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El texto de la Norma Europea EN ISO 7218:2007 ha sido elaborado por el Comité Técnico ISO/TC 34
Productos agricolas alimenticios en colaboracion con el Comité Técnico CEN/TC 275 Andalisis de los
productos alimenticios. Métodos horizontales, cuya Secretaria esta desempefiada por DIN.
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ISO (la Organizacion Internacional de Normalizacion) es una federacion mundial de organismos
nacionales de normalizacién (organismos miembros de ISO). El trabajo de preparacion de las normas
internacionales normalmente se realiza a través de los comités técnicos de ISO. Cada organismo miembro
interesado en una materia para la cual se haya establecido un comité técnico, tiene el derecho de estar
representado en dicho comité. Las organizaciones internacionales, publicas y privadas, en coordinacion
con ISO, también participan en el trabajo. ISO colabora estrechamente con la Comision Electrotécnica
Internacional (IEC) en todas las materias de normalizacion electrotécnica.

Las normas internacionales se redactan de acuerdo con las reglas establecidas en la Parte 2 de las
Directivas ISO/IEC.

La tarea principal de los comités técnicos es preparar normas internacionales. Los proyectos de normas
internacionales adoptados por los comités técnicos se envian a los organismos miembros para su votacion.
La publicacién como norma internacional requiere la aprobacion por al menos el 75% de los organismos
miembros con derecho a voto.

Se llama la atencion sobre la posibilidad de que algunos de los elementos de esta norma internacional
puedan estar sujetos a derechos de patente. ISO no asume la responsabilidad por la identificacion de
cualquiera o todos los derechos de patente.

La Norma Internacional ISO 7218 fue preparada por el Comité Técnico ISO/TC 34 Productos agricolas
alimenticios, Subcomité SC 9, Microbiologia, en colaboracion con el Comité Técnico CEN/TC 275,
Analisis de los productos alimenticios. Métodos horizontales.

Esta tercera edicion anula y sustituye a la segunda edicion (ISO 7218:1996), que ha sido revisada
técnicamente. También incorpora la Modificacion ISO 7218:1996/Amd 1:2001.
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INTRODUCCION
Cuando se realizan analisis microbiologicos, es especialmente importante que:
— so6lo se aislen y se recuenten aquellos microorganismos presentes en las muestras;

— los microorganismos no contaminen el medio ambiente.

Para conseguir estos objetivos, es necesario prestar atencion a las medidas de higiene personal, y emplear técnicas de
trabajo que aseguren, en la medida de lo posible, la ausencia de contaminaciones de origen externo.

Por lo tanto, en esta norma internacional, solamente se pueden proporcionar algunos ejemplos sobre las precauciones
que deben adoptarse durante los analisis microbioldgicos, y es esencial poseer un conocimiento detallado de las técnicas
microbioldgicas y sobre los microorganismos estudiados. Es importante que los analisis se realicen de la manera mas
exacta posible, incluyendo el seguimiento y el registro de todos aquellos aspectos que pudieran afectar a los resultados y
al calculo del numero de microorganismos, y a la incertidumbre de los resultados.

Finalmente, es responsabilidad del director del laboratorio considerar si las manipulaciones son seguras y si se pueden
considerar como buenas practicas de laboratorio.

Por ejemplo, muchas manipulaciones pueden causar contaminaciones cruzadas de forma no intencionada. El analista
deberia verificar siempre la precision de los resultados obtenidos con su técnica.

Es necesario tomar algunas precauciones cuando se construye y equipa el laboratorio, para que la realizacion de los
analisis sea la correcta.

Deben tomarse algunas precauciones, no solamente por razones de higiene sino también para asegurar una buena
reproducibilidad de los resultados. No se pueden especificar todas las precauciones que deben tomarse en todas las
posibles circunstancias, pero esta norma internacional establece al menos las principales medidas que se deben tomar
para preparar, esterilizar y almacenar los medios y utilizar el equipamiento.

Si se siguen las orientaciones indicadas en esta norma internacional, se contribuird también al mantenimiento de la
salud y la seguridad del personal. Se puede encontrar informacion adicional sobre este tema en las referencias dadas en
el apartado de bibliografia.

Para distinguir la guia orientativa dentro de esta norma internacional, se ha impreso en un tipo de letra distinto (Arial).

1 OBJETO Y CAMPO DE APLICACION

Esta norma internacional indica los requisitos generales y ofrece unas opciones/una guia orientativa con tres objetivos
principales:

— implementacion de las Normas del Subcomité ISO/TC 34/SC 9 o del Subcomité ISO/TC 34/SC 5 para la deteccion o
el recuento de microorganismos, denominadas de aqui en adelante “normas especificas”;

— las buenas practicas de laboratorio en los laboratorios de microbiologia de los alimentos (no es proposito de esta
norma internacional detallar dichas practicas; existen manuales disponibles para ello);

— una guia orientativa para la acreditacion de los laboratorios de microbiologia de los alimentos (esta norma
internacional describe los requisitos técnicos para la acreditacion de un laboratorio de microbiologia por parte de las
organizaciones nacionales conforme al anexo B de la Norma ISO/IEC 17025:2005).

Los requisitos de esta norma internacional anulan y sustituyen a los de las normas especificas existentes.

En la Norma ISO 22174 se ofrecen indicaciones adicionales sobre los andlisis dentro del campo de la biologia
molecular.
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Esta norma internacional abarca el analisis de bacterias, levaduras y mohos, y, si se completa con una guia orientativa
especifica, puede ampliarse a priones, parasitos y virus. No cubre el andlisis de toxinas o de otros metabolitos (por
ejemplo aminas) de los microorganismos.

Esta norma internacional afecta a la microbiologia de los alimentos, la alimentacion animal, y las muestras ambientales
procedentes de la produccion de alimentos y la produccion primaria.

El objeto de esta norma internacional es ayudar a asegurar la validez de los analisis microbioldgicos de los alimentos,
colaborar a que se asegure que las técnicas generales que se utilizan para realizar dichos analisis sean las mismas en
todos los laboratorios, ayudar a conseguir unos resultados homogéneos en todos los laboratorios y contribuir a la
seguridad del personal del laboratorio previniendo los riesgos de que se produzcan infecciones.

2 NORMAS PARA CONSULTA

Las normas que a continuacion se indican son indispensables para la aplicacion de esta norma. Para las referencias con
fecha, solo se aplica la edicion citada. Para las referencias sin fecha se aplica la ltima edicion de la norma (incluyendo
cualquier modificacion de ésta).

ISO 835 (todas sus partes) Material de vidrio de laboratorio. Pipetas graduadas.

ISO 6887 (todas sus partes) Microbiologia de los alimentos para consumo humano y animal. Preparacion de las
muestras de ensayo, suspension inicial y diluciones decimales para examen microbiologico.

ISO 8199 Calidad del agua. Orientaciones generales para el recuento de microorganismos en cultivo

ISO 8261 Leche y productos lacteos. Directrices generales para la preparacion de muestras para analisis,
suspensiones iniciales y diluciones decimales para el andlisis microbioldgico.

ISO 8655-1 Aparatos volumétricos accionados mediante piston. Parte 1: Terminologia, requisitos generales y reco-
mendaciones de uso.

ISO/TS 11133 (todas las partes) Microbiologia de los alimentos para consumo humano y animal. Guia para la
preparacion y produccion de medios de cultivo.

ISO 16140 Microbiologia de los alimentos para consumo humano y animal. Protocolo de validacion de métodos
alternativos.

ISO/TS 19036 Microbiologia de los alimentos y de los productos alimenticios para animales. Guia orientativa para la
estimacion de la incertidumbre en las medidas de las determinaciones cuantitativas.

ISO 22174 Microbiologia de los alimentos para consumo humano y animal. Reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) para la deteccion de patogenos en los alimentos. Requisitos generales y definiciones.

3 INSTALACIONES

3.1 Generalidades

Este capitulo trata sobre los requisitos generales, es decir, los principios basicos de disefio y organizacion en la
distribucion de un laboratorio de microbiologia.

El analisis de las muestras procedentes de produccion primaria (especialmente las relacionadas con la recepcion de
muestras y la preparacion de muestras) debe separarse del analisis del resto de las muestras, para reducir el riesgo de
contaminacion cruzada.
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3.2 Consideraciones de seguridad

El disefo del laboratorio debe cumplir ciertos requisitos de seguridad, que dependeran del tipo de microorganismo. Con
esta finalidad, los microorganismos se clasifican en cuatro niveles de seguridad:

— Nivel de seguridad 1 (riesgo nulo o muy bajo para el individuo y para la comunidad).
Microorganismos con baja probabilidad de causar enfermedades humanas o animales.
— Nivel de seguridad 2 (riesgo moderado para el individuo, riesgo bajo para la comunidad).

Un patdgeno que puede causar una enfermedad humana o animal, pero que tiene una baja probabilidad de suponer
una amenaza seria para los trabajadores del laboratorio, la comunidad o el medio ambiente. La exposicion en el
laboratorio puede causar una infecciéon humana grave, pero existen medidas preventivas y tratamientos eficaces que
hacen que el riesgo de propagacion de la infeccion sea limitado.

— Nivel de seguridad 3 (riesgo alto para el individuo, riesgo bajo para la comunidad).

Un patdgeno que suele causar enfermedades humanas o animales graves, pero que generalmente no se propaga de
un individuo a otro. Existen medidas preventivas y tratamientos eficaces.

— Nivel de seguridad 4 (riesgo alto para el individuo y para la comunidad).

Un patoégeno que suele causar enfermedades humanas o animales graves, y que se puede propagar facilmente de un
individuo a otro, por una via directa o indirecta. Por lo general, no existen medidas preventivas ni tratamientos eficaces.

ADVERTENCIA — Se deben consultar las normativas nacionales que van a definir de forma concreta los niveles
de seguridad de los microorganismos localizados dentro de los limites de cada pais.

3.3 Diseiio del laboratorio

La guia orientativa sobre la distribucion del laboratorio descrita a continuacion se refiere a la deteccion de los microor-
ganismos pertenecientes a los niveles de seguridad 1, 2 y 3 para microbiologia de los alimentos.

Deberia advertirse que puede ser necesario adoptar medidas de seguridad adicionales, dependiendo de la legislacion
local.

3.4 Areas del laboratorio

3.4.1 Generalidades

El laboratorio incluye areas destinadas a las muestras y a los analisis (véase el apartado 3.4.2) y areas generales (véase
el apartado 3.4.3). Dichas areas deben estar separadas.

3.4.2 Areas destinadas a las muestras y a los analisis

Se considera una buena practica de laboratorio disponer de localizaciones separadas, o de areas claramente
destinadas a las siguientes funciones:

— recepcion y almacenamiento de las muestras;

— preparacion de las muestras, en particular para el caso de materias primas (por ejemplo productos pulverizados que
contienen un alto nUmero de microorganismos);

— examen de las muestras (a partir de la suspension inicial), incluyendo la incubacién de los microorganismos;

— manipulacién de los posibles patégenos;
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— almacenamiento de las cepas de referencias y de otras cepas;

— preparacion y esterilizacién de los medios de cultivo y del equipamiento;
— almacenamiento de los reactivos y los medios de cultivo;

— analisis de la esterilidad de los productos alimenticios;

— descontaminacion;

— lavado del material de vidrio y del resto de equipamiento;

— almacenamiento de los productos quimicos peligrosos, preferiblemente mantenidos en edificios, habitaciones,
armarios o cabinas especialmente disefiados.

3.4.3 Areas generales

Deberia considerarse disponer de areas separadas para lo siguiente:

— entradas, pasillos, escaleras, ascensores;

— é&reas administrativas (por ejemplo secretaria, oficinas, salas de documentacion, etc.);
— vestuario y aseos;

— salas de archivos;

— almacenes;

— salas de descanso.

3.5 Distribucién y caracteristicas de los edificios

3.5.1 Objetivos

El objetivo es asegurar que el ambiente en el que se realizan los analisis microbioldgicos no afecta a la fiabilidad de los
resultados de los analisis.

Las instalaciones se disefian para evitar el riesgo de contaminacion cruzada. Algunas formas de alcanzar este objetivo
son por ejemplo:

a) construir el laboratorio bajo el principio de distribucion de “no retorno”;

b) realizar los procedimientos de manera secuencial adoptando las precauciones necesarias para asegurar la integridad
de la muestras y del analisis (por ejemplo utilizando recipientes sellados);

c) separar las actividades en el tiempo o en el espacio.
Se evitan las condiciones extremas, tales como un exceso de temperatura, polvo, humedad, vapor, ruido, vibracion, etc.

Deberia mantenerse un espacio suficiente para permitir que las areas de trabajo se mantengan limpias y ordenadas. El
espacio requerido deberia ser proporcional al volumen de andlisis realizados y a la organizacién general interna del
laboratorio. El espacio deberia ser el indicado en las legislaciones nacionales, cuando éstas existan.
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3.5.2 Caracteristicas

Para reducir el riesgo de contaminacion con polvo del ambiente, y por consiguiente, con microorganismos (consultense
las legislaciones nacionales para los microorganismos de nivel de seguridad 3) las instalaciones donde se realizan los
andlisis deberian estar construidas y equipadas del modo siguiente.

a)

b)

)

d)

e)

f)

9)

Las paredes, techos y suelos deberian ser lisos, faciles de limpiar y resistentes a los detergentes y a los
desinfectantes utilizados en los laboratorios.

Los suelos deberian ser antideslizantes.

Las tuberias elevadas que transportan liquidos no deberian cruzar las salas a no ser que estén aisladas
herméticamente. Todas las demas estructuras elevadas deberian estar recubiertas o ser de facil acceso para su lim-
pieza normal.

Las puertas y ventanas deberian poderse cerrar cuando se realicen los analisis para minimizar las corrientes de aire.
Ademas, deberian estar disefiadas para evitar la formacion de acumulos de polvo, facilitando la limpieza. La
temperatura ambiente (entre 18 °C y 27 °C) y la calidad del aire (contenido de microorganismos, velocidad de
propagacion del polvo, etc.) deberian ser compatibles con la realizacion de los analisis. Se recomienda utilizar un
sistema de ventilacion de aire filtrado para el aire de entrada y el aire de salida con este objetivo.

Deberia instalarse un sistema de extraccion adecuado para prevenir la exposicion al polvo que se produce el
manipular los medios de cultivo deshidratados y el procedente de las muestras pulverizadas.

Cuando los analisis deban realizarse en una atmdésfera de baja contaminacion, la sala deberia estar especialmente
equipada con una cabina de flujo laminar y/o una cabina de seguridad.

En caso necesario, el ambiente del laboratorio deberia protegerse de los efectos nocivos de la radiacion solar
mediante el uso de contraventanas o paneles de vidrio tratados convenientemente. No resulta adecuado el uso de
persianas instaladas en el interior ya que pueden dificultar la limpieza y convertirse en una fuente de suciedad.

