% UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

EL USO DE MICROTECNICAS BIOQUIMICAS EN LA
IDENTIFICACION DE  MICROORGANISMOS
PATOGENOS AISLADOS DE COSMETICOS

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO
P R E S E N T A

ALEJANDRO JOEL HERNANDEZ ACEVES

1984



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



INDICSZ

Introduccidn

CAPITULO I Genaeralidades.
| 1) Antecedentas histdricos da la
Cosmatolog{a.

2) E‘actore§ que intervisnen en la con-
taminacidn microbioldgica de loé -
cosméticos.

3) 31 uso de microsistemas de identi-
ficacién bioquimica en el diagnés-
tico microbioldgico.

CAPITULO II Parte exparimaental.
1) Material.

2) Matodlogia y eritarios técnicos.
CAPTITULO IIX Result&dos-.
CAPITULO IV Andlisis da resultados.
‘CAPITULO V Conclusiones.

ANBXOS

CAPITULO VI Bibliografia.



TNTRO DICCION 1

Los productos cosndticos se emplean en el cuerpo humano con la
finalidad de embellecer y/o favorecer la apariencia, as{ como

tambidn para corregir defectos de la piel; su composicidn pue-
de variar desde unos compuestos simples, hasta una mezcla com~
pleja, ya sean productos naturales o sintéticos. Se presentan
en formas sdlidas, pastas, geles y l{quidos de todas consisteg

cias, pudiendo ser anhidros o contener més del 99% de agua.

Los problemas de contaminacidn microbioldgica en los productos
cosméticos, han sido estudiados e investicados desde hace tiem
po y se han encontrado preferentamente en preparaciones que -

contienen cantidades elevadas de agua dentro de su formulacidn.

in el curso de los dltimos aios, se han .efectuado numerosas in
vastigaciones para conocer la frecuencia y la naturaleza ds la ‘
contaminacidn microbioldgica en los productos cosméticos. 51 -
problema es cada vez mds interesante, debido al alto pozceng:#—
je de productos que se han encontrado contaminados. |

De amaido co.n un trabajo reciente, el 243 de ciertos productos
cosméticos americanos, que hab{an sido controlados por un labo-
ratorio de anflisis microbioldgico, estaban contaminados por va
rios microorganismos (la investigacidén se realizé scbre 250 pPIo
ductos de gran consumo). (10)

Hace algunos aios se presentaron diversos casos ds transtornos
visuales graves, atribu{dos a una preparacién oftélmica; una ip

vastigacidn afectuada posteriormente a esos sujetos, confirms -
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las sospechas y demostrd que ciertos constituyentes del produc-

to, estaban contaminados bor r'seudomonas asruginosa, citada en

la literatura como una de las bacterias mis peligrosa aislada -

de cosméticos, a causa de sus particularidades:
a) Bs una de las bacterias més patdgenas para o1 hombre.

b) Forma con facilidad cepas resistentes a los agentes

fisicos y quimicos.
¢) 3s aiffcil de destruir. (9, 10, 13, 18, 25, 29, 34)

Desde el punto de vista cosmético, Pseudomonas aeruginosa es -

particul armente peligrosa cuando se encuentra contaminando pro-
ductos que ée aplican cerca de los ojos, tales como: delineado-

res; sombras y miscaras para pestaias. (9)

Ringehnan; experimentalmente ha provocado Ulceras en 'conejos," -
utilizando 50 bacterias aproximadamente. Il demostrd que el m;é
canismo de destruccidn de la cdrnea, era debido a la formacién
de proteasas que degradan la casefna, la hemoglobina y las fi--
bras colégenas. (10)

Foster ha demostrado infecciones de la cdrnea, como resultado de
la administracidn ds una preparacién oft&lmica contaminada por -
Pseudomonas aeruginosa. (10)

Je« Dony publica un trabajo muy interesante en el que menciona --

que los problemas de contaminacién microbiolégica de cosméticos,



no pueden ser tratados de manera independiente a aquéllos liga-
dos a madicamentos y aspecialmente a los medicamentos de aplica
cidn local sobre la piel y las mucosas externas; refiere diver-
sos casos de infecciones producidas con preparaciones cosméticas

y modicamentos de uso tdpico en medios hospitalarios. (9)

Bruch," Parlker y Tenenbamn; también hacen referencia a sobreinfe_g_:
ciones en el medio hospitalario debidas a cosméticos y prepara--
clones farmacduticas tdpicas, con lo que se subraya la gravedad

de esta problama. (18, 21, 29)

Ademis de los muchos problemas que un cosmético contaminado pue-
de causar al consumidor en el aspecto salud, los microorganismos
pueden producir alteraciohes en el producto, que se puéden mani-

festar da muy variadas formas, visibles y olfativas.

Puade hiber cambio en el pH del p:oducto[ canbios de viscasidad,k
lag emulsiones pueden :ompe:se,’“ puaden aparecer altaraciones en
el colo:.,; produccidn de olores y gases desagradables,’" sobrae las
cremas y lociones puede aparecer crecimiento de hongos y/o bac-
_ teuas," las preparaciones transparentes presentan un aspecto tu_:_;
bio, antiestdtico por la formacidn de pracipitados, el buen per-
fume de un producto Cosmético nuede alterarse y terminar como un
efacto totalmenta contrario, las grasas pueden enranciarse, los
fendmenos de fermentacidn provocan la inflamacién de tubos y el
astallido da botellas de vidrio, todo lo cual hace a un producto

inadecuad para el uso y por consiguiente es un producto de mal
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aspecto y calidad. (9, 10)

As{, un producto preparado con grandes costos y bajo grandes cui

dados, puede llegar a causar grandes pérdidas.

Se podrfa decir que el problema no es sdlo una cuestidn de ética
profesional, que ya en si seria suficiente, sino que la conserva
c¢idn adecuada de preparaciones wsméticas es indispensable para
gvitar los dafios financieros al productor, adsmds de evitar, por

supuesto; el riesgo potencial de infeccidn para el consumidor.



1 GENERALIDAD3S S

1) ANTSC3DENTES HISTORICOS D LA COSMATOLOGIA.

3n los tiempos prehistdricos, la ciencia no habfa tenido éxito
en penatrar dentro de los misterios que rodean a los primeros -
habitantss de la tierra. Mo se ticne conocimiento da los pode-
res sensitivos o sensorialas que fueron legados por el hombre -
primitive: sin embargo, existe una razdn para creer qua gendti-
camente, el sentido del olfato es el m&s usual de los sentidos
humanos{ as{ como el mds desarrollado; al hombre le atrafan ~-
objetos con fragancias placanteras y las evaluaba, de aqui que

las artes de la cosmetolog{a se desarrollaran pronto en la - =
historia.

Ya en los primaros tiempos de la cultura humana; se emplearon -
sustancias aromfticas, las cuales en un principio no tenfan uso
personal, sino qua sdlo las utilizaban para fines religiosos -
ya que el perfuma constitufa una forma da acsrcarse a los dio--
ses; por madio del perfume y del incienso se establecid la co--
nexidn con los poderss divinos; los olores agradables conjura--
ban a los huenos'esp{ritus, mientras que los desagradables, con
Juraban a los demonios. Los sacerdotes fuaron los primeros --

que tuvieron la idea da aprovachar el afecto atrayente da mu---

chos olores sobre el hombre.

De acuerdo 'con los hachos de la historia primitiva, se llegd a -

la conclusidn del importante papel quz jugaba al sentido del ol-
fato.
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3n 3abilonia, el culto a los olores gobernaba la vida de los --
hombres y el empleo del incienso era fracuente. Se consumfan -
grandes cantidades de resinas aromaticas en los templos de este
lugar en honor a sus deidades, aunque también el perfume tenfa

uso personal. (1)

in el aio 2,100 A.C., los babilonios crearon y utilizaron prepa
raciones quimicas para la preservacidn de sus cadéveres, ungfan
a sus mucrtos con esencias perfumadas y dentro de las fosas, ¢o

locaban jarras que contenfan perfumes. (1)

31 arte de la perfumacidn progresd mucho entre los antiguos = -
egipcios, de ello nos informan los papiros escritos alrededor -
del afio 1,500 A.C. , donde se mencionan mis de 100 raecetas dife-
rentes. 3llos conocian sustahcias vegetales ax:bmét:l.cas, as{ - -
como el almizcle y el civeto. Se daba gran importancia é los ~
bilsamos por sus propiedades germicidas. (1)

Los conocimientos quimicos que fueron notables en la cosmetolo-
gf{a, incluyen ungiientos para la piel, aceitas para el cabello,-
grasas y polvos perfumados. =1 uso que se le aié al perﬁnne -
£ué en tres formas: como incienso o ungiientos paerfumados ofreci
dos a los dioses: como una de las técnicas principales para em-
balsamar a los muertos; para agrado personal y adorno, pero sélo

de algunos privilegiados.

Los persas que capturaron Babilonia en el &io 539 A.C. y 1o ~ -

anexaron a su reino, informaron a los griegos y posteriormants a
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los ron=nos v, zor madio de ellos al mundo occidantal, del co--
nocinian=s dal uso del perfums y algunos agentas embellecadores
sua habian ganado duranta sus expedicionaes militares. :illog --
aprendierxon acerca de los perfumes y cosméticos da la experien-
cia de los medas; conociaron muchas resinas aromdticas para in-

censar y numarosos olores perfum{sticos. (12)

Zn ol perfodo comprendido entre la cafda da Roma al Renacimien-
to, los persas junto con los idrabes improvisaron los métodos de
manufactura, e introdujeron dos innovaciones: la primera fué el
uso de la destilacidn de aceites esenciales, y la segunda fud -
la introduccidn del alcohol et{lico como solvente de basa de --
parfumas. (1)

Dae acuerdo a los griagos, el nerfuma as de origen divino. Los
vapores de ambrosia iban junto con las manifestaciones de sus -

deidades y el ndctar de las mismas, ara su alimentoe.

3n los tiampos antiguocs, las sacerdotisas tenfan conocimiento -
de la manufactura de los parfumes, lo cual prueba al valor sagra

'do que tenfan dstos y recibfan tanbidn el nombre de arcmiticos.

Los parfunistas griagos tenfan grandes aptitudes en la perfume--
r{a; sabfan cdmo manejar v procesar materiales olorssos, cémo ==
protegerlos de la luz, del calor excesivo y estaban familiariza-
dos con el uso dal tomillo, azafrin, mirto, menta, mejorana, as{

como de especias, maderas aromaticas Jomas y resinas.
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Teofrastos (372-287 A.C.), quien contribuyd mucho a la perfume-
:ia, menciona que muchos perfunmes se preparaban a partir de £lo
res, talles, raices y hojas. 3in su “Historia natural de plan--
tas", describe alrededor de 5,000 varisdades y el proceso de =--
"anfleurage que consiste en la yuxtaposicidn de pétalos de ro-

sa y semillas de s@samo en capas. (1)

Los hebreos fueron alumnos de los egipcios en el ramo de la -~
parfumari{a. Y en el aAntiguo Testamento, se muestra la evidan--
cia da que en este conocimiento lograron un desarrollo impor—--
tante. La primera referencia de la f£érmula de un perfume esté
dada en la Biblia y los componentes que la constitufan eran:
casia; canela, cdlamo y mirra, dilufdos en-aceite de oliva.
Sus escritos contribuyeron a la literatura de la perfumaria.

(1, 8)

Los haebraos eran personas muy religiosas y su vida estaba dedica '
da al poderoso y amado Dios, a quien quemarle incienso, era un -
honor: los altares en aue se quemaban las ofrendas datan del si-
glo 10 al 8 A. C. 3l incienso de aromiticos se considera axtre-
madamanta gagrado, y las ofrendas utilizadas para fines religilo-
sos, eran la mirra, el &mbar gris, el séndalo v la benzofina.

