 
制法 
将沙黄溶解于乙醇中,待完全溶解后加入蒸馏水。 
[bookmark: _Toc91257494][bookmark: _Toc91259003][bookmark: _Toc91510537][bookmark: _Toc92267652][bookmark: _Toc92269307][bookmark: _Toc92269376][bookmark: _Toc92269445][bookmark: _Toc92284831]仪器和设备
[bookmark: _Hlk95763234][bookmark: _Toc91257495][bookmark: _Toc91259004][bookmark: _Toc91510538][bookmark: _Toc92267653][bookmark: _Toc92269308][bookmark: _Toc92269377][bookmark: _Toc92269446][bookmark: _Toc92284832]5.2.1　高压蒸汽灭菌器。
5.2.2　干热灭菌箱。
5.2.3　恒温培养箱：36℃±1℃。
5.2.4　冰箱：2℃-5℃。
5.2.5　电炉或微波炉。
5.2.6　天平：感量0.1g。
[bookmark: _Hlk95762500]5.2.7  涡旋混合器。
5.2.8　无菌接种环：直径3 mm。
5.2.9　无菌试管: 18 mm×150 mm。
5.2.10　无菌平皿：直径90 mm。
5.2.11　无菌刻度吸管：10 mL（0.1 mL刻度）。
5.2.12　灭菌棉拭子。
5.2.13　灭菌剪刀。
5.2.14　pH计或精密pH试纸。
5.2.15　显微镜。
检验步骤
采样方法见附录B．
乳糖胆盐发酵试验：将检样（多于1 mL）倒入双料乳糖胆盐发酵培养液中。置36℃±1℃培养箱内培养24 h±2 h，观察是否产酸、产气，如不产酸、不产气则为大肠菌群阴性。若有产气产酸者，则按下列步骤进行。
分离培养：自产酸、产气发酵管中取一接种环培养液，转种伊红美蓝琼脂平板上，置36℃±1℃培养箱培养18 h～24 h，然后取出，观察菌落形态，典型菌落形态为深紫黑色、具有金属光泽；紫黑色、不带或略带金属光泽；淡紫红色、中心较深。
[bookmark: _Hlk94194046]在上述平板上，挑取典型菌落1个～2个做革兰氏染色。
（1）将培养18 h～24 h的培养物涂片．
（2）将涂片在火焰上固定，滴加结晶紫染色液，染1 min，水洗。
（3）滴加革兰氏碘液，作用1 min，水洗。
（4）滴加乙醇脱剂，摇动玻片，直至无紫色脱落为止，约30 s，水洗。
（5）滴加复染液，复染1 min，水洗，待干，镜检。
挑取典型菌落接种乳糖发酵管，置36℃±1℃培养24 h±2 h。
[bookmark: _Toc91257496][bookmark: _Toc91259005][bookmark: _Toc91510539][bookmark: _Toc92267654][bookmark: _Toc92269309][bookmark: _Toc92269378][bookmark: _Toc92269447][bookmark: _Toc92284833]结果报告
[bookmark: _Hlk95740881]凡乳糖发酵管最终产酸、产气，革兰氏染色为阴性的无芽孢杆菌，即可报告检出大肠菌群。如果一件用品采两份样品，若两份样品检测结果不一致，采用阳性检测结果报告。
金黄色葡萄球菌平皿鉴定法
[bookmark: _Toc91257498][bookmark: _Toc91259007][bookmark: _Toc91510541][bookmark: _Toc91582321][bookmark: _Toc92267656][bookmark: _Toc92269311][bookmark: _Toc92269380][bookmark: _Toc92269449][bookmark: _Toc92284835]培养基和试剂
[bookmark: _Toc92267657][bookmark: _Toc92269312][bookmark: _Toc92269381][bookmark: _Toc92269450]胰酪胨大豆肉汤
成分
胰酪胨（或胰蛋白胨）              17 g
植物蛋白胨（或大豆蛋白胨）        3 g
氯化钠                            100 g
磷酸氢二钾                        2.5 g
葡萄糖                            2.5 g
蒸馏水                            1000 mL
[bookmark: OLE_LINK1]制法
将上述成分混合后，加热溶解，调节pH至7.3±0.2，分装，每支9 mL，121 ℃高压灭菌15 min。
[bookmark: _Toc92267658][bookmark: _Toc92269313][bookmark: _Toc92269382][bookmark: _Toc92269451]7.5% 氯化钠肉汤
成分
蛋白胨                            10 g
牛肉膏                            3 g