3.5.3 Otros aspectos

Deberian considerarse los siguientes aspectos:

disponibilidad de agua corriente, o de una calidad adecuada para el uso al que se destina;

disponibilidad de suministro eléctrico;

disponibilidad de suministro de gas (canalizado o en bombonas);

iluminacion adecuada en todas las secciones del laboratorio;

mobiliario y mesas de laboratorio fabricadas de un material liso e impermeable facil de limpiar y desinfectar;
mobiliario de laboratorio disefiado para facilitar la limpieza del suelo (por ejemplo mobiliario movil);

ausencia en las zonas de analisis de todo tipo de mobiliario, documentos o cualquier otra cosa que no sea
estrictamente necesaria para las actividades desarrolladas en el transcurso de los andlisis;

disponibilidad de lugares donde guardar la documentacién empleada cuando se manipulan las muestras, los medios
de cultivo, los reactivos, etc.;

disponibilidad de lavamanos en todas las salas de andlisis y, en caso necesario, en las areas generales,
preferiblemente cerca de la puerta de entrada;

disponibilidad de un autoclave para la destruccién del material de desecho y los medios de cultivo contaminados,
salvo que en las propias instalaciones se disponga de un sistema de eliminacién de los residuos contaminados por
incineracion;

sistemas de seguridad que incluyan proteccién contra el fuego, emergencias eléctricas y ducha de emergencia y
lavaojos;

disponibilidad de servicios de primeros auxilios.
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3.6 Limpieza y desinfeccion

Deberian comprobarse los siguientes aspectos.

a) Los suelos, las paredes, los techos, las superficies de las mesas de laboratorio, el mobiliario y las juntas entre ellos
deberian someterse a reparacidon y mantenimiento periddico para evitar roturas que puedan actuar como fuente de
contaminaciones.

b) Deberia realizarse una limpieza y desinfeccion periddica, para mantener las instalaciones en unas condiciones
adecuadas para la realizacion de los analisis. Las superficies contaminadas o potencialmente contaminadas
deberian descontaminarse utilizando desinfectantes con actividad bactericida o fungicida reconocida.

NOTA 1 Si lo permiten las legislaciones nacionales, las salas y el equipamiento pueden descontaminarse por fumigacion con
vapores de formaldehido.

c) Los sistemas de ventilacion y sus filtros deberian someterse a un mantenimiento periédico y cambiarse los filtros
cuando sea necesario.

d) Deberia comprobarse de forma periddica (con una frecuencia que dependera de los resultados de la Ultima
comprobacién) la calidad microbiolégica de las superficies de trabajo del laboratorio, de las superficies de contacto y
del aire.

e) Puede estimarse la contaminacién de las superficies aplicando directamente sobre ellas una placa de contacto que
contenga unos adecuados agentes neutralizantes de los antisépticos (por ejemplo lecitina, tiosulfato sodico). La
calidad del aire se puede examinar exponiendo durante 15 min una placa de Petri abierta con un medio de agar no
selectivo (por ejemplo una placa de agar de recuento — PCA,; plate count agar) o un agar selectivo adecuado para el
microorganismo que se esta buscando (por ejemplo para mohos).

NOTA 2 Pueden utilizarse otros métodos para estimar el nivel de contaminacién de las superficies y del aire. Véase la Norma
ISO 18593.

4 PERSONAL

4.1 Generalidades

En la Norma ISO/IEC 17025 se pueden consultar los requisitos generales sobre el nivel de competencia del personal.

4.2 Competencia

Para cada método o técnica deben definirse criterios objetivos con los que valorar el correcto nivel de competencia,
tanto en el momento inicial como a lo largo del tiempo.

El nivel de competencia puede establecerse dentro del propio laboratorio mediante un control de calidad interno (véase
el apartado 15.1.2).

NOTA En la Norma ISO 14461-1 se describe una de las formas de investigar los motivos de que el funcionamiento sea deficiente
(pipeteo, poca homogeneidad de la suspension inicial, recuento, etc.) en el caso del recuento de colonias.

4.3 Verificacion del nivel de competencia del personal a lo largo del tiempo

Deberia evaluarse de forma periédica el nivel de competencia del personal a lo largo del tiempo mediante parametros
objetivos, lo que incluye la participacién en programas de control de calidad interno, en ejercicios interlaboratorios
(véase la Guia ISO/IEC 43-1), el empleo de materiales de referencia o mediante andlisis de control de calidad interno
del recuento de microorganismos, segun se describe en la Norma ISO 14461-2.

4.4 Higiene

Deben adoptarse las siguientes precauciones de higiene personal para evitar la contaminacion de las muestras y los
medios de cultivo y para evitar el riesgo de infeccion del personal.
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a) Utilizar ropas de laboratorio convenientemente abrochadas, limpias y en buenas condiciones, fabricadas con tejidos
que limiten el riesgo de inflamabilidad. Estas ropas no deben utilizarse fuera de las areas de trabajo y, en la medida
de lo posible, de los vestuarios.

b) Llevar proteccion para el pelo y la barba, si es necesario para mantener la integridad de la muestra.
¢) Mantener limpias las ufias, y preferiblemente cortas.

d) Lavarse las manos exhaustivamente en agua templada, preferiblemente en un grifo que no se accione directamente
con las manos, antes y después de los analisis microbiologicos e inmediatamente después de utilizar los aseos. Se
utilizara jabon liquido o en polvo, si es posible, un antiséptico, y preferiblemente procedente de un dispensador
mantenido en buenas condiciones de limpieza. Para el secado de las manos se utiliza papel de un solo uso o toallas
de un solo uso. Estas precauciones son aplicables tanto al personal del laboratorio como a los visitantes.

e) Cuando se esté trabajando con medios, cultivos y muestras expuestas y cuando se esté inoculando, evitar hablar,
toser, etc.

f) Las personas que tengan enfermedades o infecciones de piel deben tomar precauciones cuando los microorganismos
procedentes de dichas infecciones puedan contaminar las muestras e invalidar los resultados.

g) No comer ni beber en el laboratorio, ni introducir comida destinada a consumo personal dentro de los congeladores
o las neveras del laboratorio.

h) Esta prohibido pipetear con la boca.

5 APARATOS Y EQUIPAMIENTO

5.1 Generalidades

Conforme a las buenas précticas de laboratorio, todos los aparatos y el equipamiento deberian mantenerse limpios y en
buenas condiciones de funcionamiento. Antes de su utilizacion, deberia verificarse que el equipamiento es adecuado
para el objetivo que se busca y, si se puede comprobar, que funciona correctamente durante su uso.

Cuando sea necesario, el equipamiento y los equipos de medicion deberian calibrarse segun patrones nacionales
trazables, deberian realizarse recalibraciones y todas las comprobaciones intermedias necesarias, y documentarse los
procedimientos y resultados.

El equipamiento deberia ajustarse y comprobarse periddicamente para asegurar su utilidad y su seguridad. El
equipamiento deberia controlarse en funcion de las condiciones de trabajo y de la precision con la que se soliciten los
resultados.

En la mayoria de los casos, la frecuencia de calibracion y de las verificaciones de cada equipo no se especifica en esta
norma internacional, ya que deben determinarse en cada laboratorio, en funcion del tipo de equipamiento y del nivel de
actividad de cada laboratorio, y conforme a las indicaciones del fabricante. En un numero reducido de casos, la
frecuencia se ha especificado por haberse considerado esencial.

Los aparatos y el equipamiento deben fabricarse e instalarse pensando en facilitar su manejo y permitiendo que las
operaciones de mantenimiento, limpieza, descontaminacion y calibracion se desarrollen con facilidad.

Todas las incertidumbres en las mediciones indicadas en este capitulo se refieren a los aparatos y al equipamiento y no
al método de analisis completo.

Los requisitos sobre la precision en los equipos de medicion se indican a lo largo de todo este capitulo. Se basan en el
nivel practico de tolerancia necesario para demostrar un buen control del equipamiento en su uso rutinario. La precision
indicada se refiere a la incertidumbre metrologica del equipo (véase la Guia 99 de ISO).
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Para los equipos con control de temperatura, se comprueba la estabilidad y la homogeneidad de la temperatura antes de
empezar a utilizarlos y después de todas las reparaciones o modificaciones que pudieran ejercer un efecto sobre el
control de la temperatura.

5.2 Cabinas de proteccion

5.2.1 Descripcion

Una cabina de proteccion es una estacion de trabajo con flujo de aire horizontal o vertical que elimina del aire el polvo
y otras particulas, como los microbios.

El nimero maximo tolerable de particulas por metro ctibico de un tamafio igual o superior a 0,5 pm determina la
categoria de retencion de particulas de polvo de la cabina de seguridad. Para las cabinas utilizadas en microbiologia de
los alimentos, el numero de particulas no deberia superar las 4 000 por metro cubico.

Las cabinas utilizadas en los laboratorios de microbiologia de los alimentos son de cuatro tipos.

a) Las cabinas de seguridad de clase I son cabinas protectoras de extraccion abiertas por su parte frontal, destinadas a
proteger al analista y al medio ambiente pero que no protegen al producto de la contaminacion externa. Los
aerosoles potencialmente infectados quedan retenidos dentro de la cabina y atrapados por colision con el filtro. El
aire filtrado se descarga normalmente a la atmdsfera; en caso contrario, el aire debe atravesar dos filtros HEPA
montados en serie. No se recomiendan para el trabajo con patégenos de nivel de seguridad 3 por su dificultad para
asegurar y mantener una adecuada proteccion del analista.

b) Las cabinas de seguridad de clase II protegen al producto, al analista y al medio ambiente. Recirculan algo de aire
filtrado, expulsan algo a la atmodsfera e incorporan aire adicional a través de la apertura de trabajo, proporcionando
de esta manera proteccion al analista. Son adecuadas para el trabajo con patégenos de nivel de seguridad 3.

¢) Las cabinas de flujo laminar horizontal protegen al material de trabajo de la contaminacion, pero empujan los
aerosoles generados hacia la cara del analista. Por consiguiente, no son adecuados para el manejo de cultivos
inoculados o la preparacion de cultivos de tejidos.

d) Las cabinas de flujo laminar vertical protegen al producto gracias al empleo de aire de flujo vertical filtrado por
filtros HEPA. También protegen al analista mediante el uso de aire recircularizdo de forma interna. Son
especialmente adecuadas para proporcionar un ambiente aséptico donde manejar productos estériles y para proteger
al analista cuando manipule productos pulverizados.

Se utilizan cabinas de proteccion para todo el trabajo relacionado con el manejo de patdgenos y de material en polvo
contaminado, si asi lo definen las legislaciones nacionales.

No se recomienda utilizar un mechero de gas o un incinerador de asas dentro de las cabinas de proteccion. Si llegara a
ser necesario, el mechero de gas deberia tener una llama pequefia para que no distorsione al flujo de aire. Una
alternativa adecuada es el empleo de materiales desechables (asas de siembra, pipetas, etc.).

5.2.2 Uso
Las cabinas deberian mantenerse lo méas despejadas de equipos posible.
En la medida de lo posible, se introduce todo lo que se vaya a necesitar dentro de la cabina antes de comenzar el trabajo,

para minimizar el nimero de movimientos de los brazos hacia dentro y hacia fuera de la apertura de trabajo. El equipa-
miento y los materiales se sitian de forma que se minimice la distorsion del flujo de aire en la apertura de trabajo.

Los analistas deberian estar bien entrenados en el uso correcto de las cabinas, para garantizar su seguridad y la
integridad del producto o del cultivo.
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5.2.3 Limpieza y desinfecciéon

El area de trabajo se limpia y desinfecta después de cada uso utilizando un desinfectante no corrosivo adecuado, de
acuerdo con las indicaciones del fabricante. Se examinan periddicamente las rejillas metalicas que protegen los pre-
filtros y se limpian con un pafio humedecido con desinfectante.

En las cabinas de flujo laminar, la superficie del filtro deberia limpiarse a vacio periddicamente, con cuidado de no dafar
el interior del filtro.

Las cabinas de seguridad deberian fumigarse antes de cambiar los filtros o realizar su mantenimiento.

Después de limpiar las cabinas, pueden utilizarse ldmparas UV para su desinfeccion. Las lamparas UV deberian
limpiarse periédicamente y reemplazarse siguiendo las indicaciones del fabricante.

5.2.4 Mantenimiento e inspeccion

Se utilizan cabinas de proteccion adecuadas a los objetivos y a las condiciones ambientales del laboratorio.

Una persona cualificada debe comprobar la eficacia de cada cabina de proteccion al instalarla, y, posteriormente, a
intervalos regulares, segun las recomendaciones del fabricante, asi como después de cada reparacion o modificacion.

La verificacion periodica de la ausencia de todo tipo de contaminacién microbiana deberia realizarse mediante una
comprobacién de la superficie de trabajo y de las paredes de la cabina.

Deberia realizarse una verificacion periédica del nimero de microorganismos presentes en el aire mientras funcionan
los filtros, utilizando un equipamiento normal. Por ejemplo, se exponen durante 30 min dentro de cada cabina varias
placas de Petri abiertas con medio de cultivo de agar no selectivo (por ejemplo PCA). Pueden utilizarse otros métodos.

5.3 Balanzas y diluidores gravimétricos

5.3.1 Utilizaciéon y medida de la incertidumbre

Las balanzas se utilizan fundamentalmente para pesar la porcion para analisis de la muestra que se va a analizar y los
reactivos y componentes de los medios de cultivo. Ademas, se pueden utilizar para realizar medidas de dilucion de
volumenes liquidos por masa.

Los diluidores gravimétricos son instrumentos electronicos que consisten en una balanza y en un dispensador de
liquidos programable, que se utilizan durante la preparacion de las suspensiones iniciales de la muestra; funcionan
mediante la adicion de un diluyente a una submuestra en una determinada proporcion. La submuestra se pesa, con el
margen de tolerancia descrito en la aplicacion, y el diluidor dispensa el volumen de diluyente necesario de acuerdo con
la proporcion requerida (por ejemplo 9 a 1 para las diluciones decimales).

Los laboratorios de microbiologia de los alimentos deben estar equipados con balanzas adecuadas para el intervalo de
medicion y de la incertidumbre tolerada para los distintos productos que se deben pesar.

Salvo indicacion en sentido contrario, los errores maximos permisibles cuando se pesan muestras deberian ser del 1%,
o inferiores a este valor.

Este equipamiento se coloca sobre una superficie horizontal estable, fijada al suelo en caso necesario para asegurar su
nivelacion y protegida de las vibraciones y de las corrientes de aire.
5.3.2 Limpieza y desinfecciéon

Este equipamiento deberia limpiarse y desinfectarse después de cada uso o si se han producido derrames, con un
desinfectante adecuado y no corrosivo.
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5.3.3 Calibracién y verificaciéon del funcionamiento

Debe verificarse periodicamente el correcto funcionamiento de la balanza, durante su uso y después de la limpieza,
mediante pesadas de comprobacion realizadas por una persona experta. Debe comprobarse la calibracion a lo largo del
intervalo completo por parte de una persona cualificada, con una periodicidad que dependera del grado de utilizacion.

Las pesadas de comprobacion también pueden realizarse inmediatamente después de la calibracidn de la balanza.

5.4 Homogeneizadores, trituradoras y mezcladoras

5.4.1 Descripcion

Este equipamiento se utiliza para preparar la suspension inicial a partir de la muestra para analisis de los productos que
no sean liquidos.

Pueden utilizarse los siguientes aparatos:

— un mezclador peristaltico (“stomacher”) con bolsas estériles, preferiblemente junto con un sistema de control de la
velocidad y el tiempo; o

— un homogenizador giratorio (trituradora), con una velocidad tedrica de entre 8 000 r/min y 45 000 r/min, ambas
inclusive, con vasos metdlicos o de cristal esterilizables, con tapa; o

— un mezclador de vibracion (pulsificador), con bolsas estériles; o
— cualquier otro sistema de homogeneizacion de eficacia equivalente.

En algunos casos, se puede realizar una mezcla manual utilizando cuentas de vidrio estériles de un diametro apropiado
(aproximadamente de 6 mm; véanse las Normas ISO 6887-2 a ISO 6887-4 e ISO 8261).

5.4.2 Utilizacion

El tiempo tipico de operacion de un homogeneizador peristaltico es de entre 1 min y 3 min (véanse las Normas
ISO 6887-2 a ISO 6887-4 ¢ ISO 8261 para alimentos especificos).

