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OBJETIVO
Describir un panorama general de los aspectos que abarca el control de calidad microbiolégico en
productos cosméticos, mediante la consulta de referencias escritas y electrénicas para conocer las
metodologias de anadlisis descritas por instituciones regulatorias nacionales e internacionales.

JUSTIFICACION
Este documento busca describir los aspectos minimos operacionales que debe de cubrir un
laboratorio del area de calidad para poder efectuar un correcto control de calidad microbiolégico
en productos cosméticos, es necesario conocer todos los aspectos a controlar que conllevan al
analisis y que repercusiones puede tener el no realizar un control adecuado.

Para esto el encargado de los analisis microbiolégicos debe de conocer todos los requerimientos
gue debe cumplir sus procedimientos frente a instituciones nacionales e internacionales de
normatividad, al ser efectuados de manera adecuada y regulada los resultados de andlisis seran
representativos y confiables, garantizando la seguridad del producto para el consumidor.

Esta tesis se realizd con el fin de proporcionar una guia util y funcional para el estudiante o recién
egresado, el cual quiera desarrollarse en esta drea, ya sea laborando en una industria ya establecida
o para la formacién de una empresa.



INTRODUCCION

El término calidad, ha sido utilizado con mas frecuencia al pasar los afios por todo tipo de
industrias e instituciones que fabriquen productos para el consumo o que ofrezcan un servicio
determinado.

Dada la importancia que alberga este término, es necesario definir que es la calidad. Existen muchas
definiciones de la calidad, una de las mas completas es: El conjunto de caracteristicas y propiedades
que reune el producto, proceso o servicio, el cual logra satisfacer las necesidades del cliente, del
personal encargado de desarrollarlo (del producto, proceso o servicio) asi como de la sociedad en
general.

Principalmente, se ha tomado como modelo de referencia a nivel internacional la definicidn
proporcionada por la norma ISO 9000:2015 la cual tiene como definicién de calidad: Grado en el que
un conjunto de caracteristicas inherentes cumple con los requisitos.

Entendiéndose por requisito “necesidad o expectativa establecida, generalmente obligatoria
implicita”. (ISO9000, 2005, pag. 8 ).

Dentro del drea del control de calidad, se encuentran los analisis microbioldgicos. Puesto que los
agentes microbianos pueden desarrollarse en ciertos productos susceptibles a la contaminacidn,
poniendo el riesgo la salud del cliente o consumidor.

El analisis microbioldgico dentro del control de calidad es de cardcter preventivo, nos permite
valorar la carga microbiana de cualquier producto que pretenda ponerse a la venta y este pueda
tener contacto directo con el organismo del cliente. Con el andlisis microbioldgico se busca
encontrar, controlar o erradicar las posibles fuentes de contaminacion o multiplicacidon microbiana.
En esto radica la importancia de realizar los andlisis microbiolégicos dentro de la industria; ya sea
alimentaria, cosmética o farmacéutica.

Si llega a existir la liberacion de los productos sin andlisis microbiolégico previo, las entidades o
instituciones encargadas de regular la calidad de los productos restringirian la venta de los mismos,
y en Ultima instancia cuando el producto se encuentra contaminado por microorganismos
patdgenos, puede comprometer la salud del cliente. Lo cual puede causar perdida de reputacion
de la calidad del producto, y especificamente la calidad de la empresa, ocasionando en la mayoria
de los casos demandas y pagos por dafno al cliente, lo que esto deriva en una pérdida econémica
significativa para el sector industrial. (Instituto Nacional de Tecnologia Industrial Argentina,2015)

Existen normas e instituciones encargadas de asegurar que los analisis microbiolégicos sean
realizados a estos productos, asi como establecer los procedimientos estandarizados para realizar
dichos anilisis.



CAPITULO 1. ANTECEDENTES

1.1 Inicios del control de calidad

El control de calidad tiene una historia muy amplia y compleja, pero dentro de ella existieron
acontecimientos que marcaron el rumbo de los estudios de calidad dentro de la industria. A
continuacién en la tabla No.1 se desglosan estos principales acontecimientos:

Tabla 1. Acontecimientos importantes que marcaron el inicio del control de calidad

Afo y Personaje Acontecimiento
destacado
1875- Vilfredo Estudio de la economia y sociologia enfocado especialmente en el campo de la distribucion
Pareto de la riqueza y el andlisis de las elecciones individuales (Universidad Nacional Auténoma de

México,2009)

1875- Frederic W.
Taylor

Principio de la Administracion cientifica, estableciendo la division del trabajo de unidades
mas pequefias, para que se lleven a cabo con mayor facilidad. (Hernandez Landa , 2015)

1900- Henry Ford

Establecié el modo de produccion en cadena, especializacion de tareas y reproduccion de
costos (Alvarado, 2013)

1924- Walter
Shewhart

Ided el concepto del ciclo PDCA o “circulo de Deming”, el cual proporciona una estrategia de
mejora continua en cuatro pasos: Planificar, hacer, verificar y actuar. (Miranda Gonzalez,
Chamorro Mera, & Rubio Lacoba, 2007 )

1938- Edward
Deming

Postulé los 14 puntos de la calidad, convirtiendo a Japén en lideres del mercado mundial.
(Quality-systems, 2013 )

1941- Joseph Juran

Establecio la trilogia de la calidad, correspondiente a un esquema que consta de tres
procesos: Planear, controlar y mejorar. (Escalante, 2008 )

1943- Kaoru
Ishikawa

Creacion del diagrama causa-efecto o espina de Ishikawa (Escalante, 2008 )

1980- Philip Crosby

Establecio cuatro principios absolutos de la administracion de la calidad (Summers, 2006 )

1.2 Inicios de la Microbiologia

Tabla 2. Acontecimientos importantes para el inicio del control de calidad microbiolégico

Ano y Personaje
destacado

Acontecimiento

1665- Robert Hook

Observacion de la primera célula. (Universidad Nacional Auténoma de México,
2013)

1684- Antoni Van
Leeuwenhoek

Primeras descripciones de las bacterias. (Universidad Nacional Auténoma de
México, 2013)

1798- Edward Jenner

Desarrollo la vacuna contra la viruela. (Universidad Nacional Auténoma de
México, 2013)

1857,1860, 1864
Louis Pasteur

Fermentacidn acido-lactica

Papel de las levaduras en la fermentacién alcohdlica

Esclarecimiento a la teoria de la Generacidn espontanea. (Universidad Nacional
Auténoma de México, 2013)

1881, 1884 Métodos de estudio de bacterias en cultivos puros.

Robert Koch Postulados de Koch (Universidad Nacional Auténoma de México, 2013)

1884- Christian Técnica de Tincidn de Gram. (Universidad Nacional Auténoma de México, 2013)
Gram

1901- Martinus Método de enriquecimiento de cultivos. (Universidad Nacional Auténoma de
Beijerinck México, 2013)




1929- Alexander Descubrimiento de la Penicilina. (Universidad Nacional Auténoma de México,
Fleming 2013)

Para que los andlisis microbioldgicos tomaran gran importancia en el ramo industrial e incluso
formaran parte de los requisitos indispensables para la venta de cierto tipo de productos (Alimentos,
Medicamentos, Cosméticos, Productos de cuidado personal, etc.), es importante destacar los
sucesos mds importantes dentro de la rama de la Microbiologia, los cuales se muestran en la Tabla
No.2 :

1.3 Introduccidn de los analisis microbiologicos como parte fundamental del control de calidad
en la industria

A lo largo de la historia se ha descubriendo que en los productos de consumo como alimentos,
agua, medicamentos y cosméticos pueden crecer microorganismos patdgenos, causantes de dano
a la salud o incluso matar al consumidor. La necesidad de realizar analisis microbiolégicos, dentro
de la industria de los productos de consumo fue tomando importancia poco a poco al ir
descubriendo microorganismos propensos a crecer en estos productos provocando enfermedades
al consumidor, empezando principalmente en 1885 donde Theodor Escherich aislé una bacteria
procedente de la materia fecal de infantes. Que después, fue nombrada Escherichia coli, en su
honor. (Avalos, 1999).
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Figura 1. Theodor Escherich cientifico Aleman realizo el
primer aislamiento de Escherichia coli

Con esto se pudo relacionar que en los productos contaminados con materia fecal, se encontraria
la presencia de esta bacteria, obteniendo uno de los pardmetros mas importantes de control. A
partir de esto se fueron descubriendo mas patégenos relacionados con los productos de consumo
como Clostridium perfringes (1900), Salmonella enteritidis (1888), Staphylococcus aureus (1894),
Shigella disenteriae (1898) (Ledermann, 2007)

Al regular las determinaciones de la presencia de microorganismos en los productos para el
consumo, era necesario expedir leyes o requerimientos para regular la calidad microbioldgica de
alimentos, agua, medicamentos y cosméticos con la cual poder estandarizar los procesos, y estos
se realicen de igual forma en distintas partes del mundo. Ya que en cada laboratorio se contaba con
un método distinto y muchas veces poco eficiente. En 1899 la Asociacién Americana de Salud
Publica (APHA) eligié un comité para poder establecer procedimientos estandar de analisis de Agua.
En 1905 este comité publicé la primera edicidn del manual llamado” Métodos estdndar para el
andlisis del agua “, en el cual incluye analisis fisicos, quimicos y microbioldgicos. (Wilhelm, 2013)

Gracias a esto, a lo largo del tiempo se fueron estableciendo diversos comités, donde se
desarrollaron una gran cantidad de informes que recopilaban métodos para el analisis
microbioldgico del agua y alimentos. Uno de los mds importantes es la AOAC (Asociacion oficial de




comunidades analiticas) fundada en 1884, encargada del desarrollo y validacién de métodos
analiticos como también el mejoramiento de los procesos de aseguramiento de la calidad de los
laboratorios tanto en Quimica como Microbiologia (Torres, 2012 ). Otra organizacidén importante es
ICMSF (La comisién internacional de Especificaciones Microbioldgicas en Alimentos) constituida en 1962,
con el objetivo de ofrecer informacién para las industrias en asuntos de seguridad microbioldgica en
alimentos. (Comisidn Internacional de Especificaciones Microbioldgica en Alimentos, 2006)

En la industria cosmética en 1969, la FDA ( Administracion de Alimentos y Medicamentos ) realizdé un
estudio en Nueva York donde demostré que cerca del 25 % de los cosméticos en el mercado estaban
contaminados con bacterias, donde la mayoria resulté ser bacterias Gram negativas, como resultado de
esto, se implementd el uso de conservadores que eliminaran a estos microorganismos, gracias a esto se
dio un decrecimiento del 2% de la proporcién de la contaminacién para el afio de 1975 (Espinosa, 2001

).
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1.4 Instituciones internacionales y nacionales que rigen el cumplimiento del analisis
microbioldgico dentro del control de calidad.

Como se ha mencionado con anterioridad existen entidades u organizaciones encargadas de regular que
estos andlisis microbioldgicos sean realizados para cada producto de consumo que se desee poner en el




mercado, estas instituciones tienen restricciones nacionales e internacionales las cuales se muestran en

la Figura No.2

Figura 2: Instituciones nacionales e internacionales encargadas de regular el control de calidad microbioldgico

en la industria.

1.5 Instituciones encargadas de regular el control de calidad microbiolégico en la industria
1.5.1 Instituciones Internacionales:
En la Tabla No.3 se desglosan las Instituciones internacionales que regulan el control de calidad
microbioldgico para las industrias y las principales funciones que estas desempenan:

Tabla 3. Instituciones Internacionales y sus principales funciones

Nombre de la institucion Aio de Funciones Principales Productos que regula o Ambitos de
fundacion trabajo
=  Buscar la mejora de los procesos productivos
mediante la optimizacién de recursos.
=  Crear estandares de calidad que pueden ser
ISO (Organizacion 1946 utilizadas en cualquier rama de produccion. Aplicable a cualquier procedimiento.
Internacional de *  Normalizacién de normas existentes en la cual
normalizacion) incluye: procesos de formulacion, elaboracion,
aplicacién y mejoramiento de las mismas.
Alimentos (Excepto la mayoria de carne y
aves de corral ya que estas son reguladas
por el departamento de Agricultura de
=  Proveer al consumidor informacién con base cada pais).
cientifica que asegure la seguridad de utilizar Aditivos alimenticios.
cierto medicamento o alimento. Formulas infantiles (Ejemplo Férmulas
=  Innovacion de productos para favorecer la salud lacteas)
. L del consumidor. Suplementos Alimenticios o dietéticos.
FDA (Administracion de = Proteger la salud del consumidor mediante la Medicamentos para consumo humano.
All_mentos y 1906 regulacion de productos para el consumo Productos bioldgicos y Productos
Medlcamen.tos) humano o veterinario. derivados de la sangre.
(En Estados Unidos de . L aH
America) Dispositivos medlcc?s.. '
Productos electrénicos que emitan
radiaciones  (Ejemplo: Microondas,
equipos de rayos X)
Cosméticos
Alimentos, Medicamentos y dispositivos
para animales domésticos, animales de
granja, etc.
Productos derivados del tabaco.
=  Ser lideres en temas importantes de salud y ser
participe cuando se requieran actuaciones
conjuntas.
=  Determinar lineas de investigacion, asi como la
OMS ( Organizacion traduccioén y divulgacion de las mismas. Sistemas de salud.
Mundial de la Salud) 1948 =  Definir normas y darle seguimiento a su Enfermedades no transmisibles.

aplicacion en la practica.

Impulsar el cambio, prestando apoyo técnico.
Estar en seguimiento continuo cualquier
situacion en materia de salud y determinar las
indicaciones sanitarias.

Enfermedades infecciosas.
Prevenciodn, vigilancia y respuesta.




FAO (Organizacion de las
Naciones para la
Agriculturayla
Alimentacion)

1945

Ayuda a la erradicacion del hambre, inseguridad
en los alimentos, y la mala nutricion.

Hacer sustentable y productiva actividades Paises pertenecientes a la ONU

fundamentales como; la agricultura y la pesca.
Reducir la pobreza.

Implementar sistemas agricolas y alimentarios
inclusivos y eficientes

1.5.2 Instituciones Nacionales:

Al igual que las instituciones internacionales de regulacidn, existen instituciones encargadas de
regular la seguridad de los productos que puedan causar dano al consumidor, la normatividad
expedida por estas instituciones son de cardcter obligatorio para todo el territorio nacional. Las
instituciones Nacionales a cargo de la normatividad se muestran en la Tabla No.4:

Tabla 4. Instituciones Nacionales y sus principales funciones

Aiio de
Nombre de la instituciéon | fundacion Funciones Principales
= Dirigir y supervisar el cumplimiento del plan de salud dentro del territorio nacional y
el plan departamental de desarrollo en el sector salud.
=  Dirigir y supervisar en coordinacion con el gobierno municipal llevar a cabo las
politicas, programas y normas en materia de salud.
. =  Asegurar la salud en todo el territorio nacional garantizando el acceso a la poblacion
SECRETARIA DE SALUD 1946 a los servicios de salud.
= Dirigir y supervisar el desarrollo del sistema de seguridad social.
= Asegurar el cumplimiento de las disposiciones legales en materia de salud.
= Promover el desarrollo de investigaciones en Sistemas de seguridad social en salud.
= Dirigir, coordinar y supervisar programas de prevencion y atencién a emergencias en
materia de salud.
= Dirigir los fondos monetarios destinados a la salud.
= Vigilancia y control de establecimientos de salud.
COFEPRIS (Comisién = Controlar y prevenir riesgos a la salud del hombre causado por factores ambientales.
Federal para la 2001 =  Control sanitario de productos y servicios asi como su exportacion e importacion de
Proteccion contra los establecimientos dedicados al proceso de dichos productos.
Riesgos Sanitarios) =  Control sanitario del proceso, uso, mantenimiento, exportacién, importacidon y
disposicidn final de equipos médicos, agentes de diagndstico, protesis, etc.
= Control sanitario de la publicidad de las actividades, productos y servicios.
= Control sanitario de la disposicion de érganos, tejidos y sus componentes
= Control sanitario para donacion de 6rganos, tejidos y células de seres humanos.
=  Conservacion y aprovechamiento sustentable de los ecosistemas y la biodiversidad
SEMARNAT dentro del territorio mexicano.
(Secretaria de Medio 2000 = Prevencidn y control de contaminacion.
Ambiente y Recursos = Gestion integral de los recursos hidricos.
Naturales) =  Combate al cambio climatico.




CAPITULO 2. INDUSTRIA COSMETICA EN MEXICO

La industria cosmética ha tomado cada vez mds importancia en la economia mexicana, debido a la
cultura de higiene personal que tiene el pais por lo cual los productos cosméticos son utilizados dia
con dia. Desde el uso del champu, acondicionador, desodorante, perfumes y demas productos para
la mejora estética.

2.1 Crecimiento de la industria cosmética en México

La CANIPEC (Camaray Asociacion de la Industria del Cuidado Personal y del Hogar) determina que
la industria del cuidado personal estd conformado por la fabricacién de productos para el cabello,
piel, uinas, magquillaje, cuidado oral, cuidado intimo y modificacion del olor corporal. (Cdmara
Nacional de la Industria de Productos de Cuidado Personal y del Hogar, 2016)

La industria cosmética mexicana ocupa el tercer lugar en produccidn de cosméticos, después de
EE.UU y Brasil en el continente americano. En el mercado interno la industria cosmética genera
alrededor de 250 mil empleados directos e indirectos ademas aporta el 0.7% de la industria
manufactureray el 4.2% del PIB (Producto Interno Bruto) de la industria quimica. En 2009,
generd 24 mil empleos directos, que equivalen al 10.7% de la industria Quimica ademas de los
empleos indirectos que incluyen a los vendedores y distribuidores. (Secretaria de Economia, 2009).
En la Figura No. 3 se muestra el crecimiento de las importaciones y exportaciones de productos
cosméticos fabricados en México.
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Figura 3. Comercio exterior de Productos Cosméticos México, 2008-2014
(Cifras en millones de délares) (CANIPEC, Memoria Estadistica, 2014)

Para el 2014 la industria cosmética en México ocupo el décimo lugar en ventas por 10 mil 843
millones de délares, por debajo de mercados como Francia, Rusia e Italia (Hernandez, 2014 ).

Este crecimiento tan importante es debido a:

e Un aumento significativo en la poblacidn.
e Mujeres mejor posicionadas econémicamente.
e Publicidad en aumento.




e Aumento de industrias cosméticas mexicanas.

e Cambio en las costumbres.

e Desarrollo de productos atractivos para el género masculino.

e Especializacién de productos.

e Aumento de la calidad en la fabricacidn de cosméticos en industrias mexicanas

CAPITULO 3. ASPECTOS GENERALES DE LOS PRODUCTOS COSMETICOS

3.1 Definicion de cosméticos

La FDA tiene como definicion de cosméticos: “Articulos o sustancias destinados a ser aplicados
(frotados, vertidos, rociados o atomizarse) en el cuerpo humano para limpiar, embellecer o alterar
la apariencia sin afectar la estructura del cuerpo o sus funciones” (FDA, 2012). Por parte de la
normatividad mexicana los cosméticos se definen como: “Sustancias o formulaciones destinadas a
ser puestas en contacto con las partes superficiales del cuerpo humano: epidermis, sistema piloso y
capilar, ufias, labios y drganos genitales externos, o con los dientes y mucosas bucales con el fin
exclusivo o principal de limpiarlos, perfumarlos, ayudar a modificar su aspecto, protegerlos,
mantenerlos en buen estado o corregir los olores corporales o atenuar o prevenir deficiencias o
alteraciones en el funcionamiento de la piel sana”(NOM-141-SSA1-1995,1997). De acuerdo con el
articulo 269 de la Ley general de salud (LGS) se consideran como productos de perfumeria y belleza
a:

e Los productos de cualquier origen, independientemente de su estado fisico, destinados a
modificar el olor natural del cuerpo humano.
e Los productos o preparaciones de uso externo destinados a preservar o mejorar la
apariencia personal.
e Los productos o preparados destinados al aseo de las personas y los repelentes que se
apliquen directamente a la piel.
El producto cosmético debe de cumplir ciertas cualidades para poder ser considerado dentro de
esta clasificacion:

e Mantener la integridad de la piel.
e No alterar el pH fisioldgico o bien permitir una rapida reintegracion del mismo.
e Debe de ser inocuo, libre de sustancias toxicas o ‘libre de microorganismos.
e Tener una textura agradable.
e  Ser de facil utilizacion.
(Claude Martini & Chivot, 1997)

3.2 Clasificacion de cosméticos

Existen diversas clasificaciones para los cosméticos de acuerdo a varios pardmetros, a continuacion
se mencionan las clasificaciones mas importantes en la Figura 4 y Tabla 5:




Figura 4. Clasificacion de cosméticos por su forma de uso o su zona de aplicacién. (Junipero, 2015)




Tabla 5. Clasificacion de productos cosméticos de acuerdo a su forma de presentacion (Junipero,
2015)

Forma de presentacion Caracteristicas Imagen
Diluciones y lociones los principios activos se encuentran

perfectamente disueltos, teniendo
como principal objetivo perfumar el
cuerpo. Ejemplo: Perfumes, colonias. |

sEnzOET

Forma cosmética donde el excipiente y ” ) h
|
I

Mezcla  formada  por liquidos
Emulsiones inmiscibles, que se encuentran
uniformemente distribuidos,
estabilizadas por un emulsionante
Ejemplos: Todo tipo de cremas,
algunos acondicionadores,
desodorantes y protectores solares
ademads de mascara para pestanas.

