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Resumen: En este articulo se describen los métodos basicos para el desarrollo de unas
practicas de control microbiolégico de la calidad de productos cosméticos en un
laboratorio bdasico de microbiologia. Se hace especial mencién a las técnicas
especificas, las poblaciones microbianas mas significativas a determinar y a la
normativa basica de aplicacidn para este tipo de productos.
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INTRODUCCION AL CONTROL MICROBIOLOGICO DE LA CALIDAD DE PRODUCTOS
COSMETICOS Y DE DERMOFARMACIA

El profesional responsable de la produccidn de cosméticos debe asegurar que los
productos que suministra son de calidad, seguros y eficaces. Para lograr este objetivo
son multiples los andlisis que se realizan sobre las materias primas empleadas y los
productos finales. Entre esos analisis, el control microbiolégico se considera de gran
importancia ya que en estos productos, ricos en componentes susceptibles de ser
empleados por los microorganismos como fuente de nutrientes, se pueden presentar
las condiciones necesarias para la multiplicaciédn de microorganismos capaces de
deteriorar el producto o, incluso, afectar la salud del consumidor. Las consecuencias
econdmicas derivadas de todo ello son multiples ya que la deteccion del desarrollo
microbiano en cosméticos supone la retirada de lotes completos del producto
acabado, afecta a la imagen de marca y, por ultimo, puede tener consecuencias
sanitarias, puesto que no son pocos los microorganismos potencialmente patégenos
capaces de desarrollarse en productos cosméticos.

Definicién
Los cosméticos, productos de higiene y perfumes son “preparaciones
constituidas por substancias naturales o artificiales, de uso externo en las diversas

partes del cuerpo humano, piel, sistema capilar, ufias, labios, érganos genitales
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externos, dientes y membranas mucosas de la cavidad oral, con el objetivo exclusivo o
principal de limpiarlos, perfumarlos, alterar su apariencia y/o corregir olores
corporales y/o protegerlos o mantenerlos en buen estado” (R.D.209/2005). Bajo esta
definicion se encuentran una infinidad de productos susceptibles de presentar
contaminacién microbioldgica fundamentalmente debido a su composicidn rica en
productos nutritivos como extractos de placenta, colageno, vitaminas, aceites,
etcétera. Productos muchas veces de cuestionable efectividad sobre la piel, pero que
sin embargo aportan a los microorganismos un sustrato idédneo para su crecimiento y
multiplicacion. La clasificacién de cosméticos, productos de higiene y otros de
naturaleza y finalidad idénticas estd basada en el Real Decreto 209/2005, de 25 de
febrero, por el que se modifica el Real Decreto 1599/1997, de 17 de octubre, sobre
productos cosméticos (BOE 26.2.2005) y correccién de errores (BOE 13.4.05). El érgano
encargado de velar por su cumplimiento es la Agencia Espafola de Medicamentos y
Productos Sanitarios, Subdireccion General de Productos Sanitarios.

Consideraciones generales para la manipulacion de las muestras antes de realizar el
analisis microbiolégico

El Manual de Bacteriologia Analitica (Bacteriological Analytical Manual (BAM))
indica una serie de recomendaciones para la manipulacion de las muestras de
productos cosméticos que van a ser sometidos a un analisis microbioldgico. Estas
recomendaciones resumidas son las siguientes:

e Una vez que se recibe una muestra de un producto cosmético, ésta se debe
analizar lo mas pronto posible, sin embargo, cuando es necesario almacenarla
se debe hacer en un lugar limpio que se encuentre a temperatura ambiente.
Las muestras nunca se deben incubar, refrigerar o congelar antes o después de
su analisis microbiolégico.

e Es importante inspeccionar cuidadosamente el aspecto que presenta la
muestra en el momento que se recibe y se debe anotar cualquier irregularidad
que se observe en el envase. Los envases pueden presentar poros, roturas,
agujeros por los cuales el producto de su interior es expuesto al exterior y
puede sufrir una contaminacion microbiolégica que nada tiene que ver con las
condiciones de fabricacién.