No utilizar este tipo de aparato con algunos productos alimenticios, tales como:
— productos que puedan rasgar la bolsa (por la presencia de particulas afiladas, duras o secas);

— productos dificiles de homogeneizar debido a su textura (por ejemplo embutidos de tipo salami).

El homogeneizador giratorio debe estar funcionando durante el tiempo necesario para que el numero total de
revoluciones sea de entre 15 000 r/min y 20 000 r/min. Incluso con los homogeneizadores de menor velocidad, este
tiempo no debe ser mayor de 2,5 min.

El mezclador de vibracién puede utilizarse con la mayoria de los productos alimenticios, incluyendo los productos duros
0 secos. El tiempo tipico de funcionamiento es de entre 0,5 min y 1 min. Si es probable que los microorganismos se
encuentren en el interior, por debajo de estructuras cohesivas, la muestra deberia cortarse en trozos pequefios antes de
procesarse.

Las cuentas de vidrio pueden utilizarse para la preparacion mediante agitacion de las suspensiones iniciales de algunos
productos viscosos o densos, en especial de algunos productos lacteos (consultense las normas especificas).

5.4.3 Limpieza y desinfeccion

Los mezcladores de vibracidon y los homogeneizadores peristalticos se limpian y desinfectan de forma periddica, y
siempre que se haya producido un derrame o una fuga de una bolsa.

En el caso de los homogeneizadores giratorios, los vasos de metal o de vidrio se limpian y se esterilizan después de
cada uso.
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5.4.4 Mantenimiento

La inspeccién y el mantenimiento de este equipamiento se realizan siguiendo las indicaciones del fabricante.

5.5 pH-metro

5.5.1 Descripcion

Se utiliza un pH-metro para medir la diferencia de potencial a una temperatura determinada, entre un electrodo de
medida y un electrodo de referencia, ambos introducidos dentro del producto. Debe ser capaz de medir el pH con una
precision de £ 0,05 unidades de pH y su resolucion debe ser de 0,01 unidades de pH. El pH-metro debe estar equipado
con un sistema de compensacion de la temperatura manual o automatico.

NOTA El electrodo de medida y el electrodo de referencia suelen estar juntos dentro de un sistema de electrodos combinados.

5.5.2 Uso

Se utiliza un pH-metro para medir el valor del pH de los reactivos y medios de cultivo, para comprobar si se necesita
algun ajuste durante su preparacion y como control de calidad tras la esterilizacion.

También se puede utilizar para medir el valor del pH de las muestras y de las suspensiones de la muestras. El uso de
un pH-metro se discute en la norma especifica de cada producto que se va a analizar, en la que se especifican las
condiciones para la determinacion del valor del pH y del ajuste del pH.

El pH-metro se ajusta siguiendo el manual de instrucciones proporcionado por el fabricante para medir el valor del pH a
una temperatura normalizada, por ejemplo de 25 °C. El valor del pH se mide una vez alcanzada la estabilizacion. El
valor se registra con dos cifras decimales.

NOTA La lectura se puede considerar estable cuando el valor del pH medido a lo largo de un periodo de méas de 5 s no oscila en méas
de 0,02 unidades. Si los electrodos estan en buenas condiciones, el equilibrio se alcanza normalmente en 30 s.

5.5.3 Verificacion y ajuste

El funcionamiento del pH-metro se verifica siguiendo las indicaciones del fabricante, utilizando un minimo de dos, y
preferiblemente tres, disoluciones tamponadas patrén, al menos de forma diaria, antes de utilizarse. Se definen los
errores maximos permisibles para esta verificacion, en funcion de su uso.

Las disoluciones patron deben poseer valores de pH definidos con dos cifras decimales a la temperatura de medida (por
lo general, pH 7,00 y pH 4,00 y/o pH 9,00 a 25 °C, siguiendo las indicaciones del fabricante). Los patrones utilizados

deben abarcar el valor de pH que se quiere medir.

Tras la verificacion del pH-metro con las dos disoluciones tamponadas patrén trazables, el pH deberia ajustarse
utilizando una tercera disolucién tamponada, y concretamente una disolucién tamponada control, por ejemplo de pH 5 o
pH 8.

El pH-metro se ajusta cuando las verificaciones proporcionan resultados que caen fuera de los errores maximos
permisibles, y siguiendo las indicaciones del fabricante.

Este ajuste deberia ir seguido de una calibracién, que permitiria estimar la incertidumbre de la medida del ph-metro.

5.5.4 Mantenimiento

La comprobacion y el mantenimiento de los electrodos se realizan siguiendo las indicaciones del fabricante. En
concreto, es necesario revisar de forma periodica

— las condiciones en las que se encuentran los electrodos en cuanto a envejecimiento y suciedad, y

— el tiempo de respuesta y la estabilidad.
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Los electrodos se enjuagan con agua destilada o desionizada después de cada uso. Tomando en consideracion los
procesos de envejecimiento y acumulacion de suciedad en los electrodos, se limpian mas exhaustivamente de forma
periddica, siguiendo las indicaciones del fabricante.

Los electrodos se almacenan siguiendo las indicaciones del fabricante.

5.6 Autoclave

5.6.1 Descripcion

Un autoclave permite alcanzar una temperatura de saturacion de vapor en la camara, y se utiliza para la destruccion de
los microorganismos.

El autoclave deberia estar equipado con
— como minimo una valvula de seguridad,
— una llave de paso de drenaje,

— un dispositivo de regulacion que permita que la temperatura de la cAmara se mantenga dentro de un intervalo de
+ 3 °C de la temperatura programada (para tener en cuenta la incertidumbre de la medida asociada al termopar), y

— una sonda de temperatura o un termopar de registro.
También deberia incluir un temporizador y un registrador de temperaturas.

5.6.2 Uso

Para la esterilizacion a vapor, se expulsa todo el aire antes de que empiece a subir la presion. Si el autoclave no dispone
de un sistema automatico de evacuacion, es necesario eliminar el aire hasta que se libere un chorro de vapor continuo.

El vapor saturado de la camara debe estar como minimo a una temperatura de 121 °C para poder destruir los
microorganismos.

No se utiliza el autoclave para la esterilizacion de equipamiento limpio (y/o medios de cultivo) a la vez que para la
descontaminacion de equipamiento utilizado (y/o medio de cultivos utilizados) durante el mismo ciclo de esterilizacion.

Es preferible utilizar autoclaves distintos para estos dos procesos. Después de haberse autoclavado, deberia dejarse
enfriar todo el material y el equipamiento dentro del autoclave antes de retirarlo.

Por cuestiones de seguridad, no se retira el material hasta que la temperatura haya descendido por debajo de 80 °C
aproximadamente.

5.6.3 Mantenimiento

Se limpian periddicamente la camara, los filtros de drenaje y el sellado de la puerta. Se comprueba la integridad del
sistema de sellado de la puerta. En caso necesario se realizan de forma periddica los procesos de drenaje y
desincrustacion. Se siguen las indicaciones del fabricante.

5.6.4 Verificacion y calibracion

El autoclave debe mantenerse en buenas condiciones de funcionamiento y debe inspeccionarse periddicamente por
personal cualificado competente siguiendo las indicaciones del fabricante.

Los instrumentos de control se mantienen en unas correctas condiciones de trabajo y se comprueban periddicamente.
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La validacion inicial deberia incluir estudios de funcionamiento para cada ciclo de operaciones y para cada configuracion
de carga utilizada en la practica. Este proceso deberia repetirse después de cada modificacion o reparacion
importantes. Deberia colocarse un nimero suficiente de sensores dentro de la carga para demostrar que la penetracion
del calor es adecuada en todos los lugares. La validacion y la re-validacion deberian considerar si los tiempos de
calentamiento y enfriamiento son adecuados, ademas de la temperatura de esterilizacion.

Cuando no se disponga de un registro trazable de la eficiencia del proceso, deberia incluirse como minimo un indicador
del proceso en el centro de la carga, para verificar el proceso de calentamiento.

5.7 Preparador de medios

5.7.1 Descripcion

Un preparador de medios esta disefiado fundamentalmente para la esterilizacion de grandes volumenes de medios (> 1 1).
Consiste en un recipiente de calentamiento, una camisa de agua y un sistema de agitacion constante. Este tipo de equipamien-
to debe incluir también un indicador de temperaturas, un indicador de presion, un temporizador y una valvula de seguridad.

Ademas, la unidad deberia incluir un cierre de seguridad para evitar que se abra hasta que se haya alcanzado una
temperatura < 80 °C.

5.7.2 Uso

Se siguen en todo momento las indicaciones del fabricante.

Todo el proceso completo de produccion tiene lugar dentro del aparato. Tras la adicion de todos los ingredientes, se
disuelven por agitacion y calentamiento. A continuacion se realiza la esterilizacion

5.7.3 Mantenimiento

El preparador se lava y se enjuaga exhaustivamente con agua pura entre cada lote de medios.

5.7.4 Verificacion
El preparador de medios debe mantenerse en buenas condiciones de funcionamiento y debe inspeccionarse periddica-
mente por personal cualificado competente siguiendo las indicaciones del fabricante.

Los instrumentos de monitorizaciéon se mantienen en unas correctas condiciones de trabajo y se comprueba periddica-
mente su funcionamiento.

La validacion inicial deberia incluir estudios de funcionamiento para cada ciclo de operaciones y para cada cantidad de
carga utilizada en la practica. Este proceso deberia repetirse después de cada modificacion o reparacion importantes.
Pueden utilizarse dos sondas de temperatura, una adyacente a la sonda control, y otra alejada de ella, para demostrar si
el calentamiento es uniforme.

Deberia comprobarse la temperatura y duracion de cada ciclo.

5.8 Incubador

5.8.1 Descripcion

Un incubador consiste en una camara aislada que permite que la temperatura se mantenga estable y se distribuya de for-
ma uniforme dentro del maximo error permisible de temperaturas establecido en el método de analisis.

5.8.2 Uso

Los incubadores deben estar equipados con un sistema de regulacion que permita que la temperatura u otros parametros
se mantengan homogéneos y estables en todo el volumen de trabajo. Se define el volumen de trabajo para asegurar que
se consigue este objetivo.

Si la temperatura ambiente es cercana o superior a la del incubador, es necesario incorporar un sistema de refrigeracion
a la cdmara.
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Las paredes de los incubadores deberian protegerse de la luz solar directa.

En la medida de lo posible, los incubadores no deberian llenarse completamente en una sola operacion, ya que los
medios de cultivo tardardn mucho tiempo en alcanzar el equilibrio de temperaturas, independientemente del tipo de
incubador (de conveccion de aire o de otro tipo). Las puertas del incubador no se mantienen abiertas durante periodos
de tiempo prolongados.

Se deberia prestar atencion a la circulacion del aire cuando se introduce la carga en los incubadores (véase el aparta-
do 10.2.4).

5.8.3 Limpieza e higienizacion

Se limpian e higienizan de forma periodica las paredes interiores y exteriores del incubador y, en caso necesario, se
elimina el polvo presente en el sistema de ventilacion.

5.8.4 Verificacion

Se comprueba la estabilidad de la temperatura y la homogeneidad de la distribuciéon de temperaturas a la(s)
temperatura(s) de trabajo a lo largo del volumen util del incubador, mediante el uso simultaneo de varios termémetros o
de varios termopares de intervalo de temperaturas y precision conocidas y adecuadas.

Esta informacion se utiliza para definir el intervalo de trabajo aceptable del incubador y la posicion optima del
termometro utilizado para monitorizar las temperaturas de trabajo.

Por ejemplo, para conseguir una temperatura de 37 °C + 1 °C, cuando el perfil de datos muestra un intervalo de entre
36,8 °C a 37,3 °C a lo largo del incubador, el intervalo de trabajo deberia reducirse hasta de 36,2 °C a 37,7 °C, para
asegurar que todas las partes del incubador alcanzan la temperatura prevista de 37 °C.

Este proceso deberia repetirse después de cada modificacion o reparacion importantes.

La temperatura de funcionamiento deberia comprobarse utilizando uno o mas termémetros de minimas y maximas o
con termopares de registro, por ejemplo.

El termometro o el termopar de registro utilizado para el control de rutina del incubador deben fijarse en una posicion
determinada cuya temperatura sea la ideal, segtn el perfil de datos.

La temperatura del incubador se comprueba como minimo todos los dias de trabajo. Con este objetivo, todos los
incubadores deben incorporar como minimo un sistema de medida de su funcionamiento, cuya sonda puede estar
sumergida en glicerol (u otro acumulador de calor adecuado), dentro de un recipiente sellado.

Pueden utilizarse otros sistemas de comprobacion de caracteristicas equivalentes.

5.9 Neveras, cAmaras de refrigeracion

5.9.1 Descripcion

Son camaras que permiten el almacenamiento en condiciones de refrigeracion. Para la conservacion de muestras proce-
dentes de alimentos destinadas al analisis, la temperatura debe ser de 3 °C + 2 °C (maximos errores permisibles), salvo en
aplicaciones especiales. En el resto de los casos, la temperatura sera de 5 °C = 3 °C, salvo indicacion en sentido contrario.

5.9.2 Uso

Para evitar que se produzca contaminacion cruzada, se utilizan cAmaras diferentes, o al menos, contenedores diferentes
con los que asegurar una separacion fisica, para el almacenamiento de:

— reactivos y medios de cultivo no inoculados,
— muestras de analisis, y

— medios incubados y cultivos de microorganismos.
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Las neveras, los refrigeradores y las salas frias de almacén se ocupan manteniendo una adecuada circulacion del aire e
intentando minimizar las potenciales contaminaciones cruzadas.

5.9.3 Verificacion

Se comprueba la temperatura de cada camara todos los dias de trabajo utilizando un termémetro o una sonda instalada
de forma permanente. La precision del sistema de monitorizacion de temperaturas depende del uso al que se destine la
unidad.

5.9.4 Mantenimiento y limpieza

Para asegurar un correcto funcionamiento, se realizan las siguientes operaciones de mantenimiento de forma periodica:
— eliminacion del polvo de las aspas del motor o de las placas externas de intercambio de calor;
— descongelacion;

— limpieza e higienizacion del interior de las camaras.

5.10 Congeladores y ultracongeladores

5.10.1 Descripcion

Un congelador es una camara que garantiza el almacenamiento en condiciones de congelacion. Salvo indicacion en sen-
tido contrario, la temperatura debe ser inferior a —15 °C, y preferiblemente inferior a —18 °C para las muestras
procedentes de alimentos.

Un ultracongelador es una camara que garantiza el almacenamiento en condiciones de ultracongelacion. Salvo indica-
cion en sentido contrario, la temperatura debe ser inferior a —70 °C.

5.10.2 Uso

5.10.2.1 Congelador

Deben disponer de camaras diferentes, o al menos, de contenedores diferentes con los que asegurar una separacion
fisica para el almacenamiento de:

— reactivos no inoculados,
— muestras para analisis, y
— cultivos de microorganismos.

El congelador se carga de forma que se mantenga una temperatura suficientemente baja, especialmente cuando se
introducen productos no congelados.

5.10.2.2 Ultracongelador

Su utilidad principal es almacenar microorganismos, cultivos de trabajo y/o de referencia, y reactivos.

El congelador se carga de forma que se mantenga una temperatura suficientemente baja, previniendo la contaminacioén
cruzada entre microorganismos y reactivos.

5.10.3 Verificacion

Se comprueba periddicamente la temperatura de cada camara utilizando un sistema de monitorizacion de temperaturas
adecuado.
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5.10.4 Mantenimiento

Se realizan periddicamente las siguientes operaciones de mantenimiento:
— eliminacion del polvo de las aspas del motor o de las placas externas de intercambio de calor (si son accesibles);
— descongelacion;

— limpieza e higienizacion del interior de las camaras.

