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INTRODUCCION

Los microorganismos se encuentran presentes en todo nuestro entorno
contribuyendo en diversos procesos importantes y en una constante interaccion
con las actividades que desarrollamos, servicios que utilizamos y productos que
consumimos de manera benéfica pero de igual forma en algunos de estos deben
estar ausentes o0 en una concentracién establecida de tal forma que el tipo de
presencia sea inocua en el producto e inofensiva para el consumidor.

La presencia de microorganismos se encuentra latente en productos que a diario
la poblacién consume, en espera que estos productos cuenten con la calidad y
seguridad para su empleo por parte del consumidor; se debe contar con un control
eficiente en su manufactura que asegure la calidad microbiologica de éstos. Los
problemas microbiolégicos en plantas de manufactura y en los productos
terminados estan relacionados directamente con la calidad microbiolégica de las
materias primas, condiciones de fabricacion asi como los cuidados en el llenado o
acondicionado de productos relacionando el manejo de materiales, personal e

instalaciones.




Es de vital importancia emplear un control microbiolégico que asegure la calidad
del producto terminado, que permita evidenciar algun crecimiento microbiano
denotando el tipo y numero de microorganismos presentes por parte de las
empresas dedicadas a la produccion de este tipo de productos destinados a la
poblacién, en la actualidad la microbiologia industrial es una herramienta clave en
los procesos de produccion ya que denota su importancia al concientizar, controlar
e identificar la presencia de microorganismos en los productos finales.

Los cosméticos son uno de los productos de mas alto consumo entre las personas
y por ende se debe tener en cuenta que estos productos antes de su distribucién
seran evaluados y estar en conformidad en todos los parametros de producto
como caracteristicas fisicoquimicas, microbioldgicas del producto y fisicas del
envase que forman parte del producto final.

En el rubro de caracteristicas microbiolégicas los cosméticos son productos que si
bien no se pretende sean estériles, si aseguren que los conservadores presentes
en su formulacibn mantengan su viabilidad previniendo la presencia de los
microorganismos para lo cual es necesario evaluar la calidad microbiolégica antes
de liberar el producto para su distribucién mediante técnicas especificas.

Ante esta necesidad la industria cosmética ha desarrollado metodologias para la
evaluacion de productos cosméticos apoyada en técnicas de microbiologia vy
evolucion de las nuevas tecnologias que tiene como objetivo el buscar, controlar,
analizar y asegurar la conformidad microbiolégica desde las materias primas

requeridas en la formulacion, granel antes de acondicionar y el producto final para




ofrecer cosméticos seguros y cumpliendo los lineamientos de regulaciéon
establecidos.

Los factores que influyen en la formulacion, prevencion de desarrollo de
microorganismos en una formulacion, los controles microbiolégicos para su
aprobacion, los métodos de evaluacidn microbioldgica, los criterios de aceptacion
y rechazo, limites microbianos con aplicaciéon de nuevas técnicas apoyadas por la
ingenieria y sistemas de computo seran analizados formando parte del presente

trabajo.




ANTECEDENTES

2.1PANORAMA GENERAL INDUSTRIA COSMETICA

Los cosméticos son empleados en todo el mundo, si bien existen areas como
los llamados paises occidentales o desarrollados donde este consumo es mayor y
su distribucion mas homogénea, existen otras en las que el uso de los cosmético
por condicionantes culturales o religiosos, como en algunos paises islamicos es
muy bajo, mientras que en los paises en desarrollo dependera directamente del
estrato socioecondmico siendo mayor cuanto mas alto sea éste. El sector de la
cosmeética e higiene ha sido capaz de sobrevivir a la revolucion industrial logrando
evolucionar desde la artesania a una de las mas modernas industrias y ha pasado
de ser el privilegio de unos pocos a estar al alcance de todos. En 2004 AC Nielsen
llevd a cabo un estudio que se basaba en el analisis de la evolucion del valor de
las ventas de determinados productos dirigidos al consumidor final en 56 paises,

de Asia Pacifico, Mercados Emergentes, Europa, Latinoamérica y Norteamérica.




Estos paises suponen mas del 95% de las ventas mundiales de productos
dirigidos al hogar (Productos de Gran Consumo) y mas del 75% de la poblacién
mundial. Para tener una visidon completa de la evolucion del mercado de cuidado
personal en estos 56 paises, ACNielsen incluyé en el estudio cerca de 60
categorias de productos de cuidado personal, que posteriormente fueron
agrupados en nueve grandes areas de productos para la realizacion de un analisis
mas exhaustivo: cuidados para bebé, cosméticos, cuidado para el cabello,
celulosas, cuidado dental, limpieza e higiene corporal; limpieza e higiene facial,
productos para el sol y depilatorios.

El estudio de ACNielsen refleja que los crecimientos en los productos de la
categoria de Cuidado Personal en las principales regiones del mundo son muy
variables. Latinoamérica, partes de Asia, Europa del Este, Medio Oriente y Africa
experimentan los mayores crecimientos con numerosas categorias creciendo por
encima de los dos digitos, mientras la mayoria de los paises mas desarrollados
reportan evoluciones de menor importancia porcentual.

En los mercados mas desarrollados, el crecimiento no es tan significativo. En
Norteamérica seis de las nueve areas de productos de cuidado personal sufrieron
descensos del valor total de ventas.

Los tres rubros que mas crecieron fueron cuidado dental, cuidado del cabello y

limpieza y cremas faciales'




Valor de Valor de

. ventas ventas Crecimiento
db;” e 2002 2003
P 2002-2003
US$ (mio) US$ (mio)
Asia Pacifico 16 24.245 24.594 1%
Mercados 0
emergentes 14 5.803 6.582 13%
Europa 17 41572 43.202 4%
Latinoamérica 7 9.394 10.337 10%
Norteameérica 2 45.224 44.941 -1%
Espana 4.225 4.620 9.3%

Fuente: De Garcillan Lopez-Rua, Mencia.; Marketing y Cosmética 22 Ed. Madrid Esparia. 2007. Pag.21

Para este mismo periodo los indicadores especificos para México por parte de
CANIPEC y BANCONEXT mostraron la siguiente distribucién en el mercado

nacional:

Productores cupula y localizacién 2004

Nuevo Ledn
Edo Mex

DF

Fabricantes h

0 20 40 60 80 100 120 140

miles de

Canipec Total @ Canipec* H Total- SIEM
Fabricantes 70 79 *Camara Nacional de la Industria de Perfumes y Cosméticos
DF. 55 56
Edo de México 13 13
Nuevo Ledn 0 4
|$msl SiEW ?S ?QG Fuente: Elaborada por Bancomext con datos del

otal
SIEM - Sistema de Informacién Mexicano 12




Distribucion en ventas del mercado
mexicano 2003

Venta tradicional
(63.9%)

Ventas directas
\ (36.1%)
El mercado nacional fotal se calculé en 3.700 millones de Dolares de EU.

Las empresas lideres son: Colgate Palmolive, Gillette, Procter & Gamble, Johnson &
Johnson, Beiesdorf, Unilever, L'Oréal y compafiias de venta directa como: Avon, House of Fuller

y Jafra.
Fuente: Elaborada por Bancomext con datos de Canipec y de Euromonitor

La industria cosmética en México ha sido creciente debido al incremento en el
publico consumidor; se esta reflejando el climax en la piramide poblacional; los
adolescentes se convierten en adultos con poder adquisitivo.

* En nuestro pais se ha dado un incremento en el uso de cosméticos, debido a la
actitud de las mujeres mexicanas de considerar a los cosméticos y a los salones
de belleza como una oportunidad de consentirse. Los caballeros ya consideran a
los cosméticos como elementos indispensables en su arreglo personal.

» Con la recuperacion del mercado se da la tendencia hacia el consumo de
productos mas sofisticados y que respondan a necesidades especificas del
consumidor.

» Las nuevas formulaciones y los cambios en las presentaciones contribuyen a

incrementar el consumo.




* Los productos para el cuidado del cabello han sido lideres en el mercado por
varios anos. Los productos para bebés ya no son considerados un lujo.

* Existe capacidad ociosa instalada.

El mercado de cosméticos en México esta muy fragmentado y la competencia es
fuerte, sobre todo entre empresas multinacionales. En el pais se encuentran
presentes las principales empresas multinacionales coexistiendo con firmas
nacionales. Estas ultimas ofrecen principalmente productos orientados al sector
popular. La tendencia es hacia mercados masivos, como lo demuestra el
incremento en la utilizacion de cadenas de autoservicios para la venta de
cosméticos. Aunado a esta tendencia de mercados masivos, se presenta el
decremento de los precios unitarios. Aun cuando la mayoria de los consumidores
son fieles a una marca, existe un incremento en el uso de “marcas privadas”,
debido a la baja en el poder adquisitivo. Se ha incrementado el uso de
ingredientes naturales. Internet no representa actualmente un canal de
distribucién importante, debido a la falta de confianza que se genera en torno a la
forma de pago®.

La industria de cosméticos y perfumes cuenta con ventas superiores a $42 mil
millones de pesos en 2008, es generadora de 40 mil empleos directos (150 mil
indirectos y un valor de mercado de $50 mil millones de pesos al afio, lo que hace
a esta industria en México sélida y estable. La industria de cosméticos mexicana
cubre uno de los pocos sectores que pese a que no ha tenido un importante

desarrollo tecnoldgico, ha logrado avanzar en el comercio exterior ya que




mientras en 1999 sus exportaciones ascendian a 190 MDD para 2007 pasaron a

536.6 MDD lo que equivale a un crecimiento anual promedio de 27% de acuerdo

a cifras de CANIPEC?.

2.2 GENERALIDADES DE LOS COSMETICOS

2.2.1. Definicion.

Cuando se habla de cosméticos nos referimos a las preparaciones o
productos destinados para la aplicacion externa corporal con el propdésito de
acondicionar la piel y las distintas partes del cuerpo de ahi que se defina
producto cosmético como: toda sustancia o mezcla destinada a ser puesta en
contacto con las partes superficiales del cuerpo humano (epidermis, sistema
piloso y capilar, ufas, labios y érganos genitales externos) o con los dientes y
las mucosas bucales, con el fin exclusivo o principal de limpiarlos,
perfumarlos, modificar su aspecto, protegerlos, mantenerlos en buen estado
o bien corregir los olores corporales. *

La Ley General de Salud en el Titulo XIlI, capitulo IX, articulo 289 define a los
cosméticos como: productos o preparaciones de uso externo destinados a

preservar o mejorar la apariencia personal y/o el aseo de las personas. °




2.2.2 Clasificacion de cosméticos.

= Los productos cosméticos pueden ser clasificados por:
- Composicion del producto.
- De acuerdo al uso del cosmeético.
= De acuerdo al Reglamento de Control Sanitario de Productos y
Servicios. Productos de perfumeria y belleza. Titulo vigésimo
segundo; capitulo [; articulo 187. Los productos de belleza
quedan clasificados de la siguiente manera:
|. Productos destinados a modificar el olor del cuerpo humano:
a. Antitranspirante,
b. Desodorante y
c. Perfume;
[I. Productos o preparaciones de uso externo, destinados a preservar,
mejorar o modificar la apariencia personal:
1. Para el cabello:

d. Acondicionador,

@

Alaciador,

—h

Decolorante,

Enjuague,

- @

Fijador,

Producto para permanente,
j- Tintey
k. Tratamiento capilar;

10



2. Para uso facial o corporal:

Aceite,
Autobronceador,
Bloqueador solar,
Bronceador,

Crema,

-~ 0o o 0 T p

Corrector,

Depilatorio,

- @

Desmaquillante,

Epilatorio,
j.- Gel,
k. Locion,

l.  Maquillaje,

3

. Maquillaje para ojos,
Mascairrilla,
Producto para labios,

Protector o filtro solar y

L T O B

Rubor y

3. Para manos y uias:

Para el cuidado de las unas,
Para la limpieza de las manos,

Removedor de cuticula y

o o T o

Removedor o quita esmalte;




lIl. Productos o preparados destinados al aseo de las personas:

Champu (Shampoo),
Dermolimpiador,
Jabon de tocador,

Para el bafio: sales y burbujas,

®© a0 T ®

Preparaciones para antes y después del afeitado y
f. Toallitas limpiadoras, y

IV. Otros productos:

Adhesivos para pestafas y ufias postizas.