e Antes de abrir el envase para tomar la muestra del producto y realizar el
analisis microbioldgico se debe desinfectar su superficie con soluciones
desinfectantes (ej. etanol al 70% (v/v), iodo al 4% (p/v) en etanol 70% (v/v),
etc.). Si es necesario después de desinfectarlas se debe secar el envase con una
gasa estéril para no exponer el producto a la solucién desinfectante.

e Para hacer el andlisis microbiolégico es importante utilizar una porcién
representativa del contenido de la muestra. Cuando se trata de productos que
contienen menos de 1 g o menos de 1 mL, se debe analizar el contenido
completo del envase.
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e Cuando se dispone de una sola muestra a la que se deben realizar otros
ensayos (quimico, toxicoldgico, etc.), se debe tomar primero la parte de
muestra que va a ser utilizada en el andlisis microbiolégico. En este caso la
cantidad de muestra a tomar, dependerd del contenido total del producto. Si la
muestra es demasiado pequefia (1-2 ml) se analizard todo el contenido del
envase.

e Todas las manipulaciones de la muestra se deben realizar asépticamente.
Preferiblemente el analisis microbioldgico se realizard bajo campana de flujo
laminar, sin embargo, si no es posible, se pueden acondicionar otros métodos
de trabajo en esterilidad como el trabajo cerca de un mechero tipo bunsen.

e Cuando se preparan muestras cosméticas para la realizacion de un andlisis
microbioldgico, es importante garantizar que los microorganismos, que
pudiesen estar como contaminantes, van a ser detectados y que el analista,
durante la realizacion del ensayo, no aporta ningun tipo de contaminante. Para
ello es importante incorporar completamente la muestra obtenida en el medio
de cultivo empleando técnicas asépticas.

Analisis microbiolégico en materias primas y productos cosméticos

Los productos cosméticos emplean multitud de materias primas que deben ser
analizadas. El control microbiolégico de las materias primas no suele diferir
sustancialmente del control realizado para el producto final; teniendo en cuenta las
siguientes consideraciones generales en el andlisis de una materia prima: composicién
guimica, naturaleza fisica, origen y disponibilidad, uniformidad de lote, uso destinado
del producto, concentracion de la materia usada en el producto, procesos de
manufactura, historia de la materia prima, condiciones de almacenamiento, etc.

Entre las materias primas el agua es la Unica de uso casi generalizado para la
elaboraciéon de cosméticos. La industria cosmética tiene que usar agua y sistemas de
agua validados y controlados.

A continuacién se presentan instrucciones para realizar la toma de la muestra y
la incorporacién de la muestra al medio de cultivo de diferentes tipos de productos
cosméticos. Dependiendo del procedimiento empleado para tomar la muestra (pesar o
medir el volumen) se expresaran los resultados de los recuentos microbianos como
UFC por gramo o por ml de muestra.

e Cosméticos en soluciones acuosas (champus, acondicionadores, tdnicos,
lociones, bafios de crema, espumas de bafio, etc.). Toma de la muestra: medir
directamente el volumen de muestra deseado utilizando una pipeta estéril y
luego colocarla en el frasco que contiene el medio de cultivo.

e Cosméticos sdlidos y polvos (jabones, desodorantes en barra, polvos faciales
compactos, coloretes, sombras, etc.). Toma de Ila muestra: raspar
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asépticamente la muestra con una espatula estéril sobre un recipiente estéril
(placa de Petri). De alli tomar y pesar asépticamente la muestra con una
espatula y colocarla en el frasco que contiene el medio de cultivo hasta
alcanzar el peso deseado.

e Delineadores y mascaras para pestafnas a prueba de agua. Toma de la
muestra: Con este tipo de productos se hace dificil la extraccion de la muestra
del envase que la contiene, por lo que para realizar el ensayo se limpia con una
espatula estéril la muestra que queda adherida al aplicador una vez que éste ha
entrado en contacto con el producto dentro del envase (cepillo o pincel) y se va
colocando en un tubo con tapa de rosca estéril. Este procedimiento se repite
hasta obtener una cantidad representativa de la muestra. Si no es posible
obtener toda la muestra requerida para el ensayo, se pesa exactamente lo que
pueda ser extraido del envase y se completa con el medio de cultivo hasta
obtener la proporcion muestra-medio de cultivo deseado.