Sus componentes se encuentran en -
estado sélido, dispersas dentro de un
Suspensiones excipiente  liquido, junto  con ‘
espesantes (hacen al excipiente mas
viscoso y dificulta el movimiento de las
particulas sélidas.

Ejemplo: Maquillaje liquido,
Exfoliantes, Esmaltes, y Geles.

Formas cosméticas en las que en el
Espumas excipiente es incorporado cierta
cantidad de gas en forma de burbujas
a presion. Ejemplo: Espumas fijadoras,
espumas para afeitar, espumas
limpiadoras de rostro.

Sélidos en polvo Compuestos pulverizados constituidos
por excipientes sdlidos, pueden ser
polvos sueltos como el talco, rubor en
polvo o bien polvos compactos, en el
cual seincorpora un agente ligante y es
envasado a presidn como: sombras,
magquillajes, rubor.

Sélidos en barra El excipiente se mantiene liquido a una
temperatura elevada y se introduce en
un molde donde se solidifica al
enfriarse.

Ejemplos:  Labiales,  correctores,
delineadores, rubor en barra.




CAPITULO 4. REQUERIMIENTOS QUE DEBE CUMPLIR EL QUIMICO ANALISTA MICROBIOLOGO

Para seleccionar a la persona adecuada para el puesto de Quimico Analista en Microbiologia, este
debe de cumplir con requisitos que son indispensables para desempefiar este puesto, ya que
representa un puesto de mucha responsabilidad, esta persona no solo es el encargado de los
resultados de laboratorio microbiolégico, también debe asesorar a todo el personal que tenga
contacto con el producto durante todo el proceso de produccidn para que estos se lleven a cabo
adecuadamente y asi poder cumplir con las especificaciones microbiolégicas. Los requisitos minimos
gue debe de cumplir el personal con el puesto de Quimico Analista en Microbiologia, son los
siguientes:

a. Formacién académica: La formacién académica tiene que constar de conocimientos
tedricos y practicos del drea de microbiologia, el cual debe de cubrir los siguientes temas:
= Bioseguridad en el laboratorio.
= Técnicas basicas de Microbiologia.
e Uso del microscopio éptico asi como sus cuidados necesarios.
e Cultivos microbiolégicos.
e Esterilizacion y preparacién de medios de cultivo.
e Tinciones microbiologias.
e Esterilizacién de material, medidas necesarias para trabajar en condiciones de
esterilidad, técnicas de asepsia y antisepsia.
e Técnicas de siembra, aislamiento e identificacion de microorganismos.
e Técnicas para la cuenta o enumeracién de microorganismos presentes en distintos
tipos de muestras.
e Conservacion de cepas (cepas de referencia).
= Residuos peligrosos bioldgicos infecciosos.
=  Técnicas de muestreo.
= Efectividad de conservadores.
b. Experiencia laboral: Es necesario contar con experiencia dentro del andlisis microbiolégico
en la industria, esta tiene cubrir los siguientes aspectos:
= Conocimiento y manejo de Buenas practicas de documentacion.
= Conocimiento y manejo de Buenas practicas de manufactura.
= Conocimiento y manejo de Buenas Practicas de Laboratorio.
= Normatividad relacionada con el analisis microbiolégico en cosméticos.
= Manejo y desecho de RPBI
c. Capacitacion del puesto: Para que el analista desempefie su trabajo de manera adecuada
es necesario que la empresa encargada de contratarlo, cuente con un programa
documentado de capacitacidn, en este programa debe de cubrir los siguientes aspectos
(Federacion, 2008 ):
e Induccidn al puesto a desempeiiar.
e Buenas Practicas de Laboratorio (GLP).
e Buenas Practicas de Documentacién (GDP).
e Buenas Practicas de Manufactura (GMP).
e Procedimientos internos utilizados por la empresa.
e Seguridad e Higiene Industrial.
e Manejo y desecho de RPBI

Aunque en algunos aspectos por experiencia laboral ya cuente con estos conocimientos es
importante que la empresa los refuerce para que esta tenga evidencia documental de que el
Quimico analista cuenta con todos los conocimientos para desempefiar el puesto de manera
correcta.




CAPITULO 5. ACTIVIDADES A DESEMPENAR POR EL QUIMICO ANALISTA EN MICROBIOLOGIA

El Quimico analista tiene la responsabilidad de evaluar y controlar que ninglin material, componente
o producto terminado cuente con carga microbiana que se encuentre fuera de las especificaciones
establecidas. Para poder cumplir con esto, el analista microbidlogo debe de cumplir con actividades
especificas, los cuales se desglosan a continuacidn:

a.

S @ o a9 0

Establecer un programa de andlisis en donde se tienen que cubrir:

e Materia prima

e Graneles de maquilador (en caso que la empresa cuente con maquiladores)

e Graneles fabricados en la planta.

e Agua de proceso (utilizada para la fabricacion de los productos)

e Componentes en los que se encuentra contenido el producto (Ejemplo: envases,
tapas, cajas, etc.).

e Producto terminado.

e Medio ambiente del drea de manufactura y areas donde es acondicionado el
producto final.

e Alimentos provenientes del comedor proporcionado por la empresa.

Llevar a cabo correctamente los procedimientos para el andlisis microbioldgico

establecido por las instituciones encargadas de la normalizacién de los procesos. (NOM-

089, NOM-027, NOM-112, NOM-092, NOM-113).

Preparacion del material estéril necesario para los andlisis microbioldgicos.

Preparacion de medios de cultivo.

Disposicion y manejo de Residuos Peligrosos Bioldgico Infecciosos (RPBI).

Lectura de resultados de los andlisis en tiempos establecidos.

Aislamiento de microorganismos recuperados de los analisis.

Tener documentado en bitdcoras todos los analisis que lleve a cabo asi como los

resultados de los mismos, mediante buenas practicas de documentacion.

Realizar una investigacién para encontrar la fuente de contaminacion del producto, asi

como establecer medidas correctivas.

Expedir reportes de andlisis al jefe inmediato.

Capacitacién del personal de la planta que entre en contacto directo con el producto

para eliminar riesgos de contaminacion por errores en la antisepsia.




CAPITULO 6. CONDICIONES OPTIMAS DE TRABAJO EN EL AREA DE MICROBIOLOGIA

Dada la naturaleza critica de los analisis microbioldgicos estos tienen que llevarse a cabo de una
manera adecuada y confiable, deben de estar sometidos a ciertas condiciones de trabajo especificas
asi como el material auxiliar requerido para los mismos.

6.1 Equipo Minimo Necesario

En la tabla No.6 se muestran los equipos minimos que son necesarios para realizar los analisis
microbioldgicos de acuerdo a procesos estandarizados que brinden resultados confiables y
reproducibles.

Tabla 6. Equipo necesario en el laboratorio de Microbiologia

Equipo Utilidad Imagen
Esterilizacion mediante vapor de agua saturado bajo

presidn, destruccion microbiana por desnaturalizacion
irreversible de enzimas y proteinas estructurales del
Autoclave microorganismo ademas de destruir formas
esporuladas de las bacterias. (Cerra, Fernandez, Horak,
Lagomarsino, Torno, & Zarankin, 2013 )

Campana de

Flujo laminar Equipo en el que se utiliza un ventilador para forzar el
paso del aire hacia un filtro HEPA, barriendo la superficie
de trabajo, las cuales protegen el material que se
encuentran dentro de ellas liberandolas de particulas de
hasta 0.1 um (Garcia E. L., 2004 )

Microscopio
Ofrece una imagen ampliada del objeto a observar,
imagen que a su vez es aumentada por el ocular. (Garcia
V., 2004)

Incubadoras

(25°Cy 35°C) Es un equipo cerrado en el que se puede controlar la

temperatura, humedad y otras condiciones para el
desarrollo de un cultivo microbiolégico. (Organizacién
Panamericana de la Salud, 2005)

Balanza analitica | Instrumento que se utiliza para medir el peso de una
sustancia o cuerpo, en control de calidad es utilizada
para pesar los distintos componentes para un mezcla en
proporciones definidas y determinar peso especifico.
(Organizacién Panamericana de la Salud, 2005)

Instrumento utilizado para la conservacion de materiales
utilizados en el laboratorio como reactivos, medio de
cultivos, cepas, etc. (Organizacion Panamericana de la

Refrigerador | Salud, 2005)




6.2 Materiales Auxiliares requeridos en el laboratorio.

En la tabla No. 7 se desglosan los materiales minimos que son necesarios para realizar los analisis

microbioldgicos en el laboratorio de control de calidad

Tabla 7. Materiales Auxiliares necesarios en el laboratorio de Microbiologia

Tipo de material Utilidad Imagen
Pipetas de vidrio o .,
Pipetas Son utilizadas para suministrar cantidades definidas y oy
automaticas con exactas de fluidos, soluciones y mezclas. (Organizacion
puntas Panamericana de la Salud, 2005)
intercambiables

Botellas de 2
dilucién Son utilizados para preparacion de diluciones en serie,
para realizar analisis microbioldgicos cualitativos. (El
crisol, 2010)
Porta Objetos y
Cubre Objetos En ellos se disponen objetos para su observacion en el ‘
microscopio. v

Tubos de ensayo

Se emplean como recipientes de medio de cultivo:
sélidos, semisélidos, liquidos y pruebas bioquimicas para
la identificacion de microorganismos.

Cajas Petri de
vidrio o plastico
desechables.

Son utilizadas como recipientes de medios de cultivo
para el desarrollo, crecimiento y aislamiento de
microorganismos.

Mechero de

Permite obtener una zona aséptica de trabajo de 15 cm,
asi como la esterilizacion de asas microbioldgicas y

Bunsen materiales que entren en contacto directo con la
muestra (Ejemplo: pinzas, espatulas, etc.)
Se utiliza para sembrar microorganismos en medios de
Asas cultivo y pruebas bioquimicas, estas pueden ser
Microbioldgicasy | circulares o en punta. e —
Micologicas
e




Matraz Erlenmeyer

medios de cultivo.

[ o Lini

Utiles para la preparacién de soluciones, reactivos y

Cre cimiznto de

MiCrOCZanismos pocs

exigantes. Utilzado para

mantener colonias
icrobi

Enriquecdos:
Contienen exceso de
nstrie nte s como
suplementos nutritivos,
utilzados para
MCTOOTEANESTIOS.

" Selectivos:
Permite &l cre cimiento de
Certo grupe de —>
CTCC NS,
iinhibiendo los demas
IMICIOOEANISMOS.

utilizados

Bgar Nutrithwo: De rutina para todo tipo de
bacterias.

Bgar de Letheen modificsdo: Diste rminacicn de
bacte rias & n productos cosmeticos.

Bgar Sangre: Permite obse rvar dive rsos tipos de

he malisis de Stroptocoocus sop.

Agar chocolate: Para Neisseric spp y Hoamoghils spp.
Agar BHE Crecimie nto para una gran varie dad de
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Agar 5D Enrique cimiento para crecimiznto de
hongos y levaduras.,

Agar EMB: Crzcimie nto selectivo de entercbacternias y
otras especies de bacilos Gram |-). Inhibicion de becterias
Gram {+].

BAgar MacConkey: Crecimiznto selective de
enterobacts rias. Inhibicion de bacterias Gram {+].

Bgar Cetrimide: Aislamiento selective de Psoudomongs
EEe

Bgar Sales y Manitol Aistamiznto szl ctivo de
Stophylococcus spp.

Bgar TCBS: Aislamiento selectivo de Vibriosgo.

Bigar i i i =z b= ctive de baciles
=ntericos.

6.3
Medios
de
cultivo

Para realizar el cultivo, crecimiento, aislamiento y diferenciacion de diferentes tipos de
microorganismos, es necesario utilizar diversos medios de cultivo ideales para cada tarea a realizar.
Los medios de cultivo que son mas comunmente utilizados en el control de calidad microbioldgico

se muestran en la figura No. 5. (Espinosa, 2001 )




Figura 5. Clasificacion de medios de cultivo (Casado Gonzalez, Torruco Cabezas, & Medina Anguita, 2012)
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6.4 Tinciones Microbioldgicas.

Para poder identificar al agente microbiano presente en el cosmético de andlisis, es necesario
realizar tinciones microbioldgicas que nos permitan, observar su morfologia y agrupacién en el
microscopio éptico, donde posteriormente se encontrard la posible fuente de contaminacion de la
muestra.

6.4.1 Tincién de Gram

Esta tincidn es una de las mas importantes en el drea de la Microbiologia, ya que forma parte de las
pruebas primarias de identificacion bacteriana. Esta tincidn es diferencial y nos permite observar e
identificar la morfologia ademds de la agrupacién de las bacterias y levaduras. Gracias a esta tincion
es posible clasificar las bacterias en dos grupos: Bacterias Gram (+) y bacterias Gram (-).

En la Figura No. 6 se describe el procedimiento a seguir para esta tincién y en la figura No. 7 se
muestran ejemplos de bacterias tefiidas con la tincién de Gram.

Procedimiento y Reactivos utilizados:

e (Cristal violeta 1% en solucidn de oxalato de amonio 0.85%.

e Lugol (1g yodo/2g yoduro de potasio) en 300 ml de agua destilada.

e Solucidn Alcohol- Acetona (500 ml alcohol etilico/ 300 ml acetona).

e Safranina 0.25% en 10 ml de alcohol etilico y 1000 ml de agua destilada.
(Quimica F. d., 2015) (UAM, 2004)

. . . Observar la tincién con el microscopio éptico Safranina durante 1 minuto, enjuagar y
Cristal violeta durante 1 minuto y . . L. N
N objetivo 100X en inmersion. o dejar seca
enjuagar.
agua.

Figura 6. Diagrama de procedimiento para tincién de Gram
(Sevilla, 2014)




Figura 7. Ejemplos de bacterias teiiidas con tincién de Gram.
Izquierda: Bacteria Gram (+) Staphylococcus aureus (Coast, 2016)
Derecha: Bacteria Gram (-) Bacillus coagulans (Pizabarro, 2008 )

6.4.2 Tincion Shaeffer-Fulton.

Esta tincidn es utilizada para la visualizacidon de enddsporas, estas son las formas de resistencia de
algunas bacterias, esta tincidn ayuda a la identificacidon de bacterias que presenten estas formas de
resistencia. En la figura No. 8 se muestra el diagrama de procedimiento para la tincion Shaeffer-
Fulton y en la figura No. 9 se presenta una visualizacién de una bacteria tefiida con esta tincion
respectivamente.

Procedimiento y Reactivos utilizados:

e Verde de malaquita al 5%.
= Con emisores de vapor de agua 10 minutos, o bien colocar el colorante en un
papel filtro encima del portaobjetos y calentar con el mechero directamente en
tiempos intermitentes de 5- 10 segundos por 10 minutos, agregando mas
colorante para evitar que la preparacion se seque.
= Dejar enfriar la preparacion para después lavar con agua.
e Safranina 0.5% (1 minuto). (Universidad Nacional Auténoma de México, 2015)

| Verde Malaquita
% ’i Safranina

Figura 8. Diagrama de procedimiento para tinciéon de Shaeffer-Fulton
(bioldgicas, 2011)




Figura 9. Bacillus sp, visualizado con la técnica de tincion para endosporas
Shaeffer-Fulton. (Todar, 2012)

6.4.3 Tincion de azul de algodén de lactofenol

Esta tincidn es utilizada para observar las principales estructuras de hongos filamentos, el cual nos
ayuda para su identificacion. En la figura No. 10 se muestra el diagrama de procedimiento para esta
tinciény en la figura No.11 se presenta un ejemplo de la visualizacién de la morfologia con la tincién
de azul de algoddn.

Procedimientos y Reactivos utilizados:

Cortar un segmento de cinta adhesiva y colocarlo en asa micoldgica.

Colocar una gota de Azul de algoddn en un portaobjetos.

Con el lado adhesivo de la cinta, tocar la parte superior del hongo filamentoso.
Colocar la cinta sobre el porta objetos y agregar otra gota de azul de algoddn
Poner un cubre objetos sobre la preparacion.

C mlaé adhesiva — ~—

e c— = : )
| b
* L ———
.
J \'

.

Figura 10. Diagrama de procedimiento para tincion de azul de
algodon lactofenol. (Lopez-Jacome, Hernandez Duran, Colin Castro,
Ortega Peiia, Cer6n Gonzalez, & Franco Cendejas, 2014)




Figura 11. Mucor spp, Tincion de azul de algodon lactofenol.
(Lopez-Jacome, Hernandez Duran, Colin Castro, Ortega Peiia,
Ceron Gonzalez, & Franco Cendejas, 2014)

6.5 Limpiezay

desinfeccion

Para llevar a cabo los andlisis microbiolégicos de una manera adecuada es necesario controlar el
ambiente de trabajo para evitar posibles contaminaciones presentes. Por ello son utilizados
procesos de limpieza y desinfeccién de las superficies, equipos y dreas donde seran manipuladas
las muestras y se realizaran los andlisis. Entendiéndose como limpieza: Proceso para eliminar o
remover la suciedad de las superficies, equipos y areas, como el polvo, grasa, liquidos, etc. Para esto
son utilizados principalmente detergentes que eliminen el tipo de sustancia o suciedad presente y
que no alteren la superficie de trabajo. (Gutiérrez de Gamboa & Rossi Devivo , 2001 )

La limpieza de la superficie debe de realizarse antes de la desinfeccién para que al eliminar la
suciedad y los agentes desinfectantes actlen correctamente.

La desinfeccidon es un proceso en el que se lleva a cabo la destruccion o eliminacion de las formas
vegetativas de los microorganismos remanentes pero no son eliminadas sus formas de resistencia.
Esto se lleva a cabo mediante la utilizacién de agentes quimicos aplicados sobre las superficies
inertes. Los quimicos utilizados deben de ser los adecuados y tienen que estar a una concentracién
especifica para que la desinfeccion se lleve a cabo correctamente. (Raul, 2007 )

A continuacidn en la Tabla No. 8 se mencionan los desinfectantes mas utilizados en los laboratorios
de control de calidad microbioldgico, ademads de las concentraciones adecuadas que deben de
emplear para realizar una desinfeccion éptima:




Tabla 8. Quimicos desinfectantes mas utilizados. (Negroni, 2009)

Tipo de desinfectante

Concentracion

Mecanismo de accion

Alcohol etilico.

70%
Si la concentracion es mayor,
ocurriria  una deshidratacién del
microorganismo y son conservados
en lugar de ser destruidos.
Cuando la concentracién es menor al
50% su actividad disminuye.

Consiste en la desnaturalizacién de
las proteinas, por la inhibicion de
metabolitos esenciales. Para que este
mecanismo se lleve a cabo debe de
estar en concentracion al 70% diluido
en agua.

Cloruro de benzalconio.

1-2%

En solucion acuosa tiene accidn
bactericida a tres niveles: alteracion
de la membrana celular,
desnaturalizacion de proteinas e
inactivacion enzimatica.

Yodo

1% en alcohol al 70%

Alteracion de la sintesis protéica y las
membranas celulares.

Cloro y compuestos del cloro

0.25%

Inactivacion de las reacciones
enzimaticas de acidos nucléicos vy

desnaturalizacidn de proteinas.

6.6 Esterilizacion

La esterilizacion es un proceso muy importante en el area de la microbiologia porque en base a esto
es posible trabajar libre de microorganismos remanentes que se pudieran encontrar en los
materiales de trabajo, medios de cultivo, etc. Se define la esterilizacion como un proceso en el que
se lleva a cabo la destruccion o eliminacidn al 100% de todos los microorganismos presentes,
incluyendo sus formas de resistencia como hongos, esporas de bacterias y virus sin envoltura.
Existen diversos métodos de esterilizacion, los cuales se utilizaran dependiendo del material o
sustancia que se requiera esterilizar, esta clasificaciéon se muestra en la figura No. 12:

- Calar
o Calor Hiomedo: vapor a
presion

(=]

Calor s2co: Aire caliente

- Radiaciones

B o Raw.:nslflltra.vu:i.l ets
o Radiacion ionizante
. Filtracion: Ideal para sustancias
Clasificacion de b Mecanico termosensibles

[ métodos de |

'l

, = . ¢

. Gaseosos: Oxido de metileno
Quimico s  Nogaseosos: Aldehidos, Acido
paracético, Perdxido de Hidrogeno.
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Figura 12. Clasificacion de los diferentes métodos de esterilizacidn del laboratorio de Microbiologia.
(Murray, Rosenthal, & Pfaller, 2006 )

Para la obtencidn de resultados confiables en el area de microbiologia es necesario trabajar dentro
de una zona aséptica y llevar a cabo la manipulacion de los materiales estériles siguiendo la técnica
de asepsia adecuada.