(1, &

En Roma, durantes el primer s=iglo D.C., la industria cosmética -~
produjo pinturas, colorantes para el cabello, cremas para la --

piel y aceites pexrfumados.
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Los romanos publicaron escritos acerca da las drogas aromiticas,
perfumes y sus propiadades, tambidn la tdcnica en la elaboracidn
de pomadas y acaites. Para la preparacidn de sus perfumas em-—--—
pleaban varias técnicas como: fijacidn, extraceidn, maceracidén y
destilacidn. (8)

La moda del perfuma en al imperio romano, tuvo influencia de los
egipclos, griegos y cartaginases; en esta época, los perfumes y-
cosmaticos eran ampleados sélo por aquellos que podfan darss el

lujo de adquirirlos para uso personal, aunque también se utili--

zaban para ritos roligilosos y ceremonias finebres. (1, 8)

Bl bailo romano tuvo un papel importante en la difusidn ds los --
perfunes. Una vez teminado el dbaiio de la persona," sa asparc{a
el cuerpo con aceitaes perfumados y sa compraba al paerfume en fo;r:

ma sdlida; 1{quida, en polvo o aceites florales.

Bl misterio italiano del arte de los perfumes y perfumistas est:_v;_i
vo acaparado por la corte y la noblaza. Los primeros avances en
la formilacidn y tecnologfia fueron, el aumento de los aceitas —-
esenciales disponibles'y, ademis, la introduccidn del alcohol, -
como veh{culo ideal para perfumes liquidos. (1, 8)

38 importante seiialar que Galeno (130-200 D.C.) contribuyd a la
cosmetologfa con la introduccidn del ungiiento frfo, que as el -
prototipo de las emulsiones actuales. (1)

Alredador del alo 300 A.C., los perfumes y aceitaes para el cuer-
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po eran familiares en China, en donde se servian de ellos para
el culto divino, para usos profanos, en el hogaxr, as{ como pa-
ra fiestas y diversiones, y fueron ellos sin duda alguna, los
primeros en conocer el valor del almizcle, cuyos médicos le -~

atribuf{an propiedades teramauticas. (1, 31)

La India, es el dnico pals del mundo en la historia, donde el
incienso y el perfume no sdlo favorecen actos mégicos u ocul--
tos, sino que a la inversa, por el olfato,: el perfume también

transmite fendmenos no sensoriales. (1, 30)

Los testimonios més antiguos acerca de los aromas, los ofrecsn
los Vedas del ayur, que tienen aproximadamente 3,000 aﬁos:; de -
antigiiedad, vy donde se habla de perfumes y cosrﬁe'ticos que sa -
usaban en caramonias religiosas. Los usosy ias costunbres de

la India van estrechamente ligados con los perfumes. (1, 30)

Los primeros masstros da la ciencia quimica fueron los &rabes,
Y no fud sino hasta 900 D.C., que al destilar el vino déscu.b:ig
zon el aloohol, el cual llegd a ser un solventa dtil en cosme--
tologfa. (1) A

Los alquimistas &4rabes heredaron la técnica de destilacién de -
los sirios, preparaban sus lociones perfumadas con romero, xi:e--
lisa, lavanda, clavo, limén y canela, produjeron también agua -
de rosa, tinturas y esencias. 31 &uwbar gris, fué utilizado --
cor los 4rabes como sustancia espec{fica para tratar desérdenes

gastrointestinales, pero posteriormente se ampled junto con el
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almizcle para embalsamar a los muertos. (1)

Con al desarrollo de la quiimica, se crearon muchas materias --
o2or{feras artificiales, lo que fué causa de una completa trans
formacidn en la fabricacidn general, empleo y preparacién del -
parfume.

2spaiia, a travds da sus contactos con los moros, e Italia con -
el Orienta, fueron los primeros pafses europeos que manufactu-—-
raron perfumes. Los moros dacidieron permanacor en dispaia des-

puds de la conquista de Granada, y tuvieron gran influencia en
las costumbres espaiiolas. (1)

Dospuds del dascubrimiento de América, se introdujaron nuevos -

materiales aromdticos a Sspaia, y ésta tuvo supremacia en los -
mercados de perfumerfa,

Las muevas plantas llevadas a Bspaiia del Nuevo Mundo fueron: --
bilsamo de Perd, copal, aceite da castor, pimienta, zarzaparri-
11a. (1) |

Por algin tiempo no hubo mucho desarrollo en la industria de la
cosmetologfa, sino hasta la evolucidn de la industria de aromé-
ticos. Se pusds decir que todo lo relacionado con la cosmetolo

log{a avanzd notablemente durante los siglos XVII y XVIII, espe-
cialmente en Francia.

La primara revolucidn en perfumerf{a se llevé a cabo en esta - -

4poca, cuando el alcohol se tomd como vehfculo solvente para -
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aceites, pomadas y polvos. =1 segundo gran desarrollo fué la -
introduceidn y uso, en el siglo XIX, de pomadas a base de flor,
as{ ocomo una mds amplia y mejor seleccidn de los aceites esencia

leso (1)

No fué sino hasta la introduccidn de un gran nimero de productos
quimicos y sustancias aisladas, hacia finales del siglo XIX y ~
principios del i, cuando la cosmetologia comenzé a emerger y -
se puede decir con toda seguridad, que ésta es la edad de oro -

de la cosmetologia.

En la actualidad, los perfumes, colonias y aguas de tocador, son
probablemante una consecuencia dsl descubrimiento del proceso -—-
de la destilacidn.



13

2) FACTORES QUE INTERVIZNIN 3N LA CONTAMINACION MICROBIOLOGXICA
DZ COSMETIQOS.

A) calidad microbiolégica da las materias primas.

Un requisito indispensable para fabricar cosméticos de buena --
calidad microbioldgica, es tanar materias primas que tengan mi-
croorganismos vivos en proporciones muy bajas, sobre todo, da -~
microorganismos capacas de desarrollarse en los productos cosmd
ticos. Aadem3s, se entisnde que s deben tener todas las pracau
ciones necesarias con el fin da avitar una contaminacidn en el

curso del almacenamiento. (9, 10, 26)

A continuacidn sa mencionan culles son los problemas particula-

res a qua estan sujetas las diferentas materias primas.
a) 31 agua.

Esta es una materia prima de un precio generalmente bajo, sobre .
1la cual se deberi desconfiar siempre en cuanto a su calidad --
microbioldgica.

Estd de sobra dacir, que el agua es una materia prima muy sus--
ceptible al atacque microbiano.

Un agua muy pura, tal como el agua bidastilada, esti lejos da -
estar libre de bacterias, y se subestima gensralmente el poten-
cial ds desarrollo qua ofrace a las bacterias. 3xiste un gran

nimero de géneros bacterianos que sa puadan encontrar contami--
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nando el agua, y no se discute la posibilidad de encontrar los

qéna:os P seudomonas, Xantl-iomonas, Achromobacter vy Flavobacte--

rium. Cilartas aguas naturales contienen Pséudomonas ebn nimero
alevado, esta bacteria también se desarrolla en aguas sintéti-
cas. La experiencia muestra que scbre todo el agua deionizada,

aesti a menudo fuertemente contaminada. (21, 26, 29)

En los dltimos afios, se ha podido cbservar una gama entera de
publicaciones a este raspecto. Todos concuerdan en culpar de
este problema a los filtros, y sobre todo a las resinas de in-
taxcanbio de iones. 3stos, justamente son los sitios donde -
se establecen los microorganismos y as{, ambos actiian como fuen
ts de contaminacidn. Debido a la presencia de oxigeno y de"tr;a_.
zas de materia ozgénica,‘ los microorganismos pueden fijarse y
mualtiplicarse muy ripidamente; sus exigeneias nutrieionales,, -
por otra parte, son m{nimas, hacho que se demuestra por el cre-
cimionto de cepas autdtrofas de los géneros Flavobacterium y -

fLanthomonas, en las aguas minerales embotelladas. (21, 26, 29)
b) 'Materias primas de origen mineral,

~&ntre las materias primas de origen mineral que interesan al mi-
crobidlogo; se puaden citar: el talco, la bentonita, el kaolin,
pigmentos talas como el Sxido de zinc, de titanio, etc. BEstos ~
prasentan una distzibucidn muy heterogénea de microorganismos,--
tanto en nimero de bacterias como en géneros bacteriaos. Haf -

materias minerales que pueden estar estériles e incluso yueden -
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ejarcar una accidn bactericida (ciertas salas de zinc, por ejem
plo). Podamos encontrar matariales minerales contaminados con
bacilos Grampositivos @sporulados de los gdneros Bacillus y - -
Clostridium; o bien con bacterias Gramnegativas. (9, 10, 21, -
26, 29)

c) Materias primas da origen vegatal.

Los 'a.c'eites," lag grasas y lais ceras vagetalas generalmante con-
tisnen cuentas bajas dea microorganignos; sin embargo, no son eé
tériles. Las gomas ds origen vegetal, tal como la goma ardbiga,
estin generalmente miy contaminadas. Muy a menudo Se observa -
qus su calidad microbioldgica est4 an relacidn directa con su -

p: ecio.

La calidaq microbioldgica de axtractos da plantas medicinalss,
dependen da la forma en que son ohteziic‘bs. Los jugos de frutas
o da legumbres son vehiculos de lavaduras y de esporas de - -
hongos. (21, 26, 29)

d) Materias primas de origen animal.

Algunos ptoductos como las grasas, la lanolina, etc., general--
mente no repressntan problemas desde el punto de vista hacteri_—é
18gico; pero hay clertos productos que son potencialmente peli-
grosos, talas como los axtractos de 6rganos,‘ “piedra mégica" da -
la cosmetologia moderna. La calidad microbioldgica de los ex--
tractos de gléndulas;, etc. depands directamente del modo da --

*...
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prepa:aéién, de estabilizacién y de almacenamiento. 5l bacte--
ridlogo deberi desconfiar siempre de los extractos de drganos -
y deberi someterlos a un control microbioldgico riguroso. Se -
ha visto que la calidad de estos prqductos varia de una regidn
a otra (y depende del precic), por tanto seria recomendable exi

gir un certificado de calidad bacterioldgica a su proveedor.

finalmente, se tienen los colorantes de origen animal, como es
el caso de la cochinilla, contaminada por Salmonella. (21, 26,

29)
e) Materias primas de origen sintético.

‘Desde ‘un. punto de vista filosdfico, se prafieren los productos - |
naturales, a los productos de sintesis, pero se debe admitir que
la calidad bacterioldgica de éstos, es genaralmente buena y muy
superior a la de un gran nimero de productos naturales. Zste es
un hacho que debemos admitir simplemente. |

Los dsteres de &cidos grasos superiores, los silicones, las ceras
sintéticas; los e:mxlsificantes,"* atc., son menos propensos a la -
contaminacidn, debido a su modo de fabricacidén y purificacidn --
con solventes orgénicos y porque algunos no tienen las propieda-
das da un medio nut:iente; como las materias primas de otro ori-

gene

21 mismo principio se aplica a las sustancias odorizantes y a --

las basas de los perfumes, sean da origen sintético, o de origen

#...
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natural. Generalmente no contianen mis que una cantidad muy --

baja da microorganismos y su buena calidad bacterioldgica es -

. una consecuencia directa de sus propiedades bacteriostiticas y
|

algunas veces bactaricidas. (21, 26; 29)
B) Condiciones higiénicas de fabricacidn.

Zs una regla muy general, que la pureza microbiolégica de un —-
producto manufacturado no pusde .obtenerse sin la estricta vigi-
lancia y sequimiento de una cadsna continua de precauciones con
cornisntes a los localas, acondicionamisnto e higiena de fabri-
cacidn.

Para evaluar justamente el riesgo, es conveniente considerar —-
las propiedadas de los microorganismos que pueden explicar su -

supervivencia en el medio ambiente y en los productos fabricados.

Se raconocen dos maneras de transmisidn:

- 321 contacto directo con los operadores,‘“ con.al mate-

rial; o con el equipro en general,

- La contaminacidn indirecta por el medio ambiente.
(9, 10, 26)

Un anflisis de las principales fuantes de contaminacidn, muestra -
que los microorganimos transmitidos por alguna .de estas formas --
son principalmente de la flora humana, de bacterias dal agua y de =~
bacterias dsl medio ambiente y daben tenar una gran vitalidad que -
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les permita resistir la desecacic‘m;" las variaciones de tempera
tura, do pH, y mis ain, de soportar la accidn de los agentes -

£{sicos y quimicos con los cuales entran en contacto.

Zn zrelacidn con la contaminacidn adrea de un local, tres facto--
ras principales, son responsables del grado de contaninacidén mi~-

crobiana a saber.