2.3 MICROBIOLOGIA COSMETICA

La contaminacion microbiana de los productos cosméticos es una cuestion
de gran importancia para la industria y puede convertirse en una causa importante
de pérdidas econdmicas, asi como en un riesgo para los consumidores.

El consumo que tienen hoy en dia los productos cosméticos hace elemental el
contemplar un alto estandar de calidad microbiolégico antes, durante y después de
su fabricacién, por tal motivo es de gran importancia el mencionar los factores que
afectan el deterioro de las formulaciones, los métodos de control microbiolégico,
los principios de prevencion y los de conservacion.

La contaminacién microbiana de un producto cosmético puede tener diferente
origen: materias primas, medio ambiente, equipo de fabricacién, envasado,

personal y empleo por el consumidor. 20
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Contenido microbiano en Materias primas

Con la finalidad de reducir el riesgo de un producto final contaminado es
necesario controlar el contenido microbiano de las materias primas de un
cosmético conjuntamente con los parametros fisicos y/o qul'micos.6

Cuando se establecen niveles aceptables de contenido microbiano en materias

primas, deben de considerarse los siguientes criterios:

- Composicion quimica - Concentraciéon de materia prima utilizada

en el producto

- Naturaleza fisica - Historial de controles de la materia prima
- Origen y viabilidad - Condiciones de almacenaje
- Uniformidad del lote - Coeficiente de actividad de agua

- Proceso de manufactura

El grado de contaminacion de las materias primas depende del origen; asi
aquellas que son de origen sintético contienen relativamente pocos
microorganismos, debido a sus valores extremos de pH, su bajo contenido de
agua y a sus inherentes propiedades antimicrobianas, mientras que las sustancias
naturales presentan mayor riesgo de contaminacion (gomas, extractos vegetales).
El agua utilizada en la fabricacidon del producto es posiblemente el origen mas

frecuente de contaminacion.’

13



Medio ambiente

El aire contiene principalmente microorganismos mesofilos, hongos y esporas
bacterianas que pueden entrar en contacto con el producto cuando no existe un
adecuado manejo de areas. Para evitarlo, se deben reducir al maximo las
corrientes de aire sobre el producto cosmético durante su acondicionado, flujo de
los materiales y zonas de almacenaje de materiales o producto terminado.

= Eaquipo de fabricacion y envasado

El producto se puede contaminar facilmente por microorganismos que se
acumulan como consecuencia de una limpieza deficiente o inadecuada de los
equipos e instalaciones.
- Personal

Muchos de los procesos realizados durante la fabricacion y envasado requieren la
intervencion de operadores que por consecuencia puede ser un riesgo
microbiolégico importante y en ocasiones dificilmente controlable. Los operarios
deben ser debidamente formados en habitos de higiene personal, asi como en el
seguimiento de las Buenas Practicas de Fabricacion. Los cosmeéticos pueden
contaminarse con microorganismos residentes en la piel del propio personal
responsable de estas etapas. Para evitar la contaminacidn microbiolégica de los
cosméticos, el fabricante debera controlar cada unas de las posibles vias de
entrada mediante analisis microbioldgico de materias primas, ambiente y equipos,
a la vez que se sigue un plan de aplicacion de Buenas Practicas de Fabricacion.

Sin embargo, aun en estas correctas condiciones de fabricacién y manipulacion

14



siempre existe el riesgo de que algun microorganismo se incorpore al producto
modificando las caracteristicas iniciales de aspecto, color, olor o fisicoquimicas;
esto favorecido por el contenido de agua, pH e ingredientes presentes en la
formulacion que sirven como nutrientes necesarios en el desarrollo del
microorganismo.

-  Empleo por el consumidor

Una vez que el producto sea utilizado por el consumidor, es posible que éste no
haga uso adecuado del mismo (envase destapado, adicion de agua, uso en
deficientes condiciones higiénicas) y también cabe la posibilidad de no ser
almacenado de manera apropiada (elevadas temperaturas y humedad).

Lo cual puede provocar que el cosmético sufra una degradacion, viéndose
comprometida su calidad y la seguridad de uso.

Para poder proteger al producto cosmético de la degradacion como consecuencia
de una contaminacién microbiolégica, se incorporan a las formulas cosméticas
ingredientes especificos denominados conservadores que seran revisados mas

adelante.

15



2.3.1 Microorganismos mas frecuentes en formulaciones cosméticas.

Desde siempre el reto para la industria cosmética es preservar la
inocuidad de sus productos, debido a la habilidad de los microorganismo para
reproducirse en los cosmeéticos y por tanto a la contaminacion microbiolégica de

los mismos > 8V ®

, ya que como se ha mencionado con anterioridad estos
productos constituyen, por su composicion, un buen sustrato para que los
microorganismos puedan desarrollarse y frecuentemente son la causa del efecto
negativo sobre alguna de sus caracteristicas, funcionalidad o estética del
producto (como alteraciones organolépticas, olores ofensivos, cambios en la
viscosidad y/o el color) y como resultado provocara el rechazo del consumidor.

A continuacion se mencionan los microorganismos comunmente aislados de
productos cosméticos: Klebsiella, Enterobacter, Salmonella, Staphylococcus
aureus, Clostridium, especies de Bacillus, asi como P. aeruginosa, Burkholderia
cepacia. Las bacterias Gram negativas son las mas comunes debido a que tienen
diversas capacidades metabdlicas y pueden sobrevivir a ambientes con
condiciones extremas. Estas bacterias comunmente tienen interaccion con el
producto a través de suministros del agua.'®

Sin embargo hongos como: Penicillium y levaduras como: Candida albicans,
también pueden estar presentes en los productos y ser la causa de problemas de
contaminacion en productos terminados’”.

Algunos microorganismos comunes por contaminacion ambiental como los

denominados mesodfilos aerobios pueden estar presentes siempre y cuando se

16



encuentren dentro de los limites establecidos de concentracion para no afectar

las caracteristicas del producto.

2.3.2 Factores que influyen en el desarrollo de los microorganismos.

Los microorganismos son capaces de utilizar procesos metabdlicos para la
utilizacion de las mas diversas fuentes de alimento. No existe la posibilidad de que
un solo compuesto organico pueda proporcionar todo lo necesario para el
desarrollo de un microorganismo, pero si se puede afirmar que existen bacterias
que pueden usar compuestos muy simples como substratos.

Una de las caracteristicas importantes de los microorganismos es la utilizacion de
varias fuentes de carbono. Todos los microorganismos requieren de una fuente de
energia ya sea radiante o quimica, cada caso derivado de la oxidacion de varios
compuestos. Todos los microorganismos necesitan un gran numero de elementos
necesarios para su funcionamiento, los cuales deben estar presentes en su
protoplasma como el fésforo, azufre, hierro, cobre, magnesio, selenio, cobalto y
otros elementos ademas de una fuente de carbono y nitrégeno.

Gran variedad de microorganismos requieren bidxido de carbono para su
desarrollo, aquellos que pueden utilizar carbono para su metabolismo a partir
solamente del biéxido de carbono son llamados autotroficos. Las bacterias de esta
clasificacion incluyen a las fotosintéticas que oxidan amonio, nitrito, sulfuro de
hidrogeno, tiosulfato, metano y sales ferrosas. La mayoria de los microorganismos

son aerobios por lo que pueden estar presentes en los cosméticos.
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Algunas especies requieren fuentes organicas de nitroégeno, de sulfuro o ambos;
un solo alimento puede suministrar completamente todo lo necesario.
Los siguientes compuestos presentes en cosméticos pueden servir como
substrato para microorganismos'%:
« Carbohidratos, glucésidos: gomas naturales, mucilagos, pectinas, almidones,
dextrinas y azucares.
« Alcoholes; glicerol, manitol y sorbitol.
- Acidos grasos y sus ésteres; grasas animales y vegetales, aceites y mezclas.
- Esteroides, colesterol.
« Proteinas; peptonas y aminoacidos.

« Vitaminas.

2.3.3. Metabolismo Microbiolégico.

Al crecer los hongos y las bacterias pueden ocasionar cambios rapidos y
profundos en su medio inmediato y, en la sintesis de nuevo protoplasma; se
realizan muchas reacciones quimicas complejas dentro de un lapso corto, estas
reacciones las realizan los microorganismos a través de enzimas, algunas
reacciones basicas que se pueden producir son de hidrdlisis, deshidratacion,
oxidacion — reduccion, descarboxilacion, desaminacion, fosforilacion o
desfosforilacion.

La velocidad con que los microorganismos pueden propagarse, y la variedad de

reacciones que pueden efectuar, indican hasta qué punto es necesario inhibir su
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crecimiento en productos cuyas caracteristicas fisicas deben mantenerse
inalterados durante largos periodos de almacenamiento y de uso en manos del
consumidor.

Los factores que determinan el deterioro microbiano se dividen de la siguiente

forma:
Factores inherentes al
Factores intrinsecos Factores extrinsecos proceso de fabricacion
- Disponibilidad de - Tamano del indculo - Interacciones que se
agua (aw) - Temperatura de establecen entre los
- Potencial de almacenamiento microorganismos
oxido-reduccion -Vida util del producto presentes dentro de
- Contenido de la formulacion
nutrientes
- pH

-Presion Osmoatica

2.3.4 - Muestreo de cosméticos.