e Productos en aerosol (desodorantes, lacas, talcos, bronceadores, etc.). Toma
de la muestra: Después de descontaminar la vdlvula, con una gasa humedecida
con una solucidon de alcohol de 709, expeler directamente el contenido del
aerosol al frasco que contiene el medio de cultivo hasta alcanzar el
peso/volumen deseado. Al seguir este procedimiento hay que trabajar con
mucha precaucion, ya que la técnica indica que hay que trabajar cerca del
mechero y generalmente estos productos contienen gases inflamables que
pueden incendiarse con facilidad. Para evitar este problema se pueden seguir
otros procedimientos como expeler el producto a un recipiente estéril bajo una
campana de flujo laminar y desde ese recipiente tomar la muestra como si se
tratara de un producto cosmético liquido, en polvo, etc. segun sea el caso.

Nota: Para todos aquellos productos con base liposoluble (los labiales,
delineadores y mascaras para pestafas a prueba de agua -materiales anhidros-),
siempre es necesario hacer un tratamiento previo mezclando el producto cosmético
con Tween-80 para lograr que el cosmético se pueda dispersar/emulsionar en el medio
de cultivo, que siempre presenta naturaleza acuosa.

Limites microbioldgicos para productos cosméticos

Los valores recogidos en este compendio resumen los reglamentos que tienen
por objeto establecer las pruebas analiticas de control que deben ser evaluadas para
comprobar la calidad de los cosméticos y, asegurar a la comunidad que mantienen
inalterables sus caracteristicas iniciales.

Hay que tener en cuenta criterios como uso del producto, ruta de administraciéon
y poblacion objetivo cuando se establecen guias microbiolégicas para seguridad y
eficacia. Dado que los “productos cosméticos” no son productos estériles, pueden
sufrir contaminacién microbiana por el ambiente, materia prima, componentes, etc.
Las formulaciones que pueden soportar microorganismos y son susceptibles de
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contaminacién microbiana deben contener conservantes para retardar el crecimiento
microbiano. Los cosméticos deben presentar lo que se denomina una esterilidad de
tipo industrial, que no es una esterilidad absoluta. Esta esterilidad industrial permite la
existencia de cierta cantidad de microorganismos siempre y cuando estos no sean de
caracter patégeno. Para determinar si el cosmético cumple con estos criterios se
realizan los “test de todo o nada” que comprenden dos fases. La primera consiste en
realizar el bloqueo de los conservantes del producto cosmético para poder realizar el
enriquecimiento de los microorganismos y la segunda consiste en el analisis de los
microorganismos enriquecidos para determinar que no existen microorganismos
patdgenos.

Se recomienda que los equipos utilizados en los procesos de fabricacién de los
cosmeéticos estén disefiados para una facil limpieza y sanitizacién; asi como aplicar las
buenas practicas de manufactura para evitar accidentes humanos o contaminacion
microbiana ambiental durante la manufactura. Es responsabilidad de los fabricantes
asegurarse que ningun microorganismo presente sea capaz de crecer en el producto y
que las especies y cantidad de microbios no representen un peligro al consumidor
cuando se usa el producto tal cual se indica. Ademas, ninglin microorganismo presente
debe comprometer la estabilidad del producto.

Criterios especificos

A continuacién presentamos los diferentes limites utilizados por las principales
organizaciones que regulan la industria cosmética a nivel mundial.

e Limites microbianos CTFA (The Cosmetics, Toiletry, and Fragance Association)

Limites cuantitativos. En productos para bebés, menos de 100 ufc/g o ufc/mL.
En productos para el drea de los ojos menos de 100 ufc/g o ufc/mL. Resto de
productos menos de 1000 ufc/g o ufc/mL.