- Las caracteristicas de los materiales utilizados -

para su construccidne

- I1 sistema de ventilacidn (acondicionamiento del
alre).

~ Y sobre todo el tipo de actividades cue se realicen
en el local. (9, 10, 26)

Las especios que se encuentran més regularmente en al aire son:
bacilos esporulados Grampositivos; cocos Grampositivos como - -

Staphylococcus, Micrococous, Streptococcus fascalis; bacilos —-

Gram positivos no esporulados Corynebacterium. sn cuanto a - -
otras especies muy adaptables, se dasarrollan tanto en medio hj
medo como an medlo saCo. Iste es al caso da los bacilos Granng

gativos, tales como las Enterobacterias, Psgudomonas y otras -
espacies cercanas. (9, 10, 26) '

in resunen,’" si no se tiene la precaucidn de que el equivo y el -
local se encuentren en buanas condicionas asdpticas, ser§ nece--

sario desinfectarlos con agentes f{sicos y quimicos, para taner-

#...
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los conservados adecuadamenta entre una fabricacidn y otra.

La higiene qus se tenga en el local ds manufactura, repercuti--
r3 en los productos que se fabriquen; los pisos, las paredes y-
los techos, deberén estar sianmpre l:l.mpios,:" sin superficies ru--

gosas o permeables, evitando ademis la circulacidn de polvo y -
da airae.

Otro punto muy importants es la higlene del parsonal. Tanto la
pilel como el cuero caballudo de las personas que fabriquen el -
producto, estén contaminados; ademis, el polvo que sa adhiera a
sus ropas constituye otza forma de contaminacidn y puede intro-
 ducirse en el proceso ai no se tienen las precauciones adecua--
dasg; por lo que es recomendable el lavado frecuentae de las ma--
nos con soluciones desinfactantes, el uso de cofias para data--
ner el cabello, as{ como exémenes periddicos qus proporcionen =

datos acezca de la salud de los operadores. (9, 10:’ 265

C) 21 consumidor.

otrza fuente da contaminacidn es, sin discusidén, el consumidor.
Adn despuds de haber sid lavadas con un jabén ordinario, las -
manos albergan una gran cantidad de microorganismos y clentos -
dé ellos pasan al producto cosmdtico. (9, 10, 21, 26, 29)

La higiena de las manos es de una importancia fundamental, debi-

do al peligro que las manos contaminadas representan en la difu-
sién de enfermedades infecciosas.

#...
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Las ulas deben lavarse cuidadosa y x:egularmente;' y ¢on m&s ra--

~ 26n antes de aplicar un cosmético sobre la piel.

31 cosmético puede servir come un vehiculo para la diseminacidn
de la contaminacidn de un usuario a dtro, cuand dos personas -
usan el mismo cosmético. 31 problema de la contaminacidn con -
el uso y la infeccidn cruzada, puede disminuirse instituyendo -

aue los cosméticos sean de uso personal.

Una precaucién que el consumidor debe tener siempre, es no de--
jar jamds abierto el recipiente que contiene un cosmético, yva -
que el aire de la atmdsfera jamds es estdril, mis ain, contiene
un gran nimero de microorganiémos que se pueden depositar £&--
cilmente en la superficie de la preparacidn, y asi, multipli-—
carse répidamente. (4, 9, 10, 21, 26; 29)
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3) 2L USO D2 MICROSISTMAS DZ IDENTIFICACION BIOQUIMICA =N EL
DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO.

La introduccidn de microsistemas de investigacidn bioquimica por
varias canpaifas comerciales a finales de los 60's, con los cua-
les la identificacidn bioquimica da bactarias pusde ser ejacuta-
da facilmente, representa un gran avanca en el diagndstico micro
bloldgico. Hasta entoncas, muchas de las formulaciones da los -
medios y tdcnicas de cultivo ampleadas en los laboratorios de -
diagndstico microbioldgico, no hab{an cambiado sustancialmenta -
dasde principios del siglo XX.

La construccidn compacta da estos equipos de investigacién bio--
quimica,‘ permite muchas vantajas y hace que su uso sea muy CoN-=

veniente en los laboratorios de microbiologia; entre esas venta-

jas tenemos: .

- Pequeilo espacio de almacenamiento.

Largo tiempo ds caducidad.

Pécil y cdmodo uso.

Répida inocul acidn.

Interpretacidn f4cil de las reaccionas quimicas.

Control de calidad estandarizado proporcionado por =
fabricantes. (2, 23, 28)

’.l.'
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3l uso de los equipoe y de medios de cultivo adecuados para el
alslaniento de las bacterias, ha hacho posibla definir "bioti--
pos?, por medio de los cuales muchas especies pueden ser sub-s--

agrupadas mis tarde. (2, 11, 14, 1%, 28)

Se han ideado modelos matemédticos por medio de los cuales, las -
pruebas bioqu:{micas se cénVierten en nimeros de biotipc, usando
en lo posible una computadora para ayuda en la identificacidn -
bioquimica de las bacterias &, en su defecto, algunos £abrican-
tes tienen catdlogos de perfilaes & registros disponibles éon -
listas de nimeros de biotipos de numerosas especies de bacterias.

(22, 23)

istos numeros de biotipos se basan en datos obtenidos dal examen

de miles de reaccionas bioquimicas.

Los microsistemas de investigacidn bioquimica, inicialmente fue-
- ron desarrollados para la identificacién de miembros de la fami-
1lia Entetobactez;aicegg,’ debido a su frecusncia de aislamiento de
muestzas clinicas, su relativo répido crecimiento y genezu;l.xhenté
- distintas reacciones bioquimicas.

A la facha, nunerosas marcas comerciales de microsistemas da - -~
identificacidén bioquimica se han introducido en el mercad y han
tenido aceptacidn general. Algunas para la identificacidn ds -~
bacilos Gramnagativos, son las siguientess |

API 20-3 (Analytab px;o@;cﬁa Incs)

#eeo
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3ntaerotube (Rocha Diagnosgtics)
Zntaro~-Sat (Fisher Diagmostics)

Minitek (Bioquest (BBL), Division of Baecton-Dickinson
and Co.)

Micro~ID (Genaral Diagnostics)

r/b Enteric (Diagmnostic Research) (2, 11, 14, 1%, 19, -
22, 23, 24, 28; 33)

Sn este trabajo se utilizd el sistema API 20-3,. que a8 una ver--
sidn miniaturizada y estandarizadi de técnicas bioquimicas con--

vencionales, para la identificacidn de Interobacterias y otros -
bacilos Gramnegativos.

'Bs un sistemd de micropruebas listas para su empleo, que permite

la realizacidn da 23 pruebas bioquimicas a partir de una sola -
colonia aislada.

Bl sistema API 20-3 esti constituf{do de una galeria de 20 micro-

tubos contaniendo los sustratos deshidratados. Una suspensidn -

bacteriana ss repartes en los tubos y ss disuelven los sustratos.

Los productos metabdlicos se ponen en aevidancia por reaccionas co
loridas o poz la adicidn de reactivos despuds de 24 S 48 horas de
incubacidn a 350-37° c. (2, 11; 14, 15, 19, 24, 28, 33)
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1) MATERIAL
A) 3quipo eléctrico
Agitador para tubos de ensaye Vortex o equivalente.
Autoclave con tarmémetro y mandmatro.
Baio da agua a 37°C con termostato y temmdmatro.
Baiio de agua a 45°C con termostato y termdmetro.
Canpana de flujo laminar,
Contador de colonias Quebac o eq\:iva;ente. ,
| Con;;do: manual Tally.
Bstufa a 22°C con termostato que evitae variacionaes -
niayuzea de + 0.10°C.
Bsﬁuﬁa a 37°C con tarmostato que evitae variacionaes -
mayores de # 0.10°C.
Bstufa a 44°C con termostato que evite variaciones -
mayores de 3_ 0.10¢C.
Horno para esterilizar a 180°C.
Miuoscopio;
Refrigeradorx.

#...
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8) Material y equipo da uso comin en el 1aboratorio ds - =
microbiolog{a.

Algoddn.
Asa de platino.
Balanza graﬁa::a:ia de capacidad no mayor a 2500 g y -
de sensibilidad de 0.1 g.
Cajas de Petri de 100 X 15 om.
Cubzracb jetos.
_ Bspitulas de acero inoxidable.
Frascos con tapa.
Gradillas para tubos de ensays adacuadas al tamaiio de
los tubos.
‘Matraces Srlenmeyer.
Macharo Bunsen de flama grande.
Morteros.
Papel filtro.
pap.i-.u & 1lnl, 5myl0nl.

Pipetas Pastsur.
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Portachjetos.

Tubos Con tapdn de rosea 12 X 75 mm.
Tubos con tapdn de rosca 16 X 150 mm.
Tubos de ansaye de 12 X 75 mm.

Tubos de ensaye de 13 X 100 mm.

Tubos de ensaye de 16 X 150 mm.

Varillas de vidrio de 3.5 mm de difmetro y 20 cm de

longitud, con un doblez terminal en #ngulo racto, da

4 cn.

Vagsos ds precipitado.

Medios de cultivo.

Agar Baird - Parker.

Agar Cetrimida.

agar de papa‘y dextrosa.

Agar Sugon.

Agar para la investigacidn de DNasa.

Caldo cerebro corazdn.
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D)

Caldo Eugon.

3quipo API 20 - Ce

Equipo API 20 ~ B.

Medio de arroz.

Medio da papa,’ zanahoria y bilis
Plaﬁma humano o de conejo.’

Solucidn salina fisioldgica.

Reactivos.

Aceite do inmersidn.

. Aceite de parafina.

Acstona.
Acido acético.
Acido clorhiarico.

Acido sulfranflico.

m‘ dantilada.

Alcohol etilico.

Alcohol isoamflico.

da buav.

27



Alfanaftol.

Azul de :toluidina.

Cloruro de sodio.

Cloruro férrico.

Cristal violeta.

Hidrdxido de potasio.

Iodoe |

Ioduro de potasio.

‘Lecitina.

Naftilamina.

oxalato de mtﬂpuatemendtm#,

| ParMGtQMnobenzdéghIdo.

Peréxido ds hidrdgeno.

Reat_:tivo 1 para investigacidn de fosfatasa.
Reactivo 2 para investigacidn de :ésfat;sa.
Safranina.

t;iton X 100

Tween 80.

X1lol.

28
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2) METODOLOGIA Y CRITERIOS TECNIQOS.

81 método propuesto estd destinado para la investigacidn de mi-
ctoorganimos contaminantes en el conjunto de productos canila-
res y cosméticos contaminables, con excepcidn da lociones con -
grado alcohdlico alto (Z50°), de oxidantes, ﬁint:es de oxidam——-

cidn, permanentes y lacas.

Corrasponde al laboratorio de control de calidad realizar astos
astudios, mediante controles a nivel de cubas de fabricacidn,

de almacenamiento, de los art{culos de acondicionamiento, del

material de produccidn, etc. Sobre todo, en el caso en donde
la calidad de los productos terminados sea defactuosa, con la -

£inalidad do encontrar el origen de la oontaninacién.'_

1.) MUESTRD

Sa toma un mimero representativo de unidades para asequrar la

calidad global; se toma la primera un:l.dad; a la mitad y al f£i--
' nal de la emisidn y en todas las situaciones particulares que -
' representen un peligro potancial de contaminacidn, con un mini-
mo de 5 muestras individuales por lote de fabricacidn.

La téonica de racoleccidn de una muestra para su anélisis micro-
bioldgico, astablecs una serie de precauciones y condicionas --
que deben obsarvarse a fin de obtenar rosultados significativos
en el trabajo.