5.11 Baiio termostatico

5.11.1 Descripcion

Para mantener una temperatura determinada se necesita un bafio termostatico, lleno de un liquido (agua, etilén glicol,
etc.), con o sin una tapa ajustada o algln otro sistema que limite la evaporacion. El control de temperaturas suele ser de
mayor precision que el de los incubadores de aire, lograndose unos errores permisibles maximos de + 0,5 °C o aun
mejores. Las temperaturas de trabajo y los errores maximos permisibles vienen estipulados en cada método o aplicacion
individual. Es necesario incorporar un sistema de refrigeracion para mantener una temperatura similar o inferior a la
temperatura ambiente.

5.11.2 Uso

Los principales usos son los siguientes:

— incubacion de los medios de cultivo inoculados a una temperatura constante;

— mantenimiento del agar fundido estéril durante la preparacion de los medios;

— calentamiento del agar fundido estéril a una temperatura definida para su uso en determinados métodos;
— preparacion de las suspensiones iniciales de las muestras o soluciones a una temperatura controlada;

— tratamiento por calentamiento de las suspensiones iniciales de las muestras a una temperatura controlada (por ejem-
plo durante la pasteurizacion).

Cuando se necesite un control preciso de la temperatura, el bafio debe incluir una bomba de agua circulante y un sistema
automatico de regulacion de la temperatura. La agitacion del liquido no debe causar dispersion de gotas.

Para un uso de precisién a altas temperaturas son preferibles los bafios con tapa. Deberian utilizarse bafios con tapas
inclinadas que permiten que escurra el liquido condensado.

Para la incubacion de los medios inoculados, se mantiene el nivel de liquido de forma que la parte superior del medio de
analisis quede por lo menos 2 cm por debajo del nivel de liquido del bafio durante toda la incubacion.

Deberian introducirse otros recipientes dentro de los bafios de forma que sus contenidos queden por debajo del nivel del
liquido del bafio.

La profundidad de inmersion debe impedir que entre agua a través de su apertura.
Pueden necesitarse sistemas que aseguren la estabilidad de los recipientes, como por ejemplo gradillas.
Todos los recipientes deberian secarse al ser retirados de los bafios y antes de su uso posterior.

5.11.3 Verificacion

Se comprueba la estabilidad y la homogeneidad de la temperatura a lo largo de todo el bafio, antes de empezar a
utilizarlo y después de cada reparacion o modificacion que afecte al control de temperaturas.
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Todos los bafios se monitorizan con un termometro, un termopar o un sistema de registro de temperaturas de la minima
incertidumbre de medida posible (véase el apartado 5.28.2), e independiente del sistema automatico de regulacion de
temperaturas.

Puede utilizarse una pantalla digital, siempre que se haya verificado su precision y su resolucion.

La temperatura del bafio se monitoriza durante cada uso y como minimo de forma diaria en el caso de tiempos de
incubacién prolongada.

5.11.4 Mantenimiento

El nivel de llenado de los bafios deberia ser el aconsejado por el fabricante. Preferiblemente, deberia utilizarse agua
destilada o desionizada para la incubacion de los cultivos.

Se comprueba periddicamente el nivel del liquido del bafio para asegurar su correcto funcionamiento y que la inmersion
de todos los objetos es satisfactoria. El nivel de liquido debe cubrir todos los elementos calefactores.

Los bafios deberian vaciarse, limpiarse, higienizarse y volverse a llenar de forma periédica, con una frecuencia que
dependera del uso al que esté sometido, o después de que se haya producido un vertido.

5.12 Vaporizadores, incluidos los bafios de agua en ebullicion

5.12.1 Descripcion

Los vaporizadores y los bafios de agua en ebullicion consisten en un elemento calefactor rodeado de agua, situado
dentro de un recipiente cerrado con una tapa bien ajustada. En un vaporizador, se crea vapor a presion atmosférica; en
un bafio de agua en ebullicion, se calienta agua a una temperatura igual o proxima al punto de ebullicién, con o sin
produccién de vapor.

5.12.2 Uso

Los principales usos son los siguientes:

— fusion de los medios de agar;

— preparacion de medios sensibles al calor;

— reduccion de la contaminacion del pequefio equipamiento entre usos.

El tanque debe contener un nivel de agua de seguridad adecuado, para asegurar que los elementos calefactores estan
siempre bien recubiertos.

También puede utilizarse un autoclave con capacidad de liberacién de vapor.

5.12.3 Mantenimiento

Los vaporizadores y los bafios de agua en ebullicion se deben mantener limpios.

En caso necesario, deberia realizarse periédicamente un tratamiento con un agente desincrustante, con una frecuencia
que dependeré de la dureza local del agua.

5.13 Horno de esterilizacion

5.13.1 Descripcion

Un horno de esterilizacion es una camara capaz de mantener una temperatura de entre 160 °C y 180 °C para la
destruccion de los microorganismos mediante calor seco.
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5.13.2 Uso

Solamente el material mas resistente como el material metalico y de vidrio debe esterilizarse en el horno de esteriliza-
cion; no utilizar para los objetos de plastico y de goma.

Todo el material metalico y de vidrio que se va a esterilizar en el horno se lava antes de su esterilizacion.

Si se esteriliza en el horno de esterilizacion material de vidrio aforado, se verifica periddicamente la precision de los
volimenes marcados.

La temperatura debe ser uniforme a lo largo de toda la camara. El horno debe incluir un termostato y un termémetro o
un sistema de registro de las temperaturas de precision adecuada.

Debe incluir un indicador de duracion, un programador o un temporizador.

Una vez alcanzada la temperatura de trabajo, el proceso de esterilizacién debe durar como minimo 1 h a 170 °C o una
combinacion equivalente de temperatura/tiempo.

Tras la esterilizacion, y para evitar roturas, se deberia dejar enfriar el material de vidrio dentro del horno antes de ser retirado.

5.13.3 Verificacion

Se comprueba la estabilidad y la homogeneidad de la temperatura a lo largo de todo el horno, antes de iniciar su uso y
después de cada reparacion o modificacion que pudiera afectar al control de la temperatura.

El horno debe incluir un sistema de registro de temperaturas, un termopar o un termoémetro calibrado con la precision
adecuada, independientes del sistema automatico de regulacion de la temperatura. El sistema de monitorizacion debe
presentar una resolucion de 1 °C, o aiin mejor, para la temperatura del horno utilizada.

La temperatura del horno deberia monitorizarse y registrarse a lo largo de todo su uso.

5.13.4 Mantenimiento

Se limpian las superficies internas cuando sea necesario.

5.14 Horno microondas

5.14.1 Descripcion

Un horno microondas es un aparato que permite calentar objetos mediante energia de microondas a presion atmosférica.

5.14.2 Uso

Los equipos disponibles en la actualidad solamente permiten calentar liquidos o fundir medios de cultivo con agar.

ADVERTENCIA - No se calientan en el microondas medios que contengan componentes termosensibles hasta
que se haya comprobado que esta forma de calentamiento no afecta el funcionamiento del medio. Ain no se ha
determinado la eficiencia de las microondas sobre la esterilizacion de los medios de cultivo, por lo que no se
deben utilizar los hornos microondas con este objetivo.

El horno debe ser capaz de calentar liquidos y medios de cultivo de forma controlada mediante el ciclo de emision de
microondas. La distribucion de las microondas debe ser homogénea para evitar areas de sobrecalentamiento. Los hornos

con plato giratorio o con agitador proporcionan una mejor distribucion del calor.

No se utiliza equipamiento de metal, incluidos los tapones metalicos. Los tapones o las tapas de las botellas se aflojan
antes de calentarse.

El calentamiento durante periodos mas largos a potencias inferiores puede ofrecer una mejor distribucion del calor.
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ADVERTENCIA — Una vez calentados, los objetos se manejan con precaucion. Su contenido puede estar sobre-
calentado y verterse al entrar en ebullicion y las botellas pueden explotar.

Cuando se funde medio de agar, se recomienda utilizar una programacion de baja potencia (por ejemplo en el ciclo de
descongelacién) y un bafio caliente de agua (por ejemplo un vaso de precipitados apto para microondas con 50 ml a
100 ml de agua), para favorecer el proceso de calentamiento.

Tras el proceso de calentamiento, se recomienda un tiempo de reposo de cémo minimo 5 min antes de retirar el
material del horno microondas.

5.14.3 Verificacion

Deben establecerse las condiciones de potencia y tiempo de calentamiento en estudios iniciales, para los distintos
volumenes de liquidos y de medios de cultivo que se emplean de forma rutinaria, para asegurar un funcionamiento
optimo y para evitar el sobrecalentamiento de los productos sensibles.

5.14.4 Mantenimiento

El horno se limpia inmediatamente después de que se haya producido cualquier tipo de vertido, asi como de forma
periddica, con una frecuencia que depende del grado de utilizacion.

Deberian inspeccionarse periédicamente la integridad del sellado de las puertas del horno, asi como las posibles fugas
de radiacion procedentes del horno.

5.15 Lavavajillas para material de vidrio

5.15.1 Descripcion

Los lavavajillas para material de vidrio son maquinas controladas electronicamente destinadas al lavado general del
material de vidrio del laboratorio, y que pueden programarse para realizar diferentes ciclos de lavado y aclarado (por
ejemplo con acido o con agua destilada o desionizada).

Los sistemas para el lavado de pipetas de vidrio son lavavajillas para material de vidrio especiales, disefiados para
limpiar el estrecho canal interior de las pipetas.

5.15.2 Uso

Existen muchos tipos de lavavajillas para material de vidrio disponibles, que en general se instalan y utilizan siguiendo
las indicaciones del fabricante.

5.15.3 Verificacion

Se comprueba la efectividad del lavado mediante inspeccion visual y, en aplicaciones criticas, se realizan analisis para
asegurar que el material de vidrio carece de sustancias inhibidoras.

Puede comprobarse la generacion de residuos acidos o basicos utilizando una disolucién indicadora de pH; deberia
obtenerse un pH dentro del intervalo de entre 6,5 unidades y 7,3 unidades.

5.15.4 Mantenimiento

Se programa un mantenimiento periddico siguiendo las indicaciones del fabricante, cumpliendo con una frecuencia
adecuada.

Pueden necesitarse revisiones mas frecuentes en los equipos utilizados asiduamente o en localidades de aguas mas
duras.
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5.16 Microscopios opticos

5.16.1 Descripcion

Existen distintos tipos de microscopios: monoculares, binoculares, con VDU, con camara o equipo de fluorescencia,
etc. y con fuente de luz interna o externa. En los analisis bacteriologicos, se utilizan objetivos con una capacidad de
aumento desde x10 (lentes secas) hasta aproximadamente X100 (inmersion en aceite, incorporando un sistema de
amortiguacion a las torretas), obteniéndose un aumento global de entre X100 y X1 000. La microscopia de contraste de
fase es también una herramienta inestimable para el analisis de preparaciones “en humedo”.

5.16.2 Uso

La optica del microscopio se dispone siguiendo las indicaciones del fabricante. El eje optico de la luz procedente de la
bombilla de alta intensidad debe atravesar el centro del condensador, el portaobjetos, el objetivo y el ocular, de forma
que se eviten las aberraciones cromaticas o esféricas.

5.16.3 Mantenimiento

Se siguen las indicaciones del fabricante en lo referente a almacenamiento, limpieza y revisiones. Se previene la
condensacion que se produce cuando el grado de humedad es alto, ya que puede ocasionar deterioro y pérdida de
calidad de las lentes.

Diariamente, o después de cada uso, se limpia el aceite de las lentes de inmersion y de las partes con las que entra en
contacto, utilizando unas toallita para lentes. Se utiliza el disolvente recomendado por el fabricante. Se retira
periddicamente la grasa que se acumula en los oculares procedente de las pestafias.

Los sistemas épticos se pueden dafar con facilidad, por lo que es deseable mantener un programa de revisiones,
preferiblemente por parte del fabricante.

5.17 Mecheros de gas o incineradores de agujas

5.17.1 Descripcion

Los mecheros de gas (Bunsen) producen una llama estrecha descubierta utilizando gas procedente de una bombona o de
un suministro central. Modulando la cantidad de aire que se mezcla con el gas se controla la cantidad de calor
producida.

Los incineradores de asas utilizan gas o electricidad para conseguir calor rojo sin llama utilizado para esterilizar las asas
de siembra y las agujas utilizadas para manipular los cultivos.

5.17.2 Uso

Los mecheros de gas se utilizan fundamentalmente para esterilizar las agujas y las asas de siembra metalicas
calentandolas al rojo, y para esterilizar a la llama otros pequefos equipamientos no desechables.

Los incineradores de asas se utilizan para esterilizar las agujas y las asas de siembra metalicas y son el sistema de
eleccion cuando se manipulan bacterias patogénicas, ya que se evitan las salpicaduras y se reducen los riesgos de
contaminacion cruzada.

Los mecheros de gas pueden producir mucho calor y turbulencias de aire en el laboratorio.

Puede conseguirse trabajar en condiciones asépticas sin necesidad de mecheros de gas, mediante el uso de materiales
desechables.

Deberia evitarse el uso de mecheros de gas en las cabinas de proteccion, debido a que intefieren de forma inaceptable
con el flujo de aire laminar. En este caso, se recomienda utilizar equipamiento estéril desechable.
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5.17.3 Mantenimiento

Se limpian y desinfectan periddicamente los mecheros y las cubiertas de los incineradores de agujas, especialmente si se
ha derramado un cultivo bacteriano sobre los equipos.

5.18 Dispensadores de reactivos y medios de cultivo

5.18.1 Descripcion

Los dispensadores son instrumentos o sistemas utilizados para distribuir los reactivos y los medios de cultivo en los
tubos, botellas o placas de Petri. Dichos sistemas incluyen desde las simples probetas, pipetas o jeringuillas manuales
pasando por las jeringas automaticas y las bombas peristalticas, hasta los sistemas programables electronicos con
dispositivos de reparto automatico variable.

5.18.2 Uso

Los equipos limpios utilizados para dispensar los reactivos y los medios de cultivo deben carecer de sustancias
inhibidoras. Se utilizan tubos capilares diferentes para los medios selectivos, para minimizar los efectos de la
lixiviacion/transporte pasivo de dichas sustancias.

Si se necesita que la distribucion de los reactivos y los medios de cultivo estériles se realice en condiciones asépticas,
todas las partes del equipo de distribucion que entren en contacto con el producto deben estar en condiciones estériles.

5.18.3 Verificacion

La incertidumbre de la medida del instrumento o del aparato debe ser la adecuada en funcién del error maximo
permisible de volumen dispensado, que, de forma rutinaria, no debe ser superior a + 5%. El error maximo permisible en
la medida del volumen de liquido utilizado para preparar diluciones decimales es de £ 2%.

Se comprueban los volumenes dispensados antes de comenzar a utilizarlo, a continuacién de forma periddica siguiendo
un programa documentado, y siempre después de haber efectuado cualquier tipo de ajuste que afecte al volumen
dispensado.

5.184 Limpieza y mantenimiento

Se limpia la superficie externa del dispensador después de cada uso. Se lavan y enjuagan abundantemente todas las
partes del dispensador que entran en contacto con el producto y se esterilizan cuando se tengan que utilizar para
dispensar liquidos estériles. No se utilizan desinfectantes sobre las superficies que entran en contacto con el producto
que se dispensa, ya que pueden transmitir propiedades inhibidoras.

Todos los dispensadores automaticos deben mantenerse en buenas condiciones mediante revisiones periddicas
realizadas segun las indicaciones del fabricante.