氯化钠                            75 g
蒸馏水                            1000 mL
制法
将上述成分加热溶解，调节pH至7.4±0.2，分装，每支9 mL，121 ℃高压灭菌15 min。
[bookmark: _Toc92267659][bookmark: _Toc92269314][bookmark: _Toc92269383][bookmark: _Toc92269452]Baird-Parker平板
成分
胰蛋白胨                          10 g
牛肉膏                            5 g
酵母浸液                          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与过滤除菌后的1%亚碲酸钾溶液10 mL混合，保存于4 ℃冰箱内。
制法
将6.1.3.1中各成分混合，加热煮沸至完全溶解，冷却至25 ℃，调节pH至7.0±0.2。分装，每瓶95 mL，121 ℃高压灭菌15 min。临用时加热熔化琼脂，冷却至50 ℃，每95 mL加入预热至50 ℃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4℃冰箱储存，不得超过48 h。 
[bookmark: _Toc92267660][bookmark: _Toc92269315][bookmark: _Toc92269384][bookmark: _Toc92269453]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
将营养琼脂加热熔化，待冷却至50 ℃左右以无菌操作加入灭菌脱纤维羊血（或兔血），摇匀，倾注平板，置于4 ℃冰箱备用。 
[bookmark: _Toc92267661][bookmark: _Toc92269316][bookmark: _Toc92269385][bookmark: _Toc92269454]脑心浸出液肉汤
成分
胰蛋白胨                           10 g
氯化钠                             5 g
磷酸氢二钠（12H2O）               2.5 g
葡萄糖                             2 g
牛心浸出液                         500 mL
制法
加热溶解，调节pH至7.4±0.2，分装，每支5 mL，121℃高压灭菌15 min。
[bookmark: _Toc92267662][bookmark: _Toc92269317][bookmark: _Toc92269386][bookmark: _Toc92269455]营养琼脂小斜面
成分 
蛋白胨                            10 g
牛肉膏                            3 g
氯化钠                            5 g
琼脂                              15~20 g
蒸馏水                            1000 mL
制法
将除琼脂以外的各成分溶解于蒸馏水内，加入15%氢氧化钠溶液约2 mL调节pH至7.3±0.2。然后加入琼脂，加热煮沸，使琼脂熔化，分装至13 mm×130 mm试管，121 ℃高压灭菌15 min。
[bookmark: _Toc92267663][bookmark: _Toc92269318][bookmark: _Toc92269387][bookmark: _Toc92269456]兔血浆
成分
柠檬酸钠                           3.8 g
蒸馏水                             100 mL
兔全血                             4 份
制法
将柠檬酸钠溶于蒸馏水后过滤，装瓶，121℃高压灭菌15 min。取灭菌后3.8%柠檬酸钠溶液1份，加兔全血4份，混匀静置（或以3000 rpm/min离心30 min），使血细胞下沉，取上面血浆。
[bookmark: _Toc92267664][bookmark: _Toc92269319][bookmark: _Toc92269388][bookmark: _Toc92269457]革兰氏染色液
见5.1.4。
[bookmark: _Toc91257499][bookmark: _Toc91259008][bookmark: _Toc91510542][bookmark: _Toc91582322][bookmark: _Toc92267665][bookmark: _Toc92269320][bookmark: _Toc92269389][bookmark: _Toc92269458][bookmark: _Toc92284836]仪器和设备