Los productos cosméticos deben conservar sus caracteristicas microbiolégicas,
conforme los requisitos especificados. El cumplimiento de las Buenas Practicas de
Fabricacion, los sistemas de envasado y conservadores utilizados en la
formulacién pueden garantizar estas caracteristicas™. El muestreo durante la
produccion industrial de un lote en la etapa de acondicionado para un cosmético
debe asegurar la trazabilidad y verificacién de la conformidad de la totalidad de las
piezas envasadas desde el inicio hasta el final del dia o periodo que establezca la
empresa de acuerdo a criterios de tiempos, riesgos o actividades implicadas en el

proceso de acondicionamiento de la férmula o producto.
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Como parte del desarrollo del producto esta conformidad microbiolégica debe
realizarse desde los pasos de formulacidbn y pruebas de estabilidad, las
caracteristicas microbiolégicas en estudio evaluan el sistema conservante del
producto por medio de la prueba de desafio efectuada antes y/o después del
periodo de un estudio acelerado con el empleo del embalaje en el cual se
contendra el producto’® denominado envase primario' o articulo de
acondicionamiento (AC).
El correcto muestreo dentro de la produccion de cosmeéticos debe realizarse a
través de muestreos regulares segun los procedimientos escritos o establecidos
por la empresa fabricante considerando sus variantes de personal, instalaciones y
horarios de trabajo en los que se ha de especificar la persona o personas
capacitadas para tomar muestras, las cantidades que se han de tomar, los
materiales que se han de utilizar y las precauciones especificas que se hayan de
tomar.
Cada muestra depositada en el laboratorio de control ha de estar claramente
identificada mediante una etiqueta que contenga los datos necesarios para su
rastreabilidad como:

- El nombre del producto.- donde pueden incluirse datos de fabricacion.

- El numero de lote.- si la nomenclatura es de caracter interno tendra que

asegurarse su trazabilidad.
- Lafecha de toma de la muestra,

- Las iniciales de la persona que ha efectuado el muestreo.
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Se han de almacenar muestras de cada lote en un local apropiado (muestroteca),
cuyo acceso ha de estar limitado a las personas autorizadas para el recontrol o
verificacion posterior del producto de referencia y fecha especifica. La magnitud de
la muestra ha de ser suficiente para que puedan efectuarse dos analisis completos
de cualquiera de sus analisis.

El registro de los analisis efectuados se ha de conservar segun las necesidades
de la empresa. A titulo indicativo, la duracién de la conservacion de estos registros
no deberia ser inferior a un afio en cuanto a las materias primas y a los materiales
de acondicionamiento. Para los muestreos de producto terminado, esta duracion
no deberia ser inferior a la vida mediana del producto establecida por la

empresa’®.

2.4 PRESERVACION DE LOS COSMETICOS

2.4.1 Generalidades de los Conservadores.

Un conservador es una sustancia antimicrobiana que se afiade a un
producto en cantidades muy pequefias (entre 0.0007 % y 1 % del principio activo,
dependiendo del producto) durante el proceso de fabricacion y es capaz de
oponerse a las alteraciones de origen quimico o microbioldgico de un producto’®.
Debido a que muchos de los productos actuales para el cuidado personal son a
base de agua, éstos presentan un medio ideal para el desarrollo de
microorganismos, por lo cual el conservador ideal deberia reunir las siguientes

caracteristicas: tener un amplio espectro de actividad antimicrobiana, que no
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produzca ninguna reaccion de sensibilizacion, que tenga una estructura quimica
conocida, que sea completamente soluble en agua, que permanezca estable en
condiciones extremas de pH y temperatura, que sea compatible con todos los
ingredientes de la formulacion y envasado, que no altere los caracteres
organolépticos del cosmético al cual se ha incorporado y, por ultimo, que sea
barato 17 Y8

Ningun agente conservador solo puede posiblemente satisfacer todos estos
criterios, consecuentemente para crear un sistema conservador adecuado que
aporte proteccion durante las fases de elaboracién del cosmético y que ésta se
prolongue durante toda la vida del cosmético en manos del usuario, sera
necesario en la mayoria de las ocasiones la combinacion de mas de un
conservador. La eleccidn la debe realizar el microbidlogo cosmético, quien
basandose en la experiencia de formulaciones anteriores y considerando la
naturaleza quimica de los ingredientes, método de fabricacion, propiedades
fisicoquimicas del producto, tipo de envase, condiciones de aplicacién y coste,
escogera el conservador o sistema conservador mas adecuado para cada
producto. La eleccion del sistema conservador mas adecuado siempre debe ser
un compromiso entre la eficacia, estabilidad y seguridad™®.

Los conservadores generalmente consisten de dos o mas moléculas con
diferentes modos de accidon contra los microorganismos, las dos funciones
principales son: inhibir el deterioro por los organismos y el otro es el prevenir el

crecimiento de organismos potencialmente patégenos’. El desafio es extender la
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accion biocida para todo tipo de microorganismos, evitando la promocion de la

resistencia microbiana.

2.4.2 Seleccion del conservador en productos cosméticos.

Los conservadores son usados comunmente para controlar la
contaminacion del producto® y en la busqueda de un sistema de conservacion
eficaz, es necesario tener en cuenta no solo su eficacia contra los
microorganismos, sino también la compatibilidad de los conservadores con otras
materias primas de las férmulas que en ocasiones son complejas para cosméticos,
su antagonismo o sinergia con otros ingredientes, el proceso de fabricacion del
producto®.

Como los antibidticos, los preservativos pueden seleccionar para las cepas
resistentes. Por lo tanto, no es inconcebible que estas cepas puedan ser
sometidas a una resistencia cruzada a los agentes antimicrobianos utilizados para
el tratamiento de los seres humanos. Este escenario es poco probable que se
originan en el hogar del consumidor, porque las concentraciones de
conservadores en los productos suelen ser lo suficientemente alta como para
prevenir la aparicién de cepas adaptadas.

Sin embargo, la resistencia podria desarrollar en las plantas de fabricaciéon con un
bajo nivel de higiene o si el control microbiolégico de las materias primas

(especialmente el agua) no es adecuada.
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El crecimiento de las biopeliculas microbianas resistentes a los distintos
conservadores y desinfectantes se ve favorecida por la dilucidon de los productos
cosméticos en las diferentes areas de la planta de producciéon. Resultado de las
biopeliculas en las contaminaciones intermitentes y erraticas por bacterias
resistentes a los conservadores de uso comun en productos cosméticos. La
incorporacion de mayores concentraciones de conservadores para productos
(siempre de acuerdo con los reglamentos) a fin de evitar este tipo de
contaminacion, podria resolver el problema en algunos casos, pero este meétodo

no es practico ya que puede generar toxicidad para el consumidor '¢-%"#

2.4.3 Tipos de conservadores.

Se distinguen dos tipos de conservadores:

- Los conservadores antisépticos, que impiden la proliferacion de
microorganismos. Las contaminaciones pueden ser de origen bacteriano o
fungico.

- Los antioxidantes, que evitan las alteraciones de origen quimico debidas al

oxigeno del aire.

En el cuadro anexo abajo pueden observarse los agentes antimicrobianos mas
utilizados actualmente en las formulaciones cosméticas como conservadores. De
todos ellos, los parabenos son los conservadores mas utilizados, mayoritariamente

combinados con fenoxietanol y donadores de formaldehido’.
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Los conservadores quimicos tradicionales actuales incluyen:

Conservadores quimicos tradicionales

Familias Conservantes

Acidos — Acido benzoico y sus sales
— Acido dehidroacético y sus sales
— Acido p-hidroxibenzoico (sus sales y ésteres)
(parabenos)
— Acido sdrbico y sus sales
Alzoholes — Alzohol bencllico
— Alzohal 2 4-diclorobencllico
Denvados fendlicos — Fencxietanal
— Triclosan
Donadores formaldehido  — Bromonitrodicsano
— Bromonitropropanodiol
— Diazalidinil urea
— Imidazolidinil urea
— Quaternium-15
— DMOM hidantaina
Otros —Yodopropinibuticarbamato
— Clorometilisotiazolinona + metilisctiazolinona
— Metildibromoglutaronitrilo

Fuente: Leranoz S. 2002. “Dermofarmacia. Conservantes en Cosméticos” 21:7.Pag. 75

2.5 BUENAS PRACTICAS DE MANUFACTURA EN COSMETICOS.

Se trata de la manufactura de productos cosméticos organizando y llevando
a cabo la produccion de los mismos en forma segura de manera que los factores
humanos, técnicos y administrativos, que influyen sobre la calidad de los
productos, estén efectivamente bajo control. Los problemas deben ser reducidos,
eliminados y lo mas importante anticipados, con énfasis en el concepto de Calidad

Total®.
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Para que un producto cosmético cuente con la calidad microbiologia se deben
adecuar instalaciones y servicios teniendo en cuenta todos los factores que
puedan intervenir en el flujo de manufactura desde su inicio con materias primas
pasando por las aéreas de fabricacion, acondicionamiento llegando a su
presentacion final que el consumidor podra tener en sus manos. Un producto de
calidad es el que satisface las necesidades del consumidor y cumple la normativa
legal vigente para asegurar que los productos que se comercializan en el mercado
son productos, todas las empresas han de crear, poner en practica y mantener un
sistema de calidad capaz de asegurar dichas caracteristicas.

Los requisitos que en nuestro pais son necesarios cumplir para la industria del
sector en los lineamientos de buenas practicas en rubros de organizacién del
establecimiento, personal, equipos de control y documentacion son la Norma
Oficial: NOM-059-SSA1-2006, NOM-089-SSA1-1994 y NOM-141-SSA1-1995.
Cabe sefialar que la industria cosmética actualmente no cuenta con una norma
dedicada a establecer los requerimientos basicos para la manufactura de los
productos cosmeéticos a diferencia de los medicamentos o alimentos pero en el
ambito internacional en 1995 el Consejo de Europa publicé el documento titulado
“Lignes directrices de bonnes pratiques de production des produits cosmétiques
(BPPC), texto en el que se proponen varias recomendaciones sobre la
organizacion y las practicas que permiten la gestion de los factores humanos,
técnicos y administrativos que tienen una incidencia sobre la calidad de los

productos cosmeticos.
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Estas recomendaciones, destinadas a guiar a las empresas fabricantes de
productos cosméticos, proponen la manera de poner en practica un sistema de
calidad eficaz en estas empresas enfocado a eliminar y prevenir deficiencias en
materia de calidad en la produccion de productos cosméticos.

Las Buenas practicas de manufactura seran una constante para que el personal
se situé dentro de la estructura organizativa conociendo las responsabilidades y
tareas que le sean encomendados para disponer de las instrucciones,
informaciones y datos relativos a la etapa de la produccion que le corresponda,
estar motivado permanentemente para sefalar cualquier anomalia y evidencia de
no conformidad dentro de cada etapa de la produccion con lo mas importante en
fabricacion: adaptarse a ciertas practicas en materia de higiene individual y a las
instrucciones referentes a la forma de trabajar y de llevar a cabo las operaciones
con la adecuada formacion para las actividades algunos de los lineamientos de las
BPPC que se pueden mencionar son las siguientes:

Instalaciones.