La técnica aséptica tiene como objetivo evitar la contaminacién de microorganismos perjudiciales
durante el manejo de la muestra y la manipulacidon de medios de cultivo, dicha técnica es desglosada
a continuacion:

e Limpiary desinfectar el area de trabajo.

e Contar con el material organizado.

e Crear un area aséptica con el mechero, donde se podra manipular el material estéril. Esta
area corresponde a un radio aproximado de 12 a 15 cm.

e Sise trabajara con asa bacterioldgica o micoldgica, se necesita flamear en el mechero hasta
gue se encuentre al rojo vivo, para posteriormente dejar que se enfrié y poder manipular la
muestra. Después de ser utilizada el asa se tiene que esterilizar de igual modo, esterilizar el
asa del mango.

e Los demds materiales a utilizar como pipetas y puntas estériles deben de ser manipulados
dentro del area aséptica, después de ser utilizados sumergirlos en un recipiente que
contenga solucidn desinfectante.

e Al finalizar el trabajo en el drea aséptica es necesario volver a desinfectar la superficie en
donde se trabajo y lavar adecuadamente las manos.

(Urzua C., 2014)

El término asepsia tiene como definicidn: El conjunto de métodos aplicados para la conservacién de
esterilidad, teniendo una antisepsia y una técnica aséptica adecuada. La antisepsia es un método
utilizado para disminuir el nimero de microorganismos presentes en superficies vivas (cutaneas).
(Murray, Rosenthal, & Pfaller, 2006 )

6.7 Cepario

Para poder asegurar que los medios de cultivo estan trabajando de manera adecuada, que la
autoclave esta llevando a cabo un proceso adecuado de esterilizacidon, etc. Es necesario tener un
cepario que cuente con las cepas mas comunmente encontradas en productos cosméticos ya sean
cepas ATCC o bien cepas aisladas obtenidas de muestras contaminadas, y tomarlas como referencia
para lo anterior mencionado, siempre y cuando estas cepas sean sometidas a toda la bateria de
pruebas bioquimicas primarias y secundarias para su correcta identificacién, todo esto tiene que
estar registrado en bitacoras de analisis.

Entre las cepas ATCC se encuentran:

e Staphylococcus aureus (ATCC 6538)

e  Escherichia coli (ATCC 8739)

e Pseudonomas aeruginosa (ATCC 9027)

e Aspergillus niger (ATCC 10655)

e (Candida albicans (ATCC 10231)
(Espinosa, 2001 )




CAPITULO 7. CALIBRACION DE EQUIPOS UTILIZADOS EN CONTROL DE CALIDAD
MICROBIOLOGICO

7.1 Definicidn.

Para poder obtener resultados confiables dentro del laboratorio de control de calidad, es necesario
llevar a cabo la calibracidon de los equipos e instrumentos que nos aportan las lecturas de
propiedades especificas para cada producto.

La definicién de calibracion segun el VIM ( Vocabulario Internacional de Metrologia) es : “Una
operacion que bajo condiciones especificadas establece, en una primera etapa, una relacion entre
los valores y sus incertidumbres de medida asociadas obtenidas a partir de los patrones de medida,
y las correspondientes indicaciones con sus incertidumbres asociadas y, en una segunda etapa,
utiliza esta informacion para establecer una relacion que permita obtener un resultado de medida a
partir de una indicacion.” (Centro Espaiiol de Metrologia, 2012)

En otras palabras se define la calibracién como: Operacién que se realiza para comparar la respuesta
de un instrumento con un estandar de propiedades conocidas bajo incertidumbres especificas, para
detectar imprecisiones del instrumento y eliminar las mismas mediante correcciones al equipo hasta
llegar a un resultado o lectura correspondiente al valor del estandar, dando validez y trazabilidad a
la medicidn.

7.2 Equipos sometidos a calibracion.

Es necesario contar con un programa de calibracién de equipos con un intervalo de tiempo definido
para cada instrumento, con esto aseguramos que se encuentran en condiciones éptimas de
funcionamiento y que los analisis realizados en el laboratorio son validos y reproducibles.

Esta calibracién debe de ser realizada por personal que este certificado o bien por una empresa
externa que igualmente se encuentre certificada.

Para el correcto mantenimiento de los equipos, el personal del laboratorio tiene que realizar
verificaciones diarias para asegurarse que el equipo se encuentra funcionando adecuadamente y en
caso de no ser asi implementar las medidas correctivas necesarias.

A continuacién en la tabla No. 9 se desglosan los equipos o instrumentos a los cuales es
indispensable realizar una calibracidn periddica dentro del laboratorio de control de calidad.




Tabla 9. Equipos sometidos a calibracion (Espinosa, 2001




CAPITULO 8. VALIDACION DE METODOS REQUERIDOS EN CONTROL DE CALIDAD
MICROBIOLOGICO

Para poder demostrar en un sentido estadistico que el producto final, la estabilidad del proceso con
el cual este se produce y los andlisis de control de calidad son confiables es utilizada una
herramienta muy importante llamada validacidn. Esta misma es requerida en las auditorias por
instituciones como: FDA, I1ISO 9000, FAO asi como las buenas practicas de manufactura (Good
Manufacturing Practice, GMP) y las buenas practicas de laboratorio (Good Laboratory Practice, GLP).

La validacion es definida por la FDA como: “La evidencia documentada que provee un alto grado de
seguridad en que un proceso especifico producird en forma consistente, un producto con las
especificaciones y atributos de calidad predeterminados “ (Soledad Rodriguez, 2009 )

Deben de ser sometidos a un proceso de validacién los siguientes aspectos dentro de la industria:

Métodos Analiticos.
Sistemas de informacion.
Sistemas criticos.
Limpieza.

Procesos.

Instalaciones.

Equipo.

Personal.

O 0O O O O O O O

A través de la validacién mediante una adecuada documentaciéon se puede demostrar que el
procedimiento opera de una manera adecuada en el cual se recogen y analizan evidencias que
demuestran la eficiencia del proceso.

Con el proceso de validacidn se puede asegurar que el producto cuenta con todos los atributos y
caracteristicas con las que fueron desarrolladas en primera instancia y que estas se mantengan lote
a lote a través de la produccién.

Primeramente se evallan los recursos que son empleados para la produccién del producto como el
funcionamiento de los materiales empleados, los equipos o instrumentos utilizados dentro del
proceso productivo como en los métodos de analisis.

El objetivo de la validacién es encontrar variaciones potenciales que pueden ocurrir durante todo el
proceso de fabricacién del producto. Todos los datos arrojados en los procesos de produccién y los
procesos de control de calidad deben de estar bien documentados en bitdcoras que pueden ser
electroénicos o fisicos siguiendo las buenas practicas de documentacién.

8.1 Caracteristicas Analiticas en la validacidon de un método analitico.
A continuacidn en la tabla No. 10 se desglosan las caracteristicas que se encuentran incluidas en los
métodos de validacion:




Tabla 10. Caracteristicas Analiticas tipicas en la validacion de un método analitico (Oficina de

las Naciones Unidas, 2010)

Caracteristica Definicion

Capacidad del método documentado ya establecido, para distinguir,

Especificidad o Selectividad identificar o cuantificar el analito de interés en presencia de otras sustancias

que puedan causar interferencia contenidas en la muestra.

Concentracion minima del analito que puede ser detectado o cuantificado

Limite de deteccion mediante un método determinado, bajo las condiciones de trabajo

establecidas.

Medicion de la cercania del valor aceptado de referencia entre el valor
obtenido mediante la aplicacion del método de analisis, cierto nimero de
Exactitud veces, realizado con la misma muestra, por el mismo analista y con el mismo
equipo.

Cualidad del método establecido para obtener resultados directamente
Linealidad proporcionales a la concentracion del analito que se encuentra en la muestra
problema.

Mide la cercania (grado de dispersidn) entre los resultados analiticos
obtenidos de una serie de mediciones de un mismo analito, mediante
multiples muestreos de una misma clase de muestra, bajo condiciones
Precision establecidas en el método, las condiciones en la que es medida la precision
deben ser condiciones repetibles y reproducibles. Con la precisién se puede
ver reflejados los errores aleatorios producidos al utilizar el método de

interés.
Condiciones repetibles - Es la determinacién de la precision obtenida mediante las mismas
Repetibilidad- Repetitivad condiciones de operacién, bajo un intervalo corto de tiempo, es decir el

mismo dia, realizadas estas mediciones por el mismo analista, mismo
instrumento o equipo y la misma clase de muestra.

Determinacion de la precision mediante diferentes condiciones de

Condiciones reproducibles - operacion: diferentes laboratorios, analistas, intervalos de tiempo y equipos.
Reproducibilidad Siguiendo el mismo método de analisis con la misma clase de muestra.
Capacidad del método analitico de no verse afectado significativamente por
Robustez variaciones intrinsecas o extrinsecas del método.

8.2 Calificacion de equipos o instrumentos de laboratorio.

Como primera parte o etapa inicial para realizar la validacion de métodos analiticos, es necesario
realizar la calificacién de los equipos que intervendran en todo el desarrollo del método analitico
con la finalidad de comprobar y documentar que todos los equipos fueron instalados
adecuadamente y cumplen con sus funciones correctamente, esto es para poder asegurar la
obtencién de resultados esperados y confiables. (Instituto de Salud Publica de Chile, 2010)

8.2.1 Etapas para la calificacion de equipos.

Calificacion de disefo: Especificaciones operacionales y funciones del equipo.

Calificacidn de instalacion: Evidencia documentada de la correcta instalacién del equipo,
para su correcto uso.

Calificacion de operacion: Documentacion de los valores de operacidn correctos del equipo.
Calificacidon de desempefio: Verificacion de rangos de funcionamiento éptimo.

(Aguirre Mejia, 2015)




CAPITULO 9. CONTROL DE LAS CONDICIONES OPTIMAS DE TRABAJO.

Es necesario contar con controles para que las condiciones de trabajo en las que es manipulado el
producto sean las dptimas, esto es para evitar la contaminacion microbiana a lo largo del proceso
de produccién desde el desarrollo del granel, el etiquetado, el acondicionamiento a producto
terminado, hasta los andlisis para control de calidad.

Teniendo estas precauciones se podra controlar en su mayor parte la contaminacién por ambiente
o manipulacién incorrecta por parte del personal, tanto en produccidén como en control de calidad.

A continuacién se desglosan los elementos o factores a controlar cuando se llevan a cabo los
procesos de fabricacion del producto y los andlisis de control de calidad microbioldgico.

9.1 Control ambiental

Los cuartos limpios son zonas delimitadas por paredes, techo, piso y accesos en los cuales se tienen
un estricto control sobre la cantidad de particulas presentes en el aire. En los cuartos limpios se
llevan a cabo: La preparacién de los productos, acondicionamiento del producto final, andlisis de
control de calidad. Como parte de los requerimientos de los cuartos limpios se tiene que llevar una
medicidén programada en diversos puntos del drea del cuarto, para poder identificar los factores que
contribuyen en los procesos de contaminacion.

Para poder determinar la calidad del aire en todas las zonas donde es manipulado el producto son
utilizados los métodos que se describen en la Tabla No.11:

Tabla 11. Métodos utilizados para determinar la calidad del aire en zonas de trabajo. (Ramirez Trejo,

2009)

Método Caracteristicas

Sedimentacion

Consiste en la colocacién de cajas petri abiertas con medio de cultivo
adecuado, en zonas escogidas para el muestreo, dejandolas en el ambiente
aproximadamente 2 horas para su posterior incubacion.

Recogida en medio acuoso

Hacer fluir un volumen de aire determinado a través de una solucion
isotonica, para la determinacién cuantitativa de microorganismos.

El aire es aspirado a través de una membrana de policarbonato en el cual
las particulas se depositan, estas particulas pueden ser removidas facilmente

Filtracion por agitacion en liquidos para su posterior cultivo.
El aire, aspirado por una bomba de vacio que forma parte del muestreador,
Impactacion pasa a través de un orificio y es dirigido a la superficie del medio de cultivo

contenido en una placa adecuada.




9.2 Control de personal

Una de las principales fuentes de contaminacién de los productos durante el proceso de fabricacion
e interferencias en el andlisis de control de calidad microbioldgico es la higiene del personal, a
través de la contaminacién por manos y cabello.

El objetivo principal de tener un control del personal es el disminuir esta forma de contaminacion a
su vez se deben de realizar periddicamente (cada 2- 4 meses) estudios médicos como:
coproparasitoscoépico, reacciones febriles y exudados faringeos ya que la saliva, al toser o
estornudar son una fuente importante de transmisién de patégenos. Para poder evitar la
contaminacion por el personal es necesario contar con ciertas medidas, una de las mds importantes
es la utilizacion del equipo de proteccién las cuales de describen a continuacion en la Tabla No. 12:

Tabla 12. Equipo de protecciéon personal (Del Rayo Salinas, 2009)

Equipo Caracteristicas Imagen

Este puede ser de tela o desechable, es
Cofia utilizada para evitar la contaminacion de
los productos por el cabello

Controlar la contaminacion por la ropa
Bata de laboratorio que tiene contacto con el medio exterior,
nos permite mantener un ambiente de
trabajo controlado.

Previene la contaminacion del producto
por saliva, mucosidad o respiracion,
Cubrebocas ademas de brindar proteccidn al personal
por inhalacién de sustancias o
microorganismos.

Evita contaminacion del producto por
Guantes desechables contacto directo con las manos, ademas
de brindar proteccién a las manos de
sustancias o contacto directo con
microorganismos.

Calzado Seguridad contra impactos o
salpicaduras




9.2.1 Métodos de control para el personal

9.2.1.1 Hisopado de manos

Esta técnica es utilizada para asegurarse que el personal lleva a cabo adecuadamente el lavado de
manos, esta tarea debe de realizarse periédicamente de acuerdo a los programas establecidos por
la empresa.

Método:

e Tomar un hisopo estéril y sumergirlo en un tubo de tapa rosca que contenga 10 ml de solucién
diluyente (solucién amortiguadora de fosfatos) también estéril, retirando el exceso de liquido
en las paredes del tubo.

e Frotar con el hisopo humedo la superficie de la palma se la mano como también la superficie
internar de los de los dedos y las uias. ( realizar esto en las dos manos)

e Regresar el hisopo al tubo que contiene la solucidn diluyente, rompiendo la parte que entro en
contacto con los dedos del analista.

e Transferir 1 ml de la dilucién a cajas petri estériles, para agregar medio de cultivo determinado
como: Agar Soya Tripticaseina (AST), Agar Bilis Rojo Violeta (ABRV) y Agar dextrosa Sabouraud
(ADS), de acuerdo a los establecido en las normas: NOM-092-SSA1-1994 Método para la cuenta
de bacterias aerobias en placa, NOM-113-SSA1-1994 Método para la cuenta de
microorganismos coliformes totales en placa y NOM-111-SSA1-1994 Método para la cuenta de
mohos y levaduras en alimentos. (Facultad de Quimica UNAM, 2012)

Calculo:

e Calcular el numero de colonias por mano o por las dos manos, multiplicado por el volumen de
diluyente utilizado (10 ml) y dividirlo entre 2 en caso de haber muestreado ambas manos,
reportando como UFC/superficie de mano. (Facultad de Quimica UNAM, 2012)

Limites permisibles:

Cuenta total de Mesofilicos aerobios: < 3 000 UFC/manos o < 1 500 UFC/mano
Cuenta de coliformes totales < 10 UFC/manos o <5 UFC/mano

Cuenta de hongos y levaduras < 10 UFC/manos o <5 UFC/mano

(Facultad de Quimica UNAM, 2012) (NOM-093-SSA1-1994,1995)

9.2.1.2 Cultivo para el cabello

Este monitoreo debe de realizarse periddicamente de acuerdo a la normatividad interna, es utilizada
para detectar deficiencias en la higiene del personal y asegurar el correcto uso de la cofia dentro de
las zonas de trabajo.

Método:

e Obtener el cabello desde la raiz que se encuentre visible fuera de la cofia, con pinzas
estériles.

e Colocarlo sobre una caja Petri con agar AST y agar ADS.

e Incubar a37°C por 24 h para el agar AST y 5 dias a 25° C para el agar ADS.




9.3 Control de equipos y superficies:

El tener bajo control el estado de las superficies de trabajo como en los equipos que se utilizan ya
sea en el area de produccién o en el laboratorio de control de calidad es muy importante puesto
gue permite determinar la posible contaminacidn por agentes biolégicos de los instrumentos de
trabajo, la maquinaria, y el mobiliario. Que por sus caracteristicas puedan convertirse en reservorios
de agentes bioldgicos.

9.3.1 Placa de contacto o placas RODAC

Las placas de contacto o placas RODAC (Replicate organism detection and counting), contiene medio
de cultivo adecuado, esta se coloca sobre la superficie a muestrear en forma directa, manteniéndose
inmoévil y presionandola contra la superficie, dando el tiempo y temperatura de incubacion
dependiendo del medio de cultivo utilizado. (Departamento de Ciencias Bioldgicas, 2009)

9.3.2 Hisopado de superficies y equipos.
Método:

e Colocar una zona delimitada de 5 x 5 cm o 10 x 10 cm sobre la superficie o el equipo a
muestrear.

e Tomar un hisopo estéril y sumergirlo en un tubo de tapa rosca que contenga 10 ml de
solucién diluyente (solucion amortiguadora de fosfatos) también estéril, retirando el exceso
de liquido en las paredes del tubo.

e Frotar con el hisopo hiumedo la superficie delimitada en 3 sentidos diferentes: horizontal,
vertical y oblicuo.

e Regresar el hisopo al tubo que contiene la solucidn diluyente, rompiendo la parte que entro
en contacto con los dedos del analista.

e Transferir 1 ml de la dilucién a cajas petri estériles, para agregar medio de cultivo
determinado como: Agar Soya Tripticaseina (AST) , Agar Bilis Rojo Violeta (ABRV) y Agar
dextrosa Sabouraud (ADS), de acuerdo a los establecido en las normas: NOM-092-SSA1-
1994 Método para la cuenta de bacterias aerobias en placa, NOM-113-SSA1-1994 Método
para la cuenta de microorganismos coliformes totales en placa y NOM-111-SSA1-1994
Método para la cuenta de mohos y levaduras en alimentos. (Facultad de Quimica UNAM,
2012)

Calculos:

e Contar todas las colonias que se desarrollen en las cajas, que serian hasta este momento
UFC/ml, después se multiplica por el volumen de diluyente empleado y por ultimo se divide
entre cm? de la superficie. Los resultados se expresan como UFC/cm?. . (Facultad de Quimica
UNAM, 2012)

Limites permisibles:

v" Cuenta total de Mesofilicos aerobios: < 400 UFC/ cm?
v" Cuenta de coliformes totales: < 200 UFC/ cm?

v" Cuenta de hongos y levaduras: < 150 UFC/cm?
(Facultad de Quimica UNAM, 2012)




CAPITULO 10. CONSERVADORES UTILIZADOS EN COSMETICOS

10.1 Definicion de conservadores.

Los conservadores son sustancias quimicas con actividad antimicrobiana, que son agregados a los
cosméticos durante el proceso de produccién, cuya funcidn es prevenir el crecimiento de
microorganismos durante su fabricacién, almacenaje y uso cotidiano por parte del consumidor.
(Leranoz, 2002)

Los conservadores evitan que los microorganismos se multipliquen hasta alcanzar concentraciones
gue puedan causar daio al consumidor.

Es importante saber elegir el tipo de conservador que se utilizara para cada tipo de cosmético, ya
gue de esto depende el tipo de formulacidn para cada cosmético, las propiedades fisicoquimicas del
granel, método de fabricacién, tipo de envase destinado para el producto final, forma en la que se
aplica el producto y que cumpla con todos los aspectos de seguridad toxicoldgica. Las
caracteristicas que debe de reunir el conservador ideal se enlistan a continuacion:

e Amplio espectro de actividad antimicrobiana.

e No debe de producir reacciones adversas de sensibilidad.

e Disponibles tanto para vehiculos acuosos, como oleosos.

e Estabilidad ante cambios bruscos de pH y temperatura durante todo el tiempo de vida del
producto.

e Estructura quimica conocida.

e Compatibilidad con la formulacidn.

e Compatibilidad con el componente.

e No debe de alterar las caracteristicas organolépticas del cosmético.

e Econdmico.
(Rivera Mejia & Sagastizado Mendez , 2014)




10.2 Tipos de conservadores.

Existen diversos tipos de conservadores de acuerdo a su estructura quimica divididos en familias,

las cuales se muestran a continuacién en la tabla No. 13:

Tabla 13. Principales familias de conservadores utilizados en cosméticos (Lemmel, 2008 )

Familia de conservador

Componentes

Acidos organicos

Acido benzoico y sus sales (Benzoato de sodio, potasio o calcio).
Acido dehidroacético y sus sales (Dehidroacetato de sodio).