[bookmark: _Toc91257500][bookmark: _Toc91259009][bookmark: _Toc91510543][bookmark: _Toc91582323][bookmark: _Toc92267666][bookmark: _Toc92269321][bookmark: _Toc92269390][bookmark: _Toc92269459][bookmark: _Toc92284837][bookmark: _Hlk95763580]6.2.1　高压蒸汽灭菌器。
[bookmark: _Hlk95763594]6.2.2　恒温培养箱：36 ℃±1 ℃。
6.2.3　恒温水浴箱：36 ℃±1 ℃。
6.2.4  电炉或微波炉  
6.2.5　天平：感量0.1 g。
6.2.6　无菌接种环：直径3 mm。
6.2.7　无菌试管：18 mm×150 mm，13 mm×130 mm。
6.2.8　无菌平皿：直径 90 mm。 
6.2.9  无菌刻度吸管：1 mL（0.01 mL刻度）、10 mL（0.1 mL刻度）。
6.2.10 微量移液器：1000 μL。
6.2.11  pH计或精密pH试纸。
6.2.12 显微镜  
6.2.13 载玻片。
6.2.14 酒精灯。
6.2.15 生物安全柜。
6.2.16 离心机。
操作步骤
[bookmark: _Toc92267667][bookmark: _Toc92269322][bookmark: _Toc92269391][bookmark: _Toc92269460]采样方法见附录B。
[bookmark: _Toc92267668][bookmark: _Toc92269323][bookmark: _Toc92269392][bookmark: _Toc92269461]增菌：取1 mL样品接种到9 mL 7.5%氯化钠肉汤或胰酪胨大豆肉汤中，于36℃±1℃培养18 h~24 h。金黄色葡萄球菌在上述培养基中呈混浊生长。
[bookmark: _Toc92267669][bookmark: _Toc92269324][bookmark: _Toc92269393][bookmark: _Toc92269462]分离：自上述增菌培养基中，取1~2接种环培养物，划线接种至Baird-Parker平板或血平板，于36 ℃±1 ℃培养18 h~24 h，观察记录菌落特征，Baird-Parker平板必要时可将培养时间延长至45 h~48 h。在Baird-Parker平板上金黄色葡萄球菌菌落呈圆形、光滑、凸起、湿润，菌落直径为2 mm~3 mm，颜色呈灰黑色至黑色，边缘整齐、常为淡色，周围为一混浊带，在其外层有一透明带。偶有不分解脂肪的菌株，除没有混浊带和透明带之外，其他外观基本相同。在血平板上菌落较大，呈圆形、光滑、凸起、湿润，颜色呈金黄色（有时为白色），菌落周围见完全透明的溶血环。
[bookmark: _Toc92267670][bookmark: _Toc92269325][bookmark: _Toc92269394][bookmark: _Toc92269463]革兰氏染色镜检：挑取典型菌落，涂片，进行革兰氏染色，镜检。金黄色葡萄球菌为革兰氏阳性球菌，排列呈葡萄状，无芽胞，无荚膜。 
[bookmark: _Toc92267671][bookmark: _Toc92269326][bookmark: _Toc92269395][bookmark: _Toc92269464][bookmark: _Hlk95750170]血浆凝固酶试验：挑取Baird-Parker平板或血平板上至少5个可疑菌落（小于5个全选），分别接种到5 mL脑心浸出液肉汤和营养琼脂小斜面，36℃±1℃培养18 h~24 h。取新鲜配制的兔血浆0.5 mL，放入小试管中，再加入脑心浸出液肉汤培养物0.2 mL~0.3 mL，振荡摇匀，置于36℃±1℃培养箱或水浴箱内，每30 min观察一次，在6 h内观察结果。如呈现凝固（即将试管倾斜或倒置时，呈现凝块）或凝固体积大于原体积的一半，则判定为阳性结果。同时用已知血浆凝固酶试验阳性和阴性菌株的肉汤培养物作为对照。也可用商品化的试剂，按说明书操作，进行血浆凝固酶试验。如结果可疑，挑取营养琼脂小斜面的菌落接种到5 mL脑心浸出液肉汤，于36℃±1℃培养18 h~48 h，重复试验。
[bookmark: _Toc91257501][bookmark: _Toc91259010][bookmark: _Toc91510544][bookmark: _Toc91582324][bookmark: _Toc92267672][bookmark: _Toc92269327][bookmark: _Toc92269396][bookmark: _Toc92269465][bookmark: _Toc92284838]结果报告
综合以上试验结果，报告样品中检出或未检出金黄色葡萄球菌。如果一件用品采两份样品，若两份样品检测结果不一致，采用阳性检测结果报告。
真菌总数平皿计数法
[bookmark: _Toc91257505][bookmark: _Toc91259014][bookmark: _Toc91510548][bookmark: _Toc92267676][bookmark: _Toc92269331][bookmark: _Toc92269400][bookmark: _Toc92269469][bookmark: _Toc92284842]培养基与试剂