Las instalaciones se han de disefar, construir y acondicionar con el objetivo de
satisfacer las condiciones que impongan las actividades que estén destinadas a
realizarse en ellos, la eleccidon del material de construccion, asi como la
distribucion de las areas en el momento de su disefio son factores determinantes
para mantener: el orden, la limpieza y/o desinfeccion las condiciones de
temperatura convenientes, las condiciones de higiene adecuadas para asi evitar el

riesgo de agua estancada las particulas de polvo en la atmésfera, la presencia de
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insectos y otros animales, la acumulacion de suciedad ademas los
establecimientos se han de adecuar al volumen de materiales de produccion y
distribuirlos de forma que se minimice en lo posible el cruzamiento de materiales y
distintos productos (producto semiterminado, producto terminado, materiales
aprobados, en cuarentena o rechazados) y de personal (paso de personal no
relacionado con la actividad). Todas las instalaciones han de conservarse limpias
y adecuadas. La efectividad de los procesos de limpieza y desinfeccidon deberian
comprobarse periédicamente. Las superficies (paredes, suelos, superficies de
trabajo) han de ser lisas y de materiales no porosos para facilitar la limpieza. Se
han de evitar los angulos rectos en las uniones entre paredes y suelos para evitar
la acumulacion de polvo y suciedad, sustituyéndolos por redondeadas. También
se contara un sistema de drenaje o eliminacion de agua que se pueda generar
durante el proceso de produccion o en la limpieza de los equipos para evitar el
estancamiento, que puede favorecer la proliferacion de microorganismos.

No debe existir el contacto directo de las zonas de fabricacidén con el exterior para
evitar la entrada de polvo. En las zonas de produccion donde se genere polvo se
deberia disponer de sistemas de extraccion adecuados al igual que en las zonas
de fabricacion con el exterior para evitar la entrada de insectos y otros animales.
En las entradas de las instalaciones y de las zonas de produccion deberia
instalarse aparatos atrapa insectos y trampas para roedores, entre otras posibles

medidas para evitar el acceso de animales.
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Las buenas condiciones de iluminacion natural y/o artificial, un numero suficiente
de lavabos, equipos de agua caliente y fria, herramientas necesarias para lavarse
las manos y secarselas en buenas condiciones higiénicas seran demandantes y
cruciales en el mantenimiento de las condiciones de higiene.

Equipos y materiales

Los equipos o el material de produccion debe disefiarse, instalarse y mantenerse
segun su finalidad donde éste no presente ningun riesgo o contribuya a la
degradacion del producto, también los instrumentos de medicion utilizados para la
fabricacion y el control han de ser apropiados, precisos y fiables. Antes de
cualquier operacién de produccion, los equipos han de ser inspeccionados con la
finalidad de asegurar el buen estado del material. Han de limpiarse y enjuagarse
de forma apropiada con la finalidad de evitar cualquier contaminacion del
producto. La empresa debe contar con instrucciones de utilizacion y registros de
actividades de mantenimiento de los equipos de produccion. Existiran
instrucciones de limpieza y desinfeccion, si fuera preciso.

Todos los equipos han de estar identificados con relacién a su estado de limpieza
y/o disponibilidad para ser utilizados, asi como el tiempo de validez de este
estado. Es util disponer de un registro con el histérico de todos los procesos
realizados en los equipos. El equipo y la maquinara se instalaran de forma que el
movimiento de los materiales, maquinaria y personal no constituya un riesgo para
la calidad del producto y de acuerdo con el flujo l6gico de produccién y evite el

cruce de procesos y pasos atras.
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Estos instrumentos contaran con una calibracién peridédica para confirmar la
exactitud de lecturas y registros al igual que las operaciones de limpieza han de
quedar registradas y estos registros han de conservarse.

Procedimientos y procesos

Los procedimientos y procesos deben ser administrados con caracter riguroso y
mantenidos de forma que en cualquier momento se puedan recuperar los
documentos necesarios: instrucciones, procedimientos, procesos, estructura
organizativa, documentos relativos al personal.

Procedimientos e instrucciones seran creados, escritos y establecidos en cada
empresa adaptando la naturaleza de sus producciones y su estructura
describiendo las operaciones a efectuar, las precauciones que han de tomarse y
las medidas que han de aplicarse a los diferentes campos relacionados con la
produccion. Una buena documentacion es una parte fundamental del sistema de
calidad la cual estara disponible para el personal de la empresa.

Para evitar defectos de comunicacion (errores de transmisién, memoria, etc.) es
necesario que las actividades previstas consten por escrito y las que se han
llevado a cabo queden documentadas.

Cada compafiia ha de tener un sistema de documentacién que garantice la
existencia de los documentos necesarios (instrucciones, procedimientos,
procesos, organizaciéon de la estructura, formacion, etc.), asi como el

procedimiento para su gestion.
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Los procedimientos han de establecerse especialmente a:

- muestreo de materias primas,

- material de acondicionamiento,

- verificacién de los procedimientos de fabricacion,

- métodos de acondicionamiento,

- métodos de control,

- materias primas

- instalaciones,

- calibracion de los instrumentos de medicidon en la fabricacion y las lineas de
acondicionamiento,

- limpieza y/o desinfeccién de los locales y materiales utilizados en la
produccion,

- acciones a tener en cuenta antes de iniciar cualquier operaciéon de
produccion, por ejemplo, el vaciado de la linea, retirada de los productos del
mercado, disposiciones y pasos a tomar dentro del marco de conformidad
de los materiales de acondicionamiento, materias primas, productos

semiterminados y producto terminado.

Para cada producto o grupo de productos, las instrucciones han de describir de
forma detallada las operaciones relativas a la fabricacion y acondicionamiento, los
medios utilizados y los métodos aplicados'.

Las empresas deben renovarse de acuerdo a los adelantos que se presenten ya
sea con desarrollos tecnoldgicos ligados a maquinarias, materiales de empaque o
equipos de control progresos en sus procesos de manufactura, técnicas de

acondicionamiento y evoluciones en la organizacion de la produccion.
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La presencia de microorganismos en los productos cosméticos es un factor
determinante en la calidad por tal motivo la industria cosmética establece controles
para asegurar la puesta a disposicion de los productos en el mercado sin riesgo de
presencia dafina de microorganismos al consumidor.

La mayoria de las formulaciones cosméticas, debido a que contienen un elevado
porcentaje de agua y a que muchas de las sustancias utilizadas en su fabricacion
pueden ser degradadas biologicamente por microorganismos, son productos que
se deterioran con el paso del tiempo por la exposicién a las condiciones del medio
donde se encuentran durante el periodo de uso por parte del consumidor.

La presencia de microorganismos en los productos cosméticos puede producir
cambios en el aspecto fisico, color, olor y textura. En estas ocasiones, cuando el
consumidor detecta signos visibles de alteracion, reacciona rechazando el
producto. Sin embargo, cuando la contaminacion microbiolégica no modifica el
aspecto del cosmético representa un importante riesgo para la salud del
consumidor, ya que en estas condiciones los cosméticos pueden causar
irritaciones o infecciones, particularmente si el producto se aplica sobre piel
danada, ojos o en nifos. La microbiologia cosmética es una parte de la
microbiologia especializada en la evaluacion de la calidad microbiologica de los
productos cosméticos, estudio de los factores que afectan el deterioro de las
formulaciones, los métodos de control Microbiolégico y los principios de

prevencion y conservacion. 2*
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2.5.1 Limites de microorganismos en cosméticos.

A pesar de que cuando un producto cosmético sale al mercado se realizan todos
los estudios necesarios que verifican que el producto es seguro desde un punto de
vista microbiolégico, desde la recepcion de las materias primas hasta que el
producto esta listo para ponerse en el punto de venta pueden producirse errores
que ponen de manifiesto la necesidad de controlar microbiolégicamente todas las
fabricaciones que salen al mercado.

Desde un punto de vista legislativo, no existe ninguna norma de obligado
cumplimiento que regule los limites de contenido microbiolégico de los productos
cosmeéticos a nivel mundial. Sin embargo, asociaciones como el Comité Asesor de
Cosmetologia en Espana o la CTFA (Cosmetics, Toiletry & Fragrance Association)

han publicado las siguientes directrices a cumplir por los productos cosméticos?’:

TIPO DE COSMETICO LIMITES DE ACEPTACION
Cosmético de uso a) Recuento de microorganismos mesofilos aerobios /
Infantil o viales totales:
en el contorno de ojos 10? UFC/g o ml.

Ausencia de microorganismos patogenos en 1g o ml.
b) Pseudomonas aeruginosa.

c) Staphylococcus aureus

d) C. albicans

e) A. niger.

f) Coliformes totales y fecales.

Cosmeético de uso a) Recuento de microorganismos mesofilos aerobios /
General viables totales:
10° UFC/goml.
Ausencia de microorganismos patégenos en 1g o ml.
b) Pseudomonas aeruginosa.
c) Staphylococcus aureus
d) C. albicans
e) A. niger.
f) Coliformes totales y fecales.
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En el campo legislativo de nuestro pais en lo que respecta a productos cosméticos
se describen primeramente en la Ley General de Salud que el control sanitario
sera aplicable a el proceso, uso, mantenimiento, importacion, exportacion, y
disposicion final de productos higiénicos considerados como insumos para la salud
ademas de contar con una autorizacion sanitaria expedida por la Secretaria de
Salud para la importacion de este tipo de productosz. Asi mismo los proveedores
estan obligados a informar de inmediato a las autoridades si determinan que
alguno de sus productos puede implicar riesgos para la vida o la salud de los
consumidores?°.

El Reglamento de Control Sanitario de Productos y servicios aporta que es
necesaria una regulacion, control y fomento sanitario del proceso, importacién y
exportacion, asi como de las actividades, servicios y establecimientos de los
productos de perfumeria, belleza y aseo® , los fabricantes de productos de
perfumeria y belleza son responsables de la calidad sanitaria de los productos que
elaboran®’ entendiéndose como productos de perfumeria, belleza y aseo a los
destinados para su aplicacion directamente a la piel y sus anexos cuya finalidad es
la de embellecer, mejorar la apariencia y conservar la limpieza y pulcritud de las
personas al igual que los productos de perfumeria y belleza para el cabello como:

acondicionador, alaciador, shampoo, enjuague, gel, tratamiento o locidn capilar.

El Reglamento de Control Sanitario de Productos y Servicios define y estipula los
limites microbianos que un cosmético fabricado o distribuido en el territorio

nacional debe cumplir:
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Los limites microbiolégicos para los productos de perfumeria y belleza, no deberan
exceder los siguienteszs:
1.- Microorganismos aerobios:
a. No mas de 500 UFC/g o ml en los productos para nifios y para
aplicacion en el area de los ojos, y
b. No mas de 1 000 UFC/g o ml para los demas productos,
2.- Mohos y levaduras no mas de 100 UFC/g o ml,
3.- Escherichia coli negativa/g o ml,
4 .- Salmonella spp negativa en 25 g o ml,
5.- Pseudomonas spp negativa/go mly
6.- Staphylococcus aureus negativo/g o ml.
Las disposiciones sanitarias de los productos cosméticos en México son descritas
en la NOM-089-SSA1-1994, “Bienes y Servicios. Métodos para la determinacion
del contenido microbiano en productos de belleza” pero los fabricantes podran
efectuar métodos diferentes a los incluidos en esta norma, para el control interno
de sus productos; pero para efectos de comprobacion de resultados por acciones

de verificacion sanitaria, se deben ajustar a los métodos de ésta Norma?'.
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2.5.2 ldentificacion de Microorganismos.