Acido sorbico y sus sales. (Sorbato de sodio, potasio o calcio).
Acido p-hidroxibenzoico y sus sales, sus esteres (parabenos)
Acido salicilico y sus sales (Salicilato de Calcio, Magnesio, Potasio,
Sodio).

Alcoholes

Alcohol bencilico.
Alcohol 2,4-dicloro-diclorobencilico.

Sales de amonio cuaternario

Cloruro de Benzalconio.
Cloruro de cetrimonio.

Derivados fendlicos

2-fenoxietanol.
2,4 tricloro 2-hidroxifeniléter (Triclosan)

Aldehidos y formadores de
formaldehido

Glutaraldehido.

Formaldehido.

Imidazolidinilurea.

Diazolidinilurea.

5- bromo-5-nitro-1,3-dioxano, 2-bromo-2-nitro-1,3
Propanodiol.

Dimetilol dimetil hidantoina.

Compuestos mercuriales

Nitrato de fenilmercurio.

5-cloro-2-metil-3,4-isotiazolinona.

Isotiazolinonas 2-metil-3,4-isotiazolinonas.
Diguanidinas Clorhexidina.
Hexetidina.

Grupos diversos

2-dibromo-2,4-dicianobutano.

3- yodo-2-propinilbutilcarbamato (PBC).
Metildibromoglutaronitrilo.
7-etilbicicloxazolidina.
4,4-dimetil-1,3-oxazolidina.
Clorfenesina.

Hexamidina diisetionato

N-o6xidos de piridina

Piritionato de zinc.
Pirictone olamina.

Para poder seleccionar el conservador que se utilizara en el cosmético, es importante saber que

contendra la formulacién del mismo, ademas de la forma de presentacion y aplicacion, asi como

saber con cuales tipos de microorganismos tendra actividad. En la Tabla No. 14 se muestran del

modo de actividad de conservadores utilizados en productos cosméticos.




Tabla 14. Modo de actividad antimicrobiana de conservadores (Lemmel, 2008 )

Modo de accion Conservadores con esta actividad

e Nitrodioxanos.
e Clorobutano.

Amplio espe_ctro de actividad e Cloruros de polihexametilenbiguanido.
(Bacterias, hongosy e Acido dehidroacético.
levaduras)

e Formaldehido.
e |[sotiazolinonas.
e Acido salicilico.
e Fenilmercurios.
e Glutaraldehido.

e Nitropropanodioles.

Amplio espectro de actividad e Clorhexidinas.
(mayor efectividad contra e Azoniadamantanos.
bacterias) e Imidazolidinilureas.

° Fenoxietano

e Parabenos.
Amplio espectro de actividad e Alcoholes diclorobencilicos.
(mayor efectividad contra Sorbato de potasio.

hongos y levaduras) e Benzoato de sodio.

Oxido de piridinetiol.

10.3 Mecanismos de accion de conservadores.

Cada tipo de conservador que existe de acuerdo a la familia que corresponda tiene un mecanismo
de accién determinado, en el cual casi todos los conservadores actuan en el bloqueo y transporte
de energia mediante la desnaturalizacion de las proteinas o cambio en la permeabilidad de la
membrana de los microorganismos.

A continuacion se enlistan los principales mecanismos de accidn que llevan a cabo los conservadores
sobre los microorganismos:

> Dafio en la membrana celular: Los acidos organicos, alcoholes y las sales cuaternarias de
amonio actuan dafando la estructura de la membrana, alterando el orden de los lipidos y
proteinas presentes en dicha membrana produciendo interferencias en procesos
metabdlicos de energia y de transporte.

Los acidos débiles como los parabenos, el dcido benzoico y el acido hidroacético actuan
interfiriendo en procesos metabdlicos de energia y de transporte, pero estos alteran el
potencial eléctrico y la permeabilidad de la membrana celular.

» Desnaturalizacidon de proteinas: Los donadores de formaldehidos, aldehidos, alcoholes y
derivados fendlicos, actuan en la agregacién y precipitacion de las proteinas de la
membrana y citoplasma celular de los microorganismos.

» Modificacién de grupos funcionales: Las isotiazolinonas, grupos diversos, etc. Son agentes
que actuan alterando los grupos funcionales en las proteinas presentes en la membrana
celular, centros activos enzimaticos y dcidos nucleicos. (Leranoz, 2002)




CAPITULO 11. MICROORGANISMOS COMUNMENTE ENCONTRADOS EN COSMETICOS

A lo largo del proceso de fabricacidon existen puntos criticos de riesgo en donde el producto
cosmético puede verse perjudicado a causa de la presencia de microorganismos patdgenos, que
pueden comprometer la seguridad del producto y por ende la seguridad del consumidor.

Existen diversos factores que permitan la adaptacidn y reproduccidn de los microorganismos en los
productos cosméticos, en los cuales se encuentran:

e Falla del conservador.

e Utilizacién de un conservador no apto para el cosmético.

e Elevado contenido de agua en la formulacién del producto.

e Productos bioldgicos contenidos en la formulacién del producto que puedan servir como
fuentes de energia para los microorganismos.

e pH favorable (dependiendo del tipo de microorganismo contaminante).

e Componente o envase que facilite el desarrollo de microorganismos.

e Temperatura de almacenamiento.

e lapresion osmatica. (Garcés, 2009)

Ya cuando el microorganismo pudo adaptarse a las nuevas condiciones de crecimiento y ocurre un
crecimiento exponencial de los mismos, el cosmético contaminado se ve afectado en sus
propiedades fisicas, debido a la presencia de estos microorganismos y sus productos metabdlicos
de desecho.

Los principales cambios que puede presentar el producto cosmético como consecuencia a la
contaminacidon microbiolégica son:

e Evidencia de crecimiento del microorganismo (presencia del hongo filamentoso o moho
sobre el producto, presencia de turbidez en productos liquidos).

e Separacién de fases en emulsiones.

e Perdida de viscosidad.

e Cambios en el aroma del cosmético (presencia de mal olor).

e Deformacién del contenedor del cosmético causado por fermentacion.

e Cambio de color.

e Sedimentacién de los materiales suspendidos. (Lemmel, 2008 )

Los tipos de microorganismos aislados a partir de cosméticos pueden variar significativamente,
dependiendo de: El tipo de cosmético, fuente de contaminacion, tipo de envase, etc.

Pudiéndose encontrar hongos, levaduras y bacterias. A continuacién en las Tablas 15 y 16, se
presentan los tipos de microorganismos que con mas frecuencia son aislados a partir de productos
cosméticos:




Tabla 15. Bacterias mas frecuentes encontradas en cosméticos (Lemmel, 2008 )

Tipo de Bacteria Ejemplos
Mesofilos aerobios Incluyen los microorganismos capaces de desarrollarse en presencia
(Indicadores de condiciones | de oxigeno a una temperatura de 30 °C - 40°C.
de manejo y eficiencia del
proceso)
e Escherichia coli.
Enterobacterias e Enterobacter sp.
( En este familia incluye a los e Klebsiella pneumoniae.
coliformes totales y fecales) e Citrobacter sp.
e  Proteus sp.
e Salmonella sp.
e  Shigella sp.
e  Pseudomonas sp.
Bacilos no fermentativos: e Burkholderia cepacia.
gramnegativos
Bacilos esporulados e  C(Clostridium sp.
e  Bacillus sp.
Cocos Gram positivos e  Sthapylococcus sp.
e  Steptococcus sp.
e  Micrococcus sp.

Tabla 16.Hongos filamentosos y levaduras mas frecuentes aislados de cosméticos
(Lemmel, 2008 )

Tipo de microorganismo Ejemplos

e Aspergillus sp.
Hongos Filamentosos e Penicillium sp.

e  Cladosporium sp.

Levaduras e Candida albicans.

11.1 Aspectos generales de los microorganismos localizados en cosméticos.
11.1.1 Bacterias mas frecuentes encontradas en cosméticos

11.1.1.1 Mesofilos aerobios:

En este grupo de microorganismos estdn incluidas todas las bacterias, hongos y levaduras, en cuyo
desarrollo sea necesario la presencia de oxigeno y su temperatura dptima de crecimiento se
encuentre en un rango de 30°C - 40°C. (Facultad de Quimica UNAM, 2015)

Los mesoéfilos comprenden la mayor parte de los microorganismos que pueden adaptarse,
desarrollarse y reproducirse en animales de sangre caliente. Con el recuento de meséfilos aerobios
se puede estimar la calidad sanitaria de la materia prima, del granel, y del producto terminado y la
forma que el producto fue manipulado durante su proceso de produccién. (Administracién Nacional
de Medicamentos Argentina, 2014)




Estos microorganismos son considerados una cuenta total, el cual un recuento elevado del mismo
puede reflejar:

e Lacontaminacion de la materia prima.

e Manipulacién errénea durante el proceso de produccién.
e La posibilidad de la presencia de patdgenos.

e Laalteracién del funcionamiento del producto.

Ejemplos de Mesofilos aerobios:

e Staphylococcus aureus.

e Staphylococcus epidermidis
e Streptococcus sp.

e Salmonella sp.

e Pseudomonas sp.

e Candida albicans.

e Aspergillus sp.

11.1.1.2 Enterobacterias:

La familia Enterobacteriaceae es un grupo muy grande de bacterias Gram negativos, aerobios y
aerobios facultativos; su localizacion habitual es el tubo digestivo como saprofitos. También pueden
encontrarse en el suelo, el agua y la vegetacidn, asi como en la flora normal del intestino de muchos
animales (Puerta Garcia & Mateos Rodriguez, 2010 ). A continuacidn en la Tabla No. 17 se muestran
ejemplos de enterobacterias encontradas en cosméticos:

Tabla 17. Ejemplos de Enterobacterias encontradas en cosméticos (Navarra, 2004)

Especie Bacteriana Descripcion General
Bacterias en la flora intestinal y saprofita en agua y el suelo, pueden
Proteus spp. causar infecciones en vias urinarias, sepsis e infecciones en heridas.
En el ambito cosmético Proteus mirabilis puede causar conjuntivitis
bacteriana.
Bacteria responsable de infecciones alimentarias como: Enteritis,
*Salmonella spp. fiebre entérica, septicemia primaria.

Puede sobrevivir meses en agua.

Bacteria responsable capaz de causar disenteria bacilar (diarrea), se
*Shigella spp. produce el contagio por contacto de persona a persona o

contaminacion del agua y alimentos.

*Estas bacterias pueden ser encontradas a causa de la contaminacion del agua utilizada en la produccién del cosmético
pero solo pueden causar enfermedades entéricas.

11.1.1.2.1 Coliformes totales:

Los coliformes totales se definen como: Bacilos cortos, Gram negativos, aerobios facultativos, no
esporulados, con capacidad d fermentar la lactosa a 35 °C en menos de 48 h con produccion de
acido vy gas. Dentro de los coliformes se encuentran los géneros: Escherichia, Enterobacter,
Klebsiella y Citrobacter (Camacho , Giles, Palao, Serrano , & Velazquez, 2009). En la Tabla No. 18 se
muestran ejemplos de coliformes totales encontrados en cosméticos:




Tabla 18. Ejemplos de Coliformes Totales encontrados en cosméticos

Especie Bacteriana Descripcion General
Es considerado el indicador principal de contaminacidon por materia
Escherichia coli fecal, pudiéndose encontrar en el agua utilizada durante la produccion

del producto o por la manipulacién del personal que tenga contacto
directo a lo largo del proceso de produccion.

Las enfermedades que puede causar al tener contacto con la piel son:
Conjuntivitis bacteriana e Impétigo, es una infeccion bacteriana local
al nivel de epidermis. (Saavedra Lozano, Santos Sebastian , Hernandez
Sampelayo , Gonzalez , & Navarro Gémez, 2008)

Patégeno oportunista que se encuentra en la piel humana, las plantas,
Enterobacter sp. los suelos, el agua, cloacas, en el tracto gastrointestinal y en algunos
productos lacteos.

Las principales especies aisladas de cosméticos son: Enterobacter
gergoviae y Enterobacter aerogenes.

Puede producir diversas enfermedades como: Gastroenteritis aguda,
infeccion de las vias urinarias, infecciones en piel. (Navarra, 2004)
Bacteria presente en forma natural en el tracto gastrointestinal y en
Klebsiella sp. ambientes acudticos. Es un indicador de contaminacién fecal en
menor proporcion a Escherichia coli. Aproximadamente del 60 — 80%
de los microorganismos del genero Klebsiella aislados pertenecen a la
especie pneunomiae.

Klebsiella pneunomiae es un patdgeno oportunista causante de
infecciones nosocomiales como rinitis y neumonia. Las enfermedades
qgue pueden causar al tener contacto con la piel como: Conjuntivitis
bacteriana, infecciones graves en la piel. (Navarra, 2004)

Patdégeno oportunista encontrado con mucha frecuencia en agua,
Citrobacter sp. suelo, la comida, tracto gastrointestinal de animales y humanos, cuyo
principal especie aislada es Citrobacter freundii.

Las enfermedades que pueden causar son: Abscesos, Bacteremia,
Meningitis, infecciones en piel y en tejido celular subcutaneo.
(Mangenello, y otros, 2001)

11.1.1.2.2 Coliformes fecales:

Este grupo de bacterias es un indicador de contaminacion fecal (proveniente de animales o
humanos), los coliformes fecales comparten las mismas caracteristicas que con los coliformes
totales, su diferencia radica en la fermentacion de la lactosa con produccién de acido y gas en
tiempo de 24 a 48 h a una temperatura de 44.5 °C +0.1°C. (Departamento de Fisicoquimica UNAM,
2012)

Los coliformes fecales estan constituidos por:

Escherichia coli—>Representa el 90% del total de indicadores de contaminacion de materia fecal.
Klebsiella spp.

Citrobacter freundii

(Burchard Sefioret, 2008)




Otras bacterias indicadoras de contaminacion fecal:

Ademas de los coliformes fecales, se pueden encontrar otros microorganismos indicadores de
contamicacion fecal, que junto con Klebiella spp y Citrobacter spp forman el otro 10% del total de
indicadores de contaminacion fecal. Los cuales se mencionan a continuacion:

° Enterococcus sp: Los Enterococcus son cocos Gram positivos agrupados en pares o en
cadenas cortas. Sapréfitos que se encuentran en gran proporcion en el tracto gastrointestinal de
humanos y animales, ademas de encontrarse en la tracto genitourinario femenino, por estan razén
son considerados indicadores de contaminacién fecal, las principales especies aisladas son:
Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium. (Departamento de Fisicoquimica UNAM, 2012)
(Acosta, 2005 )

. Clostridium perfringens: Bacilos Gram positivos anaerobios estrictos considerados buenos
indicadores de contaminacidon por materia fecal ya que se encuentra en el tracto intestinal de
animales y en aguas negras. (Departamento de Fisicoquimica UNAM, 2012)

11.1.1.3 Bacilos no fermentativos Gram negativos

11.1.1.3.1 Pseudomonas sp.

Las Pseudonomas son un grupo grande de bacterias patdgenas oportunistas, Bacilos Gram negativos
aerobios con versatilidad metabdlica muy grande, gracias a esto puede desarrollarse facilmente en
cualquier tipo de ambiente y altamente resiste a antibidticos. Esta bacteria se encuentra distribuida
ampliamente en el ambiente como en el agua, suelo, vegetacién, objetos inanimados, articulos de
limpieza, en humanos y animales.

Las principales especies aisladas a partir de cosméticos son:

e Pseudonomas aeruginosa: Esta bacteria se encuentra ampliamente distribuida en la
naturaleza como: En el suelo, el agua, ambientes con alto grado de humedad, por su alta
resistencia, su alta capacidad de adaptacion vy su versatilidad metabdlica, pueden
encontrarse en los cosméticos que no proporcionan un ambiente dptimo de crecimiento
para bacterias con caracteristicas metabdlicas estrictas; como en las mascaras para
pestafias y polvos.

Pudiendo causar diversas enfermedades como:

=  Ectima: Es una infeccidn local en la piel, produciendo primeramente lesiones
caracteristicas, que son vesiculas con base eritematosa, estas penetran la dermis
para posteriormente convertirse en ulceras. (Saavedra Lozano, Santos Sebastian
, Hernandez Sampelayo , Gonzalez , & Navarro Gémez, 2008).

= |nfeccidn ocular: Pueden abarcar desde dolor, enrojecimiento, hinchazén, hasta
problemas de visién. (Mesa, 2014 )

= Neumonia.

= Sepsis.

=  Meningitis.

e Pseudonomas putida: Esta bacteria se encuentra distribuida principalmente en el sueloy
zonas acuosas, pudiendo causar infecciones en la piel, septicemia, neumonia, infecciones
en vias urinarias. Es aislada en menor proporcién que Pseudonomas aeruginosa.
(Lemmel, 2008 )

11.1.1.3.2 Burkholderia cepacia.

Es un bacilo Gram negativo, aerobia, nutricionalmente versatiles, utilizando una variedad de
carbohidratos, alcoholes y aminodcidos como fuentes de energia. Se desarrolla con mds frecuencia
en personas inmunocomprometidas. Tienen una distribucion amplia en el medio ambiente,




encontrandose principalmente en el suelo, agua y plantas. Presenta alta resistencia a los
antisépticos. Esta bacteria puede desarrollarse en cualquier tipo de cosméticos, ya que pueden ser
resistentes a la mayoria de los conservadores empleados. También puede desarrollarse en
cosmeéticos en cuya formulacién no tengan nutrientes para el desarrollo de microorganismos mas
exigentes.

Enfermedades causadas por Burkholderia cepacia:

e Infecciones respiratorias graves.
e Infecciones en piel.
e Bacteremia: Al producir una infeccién en piel, puede atravesar la barrera epitelial e invade
el tejido subyacente hasta llegar al torrente sanguineo produciendo bacteremia.
(Gémez Toscano , Hernandez Orozco , Gonzalez Sardafia , Castefieda Narvaez, & Rosas Ruiz, 2013 )

11.1.1.4 Bacilos esporulados:

11.1.1.4.1 Bacilos esporulados aerobios: Bacillus sp.

Bacillus sp, son bacilos Gram positivos, rectos, delgados, aerobios o anaerobios facultativos,
formadores de endosporas, cuya temperatura optima de crecimiento oscila entre 28 °C - 40°C. Estas
bacterias se encuentran en el suelo o el agua, y las endosporas a su vez se encuentran en el aire.
Gracias a su capacidad de resistencia al producir endosporas, Bacillus sp se puede encontrar el
cualquier tipo de cosmético, donde la principal fuente de contaminacidn son las materias primas.
Los cambios que se pueden presentar en un producto contaminado con Bacillus sp, son la
fermentacién simple, la produccion de gas y cambio a un pH acido. La fermentacion simple lo generan
las especies Bacillus stearothermophilus y Bacillus coagulans, esto se da en productos con un pH
mayor a 5. Bacillus coagulans también es responsable de la acidificacion del producto, este género
puede desarrollarse en productos cuyo pH sea menor de 4.2.

Bacillus cereus y Bacillus mesentericus, son responsables de produccidon de gas, que altera la
funcionalidad del producto y deformacién del envase del mismo. Bacillus macerans y Bacillus
polymixa producen la formacidn de gas y acidifican el medio en el que estan presentes.

(Facultad de Quimica UNAM, 2007)

Enfermedades causadas por Bacillus sp:
e Diarreas severas.
e Enemas.
e Bacteremia.
e Queratinitis.
e  Oftalmitis.
e Panaftalmitis.
(Paster, Falkler , Enwonwu, Idigbe , Savage , & Levanos, 2002)

11.1.1.4.2 Bacilos esporulados anaerobios: Clostridium sp.

Clostridium sp, son bacilos Gram positivos, anaerobios estrictos, formadoras de endosporas,
altamente sacaroliticos, encontrandose principalmente en el suelo y el tracto gastrointestinal de
humanos y animales siendo indicador de contaminacién por materia fecal.

Estos microorganismos son capaces de producir dcido y gas a partir de la metabolizacion de diversos
carbohidratos en cualquier medio en que se encuentren. Su temperatura éptima de crecimiento
oscila entre los 20°C - 50°C.