- H#ene
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Las recomendacionas generales para obtaener muestras, son lag =-

sigquiantes:

a) Todo el material que se use (bolsas, frascos, - -
etc.), deberd esterilizarse en horno o en autocla
ve, segin el caso; para esto es necesario prote--

garlo individualmente con papel resistente.

b) Al colactar la muestra, evitar contaminaciones -
dal ambiente, tales c¢omo polvo, saliva, descar~—-
gas nasofar{ngeas o de cualquier otra naturaleza.
£l recipiente o bolsa se abriri justamente lo ne-
casario para introducir la miestra, hecho esto' -
volverd a cerrarsa y cubrirse con el papel que -

la protega.

c)  3s esencial que el recipiente y los dispositivos -
emplaados para extraer la muastra no s3lo se en=--
cuentren estérilas, sino ademis quimicaments lim-~

- pios, libres de sustancias qua pudieran afactar la
viabilidad da los microorganismos.

d) 2s recomendable identificar claramente el recipien-
te mediante rétulo o etiqueta (indelebles), antes -
de colocar en &l la muestra, con el fin de evitar -

confusiones,

a) Si se trata de cosméticos a granel, o‘btehei' l1a - -

H#aee



£)

9)

h)

3l

muestra de diferentas partes. Si se astima de in-
te:és, conviene obtener muestras independiantes -

que pudieran ponar de manifiasto distintos proble-

mase

Toda medida que se tome para aéo:ta: el tiempo coé
prendido entre la recolaccidén de las muestras y su
andlisis, contribuiri notoriamente a evitar falsea
mientos en la imagen microbioldgica de un cosméti-
co, ya que los cambios que puade sufrir durante ese
tiaempo szon tanto cualitativos como cuantitativos,-
83 posibla que sa encuentren cifras mayoras a las
originalmenta presentas.como resultado de la proli
feracidn de un grupo particular de microorganismos,
o menores si hay un efecto antagdnico da otro gru-
po ds microorganismos. Las bacterias patdgenas -
puaden incluso morir, o llegar a encontrarse en -
tal desventaja con el resto de la flora," que no =
sea posible ponarlas de manifiesto con las téeni--

cas de anilisis utilizadas.

Bn el informa o acta se consignari toda la informa
¢idn pertinente que pudiera afectar la prueba o al
significado dal resultado.

Antes de procesar la muastra, comprobar que no ha -

ocurrido darramamiento del contenido del recipiente

“..C



¥ que el envase se mantiene {ntegro, libre de per-
foraciones, rasgaduras o roturas de cualquier tipo.
Si no se prasenta esto dltimo, la muestra es impro

pia para el estudio.
') METODO DEL “TODO O NADA".

31 1la mayoria de los productos no estin contaminados, es itil --
mplear el mdtodo llamado del "Todo o nada", el cual permits li-
)erar ripidamente los productos no contaminados. Los contamina-

los serin sometidos simulténeamente a las pruebas de:

- Enumeracidn.

- Investigacidn de microorganismos especi{ficos.
2.1) Inoculacidn en medio 1iquido.

a) Se introduce una muestra de 1 gr & de 1 ml en un -
tubo con tapdn de rosca, conteniendo 9 ml ge caldo
Bugon al LT-100.

b) Se agita vigorosamaente hasta obtener una suspen=--
sidn compieta y homogénea.

c) Zn el caso de lfpices labiales, 1&pices para los -
ojos o cualquier otro cosmético dAiffcil da mezclar,
se puede hacer uso de un mortero estéril, hasta ob
tener una suspensidén completa y homogénea d@ la -

m1estra.



a)

a)

a3

Todo el material utilizado debe ser estiril y se
trabajard bajo flujo laminar o en condicionas de

esterilidad,

Los medios inoculados sa incuban a 37°C + 1°C du-
rante 24 horas.

«2) Siembra an medio sdlido.

a)

b)

)]

a)

De los tubos con caldo Eugon al LT-100 inoculados
a :l.ncubados,' 8o trangfiere pror duplicade 1 ml Qe
la muestra a cajas Petri estériles, evitando todo

tipo de contaminacidn durante la maniobra.

Sa agregan 12 a 15 ml de agar Bugon al LT-100, —-
fundido y mantenido a temparatura de 45943°C en -
bafio de agua. Mezcﬂ.a::io con la muestra sobre una
superficie lisa y horizontal, evitando que el me-
dio mojas la cubierta de las cajas. Se daja soli-
dificar y se preparan tastigos del medio en cajas

ein indculo.

Ss emplea una placa de cada muastra para deteccidn
de bacterias la que se incuba a 37°C durante 24 -

horas.

La otra placa que se inoculd con la misma muestra
se coloca en incubacidn a 22°C + 1°C durante § =

af{as y se empleard para la deteccidn da hongos y

#...
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34

levaduras.

La presencia de colonias bacterianas sobre la ma-

yor{a de las cajas implica:

~ La enumeracidn de bacterias.

- La investigacidn de microorganismos aspecificos.

3.) ZWUMERACION D2 BACTEZRIAS.

La preparacidn de la muostra deberd, en lo posible, pemnitir la

conservacidn del envase de Sstg con el fin de poder, eventual-~

manta, hacer astudios de evolucidén con el tiempo.

3.1) Praparacidn de diluciones.

a)

b)

c)

Se prepara una suspsnsidn-madre por muestra, siei_z
do un minimo de 5 suspensionas vor lote de fabri-

cacidn.

Sa introduce una muestra de 1 gr o de 1 mi, en'un

. tubo con tandn de rosca conteniendo 9 ml de caldo

Bugon al LT-100.

Se agita vigorosamenta hasta obtener una suspah-—-
sién completa y homogénea. Zn caso necesario (14
pices labiales, lépices para ojos; stc.) ayudarse
con un mmortero estéril para obtener una suspensién
adecuada.

#eae
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d) La anterior, constituye la primera dilueidn de la

maastra.

a) Se contindan las diluciones de la muestra con el
mismo diluyenta (caldo 3ugon al LT=100), siguien-
do los pasos quo ilustra el esquema l. La selec—
¢idn de las diluciones que se vayan a preparar y
de aquéllas que se van a inocular, depende del =-
nimero esperado de microorganismos en la ruestra,
con base en los rasultados de anilisis pravios, -
y de la informacidn que se tenga del personal que

1a haya colectado.

f) Sa utilizan pipetas diferentes para cada dilucidn,
inoculando simulténeamente las cajas que se hayan
seleccionado. Al volumen que se transfiera, nun—
ca serf menor del 10% da la capacidad total ds la
pipeta.

g) Cada tubo con diluyenta que se inocule, deberd --

agitarse siempra de la misma manera.
,3"2’ Recuento en placa.

Cuando ss pretendo invegtigar el contanido de microor-
ganismos wivos en un cosmético, la técnica més comin--
mente utilizada es el recusnto en placa. ISsta tdcnica

se aplica para gran variedad de microorganismos y su -
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PRSPMACION D5 DILUCIONES & INOCULACIOW D3 CATAS

.lml. 1 ml ‘lml 1l ml "1 ml
9 mi 91

voluman dal »

diluyentas al 9 nml 9 ml 9 ml

Voluwnen inoculado: Lol 1l 1l Ll nk 1 mi
\L ‘L .L ‘L «L 4

1

~ Diluctén:  Directa T 10=2 10-3 to=4 10-9
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fundamento consiste en contar las colonias que de——-
sarrollan en al medio de eleccidn despuds de cierto
tiempo y temperatura de incubacidn, presuponiendo --
que cada colonia proviene de un microorganisno en la
muastra bajo estudio. 31 método admite nunerosas -
fuentes de variacidn, algunas de ellas controlables,

pero sujetas a la influencia de varios factores.

Bn realidad esta técnica no pretende poner en evide_ri
cla todos los microorganismos presentes, la variedad
de especies y tipos diferenciables por sus ’distintas ’
necasidades nutricionales, temperatura recuerida pa-
ra su crecimiento, ox{geno di‘sponible, etc.,, hace -
que el ndmero de colonias contadas constituya una -
estinacidn de la cifra realmente presents. Ho obs--
tante, la ajecucidn de la técnica, cuando se sigueén
fielmente las condiciones que se se&iialan para su de-
sarrollo, pueds lléqar a sar lo bastante reproduci--
~ bla para dar significado a los resultados que sa ob-

tengan.

Para realizar la técnica se siguen los pasos que se

enumerans

a) Se distridbuyen las cajas estériles en la masa de
trabajo, de manera que 1a inoculacién, la adicién
de los medios de cultivo y su rotacidn, se puedan

#...



b)

c)

a)

e)

realizar cdmoda y libremante. Se marcan las ta-

pas de las cajas con los datos paertinentss, pre-

vio a su inoculacidn.

Se transfiere 1 ml de la muestra y/o de cada una
dg las diluciones a cajas Petr.';. estériles, avi--
tando todo tipo de contaminacidn durante la ma~-
nicbra y aplicando la punta de la pipeta al fon-
do de la caja mientras escurra el liquido.

Se agregan 12 a 15 ml del medio de cultivo fundi-
do y mantenido a temperatura de 45°-48°C en baio

da agua. Se mezclan con la muestra sobre una su=

parficie 1isa yhorizontal, cuidando que sl medio
no moje la cubiarta de las cajas. Se dajan soli-~

dificar y sa preparan testigos del medio en cajas

sin indculo.

31 tiempo transcurzrido desde el momento en que la
miestra se incorpora al diluyenta, hasta que final
mente se adiciona el medio de cultivo a las cajas,

" no axcaderi ds 20 minutos.

Se incuban las cajas en posicidn invertida durante
72 horas aproximadamsnta y a una tamperatura da -

37°C & 1°C y se leen cada dfa hasta el tercer dfa.

S1 las colonias tiaenden a confluir se tomari la -
lectura de las 48 horaa.

#oee



£)

g)

h)

1)

3)

-

)
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Sa seleccionan aquellas placas donde aparezcan -
entre 30 a 300 colonias, pues as en ellas donde

serid menor el error en el recuento.

Se cuentan todas las colonias desarrolladas en -

las placas seleccionadas (excepto las de hongos).

Con la ayuda de la lente de aumanto y de la cua-
dricula del contador, se cuentan todas las colo--
nias de las placas seleccionadas. Si el mimero -
se estima mayor de 300 y no se dispone de placas
preparadas con las diluciones subsecuentes, contar
en léxnitad o en un cuarto representativo-de ella,"

multiplicando por 2 o por 4 el nimero cbtenido.

Se multiplica por la inversa de la dilucién para -
obtener el nimero de colonias por mililitro o gra-

mo de muestra.

Si todas las placas no muestran colonias, o mues—

tran excesiva difusidn de las mismas, o estén con-

taminadas, o no son satisfactorias por cualouier -
motivo, andtese respectivamente: 1) Sin coloniés,
2) Colonias difusas, 3) Inconcluyente por acciden

te de laboratorio.

Redondear la cifra obtenida en el recuento, de ma-

nera qua sSlo aparezcan 2 afgitos significativos -
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al inicio de esa cifra.

«) INVISTIGACION D3 MICROORGANIMOS ZSPECIFIS.

+1) Staphylococcus aurause.

os astafilococos son cocos Grampositivos que' dasarrollan agru--
dndose on racimos. Causan gran variedad de procesos supurati--
os en el hombre tales como: furdnculos, 4ntrax, osteomielitis,
scesés, infecciones de las heridas, neumonia, empiema, pericar
tis, meningitis y artritis purulenta. Son microorganismos in-
.

ilas, que no forman esporas y que ocasionalmente possen ¢ép--

a. Sus difmetros var{an entre 0.7 y l.2 micras.

que hay algqunos estafilococos anaarobios obligados, la mayoria
son facultativos. Crecen bien en una amplia gama da temperaturas
de pH. Desarrollan ficilmente en medios simples de cultivo, -

ero las formas mis patégenas craecen mejor en madios enriquecidos.
os estafilbcccos aislados en procesos patoldgicos suelen producir

un pigmento de color amarillo dorado Yy se les conoce con el nombre

de Stap‘hﬂ.oeoccus auresus.

4,1.1) Siembra en al medio de Baird-Parker.

a) Se realizan diluciones de la muastra como se descri--
bid anteriormenta y sa coloca 0.l ml de cada dilucidn

sobre una placa da agar de Baird-Parker extendiéndola

con una varilla de vidrio estéril o con un asa de pla

‘tino en toda la suparficie del medio.
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Se incuban las placas invertidas, a 35°-37°C duran
te 24-48 horas. Despuds de 24 horas se seleccio--
nan las placas que muestren de 50 a 150 colonias -
aisladas; se cuenton y marcan todas aquéllas que -
aparezcan negras, brillantes y convexas, rodeadas
por una zona clara de aproximadamente de 2 a & mnm
de didmetro. Se incuban las placas 24 horas mis -

v se incluyen en el cdmputo las colonias nuavas —=

que retinan las caracteristicas ya seialadas.