En la actualidad la identificacién de microorganismos se adecua a las actividades
y tipo de producto que cada empresa produzca asi que para la aplicacion de
técnicas y cumplimiento con el marco legislativo de la evaluacion de productos
cosmeéticos en el pais se referencia a los métodos empleados en la NOM-089-
SSA1-1994 pero cada empresa puede incluir su procedimiento interno que incluya
la metodologia necesaria para asegurar la calidad microbiologica.

Sin embargo la identificacion de una presencia microbiana en un producto
cosmeético incluye técnicas establecidas como:

Cuenta total de hongos, levaduras y mesofilos aerobios

Identificacion de patdégenos

Tincion de Gram

Identificaciéon de S. aureus

Identificacion de Pseudomona sp.

Identificacion de Salmonella sp.

Pruebas selectivas para Escherichia coli.

Pruebas bioquimicas API

Que aplican en marco legislativo nacional necesario en la industria cosmética. La
identificacion de estos microorganismos en productos cosméticos esta
directamente relacionada con los limites establecidos vinculados con la calidad
que un producto cosmético se debe contar para poder estar al alcance del

consumidor.
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EVALUACION MICROBIOLOGICA EN COSMETICOS

Los controles microbiologicos van dirigidos a la reducciéon o eliminacion de los
riesgos para el consumidor de los cosméticos. Hoy en dia el control microbioldgico
de los cosméticos suelen dirigirse a los puntos criticos de control definidos
mediante técnicas de analisis preventivos para controlar riesgos microbioldgicos
en materias primas y los productos terminados.

Estos métodos de evaluacion microbiolégica son principalmente:

- Cuenta Bacteriana Total.

- Recuento de bacterias mesdfilas aerobias

- Identificacion de microorganismos patdégenos:

E.coli, Staphilococcus aureus, Ps. Aeruginosa, C. Albicans
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3.1 Evaluacion microbiologica de cosméticos en México.

Los procedimientos para evaluacion de microorganismos descritos en la
legislacion NOM-089-SSA1-1994, Bienes y servicios son métodos para la
determinacion del contenido microbiano en productos de belleza presentes en un
cosmetico.

Cuenta total de hongos, levaduras y mesodfilos aerobios

Toma de muestra del producto 1 g o ml
Observar si hay crecimiento en los medios inoculados:
Si no hay crecimiento reportar: menos de 10 UFC/ml o g de muestra. Concluyendo
el ensayo. Si se presenta crecimiento, continuar con la prueba definitiva de
Cuenta total de mesofilos aerobios, hongos y levaduras.
- Cuenta total de hongos y levadura: Contabiliza el nimero de hongos y
levaduras que se encuentren.
- Cuenta total de mesodfilos aerobios: Contabiliza las cajas en donde se
encuentren de 25 a 250 UFC reportando el numero de UFC/ml o g de
muestra multiplicando por el inverso de la dilucion observada.

Identificacién de patdégenos

Incubar los tubos de CLM utilizados para la cuenta estandar total y a partir de los
tubos inoculados sembrar una azada en los siguientes medios de -cultivo
diferenciales: agar cetrimida, EMB, AMC y AVJ. Incubar y observar las cajas
inoculadas para busqueda de E. coli, S. Typhi, S. aureus y Ps. sp. en los medios

respectivos (ver Tabla 1).
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Tabla No. 1

MEDIO MICROORGANISMO
DE CULTIVO
Agar eosina azul de metileno E. coli

Salmonella

Staphylococcus coagulasa (+)
Agar MacConkey Salmonella, Shigellay otros

E. coli

Enterobacter, Klebsiella

Enterococos, Staphylococcus

y otros
Agar cetrimida Ps. sp.
E. coli

S. aureus

Agar Vogel Johnson S. aureus

S. epidermidis y otros

E. coli

Ps. aeruginosa

CARACTERISTICAS
COLONIALES

Colonias pequefias azul negro
en la parte central con brillo
metalico verdoso ala luz
reflejada

Transparentes, color ambar
Colonias incoloras, en punta de
alfiler

Incoloros, transparentes
Grandes, rojas, que pueden
estar rodeadas de una zona de
precipitacién de bilis

Grandes, rosadas, mucosas
Diminutas, de crecimiento
aislado, opacas

Colonias grandes blancas o
verdes cremosas

Crece poco, sin pigmento

No crece

Colonias pequefias, negras,
con halo amarillo.

Pequefias, negro-grisaceas, sin
halo

No crece

No crece

Fuente: NOM-089-SSA1-1994 Bienes y Servicios. Métodos para la determinacién del contenido microbiano en productos

de belleza.

Tincion de Gram

Si se observan colonias sospechosas de los microorganismos antes mencionados,

de acuerdo a la Tabla No. 1, realizar una tincion de Gram para identificar

morfologia microscopica. Observar al microscopio con objetivo de inmersion.
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Las bacterias Gram positivas, se observan tefiidas de color azul violaceo intenso.
Las bacterias Gram negativas se observan de color rojo.

Identificacion de S. aureus

En caso de encontrar cocos en racimo Gram positivos, continuar con las pruebas
para busqueda de S.aureus.

+ Prueba de catalasa
+ Aislar la colonia sospechosa en ALM
+ Aislar en agar de sal y manitol o AVJ y observar si hay desarrollo microbiano.

Sembrar las colonias sospechosas en dos tubos con BHI, uno destinado para la

técnica de coagulasa y otro para la técnica de termonucleasa.

Reportar de acuerdo a la Tabla No. 2

Tabla No. 2

CARACTERISTICAS DIFERENCIALES DE S. aureus
DETERMINACION S.aureus S.epidermidis Micrococcus sp.
Prueba de catalasa + - -
Fermentacion de manitol + - -
Crecimiento en O/F fermentativo
Pruebha de Coagulasa + - -
Prueba de Termonucleasa +
Vogel Proskauer + -
Oxidasa - -
Reduccidn de nitratos + d
d= variable

Fuente: NOM-089-SSA1-1994 Bienes y Servicios. Métodos para la determinacion del contenido microbiano en productos
de belleza.
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+ Prueba de coagulasa: Correr en paralelo el mismo procedimiento con el testigo,
éste debe dar la prueba positiva. La presencia de un coagulo dara la prueba
positiva

Si al transcurrir el tiempo no se observa coagulo, la prueba se considera negativa.
NOTA: No todos los tipos de S. aureus son coagulasa positiva.

+Prueba de la termonucleasa: Al otro tubo sembrado en BHI, practicar la prueba
de la termonucleasa, corriendo dicha prueba con un control positivo. Transcurrido
el tiempo de incubacion, observar vire del agar de morado a violeta o rosa y la
presencia de halo.

Se da como positiva la prueba con la presencia de un halo color rosa alrededor de
los orificios que indican hidrolisis del DNA.

Reportar: Staphylococcus aureus termonucleasa positiva.

Pruebas bioquimicas a emplear: Prueba de oxidasa, Prueba en TSI, Prueba en
LIA, Prueba en medio basal O/F (de Hugh y Leifson), Prueba en agar citrato de
Simmons, Prueba en caldo urea, Prueba en medio MR-VP, Prueba del rojo de
metilo, Prueba de Voges-Proskauer, Prueba en Medio indol, Formacion de
nitritos, Formacion de indol, Prueba en medio SIM,Prueba en medio MIO, Prueba

en caldo lisina descarboxilasa.
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Identificacion de Pseudomona sp.

En caso de que en el medio agar cetrimida se encuentren colonias sospechosas
de Pseudomona sp., realizar la prueba de oxidasa y una tincion de Gram (Tabla
No. 3).

Observar con luz ultravioleta las colonias desarrolladas y comparar la morfologia

colonial conforme a la Tabla No. 3.

Tabla No. 3
CARACTERISTICAS DE Pseudomona sp.

Medio de cultivo Morfologia colonial Tincién de Gram Prueba de oxidasa
Agar cetrimida a 37°C Colonias grandes Bacilos +
0 42°C blancas o verdes _

cremosas.
Agar Pseudomonas Colonias incoloras o Bacilos +
F para obtencién de amarillentas, con luz _
fluoresceina ultravioleta se

observan de color Bacilos +

amarillento. _
Agar Pseudomonas Colonias verde-
P para deteccién de azulosas. Con luz
piocianina ultravioleta se

observan de color

azul

Fuente: NOM-089-SSA1-1994 Bienes y Servicios. Métodos para la determinacion del contenido microbiano en productos
de belleza.

La presencia de Pseudomona sp. puede confirmarse, si es necesario, con pruebas
bioquimicas mencionadas con anterioridad para  Staphylococcus aureus vy

comparar con la Tabla No.4.
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Tabla No. 4
Pseudomona sp.
Pruebas bioquimicas Resultado
H2S (formacion) -
Movilidad +
Indol -
Urea d
Lisina descarboxilasa -
Lactosa -
VP d
Citrato de Simmons +
Manitol d
Glucosa (gas) d
Sorbitol -
Inositol -
OF/F -
OF/O +
+= Positivo
-= Negativo

d= Variable

Fuente: NOM-089-SSA1-1994 Bienes y Servicios. Métodos para la determinacion del contenido microbiano en productos
de belleza.

Identificacion de Salmonella sp.

En caso de que en los medios EMB o AMC se encuentren colonias sospechosas
de Salmonella (cuadro No. 1), sembrarlas en medio caldo cistina-selenito y caldo
tetrationato. Pruebas selectivas para Salmonella sp. Si se presenta crecimiento en
cualquiera de los medios de enriquecimiento, tomar una azada y aislar por estria
cruzada en los siguientes medios: agar verde brillante, agar XLD y agar sulfito de

bismuto.
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Si son bacilos Gram negativos, correspondiendo a la morfologia de Salmonella
sp., sembrar por estria y puncién en el medio agar triple azucar-hierro. Observar

las morfologias coloniales y microscopicas y compararlas con las descritas en la

Tabla No.5.
Tabla No. 5
CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE Salmonella sp.
Medio de cultivo Caracteristicas morfolégicas Tincién de Gram
Agar verde brillante Colonias pequefias transparentes, Bacilos
incoloras, rosas o blancas opacas, _
frecuentemente rodeadas de una
Zona rosa o roja.
Agar xilosa-lisina desoxicolato Colonias rojas con o sin centro Bacilos
negro. _
Agar sulfito de bismuto Colonias negras o verdes Bacilos
Agar hierro triple azucar Superficie alcalina (roja) puncién Bacilos

acida (amarilla), con o sin
produccidn de &cido sulfhidrico

(negro)

Fuente: NOM-089-SSA1-1994 Bienes y Servicios. Métodos para la determinacién del contenido microbiano en productos
de belleza.