Esta bacteria que es anaerobia estricta puede desarrollarse en productos con pH mayor a 4.5, pueden
encontrarse en asociacidon con microorganismos aerobios, estos consumen todo el oxigeno contenido




en el medio dando las condiciones adecuadas para el crecimiento de Clostridium sp. (Facultad de
Quimica UNAM, 2007)
Las especies del género Clostridium, que pueden ser aislados son los siguientes:
e (Clostridium botulinum.
e (Clostridium hystolyticum.
e (lostridium sporogenes.
e (lostridium bifermentans.
e (Clostridium butyricum.
e (Clostridium pasteurianum.
e (lostridium perfringens.
Enfermedades causadas por Clostridium sp:
e Infecciones en piel y tejidos blandos.
e Bacteremia.
e Infecciones intrabdominales.
e Infecciones biliares.
e Infecciones del tracto gastrointestinal.
e  Celulitis crepitante.

e Gangrena gaseosa.
(Miranda & Rojo , 2015)

11.1.2 Levaduras y Hongos filamentosos mas frecuentes encontrados en cosméticos
11.1.2.1 Levaduras mas frecuentes en cosméticos

11.1.2.1.1 Candida albicans

Esta levadura tiene un papel muy importante en el area clinica y en el sector industrial. Esto es
debido a la gran distribucion mundial que tiene. Puede encontrarse facilmente en el suelo o el agua.
Es una levadura saprofita en seres vivos de sangre caliente, encontrandose en distintas zonas del
organismo como: La piel, cavidad oral, tracto gastrointestinal y sistema genitourinario. Tiene una
temperatura ptima de crecimiento de 37°C, considerado un patégeno oportunista. Pese a que
existen otras especies patdgenas del genero Candida la especie albicans es la mds importante dado
que esta es aislada en un 70% del total de las infecciones en general causadas por Candida. (Carriilo
, Brio, & Cardens, 2002 )

Originalmente se presenta como sapréfito en individuos sanos ya que flora bacteriana y el sistema
inmune limita su crecimiento e inhibe su excesiva proliferacidn.

Cuando el hospedero presenta deficiencias en el sistema inmune como por ejemplo pacientes con
SIDA, pacientes con cancer, pacientes sometidos a tratamientos con esteroides o inmunosupresores
o cuando el hospedero presente una disminucion de la microbiota por tratamiento de farmacos
Candida albicans puede proliferar sin algin control. (Castrillon Rivera , Palma Ramos
, & Padilla Desgarennes, 2005 )

Candida albicans no puede sobrevivir mucho tiempo en superficies secas, es necesaria la presencia
de humedad. En el sector industrial puede aislarse en productos con humedad elevada como
cepillos dentales, cosméticos, ropa y alimentos. En cosméticos puede encontrarse en productos con
recipiente donde conserve la humedad y el producto tenga un pH acido de 4-5. (Martin , 2012)

Una de las caracteristicas que hace que Candida albicans sea de los microorganismos mas
importantes es su capacidad dimdrfica; es decir la capacidad de cambiar de forma anatdmica, ya




sea forma de hongo filamentoso o con forma de hongo levaduriforme. Este proceso es irreversible
en funcién de la temperatura, la concentracidon de nutrientes presentes en el medio y el pH.
Presenta forma filamentosa a una temperatura de 25 ° C en la naturaleza; por el ejemplo en el
suelo. Este presenta forma levaduriforme a una temperaturade 37° C, a un pH acido y en una
alta concentracidn de nutrientes. Al encontrarse como saprofito cuando las defensas se ven
comprometidas, esta levadura produce infecciones superficiales en la piel, en las mucosas y en las
ufas (Instituto Nacional de Seguridad e Higiene de Espafia, 2012). La conversion de levadura a hongo
filamentoso (forma infectante) en el cuerpo humano se tiene que dar a una temperatura de 37°Ca
un pH neutro, dando la capacidad de invadir los tejidos, al formar los filamentos es capaz de evadir
los mecanismos de defensa del huésped.(Arastegui, 2002)

Enfermedades causadas por Candida albicans:

e Infecciones orales.

e Infecciones cutaneas.

e Infecciones esofagicas.

e Infecciones urinarias e intestinales.

e Onicomicosis.

e En casos severos produce la necrosis de tejidos.
(Martin, 2012)

11.1.2.2 Hongos filamentosos mds frecuentes en cosméticos.

11.1.2.2.1 Aspergillus sp.

Existen una gran variedad de especies del genero Aspergillus encontrandose un total de 180
alrededor del mundo, pero dentro de las especies comunmente encontradas en el area clinica e
industrias se encuentran: Aspergillus niger, Aspergillus terreus, Aspergillus flavus y Aspergillus
fumigatus. (Salas Tellez, Nuies del arco, Flores Vallejo , & Amaya Leon, 2011)

Aspergillus spp es un hongo filamentoso que se encuentra ampliamente distribuido en el medio
ambiente, encontrandose principalmente en el agua, aire, suelo, alimentos y plantas. También
pueden ser encontrados en cosméticos por contaminacion de la materia prima, del personal o de
los componentes en los que son envasados para su venta, en productos donde el envase conserve
gran cantidad de humedad, no sea traslucido y el producto tenga un pH de 2.5 a 7.5, tolerando
mejor un medio acido que un medio alcalino. Su temperatura éptima de crecimiento en el medio
ambiente oscila en los 25 °C (Gimeno, 2002)

Este hongo es considerado un patégeno oportunista, suele afectar al individuo cuando este presenta
deficiencias en sus mecanismos de defensa. Este hongo puede causar enfermedad mediante tres
vias principales:

e Hipersensibilidad (alergia).

e Invasién (micosis).

e Intoxicacion por ingesta de metabolitos fungicos.
(Méndez Tovar, 2015)

Los primeros dos mecanismos son los que se pueden originar en caso de contaminacién en los
cosmeéticos por Asperigillus spp, pudiendo causar enfermedad alérgica, infeccidn local en piel o
producir cuadros invasivos severos. Adquiriéndose mediante penetracién del hongo por via
respiratoria, inoculacién cutanea o por contacto directo de las esporas, que son la forma infectante
de este hongo. Entre los factores de patogenicidad de este hongo destacan: El tamafio pequefio de
sus conidias que pueden ser aspiradas, y debido a su tamafio pueden llegar hasta el pulmén y senos




paranasales para posteriormente producir infeccién. Es capaz de crecer a 37°C (temperatura
corporal normal), también cuenta con capacidad de adherencia a superficies epiteliales y
endoteliales, tienden a invadir vasos sanguineos. (Salas Tellez, Nufies del arco, Flores Vallejo , &
Amaya Leon, 2011 ).

11.1.2.2.2 Penicillium sp.

Hongo filamentoso ampliamente distribuido en la naturaleza, se pueden encontrar en el suelo, la
vegetacién y el aire. Son contaminantes habituales en el laboratorio, areas de produccidn, en la
materia prima y en los componentes que contienen los productos cosméticos. En los productos
terminados presentan mayor contaminacion los productos con envase que pueda conservar la
humedad y que no permitan el paso de luz. Este hongo tiende a crecer en productos cuyo pH oscile
de 2.5y 7.5. Su temperatura éptima de crecimiento abarca los 25 °C. (Argentia, 2014 )

Este hongo puede causar infecciones en personal que presentes deficiencias en el sistema inmune,
considerado un hongo oportunista pudiendo crecer a temperatura corporal.

Enfermedades causadas por Penicillium spp:

e Infecciones cutaneas.

e Alergias respiratorias.

e Otomicosis.

e Endoftalmitis.

e Queratitis.

e Esofagitis.

e Neumonias necrotizantes.
(Carrillo, 2013)

11.1.2.2.3 Cladosporium sp.

Es un hongo sapréfito, que tiene una gran distribucion en la naturaleza, encontrandose en el suelo,
en la vegetacion y fémites. En el sector industrial se puede encontrar en la madera himeda,
alimentos, cosméticos (principalmente cremas y en productos donde el envase no traspase la luz),
platicos, papel y ropa. Tiene una temperatura 6ptima de crecimiento va de 18 °C a 25°C, no puede
crecer a temperaturas elevadas 35 °C, requieren un alto contenido de humedad y el pH debe de
oscilar de 2.5a 7.5.

Enfermedades causadas por Cladosporium sp:

e Alergias por inhalacion de esporas.
e Infeccidn en piel (No se disemina, solo se limita en la zona de la lesién).
e Inoculacién por traumatismo.
(Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo de Espafia, 2014)




CAPITULO 12. PRINCIPALES FUENTES DE CONTAMINACION DURANTE EL PROCESO DE
PRODUCCION
A lo largo del proceso de produccion del producto cosmético es necesario cuidar ciertos aspectos
qgue pueden ser criticos para la contaminacién microbiolégica del producto, como: El cuidado,
manejo y resguardo adecuado de la materia prima, aseo adecuado del personal en el area de
produccién, control del medio ambiente en el que es fabricado y almacenamiento del producto, etc.

Se pueden dividir en diferentes categorias el grado de susceptibilidad que pueda tener el producto
el cual se mencionan en la Tabla No.19:

Tabla 19. Grado de susceptibilidad de crecimiento microbiolégico en productos
cosméticos. (Garcés, 2009)

Tipo de susceptibilidad Descripcion
Los microorganismos que contaminan el producto pueden adaptarse,
Susceptibilidad alta desarrollarse y reproducirse sin problemas en el mismo.

Permite la supervivencia por largos periodos del microorganismo,
Susceptibilidad media pero este no puede crecer ni reproducirse adecuadamente.

Susceptibilidad baja Dificultan la adaptacion y desarrollo de los microorganismos comunes,
pero pueden sobrevivir microorganismos mas resistentes

(Ejemplo: Pseudonomas spp.)

No susceptibles No permiten el desarrollo de los microorganismos.

A continuacién se desglosan las principales fuentes de contaminacién microbiolégica que puede
sufrir el producto cosmético a lo largo del proceso de produccion.

12.1 Materia prima.

La materia prima es una de las principales fuentes de contaminacidn del producto ya que de la
susceptibilidad de contaminacién de la materia prima depende del origen que tenga la misma, la
presentacién que tiene y las condiciones de almacenamiento.

Como se mencioné con anterioridad es necesario cuidar las condiciones de almacenaje de las
materias primas para asi disminuir el riesgo de contaminacidn microbioldgica o en consecuencia de
un almacenaje deficiente, que la materia prima sufra una serie de modificaciones que lo pueda hacer
mas susceptible a contaminacién.

Condiciones de almacenaje a controlar:

e Sanitizacidon previa de los envases que contendran a las materias primas.

e Control de temperatura del almacén.

e Todos los envases que contengan materias primas deben de estar por encima del suelo.
e Control de la humedad relativa del almacén.

Para poder determinar el grado de susceptibilidad a contaminacidn microbiolédgica que puede tener
la materia prima, es necesario saber el origen que tiene la misma, esta clasificaciéon de origen de la
materia prima se encuentra en la tabla No.20:




Tabla 20. Tipo de origen de la materia prima. (Garcés, 2009)

Origen Microorganismos que pueden crecer
Todas las materias primas que sean de origen animal o vegetal, son
Natural muy propensas a contaminacién microbiolégica, para esto es

necesario un procedimiento previo de desinfeccion. Se pueden
encontrar todo de tipo de bacterias, hongos y levaduras.

Este tipo de materia prima no es el ambiente ideal para la mayoria de
En forma de polvo los microorganismos, pero si se pueden encontrar bacterias
anaerobias como Clostridium spp y bacterias capaces de formar
esporas como Bacillus spp.

Sintético Generalmente si son sometidas a un proceso previo de desinfeccion
no presenta presencia de microorganismos, pero puede verse
contaminada por un mal manejo del personal a lo largo del proceso de
produccidén, o malas condiciones de almacenaje.

Graso Como aceites, grasas y ceras, estas no proporcionan un ambiente
adecuado para el desarrollo de microorganismos comunes, pero se
puede contaminar con microorganismos con versatilidad metabdlica
como Pseudonomas spp.

Agua de proceso El agua utilizada para la produccion del producto cosmético, puede
estar contaminado con todo tipo de microorganismos: Bacterias,

hongos y levaduras.

12.2 Medio Ambiente.

Al controlar el medio ambiente en donde es producido el producto cosmético se reduce
significativamente el riesgo a contaminacidn microbioldgica.

La estructura del drea de produccion es muy importante, ya que esta debe de tener paredes y pisos
lisos sin imperfecciones que puedan ser reservorios para microorganismos, estos deben ser
impermeables y resistentes al desgaste. El aire que circula dentro del drea de produccion debe ser
controlada lo maximo posible. Las entradas a estas mismas areas deben de estar controladas.

Cuando el ambiente dentro del area de produccién no se encuentra controlado, este mismo puede
contener una gran cantidad de microorganismos como:

e Microorganismos formadoras de esporas: Clostridium spp y Bacillus spp.
e Microorganismos no esporulados como: Staphylococcus sp y Streptococcus sp.
e Hongos como: Aspergillus sp, Penicillium sp y Mucor sp.

(Garcés, 2009)

Estos microorganismos se pueden encontrar suspendidos en particulas de polvo, gotas de humedad,
etc.

El control del nimero de microorganismos en el ambiente depende de la limpieza del area, el
contenido de humedad presente y las actividades que se llevan a cabo en ella.

12.3 Contaminacion del producto a causa del personal.

Otra de las principales fuentes de contaminacion en los productos, es el personal que tiene contacto
directo en todo el proceso de produccién que va desde: La recepcion, transporte, almacenamiento,
proceso y el acondicionamiento del mismo. En todas estas etapas todo el personal debe de realizar
ciertas medidas preventivas para evitar contaminacién por microorganismos en el producto. Todo
personal de operacion debe de tener en primer lugar una capacitacion para que estos comprendan
gue son origen potencial de contaminacion asi como todas las medidas preventivas que deben
realizar.




Los microorganismos pueden ser transferidos del personal de operacién al producto, son aquellos
que se encuentran principalmente como flora normal en la piel. Staphylococcus aureus, es la
principal bacteria contaminante ya que esta se encuentra en diferentes zonas de la piel como las
manos, la cara, el cuello. Otro microorganismo que se encuentra en la flora normal de la piel y
puede ser trasferido es Candida albicans.

Pueden transferirse microorganismos patdégenos atreves de la saliva, esputo y moco como:
Strepcococcus sp, Klebsiella pneumiae etc. Otro tipo de microorganismos que pueden contaminar el
producto a causa del personal, son microorganismo presentes en heridas como Pseudonomas spp,
0 microorganismos indicadores de contaminacidn por materia fecal como Escherichia coli.

Es necesario tomar medidas preventivas para evitar la continuacidon del producto durante el
proceso, estas medidas se describen en la figura No. 13: (Garcés, 2009)

" Medidas preventivas para ™~
evitar la contaminacién )
\ del producto cosmético. 4

Manipulacion adecuada L
Mantener la salud del il duct La higiene del Equipe de proteccion
el producto. il personal,

personal.

Figura 13. Medidas preventivas para el personal de operacidn. (s.a Andlisis de Peligros y Puntos
Criticos de Control, 2015)

12.3.1 Cuidado de la salud del personal.

Desde la contratacidn del personal de operacion se deben de realizar periédicamente examenes
médicos para evaluar el estado de salud del mismo, ademds de que los jefes directos estén
observando al personal en caso de que estos presenten enfermedad o accidentes que produzcan
heridas. Y en caso de existir enfermedad o herida, el médico laboral debe de evaluar si la
enfermedad se encuentra en estado de transmision. O en caso de herida evaluar si es posible que
se encuentre en el drea de produccidn, esto para evitar continuacién hacia el producto y cuidar la
seguridad del operador.

12.3.2 Manipulacién adecuada del producto.

Todo manejo del producto cosmético durante el proceso de produccién debe de realizarse bajo
condiciones adecuadas de higiene, el personal operador debe de contar con equipo que disminuya
el riesgo de contaminacion, asi como el lavado periddicamente de las manos, prohibir cualquier
consumo de alimentos, bebidas y el fumar dentro y cerca del area de produccion.

También se debe de evitar el uso de aretes, maquillaje para el caso de las mujeres, anillos, relojes o
cualquier objeto que forme parte el equipo de proteccidn personal.




12.3.3 Higiene del personal.

Todo personal de operacion debe de cumplir con ciertas medidas de higiene para evitar en gran
parte la contaminaciéon del producto, para ello es necesario que este personal este capacitado con
el conocimiento y procedimiento adecuado para llevar a cabo estas practicas, las cuales son:

e Ducha diaria.

e El personal masculino debe de presentarse siempre afeitado.
e Ufas cortas.

e lavado adecuado de manos.

e Cabello corto o recogido.

e Utilizar el equipo de proteccion (Este debera estar limpio).

12.3.4 Equipo de proteccion personal.

El uso de equipo de proteccidn personal tiene funciones muy importantes porque este protege al
personal de accidentes laborales y también protegen al producto de contaminacidn, este equipo
debe de utilizarse solamente en las areas de produccién o en las que se tenga contacto directo con
el producto, la utilizacion de diferentes tipos de equipo varia dependiendo del lugar de la cadena
de produccidon que se encuentre el operador.
Equipo de proteccidn personal utilizado.

e Guantes de latex o nitrilo.

e Cofia.

e Bata.

e (Calzado de seguridad

e Cubrecocas.

e Casco de seguridad.

e Traje de proteccion.

e Lentes de seguridad.

12.4 Equipos y componentes destinados al producto final.

Las superficies inertes como los equipos (fabricacidn, envasado o de andlisis) y los componentes en
los que son acondicionados el producto como son los envases, empaques, tubos, tapas, aspersores
etc., son fomites importantes que se tienen que cuidar para evitar la contaminacién de los productos
para el productos.

Si los equipos no son sanitizados adecuadamente durante periodos adecuados es muy probable la
presencia de microorganismos contaminantes, estos pueden variar dependiendo del tipo de
nutrientes disponibles, del pH y la temperatura.

Con respecto a los componentes para los productos cosméticos el tipo de microorganismos
contaminantes dependera de los materiales con el que estén hechos y el tipo de almacenamiento.
En caso de cualquier envase o componente de vidrio se pueden encontrar bacterias esporuladas
como Bacillus spp, u hongos formadores de esporas como Aspergillus spp y Penicillium spp. Para los
componentes de cartdn o plastico cuyas condiciones de almacenaje no son las adecuadas pueden
contener un alto grado de humedad los cual puede incrementar considerablemente el nimero de
microorganismos contaminantes. (Garcés, 2009).




CAPITULO 13. MANEJO ADECUADO DE MUESTRAS PARA ANALISIS MICROBIOLOGICO.

El manejo adecuado de la muestra para analisis microbiolégico depende de la naturaleza del
producto cosmético y del punto en el que este se encuentre en el proceso. En la figura No.14 se
desglosan las condiciones adecuadas para el muestreo de acuerdo al tipo de muestra. Para todo
tipo de muestreo se debe de contar con cofia, guantes, cubrebocas y algun agente quimico como
cloruro de benzalconio, que se utiliza para la desinfeccién de las manos (guantes) al momento del
muestreo.

Condiciones "
adecuadas para el \II
\ muestreo /

\ Yy,

|

Materia prima

Se realiza en cuarto especial para el
muestreo en frascos estériles de
aproximadamente 30ml. S5ies
necesario utilizar espatula para tomar
la muestra previamente flameada.

Graneles

l

Se realiza en cuarto especial para el muestrec
en bolsas estériles. 5i es necesario utilizar
espatula para tomar la muestra previamente
flameada. En caso de manejar maquiladores,
estos deben de enviar sus grane les fabricados
de igual manera en bolsas estériles.

Producto
terminado

Este tipo de muestra ya viene acondicionada
para su venta, por lo cual esmuestreado
directamente del almacén de producto
terminado, donde este mismo no deberd ser
abierto hasta el momento de analisis bajo
condicionesestériles.

Figura 14. Condiciones adecuadas para el muestreo de muestras cosméticas de acuerdo en el punto del
proceso en el que se encuentra. (Espinosa, 2001 )

Estas muestras de igual forma deben de ser sometidas a ciertas condiciones de almacenamiento, en
espera de que sea realizado el analisis microbiolédgico, para que los resultados de estos analisis sean
representativos y confiables. A continuacién en la figura No. 15 se muestran las condiciones éptimas
de almacenamiento de acuerdo al tipo de muestra en el que se realizara el analisis microbioldgico.

Figura 15. Condiciones adecuadas para el almacenaje de espera para analisis microbioldgico de muestras
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i Condiciones adecuadas )

| de almacenamiento

<

Materia prima

Temperatura: Las muestras en espera
de anilizizsdeben de mantenarse =
temperstura ambiente.

Tiempo: Debidoaque se encuentra en
refrigeracion las muestras pueden
mantenerseen espers hasta 438 hrs,
dependiendo del nivel deurgencia que
tenga esta materia prima.