.1.2) Caracter{sticas bioquimicas.

l.)

a)

20)

La presancia de catalasa es constanta.

Con un asa de platino se toma una parte de una colo
nia aislada y se sumerge en un tubo conteniando 1 -

ml de agua oxigenada de 10 volidmenes.

La presencia de catalasa se traduce por la formacidn

do burbujas de ox{geno alrededor de la colonia.

Para las colonias catalasa-negativas, no se sigque -

1a identificacidn.

Los estafilococos patdgenos deben, al menos, poseer -

dos de las tras caracter{sticas siguientes:
A.) Presencia de coagulasa.

B.) Presencia de DNasa.
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C.) Presencia de fosfatasa.

La coagulasa producida por los estafilococos patdgenos cau-

sa la coagulacidn del plasma humano o da conejo.

Se siembra el nimero de colonias qua correspondan segin el
cuadro, an tubos con 0.5 ml de cald cerebro-corazén.

Incubar a 37°C durante 24 horas.

Nimero de colonias sospechosas Colonias por
en la placa probax
Menoa da 50 3
51-100 5
101-150 7

A lom cultivos anteriores sa agregan 0.5 ml de plamma diluf-

do volumen a volumen con solucidn salina estdril.

Se incdban en b'aﬂo de agua a 37°-37°C observando a interva-
los de 1 hora durante 6 horas.

Se reporta la prucba como positiva si hay formacidén de codgu-
1o de la mezcla.

Investigacidn de la INasa,

Las colonias a estudiar se siembran en estria dnica; sobre el

agar para la investigacién de DNasa.

Se incuban a 37°C Qurante 24 horas.

#‘..
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Despuds de La incubacidn, la superficie del medio se cubre
con una solucidn 1 N de HCl o con una solucién al 0.1% de
azul da toluidina. 3n los & minutos siguientes se puaden

obsarvar loe aspectos siguientas:
- 3n presencia de HCl.

Una zona clara alrededor de la estrfa, &l resto del medio -

opaco: Cepa illaza (+).
- 3n presencia da azul de toluidina.

Una zona rosa alrededor de la estria, al rasto del medio --

azul: Cgpa Dilasa (-).
Invastigacidn de fosfatasa.

Se toma una colonia aislada con un asa de platino y se pre-
para una suspensidn microbiana en 0.5 ml de agua purificadi

esté!u .

Se agrega 1 ml de reactivo nimero l. Se agita y coloca a ba
fio de agua a 37°C dqurante 30 minutos. adicionar eri'seguida -

1 ml de reactivo nimero 2 y agitar.

La lectura deba efactuarse en los 10 minutos siguientes a la

adicidn del reactivo nimsro 2.

-

— Una reaccidn positiva se manifiesta por ia aparicién in--

madiata da un color rojo-granats.

#.'.



—— Una reaccidn negativa se traduce por la ausencia de -

canbio da coloz.

{.) Ps=oudamonas asgruginosa.

Sa incluysn en el género Pseudomonas los bacilos Gramnegati
vos, aerobios; mdviles por un flagelo polar, no esporula--—-
,dos, genaralmente no producan cipsula paro sa conocan cepas
con una capa extracelular cue producen colonias mucoides.

Se ancuantran en al agua, en el suelo y en el aira.

Pseudomonas aeruginosa Se encuentra en las heces humanas, y

‘@s patdgena al hombre sdlo en determinadas circunstancias:

Si sa introduce an el aspacio sub-aracnoideo por puncién --

lumbar, pueds causar meningitis bacteriana.

Zn las v{as urinarias produce ficilments enfermadades como -

' consecuencia de instrumentacidne.

Fracuentamante se encuentra en la piel humana normal y en -

ocasionss as rasponsable de lesionas inflamatorias des las -

vias auditivas y nasales.

‘Puade causar infaccidn en la cdrnea y es, sin duda, la bact:e;
ria que mis rdpidamente la destruye. La perforacién de la -
cdrnea puads presaentarse entre 18 y 24 horas .después del ———
principio de la infeccidn.

Sobre medios da galosa, las colonias de Psaudomonas aarugi--

“... .



nosa dan lugar a un pigmento verde o azul difucsihle. £n as
te..pigmanto se encusntra la piocianina soluble en cloxofor~

mo.y agua y la fluoresceina soluble solamente en agua.
Da una reaccidn positiva a la piueba do la oxidasa.
4.2:.1) Stembra en el medio de Cetrimida.

31 medio de Cetrimida (bromuro de N-cetil-N-H-N-trimetil-

amonio), permite el aislamiento selactivo de Pgoucomonas

agruqinosa.

Las omionias cultivadas en ests medio son redondas, pla--
nas, grisicaas, con brillo metilico. Frecuentements se -

chserva la presencia de un pigmento azul verde que difun-
de em @l madio. |

a) Se toman.colonias aisladas provenientes da las placas en
las cuales hubo crecimiento al realizar el método del’ --
"Tods o nada®. '

b).Se siexbra en la superficis con un asa de platino.

) Sa inauban las placas sembradas a 44°C durante 18-48 horas
an posicidn invertida. A esta temperatura el msdio es mﬁa
salgctivo. ' ‘

«2.2) Caracter{sticas bioquimicas.

1) La presencia de oxidasa es constante.
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a) Se impregna un disco de papel con una solucidn al 1% de
oxalato de tetramatilparafenilendiamina o de una prepa-
racidn equivalente.

b) Se toma una colonia aislada (proveniente de las placas -
de agar Cetrimida) con un asa de platino, depositéndola
sobre sl disco da papel impregnado.

c) Se lee la reaccidn de inmediato.

~ Roaccidn positiva: Una coloracidn roja o violeta sa -

desarrolla muy répidamente sobre el papel alredador de

la colonia.
— Reacecidn negat:lvaé No hay cambio de coloracidn.

2) La investigacién de las caracteristicas bioquimicas pug
de hacerse f4cil, ripida y ventajosamente utilizando la
galer{a API-Sistema 20 B.

‘Pseudamonas agruginosa presenta las caracteristicas --
siguiantes:

a) Pressncia de una dihidrolasa da arginina.

b) Utiliza el citrato de sodio caomo dnica fuente de carbo-

Nnoe
¢) Presaencia dg una gelatinasa.

d) Utiliza la.glucosa produciendo Acido.
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le3)  Candida albjcans.

’ Cancnda a.l.b:l.cans as un mic:oozgmimo d.i.mozf:l.co. _

Zn la supexf.icia de los medios sdlidos ricos. c:ece como
‘levaduras gemantes ovales o redondas, pero cuando lo ha-
¢a en la profundidad dal medio, puede formar hifas y en
los’tejidos 1infactados pueden encontrarse caracter{stica

~ mente ambas formas.

Crece fhcilments en los medios habituales a la temperatu
ra ambiente o a 37°C. 2n los cuit:Lvos en mediocs sélidos,.
las .coloni.aa recientes se asemejan.a 1as'bé.c£e:1§nas,' _son
1.1._3& Y e::_emosaé. pero las dolqniaa viejas " s'o‘n. gtandes'_iy

aparecen hundidas y rugosas.

31 cultivo en agar con harina da arroz o de. 'mniz estﬁnulqv‘
1a fommacién ds esporas cuactetieticas, xodea.das de gr:ug_ ‘-
sas paredes (clan.tdospo:u), que distinguen a _g_d_;.gg ’
_ng de otras especies de C d;lga, qua se pvuedan ha--'.;
llar presentes con frecuancia en las mucosas normales e
1a boca, vaginé y tubo digest::l.vq. pero puaden so_:‘patége,-'

nas en circunstancias especiales tales comos

. 3n po:odnalq que estén afectadas por diferentes enfermeda-
des por ejemplos (linfoinic malignos, diabates grave).

En los individuos que han sido tratados intensamente con - -
medicamentos antibacterianos de awplic espectro o Sometidos

. #p,oo



4.3.1)

a)

a tratamisntos inmunosuprasoraes.

2n personas en quienas puadae producir diferentes tipos -
de lesicnes, agudas o crénicas, mis o menos diseminadas.

A continuacién se citan las mis frecuentes:

a) Candidiasis oral (o aftas) consists en unas placas --
bl ancas, ‘discratas o ccnfiuentes,’ en las membranas -

mucoaha de 1la boca y faringe.

p) Candidiasis vulvovaginal. La mmucosa vdgina.l se afac-

ta en ocuibnes durante al embarazo y en la diabetas. :

Q) Candid.tasia broncopulmonar dabida a la :uwasién de --

los tejidos b:onqniales ¥ pulmonares, es en gmzal -
secundaria a la obstmccipn brongquial erdnica.

d) Candidiasis intertriginosa. 2s una infeccién fracuap
te en las &reas de la piel que estén permanantemente
hinedas y maceradas.

| uoztélogia. de Candida albjcang.

Sobre el agar 3ugon al LT-100 que se utu.tzé para la - -

. prusba del "Todo o nada®; incubado a 22°C durante & dfas;

M M forma paqueiias colon:l.u blmcu. liaas,

c;amosag. Bl examen de las colonias; dospu‘s de la colo-

’ taciéﬁ de Gram, :m.:ela'célulkaa radondas u ovales d¢ - ~

3-‘5')‘- an-di&uie:o{' de color violeta con gemaciones mul--

- tilaterales.
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Prusba de filamentacidn (facultativa).

Poner 0.5 ml de suero sanguineo humano en un tubo peque-

fioce

A partir de una colonia aislada, hacer una suspensidn -

poco dansa con el suero.
Incubar a 37°C durante 4 horas.

Zxaminar al microscopio una gota de la suspensi‘o'n sobre =

un portabo jetos.

--—= La prueba es pogitiva cuando sa observan las levadu~
ras formando gemaciones filanentosas, levaduras alar

gadas unidas poxr sus extremos.
Formacidn de clamidosporas.

Sobre un portalob jetos, px.'eviémente esterilizado a la fla-

ma del mechero y enfriado, colocar alrededor de 0.5 ml da

cualquiaera de los medios siguientes:
agar de papa y daxtrosa, medio de arroz, o del medio de -
papa, zanahoria y bilis de buay.

Colocar el portaobjatos sobre un tubo de vidrio doblado -
i
en U y puesto en el fondo de una caja de Petri, y agregar

1 ml de agua en la caja para evitar la desacacidn.

Serbrar la colonia a estudiar por medio de 3 estrfas - -
longitudinales paralglas. Recubrir la porcién central -

#...
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del indculo con un cubrecbjetos esterilizado a la flama.

d) Incubar a temperatura ambiente hasta que aparezca un de-
sarrollo a nivel de las aestrias, examinar diractamente -

al microscopio con al objetivo seco débil.:

Si existe Candida albicans se verd la presencia de un -

micelio o ds un pseudomicelio, que se presenta en forma
de filamentos mis o menos largos, hifas tabicadas, rami=

ficadas y gemacionas de células.

En las articulaciones del micelio proliferan las peque--
fnas formaciones redondas reunidas en racimos llamadas -
blaqetosporaé,’ en los extremos de los filamentos se en---

cuentran algunos cuerpos redondos, de paredes gruesas, -

muy refringentss, de alradedor de 6-12, da didmstro, -
llamadas clamidosporas, cuya presancia es caracteristica
de Candida a.’!.b':l.cans, aunque raramente Candida stellatoi-

dea también praesenta clamidosporas.

4.3.2) Caracteristicas bioquimicas.

~f

Ad) Auxonograma. f

2ste método permite evaluar la asimilacidn de gldcidos ds
parte de las levaduras por la via oxidativa. Su realiza-
cidn en la galerfa API-Sistema 20 C permite evaluar el -~

#...
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dasarrollo a simpla vista en 48 hofas a 37°C.
Candida ilw_agg revela los siguientes resultados:
Glucosa (+)

Sacarosa (+)

Mgltosa (+)

Galactosa (+)

Lactosa (=)

Rafinosa (-)

Zimograma (o fermentacidn dé azlicares).

31 API-Sistema 20 C, pemite evaluar el consumo de az{iga,
res en anéerobiosis, por el caftxbic en el pH del medio' y -
Con la ayuda del vire de un indicador colorido, o por 1la
presencia de burbujas de gas sobre una pelfcula de aceite

de vaselina.