Limites cualitativos. Ausencia de los patégenos: Staphylococcus aureus,
Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa.

e Limites microbianos en la Comunidad Europea

En este caso se definen dos categorias de cosméticos: Categoria 1: Productos
dirigidos a nifios menores de 3 afios, area de los ojos y membranas mucosas.
Categoria 2: Otros productos.

Limites cuantitativos. Categoria 1: Recuento total de microorganismos viables
aerdbicos meséfilos: menos de 100 ufc/g o mL en 0.5 g o mL de producto.
Categoria 2: Recuento total de microorganismos viables aerébicos mesdfilos:
menos de 1000 ufc/g o mLen 0.1 g o mL de producto.
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Limites cualitativos. Ps. aeruginosa, S. aureus y Candida albicans son
considerados los principales patdgenos potenciales en productos cosméticos.
En las pruebas especificas estos patégenos no deben ser detectados en 0.5 g o
mL en aquellos productos cosméticos de la categoria 1 y en 0.1 g o mL en
cosmeéticos de categoria 2.

OBIJETIVO

Desarrollo de un grupo de practicas para el conocimiento, por parte de los
alumnos, de las técnicas empleadas en el control microbioldgico de la calidad de
productos cosméticos y de dermofarmacia.

LA PRACTICA

Segun Perkins, en su texto “Conocimiento como Diseilo”, la pedagogia se debe
realizar de manera critica, reflexiva y creativa; en donde los saberes disciplinares
confluyen en un proyecto de diseflo, coherente con las premisas actuales del
conocimiento. La pedagogia en si misma es un elemento mdvil y activo de nuestra
sociedad, y sin esa movilidad, la educacion tiende a anquilosarse y a convertirse en un
conocimiento arido y sin sentido. En este sentido el actual proyecto docente plantea la
realizacion de unas practicas eminentemente dirigidas a los aspectos mas aplicados de
la microbiologia facilitando asi una formaciéon en un ambito de gran importancia en la
industria actual, El Control Microbioldgico de la Calidad.

Las practicas que presentamos recogen un grupo de experiencias para su
realizacion en un laboratorio bdsico de microbiologia, pero bien pudieran ser un fiel
reflejo de lo que a otra escala pudiera realizarse en una industria cosmética. Las cuatro
practicas planteadas, estudiadas y realizadas por el alumno de forma independiente,
daran al alumno una formacidén muy dirigida a lo que serd su actividad laboral. Estas
practicas son:

Practica 1. Control de conservantes de un producto cosmético.
Practica 2. Control de ambiente y desinfeccion.

Practica 3. Analisis microbioldgico de aguas.

Practica 4. Analisis microbioldgico de un producto cosmético.

Practica 1. Control de conservantes de un producto cosmético

Los cosméticos y productos de dermofarmacia, como productos susceptibles del
ataque microbiano, durante su fabricacién son suplementados con una serie de
productos conservantes que les protegen de una contaminacién de tipo secundario, es
decir, la aportada por el consumidor durante su uso. Si bien la reglamentacién
establecida para el uso de estos productos es muy extensa, su fin Unico es el proteger
el producto. En todos los casos los productores de cosméticos buscan adicionar la
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menor cantidad de conservante con el fin de abaratar costes y de reducir la incidencia
de los procesos alérgicos que los conservantes pueden desencadenar en los usuarios.

En la presente prdctica los alumnos determinaran si ciertos productos
cosméticos presentan una proteccion adecuada frente a diversos microorganismos
gue interesa evitar, los denominados microorganismos indice.

El procedimiento a realizar, denominado crown test, se resume en la figura 1. La
practica consiste en sembrar diferentes microorganismos (E. coli, S. aureus, M. luteus,
etc.) en placas de medio TSA (tripticasa Soja Agar) y posteriormente practicar dos
pocillos en el medio para depositar el cosmético.

Tras la incubacién en nevera durante 2 horas, para que los conservantes
difundan, las placas se incubaran a 372C para el desarrollo de los microorganismos. La
proteccion del cosmético se evaluara a las 24-48 h por la aparicién de halos de
inhibicién del crecimiento alrededor de los pocillos (Fig. 1).