Graneles

Temperstura: Las muestras en espera
de analisis pueden mantenersea
temperstura ambiente.

l

Tiempo: El tiempo de espera estimado
esde 24 hr=a partir de su fechade
recepcion.

Producto
terminado

Temperstura: Lasmuestrasen espera
de anilizsiz pueden mantenearse s
temperatura ambiente

Tiempo: El tiempode espers estimado
esde 24 hrza partir de su fechade
recepcion. Dependiendo el nivel de
urgenciade distribucién del producto
‘cosmetico.

cosméticas de acuerdo en el punto del proceso en el que se encuentre. (Espinosa, 2001 )




CAPITULO 14. ANALISIS MICROBIOLOGICO DE AGUA DE PROCESO.

Cuando un producto cosmético presenta contaminacién microbioldgica, es necesario determinar el
punto en el proceso donde este pudo ser expuesto a una fuente de contaminacidn.

Para ello y como forma preventiva, al igual que la materia prima, el agua de proceso con la cual son
fabricados los productos cosméticos tiene que ser sometidos a analisis microbiolégico, para evitar
que el agua utilizada tanto en la formulacién del cosmético, como la utilizada en la limpieza de los
equipos y la maquinaria, se encuentre contaminada con microorganismos patdégenos.

Existen diversos métodos de andlisis para determinar si el agua que se ha utilizado en el proceso se
encuentra contaminada, entre los métodos mds comunes se encuentran:

e Método de cuenta de microorganismos en placa.

e Determinacion de bacterias coliformes. Técnica de nimero mas probable (NMP)
e Determinacion de bacterias coliformes: Técnicas enzimaticas (Readycult®)

e Crecimiento en caldo nutritivo. (para Pseudonomas spp.)

14.1 Técnica de Muestreo para el agua de proceso.

Al realizar el muestreo del agua de proceso en primer lugar se necesita precisar: La cantidad, el
tamafio y el volumen de la muestra, ademas de los intervalos para la toma de la misma.

Esto dependerd de ciertos aspectos como: Para qué fin del proceso sera utilizada esta agua, el
tamafio del lote que se esté produciendo, si el agua utilizada es distribuida por sistemas de
abastecimiento publico, etc. Todos estos aspectos deben de ser tomados en cuenta para los
resultados reportados sean considerados representativos y confiables. (Departamento de Ciencias
Bioldgicas, 2009) (NOM-179-SSA1-1998,2001). El muestro debe de realizarse bajo condiciones
adecuadas de asepsia, con el fin de evitar contaminacién externa (ambiental y humana) y dar
resultados como poco confiables.

Condiciones para la toma de muestra:

e Utilizar el equipo de proteccidon personal: Bata, cofia, cubrebocas y guantes.

e Sijla limpieza del grifo o valvula seleccionada es dudosa elegir otro grifo o vélvula. Si se
requiere tomar la muestra en el grifo o védlvulas de dudosa limpieza por propdsitos
especiales del muestreo, debe limpiarse el orificio de salida con una gasa estéril o torunda
de algodén impregnada de solucién de hipoclorito de sodio con una concentracién de 100
mg/I

e Limpiar con la misma solucidn sanitizante, grifos o salidas de agua en donde se tomara la
muestra, dejando secar previamente la solucion.

e  Frascos de vidrio con tapdn esmerilado, frascos estériles desechables o bolsas estériles con
cierre hermético y capacidad de 125 o 250 ml. Para la técnica de NMP, la toma de muestra

se efectuara en bolsa estéril que contenga una pastilla de Tiosulfato de sodio NazS20s.
(NOM-230-SSA1-2002, 2005)

14.2 Método de cuenta de microorganismos en placa.

Esta técnica es utilizada para determinar la presencia de microorganismos viables, presentes en la
muestra de agua especialmente la presencia de mesodfilos aerobios, estos incluyen bacterias hongos y
levaduras. El nUmero de colonias contadas es un estimado de la cantidad presente de microorganismos.
La técnica esta descrita en la Norma Oficial Mexicana NOM-092-SSA1-1994, Bienes y servicios. Método
para la cuenta de bacterias aerobias en placa. En la figura No.16 se describe de forma sencilla este
método.
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Agregar de 12 315 ml del medio de cultivo preparado (Agar Triptona-
Estracto de levadura [sgar para cuenta estandar) o Agar soya
tripticaseina). El agar debe de estar a una temperatura de 45 *C.

l
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W
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Figura 16. Metodologia para la
cuenta de

microorganismos meséfilos aerobios en placa (NOM-092-SSA1-1994,1995) (Departamento de Ciencias
Bioldgicas, 2009) (Camacho, Giles, Ortegoén , Palao, Serrano, & Velazquez, 2009 )

14.3 Crecimiento en caldo nutritivo.

Este método es utilizado para determinar la presencia de Pseudonomas spp, el cual se desglosa a
continuacién en la figura No. 17. Al detectar la presencia de Pseudonomas spp podemos determinar
gue en las tuberias en las que se distribuye el agua se encuentra la presencia de biocapa o bioflim
donde es necesario tomar medidas para erradicarlo.
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Figura 17: Metodologia para la técnica de crecimiento en caldo nutritivo para Pseudonomas spp.
(Torrico Helguero, 2012 ) (Departamento de Ciencias Bioldgicas, 2009)

14.4 Determinacion de bacterias coliformes. Técnica de nimero mas probable (NMP)

De acuerdo a la secretaria de salud es prioridad la deteccidn de coliformes totales y fecales para la
prevencion de enfermedades gastrointestinales, estos microorganismos no deben ser detectables
en muestras de 100 ml. (NOM-179-SSA1-1998,2001). La técnica de nimero mas probable (NMP) es
una de las técnicas mas utilizadas en la deteccidn de coliformes totales y fecales en agua para usoy
consumo humano. Esta técnica se fundamenta en las caracteristicas metabdlicas de los coliformes,
este grupo microbiano son bacilos aerobios facultativos, que producen acido y gas al fermentar la
lactosa a una temperatura de 37 °C de 24 a 48 horas, para la fase confirmativa de nimero mds
probable se utiliza un medio de cultivo que contenga sales biliares, que es un medio en donde los
coliformes pueden crecer ya que se encuentran de manera habitual en el tracto gastrointestinal del
humano y animales (Universidad Auténoma Metropolitana, 2015). Esta técnica esta divida en dos
fases: La fase presuntiva y la fase confirmativa, las cuales se desarrollan a continuacion:

14.4.1 Fase presuntiva (posible presencia de coliformes totales)

En esta fase los resultados positivos no indican la presencia de los grupos bacterianos de interés
(coliformes totales y fecales), la presencia de estos grupos bacterianos puede confirmarse en la
segunda fase de NMP. Esta fase de la técnica esta descrita en la figura No.18:




Figura 18.

Cada uno de los tubos a utilizar tendra que contener Campana
Durham. Se pueden utilizar 3 o 5 tubos para cada dilucidn.

Dilucian 1072 Paracadauno de lostubos diluir 1 mlde la muestra en 20
ml de Caldo rojo de fenol lactosa (CRFL) o caldo lauril sulfato de sodic [CLSS)

2N concentracion sencilla.

Dilucion 10°3: Paracada uno de lostubos diluir 0.1 mlde lamuestra en
20 mldeCaldo rojo de fenol lactosa [{CRFL) ocaldo lauril sulfato de sodio

[CLSS) en concentracion sencilla.

Incubar los tubos inoculados a una temperatura de 37°C duramte 24 o 48
horas.

Metodologia para la fase presuntiva de la técnica Nimero mas probable.

(Departamento de Ciencias Bioldgicas, 2009) (Universidad Auténoma Metropolitana, 2015)

(NOM-112-SSA1-1994, 1994)

*Es indispensable someter la muestra de agua al Tiosulfato de sodio (Na25203), ya que este tiene la funcidn de
neutralizar la accidn del cloro que pudiera contener la muestra, el cual al no ser neutralizado podria interferir

en los resultados de los analisis.




Interpretacion:

e Se tomara como positivo a los tubos que presenten turbidez, produccion de acido que se
puede observar por cambio de color en el medio, debido al indicador de pH y produccién
de gas visible en la Campana Durham. (Universidad Autdnoma Metropolitana, 2015). En la
Figura No.19 se muestra un ejemplo del tubo con resultado positivo.

Figura 19. Ejemplo de tubo positivo de la prueba presuntiva (Camacho,
Giles, Palao, Serrano, & Velazquez, 2009 )

e Sj al trascurrir las 48 h de incubacidn los tubos no presentan ningun cambio, se tomaran
como negativos, como se muestra en la figura No.20. Al dar este resultado se dara por
terminado el andlisis reportando como ausente los coliformes totales y coliformes fecales
(Universidad Autonoma Metropolitana, 2015).

J

Figura 20. Ejemplo de tubo negativo de la prueba presuntiva (Camacho,
Giles, Palao, Serrano, & Velazquez, 2009 )

Al finalizar el tiempo de incubacién de la prueba presuntiva y teniendo el nimero de tubos positivos por
dilucion se determina el NUmero mas probable con ayuda de tablas establecidas en la Norma Mexicana-AA-
42-1987, el NMP se determinarad dependiendo del nimero de tubos utilizados por dilucidon (3 6 5). Estas tablas
se presentan en el Anexo A. (NMX-AA-42-1987,1987).

14.4.2 Fase confirmativa (para coliformes totales y coliformes fecales)

Esta parte de la técnica se realiza para confirmar que los tubos que arrojaron un resultado positivo
en la prueba presuntiva, realmente se tratan del grupo de los coliformes, ya que en la fase
confirmativa es utilizado un medio de cultivo que contiene sales biliares, dando al grupo de los
coliformes un ambiente propenso para su crecimiento.

Esta segunda fase sirve para determinar y confirmar indicios de contaminacion fecal en la muestra
de agua. A continuacion en la figura No.21 se desglosa el procedimiento para esta parte de la
prueba. (Universidad Auténoma Metropolitana, 2015)
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W
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W
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0 48 horas, 0 48 horas.
a
Realizar esto para todos positivas de las tres series de diluciones {1072, 1072
y 10°%) utilizados en la prueba presuntiva.

o
Figura 21. - - - -
Metodologi Observar la presencia de cambios en los tubos incubados a 37°C (para coliformes |
; etodologla totales) y45°C (para coliformes fecales) después del tiempo determinado. para a
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confirmativa \L de la
te(,:n ICa Para coliformes totales: Tomar la serie detubos positivos (incubados a 37°C) Numero
mas probable después del periodo de incubacion. Calcular el Nimero mas probable en los (NMP)

Cuadros correspondientes.

(Departamento de Ciencias Bioldgicas, 2009) (Universidad Auténoma Metropolitana, 2015)
*Para confirmar la presencia de coliformes fecales puede utilizarse CLBVB o caldo Escherichia coli (EC)

Ver anexo 1 tablas para el calculo de nimero mas probable.

Interpretacion:

Para coliformes totales

e Los tubos se consideran positivos si se observa turbidez y producciéon de gas, como se
muestra a continuacién en la Figura No. 22:

Figura 22. Ejemplo de tubo positivo de la prueba confirmativa para coliformes
totales (Camacho, Giles, Palao, Serrano, & Velazquez, 2009 )




e Sien todos los tubos no se observa cambio el resultado es negativo. Como se muestra en la
Figura No.23:

Figura 23.Ejemplo de tubo negativo de la prueba confirmativa
(Camacho, Giles, Palao, Serrano, & Velazquez, 2009 )

e Si en ninguno de los tubos se observa produccién de gas, aun cuando se observa turbidez,
el resultado se considera negativo.

Para coliformes fecales:

e Silostubosincubados a 45°C se observa turbidez y produccién de gas la prueba se considera
positiva. Ya que los limites permisibles que reporta la NOM-127-SSA1-1994 de coliformes
fecales es ausencia, no es necesario establecer el nUmero mas probable de estos.

e Al no observar produccién de gas, aun cuando exista presencia de turbidez, se reporta
ausencia de coliformes fecales. (Universidad Auténoma Metropolitana, 2015)

14.5 Deteccidn de bacterias coliformes: Técnicas enzimaticas (Readycult®)

Existen técnicas que nos permiten detectar la presencia o ausencia de microorganismos coliformes
totales y fecales de una manera rapida y confiable. Esto se puede realizar en base a la determinacion
de la actividad enzimatica especifica que presentan estas bacterias.

Para realizar esta técnica es necesario contar con capsulas Readycult®, las cuales contienen en su
formulaciéon un alto contenido de peptonas y fosfato, creando un ambiente idéneo para el
crecimiento rapido de coliformes. Esta formulacién también contiene lauril sulfato con el cual se
inhiben los microorganismos Gram (+), que pueden estar en asociacién con dichos coliformes.

Fundamento:

Se realiza una deteccion simultanea de coliformes totales y fecales, debido a la utilizacion de dos
sustratos: El sustrato cromogénico, 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido (X-GAL) y el
sustrato fluorogénico, 4-metilumbeliferil-B-D-glucurénido (MUG). Los coliformes contienen la
enzima B-D-galactosidasa que degrada al sustrato X-GAL (sustrato cromogénico), contenido en las
capsulas de Readycult® produciendo una coloracion azul-verde, si al terminar el tiempo de
incubacién se observa este cambio de coloracidn indica la presencia de coliformes totales. (Merk,
2016)

Para la deteccidn de coliformes fecales se utiliza el sustrato fluorogénico MUG, el cual es degradado
por la enzima B-D-glucoronidasa que se encuentra en los coliformes fecales, produciendo
fluorescencia de color azul, observable bajo luz UV (365nm).

Cuando se finaliza el tiempo de incubacién determinado, si se observa la producciéon de
fluorescencia, para determinar la presencia de Escherichia coli, que es el principal indicador de
contaminacion fecal, se realiza la prueba de Indol. Al estar presente al aminoacido triptéfano en las
capsulas de Readycult® Escherichia coli tiene enzimas triptofanasas, que oxidan el triptéfano en:
Indol, metil indol y acido indolacético.




Se utiliza el reactivo de Ehrlich (p-formildimetilanilina) o Kovacs (p-dimetilamino benzaldehido)
reacciona con el indol presente en el medio formando un compuesto color violeta o rojo.

(Departamento de Ciencias Bioldgicas, 2009). En la Figura No.24 estdn descritos los pasos a realizar
para esta técnica enzimatica:

f Técnica enzimatica

El muestreo delagua a analizar se debe de realizaren frascoso bolsas
estériles, estos deben de contener Na.s;0;

Colocar 100 ml de la muestra en una botella de dilucion estéril

R

Afiadir una capsula de Readycult® (para 100 ml de muestra) y
homogeneizar.

Incubar la botella de dilucion por 24 horas a 37°C

!

Observar cambio de color azul-ve rde, para considerar la prueba positiva
para coliformestotales.

Siel resultado es positivo, colocar la botella de dilucion bajo la lampara de
luz UV.

R

La pruebaes positiva si existe la presenciade fluorecencia, indicador de
coliformesfecales.

Confirmar la presenciade Escherichio coli realizande la pruebade indol,
Figura 24. zgregando reactive de Kovacs o Ehrlich. Metodologia

parala
determinacion

de bacterias
coliformes por la técnica enzimatica Readycult® (Departamento de Ciencias Bioldgicas, 2009)




14.6 Limites permisibles de crecimiento microbiolégico para agua de proceso.

De acuerdo a la secretaria de salud, para que el agua pueda utilizarse en productos de consumo y
uso humanos, esta debe de cumplir con ciertas caracteristicas fisicas, quimicas y microbioldgicas. Al
obtener los resultados de los analisis microbiolégicos es necesario saber si el agua de proceso
analizada se encuentra dentro de los limites permisibles de crecimiento microbioldgico, de lo
contrario no es posible la utilizacién de la misma en los procesos de produccién. Cuando esto ocurra
es necesario la aplicacidn de las medidas correctivas, para que el agua utilizada en la produccion del
producto no presente contaminacion microbiolégica fuera de la especificacion.

En la Tabla No.21 se muestran los limites permisibles microbioldgicos conforme a lo establecido en
la secretaria de salud.

Tabla 21. Limites permisibles para agua de proceso establecidos en Normas
Oficiales Mexicanas (Departamento de Ciencias Biologicas, 2009)

Tipo de microorganismo Limite
Organismos coliformes Ausencia o no detectables
totales

Coliformes fecales,

Escherichia coliu Ausencia o no detectables
organismos
termotolerantes
<100 ufc/ml

Mesofilos aerobios
Ausencia o no detectables

Pseudonomas spp.

Estos limites estan establecidos en las siguientes normas:

e Norma Oficial Mexicana NOM-127-SSA1-1994, Salud ambiental. Agua para uso y consumo
humano. Limites permisibles de calidad y tratamientos a que debe someterse el agua para
su potabilizacion. Maodificacion: 20 de Octubre del 2000.

e Norma oficial mexicana NOM-041-SSA1-1993, bienes y servicios. agua purificada envasada.
especificaciones sanitarias.




CAPITULO 15. TECNICAS PARA EL ANALISIS MICROBIOLOGICO EN COSMETICOS

El andlisis microbioldgico al producto cosmético se debe de realizar en distintas partes del proceso de
produccion, con el fin de monitorear el producto y poder determinar facilmente el punto critico del
proceso donde puede contaminarse. Es necesario analizar la materia prima, el granel del cosmético
(producido en la planta o producido por los maquiladores) y el producto terminado. Para la
determinacion microbioldgica en cosméticos se pueden empelar diversas técnicas de andlisis. Su
utilizacion dependerd de las herramientas proporcionadas por parte de la empresa, la urgencia de
liberacion del producto a causa de faltantes en los pedidos o alta demanda de un producto en especifico,
etc. Las técnicas de analisis que pueden utilizarse son las siguientes:

e Evidencia de crecimiento en caldo.

e Cuenta total de Mesdfilos aerobios, Coliformes totales, Hongos y levaduras en placa.

e Cuenta total de Mesdfilos aerobios, Coliformes totales, Hongos y levaduras en pruebas rapidas

Placas 3M™ Petrifilm™.

De acuerdo a la NOM-089-SSA1-1994, Bienes y Servicios. Métodos para la determinacidn del contenido
microbiano en productos de belleza, establece que el analisis microbiolégico en cosméticos esta dividido
en varias etapas, las cuales se pueden interpretar como etapa cualitativa, etapa cuantitativa y de
identificacién. De igual forma en la NOM-089 establece el procedimiento a seguir en la dilucion de la
muestra de acuerdo a la naturaleza el producto cosmético. Para los cosméticos que en su formulacién
sean base agua se agregaran a los caldos que son empleados en dicha norma o a las soluciones diluyentes
sin ningun tipo de agregado que ayude a su dilucidn, ya que estas muestras son miscibles en los caldos y
soluciones diluyentes. Ejemplos de cosméticos base agua: Tdnicos faciales, cremas para cuerpo, cremas
para cara, cremas para cabello, desodorantes, talcos, sombras compactas, maquillaje en polvo compacto
y rubor en polvo compacto. Para los cosméticos que no son miscibles en caldos de crecimiento o en las
soluciones diluyentes se adicionard tween 80, cuya funcién es la emulsificacion, dispersiéon o
solubilizaciéon de las muestras que contengan en su formulacién aceites, ceras o compuestos liposolubles
que puedan dificultar el analisis. Ejemplos de cosméticos de naturaleza liposoluble: Labiales en barra,
Correctores faciales, maquillaje en crema, Espumas fijadoras, protectores solares, rubor en barra,
delineadores, etc.

15.1 Evidencia de crecimiento en caldo CLM y CDS.

La etapa cualitativa corresponde a la observacién de crecimiento en distintos caldos nutritivos: Caldo
letheen modificado (CLM) y Caldo dextrosa sabouraud (CDS). El procedimiento a seguir se describe en la
Figura No. 25.

15.1.1 Caldo letheen modificado (CLM)

El caldo Letheen modificado (CLM) es utilizado para la determinaciéon de crecimiento de mesofilos
aerobios en cosméticos y alimentos.
Fundamento: El caldo letheen se utiliza para la determinacién del contenido bacteriano en cosméticos
y alimentos (su pH es de 7.0, no siendo apto para el crecimiento de hongos y levaduras). Esto es debido
a su composicion ya que permite una buena dispersion del inoculo ademas de la emulsificacion de las
grasas o aceites que pueda contener el cosmético e inactiva los conservadores presentes en el mismo.
Como parte de su formulacién se encuentra la lecitina de soya, este compuesto neutraliza los
compuestos cuaternarios de amonio (Ejemplo: Cloruro de benzalconio).Durante la preparacion del caldo
es necesario agregar Tween 80, para neutralizar otro tipo de conservadores como los parabenos,
aldehidos, fenoles, etc. Y junto con la lecitina contenida en el medio neutraliza los alcoholes (en
especifico el etanol). (Dibico, 2010 ).