Para utilizar este sistema, se deben seguir los sigu:l.eni:ea '

pasos:

API 20 - Candida.

1.) Preparacidn del indculo.

a) A partir de una colonia perfectamente aislada, se hacs

#... .
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una suspensidn de 2 ml de caldo Sugon al LT-100.

La densidad de la suspensidn debe ser ligera, da lo
contrario la lectura de las asimilaciones puede ser

dif{cil ds interpratar.
2,) Inocuiacién de la galer{a 4PI 20 - C.

a) Se prepara una caja individual da incubacidn con ta-

pa (esta caja la proporciona el fabricante).

D) Se identifica la galerfa, escribiendo la raferencia
dal andlisis a efactuar sobre la lengiieta provista -
para tal efaecto. '

¢) Se distribuyen 5 ml de agua en los alvédolos del fon-
do de la caja de incubacidén que funcionarid como céma
ra himeda durante el tiempo da incubacidn.

d) Se saca una galeria de su envoltura y se introduce -
en la caja individual de incubacidn.

@) Se introducs la suspensidn en los tubos de la galer{a,
con la ayuda de una pipeta Pasteur estéril, sobre el
costado de la clpula e inclinando ligeramente la ga--
ler{a, para gvitar la formacidn de burbujas.

- Para las ocho primeras caracter{sticas GLU, GAL, MAL, SAC,
LAC, RAF, TRZ, ML no llenar el tubo y llenar la cipula -

con aceits de parafina.
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- Para las caracter{sticas O, INO, GLU, GAL, MAL, SAC, --

LAC, RAF, TR3, MIZL, CEL, ACT llenar el tubo y la cipula

completamente sin rebasar el nivel; la formacidén de un
menisco debajo de la cipula trae consigo defectos en la

lactura.

£) Se tapa la caja de incubacidn Yy se mete a incubar a -

30°C o a 37°C.
3.) Laectura de la galer{a.

a) Después de 24 horas se efectda la primera lectura y -

se anotan los resultados,

D) Despuds de 48 horas se efecta la lectura final y se -
anotan los resultados.

Para la ’actid:l.ona ACT se toma como resultado la lectura -

de 24 horas.



INTERPRITACION D3 REZACCIONES API  20-C 54
Reaccidn

PRUZ3A caracter{stica positivo negativo
GLU Glucosa Amarillo Pirpura
GaL Galactosa
MAL Haltosa La produccidn
SAC % Sacarosa de gas sa inter
LAC g' Lactosa preta,por la -

Raz f\,‘ Rafinosa presencia de bux
T3 Trealosa bujas en el fon-
MEL Malibiosa do del tubo.

0 Tastigo Transparente
e
IO Inositol
GLU Glucosa -

GAL Gal actosa
MAL Maltosa
SAC % Sacarosa
LAC g‘ Lactosa Opaco Transparente
RAF é Rafinosa
TR3 Trealosa
MEL Melibiosa
CzZL Caloblosa
ACT Resoistencia a

Actidiona
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API 20 ~ EZntexrobactariaceas.

1.) Preparacidn del indculo.

a) Se toma una colonia perfactamente aislada y se sus—-
penda en 5 ml ae solucidn salina fisioldgica (0.8%5%)
estdril o, en su defecto, en agua destilada estdril.

2.) Inoculacién de la galerfa API 20 - =.

a) Se prepara una caja individual de incubacién con tapa

(asta caja la proporciona el fabricante).

D) Se identifica la galeria, escribiendo la refarencia -
del analisis a efectuar sobre la lengiista provista —

para tal efecto.

¢) Se distribuyen alrededor de S ml de agua en el fondo =
de la caja de incubacidn, que funcionard como cémara -

himeda durante el tiempo de incubacidn.

d) Se saca una galerfa ds su anvoltura y se introduce en
la caja individual de incubacién.

e) Se introduce la suspsnsidn en los tubos de la galeria,
con la ayuda de una pipeta Pasteur astéril, sobre el -
costado de la cipula e inclinando ligeramente la gale-

r{a, para evitar la fomnacién da burbujas.

- Para las caracter{sticas marcadas CIT, VP y GiL se llena
tubo ¥y Gipula.

#...
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Para las otras caracter{sticas se llena sdlo el tubo.

Para las caracter{sticas marcadas ADH, LDC, ODC y URZ,

se llenan campletamente las clpulas de acaite de para--

fina.
£f) Sa incuba la galer{a a 35°-37°C dqurante 24 horas.
Lectura de las galerias.

a) Despuds de la incubacidn, anotar todas las reaccio--

nes espontaneas.

b) Si el tubo GLU es positivo y/o si tres o més son posi
tivos: revelar las pruebas que necesitan la adic:l.én -

de reactivos.

Los reactivos TDA, VPl y VP2 se agregan primero. Si "1la
TDA es positiva la reaccidén es innediata. La reaccién -
V2, en camnbio, puede ser positiva dnicamente 10 minutos

despues de la adj.cion da los reactivos.

3l reactivo QO se agrega al tubo dal Hps (si este es ne--
gativo) o del 9_1v_’§’_§; Estos tubos riéos eh‘pept:on’as,’" perxh_;
ten una multiplicacidn de microorganismos y sénsibilizan
la reaccidn. La reaccidn se desarrolia lentamente Y. la -

lactura dafinitiva dabe hacerse en 10 minutos.

La reduccidn de nitratos se pone en evidencia por los reag

tivos HIT 1 y NIT 2 en el tubo GLU.

#.oi
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21 reactivo IND, para la revelacidn dal indol, se agre-

ga al éitimo, debido a que los &cidos puedan interferir

con las demids reaccionas,

4

La produccidn de gas carbdnico por las bacterias Gramng
gativas pueda observarse en los tubos que Contienen car

bohidratos, cualquiera menos la glucosa, en particular

al Manitol,

c) 5i el tubo GLU es negativo y el nimaro de pruebas po-
sitivas es inferioxr o igual a dos: no agregar los -

reactivos y reincubar 24 horas mis.

Identificacidn.

a) La identificacién de los microorganismos puede efeC—
tuarse con la ayuda de la tabla de porcentajes inclui
da en el equipo.

b) Para una identificacidén r&pida de especies y de bioti
pos, API propona un {ndice qua comprende un cddigo -
que transforma autom&ticaments los 21 resultados de -
las pruebas bioquimicas (20 pruebas + oxidasa) en un

nimero da 7 cifras llamado "perfil nmumérico“.

¢) En todos los casos, la identificacidn sfectuada debe
taener en cuenta cisrtos datos muy dtiles y muy a men_t_i _
do dsscuidados, talaes como:

Heeo



Origen de la muestra.

caracter{sticas coloniales (color, tamaio, olor, textu-

ra, ete.)
Reaccidn a la tincidén de Gram.
Morfologi{a microscdpica.

Reaccidn seroldgica.
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PRUZBA | Caracteristica Positivo Negativo

ONPG | o-nitrofenol amarillo incolozo

ADH Dihidrolasa da arginina X0jo & naranja |amarillo

LDC Dascarboxilasa de Lisina Rojo & naranja |amarillo

QDC Dascarboxilasa de Oornitina | Rojo & naranja |imarillo

cIT Citrato de sodio Azul verde & Verde pélido &
azul amarillo :

HpS Acido sulfhidrico Depdsito negro | Incoloro

UR3 Ureasa Rojo & naranja |.marillo

TDA Desaminasa de Triotofano Rojo - café Amarillo

IND Indol anillo rojo Incoloro 6

amarillo

P Vogas = Proshauer Rosa & rojo Incoloro

GSL | Gelatinasa Difusidn de - |do hay difusidn
pigmento de plgmento

GLU Glucosa Zmarillo Hzul & azul verde

MaN Hanitol anarillo izul & azul verde

INO Inositol amarillo azul § azul verde

SR “Sorbitol Anarillo |azul 8 a1 verde

RHA Ramnosa Amarillo zul é azul verds

SAC sacarosa Amarillo Azul é azul verdé

ML Malibiosa amarillo azul 8 azul verde

nTY Amigdalina Amarillo Azul 6 azul verde

ARA Arabinosa smarillo azul é azul verda

ox Rojo & violeta Incoiozo

Oxidasa

fuerte




IIX RESULTADOS €0

3n ol prasanta astudio se analizaron 1,475 muastras individua--
les de cosmdticos facialas do marca de pratigio en el mercado,
correspondiantas a 295 lotes de cosmdticos. Los andlisis se -
efactuaron en las atapas da: a) Productoterminado a granel (a

nivel de cubas de fabricacidn) y, b) Producto terminado vy acoé
dicionado.

Sa hacs asta diferencia porque cuando sa tiene el producto ter-
minade a granel, se hace el control de calidad microbiolégico y
sl esta calidad es buena, entonces se procede a acondicionarlo
en los envases y ampacues adecuados y se realiza el control mi-

crobioldgico nuevamente an asta atapa.

Los resultados de los cosméticos analizados, se agrupan para fa-
cllitar su estudio, de acuerdoe a su uso y al lugar de ampleo, -

en 5 grupos que son:

A) Productos que se aplican cerca de los ojos.
- Sombras para ojos en polvo.

= Sombras para ojos en ¢rema,

L&pices para ojos.

Delinaadores para pastaifias.

B) Maquillajes.
- Bases para maquillajes.

- Maquillajes en crema.
= Rubores en crama.

#..l
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C) Mascarillas.
- Asgtringentes.
- Nutritivas.

D) Cremas faciales.
- Cremas de dfa.
- Cramas de noche.
- Cramas nutritivas,

- Cremas hunectantes.
5) Cremas para el contorno de los ojos.

Para presentar los resultados en forma adecuadz y para facil;--‘
tar su anflisis, se encuentran resxmidoé en cuadros en donde sé
ve en forma clara y concisa, la fracuencia (£) y el pox:centaje

(%) con qua se presentan en las muesttas ana.uzadas, los dif.e--
rentes intervalos de bactezias/g, sa present:an ta:nb:l,én la fre--
mendia acumilada (fac) y el porcentaje acwuuladd (%'aé) para -
tener una idea global en un intervalo deteﬁnin,ado. Se encuen--.
tran tambidn en estos cuadros, algunas medidas de resumen que -
se utilizan en la 1ndustr;l.a Y que siyrveh porque nos orientan -
para saber en forma eétadivstica chuo se encuentra nuestra pobla
cidn, estas medidas son: valor minimo, valor m&::l.mo media - -

ar:l.tmetica, mediana y moda.

Zstos cuadros se presentan a continuacién cotejando los resulta
dos del anflisis de coaméticos a nivel da cubas de fabricacién
(a granel) y los resultados de los mismos cosméticos a nivel -

de producto terminado. ‘
. # eos



Distribucidn de miczoorganiemos en productos’ : -

de los ojos (Producto terminado a granael).

Bactarias/g F Fac % % ac Medidas de Rasumen
Valor minimo 0
0 193 193 80.42 80.42 Valor maximo . 10
Media 1.9
1-10 47 240 19.58 100.00 lladiana ' 0
Moda v 0
Cuadro 2

Distribucidén de microorganismos en productos cosndticos que se aplican cerca
de los ojos (Producto terminado y acondicionado).

Bacterias/g F Fac % % ac Medidas da Regumen
. Valmrmggfm: 0
o 165 165 68.7% 68,75 Valor maximo 150
1-10 72 237 30.00 98.74 Madia 3.8
1l-100 2 239 0.83 99,583 Mediana 0
101-1000 1 240 0.42 100.00 Moda 0

z9




Distribucidn de microorganiamos encontrados en imagquiliajes (Producto ter-

minado a granel).-

Bacterias/q F Fac % % ac Medidas de Resumen
0 302 302 90.1% 90415 Vator mfnino 0
Valor méxino 70
1-10 32 334 9.5% 99,70 Medla 1.2
: , Madiana 0
11-100 1 335 0.30 100.00 Moda 0
Cuadro 4
 Distribucidn de microorganismos encontrados an magquillajes (Producto ter-’
minado y acondicionado). S
| Bacterias/g F Fac % . % ac Medidas de resumen
o ' | : Valor m{nimo 0.
0 279 279 | 83.28 -83.28 Valor méximo 328
1-10 40 319 | 11.94 95,22 riedia 5.4
11-100 - 12 331 3.58 98.80 Mediana 0
. 101-2000 4 - 335 1.20 100.00 Moda - 0
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terminado & granel).

