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Zadania mikrobiologa w
zakgadzi e pro

kosmetyki
Udziag w rozwijaniu re
Analiza zagroUenia mik

wyrobu
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Co nal eUy do

mikrobiologa?

V. Badanie czystoSci mikrobi
got owego, SsSurowc-w, p-gpr
V Ustalanie | imit-w akcepto

bada®& wyrobu got owegoé

Uczestnictwo w tworzeni u
Testy konserwacji
Szkol eni a pracowni k- w

V Ustalanie metod badawczych

V Ustaleni e plan-w bada@&E

V Tworzeni e harmonogram-w h
V Badanie Srodowi ska wytwar
V Ustalenie |1 mit-w akcepto
V. Anali za wyni k- w | Il ch tre
V

V

V




Dlaczego?

RozporzNdzenie Ministra Zdi
2002 r. w sprawie okreSlen
pr-bek kosmetyk:-w oraz proc

bada@& | aboratoryjnyc

(Dz.U. 2003 nr 9 poz. 107).

6. Zal ecane wymagania czystoSci
metody oceny gotowego wyrobu

‘ W 6.2. Wymagania mikrobiologiczne

6.2.1. Wy magania il oSciowe (mini ma
pr - blkgilub 1 ml)
KATEGORIA I. Kosmetyki przeznaczone dla dzieci i w okolice

- oczu
Og-lna |iczba drobnoustroj - -w t
przekraczal 100 edhogt kiubt wmbr %

KATEGORIAI. Inne kosmetyki

Og-lna |iczna dro
przekraczal 1.000 |



Bardzo waUna | est Il nterpretac),]
ograniczenia powinny byl I nt er
102 - maksymalny limit akceptacji to 5 x 102,

103 - maksymalny limit akceptacji to 5 x 108.

6.22. Wy magania jakoSciowe

W 0,1 g lub 0,1 ml pr - bki k osr
nastiipuj Nce drobnoustroje:

- Pseudomonas aeruginosa,
- Staphylococcus aureus,

- Candida albicans.

6.2.3. Kryteria akceptacii

Akceptowana jest jakoSi pr-belk
jakoSciowe i il oSciowe.




Al e é

RozporzNdzenie Ministra Zdr owi
sprawi e okreSlenia procedur pc
oraz procedur przeprowadzani a

éjest rozpor zONdyzaenn iwe nP adEsa wo we
Inspekcji Sanitarnej é

®




Dlaczego?

Ustawa o kosmetykach
dnia 30 marca 2001

Art. 11

1. Producent jest obowi Nzany
w miejscu wskazanym stosownie do art. 8 ust. 4 pkt 3,
udokument owane i nformacj e o0bej

ochemicznN
kosmetyku
0Qgi czne,| K ¢

2)specyfi kacjn fizy
surowc-w i gotoweg
czystoSci mikrobio

— 0o =



Dlaczego?

RozporzNdzenie Pa
Europejskiegoi Radydot yc z Nc
produkt  -w kosmetyc

Art. 12 Pobieranie i wykonywanie analiz

1. Pobieranie pr-bek 1 wykonywze
kosmetycznych przeprowadza ¢
odt warzal ny spos:- b

2. Wobec braku obowi Nzuj Ncego
wsp-l notowego zakgada si n wi
odt warzal noSiI zastosowane,] I
zgodna z odpowiedni mi nNor mar




Dlaczego?

RozporzNdzenie Pa
Europejskiegoi Radydot yc z Nc
produkt  -w kosmetyc

ZagNcZ®ipk awozdani e dotyczNce |
produktu kosmetycznego

3. JakoSi mikrobiologiczna
Specyfikacje mikrobiologiczne substancji lub
mieszaniny i produktu kosmetycznego




~

ne zagroUeni e
Tworzagce s Bomba z
Zuzycie t Zni ekszta
opakowania
Zmiana pH Podrazni en
Twor zeni e p Zmiany barwy
Kwas siarkowy, aminy, Zmiana zapachu
alkohole, kwasy organiczne,
j et czeni
Produkc] a Rozkt ad e
Obni zeni e
Wzrost | e}

Pl amy pl e
powstawani e

Widoczne psucie




Potenc)alne zagro

/| Te8yyAaAl OK2l%l ANRPOSYAS

X gronkowce Zakazenie przy
X paciorkowce Objawy szoku zatruciowego

X Psedomonas sp. Zakazenia przy
X Klebsiella sp. Ogo6l ne i nfekcje
Zapal enia spoj o
Ropne zapal eni e

X grzyby Pl esSni ca
Zapal eni e spojé
Grzybice skory

Alergeny




Czego szukamy?