[bookmark: _Toc92267677][bookmark: _Toc92269332][bookmark: _Toc92269401][bookmark: _Toc92269470]无菌生理盐水
见4.1.1。
[bookmark: _Toc92267678][bookmark: _Toc92269333][bookmark: _Toc92269402][bookmark: _Toc92269471]孟加拉红培养基
成分
蛋白胨                                 5 g 
葡萄糖                                 10 g
磷酸二氢钾                             1 g 
硫酸镁( MgSO4·7H2O）                   0.5 g
琼脂                                   20 g 
氯霉素                                 0.1 g 
蒸馏水                                 1000 mL 
孟加拉红水溶液(质量浓度=1:3000)        100 mL 
制法：将蛋白胨、葡萄糖、磷酸二氢钾、硫酸镁和琼脂溶于蒸馏水中，再加人孟加拉红溶液，分装后121℃高压灭菌20 min，待冷至55℃左右加入氯霉素。
[bookmark: _Toc92267679][bookmark: _Toc92269334][bookmark: _Toc92269403][bookmark: _Toc92269472]沙氏琼脂培养基
成分
蛋白胨                                 10 g 
葡萄糖                                 40 g 
琼脂                                   20 g 
氯霉素                                 0.1 g 
蒸馏水                                 1000 mL
制法：将蛋白胨、葡萄糖和琼脂溶于蒸馏水中，分装后121℃高压灭菌15 min，,待冷至55℃左右加入氯霉素。
[bookmark: _Toc91257506][bookmark: _Toc91259015][bookmark: _Toc91510549][bookmark: _Toc92267680][bookmark: _Toc92269335][bookmark: _Toc92269404][bookmark: _Toc92269473][bookmark: _Toc92284843]仪器和设备
[bookmark: _Toc91257507][bookmark: _Toc91259016][bookmark: _Toc91510550][bookmark: _Toc92267681][bookmark: _Toc92269336][bookmark: _Toc92269405][bookmark: _Toc92269474][bookmark: _Toc92284844]7.2.1　高压蒸汽灭菌器。  
7.2.2　恒温培养箱：25℃~28℃。
7.2.3　冰箱：2℃-5℃。
7.2.4　电炉或微波炉。
7.2.5　天平：感量0.1 g。
7.2.6　涡旋混合器。
7.2.7　无菌试管：18 mm×150 mm。
7.2.8　无菌平皿：直径90mm。
7.2.9　无菌刻度吸管：1 mL（0.01 mL刻度）。
7.2.10　pH计或精密pH试纸。
7.2.11　放大镜或（和）菌落计数器。
检验步骤
[bookmark: _Hlk95738254]采样方法见附录 B。
样品的稀释：参照4.3.2。
样品的接种：根据对样品污染状况的评估，选择3个适宜稀释度的样品匀液。在进行10倍递增稀释的同时，每个稀释度分别吸取1 mL 样品匀液于2个无菌平皿内。同时分别取1 mL无菌稀释液加人2个无菌平皿作空白对照。
样品的培养：将溶化并冷却至45℃左右的孟加拉红培养基或沙氏琼脂培养基倾注平皿约20 mL⁓25 mL，并转动平皿使其混合均匀，待琼脂凝固后，正置平皿于25℃～28℃培养箱中，培养5天，3天后开始观察，若真菌数量过多可于第3天计数结果，并记录培养时间，否则于第5天记录结果。
[bookmark: _Toc91257508][bookmark: _Toc91259017][bookmark: _Toc91510551][bookmark: _Toc92267682][bookmark: _Toc92269337][bookmark: _Toc92269406][bookmark: _Toc92269475][bookmark: _Toc92284845]菌落计数
可用肉眼观察，必要时用放大镜或菌落计数器，记录稀释倍数和相应的菌落数量（CFU）。
通常选择菌落数在5 CFU～50 CFU之间的平皿进行计数。真菌蔓延生长覆盖整个平皿的可记录为菌落蔓延。
[bookmark: _Hlk95766214]不同稀释度菌落计数计算规则
[bookmark: _Hlk95760649]若只有一个稀释度平板上的菌落数在适宜计数范围内，计算两个平板菌落数的平均值，再将平均菌落数乘以相应稀释倍数，作为样本中真菌总数。