15.1.2 Caldo dextrosa sabouraud (CLM)

El caldo dextrosa sabouraud (CDS), es utilizado para la determinacion de crecimiento de hongos y
levaduras en cosméticos y alimentos.
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Para muestras decosméticos misciblesen los caldos que s2van a utilizar, agregar
1g o 1 ml de la muestra en 20 ml de CLM y CDS respectivamente en condiciones
asepticas

Para muestras de cosmeticos no miscibles (labiales, mascaras, etc), agregar a los
tubos 1g 0 1 mlde la muestracon0.5 mildetween B0 esterila 90 ml de CLM y CDS
respectivaments en condiciones asépticas (formar una emulsion homogénea a
45%C en bario maria por nomas de 15 minutos).

|

Los tubos con CLM, incubar a
una temperatura de 25°C a 30°C
por 7 dias.

Los tubos con CLM, incubar a
una temperstura de 30°C a 37°C
por 7 dias.

Observar los cambios presentes en los tubos después del tiempo de
incubacion.

Figura 25. Metodologia para la técnica de Evidencia de crecimiento microbiolégico en CLM y CDS
(NOM-089-SSA1-1994,1995)

Fundamento: La funcionalidad del caldo (o el agar dextrosa sabouraud) radica en el pH, las peptonas
y la dextrosa que contienen ya que estos favorecen el crecimiento de hongos y levaduras.

El pH del medio es de 5.6 aproximadamente, inhibiendo parcialmente a las bacterias, ademas que
el pH acido es dptimo para el crecimiento de hongos y levaduras.

Las peptonas son fuentes de factores de crecimiento nitrogenados y la dextrosa proporciona
energia de crecimiento para los microorganismos.

Puede agregarsele al medio cloranfenicol, este es un antibidtico de amplio espectro para la
inhibicidn de bacterias Gram (+) y Gram (-). (Dickinson, 2007 ).

A continuacidn se desglosa la interpretacién de los tubos técnica de crecimiento en caldo de
acuerdo a la NOM-089-SSA1-1994:

Interpretacion:

e Sj el tubo presenta cambios visibles como: Presencia de turbidez, olor desagradable o
desprendimiento de gas, quiere decir que el producto se encuentra contaminado y es
necesario realizar técnicas cuantitativas como la cuenta de microorganismos por vaciado en
placa o cuenta de microorganismos en pruebas rapidas Placas 3M™ Petrifilm™.

e Siel tubo no presenta cambios se interpreta como ausentes o no detectables reportando
como ausentes o no detectables. (NOM-089-55A1-1994,1995)

15.2 Cuenta total de Microorganismos en placa.

La etapa cuantitativa corresponde a la cuenta de microorganismos ya sea en placa o en pruebas
rapidas y esta solo se realiza cuando en los tubos de la prueba de crecimiento se observan cambios
en el mismo. El fin de esta técnica es contar las unidades formadoras de colonia presentes en cada
mililitro o gramo, para que las colonias puedan contarse de manera confiable, se tienen que realizar
diluciones decimales de la muestra.

Estas pruebas se deben de realizar para los siguientes microorganismos:




e Mesdfilos aerobios.
e Hongosy levaduras.
e Coliformes totales.

15.2.1 Cuenta total de mesoéfilos aerobios en placa.

En la figura No.26 se muestra de forma breve el procedimiento para la técnica de cuenta total de

microorganismos mesdfilos aerobios en placa, especifica para el analisis en cosméticos.

Figura

26.

Cuenta de ™

i . ) Y
{ microorganismas )
mesdfilos asrobios en
olaca para mj/

I

Tomar 10 ml o 10g de |la muestra en
condiciones estériles.

Homogeneizar |la muestra con 50 ml de CLM

[Dilucién 1072) para muestras miscibles.

|

Para muestras de cosmeticos no misdbles adicionar al tubo 10g o 10 ml de la muestra con

5 ml de tween 80 estéril 2 85 mlde CLM en condiciones asépticas. (Dilucién 10%) [Formar
una emulsién homogénea a 45°C en bafio maria por menos de 15 minutos).

|

Realizar diludiones decimales: 1072 (1 ml deladilucién 10 end ml de
CLM) y 1072 (1 ml de la dilucién 1072 &n 5 ml de CLM).

|

Inecular 1 ml de cada dilucion en cajas petri esteriles
prevismente rotuladas.

!

Agregar de 18 3 20 ml del medio de cultivo preparado Agar Letheen
Modificado [ALM). El agar debe de estar a unatemperaturade 45 °C.

Homogeneizar mediante & movimientos de derecha a izguierda, &
movimientos en sentido de las manedillas del reloj, &6 movimientos en
sentido contrario y & movimientos de atras adelante. Degjar solidificr.

W
Incubar las cajas de 30°C a 37°C por 48 hrs.

W

Realizar el conteode colonias para cada dilucion reportando las ufe/ml o ufc/g

Metodologia para

la técnica de cuenta de microorganismos mesofilos en placa para cosméticos (NOM-089-SSA1-1994,1995)

Interpretacion:




e Contar las cajas en donde se encuentren de 25 a 250 UFC.
e Reportar el nimero de ufc/ml o ufc/g multiplicando por el inverso de la dilucién observada.

15.2.2 Cuenta total de Hongos y Levaduras en placa.
En la figura No. 27 se muestra de forma breve el procedimiento para la técnica de cuenta total de
hongos y levaduras, especifica para el analisis en cosméticos.

Cuenta de Hongos y
& Levaduras en placa para \:l
cosmeticos.

Tomar 10 ml o 10g de la muestra en
condiciones estériles

)

Homaogeneizar |a muestracon®0ml deCDS o solucian

diluyente [Dilucién 10°Y) para muestras miscibles.

)

Para muestras de cosmeticos no miscibles adicionar al tubo 105 0 10 ml dela muestracon
5 ml de tween 80 estéril 2 85 mlde COS o solucign diluyente en condiciones asépticas.

[Dilucién 107Y [Formar una emulsién homogénea a 45°Cen bafio maria por menos de 15

minutos).
y

Realizar diluciones decimales: 1072 (1 ml de la dilucién 107! en 9 ml de CDS o solucién

diluyente) y 1072 {1 ml de la dilucién 1072 en @ ml de COS o solucitn diluyente).

!

Por duplicado inccular 1 ml de cada dilucicn en cajas petri
gstériles previamente rotuladas.

)

Agregar de 18 a 20 ml del medio de cultivo preparado Agar Dextrosa
Sabouraud [SDA) o Agar Extracto de Malta [AEM) en lascajas petri. El
3gar debe de estar 2 una temperstura de 45 °C.

!

Homogeneizar mediante & movimientos de derecha a izquierds, &
movimientos ensentido de lasmanecillasdel reloj, 6 movimientos en
zentido contrario y & movimientosde atrasadelante Dejar solidifica.

| !

Incubar 1 caja de cada dilucidn a Incubar 1 caja de cada dilucicn de
25°Cde 5a7 dias 35°C a 37°C por 48 horas.

| |

Figu ra Realizar el contec de colenias reportande ufc/ml o ufc/s. 27:

Metodologia para la técnica de cuenta de Hongos y levaduras en placa para cosméticos.
(NOM-089-SSA1-1994,1995)




Interpretacion:
e Contar el nimero de ufc/ml o ufc/g multiplicando por el inverso de la dilucién observada.

e En caso de no existir crecimiento reportar < 10 ufc/ml.

15.2.3 Cuenta total de Coliformes totales en placa.

La prueba de vaciado en placa para coliformes totales se realiza simultdneamente ya que estos
deben de encontrarse ausentes en todo tipo de cosmético, y por esto es necesario detectar su
presencia rapidamente para poder rechazar el lote contaminado. En la Figura No.28 se muestra el
procedimiento de la cuenta de coliformes totales en placa, enfocada en el analisis de cosméticos.

Cuenta de coliformes
totales en placa para ‘J
\ casméticos. J

g

Tomar 10 ml o 10g de |3 muestra en
condiciones estériles.

Homageneizar |lamuestra con30ml de CLM o solucion

diluyente [Dilucién 107} para muestras miscibles.

!

Para muestras de cosmeéticos no miscbles adicionar al tubo 10g 0 10 ml dela muestracon
5 ml de tween20esteril a 85 mlde CLM o solucion diluyente en condiciones asepticas.

[Dilucidn 1074 (Formar una emulsitn homogénea 3 45°Cen bafic maria por menos de 15

minutos).
¥

Realizar dilucionesdecimales: 1072 (1 ml de |z dilucién 1072 en 9 ml de CLM o solucién

diluyente) y 107% (1 ml de |z dilucién 1072 en 9 ml de CLM o solucién diluyente).

l

Inocular 1 ml de cada dilucien en cajas petri estériles
previamente rotuladas.

l

Agregar de 10 2 15 ml del medio de cultivo preparado Agar Bilis Rojo
Violeta [RVBA) en |as cajas petri. El agar debe de estar a una
temperatura de 45 *C.

Homogeneizar mediante & movimientos de derecha a izguierds, &
movimientas ensentido de lasmanecillasdel relgj, & movimientos en
sentido contrario y & movimientos de atras a delante. Dejar solidificar.

‘ Incubar las cajas a 37°C durante 24- 48 hrs. |

‘ Realizar el conteode colonias para cadadilucion reportando las ufe/ml o ufc/g |

Figura 28. Metodologia para la técnica de cuenta de Coliformes Totales en placa para cosméticos.
(NOM-089-SSA1-1994,1995)




Interpretacion:

e Seleccionar las placas que contienen entre 15 y 150 colonias.
e Reportar el nimero de ufc/ml o ufc/g multiplicando por el inverso de la dilucién observada.
e En caso de no presentar crecimiento reportar como ausentes los coliformes totales.

Para Hongos, levaduras y coliformes totales, se puede utilizar en lugar de caldos nutritivos,
soluciones diluyentes que tienen el fin de dispersar y homogenizar la carga microbiana ademas de
facilitar la recuperacién de los microorganismos. Las soluciones diluyentes que se pueden emplear
son: Soluciéon amortiguadora de fosfatos, agua peptonada o solucién salina isoténica. (Camacho ,
Giles , Ortegén, Palao, Serrano, & Velazquez , 2009 )

15.3 Cuenta total de Microorganismos en pruebas rapidas Placas 3M™ Petrifilm™.

Las pruebas rapidas placas 3M™ Petrifilm™ son de gran utilidad en la industria cosmética, permite
la optimizacién de tiempo. El medio en el cual se realizara el analisis se encuentra deshidratado
dentro de una pelicula, sustituyendo los medios de cultivo convencionales.

Utilizando estas peliculas se reduce el tiempo del andlisis ya que no se necesita la preparacién del
medio, ni la estilizacién. El método que emplean estas placas es reconocido por la FDA, AOAC
internacional (Asociacién de Quimicos Analiticos Oficiales) y AFNOR (Asociacion francesa de
normalizacién). (3M™ Petrifilm™,2009)

Existen diversos medios de cultivos en esta presentacién, desde medios nutritivos a medios
selectivos y diferenciales. Dentro de sus presentaciones podemos encontrar pruebas en las que su
atributo principales el eliminar el tiempo de preparacion del medio de cultivo, pero el tiempo de
incubacidn para distintos microorganismos es igual que en lo métodos convencionales. También se
pueden utilizar pruebas “Express” que ademas de eliminar el tiempo de preparacién del medio,
reducen el tiempo de incubacidn significativamente, la cual aumenta la productividad de la
liberacion del producto en el drea de microbiologia.

Estas pruebas se deben de realizar para los siguientes microorganismos:

e Mesofilos aerobios.
e Hongosy levaduras.
e Coliformes totales.

15.3.1 Preparacion de la muestra para el recuento de Mesdéfilos aerobios, Hongos, Levaduras y
Coliformes totales en Placas 3M™ Petrifilm™.

A continuacién en la figura No. 29 se muestra la preparacion de las diluciones de muestras para el
analisis microbioldgico en placas 3M™ Petrifilm™:




Tomar 1 g o 1 ml de la muestra en Homogeneizar la muestra en 9 ml
condiciones estériles. de solucidn diluyente.

Figura 29. Preparacion de diluciones de muestras cosméticas para placas 3M™ Petrifilm™

(3M™ Petrifilm™,2009) (3M™ Petrifilm™, 2001) (3M™ Petrifilm™,2000)

15.3.2 Siembra de la muestra para recuento de Mesofilos aerobios, Hongos, Levaduras y
coliformes totales en Placas 3M™ Petrifilm™.
En la figura No. 30 se muestra el procedimiento descrito para la siembra de microorganismos

(Mesofilos aerobios, Hongos, Levaduras, Coliformes totales, etc) en placas Petrifilm™:

Agregar 1 ml de la muestra en el centro de la

En condiciones estériles colocar la placa N )
placa, manteniendo la pipeta en posicion

Petrifilm en una superficie plana y levantar la

pelicula superior vertical, cuidando de no tocar el medio Dejar caer la pelicula o film superior sin levantar

deshidratado. el fin o deslizar hacia abajo.

!

Aplicar presion de manera suave con el
aplicador, con el fin de distribuir el inoculo.
No mover el aplicador. Colocar el aplicador en la pelicula superior,

Levantar el aplicador y esperar 1 minuto para
que el agar solidifique.

sobre el inéculo.

Figura 30. Metodologia para la siembra en placas 3M™ Petrifilm™ (3M™ Petrifilm™,2009)
(3M™ Petrifilm™, 2001) (3M™ Petrifilm™,2000)




15.3.3 Incubacidn de las Placas 3M™ Petrifilm™ para recuento de Mesofilos aerobios, Hongos,
Levaduras y Coliformes Totales.

Las especificaciones para una adecuada incubacién de las muestras, dependera del tipo de
microorganismo que se busque aislar, en la Tabla No.22 se describen estas condiciones de
incubacién conforme al tipo de microorganismo que se pretende su crecimiento

Tabla 22. Condiciones de incubacién para placas 3M™ Petrifilm™ dependiendo del tipo de
microorganismo sembrado.

Tipo de Microorganismo Especificaciones

e Colocar en la incubadora las placas Petrifilm cara arriba
apiladas en grupos de no mas de 20 placas.

e Incubar de 30°C a 37°C por 72 horas.
(3M™ Petrifilm™,2009)

Para placas de recuento exprés:

e Las placas se incuban de 30 °C a 37°C por 24 horas.
(3M™ Petrifilm™,2015)

Organismos Mesoéfilos
aerobios

e Colocar en la incubadora las placas Petrifilm cara arriba
apiladas en grupos de no mas de 20 placas.

Hongos (Mohos) y Levaduras e Incubar a 25°C durante 3- 5 dias.
(3M™ Petrifilm™,2000)

Para placas de recuento exprés:

e Las placas se incuban de 25°C a 28°C por 48 horas.
(3M™ Petrifilm™,2013)

Coliformes Totales:
e Colocar en la incubadora las placas Petrifilm cara arriba
apiladas en grupos de no mas de 20 placas.
e Incubara37°C+1°C 24 horas.
Coliformes Fecales:
e Colocar en la incubadora las placas Petrifilm cara arriba
apiladas en grupos de no mas de 20 placas.
e Incubar a 44°C £ 1°C 24 horas.
(3M™ Petrifilm™,2001)

Coliformes Totales y Fecales

15.3.4 Interpretacidn de las Placas 3M™ Petrifilm™ para recuento de Mesoéfilos aerobios,
Hongos, Levaduras y Coliformes Totales.

15.3.4.1 Interpretacion para recuento de Mesdfilos aerobios.

Para poder realizar una correcta lectura de las placas Petrifilm™ es necesario utilizar la guia de
interpretaciéon de las mismas, descrito por la empresa 3M™.

En las figuras No. 31, 32 y 33 se muestran los principales ejemplos de crecimiento de mesdfilos
aerobios en las placas Petrifilm 3M™ Petrifilm™:




Figura 32. Recuento 16. El indicador

Figura 31. Recuento 0, Placa Petrifilm para presente en la placa pigmenta todas las
recuento de Mesofilos aerobios sin colonias. Contar todas las colonias rojas
colonias. (3M™ Petrifilm™,2009) independiente del tamaiio. BM™

Petrifilm™,2009)

Figura 33. Recuento 420, en placas cuyo niimero
de colonias es mayor a 300, contar las colonias que
se encuentran en una cuadricula y multipolar por
20 para tener el recuento total. (3M™
Petrifilm™,2009)

15.3.4.2 Interpretacion para recuento de Hongos y
Levaduras
Para diferenciar las colonias de levaduras y hongos en las placas Petrifilm™, es necesario observar
las siguientes caracteristicas tipicas para cada uno de estos:

Para levaduras:

e Colonias pequefias
e Colonias con bordes definidos
e Elcolor presente en las colonias serd de rosa a azul- verdoso

e Colonias alzadas (3D)
(3M™ Petrifilm™,2000)

Para Hongos:




Colonias grandes

e Las colonias presentan bordes difusos

e El color de las colonias pueden ser variables, algunos hongos pueden producir pigmentos
e Colonias planas

e Generalmente presenta un foco en el centro de las colonias.
(3M™ Petrifilm™,2000)

. ' -
. .3
-
.
.
ig ..
0.' =
. ™ . .‘
. *. »
T .
©
.- . -
® .

Figura 34. Recuento 44, Placa Petrifilm
para recuento de Levaduras.
(3M™ Petrifilm™,2000)

¥ o

%
<
1

Figura 35. Recuento 12, Placa Petrifilm para
recuento de Hongos. (3M™ Petrifilm™,2000)

15.3.4.3 Interpretacion para recuento de Coliformes Totales.
Enla tabla No.23 se muestran los principales ejemplos de crecimiento de meséfilos aerobios en las
placas Petrifilm 3M™ Petrifilm™:




Tabla 23. Interpretacion para las placas 3M™ Petrifilm™ de coliformes totales en sus formas de
crecimiento habituales (3M™ Petrifilm™,2001)

Tipo de crecimiento

Interpretacion.

Recuento de colonias: 0
Las burbujas que se forman en el fondo son una
caracteristica del gel, son burbujas pequefias o
puntiformes, no son resultados de crecimiento por
coliformes.

Recuento de colonias: 15

Los coliformes como producto metabdlico producen gas,
formando burbujas alrededor del didametro de la colonia en
distintas proporciones como se puede observar en la
imagen. De igual forma, se pueden observar colonias sin la
presencia de burbujas de gas.

Recuento estimado: 310

Cuando el nimero de colonias excede de 300 contar el
numero de colonias presentes en un cuadrante y después
multiplicar por 20, que es nimero aproximado presentes en
la placa Petrifilm.

No se deben de contar las colonias que se encuentren en la
zona blanca, ya que no se encuentran en el medio selectivo.




15.3.5 Almacenamiento adecuado para las placas 3M™ Petrifilm™

Para que las placas Petrifilm puedan proporcionar resultados confiables, tienen que estar en buenas
condiciones de almacenamiento antes y después de ser abiertas lo cual estas condiciones se
muestran en la figura No.36:

Las bolsas cerradas de las placas conservarlas a Después abrir la bolsa y para mantener en Mantener las bolsas cerradas con cinta masking
8°C aproximadamente, antes de utilizarlas buenas condiciones las peliculas sobrantes, tape a 25°C aproximadamente. No refrigerar las
esperar a que las bolsas alcancen Ila doblar el extremo abierto y cerrarlo con cinta bolsas una vez abiertas, estas debe de utilizarse
temperatura ambiente. adhesiva masking tape en un mes después de su apertura.

Figura 36. Condiciones adecuadas de almacenamiento para las bolsas de placas 3M™ Petrifilm™

(Petrifilm™, Guia de Interpretacidn, 2009) (Petrifilm™ 3., Guia de Interpretacion, 2001) (Petrifilm™ 3., Guia de
interpretacion , 2000)

15.4 Etapa de identificacion

En la NOM-089 esta descrito que después de encontrar resultados positivos en cualquiera de los
analisis cualitativos y cuantitativos es necesaria la identificacion de especies de microorganismos
que se encuentran contaminando el producto cosmético mediante:

e Resiembra del microorganismo contaminante en medios de cultivo nutritivos con el fin de
realizar tinciones para la diferenciacion morfolégica microscdpica (Tincion de Gram,
Shaeffer-Fulton, azul de algodén lactofenol).

e Con las colonias desarrolladas en los medios nutritivos realizar las pruebas bioquimicas
primarias y secundarias establecidas para la identificacion de cada género y especie.

e Resiembra del microorganismo contaminante en medios selectivos y diferenciales, ya sea
en medios de cultivo convencionales o en placas 3M™ Petrifilm™.