U Og-l na |1 czba mezofi |
tlenowych

U Og-lna liczba pl eSni
i a szczeg-lnie obecnoS

Staphylococcus aureus
Pseudomonas aeruginosa
Candida alblicans

al eé é




C

Li czba mi kroorgani z
I w organi zmi e
| NP R2 g A Liczba Lt 2106 3l
Powietrze do 10° —108/m3 ok. 100
Gleba do 107 —108/g ok. 700 - 800
Woda do 107/ml ok. 500 - 600
Czt owi ek [100-10'/g ok. 500




Czgowi ek jJjako ¥Fr - dg«
mikrobiologicznego

Ggowa 1,5 x 10%/cm?
Czogo 0,2 x 105/cm?
Przedr ami i 100 - 4500/ cm?
Okolice pach 2,4 10%/cm?
Wydzieliny ( z nosa0f-1@far dg a
s Wydaliny powyUédg 1




WGgaSci woS«
dr obnoustr

Mi kroorganizmy maj N pr awi
moUl i woSci produkcji enzy
Maj N moUl i woSI przeprowad
biochemicznych

Maj N moUl i woSI przetrwani

ni ekorzystnych warunkach

%)

przetrwalniki)



Tempo przyrostu bakterii

(bakterie mogN rozmnaUal si
Czas (min.) Liczba
0 1
20 2
40 4
60 8
120 64
180 512
240 4 096
300 32768

600 1073741 824




Drogi rozprzestrzeniania

si1 N dr obnou

Ukontakt bezpoScergdgowi €k zJon
produkt)

U droga kropelkowa

U droga powietrzna

Uprzez wodn, UywnoSi, produ
Usurowce pochodzenia zwierz
Uzwi erznt a, -lowaydneszKk)l at o

U kontakt z osobami chorymi
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Co badal ?

U Materiagy startowe

U Wyr -b gotowy i p-gpr ¢
U Media

u Maszyny

U Ludzie

U Otoczeni e zakgadu

U Nowe formulacje

u e



Co badal ?

Materiagy Star:tt

Surowce
AJdJak znale¥Fl zgJoty Sro
AZnajomoSIl surowca
A Pochodzenie surowca
A Wiedza o dostawcy
ASpos:-b dostarczani a
ASpos:-b przechowywani a
A Certyfikaty | raporty z analiz
A Przeznaczenie




Co badal ?

Materiagy Starto
Materi ag opakowa

AJdJak znal e¥Fl zJeg
AZnajomoS|l przez
ASpos:-b dostarc
ASpos:-b przecho
AZnajomoSI|I dost a
Aa jeSli badal
Metody: tamponowe, kontaktowa, X

wypguki wani a, bezpoSre




Co badal ?

Wyr -b gotowy |1 p-gpr

Co badal ?

ISO/DIS 29621 Cosmetics & Microbiology &
Guidelines for the risk assessment and
identification of microbiologically low-risk

Products

U Akt ywno Sifornulaciiawad 0. 7 E
pPHO 3. 5peél® ki n
pH O 1 (HaiOrelaxers)
Al kohol O 20%
Temperatura napegni a
Alminium chlorhydrate i 25%
Inne

cr




Co badal ?

Media
A Powietrze

A Woda

ASci eki




Co badal ?

Maszyny
AJak sN zbudowane
AZ czego sN zbudowane

AlJak sN myte i dezynfe
A Jak przechowywane

AWi ek maszyn |1 stopieCE
A Zmiany | modernizacje

A Naprawy

AJak badal

Metody: tamponowe, kontaktowa, X
wypguki wani a, bezpoSre



Co badal ?

Ludzie

AJak cznsto zmieni a si
AlJakie majN doSwiadcze
AlJak czhnsto sN szkol en
AJak cznsto sprawdzane

AOdzi eU ochronna
A Wymagania higieniczne firmy




Co badal ?

Otoczeniez ak gadu

(M~







1ISO 21148: 2005
General instruction for
microbiological examination

V Pomieszczenia
VWyposaUeni e

kabiny mikrobiologiczne

wagi

homogenizator

pH-metr

autoklawy

cieplarki

ga¥tnia wodna

| od:- wk a

sterylizator ciepgem suc
aparat do liczenia kolonii

drobny sprzint uUywany w




1ISO 21148: 2005

V Personel

V Przygotowywani e a

V. Przygotowywani e p
odczynni k- w
V. Pr - bki | aboratory

V Zasady postnpowan:




1ISO 21148: 2005

ZagNczni k A
Podstawowe techniki
identyfikacj

ZagGNczni k B
Podstawowe techniki zliczania

ZagNczni k C
Przygotowywanie | kalibracja
Innoculum




Jak badal

PN-80/C-7 7022 Metody bada@E& mi

RozporzNdzenie Ministra Z
W sprawie okreSlenia proc
kosmetyk:-w oraz procedur
bada@& | aboratoryjnych

Normy ISO “




1ISO 21149
Enumeration and detection of
aerobic mesophilic bacteria

a

RozporzNdzenie Ministra Zdr c
okreSlenia procedur pobi erar
procedur przeprowadzania bac

namnaUani e
neutralizatory
walidacja metody




1ISO 21149
Enumeration and detection of
aerobic mesophilic bacteria

a
PN-80/C-7 7022 Metody bada®& mi kr

temperatura | czas inkubacj
podgoUa

metoda NPL

jedna szalka
 neutralizacja

{0 walidacja




1SO 21149
Enumeration of yeast and mould

a

RozporzNdzenie Ministra Zdr owi
okreSlenia procedur pobierani
procedur przeprowadzania bada

podgoUa
temperatura inkubacj
neutralizatory
walidacja metody




1SO 21149
Enumeration of yeast and mould

a
PN-80/C-7 7022 Metody bada®& mi kr

filtracja

temperatura | czas inkubacji
podgoUa

zliczanie




1SO 21149
Detection of specified and non-
specified microorganisms

N | Ws t npna |1 nkubacja pr
odUywczym z neutraldi
temperaturze 32,5 -/+ 2,5 ©C przez 20h



1ISO 21149

kolonie na
v

barwienie metoda Grama i obserwacja
pod mikroskopem

nieselagktywnym podgoUu

katalaza +?

v v
Gram dodatnie Gram dodatnie Gram ujemne
ziarniaki pageczki l aseczki pageczki
Nie Tak Nie

oksydaza?

identyfikacja w
kierunku
Staphylococcus
aureus

identyfikacja w kierunku Gram
ujemnych nie fgrmdqujemnych
bakterii (P. aeruginosa) (E. coli)

identyfikacja w kierunku Gram
fermen

( Obecna E. coli )

( Obecny P. aeruginosa )
4

uj

v

DroUd(e

identyfikacja w kierunku
droUdzy

(Cand

(Obecna Candida albicans)

—_—

(

Obecny niespecyficzny mikroorganizm "X’




- 1S0O 22718 Detection of Staphylococcus
aureus

ISO 22717 Detection of Pseudomonas
aeruginosa

ISO 21150 Detection of Escherichia coli
ISO 18416 Detection of Candida

albicans




ISO 22718 Detection of
Staphylococcus aureus

PN-80/C-77022 | Rozpor z Nd z el8Q 22718
Posi ew z r opPcoisei Bcw ennai @ pWisgtorilben eB n a m
1:10 po 0,5 mlna 3 1 g | ub ml
szal ki z fodgoUem B ml bulionu

oraz po 0,1 ml z
rozcie@czen
dalszych.

37°C przez 24-48h.
Przesiew na skos i
bulion - inkubacja 18-
24h.

la 1: 10 i

odUywczego.
32,5 +/- 2,5°C przez
20h.

Przeni esi en
podgoUe wyPb

test na kat
koagul azn.
Sprawdzeni e
wytwarzania kwasu z

| glukozy w warunkach
| beztlenowych

abbraienie Griama, test
na katal azn
zdol noSci

barwienie Grama, test
nia kkoaat gaul | aazznr

Walidacja,

neutralizatory




ISO 22717 Detection of
Pseudomonas aeruginosa

PN-80/C-77022 | Roz por z Nd z el®d 28717

Posiew po 0,25 ml z Posiew na powsjtoidJene nanr
rozci e@czen|catrinliderd n a 1 g | ub ml [
dwi e pgyt ki i po O, 1 2z |mlbulionu
rozcieEzeE 1: 10 i odUywczego.
1:100 na podgoUe Kinga |325+/-25°C przez

B 20h.
NamnaUanie w bulion Przeniesi enl

I e
z nitrofu®anptoinN. 37 podgoUe Cetlr
przez 24-48h

test na oKk s ybdraienie Grama, test barwienie Grama, test
piocyjaninn|ma azksydazn|na eskksydazn
utlenienie glukozy ruchl i woSci |piwzayjsdaniwnn

