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®INTRODUCCICN™

Si bién la belleza fisica puede ser una cosa super-
ficial, los problemas que afectan a los productos de be-
lleza son realmnente profindos. lLos cosméticos vor conta-
ninacidn microbiana se descomponen adquiriendo una apa -
riencia y olor desagradsbles. Las euulaiones cosméticas~
se separan, asf nmismo pierden las propiedades que su for
milacidn les confiere, la alteracidn puede presentarse -
despuds de que el crecimiento microbiano ha llegado a su
méximo y cuando la cuenta estd declinando. Ocasionalmen-
te se han encontrado sustancias que contienen hasta 7 mi
llones de licroorganismos por mililitro sin seflales ob =
vias de alteracidn.

los productos cosméticos pueden llegar a ser consi-
defadoa como una amenaza para la salud pudblica vor con -
vertirge en transmisores de enfermedades, En el nasado -

se habfa obtenido cierta consolacidn al no voder contes-



tar dos preguntas pertineates: 1) ;Afecta el contenido -
nierobiano solsmente al producte? y 2) ;Existe algyn re-
gistro de infecciones que hayan resultado de un cosméti-
co contaminado?. Algunos informes recientes han implica-
do que los cosméticos contaninados y cremas farmacedti -
cas en el mismo estado son el origen de cierta vatologia
humana en el ambiente hospitalario.

El origen de este tipo de problema que aqueja a la-
Industria Cosmdtica es uno sdlo: "COITAIINACICN POR MI -
CROORGANISIOS", Sin importar su origen, la presencia de-
un gran minero de microbios durante un perfodo importan-
te es heraldo de peligro contra la calidad y salubridad-
de un producto,

Por lo antes mencionado, a través de este trabajo -
serdn analizados todos lgs posibles factores aue origi -
nan la contaminacidn microbiana, asi como mecanismos que
garantizen la calidad microbioldgica de los productos y-
en consecuencia la Importancia de un Anflisis llicrobiold
gico en los Cosméticos, con el fin de evitar una posible
contaminacidn al consumidor,



Capftulo I

*ORIGENES DE COUTAMINACIOL"

Para poder analizar los nosibles orfgenes de conta-
minacidn microbiana, se debe saber que en todas las eta«
pas por las que pasa un cosmétiico durante su vida estd -
gujeto a contaminacidn; a esto hay que arregar gque la -
composicidn de tuchos de ellos es un medio rico en nutr1
mentos gue pueden aprovechar los microorganismos vara su
desarrollo.

Todos lus investigadores que han gbordado el tema -
de la !icrobiologfa en los cosméticos estdn de acuerdo -



en que el princinal pelizsro que los microorganismos pre-
sentes pueden acarrear es contra el mismo producto, al -
que le pueden provocar enturbiamiento, romnimiento de -
emulsidn, camnbio de olor, color, viscosidad, formacidn -
de gas, ete, Los casos en que un producto de perfumeria-
o cosmético ha podido ser detectado como origen de conta
minacidn patdgena son muy escasos, mdxine si se tona en-
cuenta los miles de millones de unidades que han gido =
vendidos desde hace décadas. Ios ejemplos mAs conocidos-
de esto dYltimo son las infecciones oculares ocurridas en
Suecia e Inglaterra por el uso de ungllentos y soluciones

salinas conteniendo Ps.aeruginosa y los casos de sgeptice

nia por K.pneumonizse contenida en un envase aplicador de

crema para las manog, el cual se utilizaba en la seccidn
de teravia intensiva ¥ ocue habia sido rellenado en varif
as ocasiones con productos que habfan sido vendidos en -
el mercado.

Como varios autores lo hacen notar, la niel es una-
mnggnifica barrera que vive en equilibrio con una gren -
cantidad de microorganismos sin permitir su naso al intg
rior del cuerpo, verc su runtura o lesidn constituye una
puerta de entrada cuyo peligro potencial debe ser tomado
en cuenta.

A continuacidn se mencionan los posibles origenes -
de contaminacidn, los cuales deben ser snalizados deta =
lladamente. Estos vueden ser clasificados en :

A) Pactores Primarios ¢




1) llaterias primas

2) Equipo de HManufactura
3) Medio “mbiente

4) Personal

5) Equipo de llenado

6) liateriales de empaque

) B) Pactores Secundarios.

A) Pactores Primarios: es la contsminacidn obteni-

da durante el proceso del producto.

1) Materias prﬁmas:

De los diversos ingredientes que se usan nara fabri
car cosméticos, algunos de ellos muestran frecuentemente
niveles de contaminacidn peligrosa.

a) Materias nrimas de Origen Animal:

Dentro de estos se pueden citar: grasas y aceites -
animales, caseina, extractos de placenta, huevo, gelati-

na, etc,, los cuales pueden ser portadores de contaminan

tes (E.coli, Salmonella, Staphylococcus aureus, etc).

3 b) Materias primas de Origen Vegetal:
Ligta de Microorganismos encontrados:
Material Microbio aislado
Almiddn de Haiz Staphylococcus aureus, Aerobacter
Alniddén de papa Bacillus sp.
Almidén de trigo Bacilos Gram (-) Halofilos

Grasa vegetal Hongos y Bacillus_ sp.



Material Microbio aislado
Goma ardbiga E.coli, Salmonella
Agar Bacillus gp., Hongos
Xceite cée Coco Hongos y levaduras

c¢) Materias primas de Origen Mineral.

las materias primas Vegetales y minerales, con ade=-
cuados procesos de produccidn, pueden lograr una calidad
microbioldgica admisible ya que algunos de ellos, duran-
te el proceso, requieren de una alta temperatura, por lo
que la contaminacidn microbiasna, en caso de eristir, de=-
saparece,

Es posible, en materias primas en nolvo como son -
talcos y colorantes, realizar una esterilizacidn con Oxi
do- de Etileno o bien con Calor Seco; esto dependerd de -
la naturaleza de la materia prima de que ge trate, y se-

tratard ampliamente en los siguientes capftulos.

Las principales materias primas involucradas en la-

febricacidn de cosﬁéticos incluyen:

a) Agua

b) Resinas

c) Agentes dispersantes

d) Surfactantes

e) Saborizantes o perfumes

f) Geles acuosos

g) Polvos '
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De los anteriores, el agua es considerada el conta-
minante nimero uno en los cosméticos, ya que es el ori -

gen mds frecuente de contaminacidn de Ps,aeruginoss, so=-

bre todo cuando se trata de agua deionizada o desminera-
lizada que se ha mantenido en almacenamiento. El agua re
quiere una atencidn particular, no sdlo por su imnortag
ciag como materia prima sino también como solvente, paras
limpiar y enjuagar.

La siguiente es una gufa de seguridad en 1la calidad
MNicrobioldgica del proceso de Agua para la fabricscidn -
de Coasmdticos,

€1 mimero permisible de mizroorganismos ovuede ser -
el origen de la contaminacidn de todo el sistema de fa -
bricacidn. Es responsebilidad del fabricante establecer-
no solé un ndmero mdximo de microorganismos para el agua
de proceso; sino también los microorganismos especIficos
que sean dafiinos nara el producto mismo, y para el nﬂbli
co.

Las materias orgdnicas y/o inorgdnicas son indesea-
bles para el agua de proceso nor algunas de las siguien-
tes razones:

A) Llegen a servir como nutrinentos para el desg
rrollo de microorganismos, que nodrian tener un efecto -
deteriorable en las propiedades ffsicas del oroducto.

B) Es posible produzcan oscureciuiento al oroduc
to,

C) Llegan a impartir un olor desagradasble al —<-



agua,

D) El agua con un alto contenido mineral forma -
escamas de cal que sirven como trampa de materia orgdni-
ca y microorganismos., Aungue el cloro es un excelente de
sinfecta:te del agua, probablemente cause problemas de -
estabilidad en el color y olor Al producto, por lo que -
debe ser cuidadosamente controlado en el nroceso del —w=
agua.

E) Altas concentraciones de minerales oresentes-
en el agua de proceso vodrfan afectar en lo estdtico, -~
proriedades funcionales o productos finales.

Manejo de Muestras de Agua

El proodsito es asegurar una determinacidn exacta-
del contenido micrdbioldgico en la muestrs de agua. lLas-
miestras del agua de proceso, que gerdn analizadas, de -~
ben ser transferidas en envases estériles, desde el pun-
to donde se toma, al laboratorio, *1 andlisis deberd ha-
cerse antes de una hora desopués de tomadas las muestras,
si esto no fuera nosible, deben ser refirgeradas y enali
zadas dentro de las cuatro horas siguientes,

Diseflo y mnantenimiento del sistema

Ingenierfa: El sistema serd disefiado con un drenaje
y recirculacidn apropiados, con un mfnimo de codos, T, ¥y

dngulos; deberdn evitarse los "Caminos sin salida® en el
gistema ya que vodrian convertirse en el mejor origen de
desarrolle microbiano en el sisiema, los medidores de -

agus son otra 4rea cue favorece al desarrollo.



El sistema tiene que ser exsminado a intervalos re-
gulares con un mdximo de eficiencia, eliminando los aine
rales, Cuando se use el gisteina de deionizacidn 1sa rege
neracidn y maitenimiento ge.aeral deberdn ser resvonsabi-
lidad de une persona commetente que estd faniliarizada -
con el equipo, filtros en lfinea, ldmnaras U.V., o algin-
otro equino que requiera esvecial atencidn, El servicio-
tendrd que ser acorde a las esnecificaciones del ecuivpo-
para asl maniener las operaciones al mdximo ce eficien--
cia.

1 Cuando se aliiacena el agua en un tanque, se recomi=-
enda tomar muestrss neriddicas para llevar un control =
del desarrcllo ce microorganismos.

Es responsabilided del fabricante de cosméticos, ar
ticulos para tocador y fragancias, establecer métodos y-
procedimientos para mantener la pureza microbizna dentro
de los tancues de almacenamiento de aguas y tuberizs, Es-
recomendable consultar al Microbidlogo todo lo concer --
niente a los asvectos microbioldgicos de la Ingenieria y
mantenimiento del sistema..

Cufiica: Cuando los resultsdos de las oruebas indi
aguen que el agua en un sistema de deionizacidn no estd -
dentro de 1as esvecificaciones qufmicas y /o fisicas es-
tablecidas, se recomienda que el sisteua sea revisado, -
Por ejemplo canrbios en resistencias eldctrics medicos nor
un notencidmetro, o cambios reventinos en el vwH, son dos

criterios ind:icativos de un nroblems votencisl.
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ilicrobiologfa: Cuando las pruebas establecidas para

los cosmdéticos vnor el fabricante indican uns-poblacidn -
microbiana sunerior al limite mdximo acevtado,9 un cam -
bio significativo en el nivel, se deben realizar los si-
guientes nasgos:

1) Leterminar el origenm de los microorganismos, -
La countaminacidn puecde nrovenir, entre otros lugares, de
tangques de almacenawiento, vninas de reparto, vdlvulas y
medidores. Esta construccidn es tinicamente americana,

2) Sanitizar el origen de contaminacién y todas-
las vartes del sistema "RIo abajo" desde el origen. La -
contaminacidn que usualmente ocurre en lag resinas idni-
cas se controla circulando, a través de las resinas, una
solucidn de formaldehido ( en concentraciones desde 0,25
% al 1,5 %, con formaldehfdo al 37 .% )o concentraciones-
anroniadas de otros agentes comnatibles. Debe consultar-
se g los fabricantes de resinas sobre las recomendacio=-
nes de agentes compatibles, Se tendrd cuidado de elimi -
nar todo residuo de formsldehido y otros age.tes, circu-
lando agua después del tratamiento; nor ello, es recomen
dable gue la sanitizacidn se haga sobre bases ya estable
cidas.

Como una prdctica general, debe circularse una can-

tidad suficiente de sgua entre overacidn y operacidn, es
ta cantidad devenderd del tanafio del siste.a.

Perfil llicrobiano: Hivel ¢e noblacidn y esmecies.

Zs cesenble cue el asua uradas en la fabricacidn de-

«8 '
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productos cos:zéticos, artoviculos nara tocador, y fragan-
cias tenga un .ivel prdcticamente wnuy bajo de microorqa-
nismos.

1 Eg resvonsabilidad del fabricante deteruinar las -
consecuencias del nunero residual de microorganis:os. gn
el caso de productos donde se usa el agua pera "lezclado
en frio",lo ideal serfa usar agua sin microorgenisnmos.

Los unicos medios de localizer el origen de microor
ganigios es conociendo las nartes del sistema de agua; -
con este tino de inforuascidn, es vosible instituir nroce
dimientos correctivos con objeto de minimizar la frecuen
cis de problemas microbioldgicos en el sistema de nroce-
go de agua.

Las siguientes d4reas del sistena desmineralizador -
de agua deberdn recibir sumo cuidado:

1) la entrada de agua gue alimenta la unidad

2) #1 agua que proviene de las columnas de resi-
nas para intercambio idnico,

3) Cada estacidn de agua de la unidad desminera-
lizadora. |

4) Algda otro puato en el sisteua donde la infor
mecidn sobre el estado microbioldgico se esti
me necesario,

Es recomendable gue las muestras sdicioneles nara -
analizarse sea: tomadas de los siguientes ountes:

1) Pleca de carbdn: Tomar una ruestra de agua --

desvuds de gque nase mor dsta unidad,

P

iv
&
b
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2) Tanoues de almacenamiento dq agua.
3) Radiacidn U.V. Tomar la uuestra desouds de -
aue pnase nor ésta unidad,

1 Lo ideal es hacer una historia de poblacidn micro -
biana de cada d4rea Cel sistena, para 1o cual es recomen-—
dable que se programe una muestra incluyendo cada esta -
cidén de donde se mueve el agua asi como el tanque de al-
macenaniento, La irecuencia de las nruebas depende del #

nivel de referencia de cada compafifa,

Control de Microorganismos:

Los nicroorzanismos que normalmente se encuentran -
en un sistema desminéralizador, tienen su origen en el -
agua nisma que serd de:zmineralizada, Los microorganisumos
gson adsorbidos Gecde el agua existente en las resinas. -
Es en este punto cue ellos se multinlican y obstruyen -
1as particulas de resina, disminuyendo la eficiencia del
proceso de intercaubio idnico. las resinas contaminadas-
microbiananente ncidan como un foco de contaminacidn cue

ge extiende mor todo el cistena.

"Métodos de Control:

a) Desinfeccidn quimica:

Cuando hay un cambio ascendente en la cuenta micro-
bioldgica del sigtema, este debe cerrarse y tratarse, Ia
desventaja de este nroceso es oue la solucidn es solo -

tenmoral,
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b) Calor:

El calor es un medio efectivo en el control de la -
noblacidn microbiana. Esto nuede connletarse ma:teniendo
el agua ea el tangue de almacenawiento a una temperatura
elevada (160° - 180°F)(71° - 82°C), o bién haciendo que-
el agua trasladada desde el tanque de almacenamiento se~
caliente rdpidamente antes de su uso en la fabricacidn.

. ~El sistema caliente debe estar construfdo de un ma-
terial resistente al calor. Asi, por ejemplo, no se pue=-
den usar las tuberias de cloruro de polivinil sino dnic§
mente tuberims de acero inoxidable,

c) Luz U, V,:

Otra formg para minimizar la presencia de microorga
nismos e un sistema ceamineraligzador dg_agua, es el uso
de luz U.¥, Una instalacidn de lémparas U.V. debe cons—-
tar nor lo menos de dos. La primera se coloca al empezar
el sistema, vara que el agua sea irradiade antes de en -
trar al sistema. La segunda unidad se coloca en un lugar
tal oue se irradie toda el agua deionizada que va al tan
que de almacenamiento. Adends el agua debe estar recirci
lando. Deben tomarse estas nrecauciones para gque la uni-
dad U.V. trabaje con un mgximo de eficiencia. Si el agua
coatiene sdlidos suspendidos, estos deben ser removidos-
pasando el agua a través de un filtro. Es recomendable -
ge revigen veriddicamente las unidades U.V,

d) Filtracidn por membrana:

Estos filtros eliminan partfculas o microorganismos .
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Erandes, de acucrdo al tamnafic del noro. Las .iembranas -
trabajan en todas condiciones: los filtros ze disefian pa
ra la esterilizacidn de flufdos con avlicacidn especial-
nara el! agua; y, devendiendo de la celidad del agua itra-
tada, es o no necesario usar un filtro cartucho nara eli
minar las vartfculas srandes. Este nretrataaiento nrolog
ga la vida de las membranas y ayuda a mantener la veloc}
dad del flufdo en el sistema en particular, Le cualquier
manera, antes de la instalacidn de un sistems de filtra-
cidn de mexbrana, se deben seguir al vie de la letra las
recome::daciones del nroveedor nara su ingtalacidn, uso y
mantenimiento. Ademds el dismnositivo debe revisarse ne -
riddicamente parz verificar su funcionanmiento anrovniado.

e) Ozono:

Hay equinos dignmonibles con medios »rdcticos de ozo
nacidn, para reducir el nivel de microorganisnos en el -
agua. Ademds debe ser revisado periddicamente nara asegu
rar el funcionaniento anroniado,

f) Personal:

Para esteblecer ua buen control, el orogroma debe -
comnletarse utilizando personal anrovniadame.te entrenado

en el maartenisiento Gdel sisteana.

2) Equivpo de iiaiufactura

Un sepundo y ~ran origen de contaminacidn es el =~
equino, sobre todo en acuellos productos nue durante su-

nroceso de fabricacidn no <‘necluyea ningn calentamniento.

-
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Los microorganismos estdn constaniemeite renrocduciéndose
y el creciciento microbinrno muede no ser observado duran
te un perfodo relativameite nrolongado 2l no ser visi --
bles en los rincones y he:ndiduras del enuino de la nlan-
ta, Si esuwo ocurre, los microorganiszog svanzarian hasta
que finalmente, avarecerian en el nroducto teriainado., El
control de contaminacidn microbioldgica debe llevarze a-
cabo como varte vital e:n la fabricacidn del nroducto. ZEs
indispensable la limnieza del equipo desnuds de cue se -
haya usado., Como una prdctica regular, se deben limniar-
las 1faeas, calderas, tancues y todos acuéllos utensi _-
lios usados en la raaufacturs de cosméticos suscenti —=-
bles de contauinacidn con agua caliente, vavor y/o solu-
ciones sanitizantes para ayudar a realizar una buena fa-
bricacidn. )

Los agentes sanitizantes emnleados soa aiferentes;
ejem: solucidn de comnuentos cualternarios ce asonio al -
0.5 %, solucidn ¢e formaldehido o hivoclorito de sodio -
d¢ilufdo (200-250 ppm), vanor, solucidn de yodo, compues-
tos fendlicos,

la seleccidn de los sanitirantes cependerd del tivo
de equivo y del poroducto a fabricar; esto sia olvidar -
que, vara oue la sanitiracidn sea efectivs, es convenien
te rotar los sanitizantes »or lo menos una vez al nes, -
pars evitar la adaptacidn de los microcrranisuos,

31 tiempo de contacto del sanitizznte con el eguino

eg de grsn immortancia ya oue de ello ceneade en gran -
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narte la efectiviuad de los sanitizantes,

Tos resultados de las nruebas microbioldgicas que -
se hagan ael enuino nostrardn la efectividad ée la overa
cifn de limvieza. La presencia de algunos miles o cien -
tos de microorsanisuos en una mancha o ml.cubico exige-
accidn inmeaiats. Unas cuantas docenas son inevitables, -
a¥n cuando es nosible obtener cuenta de cero en lag zo -
nas realnente limnias y sanitiradas.

Es immortante un orogrems de adecuada limnieza gene
ral a fin de controlar el hospedaje microbiano, entendi-
endose mor limnieza general, la de los vnisos, naredes, -
techos, nnacueles, cendsitos, wesas c¢e trabajo (nor arri
ba y vor abajo), la narte norterior de ~nacueles(nor de-
bajo tambidn), o bién cuslouier drea c¢e trabnjo. Z: esos
gitios las salvicadurss y derrames de nroductos oue se -
mezclan coi el nolvo constituye:;: un notencial nare el dg

sarrollo ¢e ciertas bacterias registentes.

3) lledio Ambiente:

El tercer origen de contaminacidn es el :medio am —-
biente. Las condiciones higidnicas del local de manufac-
tura necesaria.ente renercute.: e los nrotucics cue se -
elaboran en €1, Il gren cebe contar con nisos, naredes y
techos limnios y sin sunerficies rugosas o vermeables, =
Las nuertss nrotegerdn las drees Ge nanufactura del me-
dio smbiente exterior pora aininizsr la circulscidn de -

aire, Los sistemnas de ventilacidn debe:. inclufr filtros-



17

cambisble, sadecuados nmara Montener una entrads limitnda-
de nartfculzs materiales, insectos, bacteias y otros -
conta :innantes. Se terd nreszidn nositive en dreas cue -
contengnn nezteriel fdcil ce contaninarse, les ventanss -
tendrdn tela de nlembre y habrd un bue. control de roedg
res e insectos. 31 ngua usnda narm hunedecer serd de ca-
lidad nicrobioldgics acentable.

& el cago de no centar con un sistema de aire fil
trado o sistema de oresidsz vositiva, se recoizie..da nebu-
lizar las dreas de ma..ufaciura coa agentes sanitirantes-
como el clorurc de bexzaglconio al lo <5 o biédn el uso de-
propilen glicol al 10 ° ea solucida scuosaz, csto (ebe -
realizsrse Ciarismente o bién con base a los resultatos-
wlerobioldgicos, debieudo reslizarse cugznco el versonal-
haya desalojado el dres pare as? eviter intoricaCiones;=-
la persona aque nebulize el drea Geberd usar una anscari-
1la,

. El 4rea de nroduccidn estard nrovisto de un levaas-
nos, Hay gue recordar con aruncios al nersonal cue debe-
lavarse las manos, exnlicando claramernte la facilidaéd -
del sseo. S0 se verlitird comer y fumer ea las dreas de-
marufactura,

Envases limnios, utensilios y agua zicrobioldgica -
mente scepntable, =z2dends de un desinfeccante, ma..tenirdn-
en general una drea limnia. Habrdn recinie..tes limvios y
apronindamente rotulacdcs pars recolectar todc sobrante y

iragnentos de materiales. kxistirdn dress definicas neara
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slmacenar materias vrimas y nroducto terninado.