Practica 2. Control de ambiente y desinfeccion

Durante los procesos de produccién de cosméticos, asi como de otros productos
alimentarios, farmacéuticos y microbioldgicos, el control microbiolégico del ambiente
o entorno de fabricacidn, asi como de los procedimientos de limpieza y desinfeccidn de
las zonas de procesamiento, es muy importante, ya que el entorno de trabajo también
es una fuente importante de contaminacién microbiana.

La figura 2 resume los procedimientos a seguir durante dichos analisis. El control
de ambiente sera un control de tipo cualitativo ya que interesa saber si el entorno esta
contaminado o no, y no el nivel de contaminacién, ya que el procesamiento se realiza
para evitar una contaminacién excesiva.

El control de ambiente se realizard situando 2 placas de medio TSA en algun
punto del laboratorio de practicas (simulando la zona de produccion del cosmético),
las placas se abrirdn durante 15 y 30 minutos recogiendo los microorganismos del
entorno. Se evaluard, tras la incubacion a 379C, la contaminacion ambiental de cada
zona de trabajo.

Por otro lado, el control de desinfeccion es un proceso cuantitativo que se
realizard procediendo a la toma de muestras, con placas de contacto o placas Rodac,
de superficies de trabajo para posteriormente realizar un proceso de desinfeccion con
distintos agentes (alcohol 962, alcohol 709, lejia, detergente, etc.).

Tras el proceso de desinfeccion se realizara la toma de una segunda muestra de
la misma zona para evaluar la distinta eficacia de los agentes desinfectantes.
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- CROWN TEST: (1 placa TSA/grupo)

Cv.?sped de Hacer 2 pocillos Depositar l:;ISCDS Rellenar con Dejar difundir Incubar

microorg. —» —» depapel Watman —» . 24h —» 48h
o en el agar (TSA) los cosméticos 2h en nevera 37°C

indice (10 mm}

discos Cosmet1 Cosmet2

Medir halos
de inhibicién

Figura 1. Realizacion de la primera practica para el analisis de la proteccidn por conservantes de productos cosméticos.
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- CONTROL DE AMBIENTE: (2 placas TSA/grupo)

Colocarlas 2 placas de Dejar las placas abiertas b
TSA en un punto del —  unadurante 15 miny otra —> Tag:}are mcubara - —p 241 —» 48h
laboratorio y abrirlas 30 min 37°C

[ 15° E% (I

— —= - -
- CONTROL DE DESINFECCION: (2 placas contacto/grupo) 15° 307
Seleccionar una . Volver a tomar una
supertficie y tomar Desinfectar usando alguno muestra del mismo Incubar
P Y —> delosdistintos desinfectantes  —» —» o —» 24h —»  48h
una muestra conuna (lejfa, alcohol, etc). Dejar secar lugar con otra placa a37*C .
placa de contacto g - €16)- 29 de contacto Antes Después

g .ﬂ‘,”‘:‘;’ﬂ. 2 - -
b |

Buen proceso: 0 - 5 colonias
Procesoregular: 6 - 15 colonias
Mal proceso: = 16 colonias

Figura 2. Realizacion de la practica para el control de ambiente y desinfeccidn de entornos de fabricacidon de productos cosméticos.
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Practica 3. Andlisis microbioldgico de aguas

Las aguas de consumo son vehiculo de multitud de microorganismos, muchos
patdgenos, y dichas aguas pueden ser utilizadas como materia prima para la
elaboracién de productos cosméticos. Si bien es cierto que las aguas de consumo no
son empleadas habitualmente para este fin sin antes haber realizado un tratamiento
previo de purificacién (filtracion, esterilizacién con luz UV, etc.) que asegure la calidad
del agua empleada, se hace necesario un control microbioldgico que asegure que estos
procesos de purificacidon son eficaces.