Para confirmacién de Salmonella realizar las pruebas bioquimicas mencionadas

para Staphylococcus aureus y comparar con la Tabla No. 6.
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Fuente: NOM-089-SSA1-1994 Bienes y Servicios. Métodos para la determinacién del contenido microbiano en productos
de belleza.

Pruebas selectivas para Escherichia coli.
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En caso de que encuentren colonias sospechosas de E. coli (Tabla No. 1),
sembrar por estria cruzada en los medios AMC y agar Levine-eosina azul de
metileno e. Observar el crecimiento y sin ninguna colonia corresponde a la
morfologia descrita en la Tabla No.1, la muestra cumple los requisitos de ausencia
de Escherichia coli. Confirme la presencia utilizando las pruebas bioquimicas
mencionadas en los puntos de la identificacion de Staphylococcus aureus vy

comparar con la Tabla No. 7.

TablaNo. 7
Escherichia coli
Pruebas bioquimicas Resultado
Tal: Superficie A
Puncion A
Gas +
H,S
LIA Superficie K
Puncion A
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Fuente: NOM-089-SSA1-1994 Bienes y Servicios. Métodos para la determinacién del contenido microbiano en productos
de belleza.
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Pruebas bioquimicas API

Aislar la colonia sospechosa en ALM y los medios diferenciales que se mencionan:
EMB (E. coli), AMC (S. typhi) y agar cetrimida (Ps. sp.). Sembrar el sistema API,
siguiendo las indicaciones del fabricante. Leer las bioquimicas e identificar al
microorganismo haciendo uso del manual de cdédigos. Corroborar que la
morfologia colonial de los medios diferenciales sea la correspondiente al
microorganismo identificado por el sistema API.

La concordancia con normas internacionales de esta norma no tiene marco de
referencia.

3.2 Métodos de Conteo Viable.

Los métodos de cuenta viable son empleados para enumerar las poblaciones
microbioldgicas presentes en una muestra por lo regular en 1 g o ml, debe tener
énfasis y cuidados en la proliferaciéon. El fundamento de estos conteos dependera
de la habilidad de los microorganismos para desarrollarse en medios liquidos,
semiliquidos o sélidos seleccionados cuidadosamente a las necesidades de
crecimiento de las bacterias de interés’.

El conteo de poblaciones microbianas por dilucidén en placa es un método simple y
rapido para la cuenta viable de células microbianas, este método de dilucién en
placa se fundamenta en que cualquier célula viable inoculada en un medio de
cultivo se multiplica y produce datos de facil identificacion, como la formacién de

colonias en placas de agar.
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Recuento de mesdfilos aerobios

Cuando se requiere investigar el contenido de microorganismos viables en un
producto, la técnica comunmente utilizada es la cuenta en placa. Este método
consiste en la preparacion de una serie de diluciones de una muestra en diluyente
apropiado, depositando una alicuota de una dilucién sobre la superficie de un
medio de cultivo solido e incubando la placa de agar bajo condiciones ambientales
apropiadas. La dilucion debe permitir generar colonias separadas, cada colonia
puede proceder de una sola célula o de una agrupacion (unidad viable), la cual
contara como una bacteria. Bajo este fundamento, estas placas pueden ser
usadas no solo para el conteo de poblaciones microbianas, sino también para el
aislamiento de organismos. Un Medio selectivo o no selectivo puede ser utilizado
dependiendo de la naturaleza del microorganismo que se desea aislar?.

En realidad esta técnica no pretende poner en evidencia todos los
microorganismos presentes. La variedad de especies y tipos diferenciables por
sus necesidades nutricionales, temperatura requerida para su crecimiento,
oxigeno disponible, etc., hacen que el numero de colonias contadas constituyan
una estimacion de la cifra realmente presente y la misma refleja si el manejo
sanitario del producto ha sido el adecuado.

Por otra parte como estos resultados sean reproducibles y por lo tanto
significativos, es de suma importancia seguir fielmente y controlar cuidadosamente

las condiciones de prueba®. Si es muestra liquida homogeneizarla.
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No es recomendable que el producto llene totalmente el recipiente para evitar
escurrimientos y contaminacion.

Para muestras solidas se pesan 10 gramos y se diluyen en 90 ml de solucion
diluyente, se licua o se puede usar un mortero estéril. Se considera como la
primera dilucion. Para las diluciones sucesivas se usan pipetas diferentes
inoculando simultaneamente a las cajas petri. El volumen que se transfiera nunca
sera menor del 10% de la capacidad total de la pipeta, por ejemplo para 0.1 ml no
se usa una pipeta de mas de 1 ml.

]— [ Dilucion para conteo de microorganismos viables

\
\

\ Nilution 0.1 ml plated CFUs appearing
tube onto nutrient an agar plate
alion

/
/
/ \
/ \
s \ number agar plate
SRR
L )

1mi

—
1 0.1 ml
9 ml ————-

107!
dilution

1ml

9ml —

ullunor\

Tomada de Lim 1996, Microbiology McGrawﬁH‘Estadns Unidos

Figura 3.1 a) Conteo de microorganismos viables.
Fuente: Lim 1998. Microbiology McGraw Hill Estados Unidos
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Cuenta total

Consiste en contar colonias que se desarrollan después de cierto tiempo en el
medio de eleccidn presupone que cada colonia proviene de un microorganismo en
la muestra.

La cuenta de bacterias totales de una muestra se refiere a las bacterias
heterotrofas presentes en una muestra con crecimiento en presencia de oxigeno
libre®”.

1. Seleccionar aquellas placas donde aparezcan de 30 a 300 colonias, pues
hay menor error en el conteo.

2. Contar todas las colonias de la placa. Si el numero se estima mayor de 300
y no hay diluciones subsecuentes:

3. 301-500 colonias se divide en dos partes y el numero de colonias contadas
se multiplica por 2.

4. 501-800 colonias se divide en cuatro partes y el numero de colonias
contadas se multiplica por 4.

5. >800 colonias se cuentan de 10 a 20 cuadros se promedia y se multiplica
por el numero de cuadros que ocupa la caja.

6. El numero de colonias contadas debera ser multiplicada por el inverso de la
dilucion y considerar si la técnica fue por vertido o por superficie (debido al
volumen de la muestra).

7. Redondear la cifra obtenida en el recuento de tal forma que haya dos

digitos al inicio de la cifra.
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Por ejemplo:

129 se reporta 130
2,417 se reporta 2400
49 se reporta 49

Diluted
microial
QUSPE"SI an

Técnica de vertido en placa

i

T e Pouring
| 1.0 mlplaced 7, . melted
inte storiie dish agar

Inezubats
inwerted

Tomada de Lim 1988

Driluted
microhial
SUSPENSIan
I

Técnica de superficie en placa

| | Spreading
| 30 B

[ | 0.1 mil placed I'I
| onto agar surface v

Incuate

inverted
Tomada de Lim 1998. Microbiology.
McGraw Hill Estados Unidos

Figura 3.1 b) Cuenta en Placa
Fuente: Lim 1998. Microbiology McGraw Hill Estados Unidos

Microbiology. MciGraw Hill, Estados Unidos..
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Numero Mas Probable (NMP)

EL METODO DE NUMERO MAS PROBABLE (NMP) es una estrategia eficiente
de estimacion de densidades poblacionales especialmente cuando una evaluacion
cuantitativa de células individuales no es factible. La técnica se basa en la
determinacion de presencia o ausencia (Gram positivos 0 negativos) en réplicas
de diluciones consecutivas de atributos particulares de microorganismos presentes
en muestras de suelo u otros ambientes. Por lo tanto, un requisito importante de
este método es la necesidad de poder reconocer un atributo particular de la
poblacion en el medio de crecimiento a utilizarse. El estimado de densidad
poblacional se obtiene del patron de ocurrencia de ese atributo en diluciones
seriadas y el uso de una tabla de probabilidad.

Para realizar la estimaciéon microbiana se utiliza un minimo de tres diluciones y un

intervalo de 3 a 10 replicas (“n” tubos de medio de crecimiento) por dilucion; el
numero de diluciones y réplicas utilizadas estara en funcion de la precision

requerida.
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Pond water

Double-strength broth tubes Single-strength broth tubes Single-strength broth tubes

R et it ]

4
i
)
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SR aiibs

; 4 .\:.;‘f/‘ \_

10 ml samples 1 ml samples ¢.1 ml samples

Técnica del NUmero Mas Probable

Tomada de Lim 1998. Microbiology
McGraw Hill Estados Unidos.

Figura. 3.1 ¢) Técnica del NUmero mas probable.
Fuente: Lim 1998. Microbiology McGraw Hill Estados Unidos

Actualmente, existen tablas estandar como las publicadas por la FDA o NACE
para estimar el numero de microorganismos mas probable. Estas tablas estan
limitadas a tres diluciones ya 3, 5y 10 réplicas por dilucién; sin embargo, también
existen programas de computadora (MPN Calcultor) ™, “Chem SW”) para obtener
la estimacién microbiana empleando mas de tres diluciones y un numero mayor de

replicas.
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Tabla 1. El numero mas probable para series de diluciones en réplicas
de cinco por nivel de dilucién (Woomer, 1994)*.

Num. Respuestas Num. Respuestas
Pos. por Nivel de Poblacion estimada Pos. por Nivel de Paoblacionestimada
Dilucion Dilucion

1-2-3-4-5-6 1-2-3-4-5-6
1-0-0-0-0-0 1.9 5-5-4-2-0-0 2159
1-1-0-0-0-0 4.0 5-5-4-3-0-0 2716
2-0-0-0-0-0 4.4 5-5-5-0-0-0 2305
2-1-0-0-0-0 6.8 5-5-5-0-1-0 3126
3-0-0-0-0-0 7.7 5-5-5-1-0-0 3282
3-1-0-0-0-0 10 5-5-5-1-1-0 4532
3-2-0-0-0-0 13 5-5-5-2-0-0 4922
4-0-0-0-0-0 12 5-5-5-2-1-0 6918
4-1-0-0-0-0 16 5-5-5-3-0-0 7797
4-2-0-0-0-0 21 5-5-5-3-1-0 10702
4-3-0-0-0-0 27 5-5-5-3-2-0 13826
5-0-0-0-0-0 23 5-5-5-4-0-0 12753
5-0-1-0-0-0 31 5-5-5-4-1-0 16902
5-1-0-0-0-0 33 5-5-5-4-2-0 21589
5-1-1-0-0-0 45 5-5-5-4-3-0 27150
5-2-0-0-0-0 49 5-5-5-5-0-0 23054
5-2-1-0-0-0 69 5-5-5-5-0-1 31225
5-3-0-0-0-0 78 5-5-5-5-1-0 32720
5-3-1-0-0-0 107 5-5-5-5-1-1 45261
5-3-2-0-0-0 138 5-5-5-5-2-0 49224
5-4-0-0-0-0 127 5-5-5-5-2-1 69148
5-4-1-0-0-0 169 5-5-5-5-3-0 78127
5-4-2-0-0-0 216 5-5-5-5-3-1 107022
5-4-3-0-0-0 270 5-5-5-5-3-2 138269
5-5-0-0-0-0 230 5-5-5-5-4-0 127528
5-5-0-1-0-0 312 5-5-5-5-4-1 169028
5-5-1-0-0-0 327 5-5-5-5-4-2 215899
5-5-1-1-0-0 453 5-5-5-5-4-3 271557
5-5-2-0-0-0 488 5-5-5-5-4-4 334051
5-5-2-1-0-0 692 5-5-5-5-5-0 230546
5-5-3-0-0-0 780 5-5-5-5-5-1 328192
5-5-3-1-0-0 1070 5-5-5-5-5-2 492238
5-5-3-2-0-0 1383 5-5-5-5-5-3 781272
5-5-4-0-0-0 1275 5-5-5-5-5-4 1312535
5-5-4-1-0-0 1690

* Esta es la densidad poblacional estimada asumiendo 1 ml de indculo. Este valor debe ser ajustado
por el factor de dilucion y el volumen de indculo (por ejemplo, si usted inoculd en cada placa un
volumen de 10 ul, entonces el valor de la tabla debe ser correjide multiplicandelo por 100 [10 X 100 =
1,000 pl & 1 mi]).