Una vez terminado un lote de nroceso se deberdn lim
piar y almacenar los residuos de nroductos.

Lebe tenerse cuidado al tomsr los naterieles almacg
nados nars vrevenir la introduccidn de microbios,

Ias condiciones deseables del almacen son: seco, -
protegido de contaminantes adreos, mastenido Gentro de -
los 1limites de temverstura razonables. localizedo dentro
de 4reas de voca circulacidn y suficientenente erande na
ra sevarar materiales entrantes de materiales ya recivi-
dos y anrobados. Estardn almacenados aproviadasente sena
rados del piso y paredes para orevenir uns contaminacidg

Todo 1o anterior no garantiza la fabricacidn de cos
méticos sin contaminar, vero es indisnmensable dentro de-

las normas comunes nara logrorlo,

4) Personal:

Un programa educacional adecuado para el nersonal -
asi como la imparticidn periddica de cursos lo convence-
rdn o concientizardn de la importancia de su labor den-
tro de la fabricacidn de cosnéticos de una buena calided
El personel es una fuente importante de contaminacidn, =
Para gue un productc sea de buena calidad, se reguiere -
gue toda la gente gque se encuentira en cuntacto directo -
de 1ls fabricacidn del iismo, es-ecislmente souellos cue-
pesan las materias primas, ocuienes operan ls maouinaria,

ete., desempefie sus obligaciones en una forma adecusde,
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vara asi obtener ura venta exitosa y un producto de bue-
na calidead.
Las inanos y el cabello tienden a ser grandes norta-

dores de contaminantes, Staphylococcos son innatos de --

esas dreas. &1 cabello puede ser origen de Pseudomona -
aeruginosa. En un estudio reciente sobre el contenido mi
crobioldgico del cabello, se asegurd oue las Pseudomona~
das nodfan ser aisladas en gran mimero, E1 cabello se la
va con agua notable, Ia cual contiene algunas Pseudomona
dag, Ademds, la nmayoria de las personas humedecen su ca-
bello antes de cepillarlo, especialmente en la mafiana. -
Asi las Pseudomonadas se introducen sobre el cabello y-
ahf se multivlican, Debe enseiidrsele al trabajader la im
portancia de una buena higiene personal. Deben estar ade
cuacamente vestidos, cabellos cubiertos y frecuentes la-
vados de manos, particularmente después de los perfodos-
de descanso, comidas, o ir al bafio, Es recomendable el -
uso de guantes protectores, cofias para retener el cabe~
llo, uniformes limpios, asl como exdmenes periddicos que

aseruren la condicidén saniteria del versonal.

Programa Educacional
Los siguientes son ejemplos de buenas précticas mi-

erobioldgicas ce manufactura que deben cdestacarse al ner
sonal:
A) los lotes pueden contaminsrse:

a) Por contscto fisico, especialmente vor un ver

E.

W



B)

¢)

D)
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sonal pobre en higiene,

b) Por densa contaminacidn de los proceros y/o =
enjuague con agua contaminada, polvo y n»arti-
culas de materia cargadas con bacterias y hon
gos asi como esvoras adéreas y células vegeta-
tivas.

¢) Equino sucio.

d) !lateriss wrimas contaminadas.

e) Por el uso de recipientes de maieria prima su
cios.

Correctos vrocedimientos de limpiera y sanitiza-

cidn.

Jdotivar a los empleados a revortar la introduc--

cidn e alimentos o condiciones de overacidn de-~

la planta gue afecten la integridad del vroducto

Presentar veliculas sobre la immortancia ce la -

calicdad microbioldgica.

5) Zguipo de Llenado

Gran parte de lo cue se @ijo en cuanto al equive de

manufactura es aplicable al eauivo de llenado. Pero debi

do a nue esto es mds complejo, es recomendable que el -

gistema se desensamble totalmente, se limpie, y sanitice

cada vez gue sea posible y, ya ensemblado, se cargue con

un sanitirzante, dejdndolo un tiempo avroxinado de 30 mi-~

nutog, dependiendo del equipo o del producto de cue se -

trate, s imnortanie que no queden residuos del saniti-~

o

S
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zante er el ,equipo y que se le conserve debidmmente cu -
bierto., Una vez sanitizado el equipo, deberdn correrse -
pruebas vars counfirmar si el equino fud debidanente sani
tizado.

Recoaxendaciones

A) Todos los uteansilios auxiliares y eaquivo de lle-
nado deberdn limniarse y saniticzarse entre cada nuevo lo
te de diferente producto. La frecuencia de limniera y sa
nitizacidn del equivo vor corridas continuas o lotes con
gecutivos deberd ser determinada nor nruebas apronindeg-
del departamento de microbiologia.

B) El egquivo auxiliar estard limnio, sanitizado, se
co y protegido anropiadamente antes de ser gurrdado.

' C) Etiquetar con marbete de identificacidn mangue -
ras, btambores, tanques y eguipo de llenado linvios y sa-
nitizados indicando cue estd limpio y saniti-ado, ademds
de los deatos de 1a persona cue ejecutd la operacidn.

D) El equivo .euxiliar, desnmuéds de estar almacenado-
y antes de ser usado, tendird que ge sanitizado, excento-
cuando pruebas anteriores y/o exverienciass previas hayan
mostrado gue estuvieron seguramente almacenado y manteni
dos deatro de una limnieza y condiciones sanitsrims. <l-
tiempo de almacenaje del equivo auxiliar devwenderd de -.
las pruebas anteriormente realizadag y teniendo como re-

ferencia los resultados snteriores,

6) ilateriales de ®anaque:
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El empsoue orimario suele ser tambiéin una fuente =
de contaminacidn, aungue originalzente se fabrican orde-
ticamente en condiciones microbioldgicamente acentables.
Su contaminacidn vroviene nrincipalmente del polvo, vor-
1o que se reconiends sea.: conservados en lugares limnios
¥ secos y Ce vreferencia en envases cerrados y cubiertos
con nldstico, que no nermitan la entrada del volvo. Otro
material gue se ha encontrado contaminado con frecuencia
son los empacues ce las tanas, debido princinalmente a -
su manejo y slmacensje en condiciones sntihigidnicas, En
comnonentes naraz el drea de los ojos como son: anlicado-
reg de miscaras, npinceles, brochas, etc.,, se recomienda=~
su egteriliracidn con dxido ¢e etileno.

Todo comoonente de empanue debe ser almacenado en -
condiciones que minimicen la nosibilidad de contaznina = -
cidn aérea y acumulacidn de humedad. Botellas, tanas, -
roscas, forros, tie:den a guardar mohos y esvoras., Eg --
una precaucidn esterilizar o sanitizar las botellas, ta-
pas, antesg de empacar, si es que esto puede llevarse a -
cebo, sin gue se digtorsiones las tapas o forros.

Se ejecutarsdn pnruebags periddicag en los materiales-
de emvaque apropiados, o eavases del producto, aseguran-
do asf las esvecificaciones microbioldgicas de la compa-

fifa.

- . - N . N s
B) Pactores Secundarios ( ontaninacidn secundaria)

Con este nombre se conoce a lg ocue se procuce durag
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te el uso del cosmftico hasta su terminacidn, Bs la mds-
aiffcil de vredecir, ya cue su naturaleza vuede ser nuy-
diversa y es prdcticamente imoosible de evitar., Segun -
Wallhousser, cada vez oue se introduce un dedo en una =
crems para tomar unes neouefia norcidn, se ceja de 20-100

gérmenes aue pueden renroducirse en el producto, Egto -
da una idea de lo aque debe soportar el coszmético duran-
te semanas y en ocasiones afios en oue se mantiene en --
uso. La Unica solucidn nosible a este tino de contaming-
cidn es la npresencia de un buen sistema conservador, -
aungue también nuede ayuaar el uso ae agplicadores, atomi
zadores, tubos colapsibles, sistemas en aerosol y cual--
quier tipo de envase que evite el contacto directo del -~

producto con el consumidor,



Canitulo II

"PIPOS LE CONPAIIACION LAS FRECUKILES!

Los revortes que se encuentran en la literatura so-
bre la magnitud de la contaminacidn en cosméticos es, --
desgracizdamente, poco sistemdtica, limitada en mucho a-
estudios aislados, realizados principalmente en los Eatg
Gos Unidos con noca informacidn referente a identifica—-
¢idn de gérmenes y con conclusiones a veces contradicto-
rias. Por citar algunos ejemplos: Wolven y Levenstein, -
en un estudio realizedo en 1969, encontraron que de 250

muestras de cosméticos analiradas, 61, es decir el -—--
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24,4 4% resultaron contaminadas, mientras cue en otro,es-
tudio similar, realizado en 1972, de 221 muetras analizg
das, sdlo 3, es decir el 3.5 % mostraron el mismo defec-
%o y concluyendo que en la fabricacidn de cosméticos se-
ugan buenas prdcticas de manufsctura. Anuerson, KeConvi-
1le y Anger en 1373 estudiaron el grado de conteninacidn
de delineadores y sombras para’los ojos cue de 43 mues -
tras oue habian estado en uso durante una semana a tres-
afios, sélo 3 contenian mds de 100 microorganismos wor --
sramo § sélo una contenfz mds de 650, También encontra-
ron aque en el caso de anlicadores autoudtices, de 13 -=-
muestras analizadas sdlo dos mostiraban menos de 200 mi -
croorganismos. Por otro lado Ferreira renorta que en un-
andlisis de talcos y materias primas para talcos, mds -
del 50 % dieron cuentas mayores de 100 micr-crganismos -
por gramo; <n un estudio de la Junta ilédica Real de Sue-
cia. sobre contsminacidn microbioldgica de vrevaracioneg-
médicas econtraron que, de 71 ungftentosg, nastas, cremas-
y linimentos, 39 estaban contaminadas, 4 de d mucilagos-
contenian bacterias, 12 de 19 cremas para nifios conte ==
nian bacterias y 23 lotes.de 11 tinos de talcos conte --
nian mds de 1000 gérmenes por ~ramo; finalmente algunas-
de las cifras revortadas vor la FDA son las siguientes:

T ungllentos contaminados de 79 conteniendo antibidticos,
19 envases conteniendo Pseudomonas de 20 muestras de cre
mas para las manos y el cuervo, de 324 nuestras éde pol--

vos comvactos, 91 (23 %) contenian 300 o mds gérmenes -
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por Aramno.
&n los cosméticos se han aislado microorganismos co

mo: Pgeudomonas, S%.saureus, y albus, Enterobascterias na-

tégenas ( Salmonella, E.coli, Klebsiellas, Proteus, etc.)

¥y Hongos como: Penicillium, Aspergillus y Candida,

#¥n un estudio sobre preservacién cd¢e cosmadéticos ge -
ha determinado aue microorganismos corresnondientes a 17
géneros provienen del aire; 31 gdéneros provienen del . ww-
agua; y 3 de otras fuentes contaminantes,

Algunos de los géneros reportados son los siguien~--

teg:

Hongos ‘Bacterias Levaduras
peidi ; bacter - Caniid
Alterparia Aerobacter Zaccheromyces
Cladogporium Eschexichia

Demgtiwp Klebsiella

Fusarium ilierocqec

Helminthogvoriun  Protewns

Geotrichum Dseudomonag

liucor Sarcina

Pgerilonyceg sSerratia

Penicilli —
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Hongos Bacterias
Pullularia
Rhizonus

Verticillium

De estos algunos vnueden destruirse mediante calenta
miento a 70-80°C por 20 a 30 ninutos, otros requieren --
hasta 100°C ¥y una atmdsfera de vnresidn durante 30 mimai-~

tos vara ser destruldos.

A) Pseudonona aeruginosa

El género pseudomonas estd compuesto nor bacileos -
graanegativos mdviles cue »roducen pigmentos hidrosolu--
bles aque se difunden a iravde del medio. Se encuentran -
amnligmente distribuicos en el suelo, agua, aguas negras

y e2 el aire. Ps.aeruginosa crece con facilidad en los -

medios de cultivo, no fermenta la lactosa, ¥ formna colo-
nias redondas, lisas de color verdoso fluorescente y de-
olor arondtico "dulzdn" ; de las colonias difunde un nig

mento verdeazul hacia el mzdio., Ps.aeruginosa es patdge-

na solame.:te cusndo es introuucida en dreas cue carecen-—
ée lzs defe.usas normeles o cuando narticips en infececio-
nes ixtas,

Ps.aeruginosa es ce los microorranismos mds frecuen

tes y neligrosos ean cosaéticos, ya que se encuentra es -

narcido en el mecio exterior y con frecueicia existe en-
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la piel de individuos sanos; como ya se dijo, es natdge-
na nara el hombre en ocasioneg conde se ha acsociado a -
nrocesnos sunurativos y cée otra naturaleza como son in--
fecciones de cdrnea, abcesos, Ulceras, otitis, mastoidi-
tis, y nuede »nrocucir senticen-as, etc. Se ha e:xcontrado
co.ao huésned comin en amua, ya sen clorada, deionirzada,-
desmineralizada o no. Se revroduce fdciluente en vilvu =
las, tubos en "U", filtros de cerdnica, medicdores de flg
Jjoy eguinos ¢e desminerslizacidn y en generasl cuslouier-
narte del eguipo cue o "uede cdesinfectarse con frecuen-
cia, Uns cde las rarones »or las oue este microorganismo-
es especialmente veligroso es norque es resisterte a mu-
chos aatibidticos y e. los casoz e.. rue e=stos se aplican
0 ad.inistran en cantidndes mesivas, elininan casi toda-—
la flora normal cue -uede cometir con €1, fevoreciendo-
su desgarrollo e forime incirecta.

Tanvié suele crecer en sceites hidrocarbonados, ne
trolatos, deterge.tes nctivos, vigaie.tos y esveciesluente
en acuellos ~roductos cue soa ewulsiones de aceite en —-
agus y que tienen wi pd euntre 7.0 ¥y 3.5, ye oue a la vez
contienen una co.uticar eignificativa e agentes no idni-
cos (tino tween 30 },

Se ha: riglado Pseudoicnas en adgcaras pars 1os --
ojos, lociones wrra lzs amiios ¥ el cuerno, lociones wvars
la cars, lociones fijeGorrs nara el cabello y shamnoos -
1fnuidos, wroductos a los que le causan alteracidn.

Las vseudondnacCas =zon no sdlo resnonsables cde la ——
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degcomnosicidn ce cosuduicos, sino itanbién de alinentes,
productos derivados del netrdleo y ~roductos Iarazncedti-
cos,

El conteminei.te ufs comin de los comnucsios cftélni
cos 'y que como tal es resgnonsable de nuchos dnlios cerios
a los ojos y a2 veces hesta 1la ndrdidn ée 1a vista, ha si
do Ps.oeruginosa.

Se ha establecido cue el creciniento de las vpseudo-
ndnadas es resnonsable ce la ¢errndncidn de shaimoos, lo

_ciones faciales, bronceadores, vrocuctos inferntiles, nro
ductos de macuillaje, cremas limniadoras, creias suavi--
zadoras, cojincillos de limmieza, nrenaracos cosméticos;
para los ojos, solucionesc contra las srruges, esionjes =
para la limnieza, soluciones de nroteines, gelatinag cos
udticas, aceites Ce hidrocarburo ners lianieza, ete, IZg-—
tos oroducteos incliyen scluciones simnles, emulsiones de
aceite eu agua, y agus eu aceite, sistenns trifésico=, -
geles y aceites de hidrocarburos.

En ocasiones se han nislado estafilococcos, levadu—
Tas y mohos, pero rerac veces aerclados con las nseuéomg
nadas., La exneriencia ho demostrado oue un nrocucto con-
vreservacidn dcficiente nor nnturaleza sdlo se ve conta-
minado vmor un aicroorganisuio especifico, esto es, une -~
cremz suscentible a las nseudomdnadas, no lo es a los es
tafilococcos o levaduras, eudir cunido una iafeccidn fulmi
nante de pseudomdniadas nuede abrir casino a un subze—--—

cucnte creciniento de moho, Zsto no =ignifica cue lag -—

a4
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formulaciones oue contienen emulsificadores anidénicos o-
catidnicos no esién sujetos al atanue, sino uds bién la-
nresencia de no-idnicos ha demostrado ser mds opronicia=-
a 1la contaninacidn de esas bacterias,

Las consecuenciass de un intenso crecimiento micro -
biano nueden :ianifestarse en un olor desagresaable, fonmg
cidn ¢e un dendsito o turbiedad, cambio en la fluides y-
rotura de las emulsiones debido a2 la activiuad enzimgti-
ca, decolaracidn y/o nresentacidén de un color narduzco -
debido a la accidn de aceites de hicrocarburo. Ocasional
mente se han encontracdo sustancins aque contienen hasta -
7 millones de microorganismos nor mililitro sin sefiales-—
obvias de descommosicidn. Pocas personasg creerdn oue oro
ductos a2si vueden venderse para su consumo,

Proniedzces de las Pseudomdnadas: Al caractierizar -
un microorganismo como nseudondnada, no se tiene la in-—-
tencidn de establecer una auténtica clasificacidn., Las -
pseudomdiindas son heterotréf.cas, de flagelacidn molar, -
sin o con légamo, sin o ¢ton viocianina, sin o con flureg
cencia verde amarillenta, sin o con caracteristicag de -
colonia amarillo narduzco., Solamente en algunos €a30s ~=
vuede reconocerse el género mediante algune de sus »Dro——
viedades nds notabvles, como la forngcidn de nigmento, --
Desde el vuato e vista industrial, las pseudomdnadag —-
nueden coasiderarse como bastoncitos gram negativos mdvi
leg, con orueba Ge oxicdasa nositiva. Las »nseudomdnadas -

pgicrof{licas nueden ha:larse e: el suelo, =gusa salada,y
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dulce, la niel, log 2iimentos y en el excremeato,

La lecturs de nublicaciones sobre el creciziento de
las nseudowudnalas en los cosméticos y otros n~roductos co
merciales revela las nosibilidades de este géiero, Produ
cen linmsas v oxiden los #cicos grasos, feriertan la lac
tosa, noltosa, celobiosa y melibiosa. Sus enzinag liédan
la gelntina, mtacan la caselna, vroducen amilolisig y -=
son mds activas a los 2500 y en su pH de 7-3. Son aicro-
aerofilicas; nocos microorgmnisuos tienen su csnacidad -
narn crecer a OOC.

L2 susceptibilidaé de zlsunas formulaciones a la —~-
contauinacidn de las nseudomdnadas suele ser especificea,
Una vnzeudom’neda tomade de una formulacidn nuede no cre-
cer en ninguin oira. Ias vseudomdnncas aigladas de un =--
nroducto de maouillaje, nor ejemnlo, generalmente sdlo -
crecen en ece nroducto esnecifico. Lasg nseudomdnades aig
ladaes de una cremza solo crecerdn, nor lo geuneral, en ese
tipo de crema. ¥n ocasiones ha sido necegario prenarar -
un meaio de cultivo a fin ce lograr una nroliferacidn y-
desnués Ge su =ds tacidin a las condiciones del lsborato-
rio, con frecuencia debe volverse a inocCular €z la crema
origingl a fia Ce cue recunere su rec~istencia,

La peeudomoniesis es una e::.fermedad industriegl, el-
crecizients de bacterims en un oroducto se convierte en-
una infeceidn, le meta de la cual es 1la destruccidn de -

ese 2isno nrocucto.
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B) Staphylococcus aureus

1o es un contaninante uwmual de los cosméticos, nor-
lo general »roced. Gel versonsl nue claboras loc Cosméti-
cos v ce ha zncantrado en nrotuctos wers loz ocjos, cara,
cabello, cuerno mies y 1znos.

Tos egiafilococos son lns bacteries vidgenas vnor ex
celencia., Producen inflamnaciones y supuraciones e€n todos
los drgonos y tejidos del cuervo. Ccacionn desde lesio -
nes minimas localizades hasta infecciones genernliredes,
de evolucidn mv aguda o crdénica y tdrmids, =nenas vner -
centible, Pa lugar a intlamacidn , necrosis y formecidn-
de abcesos.

Los nombres con 1los ocue se conocen a variss de ds -
tas enfernedaves son nanadiros, varonicuias, forudnculos,
antrsx, seoticeniag, endocarditis, meningitis, sensis --
ouerreral, osteomielitis, enteritis estafilococcocina, -
emnétigo contagioso, nénfigo neonatorum, intoxicacidn -
alimentaria, acné, ete.

Lentro del género Stanhvlococcus estd la esnecie nu

reus o bgtafilococo dorado oue es la esnecie natdegens -

por excelencie.

Caracterfsticas:

3on cocos esfdricos o e21lco anlanados, oue ae agru -
nan e racinos, fnmdviles, no esoorulsdos, gram vogiti--
vos. 41 didmetro medio es ce 0,3 micras, con limites en-

tre 0,5 y 1.2 micras, hebivuslmente son no censul-dos,



Se dugsarrollen bien en medios simnles, a ls temnerg
tura dntima ce 3500, con ndrgenes muy amnlios entre 1500
y 40°C. 21 »H éptimo es <e 7.4 . Son aerobios y ansero -
bios facultstivos. A las 24 horas se observan colonias -
grandes, de 2 mn de didmetro, redondas convexas, 0OnACasS~
brillantes, de borde continuo, con consistencia de mantg
ca y fdcilmente emulsionables. Las colonias nigmentadas-
son de color amarille dorado cue varia en tono e intensi
@ad, LEn agar ssngre, azlgunas cepas son hemoliticas, de -
jando un halo totalmente incoloro alrededor de la colo=-a
nia.