5.19 Mezclador tipo vortex

5.19.1 Descripcion

Este instrumento facilita la mezcla homogénea de los medios liquidos (por ejemplo las diluciones decimales y la
muestras liquidas que se van a analizar), o las suspensiones de las células bacterianas en un medio liquido.

La mezcla se consigue mediante un movimiento rotacional excéntrico del contenido del tubo o del recipiente (produ-
ciendo un vortex).

5.19.2 Uso

Se presiona la base del tubo o del recipiente que contiene el liquido que se debe mezclar contra la cabeza del mezclador.
La velocidad de mezcla se controla regulando la velocidad del motor o el angulo de contacto con la cabeza del
mezclador.
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El analista deberia asegurar que no se producen derrames durante la mezcla, ajustando la velocidad necesaria y
sujetando el tubo a una distancia respecto a su extremo superior de aproximadamente un tercio de su longitud, para
poder controlar mejor el tubo y evitar que el contenido del tubo ascienda excesivamente por su interior.

Deberian tomarse las precauciones necesarias para minimizar la emisién de aerosoles cuando se abren los recipientes
después de haberse sometido a agitacion en el vortex.

5.19.3 Verificacion

La evidencia de que se estd mezclando correctamente consiste en la aparicion de un vortex hasta el fondo del liquido
durante la operacion de mezcla.

5.19.4 Mantenimiento

Se mantiene limpio este equipamiento. Si se llega a producir algun derrame, el equipo se descontamina utilizando un
desinfectante de laboratorio adecuado.

5.20 Contador de colonias

5.20.1 Descripcion

Los contadores de colonias manuales utilizan un sistema de recuento activado por presion y suelen ofrecer una sefial
audible cada vez que se realiza un contaje y una lectura digital del recuento total. Pueden ser simples punteros o
consistir en una bandeja iluminada con una cuadricula calibrada para la placa y una lupa de aumento para ayudar a la
deteccion de las colonias. Los contadores de colonias automaticos electronicos, que incorporan analizadores de imagen,
funcionan mediante una combinacion de hardware y sofiware incorporando el uso de una camara y un monitor.

5.20.2 Uso

Se siguen las instrucciones del fabricante. Se ajusta la sensibilidad del contador automatico para asegurar que se
identifican todas las colonias buscadas. Los contadores de colonias automaticos electronicos también necesitan una
programacion aparte cuando se utilizan sobre distintos tipos de agar y de matrices, y para recuentos en superficie y
recuentos en placas vertidas, para asegurar una discriminacion adecuada de las colonias en estudio.

5.20.3 Verificacion

Las comprobaciones deberian realizarse periédicamente de forma manual, para asegurar que se consiguen unos re-
cuentos precisos utilizando el contador de colonias.

Adicionalmente, los contadores de colonias automaticos deberian comprobarse todos los dias de trabajo con una placa
de calibracion que contenga un nimero conocido de colonias o particulas contables.

5.204 Limpieza y mantenimiento

Se mantiene el equipo limpio y sin polvo; se evita raspar las superficies que sean elementos esenciales del proceso de
recuento. Se programa un mantenimiento periddico de los contadores electronicos que incorporen analizadores de
imagen, en las condiciones indicadas por el fabricante, con una frecuencia adecuada.

5.21 Equipamiento para cultivo en atmésfera modificada

5.21.1 Descripcion

Puede ser un recipiente que se pueda sellar herméticamente o cualquier otro equipamiento que permita mantener unas
condiciones atmosféricas modificadas (por ejemplo, anaerobiosis) a lo largo de todo el tiempo de incubacion del medio
de cultivo. Pueden utilizarse otros sistemas que consigan un resultado equivalente, como las cabinas de anaerobiosis.

Se siguen las indicaciones del fabricante para su instalacion y mantenimiento.



AENOR -31- ISO 7218:2007

5.21.2 Uso

La composicion de la atmdsfera requerida puede conseguirse mediante la adicion de una mezcla de gases (procedentes
por ejemplo de una bala de gases) tras la evacuacion del aire del recipiente, por desplazamiento de la atmésfera en una
cabina o mediante cualquier otro sistema adecuado (como los paquetes de gases comerciales disponibles en el mercado).

En general, la incubacion anaerdbica requiere un atmosfera con una cantidad de oxigeno inferior al 1%, y del 9% al
13% de didxido de carbono; la incubacion microaerdbica (capnaerdbica) requiere una atmosfera de entre el 5% y el 7%
de oxigeno y aproximadamente un 10% de dioxido de carbono.

Las condiciones pueden tener que modificarse en funcién de los requisitos especificos del microorganismo en concreto.

5.21.3 Verificacion

Se introduce un indicador quimico o bioldgico para monitorizar la naturaleza de la atmdsfera en cada camara durante
cada uso. El crecimiento de una cepa de control o el cambio de color de un indicador quimico verifica que se han
conseguido unas condiciones de incubacion adecuadas.

5.21.4 Mantenimiento

Si se utiliza un catalizador, éste se regenera periddicamente siguiendo las instrucciones del fabricante. Si se utilizan
valvulas, se limpian y lubrifican para asegurar que su funcionamiento es correcto, reemplazandolas cuando sea necesario.

El equipo se limpia y se higieniza de forma periodica.

5.22 Centrifuga

5.22.1 Descripcion

Las centrifugas son sistemas mecanicos o electronicos que utilizan la fuerza centrifuga para separar particulas suspendi-
das, incluidos los microorganismos, de los medios liquidos.

5.22.2 Uso

En algunas aplicaciones, se consigue concentrar el microorganismo objeto de estudio centrifugando muestras liquidas
para conseguir un sedimento, que se puede resuspender en un medio liquido y someterse a un examen posterior.

Se toman las precauciones necesarias para prevenir la generacion de aerosoles y la contaminacion cruzada, mediante el
uso adecuado del equipamiento y el empleo de botellas o tubos de centrifuga estériles y sellados.

5.22.3 Verificacion

Cuando se especifica en la aplicacion la velocidad de centrifugacion, o es un pardmetro critico, los marcadores o el
indicador de velocidad deberian comprobarse periddicamente, asi como después de reparaciones o modificaciones
importantes, utilizando un tacometro calibrado e independiente.

5.22.4 Mantenimiento

Las centrifugas se limpian y desinfectan periddicamente, asi como después de cualquier vertido de cultivos microbiolo-
gicos o de muestras potencialmente contaminadas.

Las centrifugas deberian revisarse periddicamente.

5.23 Placa calefactora y manta eléctrica

5.23.1 Descripcion

Las placas calefactoras y las mantas eléctricas son sistemas de calentamiento controlados por un termostato. Algunas
placas calefactoras y mantas eléctricas incorporan agitadores magnéticos.
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5.23.2 Uso

Las placas calefactoras y las mantas eléctricas equipadas con agitadores magnéticos se utilizan para calentar volimenes
relativamente grandes de liquido, como es el caso de los medios.

No se utilizan placas calefactoras ni mantas eléctricas sin sistemas de agitacion para la preparacion de medios.

5.23.3 Mantenimiento

Se limpian todos los derrames tan pronto como la unidad se haya enfriado.

5.24 Sembrador espiral

5.24.1 Descripcion

Un sembrador espiral es un dispensador que distribuye un volumen predeterminado de liquido sobre la superficie de una
placa de agar en rotacion. El brazo dispensador se mueve desde el centro de la placa hacia el borde exterior
describiendo una espiral de Arquimedes. El volumen dispensado disminuye segin la aguja dispensadora avanza desde
el centro hacia el borde de la placa, de forma que existe una proporcion inversa entre el volumen depositado y el radio
de la espiral. El volumen de muestra dispensado en cualquier segmento definido es constante y conocido. Se necesita
una fuente de vacio para cargar y dispensar los liquidos.

5.24.2 Uso

Este equipamiento se utiliza para dispensar una muestra liquida, una dilucién o un homogenizado de una muestra a una
placa de agar adecuada para efectuar un recuento de colonias. Tras la incubacion, las colonias se desarrollan a lo largo
de las lineas donde se ha depositado liquido. Se cuenta el numero de colonias presentes en un area conocida utilizando
una cuadricula de recuento incluida junto con el equipo y se calcula el recuento total.

La superficie de las placas de agar que se utilizan con el sembrador espiral debe ser lisa y sin burbujas de aire.

Las placas deberian secarse con anterioridad a su uso para asegurar que no presentan un exceso de humedad.

El sistema de dispensado deberia higienizarse y enjuagarse con agua estéril antes de cada muestra y después de cada
uso.

5.24.3 Verificacion

El angulo de la punta de la aguja se comprueba diariamente utilizando una fuente de vacio para sujetar un cubreobjetos
contra la aguja. El cubreobjetos deberia quedar en posicion paralela a 1 mm de la superficie del agar.

El patron de dispensado deberia verificarse dispensando tinta lavable. El patrén dibujado por el plagueador espiral
deberia mostrar la méaxima densidad cerca del centro de la placa, donde comienza la descarga y hacerse
progresivamente menos denso al avanzar hacia el punto donde la aguja se levanta. La porcion clara de la placa deberia
estar situada en la zona central y ser aproximadamente de 2,0 cm de diametro.

Deberia realizarse una comprobacion diaria para asegurar que la punta de la aguja forma un angulo correcto con la
superficie del agar, utilizando el cubreobjetos y el indicador de nivel incluidos junto con el instrumento.

Deberia verificarse la esterilidad del sembrador espiral para cada serie de muestras examinada, sembrando agua estéril.
Deberia realizarse periddicamente una comprobacion gravimétrica del volumen dispensado, utilizando agua destilada.

La masa obtenida deberia quedar incluida dentro del margen de error maximo permisible de + 5% de la masa esperada
para el volumen dispensado.

5.24.4 Mantenimiento

La aguja y el tubo capilar con los que se dispensa se pueden desinfectar inyectando una disolucién que contenga entre
un 0,5% y un 1% de cloro libre. A continuacion deberia hacerse pasar agua destilada o agua desionizada.
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Las obstrucciones pueden prevenirse dejando que todas las particulas sedimenten antes de cargar la suspension de la
muestra, y empleando una porcién del liquido sobrenadante.

Todos los vertidos deberian retirarse inmediatamente después de haberse producido, y el equipo deberia limpiarse de
forma periddica.

Este equipamiento deberia revisarse y verificarse en funcién de su grado de utilizacién.

5.25 Destiladores, desionizadores y unidades de 6smosis inversa

5.25.1 Descripcion

Estos equipos se utilizan para producir agua destilada o agua desionizada/desmineralizada de la calidad necesaria (véase
la Especificacion Técnica ISO/TS 11133) para la preparacion de los reactivos o los medios de cultivo microbiologicos y
para otras utilidades en el laboratorio.

5.25.2 Uso

El equipo se instala, se pone en funcionamiento y se utiliza siguiendo las indicaciones del fabricante, teniendo en cuenta
la situacion de la toma de agua, del desagiie y de las tomas de electricidad.

5.25.3 Verificacion

Debe comprobarse que la conductividad del agua es satisfactoria de forma periddica, o cuando haya estado almacenada.
Dicha conductividad no debe se superior a 25 uS/cm (equivalente a una resistividad > 40 000 Q-cm) cuando se utiliza
para la preparacion de medios y reactivos.

Si el agua se almacena antes de utilizarse o se genera mediante un intercambiador de iones, deberian realizarse
controles de contaminacién microbiana adecuados conforme a la Especificacion Técnica ISO/TS 11133.

5.25.4 Mantenimiento

Los destiladores deberian limpiarse y desincrustarse con una frecuencia que depende de la dureza del agua de entrada.
Los desionizadores y las unidades de 6smosis inversa deberian someterse al mantenimiento indicado en las
indicaciones del fabricante.

5.26 Temporizadores y dispositivos de control del tiempo

5.26.1 Descripcion

Los temporizadores y los sistemas integrados de control del tiempo son instrumentos que permiten emplear los periodos
de tiempo correctos para muchas de las aplicaciones del laboratorio en las que la duracion de un proceso es critica y esta
especificada.

5.26.2 Uso

Los temporizadores analdgicos o digitales, de mano o de mesa, utilizados para monitorizar la duraciéon de las
operaciones del laboratorio (por ejemplo la aplicacion de tinciones sobre peliculas microbiologicas, homogeneizacion
de muestras) deben estar en buenas condiciones de funcionamiento y ser capaces de conseguir la precision necesaria.

Los temporizadores integrados en el equipamiento del laboratorio (por ejemplo autoclaves, centrifugas, homogeneiza-
dores) se utilizan siguiendo las indicaciones del fabricante. Estos temporizadores deben ser capaces de conseguir la
precision necesaria.

5.26.3 Verificacion

Todos los temporizadores utilizados en las operaciones de laboratorio cuya duracion es critica para el resultado se
comprueban respecto a las sefiales horarias nacionales, de forma periddica, asi como después de cada reparacion
importante.
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5.26.4 Mantenimiento

De forma periodica, los temporizadores se limpian y se comprueba que su funcionamiento es correcto.

Los sistemas integrados de control del tiempo deberian revisarse como parte del mantenimiento del propio instrumento.

5.27 Pipetasy pipeteadores

5.27.1 Descripcion

Las pipetas son sistemas de plastico desechable o de vidrio utilizados para dispensar voliimenes de liquidos o de mate-
riales viscosos; las pipetas graduadas dispensan volumenes medidos con una precision que depende de sus especifica-
ciones.

Los pipeteadores automaticos (mecanicos) que utilizan puntas de plastico son sistemas que dispensan volumenes fijos o
variables de liquidos, mediante la accion de un piston que funciona de forma eléctrica o manual.

5.27.2 Uso

Se desechan las pipetas rotas o dafiadas.

Las pipetas graduadas o Pasteur estériles y las puntas de los pipeteadores deberian incluir un tapén de algodén no
absorbente para prevenir posibles contaminaciones cuando se utilizan con los cultivos microbioldgicos.

No se pipetea con la boca en los laboratorios de microbiologia, a excepcion de los liquidos no contaminados.

Las peras utilizadas con las pipetas Pasteur o con las pipetas graduadas y las puntas de los pipeteadores deben ser del
tamafio adecuado, para prevenir fugas y asegurar un funcionamiento eficaz.

5.27.3 Verificacién
Se comprueba que las pipetas graduadas dispensan unos volimenes correctos, si es que el fabricante no certifica su
precision (veracidad y precision).

La calibracion de las pipetas/pipeteadores se describe en la Norma ISO 835 (todas sus partes) y en la Norma ISO 8655-1.

Los pipeteadores nuevos se comprueban antes de comenzar a utilizarlos, y de forma periddica seguin la frecuencia y
naturaleza de su uso, para confirmar que respetan los errores maximos permisibles definidos en la Norma ISO 8655-1.
Se realizan comprobaciones gravimétricas intermedias utilizando agua destilada o desionizada para asegurar que los
volumenes dispensados permanecen dentro de los errores maximos permisibles.

Se comprueban los lotes nuevos de pipetas graduadas.

5.27.4 Mantenimiento

Las pipetas no desechables y los pipeteadores automaticos se descontaminan y se limpian/esterilizan de la forma
adecuada después de cada uso.

Si los émbolos o los pistones de los pipeteadores automaticos se contaminan durante su uso, se desmontan para su
descontaminacion y limpieza. Una vez vueltos a montar, se calibran de nuevo. Cuando esto no se puede realizar en el
mismo laboratorio, los pipeteadores se devuelven al fabricante para su montaje y recalibracion.