CAPITULO 16. LIMITES MICROBIOLOGICOS PERMISIBLES EN COSMETICOS

De acuerdo a la secretaria de salud, los productos cosméticos, deben de cumplir con ciertas
caracteristicas fisicas, quimicas y microbiolégicas. En la Tabla No. 24 se muestran los limites
permisibles microbioldgicos conforme a lo establecido en la secretaria de salud. Al expedir
resultados microbioldgicos sin presencia de crecimiento no es correcto reportar cero, la forma
correcta es reportar con signo de menor que (<) y la menor dilucién utilizada de acuerdo con la NOM

089 es 10.

Tabla 24. Limites permisibles para cosméticos (NOM-089-SSA1-1994,1995)

(Espinosa, 2001 )
Tipo de microorganismo Limite
Organismos coliformes totales y

coliformes fecales o termotolerantes Ausencia o no detectables
Organismos Patéogenos Ausencia o no detectables

< 10 ufc/ml

Mesofilos aerobios
Hongos y levaduras <10 ufc/ml




CAPITULO 17. BITACORA DE ANALISIS Y EMISION DE DICTAMEN MICROBIOLOGICO

Los documentos y formatos son una parte indispensable dentro del sistema de gestién de calidad
de todas las empresas.

De acuerdo con ISO 9000:2005 un documento se define como: “La informacion y su medio de
soporte”, es decir todo tipo de informacién acerca del sistema de gestion de calidad asi como su
medio de revisidn. Ya sea en papel, soporte electrdnico, en fotografia etc. (1I509000:2005, 2014).
Un documento describe como llevar a cabo una actividad, estan sujetos a cambio y su tiempo de
conservacién no esta definido. Ejemplos de documentos son los procedimientos establecidos por
la empresa o instrucciones de trabajo (Documentacion técnica).

Un formato se define como: “Un documento que presenta resultados obtenidos o proporciona
evidencia de actividades realizadas” (IS09000:2005, 2014), por lo tanto todos los formatos son un
documento, pero un documento no siempre sera un formato.

Un formato nos permite demostrar con pruebas de conformidad que el procedimiento de analisis
se realizd conforme se ha establecido por los sistemas de calidad, asi como su realizacién en tiempo
y forma a partir de la recepcién de la muestra. Estos formatos deberan mantenerse legibles,
identificables y recuperables por un tiempo determinado por la misma empresa. (1SO9001, 2011)

Tabla 25. Informacion minima necesaria para el registro de muestras en bitdcora

Mesen el que se realizanlos analisis

No.
Consecutivo
de andlisis

Proveedor Cuenta de Cuenta de Cuenta de Cuenta de
Codigo del |  Description lote | Cantidad | (encaso detener | Fechade | Fechade | Fechade Mescfilos Hongos Levaduras Coliformes
producto | del producto fabricada maguilzdor) recepcion siembra Lectura ufc/ml ufc/ml ufc/ml totales ufc/ml | Analista Dictamen

(Observaciones

17.1 Bitacora de analisis microbiolégico

Al ingresar a analisis microbioldgico una muestra, esta debe de documentarse en el formato de
analisis. El registro se realizard en una bitacora escrita o electrénica. Dicha bitacora debera de tener
el cédigo/folio de identificacidn Unico para ese formato establecido por la empresa. Las hojas de la
bitdcora deben de estar divididas en columnas para que el llenado de informacidn sea en sentido
horizontal, como se muestra en la Tabla No.25:

17.2 Emisién de dictamen microbioldgico y certificado de analisis.
Una vez finalizado el tiempo de incubacién de la muestra se debera emitir un dictamen aprobatorio
o bien de rechazo segun sea el caso. Dicho dictamen debe de contener los siguientes elementos
minimos:

e (Coddigo del producto.

e Descripcion del producto.

e Lote.

e Cantidad fabricada.

e Magquilador (en el caso que aplique).

e Fecha de recepcion de la muestra.

e Fecha de siembray Fecha de lectura.




e Cuenta de Mesdfilos aerobios (reportadas como ufc/ml).
e Cuenta de Hongos (reportadas como ufc/ml).

e Cuenta de Levaduras (reportadas como ufc/ml).

e Cuenta de Coliformes Totales (reportadas como ufc/ml).
e Dictamen

e Analista

Para reducir el tiempo de liberacidn, o en su caso facilitar la retencion del producto cuando este no
cumpla con las especificaciones establecidas, la emisiéon del dictamen se efectuard por la base de
datos interna o bien en el sistema de mensajeria electrénica de la empresa.

Fecha de expedicion

REPORTE DE ANALISES MICROBIOLOGID

Fecha de Recepcion de |z muestra:
Fecha de Siembra

Fecha de Lectura:

Dotos de la muwestro onclizoda:
Descripcion de la muestra:
Lote

Canticad fabricada:
Maguilador: [cuando spligue)
Progiedodes crganolépticas:
Color:

Olar

Apariemncia:

Aeswitodos microbiologicos:

Cuenta de Mesofilos aerobios
ufic/ml

Cuenta de Hongos ufi/ml

Cuenta de Levaduras ufic/m

Cuenta de Coliformes totales
ufic/ml

Identificocisn de microorganismos conteminantes: Aplica en caso de rechazo por contaminacion
Dictomen:

Matodo wtilizado:

Especificacionas:
Ohservaciones:

Quimico amafista Vo. Bo. Jefe de Control de Calicad
MNombre y Firma Nombre y Firma

Foliz de idartificacion
Informando del dictamen a todos los departamentos involucrados con la liberacidn y distribucion
del producto (Almacén, Operaciones, Planeacion, Administracién de la demanda, Jefe de control de
calidad, etc). Posteriormente se generara un reporte de analisis microbiolégico, este registro
funciona como evidencia de realizacién de la prueba establecida por el proceso interno (analisis
microbioldgico). El reporte de analisis debera contener los elementos minimos mostrados en la
figura No. 37 (Universidad de Oriente Puebla, 2010)




Figura 37. Formato de reporte de analisis microbiolégico (Universidad de Oriente Puebla, 2010)

Los reportes de analisis son un formato sujeto a auditoria, estos deben de contar con un sistema
de almacenamiento ordenado, de facil acceso en caso de ser requerido. El cual contara con un
periodo de retencion, establecido por el sistema de gestion de calidad de la empresa.

CAPITULO 18. MANEJO Y DESECHO ADECUADO DE RPBI EN LA INDUSTRIA COSMETICA

Los residuos peligrosos bioldgico-infecciosos (RPBI) tienen como definicién segin la NOM-087-
SEMARNAT-SSA1-2002, Proteccion ambiental-Salud ambiental- Residuos peligrosos bioldgico-
infeccioso- Clasificacién y especificaciones de manejo: “Aquellos materiales generados durante los
servicios de atencidn médica, que contengan agentes bioldgico-infecciosos y que puedan causar
efectos nocivos a la salud y el ambiente” (NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002, 2003)

Para que los residuos sean considerados RPBI, estos deben de poseer caracteristicas especificas las
cuales son:




e Contener un agente patédgeno (bioldgico-infeccioso).

e Este patégeno debe encontrarse en concentracién suficiente para producir dafio.

e Debe de encontrarse en un ambiente propicio para su mantenimiento.

e Puede acceder facilmente por una via de entrada.

e Puede entrar en contacto con un hospedero susceptible, pudiendo causar efectos nocivos
a la salud y el ambiente.
(Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales, 2007)

En esta norma se encuentra especificado el manejo adecuado de los RPBI, en cual consta de varias
etapas las cuales son:

e C(lasificacion.

e Envasado.

e Almacenamiento temporal.

e Recoleccion.

e Transporte interno y externo.

e Disposicion final.

18.1 Clasificacion de RPBI y de establecimientos generadores.

Es importante conocer la clasificacién de los RPBI, en base a esto se establece que el area de control
de calidad microbiolégico en cosméticos se encuentra Unicamente en la clasificacion 2 (cultivos y
cepas de agentes infecciosos), como se muestra en la tabla No.26. Solo se encuentra en esta
clasificacion por que solo se generan residuos relacionados con el manejo y andlisis de
microorganismos.

De igual forma es necesario tener en cuenta en que nivel de clasificacion se encuentra la empresa
en el que se labora como se muestra en la tabla No. 27, ya que de esta clasificacién depende el
tiempo maximo de almacenamiento temporal que la norma establece para estos residuos.

Tabla 26. Clasificacion de establecimientos generadores de RPBI de acuerdo a la NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002

Tipo de nivel Especificaciones

e Unidades hospitalarias de 1 a 5 camas e instituciones de investigacion con excepcién de los
sefalados en el Nivel IlI.

Nivel I e Laboratorios clinicos y bancos de sangre que realicen analisis de 1 a 50 muestras al dia.

e Unidades hospitalarias psiquiatricas.

e Centros de toma de muestras para analisis clinicos.

e Unidades hospitalarias de 6 hasta 60 camas.

e Laboratorios clinicos y bancos de sangre que realicen andlisis de 51 a 200 muestras al dia.
e Bioterios que se dediquen a la investigacion con agentes bioldgico-infecciosos.

Nivel II e Establecimientos que generen de 25 a 100 kilogramos al mes de RPBI.




Nivel III

Unidades hospitalarias de mas de 60 camas.

Centros de produccion e investigacion experimental en enfermedades infecciosas.
Laboratorios clinicos y bancos de sangre que realicen analisis a mas de 200 muestras al dia.
Establecimientos que generen mas de 100 kilogramos al mes de RPBI.

Tabla 27. Clasificacién de Residuos Peligrosos Biolédgico Infecciosos de acuerdo a la NOM-087-SEMARNAT-SSA1-

2002

Tipo de residuo

Especificaciones

1. Lasangre

Sangre completa y los componentes de la misma: Solo en su forma liquida, incluyendo células
hematopoyeéticas, fracciones celulares y hemoderivados.

2. Cultivosy cepas de
agentes biolégico-
infecciosos

Todos los cultivos generados en procedimientos de diagnostico e investigacion. Asi como los generados
en la industria (produccion) y control de agentes bioldgico-infecciosos.

Utensilios desechables usados para contener, transferir, inocular y mezclar cultivos de agentes bioldgico-
infecciosos.

3. Patolégicos

Tejidos, 6rganos y partes que se extirpan o remueven durante las necropsias, la cirugia o algun otro tipo
de intervencion quirdrgica, que no se encuentren en formol.

Asi como también muestras bioldgicas para andlisis quimico, microbioldgico, citolégico e histoldgico.
Cadaveres y partes de animales que fueron inoculados con agentes enteropatdgenos en centros de
investigacion y bioterios.

4, Residuos no

Recipientes desechables saturados con sangre liquida o con algunos fluidos corporales como: liquido

anatomicos sinovial, liquido pericérdico, liquido pleural, liquido Céfalo-Raquideo o liquido peritoneal.
Materiales desechables que contengan esputo, secreciones pulmonares y cualquier material usado para
contener esto.
Materiales que hayan estado en contacto con humanos o animales o sus muestras bioldgicas durante el
5. Objetos diagnéstico y tratamiento, Unicamente: tubos capilares, navajas, lancetas, agujas de jeringas desechables,
punzocortantes agujas hipodérmicas, de sutura, de acupuntura y para tatuaje, bisturis y estiletes de catéter

18.2 Envasado adecuado de RPBI

El drea de microbiologia del control de calidad en cosméticos, es la encargada de la generacién de
RPBI en la empresa y por esta razéon el Quimico analista encargado del drea debe de tener
conocimiento del tipo de envasado que deben de tener estos residuos de acuerdo a la clasificacién
en base a su origen, esto se muestra en la Tabla No.28:




Disposicion de envasado para RPBI de acuerdo a la NOM-087-SEMARNAT-SSA1 2002

Tabla 28.
Tipo de residuos

Estado fisico

Envasado

Color

Tipo de envase

Sangre Liquidos Recipientes herméticos Rojo
Bolsas de polietileno Rojo
Sélidos (Agar) -
Cultivos y o ;
cepas de '
) agen.tes Recipientes herméticos Rojo
infecciosos Liquidos (Caldos)
Patoldgicos Sélidos Amarillo
Bolsas de polietileno >
Liquidos Amarillo = _‘_:.,
Recipientes herméticos == .
Residuos no 7
anatomicos Sélidos Bolsas de polietileno Rojo
Liquidos Recipientes herméticos Rojo E
Objetos
SR
punzocortantes Sélidos Bolsas de polietileno Rojo ﬂ

Todas las bolsas o recipientes en donde se desechen los residuos de los andlisis microbiolégicos

deberan estar marcadas con el simbolo universal de riesgo biolégico y la leyenda “Residuos
Peligrosos Bioldgico- Infecciosos”, como se muestra en la Figura No. 38:

o~

)/

RESIDUOS

PELIGROSOS
BIOLOGICO-INFECCIOSOS

Figura 38. Simbolo universal de riesgo bioldgico (Secretaria de
Medio Ambiente y Recursos Naturales, 2007)




Para el correcto envaso de los RPBI, las bolsas en donde son vaciados estos residuos debe de estar
en un limite maximo a 80% de su capacidad total, cerrando con un nudo o cinta adhesiva para evitar
que estos salgan, una vez cerradas las bolsas estas no podran ser abiertas o vaciadas.

18.3 Almacenamiento temporal.

Dentro de la empresa debera de destinarse un area donde serd el almacenamiento temporal de
RPBI ya envasados, los cuales deberan resguardarse en contenedores de metal o de pldstico con
tapa, que no obstruyan el paso y deberdn estar rotulados con el simbolo universal de riesgo
bioldgico , incluida la leyenda: “Residuos Peligrosos Bioldgicos-Infecciosos”.

El drea de almacenamiento temporal debe de contar con sefialamientos y letreros alusivos al peligro
en un lugar visible, el manejo y accesos a estas areas debe de estar restringido, donde solo podran
manipular y tener acceso personal capacitado. En la Figura No.39 se muestra un contenedor
temporal para RPBI:

Figura 39. Contenedor de plastico temporal para RPBI
(Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales, 2007)

Existen instituciones como FDA que piden como requisito antes del envasado que todo el RPBI
producido por los analisis de control de calidad deberd de someterse a esterilizacidn, sila empresa
cosmética no exporta productos a Estados Unidos, basta Unicamente con seguir con las
disposiciones de la NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002.




El periodo de almacenamiento temporal dependera de en qué nivel de generador se encuentra la
empresa, el periodo maximo de almacenamiento se muestra en la Tabla No.29:

Tabla 29. Periodo de almacenamiento de RPBI (NOM-
087-SEMARNAT-SSA1-2002, 2003)

Tipo de Periodo de tiempo
nivel

Maéximo 30 dias.
Nivel I

Maéximo 15 dias.
Nivel II

Maximo 7 dias.
Nivel III

17.4 Recoleccion de RPBI

La recoleccién de los RPBI se lleva a cabo por empresas especialistas en este ramo que ademas de
encargarse de la recoleccion también realizan todos los procesos de tratamiento final de los mismos.
Estas empresas deberdn estar autorizadas por la SEMARNAT, la cual verifica que los procesos de
recoleccion y disposicién final de los RPBI por parte de la empresa sean los establecidos por la NOM-
087. (NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002, 2003)

Al momento de la recoleccidn de residuos por parte del area de control de calidad microbioldgico
debe de garantizar que los RPBI se encuentren envasados de acuerdo a las disposiciones
establecidas en la NOM-087, de no cumplir esto, la empresa encargada de la recoleccién y
disposicion final de los mismos no podra recolectarlos en tiempo y forma.

El Quimico analista en microbiologia también debera asegurarse que al momento de la recoleccién
de los RPBI el personal encargado de estar tarea cumpla con los siguientes requerimientos.

e Llevar puesto el equipo de proteccidn personal pertinente (Bata o ropa de proteccion, cofia,
lentes de seguridad, cubrebocas, guantes, botas de seguridad).

e Llevar consigo dispositivos para el manejo adecuado de los RPBI (No debe de llevar las bolsas
de envasado cargando).

e Tener el conocimiento del manejo adecuado de los RPBI para su recoleccién.

e Tener el conocimiento de los diferentes tipos de envases para cada tipo de residuo.

16.5 Tratamiento y disposicion final de RPBI

Para esta parte del proceso el drea de control de calidad microbiolégico de la empresa ya no tiene
injerencia. Para su disposicién final se contrata una empresa encargada de tratar los residuos por
medio de métodos fisicos y quimicos que garanticen la eliminacién de microorganismos patdgenos.

Para la disposicion final de los RPBI tratados e irreconocibles, se dispondran como residuos no
peligrosos en sitios autorizados por las autoridades competentes. (NOM-087-SEMARNAT-SSA1-
2002, 2003)




CONCLUSION

De acuerdo con la informacién recabada a partir de referencias escritas y electrénicas podemos
constatar lo imprescindible que es cumplir en el laboratorio de control de calidad microbiolégico
con todos los requerimientos operacionales y las metodologias de andlisis descritas por
instituciones regulatorias nacionales e internacionales para poder asegurar un producto cosmético
final seguro.

El Quimico de microbiologia debe de conocer estrictamente los aspectos normativos que requiere
el control de calidad microbiolégico con el fin de emitir resultados de andlisis representativos y
confiables que proporcionen un producto cosmético funcional y con garantia de seguridad para el
consumidor.

La industria cosmética en México ha tenido un crecimiento significativo a lo largo de los afios por lo
cual se esta convirtiendo en una fuente laboral alternativa. Este trabajo de investigacion
proporciona una guia Util para el estudiante o recién egresado, el cual busque desarrollarse en esta
area de la industria en incremento.
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ANEXO A. TABLAS PARA LA DETERMINACION DE NUMERO MAS PROBABLE
indice de NMP donde son utilizados 5 tubos con proporciones de 10, 1y 0.1 ml (NMX-AA-42-1987, 1987)

No. De tubos con indice del Limite de No. De tubos con indice | Limite confianza
reacciones positivas. NMP/ 100 | confianza 95%. reacciones positivas. del 95%.
5tubos |5 tubos | 5tubos ml Inferior| Superior |5 tubos| 5 5 tubos| NMP/ | Inferior | Superior
con con con con 10 | tubos| con 0.1 | 100 ml
cmi. | conl| cmd
10ml [ I1ml | 0.1 ml cm?.
0 0 0 <2
0 0 1 <0.5 7 4 2 1 26 9 78
0 1 0 <0.5 7 4 3 0 27 9 80
0 2 0 <0.5 11 4 3 1 33 11 93
4 4 0 34 12 93
1 0 0 2 <05 7
1 0 1 4 <0.5 11 5 0 0 23 7 70
1 1 0 4 <0.5 11 5 0 1 31 11 89
1 1 1 6 <0.5 15 5 0 2 43 15 110
1 2 0 6 <0.5 15 5 1 0 33 11 93
5 1 1 46 16 120
2 0 0 5 <0.5 13 5 1 2 63 21 150
2 0 1 7 1 17
2 1 0 7 1 17 5 2 0 49 17 130
2 1 1 9 2 21 5 2 1 70 23 170
2 2 0 9 2 21 5 2 2 94 28 220
2 3 0 12 3 28 5 3 0 79 25 190
5 3 1 110 31 250
3 0 0 8 1 19 5 3 2 140 37 340
3 0 1 11 2 25
3 1 0 11 2 25 5 3 3 180 44 500
3 1 1 14 4 34 5 4 0 130 35 300
3 2 0 14 4 34 5 4 1 170 43 490
3 2 1 17 5 46 5 4 2 220 57 700
3 3 0 17 5 46 5 4 3 280 90 850
5 4 4 350 120 1000
4 0 0 13 3 31 5 5 0 240 68 750
4 0 1 17 5 46 5 5 1 350 120 1000
4 1 0 17 5 46 5 5 2 540 180 1400
4 1 1 21 7 63 5 5 3 920 300 3200
4 1 2 26 9 78 5 5 4 1600 | 640 5800
4 2 0 22 7 67 5 5 5 >2400




indice de NMP donde son utilizados 3 tubos con proporciones de 10, 1y 0.1 ml (NMX-AA-42-1987, 1987)

No. de tubos con reacciones

indice del NMP/

Limite de confianza del 95%

positivas.
3 tubos 3 tubos 3 tubos 100 mi
con con con
10 ml 1ml 0.1ml Inferior Superior
0 0 0 <3
0 0 1 3 <05 9
0 1 0 3 <0.5 13
1 0 0 4 <05 20
1 0 1 7 1 21
1 1 0 7 1 23
1 1 1 11 3 36
1 2 0 11 3 36
2 0 0 9 1 36
2 0 1 14 3 37
2 1 0 15 3 44
2 1 1 20 7 89
2 2 0 21 4 47
2 2 1 28 10 150
3 0 0 23 4 120
3 0 1 39 7 130
3 0 2 64 15 380
3 1 0 43 7 210
3 1 1 75 14 230
3 1 2 120 30 380
3 2 0 93 15 380
3 2 1 150 30 440
3 2 2 210 35 470
3 3 0 240 36 1300
3 3 1 460 71 2400
3 3 2 1100 150 4800
3 3 3 > 2400
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