En el agua la presencia de patdgenos viene habitualmente determinada por la
presencia de contaminacién fecal. La deteccién de la misma se realiza a través de la
deteccién de una serie de poblaciones microbianas indicadoras: coliformes totales y
fecales (colimetria), estreptococos fecales (estreptometria) y clostridios sulfito-
reductores (clostridiometria). Simultaneamente se realizard también un recuento en
TSA de bacterias totales mesofilas y psicrotrofas (Fig. 3).

Toda la metodologia empleada para las determinaciones de poblaciones
especificas estan recogidas en las Figs. 3,4,5y 6.

Para la colimetria se realizara la técnica del niumero mdas probable de
microorganismos (NMP) sembrando en medio de caldo lactosado. Este es un método
estadistico que consiste en determinar con un margen de confianza el nimero de
microorganismos aproximado que existe en una muestra. Se usa el medio de caldo
lactosado porque en él los microorganismos coliformes utilizaran la lactosa
propiciando un viraje de color en el medio (de purpura a amarillo) con la produccién
de gas (recogido en la campana durham).

Posteriormente, la contaminacién fecal se confirmara (pruebas confirmativas)
mediante la siembra en medio EAM (eosina azul de metileno) para la determinacion de
los coliformes totales y en medio EC (Escherichia coli) para los coliformes fecales.

En el medio EAM, medio selectivo y diferencial, los coliformes se diferencian por
la formacion de colonias de color opaco y violeta oscuro; simultdneamente el resto de
la microflora acompafiante es inhibida por los componentes del medio. Ademas, en el
caso particular de E. coli, se aprecia un color verde brillante caracteristico.

El medio EC es un medio liqguido que contiene lactosa y una campana durham. El
crecimiento positivo a 449C con la formacidn de gas denotarda la presencia de
coliformes fecales.

Por ultimo, en este apartado se realizard una caracterizacién de las cepas
aisladas mediante las pruebas de la catalasa y la oxidasa, que ambas deben ser
negativas en las bacterias coliformes. Con los resultados positivos confirmados iremos
a las tablas de NMP para conocer la carga microbiana coliforme (Fig 4).
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1) BACTERIAS AEROBIAS TOTALES: Determinacion de todas las bacterias heterotrofas, aerobias y anaerobias facultativas, meséfilas v psicrotrofas.

Inocular 2 placas de Incubar 1 placa a 37°C (mesofilos)

24 ; 48 h-72 i
TSA con 0.1 ml y otra a 22°C (psicrotrofos) —» 24 h(mesofilos) —» 48 h-72 h (psicrotrofos)
de agua

ﬂ-lml\l N — _,
H—i‘ 0.1ml

(2 placas TSA/grupo) Mesofilos Psicrotrofos

Figura 3. Recuento de viables totales mesofilos y psicrotrofos en muestras de agua.
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2) COLIMETRIA: Determinacién de la presencia de bacterias coliformes totales y fecales.

A) Prueba presuntiva: La prueba, que se realiza en caldo lactosado, indica la posible presencia de coliformes.

Caldo lactosado 2X
(10 ml)
Caldo lactosado 1X
(10 ml)

Caldo lactosado 1X
(10 ml)

9 tubos caldo lactosado/grupo
i Gl

—_—

—» +10 mlagpa/tubo

—» +1mlaguna'tubo

—» +0.1 mlaguva'tubo

-

Lecturaa 24 h. De cada tubo positivo
sembrar las pruebas confirmativas.
Si no, esperar a las 48 h.

37°C
h — Lecturaa48 h

A partir de los tubos + (amarillos y gas)
siembra en:

B) pruebas confirmativas

/EAI\JI (coliformes totales) EC (coliformes fecales) Sembrh

con 0.1ml de caldo lactosado +

Incubar
37°C.24h X
44°C. Prueba +:
l 24h Turbidez y gas
(+) Colonias
caracteristicas

¢ il NMP

Catalasa

Oxidasa

o )

Figura 4. Recuentos de microorganismos coliformes totales y fecales por el nimero mas probable de en muestras de aguas.
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Para la estreptometria se recurrird a la determinacién del numero de
microorganismos mediante el método de filtracién y recuento en el medio selectivo de
Slanetz. Este medio es un medio selectivo y diferencial en el cual la presencia de azida
(inhibidor respiratorio) inhibe a la flora acompanante y la presencia de una sal de
tetrazolio permite detectar los estreptococos fecales por su coloraciéon “rojo ladrillo”
debido a la reduccién y acumulacién de la sal de tetrazolio en su interior (Fig. 5).