若有两个连续稀释度的平板菌落数在适宜计数范围内时，应参照4.5.2的相关规定进行计算。
若所有稀释度的平板上菌落数均大于50 CFU，对稀释度最高的平板进行计数，其他平板可记录为多不可计，结果按平均菌落数乘以最高稀释倍数计算。
若所有稀释度的平板菌落数均小于5 CFU，应按稀释度最低的平均菌落数乘以稀释倍数计算。
若所有稀释度平板均无菌落生长，以小于1乘以最低稀释倍数计算。
若所有稀释度的平板菌落数均不在5 CFU～50CFU之间，其中一部分大于50CFU或小于5 CFU时，则以最接近5 CFU或50 CFU的平均菌落数乘以稀释倍数计算。
[bookmark: _Toc91257509][bookmark: _Toc91259018][bookmark: _Toc91510552][bookmark: _Toc92267683][bookmark: _Toc92269338][bookmark: _Toc92269407][bookmark: _Toc92269476][bookmark: _Toc92284846]结果报告
公共用品用具真菌总数的测定结果按式（3）得出。

A=         .............................(3) 
式中:
A ——一定面积的真菌总数测定结果（以CFU/50cm2为单位报告。结果非整数时，四舍五入保留整数）；
[bookmark: _Hlk95222178]T ——平板平均菌落数，单位为CFU；
b ——稀释倍数；
k ——根据采样面积、标准限值单位得出的系数（如采样面积50cm2，则k=1；如采样面积25cm2，则k=1/2）。
（若有两个连续稀释度的平板菌落数在适宜计数范围内，则4.5.2中的N值为公式3中的T×b值）
如果一件用品采两份样品，若两份样品检测结果不一致，采用检测值高的结果报告。
[bookmark: _Toc91257510][bookmark: _Toc91259019][bookmark: _Toc91510553][bookmark: _Toc91582333][bookmark: _Toc92267684][bookmark: _Toc92269339][bookmark: _Toc92269408][bookmark: _Toc92269477][bookmark: _Toc92284847][bookmark: _Toc92284864]β-溶血性链球菌培养法
[bookmark: _Toc91257511][bookmark: _Toc91259020][bookmark: _Toc91510554][bookmark: _Toc91582334][bookmark: _Toc92267685][bookmark: _Toc92269340][bookmark: _Toc92269409][bookmark: _Toc92269478][bookmark: _Toc92284848]培养基和试剂 
[bookmark: _Hlk89714690][bookmark: _Toc92267689][bookmark: _Toc92269344][bookmark: _Toc92269413][bookmark: _Toc92269482]8.1.1胰蛋白胨大豆肉汤（Tryptone soybean broth, TSB） 
成分： 
胰蛋白胨             17.0 g 
大豆蛋白胨           3.0 g 
氯化钠               5.0 g 
磷酸二氢钾（无水）   2.5 g 
葡萄糖               2.5 g 
蒸馏水               1000.0 mL 
制法：将上述各成分溶于蒸馏水中，加热溶解，校正pH至7.3±0.2，121℃灭菌15 min，分装备用。
[bookmark: _Hlk89714368][bookmark: _Toc92267686][bookmark: _Toc92269341][bookmark: _Toc92269410][bookmark: _Toc92269479]8.1.2改良胰蛋白胨大豆肉汤（Modified tryptone soybean broth, mTSB）
8.1.2.1基础培养基（胰蛋白胨大豆肉汤 TSB）见8.1.1 
8.1.2.2抗生素溶液 
多黏菌素溶液 
称取10 mg多黏菌素B于10 mL灭菌蒸馏水中，振摇混匀，充分溶解后过滤除菌。 
萘啶酮酸钠溶液 
[bookmark: _Hlk89714179]称取10 mg萘啶酮酸于10 mL 0.05 mol/L氢氧化钠溶液中，振摇混匀，充分溶解后过滤除菌。 
8.1.2.3完全培养基 
成分： 
胰蛋白胨大豆肉汤（TSB） 1000.0 mL 
多黏菌素溶液             10.0 mL 
萘啶酮酸钠溶液           10.0 mL 
制法：无菌条件下，将上述各成分进行混合，充分混匀，分装备用。 
[bookmark: _Hlk89714489][bookmark: _Toc92267687][bookmark: _Toc92269342][bookmark: _Toc92269411][bookmark: _Toc92269480]8.1.3哥伦比亚CNA血琼脂（Columbia CNA blood agar） 