5.28 Termémetros y sistemas de control de la temperatura, incluyendo los registradores automaticos

5.28.1 Descripcion

Los termometros son sistemas de mercurio introducido dentro de un vidrio o de alcohol introducido dentro de un vidrio
que se utilizan para controlar la temperatura a lo largo del conjunto de actividades del laboratorio.
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Otros sistemas de monitorizacion de la temperatura incluyen los termometros de resistencia de platino y los
instrumentos que utilizan termopares para medir la temperatura y proporcionar un registro visual, informatico o
electronico de la variacion de la temperatura a lo largo del tiempo.

Los termometros y el resto de sistemas de monitorizacion de la temperatura de referencia deben calibrarse de acuerdo
con los patrones nacionales o internacionales, y certificarse en este sentido. Deben utilizarse exclusivamente para servir
como referencia y no deben utilizarse para monitorizaciones de rutina.

Los termometros y el resto de sistemas de monitorizacion de la temperatura de trabajo deben calibrarse de forma que se
permita su trazabilidad de acuerdo con los patrones nacionales e internacionales.

Los sistemas de una adecuada precision que cumplan las especificaciones nacionales o internacionales correspon-
dientes pueden utilizarse también como termémetros de trabajo tras la verificacion de su correcto funcionamiento.

5.28.2 Uso

Los termdémetros y el resto de sistemas de monitorizacion de la temperatura deben ser capaces de medir la temperatura
requerida por la aplicacion dentro de los errores maximos permisibles.

La incertidumbre de medida de los sistemas de monitorizacion de la temperatura deberia ser cuatro veces inferior al
intervalo de errores maximos permisibles aceptado. Por ejemplo, para un error maximo permisible de £ 1 °C, la incerti-
dumbre de la medida deberia ser de £ 0,25 °C; para un error maximo permisible de + 0,5 °C, la incertidumbre de la
medida deberia ser de £ 0,125 °C. La incertidumbre de la medida en la calibracién del termémetro de referencia también
deberia tomarse en consideracion cuando se determina la temperatura de funcionamiento.

Los termémetros y los termopares colocados en el interior de los incubadores de aire deberian asegurarse dentro de
recipientes adecuados rellenos de glicerol, parafina liquida o polipropilén glicol para amortiguar la pérdida de calor
cuando se abre la puerta y proporcionar una lectura mas estable.

Los termémetros de inmersion total se utilizan sé6lo con la ampolla sumergida.

Los termometros de los bafios de agua deberian estar sumergidos dentro del agua conforme a sus especificaciones
concretas, es decir, los termémetros de inmersion parcial deberian sumergirse hasta la profundidad especificada para
dicho termémetro, por ejemplo entre 76 mm y 100 mm.

No se utilizan los termémetros en los que la columna de mercurio o alcohol se ha roto.

Los termémetros de mercurio introducido dentro de un vidrio son fragiles y, si existe riesgo de rotura, deberian estar
situados dentro de cajas de proteccion que no interfieran con las medidas de temperatura.

ADVERTENCIA — El mercurio es peligroso para la salud. Los derrames se retiran siguiendo las legislaciones
nacionales.

5.28.3 Verificacion

Los termometros de referencia deben calibrarse para todo el intervalo completo utilizando patrones trazables nacionales
o internacionales, antes de iniciar su uso y como minimo cada cinco afios. Debe realizarse una calibracion de puntos
singulares intermedios (por ejemplo el punto de congelacion) para verificar su correcto funcionamiento.

Los termopares de referencia deben calibrarse de forma completa utilizando patrones trazables nacionales o
internacionales, antes de iniciar su uso y siguiendo las indicaciones del fabricante. Debe realizarse una comprobacion de
los puntos intermedios respecto a un termometro de referencia para verificar su correcto funcionamiento.

En el resto de los sistemas de monitorizacion de la temperatura (como los receptores de ondas de radio) deben calibrarse
utilizando patrones trazables nacionales o internacionales, siguiendo las indicaciones del fabricante.

En los termdmetros y los termopares de trabajo deberia comprobarse el punto de congelacion y/o compararse respecto
a un termémetro de referencia dentro del intervalo de temperaturas de trabajo.
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5.28.4 Mantenimiento

Los termometros y los termopares se mantienen limpios y en buenas condiciones.

En el resto de sistemas de monitorizacion de la temperatura se sigue el mantenimiento indicado por el fabricante.

5.29 Separador inmunomagnético

5.29.1 Descripcion

Este equipamiento se utiliza para aislar y concentrar los microorganismos en estudio presentes en cultivos liquidos
mediante particulas paramagnéticas recubiertas de un anticuerpo adecuado.

Los separadores manuales consisten en un mezclador giratorio capaz de alcanzar entre 12 r/min y 20 r/min y un
concentrador de particulas con una barra magnética que se puede retirar.

Los separadores automaticos presentan una disposicion de barras magnéticas y gradillas de tubos en forma de peine.
Las particulas magnéticas se mueven de tubo a tubo y permiten que todo el proceso de separacion, incluyendo los pasos
de lavado, se realicen de forma automatica en un entorno cerrado.

5.29.2 Usoy verificacién

Se siguen las indicaciones de uso ofrecidas por el fabricante y las indicadas en las normas especificas (por ejemplo para
E.coli O157).

En los sistemas manuales, se comprueba la velocidad de rotacion del mezclador.

En los sistemas manuales y automaticos, se verifica que el sistema es capaz de aislar cantidades pequefias del microor-
ganismo en estudio antes de comenzar con el uso de rutina.

Es importante advertir la posibilidad de que se produzca contaminacion cruzada durante los procesos de separaciéon ma-
nual y tomar las medidas necesarias para evitar que esto ocurra.

5.29.3 Mantenimiento

La inspeccion y el mantenimiento de este equipamiento se realizan siguiendo las indicaciones del fabricante.

5.30 Sistema de filtracion

Los sistemas de filtracion utilizados deben ser los descritos en la Norma ISO 8199.

5.31 Otros equipos y programas informaticos

El resto de los equipos y sus programas informaticos asociados deben ser capaces de alcanzar la precision requerida y
deben cumplir las especificaciones relacionadas con sus analisis. Deben establecerse programas de calibracion con
valores o cantidades clave, cuando estas propiedades tengan un efecto significativo sobre el resultado. Antes de
comenzar con el uso de rutina, los equipos se comprueban o se calibran para determinar si cumplen con los requisitos
del laboratorio y con las especificaciones de las normas relevantes. Todas las reconfiguraciones o modificaciones que se
realicen en el laboratorio sobre los programas informaticos deben verificarse para asegurar que el programa modificado
ofrece un resultado correcto.

6 PREPARACION DEL MATERIAL DE VIDRIO Y DEL RESTO DEL MATERIAL DE LABORATORIO

6.1 Preparacion

El material de vidrio y el resto del material de laboratorio utilizado en microbiologia deben ser de un disefio adecuado,
utilizarse adecuadamente, y prepararse de forma que se garantice su limpieza y/o esterilidad hasta el momento de su uso.



AENOR -37- ISO 7218:2007

Deberian estar disefiados para prevenir o limitar el contacto entre el analista y el material infeccioso.

Los tubos y botellas deberian cerrarse con tapones adecuados. En caso necesario, el material de vidrio que se va a
esterilizar (por ejemplo las pipetas) deberia colocarse en recipientes especiales o envolverse con un material apropiado
(papel especial, papel de aluminio, etc.). El material de vidrio que se va a autoclavar vacio deberia tener un acceso libre
al vapor, ya que de no ser asi, la esterilizacion no sera efectiva.

6.2 Esterilizacion/descontaminacion

6.2.1 Generalidades

Deberia registrarse la temperatura y duracion de la esterilizacion/descontaminacion. Pueden utilizarse indicadores de
esterilizacion para distinguir entre el material esterilizado y no esterilizado.

6.2.2 Esterilizacion por calor seco

Se calienta el material de vidrio, etc. en el horno de esterilizacion durante un tiempo de como minimo 1 ha 170 °C o en
unas condiciones equivalentes.

6.2.3 Esterilizacién por calor himedo (vapor)

El vapor hiimedo a presion es el método mas efectivo de esterilizacion del material de vidrio y del resto de material del
laboratorio. La temperatura dentro de la camara del autoclave debe mantenerse en 121 °C durante un tiempo de 15 min
como minimo (véase el apartado 5.6).

6.2.4 Descontaminacion con productos quimicos

Los productos quimicos (por ejemplo, los productos a base de cloro, alcoholes, compuestos de amonio cuaternario) se
utilizan a las concentraciones adecuadas y durante un tiempo de contacto apropiado.

Se debe asegurar que los residuos de los compuestos quimicos no afecten a la recuperacion de microorganismos.

6.3 Equipamiento y materiales desechables

Pueden utilizarse equipamiento y materiales desechables en lugar de equipamiento y materiales reutilizables (material
de vidrio, placas de Petri, pipetas, botellas, tubos, asas de siembra, asas de extension, etc.) si las especificaciones son
similares.

Es aconsejable verificar que dicho equipamiento es adecuado para uso microbiolégico (en particular, en referencia a su
esterilidad) y que el material no contiene sustancias que inhiban el crecimiento de los microorganismos (véase la Norma
ISO 9998).

6.4 Almacenamiento del material de vidrio y del resto del material de laboratorio limpio

El material de vidrio y el resto del material de laboratorio limpio se protegen del polvo durante su almacenamiento, en
condiciones que mantengan su limpieza.

6.5 Mantenimiento del material de vidrio y del resto del material de laboratorio estéril

El material de vidrio y el resto del material de laboratorio se almacenan en condiciones que aseguren que se mantienen
estériles. El equipamiento de un solo uso se almacena siguiendo las indicaciones del fabricante, sin estropear su
embalaje. El equipamiento preparado en el laboratorio se almacena en condiciones limpias.

Cuando se esteriliza equipamiento destinado a microbiologia se indica una fecha de caducidad (o una fecha de
fabricacion) en cada paquete.
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6.6 Descontaminacion y desinfecciéon

6.6.1 Descontaminacion del equipamiento desechable

El equipamiento desechable se descontamina con anterioridad a su eliminacion.

Ademas de los métodos descritos en este capitulo, puede utilizarse la incineracion. Si hay un incinerador en las mismas
instalaciones, la descontaminacion y la eliminacién se pueden realizar en un solo paso.

6.6.2 Descontaminacion del material de vidrio y del resto del material de laboratorio antes de su uso

De forma general, la esterilizacién de este equipamiento deberia realizarse mediante calor himedo (véase el aparta-
do 6.2.3) o mediante calor seco (véase el apartado 6.2.2).

En determinadas circunstancias (por ejemplo durante la toma de muestras de campo), puede resultar adecuada la
descontaminacion quimica. Después de dicho tratamiento, el equipamiento deberia quedar libre de sustancias
inhibidoras.

6.6.3 Descontaminacion del material de vidrio y del resto del material de laboratorio con posterioridad a su uso

Los materiales destinados a descontaminacion y eliminacién deberian colocarse en recipientes, como por ejemplo
bolsas de plastico autoclavables. El autoclavado es el método de preferencia para todos los procesos de
descontaminacién (como minimo 30 min a 121 °C). El autoclave deberia llenarse de forma que se favorezca la
penetracion de calor dentro de la carga (es decir, sin sobrecargarlo) y tomando la precaucion de aflojar los tapones o las
tapas y de abrir las bolsas.

Pueden utilizarse métodos alternativos distintos del autoclavado, siempre que cumplan las regulaciones nacionales.

Se autoclava todo el equipamiento que haya entrado en contacto con los cultivos microbioldgicos (medios de cultivo
liquidos o s6lidos), incluyendo los recipientes reutilizables, antes de llevarse a lavar.

Durante los analisis, puede utilizarse la descontaminacion por inmersion en diluciones de desinfectantes recién
preparadas para el equipamiento de pequefio tamario y resistente a la corrosion (por ejemplo las pipetas).

Las pipetas Pasteur se utilizan una sola vez.

La mayoria de los desinfectantes (véase el anexo A) presentan algunos efectos toxicos. Se utilizan guantes y proteccion
ocular cuando se manipulen desinfectantes concentrados.

6.7 Tratamiento de residuos

Una correcta eliminacion del material contaminado no afecta directamente a la calidad del analisis de las muestras, pero
es una indicacion de una buena gestion del laboratorio.

Deberian cumplirse las disposiciones nacionales sobre medio ambiente o sobre salud y seguridad.

Deberia establecerse un sistema de identificacion y separacion de materiales contaminados y de sus recipientes para:

residuos no contaminados (por ejemplo muestras de alimentos que no han sido cultivadas) que se pueden eliminar
junto con los residuos generales,

— escalpelos, agujas, cuchillas, vidrio roto,

— material contaminado para autoclavado y reciclado, y

— material contaminado para autoclavado y eliminacién, o solamente para eliminacion si el material se va a incinerar
(no obstante, consultense los requisitos especiales para los microorganismos de nivel de seguridad 3 indicados mas

adelante).

La incineracion del material contaminado, junto con sus recipientes, deberia realizarse siguiendo las legislaciones
nacionales sobre medio ambiente o sobre salud y seguridad.
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El material contaminado con microorganismos de nivel de seguridad 3 y sus recipientes deben autoclavarse antes de ser
incinerados.

6.8 Lavado

El equipamiento reutilizable solamente se lava después de haber sido descontaminado. Después de haberse lavado,
todos el equipamiento se enjuaga con agua desionizada.

Puede utilizarse equipamiento especializado para facilitar las operaciones de limpieza (por ejemplo, lavadores de
pipetas, lavavajillas, bafios de ultrasonidos).

Después de haberse lavado, el equipamiento reutilizable debe haber quedado libre de residuos que puedan afectar al
posterior crecimiento de los microorganismos.

7 PREPARACION Y ESTERILIZACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO
Los medios de cultivo se preparan y esterilizan conforme a las Normas ISO/TS 11133-1 ¢ ISO/TS 11133-2.

8 MUESTRAS DE LABORATORIO
8.1 Toma de muestras

8.1.1 Generalidades

Aunque de enorme importancia para la interpretacion de los resultados, la toma de muestras y el programa de toma de
muestras no forman parte de esta norma internacional. Es importante que el laboratorio reciba una muestra que sea
representativa del lote del producto y que no haya sufrido dafio o transformacion durante el transporte o el
almacenamiento.

La muestra deberia protegerse de contaminaciones externas ocasionadas por el aire, el recipiente de la muestra, los
equipos de toma de muestras o por una incorrecta manipulacion. El recipiente de la muestra no deberia llenarse en mas
de tres cuartas partes de su capacidad para evitar posibles vertidos y para favorecer que la muestra se pueda mezclar
correctamente en el laboratorio.

Las muestras se identifican de manera clara y completa, y se registra la informacion sobre la muestra.

Frecuentemente, la informacién sobre la temperatura durante la recogida de la muestra y en el momento de su
recepcion es Util para el laboratorio a la hora de interpretar los resultados.

La muestra deberia enviarse en su recipiente original, sin abrir.

Si el producto es voluminoso o se encuentra en un recipiente demasiado grande para poderse enviar al laboratorio, se
transfiere en condiciones asépticas una alicuota a un recipiente para muestras estéril.

El recipiente para muestras estéril deberia abrirse exclusivamente durante el tiempo minimo necesario para introducir la
muestra, cerrdndose inmediatamente después.

8.1.2 Programa de toma de muestras

La toma de muestras no forma parte de esta norma internacional. Véase la norma internacional especifica relacionada
con cada producto en concreto, si se dispone de ella.

8.2 Transporte

La forma de transporte de las muestras al laboratorio debe asegurar que se mantienen en condiciones que minimicen
cualquier tipo de alteracion en el nimero de microorganismos presentes.
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Las muestras se envian al laboratorio con prontitud, manteniendo unas condiciones lo mas parecidas posible a las
condiciones de almacenamiento originales.