Por ultimo, se determinara la clostridiometria mediante el empleo de un método
selectivo (Fig. 6). Microorganismos que sean sulfito-reductores hay muchos en la
naturaleza, sin embargo, que ademas sean esporulados como los Clostridium hay muy
pocos. Por ello, el método consiste en calentar el agua a 802C, que sélo resistirdn los
microorganismos esporulados y posteriormente sembrar en el medio selectivo y
diferencial de SPS, en el cual, los sulfito-reductores generan colonias negras por la
reduccion del sulfito a sulfuro que, a su vez, reacciona con una sal de hierro del medio
originando un precipitado de color negro.

Se haran recuentos a 24-48h para determinar las colonias negras tipicas, otras
colonias corresponderdn a esporulados no sulfito-reductores como las bacterias del
género Bacillus.

Practica 4. Analisis microbiologico de un producto cosmético

Debido a su composicion los cosméticos son susceptibles de contaminacion
microbiana pese al uso de conservantes. Este hecho hace indispensable la realizacién
de unos controles de los mismos para evitar las infecciones y perjuicios derivados del
uso de cosméticos contaminados, asi como evitar en lo posible el biodeterioro de los
productos cosméticos.

Como ya se ha comentado, en los cosméticos se permite la existencia de cierta
cantidad de microorganismos siempre y cuando estos no sean de caracter patdgeno.
Para determinar si el cosmético cumple con estos criterios se realizan los “test de todo
o nada” que consisten en dos fases.

La primera consiste en realizar el bloqueo de los conservantes del producto
cosmético y el enriquecimiento de los microorganismos presentes, y la segunda, que
consiste en el analisis de los microorganismos enriquecidos para determinar que no
existen patdgenos (Fig 7).
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3) ESTREPTOMETRIA: Presencia y recuento de estreptococos fecales (Enterococcus faecalis, E. faecium, Streptococcus durans, 5. bovis v 5. equinus)
Meétodo alternativo: Filtracion. (1 placa Slanetz/grupo)

Filtrar 100 ml de agua Depositar filtro sobre . o
usando filtros de 0.45 pm medio de Slanetz incubara 37°C 24h 48h

-

T e
LR

Sy

et

Colonias de color rojo ladrillo:
prucba +

Figura 5. Detalles experimentales de la practica para la determinacion de estreptococos fecales. El método consiste en filtrar el agua usando un filtro de 0,45 um de
poro. Las bacterias quedaran retenidas en el filtro que, a su vez, sera depositado sobre la superficie del medio de Slanetz.
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4) CLOSTRIDIOMETRIA: Deteccion v recuento de clostridios sulfito-reductores. 1 tubo SPS/grupo

Inocular los tubos de SPS
con20 mlde agua
T
0 Y 4
Fundir los tubos Incubara 37°C —» Recuento24h —» I_
de agar SPS T ¢ —
SPS
g

v

> Homogeneizar Afiadir tapén
—» v solidificar — Je vasclina Recuento48h —>
ripidamente

Calentarel agua

—_» Enfriara 60°C
2 80°C, 5 min nara

Colonias negras (+)
v
Agua

tubos
con 20 ml

Figura 6. Detalles experimentales de la practica para la determinacion de clostridios sulfito-reductores.
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La practica 4 se desarrolla, en base a lo anterior, en dos fases. La primera de
ellas, prueba presuntiva, consiste en inocular los cosméticos en un medio inactivador
de conservantes que simultdneamente permite el desarrollo de los microorganismos
(medio Dey-Engley).

Desde este medio se procede a, por un lado, realizar un recuento de bacterias
mesofilas, psicrotrofas, hongos y levaduras, y por otro se incuba a 372C para mediante
un enriquecimiento permitir posteriormente la determinacion de especies
potencialmente patdgenas (coliformes fecales, estreptococos fecales, Ps. aeruginosa y
S. aureus).