Decoloran el azul cde metileno y la tintura de torng
sol, Reducen los nitratos a rnitritos., Son cat~lasa nosi-
tivos. No forman indol.

n el laboratorio, las Cenas natdgenas se clagifi -

can como tales, es decir como Stanhylococcus aureus nor

su cavacidad de fermentar el manitol y de coagular el --
nlasma., Son nues caracterfsticas del estafilococo dorado
ser manitol nogitivo-~y cosgulasa positivo.

Las colonias nigmentadas nierden a veces la canaci-
dad de formar nigmento, cambiando de samarillas a blancas
sin oue esto lleve consigo cambio alguno en €l noder pa=—
tdgeno, nor lo cue es necesario recurrir a lssg vruebas -
nencionadas del nanitel y de la coagsulasa nara ineluir o

no a la cena aislada en la esnecie ertafilococo dorasdo.

@
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C) Enterobacterias

Pueden llegar = los cosméticos mediante el nersonal
el agua, l=s nnteries »nrimas, ete. Han sido encontrados-
en gron veried=d de nrocuctos nara ls carn, niem, menos-
vy shamnoos 1lfouidosy causan infeceidn en el evnitelio, da
Hando el tracto genito-urinario, conjuntivitis, sentice-
mias, etec, Algunas son resistentes a muchos antibidticos
de uso comin., lLas enterobacterias ademds causan descom-
vocicidn de ciertos cosméticos y nlteran lss mroniedades
beneficiosas de algunos de ellos, como el Caso de los ==
oue contienen extractos de nroteinas donde ciertos aming
dcidos son fdeilmente atacados vor E.coli, Enterobacte--~

rias, Aerdgenes, Proteus, etec,

1) Escherichia coli

vy

#.,c0li es la especie nredoninante en el ,intestino -
grueso; vor ello se denomina también "colibacilo", nero-
también ouede ozusar enfermedades en cualouier otra var-
te del organismo. Algunas variedades son resnmonsables de
la goastroenteritis infantil. Su nresencia en el agua in-
dica generalmente la existencia de una contaiinacidn fe-
cal, vor lo cue las pruebas encainadas a detectar su --
presencia son amvlismente utilizadas en losg leaboratorios

de salud odblica.
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Proniedades generales:

a) Bacilos sramnegativos

b) Aerobios

¢) Producen endotoxinas

d) Fermentan la lactosa con forzacidn de Sci-
do v &as.

e) Forman Indol

f) Carecen de cdpsula

g) la mayoria de las cenas son néviles

h) Carecen de esnoras

Proniedades antigénicas y caracterysticas de-

cultivo:

Al crecer en caldo, BE,coli da lugar » uns turbiedad
uniforme. la mayorfz de estas cevas (auncue no su totald
dad) voseen flagelos y nor tanto son méviles., Las cepas-—
lisas forman colonias incoloras, convexas y brillantes, -
pero al ser subcultivadas renetidamente en medio artifie
cial, se convierten en cenas rugosas cue forman Coloniss
grahulares y onacas., Las variantes encapsulnsdes oroducen
coloniass mucoides, esnecialmente si son incubadaz a bajs
tenperatura, y si crecen en medios con unn baja concen-
tracidn de nitrdgeno y de fésforo y una elevaéa concen =~
tracidn de hidratos de carbono. las colonias t{nicas de-
E—coli son generalmente reconocidas a través de cu asveC

to caracteristico en ciertos mediog ‘diferencinles: estos
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microorganismnos fermentan la lsxtosa, y en agar eosina =
azul de metileno y.agar Endo vresentan reflejos metdli~-
cog caracteristicos. Sin embargo, existen cenas oue fer-
mentan la lactosa tardiamente, de forma irregular, o no-
1o hacen en ébsoluto. En agar sangre, ciertsns cenas vro-
ducen una hemdlisis'/s . £,c0li produce Acidos y gas a -
partir de una amplia variedad de hidratos de e¢arbono, ne
ro debe recordarse aue existen cevas aue fermentan a la-
glucosa dando lugar a la vproduccidn de deido, vero no a

la de gas, =n medios oue contienen triptofano, E.C0li =

vroduce Indol y es nositiva para el rojo de metilo,

Patogenicidad:

Cualouier variedad de E.coli puede resultar natdge-
na fuera del intestino; se puede encontrar estsa bacte -
rie en heridas infectadas, nielitis, o cistitis, y tam -

bién comno factor etioldgico de peritonitis y meningitis.

D) Hongos

Los hongos oroceden del aire, del agua, de las matg
‘rias vrimas tales como: Psrafina lfoguida, vetrolato, mi-
rigtnto de isonropilo y aceites hidrogenados; en general
de extractos de nroteinss, talco, caolfn, estearato de -

zine, carbon=tos de msgnesio; algunos como Candida =1bi-

.
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cans, nroceden del versonal,
Los hongrs patdgeros causan infecciones en lag ufing
pies, ojos, conductos auditivos externos, bronguitis, -

neumonia, asvergilloma, alergin brongovulmenar, endocar-

ditis, etec.

Caracteristicas generales:

Los hongos han sido tradicionalmente considerados -
como " semejantes a las vlantas". lluchas esnecies crecen
vor extensidn continua y formando .estruturas ramificaw-
das semejantes a yemas. Son inmdviles ( exceoto los game
tos flagelados de algunas esnecies ncudticas), y sus oa
redeg celulares son muy semejantes en esnesor, Comnosi -
cidn guimica y estructura ultramicroscdnica, a las de --
las vlantas.

los hongos crecen como células unicas (levaduras) o
coilo colonias filameniosas multicelulares (mohos). lLas -
formes multicelulares no poseen hdjns, troncos ni rafces
y son mucho menos diferenciadas oue las pnlantas sunerio-
res. 9Sin embargo en comvaracidn con las bacterias, mu --
chas esnecies de hongos vposeen un grado suvnerior de difg
renciacidn.

Todos los hoagrs son gremnositives y alguusas esne -
cies de .locardia son tambidn dcido resmisteates.

Cierto mimero de hongos no son natdgenos pars nerso

nas sanss, vero nueden serlo en personas cue estdn afec-

¢



et}

38

tas de diferentes enfermedades ( vor ejem., linfomas ma-
lignos, diabetes grave) y las oue han sido intensamente-
tratadas con medicamentos antibacterianos de amplio es -
vectro o sonmetidas a tratamientos inmanosupresores. La -

yor parte de las esvecies de Candida, Asnersgillus, Rhizo

pus y isucor constituyen este gruvo de hongos oportunis -

tas,

1)} Candida albicans

C.albicans es dimérfico. 2n la suverficie de los me
dios sdlidos ricos crece como levadures gemantes ovales,
vero cuando lo hace en la profundidad del medio, vuede -
formar hifas, y en los.tejidos infectados y muchos cultl
vos ge encuentran caracteristicanente abas formas. Al-
gunas hifas, seudchifas, vresentan constricciones, y --
curndo se hallan unidas vor los extremos adoguieren 1la.-
forma de salchichas.

C.slbicansg crece fdciliente en los medios habitua -
les a la texperatura sabiente o a 3700. En los cultivos-
en nedios sdélidos, 1lns colonias recientes se asemejan a
lasz bacterianas, son lizas y cremosas, vero las colonias

viejas son zrandes y anarecen hundidas y rugosss.

2) Asvergillus

La asvergilocsis del ofdo externo, ce los senos nasa
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les y de los nulmones es un cuadro bien conocido. =n el-
examen directo del materinal de esta wnrocedencia, vueden-
econtrarse fragmentos de hifas acompafiadas de vequefias -
egnoras redondas., £1 cultivo en medio de Saboraud a tem-
neratura ambiente oproduce rinidamente coloniss blancag -
algodono=as, oue toman mds tarde un color verde mis o me
nos ohscuro, El examen microscdnico de easte cultivo mues
tra los conididforos hinchados tInicos, aue sonortan es-
tructuras ensanchsdas denominndos esterigmas, nortadores
a su vez, de pequefias cadenns de esvoras,

La asvergilosis es mds frecuente en cuienes reciben
antibidticos o cortisona, o muesiran una baja recisten—-
cia a las enfermedades, coxn:trastornos como nor ejemnlo-

la agranulocitosis,
3) Penicillium

Varias esvecies de venicillium nroducen enfermeda -
des de los pulmones y del ofdo externo,.

®n agar de Sabouraud a temneratura ambiente, el de=-
sarrollo es rdAvido, oroduciendo casi siemnre colonias -
verdes aterciopeladas o algodono:raz, auncue nresgentan -
otros nigmentos. las nrevaraciones o los cultivog de Pe=
nicillium en nortaobjetos muestran, orecisamente, un -
"penicilio" o cenillo earacteristico, con un conididf-ro
ramificado no extendido. Las ramas puecen mosirar ramag-

secundarias, en cuyo extremo distal se encuentran este -



rigmas con cadenas de egnoras.

40



Capitulo III

"ANALISIS 1:ICRCOBIOLOGICO DE COSiimfICCS"

Debido a la presencia de algunos microorganismos en
las formulaciones cosméticas ya mencionndos en los cavi-
tulos anteriores, es imporitante cue los métodos ucados -
nara el andlisis microbioldgico sean efectivos.

Los métodos mencionados en este caoitulo, son consi
derado~ los mdfs seguros vara el exdmen mnicrobioldsico =

de orenargsciones cosméticas.

A) liuesireo v manejo de tmestrns de Materia brima X

SRR
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producto terminado.

1) Analizer 1s muestra ten pronto sea nosible
después de su llegada, de lo contrario guariar las mes-
tras a temneratura ambiental, no debiendo ser refrigera-
das.

2) Exanminar lss muestras cuidadosamente antes de
abrirlas y marcar si hay alguna(s) irregularidad(es) del
envase,

3) Limvniar asdnticamente 1la suverficie del enva-
ge de 1la muestra con una mezcla acuosa de 80 % de alco -
hol (V/V) y 1 % de HC1 (V/V) antes de abrirlo y remover-
el contenido. 3Secar la suverficie con una gasa estéril -
antes de abrirle.

. 4) Usar una porcidn reoresentativa del contenido
Si es pogible, unos 10 g (ml) de muestrs para el angli -
sis microbioldgico. Para vroductos cuvo peso (voldmen) -
sea mAs vequedo de los 10 g (ml), snelizar todo el conte
nido,

5) Si Unicamente hay una muestra disnonible y --
gon necesarios varios andlisis, nor ejem: idicrobioldgi--
co, Toxicoldgico, Quimico, tomar la muestrs nara el and-
lisis microbioldgico antes de realirar otro tipo de and-
lisis. En esta situacidn, la cantidad de subtuestra usa-
da varas el andlisis microbioldgico devenderd de los otrg
anflisis cuc se ejecuten, Por ejemnld, si el total del -

contenido de 1la muestra es de 5 m}, ‘usar 1 ¢ 2 ml nara -

falo
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el andlisis microbioldgico y hacer la dilucidn corresvon

diente,

B) Prenaracidn de tluestras

1) Equino y material

Los tivos de Egquivo y material necesario nara la -
vrenaracidn de muestras y andlisis varia con el tino de-
formulacidn o vresentacidn cosmética. La siguiente es =
una guia de material a usarse en el laboratorio:

a) Pipetas estériles: 1, 5 y 10 ml. graduadas

b) Gasas estériles: 4 x 4 nulg.

¢) Solucidn de 1 % de HC1 en 80 % de alcohol

d) Instrunentos estériles para la prenaracidn
de las muestras: Tenazas, o vinras, tije -
ras, bisturi, esndtula, vy microesndtula.

e) illorteros estériles: Varios tamafos

f) Botellas de dilucidn: Conteniendo 90 ml de
diluyente.

g) Balanza: Sensibilidad de 0,01 g

h) Aceite mineral estéril tween 20 y tween 80

i) Bafio de agua a 45-47°C.

2) Prevaracidn de rmuestras nor catezoria de log-—

oroductos,

a) Liguidog:
e . . . 4
No se requiere una nrevaracidn esnecial de lag —ues
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tras. Adicionar 10 ml de la ruestra ( si se disnone de -
ella) directamente a 90 ml del diluyente, Si esta canti-
dac no es disponible, ajustar el velumen del diluyente a
obtener una dilucidn inicial 1:10, nor ejem: 5 ml de mu=
estra adicionados s 45 ml del diluyente.

b) Sdlidos y polvos:

Asépticamente remover y vesar una cantidad anroonia=
da de la muestra dentro de un mortero estéril. Lentamen-
te adicionar, 10 ml de tween 20 estéril y mezclar, prodg
ciendo una oasta. Adicionar una cantidad avroviada del -
diluyente a la nasta a obtener una dilucidn 10”l de la -
miestra. idezclar hasta obtener una susnensidn homogénea,

¢) Cremas y productos basados en aceite:

Agépticamente remover y nesar una cantidad avronia-
da de lz muestra dentro de un mortero estéril. Adicionar
1.0 m1 de aceite mineral ectéril y mezclar, Adicionar -
1,0 m1 de tween 30 estéril. Desoués de que la muestra -=
formd una oesta, adicionar 4 6 5 ml del diluyente en por
ciones de 1 ml hasta formar un homogenado. Lentamente -
adicionar el resto del diluyente vara obtener una dilu -
éidn 1:10,

d) Aerosoles, (e nolvos, jabones, liquidos,y-

otros materiales,
lespuds de asentizar la boguilla, exneler una canti
dad avrovisda del nroducto desntro de una dilucidn canoci
a. . i

e) Indenendientemente del tino de cosméticos-
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existentes a2nalizados, nrenarar las diluciones decimales

a 1074,

C) Evaluaciones :ficrobioldsicas

1) Preparacidn de diluciones

Diluir todas las muestras para andlisis por decima-
les 10-1 a 10--‘4 por adiciones de 10 ml de una dilucidén -

previa a 90 ml de diluyente,

2) Cuenta ilierobiana Aerdbica total

a) Avaratos, materiales y medio de cultivo:
a’) Cajns petri de pldstico 15x 100 mm,
b’) Pipetas estériles de 1, 5 y 10 ml gra-

duadas,
¢’) Bafio de agua controlado a 45° t 2%,
d°) Incubedora a 35° - 2°C
e’) hgar de soyas trintona (TSA)

b) Determinacidn:

a’) Preparar y martar el marbete en las ca
jas vetri vor duvlicado nara lag dilu-~
ciones de 10-1 a 10-4.

b’) Desoués, mezclar comoletamente el dilu
yente con el vroducto nor anslirar en-
las botellas de diluecidn, ninetear 1ml

de cadn dilucidn dentro de csaéa caia -

af
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petri vor dunlicado.

Adicionar suficiente TSA fundido (18 -
20 ml a temperatura de 45°C) en cada -
placa y girar hasta mezclar comnleta -
mente el indculo. Despuds de solidifi-
cado el agar, invertir las cajns netri
e incubar a 3500 vor 48 & 72 horas.
Contar las colonias encontradas en las
vlacas y registrar los resultados .to -
mando en cuenta cada dilucidn.
Promediar las cuentas obtenidas, multg
plicar por el factor de diluecién avro-
viado y renortar los resultades como -~
Cuenta de placa aerdbica (APC) vor gra

mo (ml) de muestra.

&

3) Cuenta de placa de Staphylococcus aureus:

a) Aparatos, materiales y medio de cultivo:

a’)

b’)

Cajas petri e incubadora mencionados -
anteriormente,

Esterilizar asas de vlatino (en fuego-
directo).

‘ubos de vidrio 13 x 100 mm o medidas-
sinilares,

Egar Vogel- Johnson (VJ)

) Caldo de Infusidn Cerebro Corazdn(BHI)

Liofilizado de nlrsma cosgulasa de co-
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ne jo con dcido etilendiamino tetrdceti
co (ELTA).

b) Determinacidn:

a’)

b’)

a’)

e’)

)

Transferir alicuotas de 0,5 ml de cada
wna de las diluciones de 107~ 2 1074 &
placas marcadas avropiadsamente, nor du
plicado de agar VJ, nrevianente temnlg
éo a temperatura ambiente.

Listribuir el indculo encima de la su-
verficie con el asa.

Cuando el indculo fué comnletamente ab
gorbido nor el agar, invertir las nla-
cas e incubar vor 24-43 horas a 3500.
Contar las colonias aque sea:n convexas,
negro .brillante, con ¢ sin una zona -
amarilla extendida dentro de la narte-
media., Contar las colonias después de-
24 y 48 horss de incubascidn,

Le cada vlaca ton Crecimiento, escoger
una o0 mds de cada una de las coloniag-
descritas anteriormente, lransferir -
las colonias al agar inclinado conteni
endo algn medio de mantenimiento cone
veniente, nor ejemplo: I'SA. I:cubar el
inclinado a 35-3700 hasta que el creci
miento see visible.

Dentro de un tubo de 13ix 100 mm conts
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niendo 0,2 ml de BHI, inocular una can
tidad vpenuefla del crecimiento del tubo
inelinnado, destrito anteriormente. In-
cubar 18-24 horas a 35-37°C . Adicio -
rar 0.5 ml de reconstituido de coapgula
sa plasma de conejo con EDIA y mexclar
completnmente, Incubar a 35-2700 Y exa
ninar si hay grumes o coasulos, 2 in--
tervalos frecuentes de 1 a 6 horsas,

Considerar todos los cultivos obteni -
dos con.uns reaccidn de coagulasa nosi

tiva en 6 horas ser Stavhylococcus au-

reus. Con cada serie de pruebns inclu=
ir un control conocido de coasulasa no

sitiva ¥y uno de coarulasa nesativa,

‘Calecular el ndmero de 3,aureus vor de

terminacidn de la fraccidn de coloniss
anelizadas gque son Coagulasa vositiva,
multinlicar esta fraccidn nor el ndme-
ro oromedio de colonias presentes so -
bre las vlacas por dunlicado, revresen
tadas nor lss craracteristicas morfold-
gicas descritas anteriormente, “ulti -
nlicar vor el factor de dilucidén avro-
viado y renortar como el mimeroc de -—-

S.aureus vor gramo (ml) de muestrs,
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4) Inoculacidn en caldo enrinuecido:

a) Avaratos, materimles y mecdio de cultivo:

botellas de vidrio con tava dé rosca conte

niendo 90-100 ml de caldo TAl (Trivtona- -

azolectina tween).

b) Determinacidn:

a’)

b’)

a)

Inocular 1 ml de las diluciones lo-la-
10‘4 adecurdanente dentro de botellas-
membretadas, conteniendo de 90-100 ml-
de cagldo TAT,

Tncubar a 35°C por << 7 dias. Examinar
los caldos diarismente vor si hay desg
rrolle. S3i hey dcosarrollo estriar el -
caldo sobre una nlsca de agar enricue-
cido y una vlaca e agar iac.%onkey. -
Incubar las vlacas = 3500 vor 18-24 ho
ras. (*1 agar enriquecido puede ser --
agar sanfre).

Todos los caldos aue tengan un desarro
1lo dudose en 7 diss, se les debe ha--
cer la tincidn-de Gram y estriado como
el descrito en el pmaso anterior,
hehos nroductos cosméticos, debido a-
su consistencia o color, causan densa-
turbiedad en el ,caldo enricuecido y -—-—
vor lo consiguiente la determinacidn -

no vuede hacerse vor inspeceidn visual
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5i esto se presentara, deberd hacerse-
un subcultive de 1 ml del csldo A ==
otra botella conteniendo TAl en dos y-

cinco dias de incubacidn.

5) Identificacidn de Bacterias:

¥xaminar las vlacas de Agar Mac.Conkey. las caracte

risticas morfoldgicas de Egcherichia coli sobre medio -

de agar lac.Conkey son: Rojo ladrillo, ouede estar rocea

da de una zona presipitada de bilis, Prenarar una tin --

cidn:de Gram de cada colonia nresente de diferente morfo

logia.

BE,coli en tincidn ¢e Gram son bacilos negativos (cg

co bacilo).

a) Medio de prueba de movilidad:

b)

a’)

b)

c’)

Inocular un tubo con medio de nrueba -
de movilidad con una colonia aislada -
en la'sunerficie del medio.

Incubar serdbicamente 18-24 horas a =
35°¢,

Desarrollo desde la linea de estria --
const. tuye una onrueba vositiva nor mo-

vilicad.

Zxdmen microscdénico:

a’)

Inocular une colonia sislada dentro de
caldo de trintona soya u otro caldn en

ricuecido adecuadon.
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b’) Incubar aerdbicamente, 18-24 horas a -
35°C.

¢’) Colocar una gota de caldo de cultivo -
en un microscopio limmnio, deslizar y -
cubrir la gota con un cubreobjetos, cu
yo borde serd revestido con una mneoue-
fia gota de vetrolato.

d’) Observar bajo aceite de inmersidn vara
1la movilidad.

Confirmacidn de Stavhylococcus aureus

a) Inocular lo siguiente con una colonia aisg-
lada,
8°) Agar sal de manitol
b‘) Hedio de dextrosa Oxidativo-Fermentati

vo.

c’) TSA, o bién algyn medio de mantenimien
to adecuado vara usarlo en la orueba -
de coagulasa,

b) La mayoris de S.aureus aislados de producw
tos cosméticos se desarrollard en agar de-
manitol salino, fermentdndose el manitol -
(colonias smarillas con Zonas amarillas).

¢) 9i los aislados no dan reacciones vositi--
vas, deben ser rénortados como coagulasg—-—

negativa, cocos gram-vositivo.

d) Yineidn de Gram: Cocos negativos en racimo
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Prueba nara Salmonella:

En medios de agar Mac,Conkey y S.S. las colonias

de 24 horas miden de 2 a 3 mm de didmetro, son -

circulares convexas, lisas e incoloras, aunaue -

em medio de 5,5, pueden mogtrar un centro de co-

lor negro.