42°C

Walidacja,
neutralizatory




ISO 18416 Detection of
Candida albicans

RozporzNdzenie 1SO18416
Posiew na podg@gwsbtenpne namnaly
Sabouard - dekstrozowym l ub ml pr - bki

odUy wc zege25°G 2
przez 20h. Pr Z
na podgoUe Sah

chloramfenikolem

Badanie mikroskopowe, test
t wor zeni a
{t wor zeni e

c hl ¢

n i b yfdamen@aa, pvgvkarzanie

barwienie Grama, test

L cmant/adosppro r - w

Walidacja, neutralizatory




1ISO 21150 Detection of
Escherichia coli

PN-80/C-77022 ISO 21150

Posiew do prob-|Wsknpne:- aimNaila
zieleni N bryl anfpowlki do ®o dy
peptonowe; odUywczego.
32,5 +/- 2,5°C przez 20h.
Przeniesienie e
wybi-rcze MacCo

|dentyfikacja: wytwarzanie |dentyfikacja: barwienie Grama,
indolu, podgoUe/lwkKriogéraa podgo

Walidacja, neutralizatory




P

Ocena skutecznoSc

kosmet yk: -w zgoa
z ISO/WD 11930

| Innymi stosowanymi metodami|




RozporzNdzeni e
| Zdrowia z dnia 23 grudnia 2003r

w sprawie okreSlenia |

pr-bek kosmetyk-w oraz
bada®& | aboratoryj

1.1 Konserwowanie wyrobu

\: ANal eUOy podkreSlil, Ue $K
N wygNcznie o dane teoret.
jest okreSlenie in situ
stosowani e test-w kontrc
zanieczyszczenia mikrobiologicznego w trakcie

il ch opracowywani ao



RozporzNdzeni e
Zdrowia z dnia 23 grudnia 2003r

1.3. Testy kontrolowanego zanieczyszczenia
mikrobiologicznego

JeUeli jest konieczne prz
kontrolowanego zanieczyszczenia

mi krobi ol ogicznego, powi
przez wykwalifikowanN o-¢
kompletnej receptury wyrobu w opakowaniu
handl owym, nawet jeSIli f
wstnpne badania tej 1 ece
opracowywania kosmetyku.




ZasadN jest wprowadzani
mi Kkroorganizm-w: bakter.]
wSr - d kt-rych mogN byl

chorobotw-rcze | ub powo
kosmetyku. W tak zanieczyszczonym produkcie

badana jest przeUywal no¢
r-Unych otkalesaFlhgo, | ak
za konieczne.




Jak wykonal testy ko
zanieczyszczenia mikrobiologicznego?!?

)

a

I,

2




Koko - test Sch¢ lke&Mayr
‘O‘\S Gram dodatnie, gram

l”l uj emne, dr o

- brak wzrostu ‘O\ ¥ grzyby plesS
+ |l ekkie zakao&
+ + Sredni'o | 7

zakaUeni e

+++ silne

zakaUeni e‘O




|

Farmakopea Europejska
6.0

Logarytm redukcji
Kryterium

akceptowaanbC|2 - 14 o8

dni dni dni dni

bakterie 2 3 - BN

A
grzyby - - 2 BN
bakterie - - 3 BN

B

grzyby - - 1 BN




ISO/WD 11930
Evaluation of the preservation of
a cosmetic product

Odpowi ed¥ na pytani e: Ni e tyl ko
czy jest konieczne przeprowadzenie testu kontrolowanego

. zanieczyszczenia mikrobiologicznego?




R L

Kosmetyk

Formul acja sKkrajnie niesprzyjajNca
0ZWOj| OWi drebnoustroj - w?

Nie

Specyficzne warunki produkeji
' pakowania, itp?

Nie

Test kontorlowanego zanieczyszczenia mikrobiologicznego

Profil B ™ ani profil Aani profil B_|
) m Nie
~1S0 2962 + Tak fzmocniona kontrola lub mne
—czynniki? SO 29621
Nie
Ryzyko mikrobiologiczne kontrolowane Ryzyko mikrobiologiczne niekontrolowane




ISO/WD 11930
Evaluation of the preservation of a
cosmetic product

Innoculum, czysty szczep
0,2 y

19 30 +/- 15 minut Q Q
temp. pokojowa

20 g badanej 9 ml 32,5+/-2,5°C przez 48 - 72
formulacji neurtalizatora h

30 +/- 2,5°C przez 3 -5 dni




v

19 30 +/- 15 minut ‘ ‘

temp. pokojowa

Obci NUona f9m neurtalizatoia a

30 +/- 15 minut ‘ ‘
7 dni

temp. pokojowa

v

9 ml neurtalizatora

19 30 +/- 15 minut
14 dni
temp. pokojowa

9 ml neurtalizatora

1lg 30 +/- 15 minut . ‘ ‘
28 dni .

temp. pokojowa

v

9 ml neurtalizatora



ISO/WD 11930

Evaluation of the preservation of a
cosmetic product

Bakterie DroUdUel Pl eSn

T7 |T14 | T28| T7 |T14 | T28|T14 | T28

ProfilA | O3 || N NIl |O1 |I Nl NI NI NI
Profil B O3 |I NI o1 |I NI NI NI




R L

Kosmetyk

Formul acja sKkrajnie niesprzyjajNca
0ZWOj| OWi drebnoustroj - w?