La muestra deberia empaquetarse de forma que se eviten roturas o derrames.
La etiqueta del producto deberia indicar si se necesita refrigeracion.

Las muestras que no necesiten refrigeracion o congelacion pueden embalarse en un recipiente utilizando un material de
embalado adecuado que impida su rotura.

No se utiliza hielo suelto ya que puede producir contaminacion si el recipiente se rompe o tiene fugas.

Salvo que las normas especificas indiquen lo contrario (véanse por ejemplo las Normas ISO 6887 e ISO 8261), se
recomiendan las siguientes temperaturas de transporte:

— productos estables: temperatura ambiente (por debajo de 40 °C);

— productos congelados o ultracongelados: menos de —15 °C, preferiblemente menos de —18 °C;
— otros productos inestables a temperatura ambiente: entre 1 °C y 8 °C;

— muestras recogidas en materiales absorbentes: véanse las Normas 1ISO 18593 e ISO 17604.

Cuando no especifique ninguna condicién en particular, se recomienda que las partes interesadas lleguen a un acuerdo
sobre la duracion y la temperatura del transporte.

8.3 Recepcion

Se comprueba el estado de las muestras cuando se efectua su recepcion.
Si sus condiciones no son satisfactorias, o si las muestras son insuficientes, el laboratorio deberia rechazar las muestras.

En circunstancias especiales, pueden analizarse, tras discusion y acuerdo con el cliente.

No obstante, el informe del analisis debe mostrar reservas sobre la validez de los resultados.

Las muestras admitidas en el laboratorio se documentan de manera que se pueda seguir su evolucion a lo largo del
tiempo hasta el momento de elaborar el informe del analisis. La identidad y codificacion de las muestras y los registros

deben asegurar su trazabilidad a lo largo de todas las etapas de su paso por el laboratorio.

En caso necesario, las superficies externas de los recipientes deberian desinfectarse utilizando un desinfectante
adecuado.

Se revisan los recipientes de las muestras en busca de defectos fisicos aparentes.
Se registra la siguiente informacion:
— fecha (y hora, cuando sea relevante) de la recepcion;

— detalles sobre la toma de muestras (dia y hora de toma de muestras, cuando sea relevante y se conozca, estado de las
muestras);

— nombre y direccion del cliente.

Al efectuar la recepcion de muestras perecederas, se registra la temperatura del transporte o la temperatura de una
muestra ficticia incluida con esta finalidad.
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Las muestras se analizan lo antes posible tras su recepcion, preferiblemente en un plazo de 24 h, o segin se haya
acordado entre las partes interesadas.

Para los productos altamente perecederos (como el marisco), los andlisis deberian iniciarse en un plazo de 24 h desde
la toma de muestras. Para los productos perecederos (como el pescado, la leche cruda), los andlisis deberian iniciarse
en un plazo de 36 h.

Si no se pueden cumplir los plazos mencionados anteriormente, las muestras pueden congelarse a una temperatura
inferior a —15 °C, preferiblemente a —18 °C, siempre que se haya demostrado que la recuperacion de el(los)
microorganismo(s) estudiado(s) no se reduce de forma significativa en ese tipo concreto de matriz.

8.4 Almacenamiento

Las muestras que se encuentran esperando ser analizadas se almacenan en condiciones que minimicen cualquier tipo de
cambio en el nimero de microorganismos presentes.

Se recomiendan las siguientes temperaturas de almacenamiento:
— productos estables: temperatura ambiente (entre 18 °C y 27 °C);
— productos congelados o ultracongelados: menos de — 15 °C, preferiblemente menos de —18 °C;

— otros productos inestables a temperatura ambiente, incluidos los alimentos estropeados: 3 °C £ 2 °C (véanse las
Normas ISO 6887-4 0 ISO 8261);

— muestras recogidas en material absorbente: véanse las Normas ISO 18593 e ISO 17604.

8.5 Porcion para analisis

8.5.1 Reglas especificas sobre la recogida de porciones de analisis

Se consulta la parte correspondiente de las Normas ISO 6887, o ISO 8261, sobre las reglas especificas para la recogida
de las porciones de analisis, la preparacion del homogenizado y la suspension inicial.

8.5.2 Conservacion y destruccion de las muestras de laboratorio

Salvo en casos especiales, las muestras de laboratorio se conservan hasta que se hayan obtenido todos los resultados, o
durante un tiempo mayor si fuera necesario, se empaquetan en un recipiente estéril (por ejemplo una bolsa de plastico) y
se devuelven a su temperatura de almacenamiento original.

Los productos perecederos deberian congelarse.

NOTA La repeticion de los andlisis no es una practica aceptada habitualmente, debido a los posibles cambios en su situacién micro-
biolégica.

9 ANALISIS

9.1 Precauciones de caracter higiénico durante los analisis

Para evitar la contaminacion del medio ambiente y de las porciones de analisis, los productos pulverizados
(deshidratados) se manipulan en un area distinta o en una habitacién separada o en una cabina de proteccion.

Antes de abrir las muestras normales, se humedece la zona proxima al lugar previsto de apertura con alcohol al 70% (en
volumen) (u otro producto equivalente) y se deja evaporar. Antes de proceder a abrir los paquetes estériles, se sumerge
la superficie por donde se va a abrir en una disolucion que contenga entre 100 ppm y 200 ppm de cloro libre (o algin
otro esterilizante adecuado) durante un tiempo de como minimo 10 min para destruir los microorganismos que pudieran
contaminar la muestra.

Todos los instrumentos utilizados para abrir los paquetes y retirar parte o la totalidad de la muestra (abrelatas, tijeras,
espatulas, pinzas, pipetas, etc.) deben ser estériles.
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El area de trabajo préxima deberia limpiarse y humedecerse con un desinfectante adecuado antes de comenzar los analisis.

Deberian lavarse las manos inmediatamente antes de comenzar los andlisis, y también durante su desarrollo, si se
llegan a contaminar.

Todos los instrumentos utilizados deberian ser estériles y protegidos de la exposicién a la contaminaciéon antes y
durante su uso.

Todos los instrumentos y utensilios empleados deberian colocarse en recipientes adecuados para su posterior
eliminacion o esterilizacion.

Se adoptan las medidas necesarias para que el trabajo se desarrolle, en la medida de lo posible, en condiciones
asépticas. Por ejemplo:

a) se asegura que el area de trabajo se mantiene limpia, que todas las fuentes potenciales de contaminacion se han
eliminado o reducido al minimo y que no hay corrientes de aire (es decir, que las puertas y ventanas permanecen
cerradas). Se evita el movimiento innecesario de personas durante el analisis;

b) antes y después del analisis, se descontamina la superficie de trabajo con un desinfectante adecuado;

¢) antes de comenzar con el trabajo, se asegura que todo lo necesario para realizar el trabajo (y solamente eso) esta
disponible;

d) el trabajo se realiza sin demoras;

e) se separan las actividades “limpias” y “sucias” en tiempo y lugar (esto es especialmente importante para muestras de
alto riesgo como la carne cruda y los huevos crudos);

f) se utiliza equipamiento desechable;

g) si no se utiliza todo el contenido de un paquete de placas de Petri, pipetas, etc. desechables durante el desarrollo de un
analisis, se asegura que el paquete queda bien cerrado después de haber retirado el nimero de unidades necesarias;

h) se absorbe inmediatamente todo tipo de vertido utilizando toallitas de algodén o de cualquier otro material adecua-
do, impregnadas en etanol al 70% (en volumen) o cualquier otro desinfectante adecuado”. A continuacion, se limpia

y se desinfecta la superficie de trabajo antes de proseguir;

i) se utiliza una cabina de seguridad para la manipulacion de productos que puedan contener bacterias patogénicas, si
las regulaciones nacionales lo requieren;

j) cuando se retira una pipeta estéril de una caja, no se deja que la punta toque las superficies externas de las otras
pipetas de la caja porque dichas superficies son objeto de contaminacion;

k) no se permite que la pipeta toque el borde o el cuello de las botellas de dilucion.

Los aerosoles son la causa principal de infeccion y de contaminacion ambiental. Los aerosoles se pueden formar por ejemplo:

cuando se abren las placas de Petri, los tubos y las botellas;
— cuando se utilizan agitadores, jeringas, centrifugas, etc.;

— cuando se vacian las pipetas;

— cuando se esterilizan agujas o asas de siembra mojadas;

— cuando se abren ampollas que contienen cultivos liofilizados.

1) Cuando se utilizan desinfectantes distintos al etanol al 70% (en volumen), se necesitan tiempos de contacto adecuados, definidos
en las indicaciones del fabricante, para un desinfeccion eficaz.
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Por consiguiente, su formacion debe reducirse al maximo.

Para algunos métodos en particular, se toman las precauciones adicionales indicadas en la Norma ISO 22174.

9.2 Preparacion de las suspension inicial y de las diluciones

9.2.1 Generalidades

Las suspension inicial y las diluciones se preparan conforme a la parte correspondiente de la Norma ISO 6887 o
ISO 8261. El tiempo transcurrido desde el final de la preparacion de la suspension inicial y el momento en el que el
indculo entra en contacto con el medio de cultivo no debe ser superior a 45 min, salvo que se mencione especificamente
algo distinto en la norma internacional correspondiente.

Los procesos de preparacion de la suspensién inicial y de las diluciones pueden ir seguidos de una etapa de
enriqguecimiento, segun se describe en las normas especificas.

9.2.2 Concentracion

9.2.2.1 Centrifugacion o filtracién en membrana

Si se necesita hacer un recuento de microorganismos presentes en un numero reducido, el recuento puede mejorarse,
tanto en sensibilidad como en precision, introduciendo una etapa de enriquecimiento de la porcion de analisis. La
concentracion se puede conseguir mediante centrifugacion o mediante filtracion en membrana.

Si se emplea la centrifugacion, el sedimento centrifugado se resuspende en un volumen conocido de diluyente y se
contintia con el andlisis.

Para cada combinacion considerada (de alimento mas microorganismo), debe realizarse un estudio previo (véase por
ejemplo la referencia [23] de la bibliografia), para demostrar si la inclusion de la etapa de concentracion es valida y
necesaria. Debe evaluarse la filtrabilidad de las suspensiones de los alimentos.

Debe verificarse el funcionamiento global del método, en términos de sensibilidad, selectividad, linealidad y repetibilidad.
Si no se conoce el nivel de contaminacion, deberia realizarse en paralelo el método normal (sin filtracion).

9.2.2.2 Inmunoseparacion

Si el nimero de microorganismos objeto de estudio presentes en la muestra es bajo, puede conseguirse su separacion
y concentracion utilizando particulas inmunomagnéticas recubiertas de anticuerpos especificos.

Se extienden directamente las particulas junto con los microorganismos capturados en un medio sélido especifico,
conforme a las normas especificas. Se debe verificar la idoneidad de las particulas inmunomagnéticas recubiertas con
los anticuerpos especificos utilizadas para esta etapa de concentracion son adecuadas, segun estudios de evaluacion
publicados en la literatura cientifica internacional, preferiblemente relacionada con la microbiologia de los alimentos.
Esta verificacion es especialmente importante si el procedimiento no se ha validado conforme a la Norma ISO 16140.

10 RECUENTO

10.1 Generalidades

Cuando se determina la seguridad y/o la calidad microbioldgica de los alimentos y los productos alimenticios, conocer
solamente qué microorganismos estan presentes no suele ser suficiente. En la mayor parte de los casos, el aspecto
cuantitativo es igualmente importante, por lo que se hace necesario el recuento de microorganismos. El recuento se
puede realizar de diversas formas: por examen directo (microscopia), mediante inoculacion en medios sélidos o
liquidos, mediante citometria de flujo, mediante la reaccion en cadena de la polimerasa a tiempo real, etc. Sin embargo,
esta norma internacional solamente trata el recuento en medios sélidos y liquidos.
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El recuento en medio sdlido se basa en la capacidad de muchos microorganismos de producir colonias dentro o sobre la
superficie de los medios de agar, que se pueden reconocer como tales a simple vista o con la ayuda de una lente de
aumento. Sin embargo, si la matriz contiene muchas particulas que puedan interferir con la deteccion de las colonias, o
si el nivel de bacterias es muy bajo, este principio no se puede utilizar sin separar antes los microorganismos estudiados
de la matriz (por ejemplo mediante filtracion o mediante inmunoseparacion). En estos casos, el recuento en medios
liquidos es una alternativa razonable.

10.2 Recuento en medio solido

10.2.1 Generalidades

La placa de Petri deberia estar rotulada con el niUmero de la muestra, la dilucion, la fecha y cualquier otra informacion
que se desee incluir.

Deberian seleccionarse las diluciones adecuadas que aseguren que las placas contienen un nimero adecuado de
colonias (véase el apartado 10.3.1), y para evitar posibles problemas de inhibicion.

Se utilizan pipetas estériles diferentes para transferir las distintas diluciones, salvo si se trabaja desde la mas diluida a la
mas concentrada.

10.2.2 Numero de placas de Petri para cada dilucién

En las técnicas de recuento para microbiologia de los alimentos, debe utilizarse una placa por diluciéon para un minimo
de dos diluciones consecutivas si el laboratorio trabaja bajo un sistema de garantia de la calidad, conforme a los
principios de la Norma ISO 17025. Si se realiza solamente una dilucion, o si el laboratorio no trabaja en condiciones de
garantia de la calidad, deben utilizarse dos placas, conforme a la Norma ISO 8199.

10.2.3 Técnicas de siembre en profundidad

10.2.3.1 Generalidades

Se recogen los volumenes adecuados a la dilucién que se va a examinar, haciendo tocar a la punta de la pipeta contra el
lateral del tubo para eliminar el exceso de liquido que pudiera haberse quedado en la parte externa. Se levanta la tapa de
la placa de Petri la altura justa para introducir la pipeta, y se dispensa a continuacion su contenido. Se vierte sobre cada
placa de Petri el medio de agar fundido, a una temperatura de entre 44 °C y 47 °C”. Se evita verter directamente el
medio sobre el indculo. Se mezcla inmediatamente con suavidad el medio fundido con el in6culo, para conseguir una
distribucion homogénea de los microorganismos dentro del medio. Se deja enfriar y solidificar colocando la placa de
Petri sobre una superficie horizontal fria (el tiempo de solidificacion del agar no debe ser superior a 10 min).

Cuando se retira el medio de agar fundido del bafio de agua, se seca la botella con una toallita limpia para evitar que el
agua contamine las placas. Se evita que el medio salpique fuera del recipiente o en el interior de la tapa de las placas
cuando se esta vertiendo.

Esto puede requerir mantener la botella en una posicidn casi horizontal y no apoyar la botella entre vertido y vertido.
Si se sospecha la presencia de colonias con capacidad invasiva en el producto que se esta analizando (por ejemplo de

Proteus spp.), las placas solidificadas se recubren con agar no-nutritivo estéril, o con un agar idéntico al del medio de
cultivo utilizado en el analisis”, para evitar o minimizar la diseminacion.

2) Lo normal es un volumen de entre 18 mly 20 ml de agar en placas de Petri de 90 mm, para conseguir un espesor de cémo minimo
3cm.

3) Lo normal es un volumen de 5 ml de agar en placas de Petri de 90 mm.
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10.2.4 Inoculacién en superficie

10.2.4.1 Generalidades

Los métodos de plaqueo disefiados para obtener solamente colonias en la superficie de las placas de agar presentan cier-
tas ventajas sobre el método de placas de agar en profundidad. La morfologia de las colonias de superficie se observa
con facilidad, aumentando la capacidad del analista para distinguir entre distintos tipos de colonias.

