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NORMA VENEZOLANA
COSMETICOS.
METODOS MICROBIOLOGICOS

1 OBJETO

Esta Norma Venezolana establece los métodos de ensayo
para determinar el nivel y tipo de contaminacion
microbiolégica en cosméticos mediante la utilizacion de
una técnica apropiada.

2 REFERENCIAS NORMATIVAS

Esta norma es completa.
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NOTA: Los medios de cultivo pueden ser adquiridos
como mezclas deshidratadas (comerciales) o preparados
a partir de férmulas, segiin lo especificado en los textos
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4 REACTIVOS
4.1 Etanol al 80%.

4.2 Tween 80.

4.3  Clortetraciclina.

4.4  Acido clorhidrico al 1% en Etanol al 80% v/v o
cualquier solucién similar.

4.5

5

5.1
52 Pipetas estériles gr 5y 10ml
53 Gasas estériles o algod

bisturi,
pdtulas,

54 Instrumentos estériles: pi
asas dc platino, varilla de vidri
microespitulas y perlas de vidrio.

Tubos de ensayo.

Tubos de ensayo con tapa d

‘rascos de dilucién de 1
rosca.

de Petri estéril

5.10

5.11 ya35 +/-2°C.

512 Ho

5.13 Sobres™ generadores de atmésfera anaerdbica,
cintas indicadoras de anaerobios vy jarra para anaerobios
(jarra Gaspak).

5.14  Contador de colonias.

5.15 Autoclave.

5.16 Mechero.



5.17  Balanza con una apreciacién de 0,01 g.
5.18  Plancha de calentamiento con agitacién.
5.19  Baio de Maria.

5.20 Microscopio.

5.21 Nevera.

522 Campana de flujo laminar con filtro HEPA.

523 Microondas (Opcional).

6 MANEJO DE LAS M

A continuacion se d
muestras para el a

manejo de las
cosméticos.

no se deben
ués del andlisis?

inspeccionar  cui
de abrirlas para det
el recipiente.

desinfectar la superficie del
la muestra antes de abrirla ¢
1% en Etanol al 80% v/v o cualquier

usar una porcion representativa de
andlisis microbioldgico. Si es posible,
+ 0,1 g de muestra para obtener una
a productos cuyo contenido sea
ccomienda analizar el contenido

a muestra y se le van a
lo: microbiolégico,
muestra tomada
examen

toxicoldgico y q
debe ser la ¢ a el
microbioldgico.

6.6  En el caso de aquellos productos que contengan
talco en su composicidn se recomienda dejar transcurrir
24 horas después de la ultima manipulacién antes del
andlisis.

7 PREPARACION PRELIMINAR DE LA
MUESTRA

7.1  Formas cosméticas miscibles en medio acuoso:
No requicre una preparacién especial, afiadir la muestra

2

(segiin se especifica en el punto 6.4) directamente al
caldo de dilucién (Caldo Letheen modificado).

7.2 Formas cosméticas no miscibles en medio
acuoso: Afadir al frasco de dilucién la muestra (segln
se especifica en ¢l punto 6.4) previamente mezclados
con la misma cantidad de Tween 80 y agregar caldo de
dilucién y se mezcla hasta total homogenizacién.

8  METODOS DE ENSAYO

8.1 Recuento de aerobios mesofilos

8.1.1 Procedimiento

la preparacion ¢
en caldo de dilu
obteniéndose una dil
decimalmente hasta obten

8.1.1.3 Mezclar bien las pre
dilucién y transferir con un:
dilucién a las placas de Petri, po

8.1.1.4 Agregar aproximadamen
agar para la enumeracién (Agar
previamente fundido y enfriado a
tacion cada placa para dispersar
estra.

Se deja solidificar el a
las placas a35°C + 2 °

resultados

ido de las placas de la
ar por el factor apropiado y
omo ufc de acrobios meséfilos/g
#51 el nimero de colonias es inferior a
25 multiplicar por el factor de dilucién el promedio del
niimero de colonias de ambas placas y reportar como
“estimado” de ufc de aerobios mesdfilos/g (ml) de
muestra,

8.1.3 Informe
El informe debe contener lo siguiente:

8.1.3.1 Fecha de realizacion del ensayo



8.1.3.2 Identificacion completa de la muestra.
8.1.3.3 Resultado del andlisis realizado.

8.1.3.4 Recuento del
muestra

microorganismo/g (ml) de
8.1.3.5 Nimero y titulo de Ia Norma Venezolana
COVENIN consultada.