Tincidn de Gram: Bacilos negativos (coco-bacilod

a)

b)

c)

a)
e)

f)

Prueba vnara Pseudnmona aerugiiosa:

Inocular una colonia aislada sobre nmedio de -
agar cetrimida y otra sobre agar sangre e in-
cubar,

Examinar las nlacas de agar cetrimida, las co
lonias de Ps,seruginosa son generalmente ver=
dosas.

De las colenias sosvechosas sobre el medio de
agar cetrimida, inocular sobre la suverficie-
de medio de agar de Pseudononas nara detet -=
¢idn de piocianina,

Incubar a 35 I 2% por un minime de 3 dias,
Examinar la suverficie del medio bajo luz ul-
travioleta, La fluorescencis en luz U.V,es de
color azul,

Ixaminar las nlacas de agar sangre, ¢olonias-
grandes, invasoras, Con un borde irregular: -
dan luear a un nigmento verde o azul verie di

fusible. Zn este vigmento se encuentra niocia
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nina, soluble en cloroformo y agua y, fluoreg
cina, soluble golamente en agua.

Tincidén de Gram: Bacilos o bastones negativos
Otra orueba nara confirmar cualouier crecimi~
ento de colonias sosnmechosas de Pg,aerucinosa
vuede ser la de-la-oxidasa; oara ello, del me
dio de cultivo de agar cetrimida se transfie-~
ren colonias sospechosas a tiras o discos de=
papel filtro, que previamente han sido imnreg
nados con dicloro hidrato de N,N-dimetil-p-fg
nilendiamina; si no se nroduce color rosa gue
cambie a pdrnura, la muestra estd ausente de-

Pg, aeruginosa,

Para verificar el resultado se nueden hacer nruebas

Bioquimicas., Ver, mds adelante, la tabla I.

6) Cuenta de Placa Aerdbica de Hongos:

a)

b)

Avaratos, materisles y medio de cultivo:

a’) Cajas pnetri

b’) Incubadora

c’) Agar glucosa de Sabouraud

Determinacidn:

a’) Transferir alfcuotas de 1 ml de dilucio =-
nes 107F a 1074 2 nlacas mor cuadrunlica-
do, debidanente marbetadas.

b’) Adicionar de 20-25 ml del =sar glucosado-
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de Sabouraud y girar las vlacas hasta-
mez¢lar completamente el indculo. Des-
nuég de solidificar el agar, invertir-
las placas e incubar la mitad del mime
ro de nlacas a 37°C, el resto a tempe=-
ratura ambiente vor siete dias. Revi ~
gar las placas diariamente »or si hay-
desarrollo.,

Examinar las vlacas:

C.albicans sge desarrolla rdnidamente,
a 37°C 6 a temperatura ambiente, for.-
mdndose colonias 1isa§, brillantes, de
un blanco cremoso, con un oler "vino -
so" caracterfstico.

Aspergillus a temperatura ambiente --
produce répidamente coloniss blancas =
algodonosas, que toman mds tarde un co
lor verde mds o menos obscuro.

Para verificar se ouede hacer una tin
cidn y observar al microscownio.

&} colorante mds Ytil para este tipo -
es el azdl de aYgoddén de lactofenol.
Con una aguja estéril, se recoge del -
medio una peauefia vorcidn de 1ls colo -
nis, y se none el materlal en una gota
de colorante sobre un cubreobjetos. Se

deja caer un cubreobjetos sobre la go-
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ta, El1 hongo se tifie de azul intensec y
el fondo es azul pdlido., Si se quiere,
pueden obtenerse orevaraciones nerms:=
nentes sellando los bordes del cubreob

jetos con un-barniz vara ufiss,

TABLA I

Rojo de metilo Voges-Proskauer

Escoli + -
Citrobacter + -
Klebgsiella aerogenes - +

pneumoniae + -
Enterobacter cloacae - +
Serratia marcescens - +
Gruvo Hafnia a a
Bacterium anitratum - -

d, indice una reaccidn variable sesin la ceva.




Caracteristicas Bioquimicas y otras de algunas Bacteriast

Indol Citrato HZS Ureasa Mov Lactosa Glucosa Gelatina Otras Carac=
teristicas
E.coli + - - - + AG AG -
Citrobacter - + + - + AG AG -
Bethesda~Ba~ - + + - + Lenta/-  AG -
erue
Klebsiella - + - + - AG AG -
"Enterobac- - + - - + AG AG  Muy len=
ter cloacae o . ta.
Serratia - I T T4 A lenta AAG + produce pig=
: R _ , il nento a 20°C
Hafnia - ,+  ' + =4 - Lenta/~  AG -
Proteus Las especies difieren,Todas son positivas a la ureasa
Ps.acruginosa - + = + - A + Pigmeirto
Alc.faecaliy - d d - + - - -
Arizona - + + - + A lenta AG Muy len~ Negativa al
‘ ta. dulcitol
Salmonella - + +° - + - Ad -
L .
Shigella d - - - - d A -

Providence + 4 o - + - d -



D) Formulacidn de fledios y Prenaracidn de Reactivos

Y _Colorantes.

Se recomienda gue los ingredientes urados nara ore-
varar los medios sean adguiridos de algyn proveedor oue,
nor pruebas comparativas, oresente sus nroductos como sa
tisfactorios en su uso. Los carbohidratos estardn oguimi-
camente opuros y avroniados para su usc bioldgico; los -
quimicos inorgdnicos serdn reactivos graduados, los colo
rantes estardn certificados. Por conveniencia, hay aque -
usar medios deshidratados de una calidad ecuivalente a -
la formulacidn, = no ser te aue esté indicado no usarles

Determinar la concentracidn de idn hidrdgeno (oH),-
usando un aparato electrdnico estandarirado frente s un-
buffer conocido, vrenarado a 50.007 (6). Ajustar el pH -
cuando sea necesario por adicidn suficiente de NaOH 1N 4
HC1 1 N.

Como una nrdctica ceneral, se recomienda inocular *
un determinado control de microorganismos en caGa lote -
de medio. Esto se recomienda esvecialnente vmara los em -
pleados en investigacidn o que estdn desarrollando nue--
vos métodos de andlisis gue dependen de la carscteriza--

cidn bioguinica especifica de microorganismos.

1) Asar Sangre:

Susvender 15 g de trinticasa (o trintona), 5 g de -
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ohytona (o soytona), 5 g ée cloruro de sodio, y 15 g de-
emar en unvlitro de agua, mezelar comnletamente. Cslen—-
tar con frecuente agitncidn y hervir un minuto vara di--
solver completamente, ideter en autoclave a 121°C durante
15 minutos, pH final 7.3 - 0.1, temolar el agar A 46-

43°C. Adicionar 5 # de células de sangre roja de carnerw
al agar, con la temmeratura anteriormente Iicha, y mez-=s
¢lar cuidadogsamente, Listribuir en cajas vetri estériles

15-20 m1 nor vlaca, esverar a oue solidifiaue,

2) Caldo Infusidn Cerebro Corazdn:

Ligolver 200 g de infusidn cerebro de ternera, 250z
de infusidn corazdn de res, 10 g de nroteosa vevntona o -
gelysate, 5 g de cloruroe de sodio, 2.5 g de fosfato disg
dico(anhidro) y 2 g de dextrosa en un litro de agua, cd-
lentar ligerauente si es necesario., Distribuir en bote -
11as o tubos y colocarlos e. autoclave a 121% durante-
15 minutos., oH final , 7.4 = 0.1

3) hiedio de Rgar Cetrimida:

Digerido pancredtico de gelatina........20.0 g
Cloruro de MAgNESi0cecceccccoscccccecees lod &
Sulfato de pOtasiO.eseseccccssccccecesealls0 g

Agar....li.....C....U.-....OO...’.'I..l.13.6 g

Cetil bromuro de trimetilamonio(gg}rimi- 0.3 g
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Glicering.cceeceececscececscaceosacecsasl0,0 ml
ABURcivvoeeonsessnssccosossossenrse l000,0 ml
Yodos los componentes se disuelven e acua y se -—+
ecrega la glicerina. Se calienta agitando frecuentemente
y se hierve durante un minuto. 8e esteriliza en autoclas
ve a 121°C durante 15 mimutos. pH final 7.2 = 0.2 . Lis-
tribuir en cajas vetri estériles, 15-20 ml nor vlaca, es

perar a gue solidificue.

4) Agar citrato (Simmon’s)

El medio de citrato de Koser, modificado mor Si- -
mmons, contiene citrato de 3o0dio y azul de timol como ig
dicadors La Unica fuente de carbono en este medio es el=-
citrato. Los unicroorganismos gue utilizan el citrato co-
mo fuente de carbono se desarrollan bien y el indiecador-
se vuelve azul., Los demds microorganismos no nroswersn y
el medio conserva su color verde,

Prevaracidn: Pesar 2 g de citrato de sodio, S5g-
de cloruro de sodio, lg ce fosfato dinotdsico, 1 g de -
fosfato de amonio,Q.2 g de sulfato de magnesio, 0.08 g -
de azul de bromotimol y 15 g de agar en un litro .de agua
, calentar ligeramente con agitacidn ocasional. Hervir -
de 1-2 minutos nara cisolver los ingredientes. ILlenar -
1/3 de tubos de 13 § 16 X 150 mm y cubrir para que las
condiciones nerdbicns sean nantenidas durante su uso, -

deter al autoclave a 121°C nor 15 minutos. Tejar solidi




ficar en nougicidn inclinadna,

5) uiluyente : 3B diluido con tween 20:

Ligelver 1.7 g de nevtons trinticasa, .2 z de nen-
tona nhytona, 0.5 g de cloruro de sodio, 0.25 g de fosfg
to dinotdsico y V.25 g de dextrosa en un litro de nzua.
Calentar el caldo base y 50 ml de tween 2C nor senarado=-
a 43-50°C. Herclar y meter al autoclave a 121°C wor 20 -

pinutos.pH final, 7.3 = 0.1

6) Lincidn de Gram:

El método de Gram es el mds amnliamente usado en -
Bacteriologla y la mayorfia de los microorganiamos son =
clasificados segun su reaccidn a la tincidn de Gram.

Soluciones:

Cristal violeta al 0.5 nor 100 en apua destilsda
Solucidn yocdada de Gram:
yodo 1 g
yoduro de votasio 2 g
agus destilada 300 ml
Alcohol etilico de 70 nor iOO
Carbolfucsina diluidas
carbolfucsina de Ziehl-Neelsen un volumen, --
amua destilada nueve voldmenes.
uwdtodo:



1)

2)

3)

4)

5)
6)

7)

Se nrenara y se fiia un frotis ( las nelicu -
las secadas al aire se fijan mor calor suave-
gobre flama de un mechero de Bunsen y luego ~
vagadas » través de ella. Lebe tenerse cuida-
do nara evitar el calor excesivo, que ovuede =~
altermr 1la forma bacteriasna. Bl calor recomen
dable es zguel eun que el mortaobjetos coloca-
do sobre el dorso de la mano se sienta anenas
demasiado caliente).

Se ti7e con cristal violeta durante un minuto
y luego se lava con.yodo.

Se anlica como mordiente yodo durante un ming
to nds.

Se decolora ccn alcohol hasta oue ya no escu-
rra licuido azul.

Se lava con agua.

Se vuelve a tefiir con carbolfucsine diluida -
durante un ninuto,

Se lava con agua 7 se seca,

“n muchos laborstorios se realizan algunas nodifica

ciones a la tincidn de Gram, algunas de lmas cuamles se —-

anotan a continuacidn:

Acetona, o un voldzen de acetona con dos volume-

nes de aleohol: es un decolorante muchos mds rdnido oue=e

el aleohol et{lico cde 70 vor 100. La decoloracidn rdnida

nuede ser desventaiosa en ciertas bacterias o cuando los

nicroorranisnos escasean en e! frotis.



Rojo neutro (un gramo de rojo neutro, 2 ml de -~
deido ncético al 1 nor 1C0 y 1000 ml de agua destilada).
Puede ser utilizado para la tincidn de contraste: es ven
tajoso varas tedir microorganismos intracelulsres y ho en
mascara los rrsmvositivos débiles. “in ewbargo, el color
cue deja este colorante es ligeramente cnfé rojizo, nor
lo gue no resalta tanto como la carbolfucsina diluidas,

Safranina ( al 0.5 por 100 en agua destilada).Se
usa también nara la tincidn de contraste, nero no tiene-
ventnajas evidentes,

ios siguientes microorganismos comunes son aramnesi
tivos, © sea cue se tifien de Qzul obscuro; eatafilococos

estrentococos, neumococos, difteroides, dAntrax.

7) liedio de Pruebs. Indol ( Swing ):

a) Caldo. “isolver 20 g de peptona y 5 g de clo=
ruro ¢e sodio en un litro de agua. Hsterilizar a 12100 -
mor 15 minutos.

b) Pruebs de reactivo. Yisolver 5 o de p-dimetil
aminobenzaldehido en 75 ml de amilalcchol, y lentamente-~
acicionar 25 ml ée HCl. A la nrueba vara indol, adicio =~
nar 0,2-0,3 ml de reactivo a 5 ml de un cultivo ¢ce bactg
rias de 24 horass en caldo ¢e indol. Un color rojo obscu~

ro en la suverficie, constituye una nrueba positiva nara
Indol.
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8) sedio c¢e iqac,Conktey

“Yontiene nentona como base nutriente, una sel bili-
ar aue impide el desarrollo de nicroorganisnos aue no se
on entéricos; asar como solidificante, lsctorma aue es el
azydcar oue caracteriza al sruno entérico, y rojs neutro-
como indicador de leg iermentacidn de la lectosa.

Preparacidn: cusvender 3 g de wevntona »nroteosa =
(o polivevtona), 17 g de nevtona ( o gelysote), 10 g de-
lactosa, 1.5 g de sales biliares # 3 ( o sales biliares~
mezcledas), 5 g de cloruro ae sodio, 0.03 g de rojo neu-
tro, 0,001 g de cristal violeta, 131.5 g de asgar en un i
tro de agua, y mezclar hasta homogeneidad, Calentar con-
agitacidn ocasional y hervir de 1-2 minutos, hasta ocue=~
los ingredientes se disuelvan., Meter al autoclave 15 mi-
nutos a 121°C, enfriar a 45—50°C, y colacar vporciones de
20 ml dentro de cada caja vetri 15x100 mm. Dejar secar -
;E: 2 horas con las nlacas cubiertas. ivo usar olacas hu-
medag., ot final 7.1 A 0.2

" 9)Agar S.S.

Eg semejante al anterior, pero ademds de una sal bi
liar, tanbidn contiene verde brillante, ,que imnide el ==
creciniento de los coliformes aunoue neraite el ce Salumo
nella y Shigella ( con la vosible imnortante excencidn-

S, typhosa ).

-
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10) Agar 3al de manitol:

§usnender 1 g de extrzcto de carne, 10 g de proteo-
sa vevtonn # 3, 75 g de cloruroc de sodio, 10 g de D-mani
tol, 15 g de agar, 0.025 g de rojec ce fenol en un litro-
de agua. lezclar comnletamente, calentar con agitacidn-
irecuente y hervir nor un minuto. ¥*istribuir y esterili-~

zar en autoclave a 121°C »or 15 minutos. oH final, 7.4

11) iledio de prueba de lMovilidad { medio semisdlidd

Suspender 3 g de extracto de carne, 10 g de nentona
(gelysnte), 5 g de cloruro de sodio, ¥ 4 g de agar én un
litro de agua. Calentar ligeranente con agitacidn ocasio
nzl. Hervir )-2 minutos nars disolver. listribuir en vnor
ciones de 2 ml deantro de tubos con tapa de rosca, pH fi-
nal 7.4

12) Gelatina:

la licuefaccidn ' ¢e 1la pelatina vor gelatinasa bacteria
na se reconoce fécilmente emnleando diascosg de gelating-
con carbén ( Oxoid, London, fnslané). Son discos de gela
tina desnaturalizsde con formol, oue contienen gran cene
tidad de grdnulos de carbén, La gelatina desnaturslizada
no se licda = 37°c, de manera aue si la incubacidén se -

acompafia de licuefsccidn , se debe a produceidn bacteria



na de gelatinasa. La licuefsccidn deja escanar los gréng
los de carbdén oue, con una . ligers agitecidn, ce disner--
san y enneerecen el medio., Los discos de gelatina con =
carbdn se.colocan en un pequefio volumen (1ml) de agua -
veptonada caliente (37°C) cue se inocula con el material

La licuefaccidn a veces no recuiere mds de algunas horas

13) iledio de wrueba Oxidacidn-Fermentncidn:

Bste medio contiene ventona y arul de timol como in
cador., Generalmente se aflade glucosa, nero nueden emnle-
arse otros carbohidratos. los tubos se siembran nor nica
dura, uno de ellos se cubre con vetrolato esctdril, v el-
otro se deja expuesto Al aire. Bste medio permite ¢istin
guir entre Oxidacidn y Fermentacidn del carboh:drato. E§
te estudio es immortante para identificar el género de -

un microorganismo.

Tubo abierto Tubo con netrolato
Oxidacidn Anarillo Verde
Fermentacidn Amarille fmarillo
Prevaracidn: Uisolver 2¢ de ventona, 5 g de clo

ruro de sodio, 0.3 g de fosfato ¢e notasio éibdsico, 3 g
de azer y 3 ml de azul de bromotimol (solucidén acuosa al
1%)en un litro de agua, Ajusiar el oH a 7.1. ~istribuir-
el medio base en tubos de 13x100 mm, de 3-4 ml nor tubo
y esterilizar a 121°C vor 15 minutos. Lesvouds de la estg

rilirzacidn, adicionar 1 % de carbohidrato ( dertrosa, --
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glucosa, maltosa, ete.) a cada tubo. ( Una solucidn al -
10 % del carbohidrato en agua, esterilizado vor filtra-
¢idn, es el conveniente para este propésito). Inocular -
dos tubos de medio (vor vpicadura) con el cultivo nor -
analizar. Desvuds de 1la inoculacidn , adicionar cerca de
10 ml de petrolato fundido estéril o sceite mineral esté
ril a uno de los tuboa. El otro tubo se deja exnuesto al
aire, Incubar a 35°C Y obgervar diariamente nor 3 4 4 -
dias. Pormacidn de dcido en el,tubo abierto, solo indica
Oxidacidn, utiliracién del earbohidrato, Formacidn de -—-
decido en los tubos abierto y cellado indicse una reac --
cidn de fermentacidn, la falta de produccidn de deido en
los tubos, indica aue el microorganismo existente anali-

zado no.utiliza el carbohidzato.

14) fzar glucosado de Sabouraud:

El medio vuede comprarse deghidratado en el comer-;-
cim, su férmula es la siguiente:
GlucCo8Bevsesevecsocnvesesaesdl g
¢ & A 1 B -1
PePtONAcccecrerrrrerccaressesl g
Agua destilada.....ecee...1000 ml
el oH se 1lleva a 5.5
3i ge desem, pueden afladirse 20 unidades de nenici-
lina, 40 microgramos de estrentomicina e 50 microgramos-

de vloramfenicol para cada ml de medio, cuando la2 nezcla



ya se ha enfrimsdo verc todavia esté t{quida, Los antibié
ticos imniden el nosible demarrollo de contaminantes bag
terianos, auncue el pH 4cido del medio también ayuda a -
este resnecto, Los medios de Sabouraud con antibidtico -
que existen en el eomercio contienen actidiona ( ciclohg
Ximida) y cloromicetina (cloramfenicol); nero debe recog
darse oque estags sustancias inhiben el desarrollo de As -
vergillus y Cryvtococcus. El agar maltosado de Sabouraud
es otro medio aque tiene aplicaciones similares, sin em -
bargo, es aconsejable que se utilice el medio de maltosa
0o el de glucosa, vero no los dos, pues los pigmentos y -
la coloracidn de una colonia de hongos puede diferir se-
gin el azdcsr del medio,

15) Medio de ﬁggr pare Pseudomonas, pera la detec -
cidn de Piocianina.

vigerido pancredtico de gelatinfccceceese20.0 g
Cloruro de magnesio AanNNidrO...ceecceccses 1.4 g
Sulfato Ge potasio anhidro s.eeeceeeceeeal0.0 g
AT vsvsosansoassosoescasssnnessasesseslf 0 g
U 1iCerinayeacseerrererronrrsnsosereeseesl0.0 ml
AU e e veeanssonsasnsssasosssnsnssesssl000,0 m
pH deanuds de la esterilizacidn 7.2 : 0,2
Disolver los comnonentes sdlidos en el agua, antes-
de adicionar la glicerina, Calentar con frecuente agita-

cidn, hervir nor un ninuto narz disolver.
)



16) Agar-azdcar triple fierro:

a) viedio I : Susvender 20 g de volivevntona, Sg
de cloruro de sodio, 10 g de lactosa, 10 g de sacarosa, -
1l g de glucosa, 0,2 g de sulfato ferroso, 0.2 g de tio -
sulfato de sodio, 0.025g de rojo de fenocl y 13 g de ager
en un litro de agua, mezclar comvletamente, calentar con
agitacidn ocasional. Hervir nor un minuto para disolver-
los ingredientes. Llenar un tercio de tubos de 16x100 mm
tapar con corcho, vara aue las condiciones serdbicas ~-
sean nantenidas durante su uso. .leter al autoclave a —==
118°C vor 15-17 mimutos. Antes de solidificar el medio, -~
coldcar los tubos en posicidn inclinada de tal forma aue
un extreuo sea de 2-3 cm y el otro sea de 4-5 cm, y una-
inclinacidn adecuada sea formada en la solidificseidn., -
pH final, 7.3 = 0.2

b) Medio II: Sugpender 3} g de exiracto de -~
carne, } g de extracto de levacura, 15 g de pevtona, 5g-
de peptona vroteosa, 1 g de glucosa, 10 g de lactosa, --
10 g de sacarosa, 0.2 g de sulfato de fierro, 5 g de clo
ruro de sodio, 0.3 g de tiosulfato de sodio, 0,024 g de=-
rojo de fenol, y 12 g de agar en un litro de agua, nez--
clar comvletamente, calentar con agitaeidn ocasional. =
Hervir durante un minuto para disolver los ingredientes
Lienar 1/3 de tubos de 16x150 mm y tanar ce tal forma -
que las condiciones aerdbicas sean mantenidas durante su
uso, ieter al sutoclave a 121°C por 15 minutos. 4ntes de

. solidificar el medio, colocar los tubos en vosicidén in--



clinada como se menciond anteriormente., nH final 7.3 b
0.2

Procedimientos ‘omar las colonias sosvechosas
por medio de una asa de platino wpara inoculacidn y na -
sarlas a un tubo con lledio de agar-azdcar-trivle fierro-
inclinado, la siembra se hace rayando primero la sunerfi
cie v atravesdndola desvués con el nsa (viquete)., Se ine
cuba. Si se descubre que no hay evidencia de la forma --
c¢ién de dcido en los extremos o en los limites del tubo-
(cambio a color amarillo), con o sin acomnafiamiento de =
burbuias de gas debajo de la suvnerficie, de color obscu-
ro, debido a le vroduccidn de sulfuro de hidrdgeno (H,S)
declives en la superficie alcalinos(de color rojo), el =
resultado es negativo de H,3 ( ausencia de S,lmonella).-
Ver tabla 1

17) 4zar soya-triotona:

Suspender 15 g de trivticasa ( triotona), 5 g de -
phytona ( o soytona), 5 g de cloruro de sodio, 15 g de--
a~ar en un litro de agua, mezclando Ccomoletamente, caleg
tar con agitacidn frecuente v hervir por un minuto para
disolver completamente. fleter al autoclave 15 minutos a=-
121°C. pH final 7.3 = 0.1

18) Caldo soys-trivtona:
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Sugpender 17 g de tripticasa ( o triptona ), 3 g de
phytona { o soytona ), 5 g de cloruro de sodio, 2,5 g de
fosfato dinotdsico, y 2.5 g de dextrosa en un litro de -
agua, y calentar ligeramente »ara disolver, si es que es
necesario. ligtribuir dentro de tubos de 16-20 mm ds dié
netro, de tal modo que sean 5-3 cm de fondo Ge caldo, «
Heter al autoclave vor 15 minutos a 121°C. pH final 7,3-
Z 0.1

19) Caldo trivtona azolectina tween:

Ligolver 5 g de azolectina en 500 ml de agua fria.
Adicionar 20 g de triotona, 40 md de tween 80 y 500 ml =
de agua. Colocar en un bafio de agua a 48-50°¢ vor 30 mi-
muitos. iezelar y ajustar el pH a 7.5 = 0,1 . Distribuir-
y esterilizar vnor autoclave a 121°C por 20 mimutos. o -
final, 7.2 = 0.1

20) Agar con Urea:

&) medio de Christensen contiene glucosa y pevtona,
gue permite el desarrollo de gran variedad de microorga-
nismos entéricos, y también urea y rojo de fenol. Los mi
croorganismos que nroducen ureasa dan lugar a carbonato-

de amonio, y el indicador se vuelve rojo.