8.1.3.1基础培养基
成分： 
胰酪蛋白胨          12.0 g 
动物组织蛋白消化液  5.0 g 
酵母提取物          3.0 g 
牛肉提取物          3.0 g 
玉米淀粉            1.0 g 
氯化钠              5.0 g 
琼脂                13.5 g 
多黏菌素            0.01 g 
萘啶酸              0.01 g 
蒸馏水              1000.0 mL 
制法：将上述各成分溶于蒸馏水中，加热溶解，校正pH至7.3±0.2，121℃灭菌12 min。 
8.1.3.2无菌脱纤维绵羊血
无菌操作下条件下，将绵羊血加入到盛有灭菌玻璃珠的容器中，振摇约10 min，静置后除去附有血纤维的玻璃珠即可。
8.1.3.3完全培养基
成分：
基础培养基           1 000.0 mL 
无菌脱纤维绵羊血     50 mL
制法：当基础培养基冷却至50℃左右时，无菌操作加入50 mL脱纤维绵羊血，摇匀后倾注平板。
[bookmark: _Hlk89714617][bookmark: _Toc92267688][bookmark: _Toc92269343][bookmark: _Toc92269412][bookmark: _Toc92269481]8.1.4血琼脂平板：见6.1.4。
[bookmark: _Toc92267690][bookmark: _Toc92269345][bookmark: _Toc92269414][bookmark: _Toc92269483]8.1.5革兰氏染色液：见5.1.4。
[bookmark: _Toc92267691][bookmark: _Toc92269346][bookmark: _Toc92269415][bookmark: _Toc92269484]8.1.6草酸钾血浆
成分：
草酸钾                0.01 g 
人血                  5.0 mL 
制法：草酸钾0.01 g放入灭菌小试管中，再加入5 mL人血，混匀，经离心沉淀，吸取上清液即为草酸钾血浆。 
[bookmark: _Toc92267692][bookmark: _Toc92269347][bookmark: _Toc92269416][bookmark: _Toc92269485]8.1.7 0.25％氯化钙（CaCl2）溶液
成分： 
氯化钙（无水）         22.2 g 
蒸馏水                 1000.0 mL 
制法：称取22.2g氯化钙（无水）溶于蒸馏水中，分装备用。 
[bookmark: _Toc92267693][bookmark: _Toc92269348][bookmark: _Toc92269417][bookmark: _Toc92269486]8.1.8 3％过氧化氢（H2O2）溶液 
成分：
30％过氧化氢（H2O2）溶液  100.0 mL 
蒸馏水                     900.0 mL 
制法：吸取100mL 30％过氧化氢(H2O2)溶液，溶于蒸馏水中，混匀，分装备用。 
[bookmark: _Toc92267694][bookmark: _Toc92269349][bookmark: _Toc92269418][bookmark: _Toc92269487]8.1.9生化鉴定试剂盒或生化鉴定卡。 
[bookmark: _Toc91257512][bookmark: _Toc91259021][bookmark: _Toc91510555][bookmark: _Toc91582335][bookmark: _Toc92267695][bookmark: _Toc92269350][bookmark: _Toc92269419][bookmark: _Toc92269488][bookmark: _Toc92284849]设备和材料 
[bookmark: _Toc91257513][bookmark: _Toc91259022][bookmark: _Toc91510556][bookmark: _Toc91582336][bookmark: _Toc92267696][bookmark: _Toc92269351][bookmark: _Toc92269420][bookmark: _Toc92269489][bookmark: _Toc92284850]8.2.1　高压蒸汽灭菌器。
8.2.2  恒温培养箱：36℃±1℃。
8.2.3　恒温水浴箱：36℃±1℃。
8.2.4  厌氧培养装置。
8.2.5　冰箱：2℃～5℃。 
8.2.6　电炉或微波炉。
8.2.7  天平：感量0.1 g
8.2.8　无菌试管：18 mm×150 mm。
8.2.9　无菌平皿：直径90 mm。
8.2.10 无菌刻度吸管：1 mL（0.01 mL刻度）、10 mL（0.1 mL刻度）。
8.2.11 微量移液器：1000 μL。
8.2.12 无菌锥形瓶：容量200 mL、500 mL、1000 mL、2000 mL。
8.2.13  pH计或精密pH试纸。
8.2.14  显微镜
8.2.16  载玻片。  