Los medios empleados para todo ello son: el medio Sabouraud-Rosa de Bengala-
cloranfenicol que permite el recuento de hongos y levaduras con la inhibicién
simultanea de las bacterias por el uso del antibiético cloranfenicol.

El medio agar cetrimida para la deteccién de Ps. aeruginosa; en el cual la
presencia de cetrimida (detergente) impide el crecimiento de otros microorganismos y
permite visualizar bajo la luz UV la produccidon de un pigmento verde fluorescente
caracteristico de Ps. aeruginosa.

Por ultimo, el medio agar manitol-Sal permite detectar la presencia de S. aureus
por la presencia en el medio de manitol como fuente de carbono y una elevada
concentracion salina que impide crecer a otros microorganismos. La capacidad de S.
aureus de fermentar el manitol se pone de manifiesto con la presencia de un indicador
de pH que vira de rojo a amarillo. Las colonias amarillas con halo amarillo seran
caracteristicas de S. aureus.
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=

- PRUEBA PRESUNTIVA: ENRIQUECIMIENTO Y BLOQUEO: Determinacion de la presencia de microorganismos a través del bloqueo de los conservantes
y del aumento en el niimero de posibles microorganismos contaminantes.
-Inocular1 g (1 ml)

de cosmético en _y Incubar24h.37°C  _ oo Dpruebascon brwegtives Identificacién de microorganismos especificos (siembras

shedio nectealizasite (Enriquecimiento) en EAM, agar cetrimida, agar manitol-NaCly Slanetz).
(D/E) (Dey/Engley)

-Inocular 0.1 ml de medio D/E inoculado Incubar una placa a 37°C (meséfilos) . x

en 2 placas de TSA directamente y 1 placa v otraa 22°C (psicrotrofos) » 24 h(mesofilos) —» 48-72h(psicrotrofos)

de Sabouraud-Cloranf-RB (Recuentos)
“ o Mesofilos

1g 37°C24h

| R wﬂg Dt ml MesiStiios 73 N 215" Psicrotrofos
M 10~2 ke ,_-,:.' .. N 3*‘: . :‘,}’."_7
v ; 22°C 4872 Ll o
(Recu ———  Psicrotrofos > [e¥ A
Vaduryg)” 0.1ml
. Ty — ig": o {+/- (Recuento)
Sabouraud-CI-RB
<.
J)% Identificacion de microorganismos_especificos:
5 - EAM (eosina azul de metileno): presencia de coliformes. fOu sosaant e

Colonias opacas, rosas, azules y violeta oscuro, sean
verdes metalico o no: +

b D/E+ =
- Agar cetrimida: Indica la presencia de Pseudomonas aeruginosa.
Inocular con 0.1 ml de D/E Colonias verde fluorescente: +
los diferentes medios
selectivos/diferenciales <
Incubar 24 h, 37°C Agarmanitol - NaCl: Indica la presencia de estafilococos

y micrococos. Las colonias amarillas con halo amarillo son
caracteristicas de Staphylococcus aureus

-Slanetz: Presencia y recuento de estreptococos fecales
-(Enterococcus faecalis, E. faecium, Streptococcus durans,
K-S. bovis y S. equinus). Colonias rojo ladrillo, Violeta o rosa: +

Figura 7. Detalles de la practica para el recuento de microorganismos en un producto cosmético y la determinacion de poblaciones microbianas potencialmente

peligrosas.
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RECURSOS ELECTRONICOS

US Department of Health & Human Services
http://www.fda.gov/Food/ScienceResearch/LaboratoryMethods/Bacteriological
AnalyticalManualBAM/ucm073598.htm

Cosmetic, Toiletry, and Fragrance Association (CTFA)
http://www.personalcarecouncil.org/

Legislacidn de la Subdireccién General de Productos Sanitarios
http://www.agemed.es/actividad/legislacion/espana/sanitarios.htm#cosmeticos
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