€ 0 ( NH,),——4m ( NH,),C 0,
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21) Hedio de Azar Vogel-Johngon:

Disolver 10 g de digerido pancredtico de caseina, -
5 g de extracto de levadura, 10 g de manitel, 5 g de fos
fato dibdsico de votasio, 5 g de ¢loruro de litio, 10 g=-
de glicina, 16 g de agar y 0,025 g de rojo de fenol en -
un litro de aguas. lzter al autoclave a 121°G vor 15 mimu
tos, enfriar a 45-50°C. Adicionar 20 ml de una solucidn-
estéril de telurito de sodio.

22) Prueba del rojo de metilo:

Bl microorganismo se cultiva en 5 ml de nevtona fos
fato de glucosa ( Difeco, Baltimore, Oxoid ), y se incuba
cinco dias & 3000. Se afiaden entonces al medio cinco go-
tas de indicador de rojo de metilo ( 0.1 g de rojo de me
tilo, 300 ml de alcohol al 95 nor 100, y 200 ml de agua=-
degtilada). Un color rojo indica una reaecidn vositiva--
(deida).

23) Prueba de Voges-Proskauer:

Susvender 5 g de fosfato dinotdsico, 7 g de ©vOli--
veptona, 5 g de glucosa en un litro de agua, calentar 15
lentamente nara disolver, “istribuir en tubos y meter al
autoclave a 121°C por 10 minutos.

a) Reactivos prueba:
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a’) Solucidn @ naftol: Disolver 5 g deenaf
tol en 100 m1 de alcohol absoluto.
b‘) Solucidn al 40 % de hidrdxido de potasio.
Tisolver 40 g de hidrdxido de votasio en-
agua =& 100 ml.
b) Prueba Voger-Proskauer:

A temperatura ambiente, transferir 1 ml de un culti
vo de 48 .horas a un tubo con el medio de VP y adicionar-
0.6 ml de solucidn de e¢ naftol ( a’) y 0.2 m1 de solu-
cidn al 40 % de hifrdxido de notasio (b’). Agitar des —-
vués de cada adicidn de solucién. Intensificar y acele-~
rar la reaccién, adicionando 2-3 cristales de creatinina

al medio &e nrueba, Irtervretar los resultados 4 horas-
despuds de adicionar los reactivos, El desarrollo de une
color rosa de eosins indica uns nrueba positiva VP, debi
da a produccidn de acetilmetilecarbinol a partir de gluco

o B) Limites sicrobioldgices:

&1 control del contenido microbiolégico en cosméti-
cos eg congruente con el control de otros agvestos de ca
lidad y es deseable, nara minimizar alguna vosibilidad -
de veligro humano.

Existe una gran discusidn sobre si los cosméticos -

o
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pueden-o no contener nmicroorsanismos sin vmeligro nara el
consumidor, y en que nivel es permisible este contenido,
Todos estdn de scuerdo en oue ningdn cosmdtico debe con-—
tener ninguna cantidad de microorganisros patdgenos ta-w

les como Salmonella, E,coli, Pseudomons aeruginosa, 3ta-—

phylococcus aureus, Sin embargo, este ultimo término no-

estd debidamente aclarado, ya oue se pueden nresentar =-
"natdgenos ovortunigtas", es deeir, microorganismos oue-
snlo en condiciones esneciales muestran estas caracterig
ticas. Con resvecto al contenido de gérmenes inocuos, --
llamados sanrofiticos, lunnigan pronone que cualcuier -
preparacidn oue se anligue directamente a2 la piel humn-
na debe tener un nivel de contaminacidn ce menos de -=
100 microormanismos nor ~ramo. lenenbaum nor su narte --
ovina que vpara considerar el grado de contenido microbig
no cue debe ger controlado en cosméticos, debe tomarge -
en cuenta nara que y como son usados. “ue la nrevara--
cidn de cosméticos estériles es costosa y resulta imitil
si se toma encuenta gue la niel contiene varios millares
a varios millones de St,epidermidis vor centimetro cua-
drado en la regidn de la axila, cue el cuero cabelludo =
contiene una basta flora incluyendo levaduras y hongos,-
aue la viel contiene de varios cientos de C,acné oor cen
tImetro cuadrado y oue la saliva contiene normalmente --
millones de gérmenes nor mililitro. Esta misma oninidn-
la comparten Jungermann, Wallhousser y uost entre otros

La Farmacovea ilacional de los Estados Unidos liexica
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nos y la Farmaconea X1X de los Egtados Unidos no contie-
nen limites microbiancs para cosméticos o productos de -
verfumer{a y dnicsmente la CYFA { ‘“he cosmetic, toiletry
and frasance Association / nublicd en 1973 uncs lineami-
entos nara limites microbianos en nroductos cosméticos-
y de tocador. ~1 comité (CTFA) estd basado en recomenda-
cionea sobre:

41 1) El grado variable del riesgo votencial rela-

tivo al uso designado,

2} En los estandards existentes o recomendacio--
nes nara oroductos de otras dreas nor ejem ~
plo: 4Alimentos y Farmacedticos, .

3) “n conocimientos de factores ambientales,

4) Limites microbioldzicos de las commafifss:

5) Variacidn inherente en pruebas microbioldgi -
cas.

Hientras un estandard es una regulacidn administrg
tiva con la fuerza de ley, un limite es una sugerencia -
de un némero mdximo acevtable de microorganismos, deter=-
minado vor métodos vrescritos., La mufa de la CY'FA se nre
varéd vara ofrecer aruda a los fabricantes nara iuzgar la
calitad microbioldgica de sus oroductos. Los 1limites no-
son el unico criterio para la acentabilidad: el fn.bricar;x
te deberd tomar en cuenta la naturaleza egvecifica de su
producto, estableciendo criterios microbioldgicos vara<
su seguridad,

Los cosméticos y articulos de tocador usados nor el
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pyblico, en meneral no son y no necesitan ser fabricados
e~ condiciones egtéri:es., Por consiguiente, los microor-
ganismos establecidos en el mecio ambiente en gereral, -~
en las materias »rimas, y demds comnonentes nueden ser -
incorvorados en el producto durante la fabricacidng nor-k
ello es imnortante ogue las materias orimas, Convsnentes-—
¥y lote nrocesado sean manejados y slmacenados en buenag-
condiciones, mara imnecir la proliferacidn microbiana.
La CTFA recomienda aque l-~s compnafiias examinen sus -
nroductos, nsrt_cularusente los envessados en su.: conteni-
do microbiano sobre bases eswecificns., Ll nrogrema toma-
rd en cuenta materias nrimasg, producto en nroceso, y el-
creciziento notencial cue sonorta cada nrevsracidn, de--
signard procedimientos microbioldgicos convelientes en -
productos egnecificng, veriddicamente exaxinard los pro-
cedgimientos de fabricacidn, internretanco los resultados
Los limites no son el vnico criterio, ¥ el fabrican
te deberd vomar ex cuenta 1la naluraleza esnecifica del -
producto, estableciendo eriterios nicrobioldgicos. Por -
ejemplo, contar con una simnle muestra nuede ger un 1i-
mite muy severo. “uentas en vorciones de un lote nuede =
wostrar adn zrandes variaciones, nor lo cue el fapbricen-
te deberd considerar tales variaciones para establecer -
criterios provios de la compaila. .ateriss nrizmas de ori
gen natural ( Vesetales o minerales }, oueden contener -
un mimero congiderable de microcrganismos inccuos., Cuan-

co se sobrevasa el Ifmnite es resnongabilidad cel Tabri-
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cante caviziacerse asf mismo aue el nroducto no renresen
ta un velir wvara el consumidor,
~1 fabrica:te tiene ls resnonsabilidad de hacer une
productn adecusianente oreservado. La preservacidn ade ~
cuada nara el producto veberd ser determinadd vor prue -
bag anrovindas durante el desarrollo del nroducto.
~0s lImites recomendados para los diferentes tivog-
de cogafticos, estdn basados en un nrocedimiento de cuen
ta en nlsca eatandesrd, el cual es un nétodo nara determi
nar el contenido microbiano,
Criterios esnecificos:
Productos nara bebé:
no mis de 500 microorg, nor gramo o-mor ml,
Productos usados slrededor de los ojoss
no mdsg de 500 microorg. vor £raro o vor ml,
Producto orales:
no mds de 1000 microorg. 1or gramo o vor ml.
fodos los demds nroductos:
no mdis de 1000-microerg.nor framo o mor ml,
Un nétodo de cuenta en nlsca, 2centable vara un nro
ducto en particular, nuede permitir el crecimiento y de-
teccidn del desarrollo de microorganismos, La sugencia =
de mic¢roorganianos dafiinos nuede ser determinsdo nor la-
identificacidn de colonins emitidas en mlacas ussndo me-
dion selectivos anronindos, logs cunles ya se han mencio-
nado anterior .erte,

En generrl, nara re~lirar el andlisis microbioldgi-
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co correspondiente y establecer estandrres microbiocldei-
cos, se deben considerar lo~ sigulentes faciores:
A) Cuenta total ¢e bacterias, incluyendo honzos-
y levoduras.
B) saturrleza de 1o flora microbiana
C) daturaleza de la meteria nrimn

D) Laturnleza del wroducto final.



Canftulo IV

"PRI SCLPALES #IEr0L0S Iy oSTEnITIZACION Eih UATERIA PRIMA-
Y CO;PO:ENLES PRIMARLOSY

Primero se definird Esteriliracidn y Asensia, nara-
después describir los nrincipales métodos de esteriliza-
cidn,

la esteriliracidn es definida como la comnleta des-
truccidn o eliminacidn de la vida microbial, v sus for--
mas de resistencia.

4] tér-ino aséptico indice un vproceso controlado o-

condicidn, en el cual el nivel de contaminacidn . micro--
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bial se recuce al grado de que los nmicroorzanicmos nues
den excluirse de un nrocucto durante su nrocessmiento., -~
Esto puede cdefinirse tambidn como un "anarente" estado -
estéril.

Los individuos seleccionados mara llevar a efectd -
los procedinientos.de esterilizacidn deben ée estar com-
nletamente enterados tante del grado .de efectividad como
de las limidtaciones de cada uno de los procesos de este=-
rilizacidn, ya que dichos vrocesos nueden tener efectos-~
perjudiciales o nocivos sobre el material nue se va a es
terilizar.

lpgs microorganismosg exhiben una resistencia varig =
ble a los procedimientos de esterilizacidn. %1 grado de=~
resistencia varfa con el organismo especifico. £n conse-
cuencia las esnoras, la forma que conservan ctertos orga
nismos durante condiciones adversas, son mds resisten--
tes aque lss formas veretativas de un organicsmo. Por lo -
tanto, las condiciones requeridas para un oroceso de es-
terilizacidn cdeben vlanearse nara oue sean efectivas a -
las esnoras resistentes de los microorzmnismos encontra-
dos normalmente,

Los procesos de esteriliracidn se dividen en dos --

grunos:

A) Procesos Ffsicos de Hsterilirzacidn:

1) Hétocos térmicos
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El calor constituye un método de destruccidn nara -
los microorganismos. La efect.vidad del calor es deven -
diente del zrado o intensidad con cue es nalicndo, el pe
riodo deé exvosicidn de los materisles a esterilizar y la
humedad nresente., Lentro de la escala de temneratura de-
egterilizscidn, el tiemno reguerido nara nroducir un ,=-
efecto mortal es inversamente oroporcional a la temwera-
tura emnleada, y la temveraturs requerida estd inversa -
mente relacionads a la humednd bpresente.

Los métodos térmicos nueden ser de dos tinos: acué-
1los cue se efectian nor el calor seco y aaquéllos :nor -

¢alor humedo.

: a) Egteriliracién per calor secg

Las substancias cue resisten la degradacidn a las -
temperaturas aproximadas a 140°C (284°F) vueden esteri-
lizarse por medio de calor seco., La exvosieidn a una --
temperatura de 180°g ( 356°F) durante dos horas o,cercs-
de 45 minutos a 260°C ( 500 °F), normalmente eliming --
bien tanto esnoras como formas vegetativas de todos los-
nicroergenisnos.,

Este proceso se lleva a cabo en esterilizadores die
sefiados egvecificamente nara este fin, que son calenta--
¢os nor medio de electricidad o de gns, llamadas estu-—-
fas y hornos.

£l tiemvo de exnosicidn ¥ a la temmeratura nue se -



81

utiliza son esnecificos para c¢ada nroducto: cuando 1la na
tureleza de este lo vermite, se slarga el primero, Como-
medidade seguridad, vara compensar lsas diferencias du--
roante el tiemmo ¢e calentamiento y nara disminuir otros-
factores cue pueden afectar el ciclo de esteriliracidn, -
Este ciclo de tiempo total normalmente incluye un nerfo-
do razonable nara ocue el material slcance la temneratura
de esterilizacidn de la estufa y una avropiada retencidn
de la misma para lograr ura adecuada esteriliracidn y fi
nalmente un weriodo de enfriamiento nsra ocue el material
recrese a 1ls temperatura ambiental,

La cuenta del tiemno del nerfodo de exmositidn emne
zard después de cue la estufa hayn alcanzado la temnera-
tura de esterilizacidn. Esto hace cue una estufa normal-
mente sea carzada con el material que se va a esterili -
zar cuando esté a la temperatura ambiente, verfodo oue-
no se considera paras emnezar a contar el tiemno de exno-
sicidn.

La elevacidn de 1a temneraturs reauerida varn la es
teriliracidn por calor seco tiene efectos adversos sobre
machas substancias. DLios materiales de celulosa emniezan-
a oauemarse, muchos vroductos quimicos se cdescomnonen a--
estns temperaturss, las gomas se oxidan rdnidamente y --

)
los materiales termonldsticos se funden; vor lo tanto, -
este méﬂodo se destinag casi siemore pars cristeleria y -
material met4lico, para aceites anhidros y onroductos aug

micos oue sovortan altos valores se temneraturas sin de-

*
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gradarse.

La ventaja due da este método de esterilizacidn es-
el estado anhidro nue se,logra nara onroveer de material-
geco, tanto de vidrio comoc de metal, a1 final de un ci =
clo adecundo de calentanmiento,

“1 materisl de lsboratorio cue se esteriliza vor ca
lor seco se envuelve ovreviamente en vapel ( cuando se -
tra de frascos, matraces, tubos de .ensayo, #tc;), y se -
tapa con torundas de algoddn, cubriéndolas con panel de-
esta’lo para evitar la contaminacidn.

Finslmente, es de mencionar oue el empleo de calor-
seco para esterilizar es menos eficiénte nue el calor hg
medo, vor lo cual en este método se usan temveraturas -
m4g altas y perfodos de exnosicidn m4ds largos ocue en el-

de Vapor bajo Presgidn.

b) Esterilizacién por Calor humedo o con Vanor -

bajo gresign.

El calor hdmedo es un medio mds efectivo oue el ca
lor seco para la egterilizacidn térmica,

El calor mimedo causa la comgulacién de las protei-
nas de las células a una temperatura mucho mds baja nue-
el calor seco, por lo oue la cavacidad térmica del vavor
es mucho mds grande; concecuentemente, el.objeto a estee
rilizarse se calienta mds rdpidamente vnor vavor.

Este processc se lleva a cabo en los avaratos llama-



83

dos Autoclaves, los euales .emplean vavor saturado bajo --
presidn. Se utiliza en la mayoria de los casos en aue el-
producto o material para esterilizar resiste la hdmedad y
la temperatura elevada, caracteristico de este tipo de es
terilizacidn,

La temperatura con la cue se overa en autoclave es -
generalmente de 121°C. El calor mimedo también se usa pa-
ra procedimientos de esterilidad a baja temmeratura, =--
100%¢ ( 212°P ). Se mide con un termémetro situado en la-
1inea dedescarsa del vavor del sverato, y se verifica un
registro vermanente de la misma, en cada ciclo de esteri-
1lidad.

Antes de iniciar el proceso, el ovnerador debe estar-
gseguro que todo el aire ha sido desalojado de la cdmara -
del autoclave por medio del wavor, lo cual permitird la -
salida del nismo a través de una v4lvula abierta, durante
el tiempo que sea necesario, hasta que la corriente sea--
continua.

La densidad del vavor es mds baja aue la del aire, -
por lo que el vavor entra a la cdmara del autoclave y as-
ciende a la cabeza, desnlazando aire hacia abajo. Los ob-
jetos nueden colocCarse en la cAmara con esvaCiamientos -~
adecuados ovara una buena circulacidn del vanor alreiedor-
de cada objeto, y de egsta manera el aire es desnlarado.hg
cia abajo y afuera de 1la 1inea de descarsa de la cdmara,-
Cualouier trampa de aire, como el cue se queda en conteng

dores con orillas y fondos continuos o en nacuetes de en-
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voltura estrecha, atajan o evitan la venetracidn del va--
vor a estas dreas y, vor lo tanto, imniden la esteriliza-
cidn., &1 vavor, para ser efectivo, debe estar Intima y -~
completamente en contacto con todas las suverficies a ser
esterilizadas.

Las espvoras y las formas vezetativas de una bacteria
vueden ser destruidas efectivamente ea un autoclave durag
te un tiempo de exposicidn de 20 minutos a 15 libras de-
presidn ( 121°C ) (250°F) o durante 3 minutos a 27 1i -
bras de presidn a 132°C (270°F).

El tiemno de exvosicidn var{a también con la natura-
leza del pnroducto y con el tamafio y tivo de los envases =
de gue se trate. Los intervalos de tiemvo de exvposicidn-
es decir, gue sean cortos o largos, estd4n basados sobre -
la suposicidn de que el vapor ha alcanzado el hueco mds -
profundo del material aque se va a esterilizar, y ademds -
en que dicha tempveratura se msntiene hasta la fase final=-
de dicho veriodo.

En general, se acevta que el método de esteriliza --
cidn tdérmico mds seguro y de confianza es el uso de calor
hymedo o con vapor bajo presién; vor lo tanto, este mdto-
do deberd emvlearse siemore cue sea posible,

La esterilizacidn pnor calor hu¥medo es también anlica
ble al eouino y suvlementos tales como tandn de goma o0 =~
caucho, material de vidrio y otro equipo en asociacidn --
con goma o Caucho.

¥l inconveniente de este método es que generalmente-
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el material esterilizado no queda comnletamente seco, ==
por 1lo que se puede secar en una estufa de vacio antes -

de su uso.

2) bétodos o térmicos:

a} Esterilizacidn vor luz ultravioleta.