8.1.3.6 Nombre del analista.

8.1.3.7 Observaciones.

8.2 Recuento de Mohos y levaduras

8.2.1 Preparacion

Preparar y enume
contengan agar

e Petri, que
xtracto de

n seric de las muestr:
eparacién cosmética en

de caldo Letheen
12 dilucion 1:10. Diluir las
asta obtener una serie de 107! ha

o de siembra sobre superficie

ar bicn las preparaciones en los frascos
ansferir 1 ml de cada una de las
cas del agar respectivo por duplicado.
sobre la superficie del medio con
urva estéril.

ido el inéculo por la superficie
vertir las placas a 30 °C

8.2.2.2 Método

8.2.2.2.1 Colocar 1 ml
las dos placas de y agregar
aproximadamente 15 a 20 ml de agar para enumeracidn
de mohos y levaduras, previamente fundido y enfriado a
una temperatura de 45 °C, al cual se le adiciona 40 ppm
de clortetraciclina. Mezclar por rotacion cada placa para
distribuir homogéneamente la muestra. Incubar a 30 °C
+2°C y por un periodo de 5 a 7 dias.

8.2.2.2.2 Contar las colonias de ambas placas.

8.2.3  Calculo y expresion de los resultados
Promediar el recuento obienido en ambas placas y
reportar como colonias de mohos y levaduras/g (ml) de
muestra.

8.2.4 Informe

Véase punto 8.1.3

8.3 Recuento de bacterias anaerobias (solo para
talcos y polvos)

8.3.1 Procedimiento

8.3.1.1 Prepardiy cnumerar por duplicado las placas de
40 0 agar sangre (5% de sangre de
de 10" a 10,

8.3.1.2 Trans
dilucion de la mu
placas con agar sangr

o 0,] ml de cada
agar anaerobio o a

8.3.1.3 Distribuir la diluc
con ayuda de una varilla cur

8.3.1.4 Una vez absorbido el i
de las placas, invertir e incubar (v

8.3.1.5 Contar todas las colonias
contienen de 25-250 colonias y anot

.2 Calculo y expresién de los

iar ¢l recuento obtenido
0 y reportar como ufc de

r selectivo (Agar Mac Conkey, Vogel
Jonhson y Agar Cetrimide). Incubar a 35 °C + 2 °C por
un periodo de 48 horas.

8.4.1.2 Observar todas las placas y scleccionar las
colonias morfolégicamente diferentes.

8.4.1.3 Aislar cn agar nutritivo y se realiza coloracion
Gram de cada una de cllas.



8.4.2  Identificar los patdgenos mediante prucbas
bioquimicas.(Véase anexo B).
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ANEXO A
(Informativo)

Tabla A.1: Condiciones de atmésfera, tiempo y temperatura para microorganismos anaerobios

Tipo de anaerobio Medios Condiciones de Temperatura Tiempo
atmdésfera °’C (Horas)
Anaerobios estrictos | Agar anaerobio Jarra Gaspak
(anaerobiosis) 37 48
Anaerobios Agar sangre Incubar 5% - 10% de
aerotolerantes CO; o envase cerrado 37 48

con vela




ANEXO B
(Informativo)

CARACTERISTICAS DE PATOGENOS

Tabla B.1: Caracteristicas morfolégicas de Staphylococcus aureus sobre medios selectivos.

Medio Selectivo Caracteristicas Morfolégicas Tincion Gram
de la Colonia
Agar Vogel Johnson Colonias negras con halo amarillo Coco positivo (En Racimo)
Agar Sal-Manitg onias amarillas rodeadas por zonas Coco positivo (En Racimo)
Agar Bai onias negras brillantes con halc ositivo (En Racimo)
de2a5mm
racteristicas mor domonas aeruginosa sobre medios se nostico.
io Selectivo Morfologicas Fluorescencia en ram
Colonia Luz Ultravioleta
ar Cetrimide Colo neralmente verdosa Verdosa ativo
omona. Medio para Colonias general ede
Fluoresceina. (Agar F) incolora a a Amarillenta ativo
mona. Medio para
iocianina. ( Agar P) Generalm Azul ativo
aracteristicas morfolégicas de Es re

Medio Se Caracteristicas Morfolégicas cion Gram
de la Colonia
Agar Levine Colonias verde metalico o negativo (Coco-Bacilo)
Agar Mac Conkey Colonias Rojo ladrillo pueden tener un Bacilo negativo (Coco-Bacilo)
halo bilis precipitado
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