Fuente: Woomer, P.1994. L. Most Probable Number Counts. En: Mickelson, S.N. (Ed.), Methods of Soil Analysis. Part 2.
Microbiological and Biochemical Properties. E.E.U.U. Soil Society of America, Inc.

Algunas de las ventajas del NMP son:
- la capacidad de estimar tamafos poblacionales basados en atributos
relacionados a un proceso (selectividad); por ejemplo se puede determinar
la densidad poblacional de organismos que pueden nodular leguminosas en

una muestra de suelo usando el método de infeccidn de plantas,
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- provee una recuperacion uniforme de las poblaciones microbianas de suelos
diversificados,

- determina solo organismos vivos y activos metabdlicamente.

- suele ser mas rapido e igual de confiable que los métodos tradicionales de

esparcimiento en placa 2

3.3 TECNICAS ACTUALES EN LA INDUSTRIA COSMETICA

Comparado con otros campos los métodos rapidos y automatizados en
microbiologia han contado con un desarrollo lento, una de las razones es el
tiempo relativamente alto del tiempo de reaccion del crecimiento de los
cultivos. En la industria los procedimientos constituyen una parte substancial
del tiempo involucrado en la prueba asi que una técnica automatica contribuye
considerablemente al término y velocidad de las pruebas.

El desarrollo de pruebas microbiologicas rapidas depende del desarrollo de
mas técnicas sensibles para la deteccién y crecimiento para la actividad de los
microorganismos. Actualmente el futuro de las nuevas técnicas que son
empleadas hoy en dia tendra que sortear la limitante del tiempo involucrado®.

3.3.1 Diferencia de voltaje.

La actividad bacteriana puede ser detectada monitoreando los cambios en el
voltaje eléctrico de los medios de cultivos inoculados contra el voltaje de un medio

de cultivo estéril a través de la conductividad en una celda.
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Bacterias patdogenas han sido estudiadas obteniendo curvas caracteristicas para
una rapida identificacion. La velocidad de respuesta es proporcional a la
concentracion inicial del microorganismo.

La resistencia eléctrica para un medio que contiene actividad de microorganismos
cambia con el tiempo es en este curso lo indica la posibilidad de utilizar la
impedancia para monitorear la actividad bacteriana. Un método o equipo
empleando estos principios tiene ventajas inmediatas ofreciendo alta sensibilidad
por medio de distintos aparatos que son comparados con otros métodos de
monitoreo del crecimiento bacteriano como sistemas fotométricos o contador
Coulter. La impedancia de un medio inoculado cambia por lo tanto un 4 % desde
que es inoculado hasta el tiempo que alcanza la fase estacionaria. Esta diferencia
en los cambios de impedancia puede ser medida facilmente con la utilizaciéon de
puentes de circuitos.

La exploracién en este campo ha sido limitada tal vez debido a las dificultades
asociadas a la deteccion de cambios en la impedancia, lectura susceptible al
medio ambiente como el ocasionado por la evaporacion de agua, Variacion de
temperatura, reacciones electroquimicas y otros procesos que pueden enmascarar
la sefal de los cultivos con actividad microbiana, las variaciones de temperatura
por ejemplo afectan a el valor de impedancia alrededor de 2 % por grado
centigrado. Es posible reducir el efecto del proceso estabilizando la temperatura y
controlando la evaporacidn pero este control es limitado al considerar las

variaciones de la practica.
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Al inicio se fabricaron celdas especialmente disefiadas para la medicion de la
impedancia hecha de vidrio capilar con electrodos de oro plateados al final. Al ser
disponibles las celdas no requieren lavado o esterilizacion. Estos capilares fueron
aislados para reducir la evaporacion y los resultados de las mediciones
comparadas con las lecturas de conteos viables por medios tradicionales fue
extrapolable generando asi curvas de crecimiento similares del crecimiento viable
del microorganismo.

La relacion indica que los cambios en la impedancia son causados por un efecto
acumulativo en el tiempo debido a la acumulacion de metabolitos del
microorganismo. En términos absolutos la impedancia de un cultivo decrece
continuamente con el tiempo indicativo que el microorganismo metaboliza
substratos de baja conductividad como los carbohidratos dentro de la bacteria
productos de alta conductividad como el acido lactico. El efecto de la impedancia
en las celdas con bacteria es de incremento en el voltaje y la velocidad de la
respuesta dependerd de la concentracién y actividad de microorganismos 2.
Desde los afios 70°s han buscado alternativas mas rapidas que la técnica
tradicional de conteo en placa, métodos de labor intensiva por la preparacion de
material, inoculacion de diluciones y lenta incubacion de placas, posterior
evaluacion y conteo visual. Los métodos rapidos son una solucion al tiempo de
preparacion y respuesta a obtencion de resultados en menor tiempo una de estas
alternativas es la deteccidn de microorganismos por conductancia en la industria

cosmética. Un cambio significativo en la conductancia se presenta en las celdas
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cuando la concentracion de los microorganismos se encuentra alrededor de 10° y
10° UFC/ ml.

Estos principios forman la base para el desarrollo de analizadores microbioldgicos
comercialmente viables como el Malthus System V, instrumento con temperatura
constante en las celdas que contienen las muestras. Este equipo contaba con una
capacidad de 60,120 o 240 pruebas simultaneamente controlado por una

computadora®.

Figura 3.3.1 .a) Sistema Malthus V

Un equipo que se encuentra en el mercado y que se emplea en la industria
cosmética para el control de materias primas, formulas y producto terminado es el
Bactometro ®, equipo que cuenta con el fundamento basico de la impedancia para

la deteccion de microorganismos presentes en alguna de las muestras analizadas.

Los modelos donde se realiza el analisis son controlados a través de un ordenador
con el programa especifico acoplado con una impresora, asi los datos pueden
pasar directamente a un registro documental adicional al de la propia

computadora.
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Figura 3.3.1. b) Bactometro ® Capacidad de andlisis de hasta 256 muestras;
16 celdas para muestra en cada Modulo con resultado en 24hrs.

El resultado de este analisis es para la aprobacién y liberacion del producto una
vez fabricado y acondicionado siendo una técnica alternativa a la tradicional de
conteo total en placa. De esta forma se obtienen resultados mas rapidos de hasta
2 dias menos en comparacion con el método tradicional de conteo viable total en
placa.

Asi como prioridad para la empresa que quiere poner a disposicibn mayor
producto en un menor tiempo el Bactometro® presenta una opcion ya que si bien
el procedimiento de analisis de la muestra inicial no exime de una fase liquida en
medio nutritivo y sera adecuado a las necesidades de cada empresa, representa
una reduccion en los insumos que puedan emplearse ya que después de la fase
de enriquecimiento la muestra se coloca en médulos donde a través de celdas con
electrodos se mide la impedancia de las muestras contra una muestra testigo que
se encuentra tratada en las mismas condiciones pero negativa a la presencia de

microorganismo.
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Cabe senalar que el equipo, insumos y servicios de mantenimiento al tratarse de
tecnologia nueva siempre se encontraran mas elevados que un procedimiento

tradicional de placa.

3.3.2 Citometria de Flujo.

Un nuevo sistema de analisis rapido para el completo control de Calidad
Microbiolégico en la industria cosmética es la citometria de Flujo. En la industria
cosmética y productos de cuidado personal la seguridad microbiologica es
alcanzada a través de los controles efectuados a materias primas, producto en
granel y producto terminado. Dos de las técnicas mas utilizadas para el conteo de
la contaminacion por microorganismos son el método cuenta total o prueba
Presencia — Ausencia y Conteo Total en placa que se basan en métodos de cultivo
enriquecidos con resultados semicualitativos adicional al tiempo de resultado estas
técnicas tienen consecuencias en los costos de material requerido para la
aprobacion y liberacidn microbioldgica por o que se necesita los procesos para
contribuir la produccion al igual que prevenir incidentes de contaminacion durante
la fabricacion o acondicionamiento.

La busqueda de nuevas pruebas con meétodos alternativos en este rubro de
Presencia- Ausencia se describe desde los afios 80°s teniendo como base la
premisa de una deteccién y resultados en un tiempo de 24-48 horas por métodos

indirectos.
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La citometria de Flujo es un método de analisis celular multiparamétrico que
permite la medicion rapida de ciertas caracteristicas fisicas y quimicas de células
o particulas suspendidas en liquido que producen una sefial de forma individual al
inferir en una fuente de luz. El impacto de cada célula con el rayo de luz produce
senales que corresponden a diferentes parametros de la célula y que recogidos
por distintos detectores. Estos convierten dichas sehales en electronicas que
posteriormente seran digitalizadas para permitir la medida simultanea de varios
parametros en una misma célula. Una de las caracteristicas analiticas mas
importantes de los citometros de flujo es su capacidad de medir multiples
parametros celulares, como el tamafo, forma y complejidad y por supuesto,
cualquier componente celular o funcibn que pueda ser marcada con un
fluorocromo. Las aplicaciones mas relevantes de la citometria de flujo por
mencionar algunas se relacionan con la hematologia e inmunologia y en fechas
mas recientes aplicada en control de microorganismos en productos tan diversos
como lo son alimentos, bebidas y cosméticos. En el momento de realizar las
mediciones en el citdmetro de flujo, las células pueden estar vivas o fijadas pero
obligadamente en una suspension celular y en forma de célula unica.

Al obligarlas a pasar alineadas una a una frente a un haz laser mediante un flujo
continuo, cada célula, a la vez que dispersa la luz, emite fluorescente como

consecuencia de la excitacion laser a la que es sometida.
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Los parametros que tipicamente se miden de forma simultanea por cada célula
son:

1. Dispersion frontal de la luz a 2 valor proporcional al tamafio celular.

2. Dispersion de la luz ortogonal, proporcional a la cantidad de estructuras

granulares o complejidad de la célula.