La luz ultravioleta se emplea normalmente vara ayu-
dar a la reduccidn de la contaminacidn aerobia, y nara -
proteger 1as sunerficies estériles dentro del nrocesamie
ento en el medio ambiente,

Cuando la luz ultravioleta pasa a través de la mate
ria, se libera energia a las drbitas de los electrones -
dentro de los d¥omos constituyentes. Estg energia absor-
bida causa un estado energizado muy alto de los 4tomos y
altera su reactividad, Cuando tal excitacidn v alteraci-
én de la actividad de los dtomos esencianles ocurre den -
tro de .las moléculas de los microorzanismos o de sus me-
tabolitos esenciales, el orgainismo muere o es incana? pa
ra reproducirse; es nor esto que algunos investigsdores-
han visto que los efectos nrincinales sobre el metaholig
mo de microorganismos, a causa de la absorcidn de ener -
gla ultravioleta, reside en los dcidos nucléicos celula-
res,

La efectividad germicida de 1a luz ultravioleta es-

una funcidn ce la intensidad de la radiscidn y del tiem-
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po de exmosicidn. Esto también varia con 1a suscentibili
dad del organismo. Cuando la intensidad de la radiacidn,
se inerementa, el tiempo reguerido para un efecto letal-
decrece y viceversa. licha intensidad puede ser medida -~
por medio de un metro esvecial de luz oue contenga un -
fototubo sensible a una longitud de onda de 2573 X.

Algunos ejemplos de lo anterior son los siguientes:

liieroorganismos knergia

2
(illicro-watts-seg/cm )

Bacillus subtilis ‘ i1,000
Egnorass de B,subtilis ’ 22,000
Escherichia coli 6,000
Pseudomonas seruginosa 10,000
Sarcina lutesa s 26,000
Staphylococcus aureus 6, 600
Aspergillus niger 330,000

la intensidad de radiscidn es de 2537 2 , necegeria
vpara la destruccidn complets de los microorganismos antg
riores.

Jin embargo, también se ha mostrado aue los organis
mos exouerstos a las radiaciones ultravioleta pueden algu
nas veces recuperarse; esto suele suceder debido a la va
riacidn del vH del medio, o a la exvoasicidn a la 1luz vi
gible desnués de la exnosicidn a las radiaciones ultra--
violeta,
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Para conseguir un mayor efecto vnor este método, se-
recomienda mantener las ldmnaras de luZz ultravioleta lie-
bres de nolvo, grasa y rasvaduras; su instalacidn requie
re de una cuidadosa planeacidn nara una mayor eficiencia

Bl versonal nregente en dreag donde haya luz ultra-
violets deberd estar protegido tanto de rayos directos -
como Ge rayos reflejacos, ya que dichos rayos causan te-
Aiido de rojo de la pniel e intenso dolor e irritacidn de-
los ojos.

El uso de l1la luz ultravioleta es vrincinalmente, va
ra su efecto germicida, sobre suverficies o vara su efeC
to penetrante, a través de aire limpio y aguag las lémng
ras son frecuentemente instalados en cuartos, ductos de-
aire y equino grande donde lags radiaciones atrgviegan e~

irradian el azire y logran llegar a las superficies,

b) Bsterilizacidén por radiaciones ionirantes,

Las radiaciones ionizantes son de alta energia, emi
tidas por isdtopos radiactives tales como Cobalto 60 y -
Cesio 137 ( ravos gamma) o vroducidas vor aceleracién me
cdnica de electrones ¢ muy altas velocidades y energia -
(rayos catédicos y rayos beta ):

Los rayos gamma tienen la ventaja (e ser de absolu-
ta confianza y seguridad, mero tienen el inconveniente -
de gue debido 2 su origen radioactivo es relativamente =

diffcil conseguirlas.
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Los aceleradores de electrones, gue es la otra fueg
te de radiacidn, tiene también la ventaia de suministrar
una dosis alta y uniforme en su velocidad de rendimiento
perc tienen también el inconveniente de proveer de elec-
trones con noco noder penetrante y su uso reouiere minu-
cioso control de las variables aque afectan la eficicencia
de la esteriliracidn, tales como la énergia del electrdn
la corriente del mismo, la amplitud de su recorrido y ei
tiempo de exvogicidn,

Sin embargo, los sceleradores de electrones son fre
cuentemente mds empleados para la esteriliracidn por ..--
irradiacidn.

Lag radiaciones ionizantes destruyen los microorga-
nismos vor la detencidén de su reoroduccidn como un resul
tado de mutaciones letales. tstas mutaciones son efectug
das nor une transferencia de radiaciones de haces enérgg
ticos a moléculas recentivas e1 su trayectoria. Pero tam
bién se pueden hacer indirectsmente, en la cual el agua-
de lacs moléculas ze iransforman en entidades altamente -
energizaéns (Iones hidrdgeno e hidroxilo) llevsndo vor -
todog lados cambios de energia en dcidos nucléicos orin-
cipalmente; de ecta manera eliminan la disvonibilidad ne
ra el metabolismo de la célula bacterial.

Las esnoras bacteriales y virus, cue generalmente -
son 4 6 5 veces mds resistentes cue a una bacteria vege-
tativa, ge eliminan con una dosis de 2,0 a 2,5 megarads,

dosis aque generslmenie se administra cuanéo ya se ha de
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terminado el grado ¢e contauinacidn,

los electrones pueden usarse para esterilizar vro~+
ductos selectos vor un vroceso continuo, no en todos., -=
Los procesos continuos de esteriliracidn requieren de -
un control ,exacto, 'asi como de oue no hayz lansos momen-
tdneos nara garantizar una esterili-acidn efectiva.

kata tdenica es conveniente vara vrcductos sensi--—
bleg al ecalor, envasados y sellados herméticamente y su-
avlicacidn es limitada nor los efectos votenciales de =
las radiaciones sobre la estabilidesd de los ovroductios y-
sobre sus envases,

la esterilizac¢idn efectiva gin consecuencing adver-
sas ha sido alcanzada vara la administracidn de nldsti -
cos endurecidos y un gran nimerec- de vitsminasg, antibiéti

cos y hormonas en eatado seco.

¢) Esterilizacidén nor Filtracidn

Ia filtracidn es un método no térmico nue se utili-
ga para esterilirzar soluciones selectas sensibles al ca-
lor y consiste en la sevaracidn flsica de log microorsa-
nismos cue las contaminan: psra ser efective lo anterior
los filtros que =e utilizan deben s la vez de remover --
los microorganismos de la solucidn, vermitir el naso de-
todos los comnonentes deseados en dicha solucidn, es de-
eir, sin alteracidn substancial en 1la composicidn cel 11

aguido.



90

Funcidn: Los filtros remueven los microorganige-—
mos nor un nroceso de "malleo" y los retienen en su su--
verficie, nor entramvamiento en las rendijas del filtro-
o nor efectcs electrostdticos. En contraste con otros -
procedimientos de esterilizacidn, la filtracidn elimina-
los microorsanismos “in situ®.

Para oue lo anterior sea efectivo, la medida del 0o
ro debe ser lo suficientemente vecuefila para nrevenir gue
log microorganismos en movimiento nasen a itravés del fil
tro. El didmetro de los voros usados nara la esteriliza-
cidn segura o confiable de una solucidn vor un filtro de
membrana es aproximadamente de 0,2 . micrones, Los fil --
tros usados vueden ser clasificsdos en dos tinos: el tie
po vermanente ( re-utilizables ), tal como la tierra de
diatomeas, vidrio sintético, o voreelana .sin vidriar; y-
el tivo desechable tal como las almohadillas o cojinetes
de asbestos o membrana de éster celuldsico. Los filtros-
re-utilizables pueden ser usadosgs renetidamente sin deg—-
trueecidn y son, mor lo mismo, menos costosos: pero en ne
oesario rasnarlos con el uso, vara, de esta manera, te -
ner la seguridad de aque estdn limvios nerfectamente y --
oue no ocurra la contaminacidn cruzada de naturaleza -&
quimica, nor 1o aue es muy recomendable reservarlos para
usarlos unicamante con un tipo de solucidn.

Bn contraste con los anteriores, los filtros dese-—-
Chables son descartados desoués de usarlos, ¥ no hay nro

blema de limpieza con el medio mismo del filtroj no obs-

g
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tante el mango y el soporte nara el filtro deben ser lim
viados completamente desouds de cada uso.

La solucidn para esterilizar se pasa » través del -
filtro y se recibe en un recipiente esterilizado, anli -
cando presidn nositiva sobre ella, o succidn del lado --
del filtrado. Se debe evitar el exceso de pnregidn, tanto
nositive como negativa, ya oue es perjudicial vara l1a es
terilizacidn, sin olvidar oue 1la filtracién nrolongada -
favorece » la contaminacidn.

Los filiros gue se utilizan son 6 nrincivalmente: -
Cojinete de asbestos disvonible, ilembrana de éster celu-
ldsico, lkiembrana de policarbonato, Re-utilirable Bujfas-
0 velas de tierra de diat-meas, Velas o discos de vidrio
incrustado, Velas de norcelans sin vidriar.

Los filtros de membrana son los mds recomencéasdos, -
ya cque tienen menos oroblemas de manipulacidn y su velo-
¢idad de flujo es mayor.

En general, lnas membranas de vnolicarbonato de celu-
losa son mds regsistentes que las de nitrato de celulosa.

Ademds de los filtros ya merncionados, se utilizan -
tambidn los materiales pmldsiicos, tales como el cloruro-
de volivinilo, nylon, tefldén, y metales inerustsdos, en
tre ellos el acero limpio y nlata, particularmente cuasn-

do se necesitan caracteristicas de alta durabilidaed,

B) Procegos Quimicos




92

1) Esterilizacidn por medio de gas

A) gunos nroductos sensibles al calor nueden 'ser es—
terilizados exnonidndolos a los gases.

], gas egterilizador no es nuevo, Log gases tales -
como el formaldehido y el didxido de azufre han sido usa
dos vara esterilizar vor muchos afios.

Estos gmses son, gin embargo, 2lismente reactives -
quimicamente, vor lo anue su uso es limitado.

Los nuevos gases, el 4xido de etileno y‘é?proniolag
tona, tienen wmocas degventajas, vor lo oue asumen un im-
portante lugar en el 4rea de esterilizacidn. ®in duda, -
es una ventaja vara los materiales pldsticos ¥y pera res-
nonder a 1ls necegidad de un método ordctico de esterili-
zacidn, el haber desarrcllado uno basado en el uso de -=
los agentes gaseosos esterilizadores, narticularmente el
éxido de etileno.

i La egterilizacidn con gases nace de la necesidad de
esterilizar una gran cant.dad de materiales u objetos =
gue no pueden ser sometidos ni al calor, ni a las radia-
cionesg,

Actualaente, dadas las ventajas que la esterilizpw=
cién con gases ofrece, se le ha emvleado .también en la-
egterilizacidn de materiales u objetos suscentibles de -
ser esterilizados por otros métodos.

Algunas dé estas ventajas son las siguientes::

- Se efectia a temneratura vy humedad relativa bajas
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- Los esterilirantes gaseosos llegan a lugares done
de no llegan los esterilizantes lfquidos.

- La gran difusidn de algunos de estos grses a tra-
vés de materialés vldsticos, de navel, de telas, -
etc., elimina el problema de eliminar al agente -
esterilizante, y en algunos casos, vernite la es-
terilizacidn de nroductos dentro de sus vnronios -
envases 0 empaques,

- Con algunos gases la esteriliracién se lleve a ca.
bo aun en presencia de grandeg cantidades de matg
ria orgdnica,

- Como cdmaras esterilizantes se nuede hacer uso de
equipos simples, tales como bolsas de nldstico, y

de hule, etc,

a)Esteriliracidn con Oxido de Etileno

El déxido de etileno, es unuéster ciclico y un gas a
temperatura ambiente; sdlo es altamente inflamable, y —-
dentro de una amplis gama de concentraciones forma mez--
¢lns exvlosivas en el aire., Este inconveniente se sunera
enoleando mezclas adecusdas de dxido de etileno con go--
sea inertes tales como didxido de carbono, hidrocarburos
fluoroclorados, nitrégeno, bromno, ete,

Las mezclas de este tivo mds emnleadas son las sie

guientes:



Carboxide

Cartos o-Etoi:

Oxyfume 20

Steroxide 20

Sterivit-Gas

T-Gag

Preoxide

Cry Oxide

Cry Oxide

(Benvicide)

Oxifume

Steroxide 12

10% dxido de etileno
90% didxido de carbono
10% éxido de etileno
90% didxido de carbono
20% dxido de etileno
80% didxido de @arbono
20% - dxide de etileno
80% didxido de carbono
12% éxido de etileno
88% didxido de carbono
90% dxido de etileno
10% didxido de carbono
10% dxido de etileno
90% freén 12

11% dxido de etileno
79% Predn 11

10% Fredn 12

11% dxido de etileno
54% Fredn 11

35% freén 12

12% dxido de etileno
884 fredn 13

12% éxido de: etileno
38% fredn 12
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Unidn Carbide
Fa,Dagesh, Ffm,
Unidn carbide
Wilmot Castle Co.
Fa,Sterivit,Mainz

Fa,Dagesh, Finm,

Behh Benue Iabs,
Pennsgylvania Engi
neering.

Unidén Carbide

Wilmot Castle

La provorcidn de éxido de etileno respecto al gas -

inerte ge recomienda sea :enor de 17 %.



95

Proviedades de algunas de estas mezclas:

Oxido de etileno-didxido ‘de carbono 10:30

Es la que ha permanecido durante mds tiemno en el =~
mercado; es barata, de relativamente baja toxicidad para
el hombre, no es corrosiva ni dafiina nara la mayoria de-
los materiales, no deja olor ni sabor, su densided es -=-
una y media veces mayor que la del aire, lo aue favorece
su penetracidn en grictas y rendijas en egquinos, envases

y empaques. Su accidn no es particularmente rdnida,

Oxido de etileno=-didxido dé carbono 20:80

Es una mezcla de precio medio, no corrosiva ni dafii
na para los materiales. Se vprefiere en muchos casos a la
anterior debido a cue su mayor concentracidén de dxido de
etileno, permite tiempos de exnosicidn mds cortos., Eg ==

s L X .
una mezcla ligeramente mds peligrosa aue la anterior.

Oxido de etileno-didxido de carhono 90:10

Es una mezcla de gran votencia esterilivantes, debi
do a su altaroncentracidn de dxido de etileno, vpero tie
ne el inconveniente de ser una mezcla exnlosiva en la --
gue 1la bequeﬁa proporcidén de didxido de carbono reduce -
g6lo débilmente la inflamabilidad del dxido de etileno,

Estas mezclas se introducen, generalmente ys forma~-
das; al espacio donde se va a llevar s cabo la esterili-

zacién o la fumigacidn, para evitar riesgos y obtener re

)
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sultados satisfactorios.

Cxido de etileno-hidrocarburo halogenado 11:89

Es una mezcla de baja toxicidad para el hombre, no
corrosiva’y no dafiina para la mayoria de los materiales,
sus nropiedades venetrantes son excelentes. Permite te -
ner presiones relstivamente bajas tanto en los recipniemn-
tes en que se almacena como en la cdmara de esteriliza—-
cidn. Sus vropiedades esterilirantes son magnificas, ya-
gue ayn a nresionegs relativanente bajas la concentracidn
de dxido de etileno es alta, reduciéndose assi el tiemvo-

de exposicidn.

Oxido de etileno-hidrocarburo halogenado 12:88

Esta meztla presenta las mismas proviedades gque la-
mezcla anterior.

Actividad:

K]l dxido de etileno es cavez de matar a un gran mi-
mero -de microorganismos nerdhicos gresmnositivos vy gramne
gativos, asf como de bacilos esvorulados aerdbicos y ana
erdbicos.

Philips y Kaye, en su revisién a este resvecto, re-
vortan uns larga lista de microorganismos nara los cugee

les es letal este gas. (B.globigpi, Staphylococcus aure-
us, dicobacterium Phlei, Gafflcya tetragens, ,Serratia mar

cessens, fberthella tyohoesa, ,Klebsiella pneumoniae, Eg--

cherichia coli ).
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Isao Shibasaki ha opublicado unaz revisidn de log =-

efectos del dxido de etileno sobre Escherichia coli, ==

Streptococcus, Staphvlococcus aureus, Clostridium, B, an-

thracoides, Flavobacterium, iycobacterium,

Botto revorta la completa destruccidén de A.niger, -
lilucor después de una exvosicidn de 3 hor=s a 24°C y 140

mg por litro de déxido de etileno.

Proceso de Esterilizacidn

"t La esteriliracidn con dxido de etileno generalmente
involucra el,uso de un autoclave modificada. El material
que se va a egterilizar se colocCa en la cAmara, nrevia -
meate calentado cerca de 55°C (131°F), ¥ a un wacfo ini-
cial de zoroximadamente 27 vulgadas de mercurio.

Engeguida se introduce una humedad relativa de 50 a
60 % para un veriodo de cerca de €0 minutns. Bajo estas-
condiciones se introduce la mezcla de dxido de etileno a
la presidn requerida gque da la concentracidn deseada de-
éxido cde etileno, la cual es mantenida vor todo el nerig
do de exvosieidn.

ojguiendo un neriodo de exvosicidn de € a 24 horage
devendiendo del grado de contaminacidn y ae lz vnenetra -
cién del material, el gns se agota:m un vacio de abroxi-
madamente 25 : nulgadas y se detecta fdcilmente.

El aire oue ce introduce s la cAmara se filtra, na-

ra alcanzar la oresidn atmosférica nuevamente, desnués w



de la esteriliracidn,

Se usa un vrecalentamiento de la cdmara para dismi-
nuir el tiempo recuerido nara el proceso de esteriliza—-
cidn, y se ha visto oue una temveratura de 5500 (131°F)—
no tiene efecto adverso en muchas substanciag.

S5e ha encontrado gue la humecad ejerce un efecto ==
significativo en dicho nrocesoy y se ha demostrado cue -
una humedad relativa de no menos del 30 % favorece una -
rdpida reduccidn de la actividad bacterial, Se ha mostra
do también, nor medio de estudios oque los microorganis-
mos deben ser hidratados, at eatos van a ser eliminsdos-
nor 6xido de etileno dentro del tiempo usual.

Lé humedad introducida dentro de la cdmara del es-
ter:lizador junto zon el gas nuede no hidratar adecuada-
mente al microorganismo; la humedad debe ser absorbida -
por el msaterial circundante y desouds penetrar al micro-
organismo. Es, vor lo tanto, recomendable cue una humidi
ficacién del veriodo de residencia o estancia sea la pri
mera etave en cada ciclo de esteriliracidn, como una ayu
da en ls digtribucidn v absorcidn de la humedad del ma te
rial orra esterilirarse. La huusedad relativa recomendada
para este verfodo de estancia es de 55 a 60 %,

fodo lo anterior none en claro gue un control inadg
cuado c¢e humedsd es uno de los vroblemas que contribuyen

al iracaso de 1la esterilizecidn con dxido de etileno.
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Mecanismo- de Accidn v Anlicacidn.

Se niensa que el dxido ce etielno ejerce un efecto-
letal sobre los microorganicnos nor uns alkilacidén esen-
cial ae lo= metabolitos, afectando narticulr~rmente el --
nroceso de renroduccidn, UVicha alkilacidn nrobablemente-
ocurre nor el reemol=azo de un hiarégeno activo en un gru
vo sulfhidrilo, =mino, ¢arboxilo o hidroxilo por unfradi
cal hidroxietilo. le esta manera, el metabolismo es.altg
rado vor 1o nue el medio no eg favorable para el nicroor
ganismo y muere sin rewnroducirse.

La estrrilirzacidn con dxido <¢e etiléno en 1la Indug
tria Farmacedtica y Cosmética generalmente se limita a -
polvos secos, oues la alkilacidn que desarrollz el méto-
do puede 1ntefvenir en moldéculas de substanciss activas-
de los vroductos a esterilirar, nmarticularmente licuidos

Su uso se ha extendido a materiales de nlAstico, hu
les e instrumentos dvticos delicades, asi como »ara lim-
piar enuivo de acero,

La efectivs nenetrabilidad del dxido ce etileno ha-
ce nosible la esterili~acidn de nroductos cue se distri-
buyen en emmague de cartdén o nldstico, como los mroduc--

tog parenterales.

b) Beta-nropiolactona

La beta-vroniolactona es una lactona ciclicm, es un
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1fquiao no inilamable a temmeratura ambiente, tiene una
pregidn de vavor bajajy sin embargo, ce ha visto cue es -
un agente bactericida contra una anvlia veoriedsd ce mi-
croorganismos a concentraciones bajas.

Ks un sgente alkilante y, nor lo tanto, actia con--
tra los microorganismos de una manera similar al dxido -
de etileno. Es efectiva a una concentracidn de vavor de-
aproxim-damente 2 a 4 mg/lt, a.una temperaturs menor a =
24%¢ ( 75°F ) ¥ a una humedac relativa de no menos de --
70 % con un verfodo de exnosicidn de 2 horas minimo, La-
venetrabilidad del vesovor de la Beta-obrovioclactons se ha-
encontrado pobre:; nor lo tanto, su o»rincinal uso es vara
la egsteriliracidn de suverficies en grandes esnacios ta-

les como cuartos completos.

¢) Proceso asdntico

Un procego asédotico es técnicamente un método no es
téril; sin embargo, sus fines se involucran con los »ro-
cesog de esteriliracidn, oues el término es valicade a -
las tdcnicns cue llevan a cabo manipulaciones beajo condi
ciones cuidadosamente diserdadas y controladas nara nreve
nir la entrats de microorganismos » un nroducto: es uti-
lizado en materiales nue no nueden wer esteriliracos teg
minailmente, esto es, esterilirarlog cesnuds de cue han -

gido sellados en el envase final.



Capitulo V

MCOsSERVALURES ¥ SU TLPORLANCIA®

#1 conservador de un cosmético debers oreservarlo -
de la contaminacidn secundaria y de acuéllas 6ontamina--
ciones nrimarias normales.