Distribucidn do microo:ganimos ancont:adou en mascarillas faciales (Producto

Bacterias/g . F ‘ Fac % % ac Medidas de Resumen
.. v | Valor m{nimo 0
0 87 87 | 58.00 58.00 Valor méaximo 870
1-10 52 139 34.67 92.67 Media : 25.1
11-100 6 145 4,00 96.67 Madiana ) 1))
101-1000 4 C150 3.33 | 100.00 Moda . 0
Cuadro 6

Distribucidn de microorganismos encontrados an

tarminado y acondicionado).

mascarillas faciales (Producto

Bactariaa/g F Fac % % ae Madidas da Resumnaen
0 84 84 56400 $6.,00 valor mfnimo ‘ 0
1-10 34 118 | 22.67 78.67 Valor maximo 3870
11-100 24 142 16.00 94.67 Media T1.7
101-1000 6 148 4,00 98,67 Madiana 0
1001-10000 2 150 1.33 100,00 Moda 0o

»9



Distribucién de mic:oo:gmisnos encontrados en cremas faciales (Producto
~terminado a g:anel).

Bacterias/g | F Fad % % ac Madidas de Resumen
v . ' Valor minimo 0
0 392 392 | B%.22 85.22 Valor maximo 10
: | | Media l.48°
1-10 68 460 14.78 100.00 Mediana 0
: Moda 0
Cuadro 8
Distribucidn de microorganismos encont::a.dos en cremas taculea (P:oduc\:o
terminado y acondic:lonado) .
Bacteriaa/g P Fac % % ac Madidas de Resumen
0 380 380 82.6 82.6 valor m{nimo 0
' valor m&eimo 76
1-10 76 456 16.5% 99,1 Madia 2.1
, . Madiana 0
11-100 4 460 | 0.9 Moda 0

100.0




Distribucién de microorganismos. encontrados en’ cremas para el contorno de
los ojos (Producto terminado a granel).

Bacterias/g F Fac % % ac Medidas de Resuman
‘ ' ] valor m{nimo 0
0 214 214 73.79 73.79 valor miximo 10
o . ' Media 2.6
1-10 76 290 26.21 | 100.00 Mediana c ‘ 0
' . . L o 5 Moda 0
Cuadro 10

Distribucidn de microorganismnos encontrados en
los ojos (Producto terminado y acondicionado).

cremas para el contorno de .

Bacterias/g F Fac % % ac ' Medidas de Resumen
0 198 198 | 68.3 68.3 valor mindmo 0
valor méximo 72
- 1-10 87 28% 30.0 - 98,3 Madia 3.7
Mediana 0
11-100 5 290 100.00 Moda . . 0 .

1.7




RELACION D8 MICROORGANISOS IDINTIFICADOS ¥ EL TIPO D3
PRODUCTO DONDZ S3 ENCONTRARON.
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interobacter o X
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Protaus morganii ' ple
Psoudomonas aeruginosa | ¥
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Seyxratia marcescens X
Staphylococcus albus X
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Para el andlisis de los resultados obtenides, vamos a comparar
los presentados en el cap{tulo anterior, tanto de producto ter-
minado a granael como. de producto terminado y acondicionado y, -
da esa manera, sa podzén cbsarvar las diferencias.en las corres

pondientes etapas de fabricacidn.

Los resultados de los andlisis efectuados en los productos cos-
nméticos que se aplican caerca de los ojos se encuentran en los -
cuadros 1 y 2. 2n el cuadro 1 se puaden observar los resulta--
dos del andlisis da 240 muestras correspondientes al producto -
teminado a granel de las cuales 193 presentan valores de 0 bac
terias/g y reprasentan un 850.42% y sa tiene el 1005 de las mues

tras con valores menores de 10 bacterias/g.

3n el cuadro 2 estén los resultados obtenidos del andlisis del
producto terminado y acondicionado del mismo grupo de cosméti--
cog. Da 240 muestras ﬁnalizadas, 165 presentan valores de 0 --

bacterias/g y representan un 68.7%% del total.

Zn el intervalo ds 1-10 Bacterias/g, 72 muestras fueron positi-
vas y equivalen a un 30%. Tenemos 2 muestras en el intervalo -
de 11-100 bacterias/qg y solamente 1 muestra con un valor de 150
bacterias/g en el intervalo de 101-1000 bacterias/g.

Bstos remltados son muy satisfactorios si se ve que al producto
a granel en al 100% de las muastras prosenta cuentas hacterianas
inferiores a 10 bacterias/q y en al caso del producto acondicioc~-
nado el 98.75% de las muaestras.

#l..
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Comparando astos resultados con las normac propuestas por algu-
nos autores como Desperrois y Dony son bastante aceptables, va
qua proponen un mdximo da 50 bacterias/g en los 9roduc£os Cog-~
méticos que se aplican cerca de los ojos. iallhalisser y - - -
Bourlioux proponen 100 bacterias/g ¢omo norma para este tipo de

cosndticos. (3, 7, 9, 32)

3ntre los microorganismos identificados y mds cominmente encon-

trados en este tipo de productos se tienen: Stanhylococcus - -

aibug y Bacillus sp.

in él cuadro 3 sa encuentran los resultados de 335 muestras de -
macuillajes, efactuados en la atapa de producto terminado a ==
granele &1 99.7% de las muestras se encuentré con valoras mén_q
res de 10 bactarias/g y sélanente una muestra an el intervalo -.

da 1-100 bactarias/g con un valor de 70 bacterias/g.

2l anlisis de los resuitados de las muestras de maquillajes de
la fase de producto terminado vy acondicionadé se encuentran en
el cuadro 4. Para estos productos se encontrd cue al 83.28% del
total de las muestras estén con valores de hasta 10 bacterias/ ,
un 98.8% con valores de hasta 100 bacterias/g y sSlamente 4 - -
muestras en el intervalo de 10i-1000 bactaerias/g con un valor -
mé&ximo da 328 bacterias/g.

De acuerdo con el criterio de Desperrois, quien propona para eg
te tipo de comméticos un méximo da 100 bacterias/g, los resulta .

‘dos obtenidos son bastante aceptables. De acuerdo a los crite-

fheoo '
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rios de Wallhalissar, Bourlioux y Dony, quienes propohen un va--
lor miximo de 1000 bacterias/g, los resultados son ain mis sa--

tisfactorios ya que incluyen al 100¢% de las muestras analizadas.
(3, 7, 9, 32)

Para este tipo.de pvroductos, los microorganismos mis cominmente
identificados fueron: Aerobacter asrogenesg, ilcaligenas faecalis,
Corynebacterium sp, Zscherichia coli y Proteus mozrganii.

Los rasultados de los anilisis que se efectuaron en las muestras
del producto terminado a granel de mascarillas facialas, se en--
cuentran en el cuadro 5. Da 150 muestras analizadas, el 8% pre
senta valor de 0 bacterias/g y el 92.67% de la poblacidn presen-
ta valores menoras de 10 bacterias/g, ol 96.67: do muestras en -
el lix‘:te'rvalo de 0-100 bactarias/g y 5 muestras en el intervalo -
da 101~1000 bactarias/g qua representan el 3.33%, con un valor -
méximo da 870 bacterias/g.

'~ En el cuadro 6 podemos observar la distiibucién de microorganis-
mos encontrados en al anilisis de 1%0 muestras de producto tar--
minado y acondicionado correspondientas a mascarillas faciales.

Zn este grupo el 56% de las muestras presentan valor de 0 bacte-
rias/g y aunque el 94.67% da las muaestras casn en el intervalo

da 0~100 babteziaa/g, lo cual es muy aceptable para el tipo de

cosméticos que se trata, hay que hacer notar que en aste grupo

tanamos 2 muestras con cuantas bacterianas superiores a 1000 -

bacterias/g, una de las cuales tiene un valor méximo de 3870 -~-

#.I.
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Para este tipo de cosmdticos Wallhalisser, Bourliow: vy Dony, —-
proponen una norma de 1000 bacterias/g como valor méximo admi-
sidleos Desperrois es mds estricto y propone un valor m&:imo de

100 bacterias/g. (3, 7, 9, 32)

Aqui cabe hacer mencidn, que cuando se analizaron algunos lotes
de mascarillas faciales a nivel de cubas de fabricacién, muchas
' veces se encontraron contaninaciones muy altas, obligando a tra
tar con métodos fisicos el producto v volverlo a analizar antes
de aprobarlo v acondicionarlo, e inclusive en 2 ocasiones se --

encontraron lotes contaninados con Psgeudomonas agruginosa, lo -

que did lugar a deshachar el producto.

a prdpééito de los microorganismos de interds particular en la -

materia, talas como: Stanhvilococcus aureus, Zseudomonasg asrugi--
nosa y Candida albicans; i/allhalisser, Desperrois, Bruch v lony,
coinciden en que estos nicCroorganismos deben estar ausentes en -

todo tipo de cosméticos. (5, 7, 9, 32)

Ademés de Psoudomonas asruginosa se aislaron otros microorganis—

mos de mascarillas faciales, tales camo: :erobacter aarodgenes,-

alcaliganas fascalis, Corynebacterium D, interobacter sp, Pro~--

tous mirabilis, Pseudomonas fluorescans y Serratia marcescens.

31 cuadro 7 muestra los resultados del andlisis de 460 muaestras

& cremas faclales, en el producto terminado a granel. Se tie-
ne el 85.22% de las muestras con valores de 0 bacterias/g y el

fheoe
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100% con valoras menores da 10 bacterias/g.

La distribucidn de microorganismos encontrados en cremas facia-
les en la etapa de producto terminado y acondicionado se encuan
tra en el cuadro 8. Sa presenta un valor minimo da 0 bacterias/g

en 380 muestras, aste valor reprasenta el 82.6% y un valor maximo

de 76 bacterias/g.

2l intervalo de 1-10 bacterias/g agrupa 76 muastras que equiva-
len al 16.57% del total de muestras que, sumado al 82,.6% con --
valor de 0 bacterias/q, nos da un 99.1% de muestras con cuentas
bacterianas inferiores a 10 bacterias/g. 32=n el grupo con inter

valo de 11-100 bacterias/g, tenemos solamente 4 muestras.

Los valores antariores estin muy Qe acuerdo a los c¢riterios de
Wallhaisser, Bourlioux y Dony quienes proponen Coito horma para -

este tipo de cosnéticos un valor miximo de 1000 bacterias/g. (3,
9, 32)

Bl microorganimmo mis fracusntemente encontrado en Cremas facia-
les fue Bacillus svo.

La distriducidén de microorganismos encontrados en el anélisis -
del procdicto a granel de 290 muestras de cremas para el contor-
no da los ojos;, sa encuentra en gl cuadro 9. Se observa en 2g-
ta distribucidn que el 1003 de las muestras estén con valores -

inferiores a 10 bacterias/g.

#.'.
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Y por Gltimo en el cuadro 10 esté la distribucidn de microorga-
nismos encontrados en el an&lisis del producto terminado y - -
~acondicionado de las muestras de cremas para el Contorno de los
ojos. 3e ve que 198 muastras se encuanti:an con valores de 0 bag
terias/g y representan el 68.33 y 87 muestras se encuentran con
valores de 10 bacterias/g. Tanemos un 98.3% del total de mues~
tras an el intervalo de 0-10 bacterias/g y solamente el 1.7% -~
‘en @l intervalo de 11-100 bacterias/g con un valor maximo de 72

bacterias/qg.

Las normas proouastas por Desperrois y Dony para este t;l.po' de -
productos cosmdticos es de 50 bacterias/g como valor mé&ximo - -
aceptabla. Y Bourlioux y Wallhaiisser provmonen un valor méximo -
de 100 bacterias/g, por lo tanto nuestros resultados son bastan-
te aceptablas.

21 microorganismo mis frecuentemente encontrado en este tipo de

cosméticos fue Bacillus sp.