3. Intensidades de fluorescencia a diferentes longitudes de onda.
Los citdmetros de flujo estan formados por complejos sistemas de fluido, dptica
laser, detectores electronicos, convertidores analdgico-digitales y digitales y
computadoras. Los sistemas Opticos permiten el enfoque laser en un haz con un
diametro reducido para impactar sobre el menor numero de particulas posibles
simultaneamente.
El sistema de fluido permite un enfoque hidrodinamico del flujo celular hasta
conseguir el alineamiento de las particulas o células, y en los separadores se
produce una ruptura del flujo en gotas de tamano uniforme para conseguir la
separacion de células individuales.
El sistema electrénico se encarga de la cuantificacion de los destellos de
fluorescencia y de la luz dispersa y bajo el control de la computadora, se consigue
la carga electronica de las gotas que contienen las células de interés para poder
someterlas a deflexion y recogerlas en tubos especificos para tal fin.
La computadora permite almacenar datos de miles de células por cada muestra y

representar los resultados graficamente.
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Tomando como partida estos preceptos y fundamentos y partiendo de las
necesidades en el campo de produccion de cosméticos se comienza asi el
desarrollo del sistema D-Count® de Chemunex, disefiado para proveer a la
industria Cosmética y de cuidado personal de un método rapido con datos
sensibles de Presencia — Ausencia de microorganismos en los productos
fabricados. El D-Count ofrece por primera vez a las plantas de manufactura la
oportunidad de implementar la Calidad en tiempo real para microbiologia.

EL sistema D-count combina la fluorescencia con etiquetaje de célula viable y
citometria de flujo digital en un sistema poderoso de deteccion. Las muestras que
son cargadas en el sistema autonomo D-Count son tratadas con reactivos
Fluorassure ®, asi el marcaje se basa en la no fluorescencia del substrato sino en
el citoplasma de células viables que es fijado enzimaticamente para en una etapa
posterior liberar fluorocromos que son detectados por el sistema de computo

acoplado a un software especifico.

Figura 3.3.2 a) Fijacion de sustrato en célula viable con integridad de membrana
Fuente: FOOD NEWS SOFT DRINKS December 2006 Pag.8
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Unicamente las células viables con integridad en la membrana cuentan con la
habilidad de realizar la fijacion del sustrato de Fluorassure ® y no requiere de
multiplicacion. Posterior al marcaje de la célula presuntamente presente en la
muestra, se inyecta en un flujo que pasa por una celda de cuarzo en el analizador
del D-Count. Este flujo asegura que los microorganismos pasan por el laser de

excitacion uno por uno.

Figura 3.3.2 b) Flujo de la inyeccion de la muestra con el marcaje de la célula viable.
Cada célula es llevada al laser individualmente.
Fuente: FOOD NEWS SOFT DRINKS December 2006 Pag.9

Las senales de fluorescencia proveniente de la celda son colectadas por
detectores sensibles y analizadas por un software. Teniendo en el D-Count un
sistema discriminativo de microorganismos viables incluyendo las esporas. Los
resultados son desplegados como conteo directo después de 90 minutos de haber
iniciado la prueba en el equipo. No necesita interpretacion de los resultados ya
que se valida comparando directamente con un conteo en placa.

La mayoria de los productos liquidos pueden ser cargados directamente al equipo

pero algunas muestras requeriran de un tratamiento previo.
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Mas de 64 muestras pueden ser analizadas en un solo ensayo y puede procesar
alrededor de 60 muestras por hora. Claramente se ven reducidos los periodos de
incubacion en hasta 3 dias ademas del alto grado en la sensibilidad, seguridad y
fiabilidad de los resultados demostrando ventajas significativas con otros métodos

rapidos®.

Figura 3.3.2 c¢) Bactiflow ALS ® Capacidad de 25 pruebas con resultado

en un tiempo de 90 minutos.

Bactiflow ALS® de Chemunex es también otro de los sistemas automatizados que
se emplea por la industria cosmética a nivel internacional buscando con ello
asegurar la conformidad de los componentes para la elaboracion de los productos
como los productos terminados. A diferencia de D-count ® Bactiflow ALS ® tiene
capacidad para 25 muestras pero su fundamento y resultados son por citometria

de flujo.
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IV

GLOSARIO

Caracteristicas organolépticas: caracteristicas de las sustancias y productos
que se refieren al perfil sensorial identificado por: aspecto, color, olor y sabor.
Conservadores: sustancias adicionadas a los Productos de Higiene Personal,
Cosméticos y Perfumes con la finalidad primaria de preservarlos de dafios y o
deterioros causados por microorganismos durante su fabricacion vy
almacenamiento, asi como proteger al consumidor de contaminacion inadvertida,
durante el uso del producto.

Consumidor: la persona fisica o moral que adquiere, realiza o disfruta como
destinatario final bienes, productos o servicios. Se entiende también por
consumidor a la persona fisica o moral que adquiera, almacene, utilice o consuma
bienes o servicios con objeto de integrarlos en procesos de produccion,
transformacién, comercializacion o prestaciéon de servicios a terceros.

Control sanitario: Conjunto de acciones de orientacion, educacion, muestreo,

verificacion y en su caso, aplicacion de medidas de seguridad y sanciones, que
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ejerce la Secretaria de Salud con la participacion de los productores,
comercializadores y consumidores, en base a lo que establecen las normas
oficiales mexicanas y otras disposiciones aplicables.

Envase primario (AC), todo recipiente destinado a contener un producto y que
entra en contacto con el mismo, conservando su integridad fisica, quimica vy
sanitaria.

FDA. Food and Drug Administration (Administraciéon de Alimentos y Farmacos,
por sus siglas en inglés) es la agencia del gobierno de los Estados Unidos
responsable de la regulacién de alimentos (tanto para seres humanos como para
animales), suplementos alimenticios, medicamentos (humanos y veterinarios),
cosméticos, aparatos médicos (humanos y animales), productos bioldgicos vy
productos eméticos.

Granel. Producto ya fabricado antes de ser envasado.

Lote: cantidad de un producto obtenido en un ciclo de produccion, de etapas
continlas y que se caracteriza por las mismas especificaciones de forma
homogénea relacionado con la fecha de elaboracion.

NACE: Nomenclatura Estadistica de Actividades Econdmicas de la Union Europea
Producto Terminado: Todo aquel producto que ha completado el proceso de
fabricacion y acondicionado en la planta de fabricacion.

Producto semiterminado: Todo aquel producto que se encuentra en una etapa

intermedia al proceso de acondicionado en la planta de fabricacion.
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Productos higiénicos: Los materiales y substancias que se apliquen en la
superficie de la piel o cavidades corporales y que tengan accién farmacolégica o
preventiva.

Productos de perfumeria y belleza para uso facial o corporal: Cosméticos, a los
productos de perfumeria y belleza que a través de medios técnicos adecuados

pueden modificar el olor natural del cuerpo y mantener y perfeccionar su estética.
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DISCUSION

La industria cosmética manufactura productos que aunque no son
estériles si cuentan con una concentracion de microorganismos que no debe
sobrepasar los limites establecidos en concentracion vy tipo especifico, para ello las
materias primas necesarias para su elaboracion y susceptibles a una
contaminacioén por microorganismos, procesos de fabricacion y acondicionamiento
deben estar monitoreados constantemente con la finalidad de asegurar la
conformidad microbiolégica de estos productos en el mercado.

Es por ello que se establecen limites y métodos para asegurar la calidad
microbiolégica de los productos cosméticos con un control microbiolégico con
fundamento en las técnicas microbioldgicas desarrolladas para la identificacion y
cuantificacion de microorganismos basados en la  microbiologia tradicional
empleando cuentas microbianas en medios solidos. Los resultados son obtenidos
de manera adecuada pero con la limitante de las fases de elaboracion,

preparacion y analisis de las muestras.
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La evolucion de nuevas tecnologias en conjunto con el estudio de los
microorganismos ha hecho posible la aplicacion de nuevos analisis
microbiolégicos para la evaluacién, deteccion y conformidad de cosméticos
puestos a la venta dentro de la poblacién de una manera mas eficiente y moderna.
Técnicas como la impedancia que se considera uno de los mejores métodos para
el recuento de microorganismos por obtener resultados en un tiempo menor y un
consumo de trabajo optimo en comparacion a los protocolos tradicionales ha sido
adoptada por la industria de los cosméticos, atribuyendo su ventaja a que pesar
del desarrollo de los microorganismos se encuentren en suspension, mientras se
encuentren vivos su metabolismo cambia permitiendo detectar las propiedades
eléctricas de su entorno detectado por sistemas de analisis automatizados
sensibles a las diferencias de voltaje.

A la impedancia en fechas mas recientes se suma la citometria de flujo, que
basada en el marcaje de bacterias viables en combinacion con la aplicacién de
fluorescencia con laser; son el fundamento de un método de tecnologia digital que
provee de resultados de deteccién microbiana reduciendo el tiempo de incubacion,
aumentando el tiempo de respuesta y acciones correctivas ante incidentes de
contaminacion en el proceso de manufactura y por supuesto asegurar la calidad
microbiolégica de cosméticos.

Las técnicas de evaluacion microbianas tradicionales son una herramienta basica
que con estandares internacionales y nacionales contribuyen a que las empresas

dedicadas a la manufactura de productos cosméticos ofrezcan al consumidor la
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conformidad microbiolégica. Los métodos tradicionales de conteo en placa o
numero mas probable aun son herramientas basicas que emplea la industria del
ramo ya que son metodologias facilmente aplicables con resultados confiables si
son desarrollados de manera adecuada y apagadas a las necesidades que
necesite la empresa de manufactura.

El desarrollo vertiginoso de nuevos métodos de evaluacion microbiolégica mas
rapidos, con mayor sensibilidad y digitales cuenta con ventajas potenciales
comparados con los tradicionales para el campo industrial al obtener resultados en
horas y no en dias, incrementando la capacidad de analisis, simplificando
procedimientos técnicos que al final seran reflejados en el aumento de la
productividad sin dejar de lado la conformidad microbiolégica de los productos

cosméticos.
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Vi

CONCLUSIONES

La evaluacién microbiologica de los productos cosmeéticos contribuye a la
inocuidad y calidad que establece la normatividad nacional reduciendo el
riesgo de dafo al consumidor.

Existen limites microbioldgicos para los productos cosméticos que pueden
evaluarse a través de métodos tradicionales adecuados a los lineamientos
nacionales e internacionales.

El desarrollo y aplicacion de nuevos métodos de evaluacién microbioldgica
contribuye a asegurar la calidad de los cosméticos de manera mas rapida,
precisa y simple aumentando la productividad, capacidad de analisis y
tiempo de trabajo en comparacion a los métodos tradicionales.

La evaluacion microbiolégica de los productos cosméticos debe
establecerse para asegurar la conformidad microbiolégica en materias
primas, procesos, personal y componentes que se vean involucrados la

manufactura.
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