Indenendientenente de los métodos sanitarios de fa-
bricacidn, un oroducto deficientemente nreservado ofrece
muchas ovortunidadés = la infeecidn microbiana,

Como se dijo antes, una emulsidén de nceite en agua-
con oH de 7-8 oue contenga no-idnicos suministra un vo--

tencinl egpecinlmente adecusado nl crecirtiento nseudomond
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dico. Los oreservativos cue restringen el crecimiento =«
son los bien conocidos fendlicos, narabenow, bisfenoles
organometales y dcidos orgdnicos. '

Algunos no idnicos inactivan 1la scdidn bacteriostd-
tica. de los bisfenoles. ~1 nroducto comercial ‘‘ween 80, -
vor ejemnlo, es un antidoto m4s efectivo nue el =uero -
garguineo nara nulificar las vroviedades antibacterianas
de esos compuestos. Los estudios han demostrado oue la -
aeruginoss es canaz de crecer en soluciones y dismersio-
nes de surfactantes no-idnicos del tivo tween y ouede -
dividir los enlaces de dster de esos agentes,

Se determind, mediante un estudio de 3% no-idnicos-
y 26 nreservativos, ocue loc surfactantes no-idnicos dis-
mnimayen la eficiencia de todos los nreservativos cuando-
la proporcidn de surfactantes a preservativos nasa de cd
ertos niveles criticos.

las emulsiones del tipo agua en aceite son Telativa
mente resistentes a los atscues de la Pgseudomdnada natu
ral, ya cue la fase continua de aceite actia como barre-
ra A 1la nenetracidn del organismo en 1la fase acuosa e im
pide que el crecimiento se esparza nor el sisgtema, Sin -
erlbarge, los rasgos ague evitan la invasidn también demo-
Tran 12 actividad microbisna de los conservadores de mo-
40 oue una emulsidn de agua en aceite, sin cuando es mds
diff{cil de contaminar, también parece ser mds diffeil de

rreservar,

los factores cue afectan la actividad de los oreser
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vativos son los ague controlan también su accesibilidad e
en la fase acuosz, en »narticular el coeficiente de narti
¢idn de aceite en agua del vreservativo, la nronorcidn -
fase/volumen y la temneratura. Los compuestos antimicro-
biancs con elevados coeficientes de narticién de aceite
en afun 8 menudo se concentran en 1la fase oleosa conican
tidades insuficientes nresentes e.: 1la fase acuosa nara -
inhibir el crecimiento microbieno.

En el proceso de preservacidn de un oroducto -
con frecuencia se vasa vor alto la calidad nutritiva de-
la formulacidn. Los nroductos cosméticos y farmecedticos
a menudo flvctdan entre gimpnles soluciones~ a base de —-
agua hasta sovas con alto contenido de proteinas, Ceda-
ingrediente afiade o nuita varte cel crecimiento del oro-
ducto y, desde luego, el votencial de crecimiento mismo-
es un agente primario oue influye en la facilidad o aifi
cultad de la woreservacidn, ya oue un producto sin nutri
entes es mds fdcil de nreservar nue oiro oue los conten-
ga. Los "ingredientes mdgicos" cue ahora avarecen en mu-
chas formulaciones nueden, ocasionalmente, sgser nutrien-
tes nue estimulan el crecimiento de microorganismos y -
obstruyen 1= accidn de los preservativos,

Los recsuisitos oue debe cumnlir un agente conserva
dor o una mezela de conzervadores ideales son log sipui-
entes:

A) ifectivo a bajas concentraciones contra una-a

amnlia variedsd de microorganismos.
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B) Soluble en la formulacidn y Compatible con —-
otros ingredientes de la idrmula.

C) loxicoldgicamente acentable a las concentra -
cioneg uradas v sdemds a has mismas concentra
ciones no debe nroducir irritacidén o sensibi-~
lizacidn.

B) Cue sea total o ligeramente inodoro e incoloe
ro-

E) Activo y estable en una amplia gama de nH y -
tempneratura.

F) Fdcil y econdmico de formular en el nroducto,

Para cada orocducto hay un sistema de conservacién -
aue es el mejior y deberd elegirse tomsndo en cuenta su -
canacidad bactericida y el tiempo de actividads aue sieg
pre gserd oreferible a una canacidad bacteriostdtica, Evg
luando la capacidad conservadora esvecifica, sobre slgu-
nos gérmenes gue se consideran totalmente indeseables al
cognético y la capacidad alérgenica o fotosensibilizado-

ra que pueda nresentar.

A) Diferentes tivos de congervadores

Se han utilizado una gran variedad ¢ée substancias -
como conservedores en cosméticos de los cuales se men~-
cionardn algunos a continuacidn, iunto con gsus nronieda-

des mds importentes,
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1) Lerivados el f4cido wn-hidroxibenzoico

Son bacteriostdticos y fungistdticos, voco solubles
en agua; mds efectivos en o #cidc, forman comvnlejos --

emulsificantes no-idnicos.

HOo— —€00-R

2) Acido Sdrbico

Activo contra honsos, efectivo a »H Hfcido, forma -
¢mnlejos con emulsificantes no-idnicos, se nr:osia nara-
formaer ccmpuestos con otros conservadores incluso con an

tividticos.

CHCH=CHCH =CHOOH

3) Hexaclorofeno

tctivo contra bacterins Graam (+), noco soluble en -

agua, actualmente nrohibido en varios »alses,

el oy HO el
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4) Comnuestos cuaternnriocz de Amonio

Incomnatibles con alrunos incredientes: nctivos con
ira bneterias =ram nos: tives ¥y negntivns: vero no contra

Lodas 1lns Pseudomonngs. =jemplo: Cloruro de cetil-dimetil

e
eL® R—/i—e—Q

bencil, amonio.

5) SﬂllCIIHmId ns halogenndns

4 Son fotosensibilirsadoras, activas contira hongos.

i
C— NH-X
X = F el B-r . Op

6) Imidazolidin-Urea (Germall 115)

No tdxico, no irritante, ce amnlio esnectro: de -
efecto sinérgetico con otros conservadores., Solubles en-

agua y activas a un nll ce 4 2 3,
| N
® /

®
vl Wt
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7) 2, Bromo-2 nitropronano 1,3 diol (Brononol)

smy efectivo, actda a nH bajo: efective contra bac-
terias Gram (-). No tdxico y no es incompntible con eml

gificantes no-idnicos: es mds estable a pH dcido ¥ neu -

tro. ’81‘
HO —1”9—6;‘*@“1‘ O+
Mo

8) Comnuestos Orzdnico-mercurisles

Son fuertemente téxicos, se han prohibido ¥ltimamen
te por 1la C.:.F.A, 0

l
eiHs- //}-o‘é"@H.?

9) Formaldehido

Es efectivo contra hongos, pero es de noca duracidn

vor ger voldtil e irritante y ouede ser incluso alérgeni
¢o. He€ =0

10) Alcoholes Etflico e Isovronilice

Son muy efectivos a las concentraciones cdecuadas, -

mayores del 15 %, actdian a un rango de oid entre 4 y 9.
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CHz —CHyO¥ 5  CHy— GH—Ch
oH

11) Derivados de Hexametilen-tetra-amina (fowl--
cil 200).

Su actividad es independiente del pH y de los no-id
nicog de la formulacidn, Es particularmente efectivo con
tra Pseudomonas; no fotosensible, no téxico, efectivo —-

contra Gram nos1t1vos y negn‘tlvos y hongos patdgenos, Es

my soluble. €M/ \@Hi

‘ Pt \@&\l el
. S~

s

12) 2,4,4-iricloro 2-hidroxifenil éter(iriclosan

o Irgazan).

Bacteriostdtico,activo contra Gram positivos y nega
tivoss voco téxico. Lambién actda sobre hongos cérmicos,

ete. o @
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B) Clasificacidn y Niveles de Concentrncidén_de Con-

servadores en Cosméticos.

Gruno I: FENOL #iveles de Concentracidn %
Como: Antisdntico Conservedor
1, Paraben esteres 0, 3=0,05
2. Fenol 1,0-0,20
3. Cresol (o.m,p,) 1.,0-0,20
4, 'imol 1.,0=0,10
5, O0=fenil-fenol 0.3-0,05
6. Butil-hidroxitolueno - 0.5-0. 05
7. Butil-hidroxianisol 0,50, 05

Grupo II: FENOL HAIOGENWO

1. Hexaslorofeno 2,0-0.10 0.1-0, 0L
2, Diclorofeno 2,0-0,10 0,0-0,01
3., Bromo-clorofeno 1.0=0.25
4, Yriclosan 2.0-0,10
5. Bi-timol 2.0-0.25
6. Iri-bromosalan 2,0-0,01
7. Fluorofeno ' 2.0-0.25
8. p-cloro, m-xilol(PCiiC) 0,3=0.10

9, Li~tloro, m-xilol(LCuX) 0,3-0,10



Nfveles de Concentracidn %

Como: Antiséntico

10, p-cloro, m—cresol (PChC)

Gruro IiI: LALOGENOS

1.
2,
3.
4.
5.
6.

Gruvo IV: AClLIOS

1.
2e
3.
4,

Gruno V: FOR.ALUEH1LO

Gruvo VI: :0iGA_ORs5S EL FCRALDEHILO

I'riclorocarban(ICC)
Clofucarban
Triclorobutanol
Cloracetamida .

Cantan

Cloramina T

.Acido Benzoico

Acido Sdrbico

Acido Salicflico
Ac,Undecilico y sus -~

aerivados

2,0-0,25
2,0=0,05

2,0=0,25
0.5=0.,20

2,0-0,25
2,0-0,25

0,2-0,00

0.3-0.10

0,05-0,01
0,80-0,25
0.40-0.15

0.25-0.10
0.25-0,10
0.25-0,10

0.20-0,03
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fifveleg de Concentracidn #

Comos: Antiséntico

Hexaming
ImidazolidinglUrea
Hidroximetil, dimetil
hidantofna

Dowicill 200
Bronovnol

Bronidox

Gruovo VIi: URGANO—iBRCURTALES

1.

2.

Comnonentes Fenil-uercdricos
-Acetato
-borato
-nitrato

fimersol(slerthiolate)

Conservador
0.50-0,10
0,.50=0,02
0.50-0,05
0.10-0,02

0,50-0,02
0.50-0,02

0,005~0,002

0.005-0,002

Grupo VIII: COuPOHENL =3 AHONIO-CUATERGARIOS

1.

-~
-0

Cloruro de N-cetil-piri 2,0-0.2

dinio.

Gruoo IK: QIACS AL 1wiCaQsSIANOS

0.02-0,02
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ifveles de Concentracién %

Como: Antiséntico Conservador
1. Limetoxano 0,50-0,07
2. Clorhexidina 0.50-0.07
3. Ouadina (hidroxiviridi 2,0-0.2
tionato)
4, B,L,7,A, 0.10-0.00%
5. 2,fenoxi-metanol(fenoretol) 1.00-0.500

C) Factores gue iafluyen en la nctividad de los Con

servacores.
don diversos los factores a cuya influencia estdn -
sujetos los conservadores; a continuacidn se mencionan -

los mds imnortantes.

1) Concentracidn del agente conservador,

£s determinante le concentracidn a la cue se utili-
ce el conservador y en consecuencia la determinacidn de-

la "Yoncentracidn efectiva en el nroducto terminado.

2) Solubilidad

“1 conservador debe ser soluble en el ,vehiculo nue-
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se emnlee, cuando se irata de soluciones.
Para estar cegurcs ce la efeciividad del gervicida-
se debe uno msegursr cde su homogeneicad en el mecio, di-

solvidndolo en la fase acuosa.

1) Coeficiente de narticidn

g2l coeficiente de narticidn cel »ntimicrobianc en -
la fase acuosa y cleosn cuando se desee formulsr una --
emulsidn es de vitsl importancia vera nante er 1» concen
tracidn necesarie en la interisse aceite/agua.

En sistemas emulsificaentes, el coeficicnte ce nnrti
cidn nuede afectar 1a actividnd del conservador ce lrs -
siguientes formns:

- Por discciacidn constante del conserveior

- Por cierta cantidnd de conservador no diso-
ciado entre lns fases del nrocucto,

- &1 pH del producto.

- Volumenes relativos entre l-a fases

- Concentracidn minima no disociada del con -
servador en la fnse acuoss necesaria vara -

la accidn conservalors.

So0lo una iraccidn molecular no disocinda del conser
vedor tiene 1la forma de agente aquimico, el cual conserva
la 2ccidn germicide mieniras oue la -orcién ionirsade no-

es penetrada por los microorgaiismos.
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4) Relecidn Estructura-Quimica-fstabilidad

Hay oue tomar en cuenta la estebilidad cue nosea la
estructura ouimics del conservador oue se estd formulan-
do: el pH del producto cosmético y el cordcter dcidoZba-
gse del antimicrobiano. Zvaluando todo esto, ge vodrd di-
sefiar u sistema de conservmdores anroviado.

Hay un gran ndmero de oroductos ouimicos que son -
inestables a ciertos pH, (vor ejem,Bronovol a pH mayor -
de 7, se descomoone en derivados bromados y formaldehidg
0 son inferiores en actividad cuando la concentracidn --
de iones hidrdgeno es lo suficientemente baja nara aue «
el contenido de antimicrobiano ‘esté presente como anidén-
(inactivo) en su:mmyoria y menor cantidad de moldeculss -
no disociadas, como en el caso de Acidos orgdnicos y fe

noles.

5) Efecto_de los_ Surfactantes

Se pueden encontrar cuatro tipos de agentes activos
surfactantes e: procuctos nue retuieren congervacidén y -
son Anidnico, Catidnico, No idnico, y Anfolito, siendo -
las cargas respectivas de la norcidn activa, las siguieg
tes: negativa, vnositivs, sin carga y con ambas denendi-
enco del oH,

Se sabe ogue algunos de los compuestos anidnicos son

sinérgeticos, ejemvlo, los antisénticos, unos mds oue --
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otros.
Algunos surfactantes anidnicos son Germiciéag y ==

otros son bacteriostdticos.

6) Calidnd sicrobioldeica de los materins nrimas

4] contenido microbioldgico existente en les mate--
‘riag primas y en los materiales de empooue influird en -
la actividad del conservacdor ya que, & meyor numero de -
microorganismos contaminantes, mds tiemno tomard el con-
servador en dar Cuenta de ellos a un nivel arbitrario bg
jo, mor ejemplo menos de 100 ger/ml , ya aue hay reaccio
nes tinicsmente cuimicas o fisicas entre las moléculas -
del conservador y los microorganismos, en las cue el con
servador puede ser afectado vor excesiva contaminacién-
microbians. La contaminacidn microbiagna masive puete so-

brepasar cualouier siste,s conservador vracticable,

7) Livo de Formulacidn Uosmética

Dependiendo de cual sea el tipo de formulacidn, los
cosméticos serdn mds o menos susceptibles de contemina -
cidn.

Las soluciones acuosas y esulsiones aceite/agua, -
son las mids vrovensas al crecimiento rdvido de microorgﬁ
nismos,

Las bacterians vprefieren un alto contenido ¢e acua,=-
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en general, vor encima del 15% v 1la fase acuosa continua
de una emulsidn o/w permite un esparcimiento mds fdeil -
cue la fase discontinua de la emulsidén w/o.
Los cosméticos anhidros también se ceben ovroteger,-—
oues por lo general no se encuentran exentos de agua.
Algunos tivos de microorganismos orefieren un medio
alcalino, como las bacterias, mientras aue otros requie-

ren de un medio d4cido como los hongos y las levaduras,

8) Combinacidn de Conservadores.

. El1 efecto esterilizador rdvido gue se requiere en -~
productos cosméticos puede obtenerge por altas concentrg
ciones de un conservador o por combinaciones binarias y-
terciarias de agentes antimicrobianos. Esto Mltimo resul
ta recomendable tedrica y vorActicnmente, ya oue la contg
minacidn comprende a menudo gran variedad de microorga--
nismos de diferente susceptibilidad a un solo conservaw

dor y la combinacidén orovorciona un esvectro de activi-
dad m4s amnlio,

93 la concentracidn de un conservador no ouede au -
mentarse nor razones de solubilidad o toxicidad, ,es reco
mendable el uso de sistemas binarios o terciarios con me
nor riesgo de irritacidn o alergia.

#lgunas de las combinaciones pue dan mejor resulta-
do son las siguientes:

1. ietilnarabeno + Provil narsbeno.
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2. Bronopol + Omadina de Ha (2-Diol,hidroxiniri-
ditionato de sodio).

3, #UNH (Hidroximetil-dimetil-hidantoina) + Oma-
dina de sodio.

‘4, Preservativo 63 + Formol.

5. Vancidina 89 + Fenoxetol.

6. Formol + iletilparsbeno + Pronil vparsbeno

T+ Germall 115 + sietilparabeno + Propil vparabeno

8. 3ronovol + Propilparabeno + letilparabeno

Dichas combinaciones son activas dentro de un am. -=
nlio margen de pH , en concentraciones minimss y funciow

nan en procuctos no-idnicos y an¥énicos.

9) Insctivacidn por incompatibilidad

Se ha estudiado ampliamenty la incompatibiliéad de=-
algunos conservndores con comnonentes guimicos diversos,
Aunque ge trata de inactivacidn, esta no es sbsoluta y -
mds bien se trata de reduaciones de la sctividad micro--
biana vor factores trles como pH, coeficiente de distri-
bucidn entre fases, solubilizacidén del conservador nor -
efecto de emlsificantes, unidn a2 sunerficies macromole-
culares no activas y a materiales ce emvacue.

Por lo general son nds activos para gérmenes Gram -
positivos a oi neutral o alcalino y contra Gram negati--
vog 2 un o mds o menos de 4,

Cuanco se presenta en conceniraciones bajins el ni--
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vel de inhibicidn egtimula el metabolismo bacteriano,
Los antigénticos o gernicidas custernarios son.. ca-

tidnicos. siientras aue 1ln carga de un antiséntico anfo-

lito devende del pnH del medio, es catidnico a oH 4cido ¥y

anidgnico n vl alecalino.

L) :decanismo de Accidn de los Conservndores

Los concervadores son congideradogs como métodos qug
micos mediante los cuales una substancia ocuimica nuede -
inhibir o destruir microorganismos bzjo condiciones nor-
males de formulaeidn, fabricacidn, almacenamiento y usos
Generalmente un simvle agente inhibidor a grandes concen
traciones nuede ser germicida,

Los preservativos interfieren con el crecimiento mi
erobiano, multinlicacidn o metabolismo, vor alguno de --

los siguientes mecanismos:

1. Hodificacidn de la nermeabilidad de la membra
na celular,

2. Accidn enzimdtica competitiva en algunas .nro-
teinas celulares.

3, Oxidacidn o Reduccidn de los constituyentes -
celulares,

4, Hidrdélisis.

5. interferencia con sus metabolitcs esenciales-

( Deaminmcidn, descarboxilacida, fosforila ~--
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cidn, difosforilacidn).

Posible mecanismo de accidn de algunos conservado=e-

Tes muy conocidos:

Conservador

1.

1.

4.
5.

6.
7-
8.

9.

10.

Ac,Benzoico
Ac.Bdrico
Ac,Dehidroacético

Parahidroxibenzoatos
Ac,Salfcilico

Fenoles
Ac,lonocloroacético
Ae, Sdrbico

Cuaternarios
" Sulfitos

ilecanismo de Accién

Aceidn a nivel de membrana,v
competencia con coenzimasg,
Inhibicidn de enzimas fosfa-
to.

Inhibicidri.del sistema cicle
fosforaaa en anserobios,
Igual cue el Ac.Benzoico.
Accidén a nivel de membrana, -
competencia con coenzimmsg y-
con el metaboliamo de amino-
dcidos,

Accidn en la membransa.
Accidn a nivel de membrana.
“n organismos catalasa most-
oxidacidn suoresiva del fuma
rato.

Accidn 1{tica en la menmbrana
Inactivacidn de ouestes -5-5
en porciones protefnicas y -

enzimas,
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Conservador Mecanismo de Accidn
11. Formol Reacciona con la vnorecidn pro

teica de las enzimas depene

diendo del vH y de los gru -

pog -SH,

12, Aleoholes Accidn en la membrana.,

13, ilercuriales _ Reaccionan formando mercantg
nos.

E) Reduccidn de la Actividad 4ntimicrobiana (causay

Se ha determinado aue algunos nolimeros grandes con
vropiedades mucilaginosas (gomas) inactivan a‘los conser
vadores, Ejem., goma de tragacanto, PVP, metilcelulosa '’y
carboximetil. celulosa, ya que en una solmcidn de Carbo-
vol 934 al 2 % conteniendo 0.2 % de Nivagin como conser-
vador es nosible el crecimiento de Aspergillus niger,

También se afirma, en trabajos muy serios, que las-
gales neutras obtenidas vor deshidratacidn favorecen la-
inactivacidn de fenol nolfmeros: la vresencia de alcohol
increments la tendencia a la formacidn del comvlejoi El-
comnlejo formaso vor el conservador y el no-idnico es un
compnuesto inac tivo.

Las oroviedades no idnicas del solvente estdn deter
minadas nor la formacidn de las micelas e incervoran el-

conservador » las mismas. El conservador se ve involucra
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do en unas reacciones de enuilibrio linofilico-hicrofili
co y la forimacién de la micela.

4] punos autores han estudiado la actividad antimi-e
crobiane de los metil, etil, oronil y butil nara hidrcxi
benzoatos y han determinado que dicha actividaz disminu-
ye en presencia de tween 20, cumndo .se usa disuelto en -
la formulacidén, mientras cue el grado menor de actividad
es diferente para, cada dater, el grado ée solubilidad =~
Ge la concentracidn‘antifﬁnzica es aproximadamente cons-
tante en el parshidroxibenzoato y este valor es peouefio-
en el pn-hidroxibenzosto con el menor mimero de dtomos de
carbono (metile); el agente es fdcilmente soluble en la-
fase acuosa y fuera de la micela nosee gran eficiencia.