3s importante mancionar los criterios microbioldgicos utilizados
para evaluar los resultados (3, 5, 7, 32) y que se¢ resum'envefn al B

criterio de J. Dony (9), quien propone las siguientas normas:



R D WS A GNNde W Wires W EENWCD - N e -tnnd.vuuvw e I S r--r‘——vv-----— TP W P Y W e ey -
l.) Investigacién de microorganismos mesdfilos aerobios. Norma
Cosméticos utilizados alrededor de 105 0JOSe « « o o o o 50 Bacteriaa/mlL &8 /g

Cosméticos utilizados para el cuidado de los niilos, es--
pecialmante IQCIén NACLAOB: ¢ o ¢ ¢ ¢ 8 0 s s 00 © 8 o o
Cosméticos utilizados para los cuidados corporales en -

medio hospitaiario (principalmente locionas y cremas de-

£, basa acuosa) ® & 0 6 & ® 6 08 ¢ & 5 6 8 & & 6 & & 5 8 & o »
i 102 Bacterias/ml & /g
Cremas parad FABULALs o s o o ¢ o ¢ o o ¢ 0 0 o o o o o &

i
£

Productos qenitO-u! INAX1OB: « ¢ ¢ ¢ 0 ¢ ¢ 0 ¢ ¢ o 5 o @
Productos en contacto Con las mucCoSaS. ¢ ¢ o ¢ ¢ « o o o
P!.'oauctos antiﬂolarQSO S & & 6 o ® 0 ® & e ® & o ® o o @

Productos que puaden sor inhaladose « « ¢ o « ¢ o « o »

Ootros ptoductos- @ 6 & ¢ 5 © 4 6 ®» 4 @ 8 &6 5 @ ° o @ ® @ 103 B“tetiaS/lu 6 /‘
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2.) Investigacidn de microorganimmos de interds particular - ‘

en la materia. ‘ Ausancia das

Bn todos 108 productos COSMAtitoS. o ¢ o o v o o ¢ o o o P seudomonas aetuginoéa.

Staphylococcus aureus,

Candida alhicans,

2n los productos de base acuosa (lociones, cramas, etc.)
susceptibles de ser utilizados para los culdados corpo--
ralea en medio hospitalario y/o recomendados para niiios

(especialmente Yacion NBCLAOK) e ¢ o ¢ o s o o o o o o o o gnterobactaerias.

Pseudomonas aarugihosa.

Staphylococcus aursus.

Candida albicans.
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o~ La industria de los cosméticos es de importancia debido al
consumo tan granda que tienan sus productos an todos los =~

niveles socioacondmicos.

«- Se prosentaron an este trabajo algqunas técnicaé da control
de calidad microbioldgico, para la cuenta de bacterias to-
tales y la investigacidn de microorganismos de interés par
ticular en la materia (microorganismos especificos). Zstas
técnicas son las utilizadas sn la compai{a Cosbel, S. A. -

de C. V. L'UOreal de Paris, donde se realizd este trabajo.

X

o~ La calidad microbloldgica de los cosméticos es un criterio
importanta para garantizar la inocuidad y la sstabilidad =-

de las praeparaciones.

4.~ Bn México hasta el momento, no existen normas microbioldgi-
cas para astos productos, debido a qua no se ha hacho nin--
gin estudio al respacto, dasconociéndose las condiciones -
geales en las que se encuentran, desde el punto da vista de

contaninacidén microbioldgica.

5.--Para ciertos tipos de preparacionas, es importante adicio--
' nar agentes conservadores, destinados a prevenir la multi--
plicacién bacteriana en el almacenamisnto del producto y du

rante su uso.

6.~ La pureza microbioldgica no sa obtendri si no se tiens la ~-

astricta observacidn de una cadena continua de pracauciones
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que comprenden, desde la inspeccion de materias primas, la
aplicacidn de buenas técnicas de manufactura respetando las
reglas de higiene en el momento de la fabricacidn, hasta el
acondicionamiento del producto, dando asi{ seguridad al con-
sumidor y estabilidad al cosmético.



ANBXOS

A) Medios da cultivo.

1) Agar de Baird-Parker
Peptona tripsica de caseina
Extracto de carne da res
Sxtracto de levadura
Cloruro de litdo
Agar
‘Glicocola

Piruvato da sodio

Preparacidn:

78

10

[$23
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Q v v | | a1 u

17
12
1o

Se suspendan 60 g de medio saco en 1 litro de agua destilada,

Se calienta agitando frecuentementa, se hierve durants 1-2 -

minutos. Se estariliza en autoclave durante 15 minutos a -

121°C. Se deja enfriar a 45-50°C y despudés se agregan:

10 ml de una solucidn astéril de telurito de potasio -

al 1x.

' 50 ml de emulsidn estiril de yema de huevo (preparada a --

partir de 15 ml de yema de muaevo y 35 ml de solucién sali-

na fisioldgica.

2) Agar cetrimida
Peptona de gelatina
Cloruro de magnesio
Sulfato de potasié

Bromuro de N-cetil-NNN-trimetilamonio

20¢
lsd4 g
10 g
0.5 g

*...
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Hgar . 13.6 g
Agua destil ada c.b-p. 1000 fnl
Preparacidn:

Se suspenden 45.5 g de polvo en I litro de agua destilada.

Se deja reposar alrededor de 1% minutos vy se agregan 10 ml --
da glicerol bidestilado. Se calienta hasta ebullicidén agitan
do frecuentemente. Se esterilirza en autoclave durante 15 mi-
nutos a l2leC,

Se distribuye el medio en cajas Petri estdriles.

' 3) Agar de papa y dextrosa

Papa blanca 200 g
" Daxtrosa ‘ 20 g
Agar ’ , S 5 g
Agua dgestilada | ' S 1000 ml
Preparacidn:

Se suspende la papa pelada y picada en 1000 ml de agua destila
da. Se hierve durante 30 minutos y se filtra varias vecas.

En esta infusidn se disuelven los demés ingredientes. Se agre
ga agua destilada hasta completar el volumen inicial (1000 ml).
Se calienta a ebullicién hasta disolucién total del medic. Se
distribuyas en porciones de 100 nl y se esteriliza en autoclave
por 15 minutos a 121°C. Se enfrfa a 45-48°C y se acidifica a
pH 3.5 con solucidn estédril de acido tartdrico al 10% (aproxi-
madamente l.4 ml de acido para 100 ml de med.ib). Una vez que -

#.‘.



se ha agragado el acido tartfrico no se vualva a calentar el

madio.

4) Agar =augon al L.-100
Peptona tripsica de caseina
Peptona papainica de soya
Cloruro da sodio
Sulfito de sodio
Cistina
Glucosa
Agar
LT-100
Agqua destilada C.b.pe.

Preparacidn: .

15

0.2
0.7
5.5
15
100
1000

E.EIQ'QQ\Q\Q\QUJ

Se agregan 100 ml de LT-100 concentrado a 900 ml de gelosa —- -

reconst:l.tu:[da,' a manara de obtener las siguientes concentra--

ciones en ol medio nutritivo.

Lecitina 0.1%
Twaeen 80 Deb%
Triton X 100 0.1%

Se esteriliza en autoclave durants 15 minutos a 121°cC,

5) Agar para la investigacidn de Itasa

Paeptona tripsica de casaina y

papainica de soya
Acido desaxirribonucléico

20
2

g

*‘..
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Cloruro de sodio o - : $ g
Agar . . 15 g
Preparacidn:

Se suspenden 42 g de polvo en 1 litro de agua destilada. Se
mezcla perfectamente v se calienta lentamente. Después se -
pona a ebullicidn justo a completar su di‘solucién. Se este-
riliza en autoclave durante 15 minutos a 121°C y se distribu

ye en cajas Petri.

6) Caldo cerebro corazdn

Infusidn de cerebro de taernaza 200 g
Infusidn de corazdn de res 25 g
Proteosa-paptona 10 g
Cloruro de sodio , o : 5 g
Posfato disdaico ' | . ‘. ' 2.5 ¢
Glucosa ' ' ' 2 g
Agua destilada o 1000 nl
Praparacidn:

Se disuelven 37 g del medio deshidratado en 1 11!:1.'6 de agua -
dastilada. Se hierve. Se distribuye en tubos da 12 X 7% mnm,
en volﬁmeneé de 0.5 ml. Se esteriliza en autoclave &u:ante -
15 minutos a 1l21°C.

7) Caldo Zugon al LT-100 ‘
Peptona tripsica da caseina 15 g
Peptona papainica de soya ‘ ' 5 g

#.l.



Cloruro da sodio
Cistina

Sulfito de sodio
Glucosa

LT-100

Aqua desﬁilada Cebepe

Preparacidn:

82

0.7
0.2
5.5
100
1000

EEQQ‘QQ

Se agregan 100 ml de LT-100 concentrado a 900 ml de caldo, sa

mezclan a manera de obtenar las concentracicnes siguientes -

del medio nutritivo.
Lecitina 0.1%
Tween 80 0.5%
Triton X 100 0.1%

8) LT-100
Lecitina
Tween 80
‘Triton X 100
Agua destilada C.b.p.

Preparacidns

10
50
10

1000

E_tn-n-n

Se incorporan los ingradientes al agua destilada y se calien-

tan ligeramente hasta lograr la mezcla total.

9) Medio de arroz
Harina de arroz

Twean 80

10
10

g
ml

Heeo
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Agar 10 g
H20 destilada c.b.pe. ' 1000 ml
Preparacidn:

Se agrega la harina de arroz al agua en ebullicidn y se hier-
ve durante 30 segundos. 3e filtra sobre algodén y sc agregan
‘el twaen 80 y el agar. Se reparte en tubos vy se esteriliza -
en autoclave durante 1% minutos a 121°C, Cuando se usa, se -
funde el medio en baio marfa y se vierte sobre portacbjetos -

previamente esterilizados.
10) Medio de papa, zanahoria y bilis de buey.

- -.Zanahorias peladas y ralladas 20 g'

Papas peladas y ralladas 20 g
Agua destilada 100 ml
Preparacidn:

Se maceran en frfo durante 1 hora las papas y las zanahorias,
sa ponen a ebullicidn durante 5 minutos. Se filtra sobre gasa
y una vez que el 1i{quido esté frio se complaeta a 1 litro con -

aqua destilada.

Liquido filtrado 1000 ml
Bilis fresca de buey 150 ml
hAgay 25 g

Sa calienta el 1fquido filtrado con el agar hasth-fund;rlo,'sé
£iltra sobre algoddn y ce agrega la bilis. Se reparte en - =

#I..."



tubos y se asteriliza en autoclave durante 15 minutos a - -
121ecC,



Reactivos para evidenciar pruebas bioquimicas.
1) Reactivo 1 para investigacidn de fosfatasa.
Fenilfosfato disddico y 4-amino antipirina.

Eéte reactivo se presenta liofilizado. Una vez reconstituido
con 3 ml de agua destilada, se puede ¢onservar en refrigera-
cidn a 4°C durante 1 mes. Este reactivo e‘s fotosensible, =-
por lo que se debe conservar en frasco de vidrio &mnbar y en

lugar oscuro.

2) Reactivo 2 para investigacidn de fosfatasa.
Solucié'n» amortiguada de ferricianuro de potasio.

Bste reactivo se debe conservar en refrigeracidn a 4°cC.

3) Reactivo IND (Reactivo de Kovacs)

Alcohol isoam{lico puro ‘ _ 150 ml
Paradimetilaninobenzaldehido . 10 g
Acido clorhidrico concentrado , 50 ml

4) Reactivo NIT 1

Acido sulfan{lico | o 0.8

g
Acido acdtico 5 N 100 ml

5) Reactivo NIT 2 ,
1 Naftilamina ' 0.6 g

Acido acdtico 5 N e 100 ml

#I..



6)

7

8)

9)

Reactivo Qz

Oxalato de tetramatil-p-fenilendiamina
Alcohol isocam{lico

Reactivo TDA

Cloruro férrico

- agua destilada

Reactivo VP 1

Hidrdxido da potasio
Agua destilada

Reactivo VP 2

Alfanaftol
Alcohol etilicc‘

1l g
100 ml

10
100 ml

Q

100 ml

6 g9
100 ml

BEste reactivo se debe conservar en refrigeracidn a 4°C y en --

frasco de vidrio fmbar, al resguardo de la luz.
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