8.2.16  离心机
8.2.17　微生物生化鉴定系统。
操作步骤 
采样方法见附录B。
[bookmark: _Hlk89715191][bookmark: _Hlk89715240][bookmark: _Hlk89715351]样品增菌及分离培养，取1 mL液体检样，加入9 mL改良胰蛋白胨大豆肉汤，36℃±1℃培养18 h～24 h。接种于哥伦比亚CNA血琼脂平板，36℃±1℃厌氧培养18 h～24 h，观察菌落形态。β-溶血性链球菌在哥伦比亚CNA血琼脂平板上的典型菌落形态为直径约2 mm～4mm，灰白色、半透明、光滑、表面突起、圆形、边缘整齐，在菌落周围形成完全透明的溶血环，红细胞完全溶解。
[bookmark: _Hlk89715554]鉴定 
[bookmark: _Hlk89715599]分纯培养：挑取哥伦比亚CNA血琼脂平板上5个（如小于5个则全选）可疑菌落分别接种血琼脂平板和TSB增菌液，36℃±1℃培养18 h～24 h。
[bookmark: _Hlk89715655]革兰氏染色镜检：挑取血琼脂平板上可疑菌落染色镜检。β-溶血性链球菌为革兰氏染色阳性，呈球形或卵圆形，常排列成短链状。 
触酶试验：挑取血琼脂平板上可疑菌落于洁净的载玻片上，滴加适量3%过氧化氢溶液，于半分钟内有大量气泡产生者为阳性，不产生气泡者为阴性，β-溶血性链球菌触酶为阴性。 
[bookmark: _Hlk89715867]链激酶试验：吸取草酸钾血浆0.2 mL于0.8 mL灭菌生理盐水中混匀，再加入经36℃±1℃培养18 h～24 h的可疑菌的TSB培养液0.5 mL及0.25%氯化钙溶液0.25 mL，振荡摇匀，置于36℃±1℃水浴中10 min，血浆混合物自行凝固（凝固程度至试管倒置时内容物不流动）。继续36℃±1℃培养24 h，凝固块重新完全溶解为阳性，不溶解为阴性，β-溶血性链球菌为阳性。 
[bookmark: _Hlk89715915]其他检验：使用商品化生化鉴定试剂盒或生化鉴定卡对可疑菌落进行鉴定。 
[bookmark: _Hlk89715990][bookmark: _Toc91257514][bookmark: _Toc91259023][bookmark: _Toc91510557][bookmark: _Toc91582337][bookmark: _Toc92267697][bookmark: _Toc92269352][bookmark: _Toc92269421][bookmark: _Toc92269490][bookmark: _Toc92284851]结果报告
综合以上试验结果，报告样品中检出或未检出β-溶血性链球菌。如果一件用品采两份样品，若两份样品检测结果不一致，采用阳性检测结果报告。


	
[bookmark: BookMark5]


（规范性）
质量控制和生物安全
培养基和试剂需符合《GB 4789.28食品安全国家标准 食品微生物学检验 培养基和试剂的质量要求》，购买国内生产的成品培养基需有中国食品药品监督管理局批准的生产文号，对于购买的成品培养基，应在培养基有效期内使用，严格按照培养基要求的贮存条件进行保存。
确保所用试剂和材料为无菌状态，操作过程中避免人为污染。
实验用水的电导率在25℃时不应超过25 μS/cm(相当于电阻率≥0.4ΜΩcm)，除非另有规定要求。水的微生物污染不应超过103 CFU/mL。
实验室生物安全应符合《GB 9489 实验室生物安全通用要求》，实验操作人员应有二级生物安全防护实验室工作的实践经验，实验人员在处理或检测可疑致病菌时应采取适当的预防措施，减少职业暴露，并保证符合国家有关法规规定的要求。


[bookmark: _Toc92267698][bookmark: _Toc92269353][bookmark: _Toc92269422][bookmark: _Toc92269491][bookmark: _Toc92284852][bookmark: _Toc92284865]
（规范性）
公共场所公共用品用具微生物采样方法
[bookmark: _Toc91259025][bookmark: _Toc91510559][bookmark: _Toc92267699][bookmark: _Toc92269354][bookmark: _Toc92269423][bookmark: _Toc92269492][bookmark: _Toc92284853]范围
本附录规定了公共场所公共用品用具微生物采样的基本要求。
[bookmark: _Toc91259026][bookmark: _Toc91510560][bookmark: _Toc92267700][bookmark: _Toc92269355][bookmark: _Toc92269424][bookmark: _Toc92269493][bookmark: _Toc92284854]一般要求
随机抽取清洗消毒后准备使用的公共用品用具。
采样过程中应无菌操作。
采样步骤：使用灭菌干燥棉拭子，于10 mL灭菌生理盐水内浸润（吸取约1 mL溶液）后，在用品用具的适当部位来回均匀涂抹进行样品采集，将采集样品后的棉拭子放人剩余的9 mL生理盐水内，用灭菌剪刀剪去棉签手接触的部分，4 h内送检。