Nie

Specyficzne warunki produkeji
' pakowania, itp?

Nie

Test kontorlowanego zanieczyszczenia mikrobiologicznego

Profil B ™ ani profil Aani profil B_|
) m Nie
~1S0 2962 + Tak fzmocniona kontrola lub mne
—czynniki? SO 29621
Nie
Ryzyko mikrobiologiczne kontrolowane Ryzyko mikrobiologiczne niekontrolowane




ISO/WD 11930
Evaluation of the preservation of a
cosmetic product

iInnoculum ‘ "

9 ml neutralizatora @ @ 10 ml neutralizatora

+ 1 g formulacii

30 min +/} 15 min w temperaturze |pokojowe]




ISO/WD 11930
Evaluation of the preservation of a
cosmetic product

Zalety 1 wady

52




Plany higieniczne fabryki

Srodki do dezynf e
Sposoby mycia
Harmonogramy mycia

—
— |
l ]




> WD

o

Etapy powstawania
biofilmu

GRDOWTH & EXOPOLYMER ATTACHMENT
DIVISION PEODUCTION OF OTHEE

OF & BIOFILH ORGANISHS TO
BACTERIA FORMATION BIOFILH

{hrs_-days) thrs.—days) (days-months)

REYEESIEBLE IRREY¥ERESIBLE

ADSORPTION ATTACHMENT

OF BACTERIA OF BACTERIA
(sec.) (sec.—min.})

=y

Odwr acal ne przytwierdzanie sin ba
Ni eodwracalne przytwierdzani emis)i n

Wzrost i namnaUanie sifdd)robnoust
Produkcja substancj i pozakom-r kow
I dni)

Kolonizacja biofilmu przez inne organizmy (dni-mi e s i Nc e)



c: C:

i

Mycle | dezynfekcja
kom-rka w swol m 1| S
' rzc hni
a n

N
<
=
Q ~

ni ki Sprzyj) aj |

owat oSl powierzchni (i
w)

chemiczny Srodowi ska
dr of iHydwodSflobowo S| powi er
wpgyw czynniikzamineyniNacjeNyoc har
powierzchni

obecnoSI l nnych mi kroor gan

Qc O =



Mycle | dezynfekcja
Og:-I na kl asyfi kac|]

Vd

my ] Ncych

K WA s N Ekwasy mineralne i organiczne,
zadanie:usuwani e osad-w sol nych

ALKALICZNE -g usgo d o wy , sadowy, an
% zadanie:usuwani e biagka I z@akgat

NEUTRALNE -z wi Nopwerzchniowo czynne,
. zadanie:odt guszczani e, mycie rnt




Mycle | dezynfekcja

'Gg-wne etapy myci

U czyszczenie

U pgukani e wstnpne

U mycie wgaSciwe ze Srodkiem
U pgukanie poSredni e

U dezynfekcja

U pgukani e koG owe

U suszenie




Mycle | dezynfekcja

DEZYNFEKCJAproceso bni Uendaobho8sir
do poziomu nie stwarzaj Nceg

FIZYCZNA -temperatura promieniowanie UV
BIOLOGICZNA - metabolity bakterii

CHEMICZNA - substancje chemiczne odzi agani u
przeciw drobnoustrojowym



Mycle | dezynfekcja

NajcziSciej popegniane bgnd

i St osowanie Srodk-w bez pr z

jakie zaleca producent
U Stosowani e preparat-w na ¥
U UUOycie nieefektywnego dezy

U Zbyt dgugi e stosowanie w d

preparat-w nal eUNcych do t

~

U Dezynfekcja tyl ko cznSci p




| dezynfekcja

NI KI WPGYWAJt CE
ECZNBEOBEJCZEGO
NI A S$RODKEW CHE

lrodzaj drobnoustroj - w
1liczebnoSIl popul acj i
Bistadium rozwoju kom-r
IstiUenie i czas dziag:
dezynfekcyjnego

O0dwar unki Srodowi s kpplwe |
W|IgotnoSI, obecnoSlI
organicznych i nieorganicznych)




Sposoby sprawdzania
skutecznoSci dzi a

dezynfekcyjnych pn-eN 13697 Y

I/,

Wyb-r sposob N
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