4)gunos complejos inactivos llegan a formarse gra -
tias a un puente de hidrdgeno, el cual se une a la mice=
la: esto ha sido comprobade nor métodos cromntoerdficos-
con los que se ha detectado el nuevo comouesto formade -~
entre los dos materiales.

La presencia de nrovilen glicol arriba del 5 %,.y -
alcohol etilico arriba del 12 % al lado de perfume 0 =~

aceites egenciales, tienden a inactivar sl conservador.

1) Antagonismo

¥n el caso de conservadores, la accidn antagdnica -
serd la cue los idactive o bloauee en su accidn vacteri

cida o bacteriostdtica. “lgunas nroteinss reaccionan di-
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rectamente con cuaternarios de amonio, derivados fendli-
cos, mercuriales, varabenos y formaldehidos antagonizdn-
dolos.

liacromoléculas, tales como gelatinns, metilcelulosa
silicatos, etc., tienen la canacidad de comnlejar pnrabe:
nos y derivados de amonio cuaternsrios.

£1 grado de inactivacidn o también de activacidén --
del conservador devende, entre otros factores de la natu
releza y concentracidn del tensoactivo, fuerza idnica -
del medio y la presencia de no-electrolitos; owies como -
ya se vid anteriormente, todos estos factores afectan di
rectamente al conservador.

¥1 material de emmnacue como: goma, pldstico y en es
pecial polietileno orovocan una lenta migracidn del --
agente antimicrcbianc hacia las paredes del envase, de -~

tal Tforma que este no cumnle connsu funcidn,

2) Sinergismo

“n conservadores, el sinergismo potencialize la -
accidn preservativa del conservador: ademds, al emvlear-
merclas de antimicrobiano se sarantiza la accidn siner -
gistica de algunos conservadores como selicilanilidas, -
omading de zinc y cloruro de -cetilviridinio con =ceites
saborizantes, ( tales como citral, lonalol, timol y euca
liptol para enjuagues bucsles nor ejemplo ). Es intere-=

sante mencionar cue la adicidn de etanol, oronilenglicol
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u otros mnolioles ayudan a evitar la inactivacidn de los-

conservadores no idnicos aslcoxilados.

3} Otros factores

Como ya se habfa menc:onado, algunos de los consers
vadores mds usados tienen ciertos inconvenientes o des--
ventajas gque deben considerrrse antes de ser usados; s -

continuacidn se mencionan los casos mds comunes:

1., &1 formaldehido muroc es muy activo contra-
bacterias gram nositivas y gram negativas y levadurss, -
vero no es recomendable debido a su alta reactividad nuz
mica con muchos componentes de los cosméticos, es inca -
paz de accidn sostenida y la notencialidad esisfentes es

muy grande,

2. Los conservadores #4cidos (sérbico, benzoi-
co, dehidroacético, etc.), solo son efectivos a nH bajo-

y son de noderada actividad,

3. Los conservadores:: con un hidrégeno activo
pueden formar complejos con otros comouestos, nrincival-
mente macromoldculas como volimeros y comnuestos etoxilg
dosg e%ezando a inactivarse; tal es el casc de los vara-
benos cue sgbarcan un amnlio margen de actividad, nero -=-

vueden ser inactivados mor diversos comvuecstos de 1la for
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mulacidn.
Se utilizan con comvuestos oue votencializan su ac-

cidn o combinados entre gi.

4, Los big-fenoles, tales como el hexaclorofg
no, fluorofeno, bromoclorofenos y otros:; tienen excelens
te activided antimicrobiana contra Gram (+), exclusiva -
mente y puedern emvlearse en unsa amplia gama de vH de 4 a
9.

5. Germall 115 (imidazolidin-urea): Eg de --
buena actividad contra las bacterias y moderada contra -
hongos y levasduras, pero se ouede utilizar.combinado con

parabenos y otros germicidas ya cue es sinérgetico.

6. Los derivados de amonio cuaternarios son -

mds efectivos a pH mayor de 5.0 exclusivamente,

Aunque todos los avticulos que se refieren s conser
vadores mencionan los nosibles incompatibilidades con —-
los comoonentes mds comunes, el gran mimero de vpardme —-
tros aque daetermina esta accidn hace recomendable oue se
pruebe definitivamente en el oroducto, antes de desechar

0 anrobar un conservador,

F) Evaluacidn de la actividad Antimicrobiana
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La dnica vprueba concluyente de 1las actividad de un -
conservador es la nue se realiza en el ,nroducto mismo y-
a las concentraciones a las aque va a ser usado en la --
nrdctica.

Hay en cosméticos una prueba muy comolets en la --
que se trata de someter al conservacor a ccndiciones es-
pecialicente drdsticas para determinar su eficacia. Se le
conoce como " Prueba del reto o de la exigencia "(chat—
llenge test) y consiste en vrenarar uns muestra del nro-
ducto final e inocularla con diferentes clases de micro-
organismos, vara ver si el conservador es csvaz de evi -
tar la contaminacidn.

La Parmacopea ifexicana, la PFarmacopes Americsna, la
CiFA, La Sociedad de Quimicos Cosmetélogos de Inglaterra
y numerosos sutores han nropuesto diferentes formas de--
realizar esta nrueba. Con objeto de hacer un andlisis -
eritico de las diferentes modificaciones, se revisard --
Daso por paso la prueba, haciendo las observaciones ver-

tinentes,

1. Tipo de liicroorganismo

La farmacopea :lexicana y la Americana recomiendan -
como microorzanismos de orueba Ps,seruginosa, E,c0li, ==
St.aureus, C.albicans, y A,niger; la CILFA adiciona P,lu-
teum y B.subtillis y la SCQ considera cue deben usarse -

cepas aisladas de productos contaminados., Se discute la-
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ventaja de ucar cultivos tipvo {ATCC) especialmente sensi
bles, en lugar de cepas resistentea aisladas de produc--
tos contaminados., Cowen y Steiger han encontrado gue mi-
croorganismos aislados de un nroducto no crecen en otro-
con el mismo congservador y vor otro lado si se ouijere og
tener resultados reproducibles, se debe establecer con ¢
exactitud contra nue gérmenes debe hacerse la nrueba. No
hay duda de que todas las pruebas pueden modificarse vor
alguna razdn, lo oue se tiene gue decidir es si es vosi-
ble obtener resultados satisfactorios sin complicar el -
método de tal forma rue resulte vrdcticamente inaplica—-
ble.

2, Hedio de Cultivo

La resistencia de un mieroorganismo demende de la -
calidad del medio e que se desarrolla; algunos proponen
usar detergentes vara dar resistencia, hacer crecer Psug
domonas en agua, acreaar agentes antimicrobianos del pro
ducto en baja concentracidn en el medio de cultivo para-
conservarlos. Generalmente se usan medios de Soya-Casei=

na, agar nutriente o medio de ZAbouraud.

3. Indeulo simple o mezclado.

En virtud de que ce ha renortado que cuando se ino-

culan merclas Ce microorganimmos son m4s susceotibles, =
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se recouienda inocularlos a partir de cultivos nuros.

4., Tamafio de Indculo

La Farmacopea islexicana y la Americans reconiendan -
0.1 ml de un cultivo conteniendo de 125 000 a 500 000 mi
croorganismos nor ml. a 20 ml de la muestra por valorar,
Otros recomiendan cultivos conteniendo hasta 10 millones
de gérmenes vor ml. pero hay oue tener en cuenta oue en-
tre m4ds se agregan, aumenta el ndmero de cdlulas resis -
tentes sl mismo tiempo de que se vas inactivando el con--

servador,

5. Lemperaturs de Incubacidn

Varios autores recomiendan de 32-3700 nara bacte ==
rias y de 27-3200 para hongos, Hay gue tener en cuenta -
gue estas temperaturas no son tivicas y, aungue favore-
cen el crecimientn, es posible gue el efecto del conser-
vador sea diférente, vor 1o aue se recomiendsa aue 1la ig
cubacién se hagn a temperatura ambiente. La Farmaconea -
Mexicana recomienda 30-3200 y la Americana 20-2500 en ca
80 de que el producto no traiga esvecificada temveratu-

ra de alnacenanmiento,

6. Concentracidn de “onservadores
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Para las pruebas en oue gse trata de establecer el -
nivel adecuado de conservador, se recomiendan concentra-

Ciones variables en vnronorcidn geométrica,

7. Nimero de inoculaciones

La FarMacopea llexicana y la Americana utiliran una=-
sola inoculacidn inicial, la CYFA recomienda una segunda
con 7 dias de intervalo y la SCQ varia segin el »roducto
pero reconienda dos, la ventaja de la incculacidn milti-
ple es aue nreviene de la inactivacidn del conservador -
con el tiempo, debido a reaccidén con ingredientes, con -

el empanue, o con materiales extrafios,

8, ldtodo de muestreo

El método para analizar las muesiras generalmente -
es el de nlaca, aunque nuede usarse el de tubo miltdnle:
es imvortante agregar agentes neutralizsdores del conser

vador, para aque la prueba sea efectiva.
9., Duracidn de la prueba

En la Farmacovea riexitans y Americana recomiendan -
28 dias con dos observaciones con una diferencia de 7 =-=
dias entre una y otra, la CUFA recomienda también 28 --

dias con observaciones a 0, 1, 2, 7, 14 y 23 dias y la-
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SCQ recomienda obhservaciones a 0, 1, 2, 3, 4 ¥y hasta 8§ -
semanas semin el nroducto. La importancia de eate dato -
es cgue algunos conservadores son solo bacteriostdticos, -
adends de que ciertas especies en oCasiones disminuyen -

mucho su concentracidén para luego recuperar su viabili--
dad.

10, Criterio de Zfectividad

La Farmacopea ilexicana y Americana congsideran un --
conservador como anroniado para productos de uso oftdlm%
co o varenteral si no hay aumento anreciable en el mime-
ro de microorganismos C,albicans y A.niger y si el mime=s
ro de microorganismos vetativos es reducido a 0.1% cuan-
do mds del mimero inicial y vermanece bajo ese nivel du
rante 7 diass, dentro del verifodo de 23 dias de la nrue--
ba. La CLFA exige cuentas reducidas después de la segun-
da inoculacidn y la SCQ aue la cuenta sea cerc en 10s ==
shampoos durante dos semanas, en Cremas y lociones cuen
tas reducidas en 3 nruebas semsnales y en cosméticos pa-

ra los ojos esterilidad en 16 horas,
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Capitulo VI

"PARTE PRACLICA"

Andlisis ilicrobioldgico de:

A)
B)
c)
D)
E)
F)

Materia Prima

Equivo de ilanufactura
edio Ambiente
Producto en proceso
Producto envasado

liateriales de empnague
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A).Materia Prima

T

Se analizaron tres materias primss renresentativag-
de su origen: Vegetal, Animel y iineral, y considerando-
gue son usadas en una gran gama de cosméticos, Avarte se
anali-aron muestras de agua, nor ser una de las materias

nrimas mds immortantes en la elaboracidn de cosméticos.

a) Aceite de Coco ( Vegetal )

A temperatura ambiente es de un color blsnco, Es --
muy emnleado en la fabricacidn de jsbones nnra tocador y
para afeitarse, vreparaciones para afeitar, debido a su-
abundante esvuma. &n los dltimos afios se ha hecho muy 0o
pular como un shampoo "emulsificado" ( desvués de la sa-
ponificacidn con notasa ): ademds por su anlicacién e la

niel, cdebido a su ranidez vnara broncear.

b) Aceite de Castor ( Animal )

Bs un imvortante ingrediente en:la fabricacidn de -
ldnices labiales, no sdlo vor su accidn como solvente -—-
parcial de la eosina, sino vor imnartir una anariencia -
aterciopelada, aoue no es obtenida con otrz substancia.

tntre los cosméticos en aue se utiliza el aceite de
caglor esidn: Hemovedor oleoso de cuticuls, brraiz onra-

uflas, lociones, lociones mars el cuero cabelludo,reseco,



132

adhesivo narz nelucas, rubores en gel, ouita esnnlte de-
ufias ete,

c) “alco ( Hineral )

£s un silicato hidratado de magnesio cuya férmula -
es H2i3g33i402. El mejor talco es de color blanco (usual
mente el italiano) , mientras que los grados inferiores-—
son grises., lLas muestras deben tener un "desliz" compara
ble con el polvo del dcido bdrico, nero conmna averien-
cia no muy lustrosa. La prueba final de un buen islco es
1la del HC1l, La solubilidad de la muestra en este dcido =
no debe erxceder al 4 %. Estas cualidades son necegarins-
vara aque el talco actie como un verfecto lubricante y -
oreventivo de irritacidn. Ademds, de existir un exceso -
de solubilidsd en el HCl, determina cue el talco cause -
deterioro de la mayoria de los perfumes emnleados en no}
vos de tocador y talcos desodorantes, asf como la decolg
racidn de macuilldjes, rubores comvwactos y gombras para-
los ojos entre otros oroductos a los ocue se adiciona tal

co en diferentes nronorciones

d) Agua

Como ya fué descrito anteriormente, el agua es de--
sran imvortancia como materia nrima, ademds como solven-

te, nara limni=r y enjuagar,



133

1]l apua es amnliamente utilirzado e~ la fabricacidn-
de coomélicos en re los cuales se nueden citsr: Hemovedo
res de cuticula, cclonins, verfumes, acondicionadorea de
cabello, shartnoos, Cremas denilaforias, tTintes nara cabg
llo, nrevaracicnes vwara afeitar, maquillajes comnactos y

en nolvo, rubores, antiversnirantes en barra, ete.

£l manejo, prevarancidn y andlisis de lms muegtrnsg -
fué realirado de acuerdo al cavitulo LII "ALALISIS LiICRO
BIOLOGICO i COSiizriCOS" (ovdgs.41-56), nor lo oue sélo -

ge dardn los resultndos obtenidos,

a) Aceite de coco

Cuenta total aerdbica de bacterias 10 Col/g Gram (+)
Cuenta total de hongos vy levaduras O Coldg

Staphylococcug aureus negativo
Pgeudomonas aeruginosa negativo
Esc ichip coli negativo

b) Aceite de castor

Cuenta total serdbica de bacterias 20 Col/g Gram (+)
Cuenta total de hongos vy levaduras O Col/g

Staphylococcus aureus negativo
Pseudomonss_aeruginosa negativo

Hscherichia coli negat:vo
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e) ‘Lalco
Se analizd =1 talco sin esterilirar y el esteriliza

do con Oxido de etileno.

Yalco sin Est, Esterilizado

C.1,gzerdébica de bacterias 40 Col/e 0 Col/g
C.T.de hongos y levaduras 200 Col/k 0 Col/g
Yincidn de Gram (+) -
Stavhylococcus aureus negativo -
Psgseudomonsas aeruginosa negativo -
Escherichia coli negativo -

B) Eauipo de iianufactura

Las muestras fueron analizadas antes y desnuds de-w
sanitizarlas con vanor y son las sipguientes:
a) manguera de transferencia de agua
b) Contenedor de maderia prima
¢) Equivo me-clador de shampoos
Para el muestreo se hizo vasar agua estéril nor el- ‘

equino, y €sta se analizd nosteriormente.

Antes de Sanitizar

Col/ml
S a) b) c)
C.r.A.de bacterias 100 50 20
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Col/ml

a) b) c)

C.r.de hongos y levaduras 0 0 0
rincidn de Gram . (+) (=) (+) (+)(=-
Staohvlococcus aureus Neg. Neg. Neg.
Pseudomonas aeruginosa Neg, Neg. Neg,
Escherichia coli Heg. Neg. Neg.

Legpuds de Sanitizar
¥l vavor estuvo en contacto durante 30 minutos.
Col/m
a) b) c)
C.T.,A.de bacterias 0 0 0

C) iledio Ambiente

Para este tivo de andlisis, se vrocedid a exvoner -
placas de ggar nutritivo nor 1310 minutos en el drea co —-
rrespondiente. Se analizaron las nlacas en el Area antes
de sanitizarla y desouds de ella. Esto se llevd a cabo -

en 1las dreas de nroceso y de envasado.

Antes de Sanitizar el Area

Proceso Envaando
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Proceso Envegado
C.r.A.de bacterias 230 Col. 400 Col.
C.T.de hongos y levaduras 10 Col. 10 Col,
Tineidn. de Gram (+)(=) (+)(-)
Staphylococcus gureus Neg, Neg.
Pgeudomonas aeruginosa Neg. Neg,
Egcherichia coli Neg, Neg.

Degnués de sanitizar el drea

La sanitizacidn se 1llevd a cabo con Pronilen glicel

Proceso Envagado
C.%.A.de bacterias 10 Col. 30 Col.
Y.1,de hongos y levaduras 0 Col. 0 Col.
Tincidn de Gram (+) (+)
Staphylococcus aureus Neg. Neg.
Pgeudomonas aeruginosa Neg. Neg.
Bgcherichia coli Heg. Neg.

L) Producto en vroceso

Se analizaron cinco tipos de cosméticos:
a) Crema vara manos
b) Shampoo
¢) ildscars vara vestafias
d) sascarilla facial

e) lalco desodorante
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Colonias/gramo
a) b) c) d) e)
C.L,A.de bacterias 0 0 0 0 0
C.L.de hongos y levaduras 0 0 0 0 10

E) Producto envasado

Se analizaron los mismos tivos de co=méticos mencio
nados snteriormente.
a) Orema para manos
b) Shampoo
¢) ildscers para vestafias
d) ilascarilla facial

e) Palco desodorante

Colonias/gramo

a) b)) ¢) 4} el

C.L.A.de bacterias 0 0 0 0 0
C.Z.de hongos y levadures 0 0 0 0 0

F) saterinles de empague

Se analizaron los siguientes maieriales:
v @) ‘Larros de vnldstico
b) ‘apas de vldstico
¢) Botellas de dldstico

d) Anlicadores de nfdscarss de vesta%ns.



138

Para los tarros, tavas, y botellas se hizo vasar --
agua estéril por ellos, vosteriormente se zanalizd el --
agua,

Para los avlicadores de mdscaras de vnestafias se Vo=~
maron 10 muezirss y se nesaron vara hacer una dilueidn -
1:10.

Colonias/gramo

a) b) c)
C.T.A.de bacterias 10 0
C.I.de hongos y levaduras 0 0
Yincién de Gram (+) - -
Stanhylococcus aureus Neg, - -
Pseudomonac_aeruginosa Neg, - -
Zscherichia coli Neg, - -

Los avlicadores de mdscara para vestafias se analirza
ron antes y despuds de la sanitizacidn con Oxido de eti-

leno. Tos resultados son los siguientes:

Antes Desgnués
Colonias/ gramo
Cc, T, A, de becterias 200 0
C.1.de honzos y levaduras 10 0
iincidn de CGram (+)(-) -

Staphylococcug sureus leg. o -
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Antes Degnuds
Colonias/gramo
Paeudomonas aeruginosa Neg, -

Bscherichia coli Positiva -




"CCNCLUSIOES"

A) De las materias vrimas analizadas, los aceites -
de coco y costor fueron anrobados, debido a nue los re -
sultados obtenidos estuvieron bajo el limite acentado de
mieroorganismos de acuerdo a las normas recomendades mnor
la C.u.F.A ( The cosmetic, toiletry and fragance associa
tion ) y las normas establecidas en la compafifa en la u%
que se itrabajd.

¥ talco contenfa un slto mimero de microorganis --
mos y al ser esteriliredo con éxido de etiléno oue es -
el tratamiento oue ge da normalmente se obtuvieron resu}
tados satisfactorios, 1o oue indica la immortancia de --
efectuar este proceso y el hecho de nue se estd efectuag
do adecuadamente,

» B) Las rueetres analizadas corresnondientes al equi
vo de mamufacturs se realiraron antes v desnués de la sa

nitizncidn del mismo, encontrdndose acentnbles lo ocue in
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dica la limniezs ndecusda de este eaquino.

C) Resvecto nl medio ambiente en las dreas de oroce
so y envasado, las nlacas exvuestas mostraron un gran ng
mero de microorganismos, nero desnuds de lz sanitizacidn
periddiea los resultados demostraron la efectivided del-
sani tizante, en este cnso pronilen glicol.

D) De los nroductos en nroceso se snaliraron 5 ties
nos de cosméticog, siende avrobsdos para su nosterior en
vasado.

E) Los resultados de los nroductos envessdos anali-
zados no mostraron.contaminacidn alguna, nor lo nue fue=-
ron aprobados,

F) Le los nateriales de emnacue: los tarros, tenas-
y botellas de vpldstico, los resultados fueron:. acenta --
bles, en cambio los avnlicadores de mdscnaras de vestalias-
mostraron estar contaminados nor un gran ndmero de micro
organismos, ademgs la nruebn de Egcoli fué nositive. Es
te lote de apvlicadores sanitizado y analizado nuevamen-
te mostrd resultados satisfactorios, lo cue indica 1a ne
cesidad de efectuar un mayor control en este tivo de ma=-
terial,

Recomendaciones:

Un control microbioldgico adecurdo de todos los vo-
sibles origenes de conteminacidn, garantiza un cosmético
de calidac,

Con base a lo anterior y los resultados obteridos -

es recomendable dar mds atencidn al nersonal cue labora-
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en el drea de oroceso Yy envosado cue puede ser una fuen-
te 1imnortante de contaminecidn, vor otra vnarte las ca -
racter{sticas de los avlicadores de miscnras de vpestafias
determinan oue el nroceso de desinfeccidn sea mds tarda-
do nor lo nue se recomienda ampliar el tiemmo de exnosi
eidn al nroceso de sanitizacidn nara asegurar la eliming
cidn de micrcorranismos en este tipo de material.
Considerando que el costo del andlisis microbioldgi
co es minimo y los efectos negasivos de la contaminacidn
tanto desde el punto de vista de la salud del consumidor
como de las nérdidas econdmicas nara el orodaotor nor -
alteraciones de los vproductos se recomienda efectuar es-

te tipo de andlisis,
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