[bookmark: _Toc91259027][bookmark: _Toc91510561][bookmark: _Toc92267701][bookmark: _Toc92269356][bookmark: _Toc92269425][bookmark: _Toc92269494][bookmark: _Toc92284855]采集部位与采样面积
[bookmark: _Toc92267702][bookmark: _Toc92269357][bookmark: _Toc92269426][bookmark: _Toc92269495]杯具
在茶具内、外缘与口唇接触处，即1 cm～2 cm 高处采样一圈。计算并记录采样面积。
棉织品
将毛巾、枕巾、浴巾先对折后展开，在展开平面上，取对折线两侧中央对称位置5cm×5cm（25cm2）面积范围内分别均匀涂抹5次，每25cm2采样面积为1份样品，每件用品共采集2份样品。
在床单、被单表面与颈部、脚部接触部位5cm×5cm（25cm2）面积范围内分别均匀涂抹5次，每25cm2采样面积为1份样品，每件用品共采集2份样品。
睡衣、睡裤随机选择2个与皮肤接触部位5cm×5cm（25cm2）面积范围内分别均匀涂抹5次，每25cm2采样面积为1份样品，每件用品共采集2份样品。
[bookmark: _Toc92267703][bookmark: _Toc92269358][bookmark: _Toc92269427][bookmark: _Toc92269496]洁具
浴盆：在浴盆二分之一高度内侧壁与盆底中央位置5cm×5cm（25cm2）范围内分别均匀涂抹5次，每25cm2采样面积为1份样品，每件用品共采集2份样品。
脸（脚）盆：在盆内壁二分之一高度，相对称的两侧壁处5cm×5cm（25cm2）范围内分别均匀涂抹5次，每25cm2采样面积为1份样品，每件用品共采集2份样品。
坐便器：在坐便圈前端弯曲处相对称的两处5cm×5cm（25cm2）范围内分别均匀涂抹5次，每25cm2采样面积为1份样品，每件用品共采集2份样品。
按摩床（椅）：在床（椅）表面中部选择2个与人体接触部位5cm×5cm（25cm2）范围内分别均匀涂抹5次 ，每25cm2采样面积为1份样品，每件用品共采集2份样品。
[bookmark: _Toc92267704][bookmark: _Toc92269359][bookmark: _Toc92269428][bookmark: _Toc92269497]鞋类
在每只鞋的鞋内与脚趾接触处5cm×5cm（25cm2）面积范围内分别均匀涂抹5次，每25 cm2采样面积为1份样品，每件用品共采集2份样品。
[bookmark: _Toc92267705][bookmark: _Toc92269360][bookmark: _Toc92269429][bookmark: _Toc92269498]购物车（筐）
车（筐）把手：在把手三分之一与三分之二手易接触处5cm×5cm（25cm2）面积范围内分别均匀涂抹5次 ，每25cm2采样面积为1份样品，每件用品共采集2份样品。
[bookmark: _Toc92267706][bookmark: _Toc92269361][bookmark: _Toc92269430][bookmark: _Toc92269499]美容美发美甲用品
理发推子：应在推子的前部（与皮肤接触处）均匀涂抹5次，采样面积达到25cm2为1份样品，（一把理发推子采样面积未达到25cm2的可加采其他理发推子）。每类用品共采集2份样品。
理发刀、剪：应在刀、剪两个面各均匀涂抹5次，采样面积达到25cm2为1份样品。（一把理发刀、剪的采样面积未达到25cm2的可加采其他理发刀、剪）。每类用品共采集2份样品。
美容美甲用品：应在美容美甲用品表面（与皮肤接触处）均匀涂抹5次，采样面积达到25cm2 为1份样品。（一套美容美甲用品的采样面积未达到25cm2的可加采其他美容美甲用品）。每类用品共采集2份样品。
修脚工具
修脚工具：应在修脚工具表面（与皮肤接触处）均匀涂抹5次，采样面积达到25cm2 为1份样品。（一套修脚工具的采样面积未达到25cm2的可加采其他修脚工具）。每类用品共采集2份样品。
[bookmark: _Toc92267707][bookmark: _Toc92269362][bookmark: _Toc92269431][bookmark: _Toc92269500]其他用品
在用品表面选择2个与人体接触处5cm×5cm（25cm2）面积范围内分别采样，25cm2采样面积为1份样品，每件用品共采集2份样品。
结果判定
    每件（或每类）用品共采集2份样品。在定量实验中，如两份样品检测值不一致，以检测值高的为判定结果。在定性实验中，如两份样本检测结果均为阴性，则判定检测结果为阴性；如两份样本检测结果均为阳性，则判定检测结果为阳性；如两份样本检测结果为一份阴性一份阳性，则判定检测结果为阳性。
   注：鞋类与修脚工具中真菌总数的结果判定，以两份样品合计50 cm2面积范围的总真菌数判定。
     


[bookmark: BookMark8][image: ]
联系人：马小莹
联系电话：18362957311
[bookmark: _GoBack]联系邮箱：623260771@qq.com
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