Los microorganismos no se exponen al calor del medio de agar fundido, por lo que pueden conseguirse recuentos mas
altos.

Se utilizan placas previamente vertidas, con un medio de agar de como minimo 3 mm de espesor, planas y sin burbujas
de aire ni humedad en su superficie.

Para facilitar que su extension sea uniforme, la superficie del agar solidificado deberia secarse conforme a la
Especificacion Técnica ISO/TS 11133, o segun se especifique en la norma internacional correspondiente, de forma que
el inéculo se absorba en un plazo de 15 min.

10.2.4.2 Método del asa de extension

Utilizando una pipeta estéril, se transfiere el indculo (generalmente, entre 0,1 ml y 0,5 ml) de la muestra para analisis,
cuando ésta es liquida, o de la suspension inicial, para el resto de las muestras, en la placa de agar (de 90 mm o de
140 mm de diametro, respectivamente). Se repite este paso para la siguiente dilucion decimal (las colonias que se van a
contar estaran presentes en una dilucién de 10" para las muestras de materiales liquidos y de 107 para las muestras del
resto de materiales). Si es necesario, se repite con diluciones decimales adicionales.

Si en algun producto es necesario detectar recuentos microbianos pequefios, el limite de detecciéon puede aumentarse
en un factor de 10 analizando 1,0 ml de muestra, para los productos liquidos, y 1,0 ml de la suspension inicial para el
resto de productos. En este caso, se extiende 1,0 ml del inéculo sobre la superficie de una placa de agar grande (de
140 mm de didametro) o sobre la superficie de tres placas de agar pequefias (de 90 mm de diametro).

Utilizando un asa de extension de vidrio, plastico o acero (por ejemplo fabricada a partir de una varilla de vidrio a la
que se ha dado la forma de un palo de hockey de unos 3,5 cm de diametro y 20 cm de longitud, doblada formando un
angulo recto aproximadamente a 3 cm de uno de los extremos y con los extremos alisados por calentamiento), se extien-
de el indculo lo mas deprisa posible de forma homogénea sobre la superficie del agar, sin tocar las paredes de la placa
de Petri. Se deja absorber el in6culo durante unos 15 min a temperatura ambiente con las tapas de las placas puestas.

En algunas ocasiones (como se indica en la correspondiente norma internacional), el in6culo se puede depositar sobre
una membrana y a continuaciéon extenderse segun se ha descrito anteriormente.

10.2.4.3 Método de siembra en espiral

10.2.4.3.1 Generalidades

El método de siembra en espiral aplicado a la determinacion del nivel de microorganismos se ha ensayado en estudios
interlaboratorios con leche y productos lacteos y con otros alimentos.

El equipamiento utilizado — el plaqueador en espiral- se describe en el apartado 5.24.

10.2.4.3.2 Preparacion de la placa de agar

Para ayudar a asegurar que la superficie de las placas queda lisa, se recomienda utilizar para la preparacion de las
placas de agar un dispensador automatico con un sistema de reparto en condiciones estériles.

Se vierte la misma cantidad de agar en todas las placas, de forma que la aguja del sembrador en espiral encuentre
siempre la misma altura de agar, para mantener un angulo de contacto correcto.

Alternativamente, pueden utilizarse placas de agar comerciales listas para usar.
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10.2.4.3.3 Procedimiento de siembra y recuento

Se descontaminan la punta de la aguja y el tubo capilar haciendo pasar a través del sistema en primer lugar disolucion de hi-
poclorito sodico (véase el apartado 5.24.4) y a continuacion agua estéril, antes de hacer pasar la muestra liquida por la aguja.

Se coloca una placa de agar previamente vertida en una placa Petri en el plato giratorio y se baja la aguja. La muestra se
dispersa de forma diferencial segtn la punta de la aguja se desplaza por la superficie de la placa de agar en rotacion. Se
retira la placa inoculada y se devuelve la aguja a su posicion inicial. Se descontamina la aguja y se carga para la
inoculacion de otra placa.

Tras la incubacion, se centra la cuadricula de recuento de las placas en espiral en su posicion. Se utiliza la regla de
recuento de 20 para contar el nimero de colonias. Se escoge cualquiera de las cufias y se empiezan a contar colonias
desde el borde exterior del primer segmento hacia el centro, hasta que se hayan contado 20 colonias. Se completa
contando el resto de colonias presentes en el segmento que contiene la colonia nimero veinte. Se realiza el recuento en
un area similar situada en el extremo opuesto de la placa y se divide el nimero de colonias contadas en ambas partes
por el volumen de muestra depositada en esas dos areas. Los volumenes de muestra asociados a cada porcion de la
cuadricula de recuento se indican en el manual de instrucciones que acompafia a cada plaqueador espiral.

10.2.5 Incubacion

Salvo que las normas especificas indiquen lo contrario, las placas se invierten inmediatamente después de haberse
inoculado y se llevan rapidamente a un incubador mantenido a la temperatura correspondiente. Si se produce un exceso
de deshidratacion (por ejemplo a 55 °C o por una fuerte circulacion de aire), las placas se envuelven antes de su
incubacién en bolsas de plastico poco apretadas, o se emplea un sistema de eficacia equivalente.

Durante el periodo de incubacion, es inevitable, y aceptable, que se produzcan pequefias fluctuaciones en la
temperatura de incubacion, por ejemplo durante las operaciones normales de carga y descarga del incubador, pero es
importante que estos periodos se reduzcan al minimo. La duracion de dichas fluctuaciones deberia monitorizarse para
asegurar que no ejercen un efecto significativo sobre los resultados.

NOTA En algunos casos, puede ser Util para el recuento mantener las placas inoculadas a 3 °C + 2 °C para poderlas comparar con las
placas inoculadas incubadas, para evitar que determinadas particulas del producto estudiado puedan confundirse con colonias. El
uso de una lente binocular de aumento también puede ayudar a distinguir las particulas del producto estudiado de las colonias.

En algunas circunstancias, puede ser mejor para la organizacion del trabajo en el laboratorio refrigerar las placas
inoculadas durante un tiempo maximo de 24 h antes de la incubacion. En este caso, el laboratorio debe asegurar que
esta practica no afecta al resultado del recuento.

De forma general, las placas de Petri no deberian apilarse en mas de seis alturas para la incubacion aerdbica, y
deberian separarse unas de otras y de las paredes del incubador en una distancia de 25 mm como minimo. Sin
embrago, si es aceptable apilar alturas mayores y dejar espacios mas reducidos cuando los incubadores disponen de
sistemas de circulacion de aire; en este caso, deberia verificarse la distribucién de la temperatura.

Habitualmente, las placas deberian examinarse inmediatamente después de la incubacién. Sin embargo, y salvo que las
normas especificas indiquen lo contrario, pueden almacenarse en la nevera durante un tiempo de hasta 48 h. Solamente es
aceptable un almacenamiento refrigerado durante periodos mas prolongados si se ha demostrado que no afecta al nimero,
la apariencia o la subsiguiente confirmacion de las colonias. Cuando los medios contienen colorantes indicadores, las placas
deberian dejarse equilibrar a temperatura ambiente antes de examinarse, para asegurar que se recupera el color correcto.

10.3 Cilculo y expresion de los resultados obtenidos con los medios sélidos

10.3.1 Recuento de colonias

Después del periodo de incubacion establecido en la norma especifica, se cuentan las colonias (colonias totales,
colonias tipicas o colonias sospechosas) de cada placa que contenga menos de 300 colonias (u otra cantidad, establecida
en la norma especifica).

Cuando se haga el recuento de colonias tipicas o colonias sospechosas, la norma especifica debe ofrecer una descripcion
de las colonias.
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En algunos casos, puede ser dificil hacer un recuento de colonias (por ejemplo cuando existan microorganismos con
capacidad invasiva). Las colonias diseminadas se consideran como colonias Unicas. Si hay menos de un cuarto de la
placa sobrecrecida por la diseminacion, las colonias se cuentan en la parte no afectada de la placa, y se calcula el
nimero de colonias de la placa entera, deduciéndolo por extrapolacion del niimero teérico que deberia corresponder a la
placa entera. Si hay sobrecrecimiento en un area superior a un cuarto de la placa, se rechaza este recuento. Las colonias
dispuestas en forma de rosario se consideran como una sola colonia.

En los distintos métodos de célculo mostrados en el apartado 10.3.2, deben tenerse en cuenta las placas que no
contienen colonias, cuando se escojan dichas placas.

Cuando se haya utilizado un sembrador espiral, el recuento de colonias se realiza segun se indica en el aparta-
do 10.2.4.3.3.

10.3.2 Expresion de los resultados
10.3.2.1 Generalidades

10.3.2.1.1 Los casos considerados en este apartado son casos generales:
— inoculacién de una placa de Petri de 90 mm de didmetro por cada dilucion;
— recuento maximo de colonias totales presentes: 300 por placa;

— mnumero maximo total de colonias (tipicas y atipicas) de una placa cuando se recuentan colonias tipicas y colonias
sospechosas: preferiblemente 300 por placa;

— recuento maximo de colonias tipicas o sospechosas: 150 por placa;

— mumero de colonias sospechosas inoculadas para su identificacion o confirmacion (véase el apartado 10.3.2.3) de
cada placa escogida: de forma general, 5.

Estas cifras se definen en las normas especificas.

Cuando se utilizan placas de un diametro diferente a 90 mm, el nimero maximo de colonias debe aumentarse o redu-
cirse proporcionalmente al area de la superficie de las placas (o membranas).

10.3.2.1.2 Los métodos de calculo indicados a continuaciéon corresponden a los casos que se presentan con mayor
frecuencia cuando los analisis se realizan siguiendo unas buenas practicas de laboratorio. Ocasionalmente, pueden
producirse excepciones (por ejemplo, que los factores de dilucion de dos diluciones consecutivas sean diferentes), por
lo que resulta necesario que los resultados del recuento sean examinados e interpretados por un microbidlogo
cualificado, y en su caso, rechazados.

10.3.2.2 Método de calculo: caso general (recuento de colonias totales o colonias tipicas)

Para que un resultado sea valido, se suele considerar necesario que el recuento de colonias se realice al menos en una
placa que contenga un minimo de 10 colonias [colonias totales, colonias tipicas o colonias que cumplan los criterios de
identificacion (véase el apartado 10.3.2.3)].

El nimero de microorganismos N presentes en la muestra para analisis se calcula como la media corregida de dos
diluciones consecutivas, utilizando al ecuacion (1):

N 2.€ 1
T Vxl1xd M

donde

Z C es la suma de las colonias contadas en las dos placas escogidas de las dos diluciones consecutivas, de la cuales al

menos una contiene un minimo de 10 colonias;
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14 es el volumen de indculo utilizado en cada placa, en mililitros;
d es la dilucion correspondiente a la primera dilucion escogida [d = 1 cuando se utiliza en el producto liquido sin

diluir (para muestras liquidas)].

El resultado calculado se redondea a dos cifras significativas. Cuando se realiza esta operacion, si la tercera cifra es
inferior a 5, no se modifica la cifra anterior; si la tercera cifra es igual o superior a 5, la cifra anterior se incrementa en
una unidad.

Preferiblemente, el resultado se expresa como un nimero entre 1,0 y 9,9 multiplicado por la potencia de 10 adecuada, o
como un numero entero con dos cifras significativas.

El resultado se expresa como numero de microorganismos N por mililitro (para los productos liquidos) o por gramo
(para el resto de productos).

EJEMPLO El recuento ha proporcionado los siguientes resultados:
— para la primera dilucién escogida (10?): 168 colonias;

— para la segunda dilucién escogida (10®): 14 colonias;

20 ies+14 182
Vxl,ixd 1x1,1x1072 0,011

=16 545

Redondeando el resultado como se indicé anteriormente, el nimero de microorganismos es de 17 000 o 1,7 x 10* por mililitro o por
gramos de producto.

10.3.2.3 Método de calculo: después de la identificacion

Cuando el método utilizado requiere identificacion, se identifica un numero determinado 4 de colonias sospechosas
(generalmente 5) de cada placa escogida para el recuento de colonias. Tras la identificacion, se calcula el nimero de
colonias de cada placa, a, que cumplen los criterios de identificacion, utilizando la ecuacion (2):

b
a=—xC 2)
A
donde
b es el nimero de colonias que cumplen los criterios de identificacion dentro de las colonias identificadas 4;
C es el nimero total de colonias sospechosas contadas en cada placa.

El resultado calculado se aproxima al nlimero entero mas proximo. Cuando se realiza esta operacion, si la primera cifra
decimal es inferior a 5, no se modifica la cifra anterior; si la primera cifra decimal es igual o superior a 5, la cifra
anterior se incrementa en una unidad.

El niimero de microorganismos identificados N presentes en la muestra para analisis se calcula reemplazando XC por Za
en la ecuacion indicada en el apartado 10.3.2.2.

El resultado se redondea seglin se indica en al apartado 10.3.2.2.

El resultado se expresa segun se indica en al apartado 10.3.2.2.

EJEMPLO El recuento ha proporcionado los siguientes resultados:
— para la primera dilucién escogida (10%): 66 colonias;

— para la segunda dilucién escogida (10™): 4 colonias.
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Realizando el analisis de las colonias escogidas:
— de las 66 colonias, se analizaron 8, de las que 6 cumplieron los criterios; por consiguiente a = 50;

— de las 4 colonias, las 4 cumplieron los criterios; por consiguiente a = 4.

Da 50+ 4 54
N = - - — 49 090

VxLIxd  1x1,1x107°  1,1x10”

Redondeando el resultado como se indicé en el apartado 10.3.2.2, el nimero de microorganismos es de 49 000 o 4,9 x 10 por mililitro
o por gramo de producto.

10.3.2.4 Método de calculo: recuento bajo

10.3.2.4.1 Caso en el que una placa (muestra para andlisis o suspension inicial o primera dilucién) contiene
menos de 10 colonias

El intervalo optimo de precision corresponde a un recuento de entre 10 y el limite (practico) superior de cada método. Por
otra parte, la precision disminuye rapidamente al reducirse el numero de colonias por debajo de un valor de 10. En funcion
del objetivo del analisis, se puede definir un limite de determinacion inferior basado en un recuento inferior a 10.

Conforme al Informe Técnico ISO/TR 13843, la definicion del limite de determinacion es: “la concentracion media de
particulas mas baja x por porcion analitica para la que la incertidumbre estandar relativa esperada es igual a un valor
definido (RSD)”. RSD es la desviacion estandar relativa, que se calcula dividiendo la desviacion estandar estimada de la
poblacion de una muestra s entre el valor de la media de dicha muestra X . En lugar de RSD, se utilizara el simbolo ®
para la desviacion estandar relativa. Asi, w=s/x .

Para una distribucion de Poisson, x se calcula mediante la ecuacion:

1

o

)

Si el valor de w se establece como el limite de precision relativa aceptable al 50% (lo que parece ser razonable en
microbiologia), el limite inferior de determinacion sera el nimero de colonias obtenido mediante la formula:

1
x=—— =4

(0,50

Por consiguiente, los resultados basados en recuentos inferiores a 4 deberian considerarse como simple deteccion de la
presencia del microorganismo.

En resumen:

Si la placa contiene menos de 10 colonias, pero como minimo 4, el resultado se calcula siguiendo el caso general
(10.3.2.2) y se expresa como numero estimado de microorganismos x por mililitro (productos liquidos) o por gramos
(resto de productos).

Si el resultado total oscila entre 1 y 3, la precision del analisis es demasiado baja y el resultado debe expresarse como:

“Hay microorganismos presentes, pero a un nivel inferior a (4 X d) por gramo o ml”.

10.3.2.4.2 Caso en el que la placa (muestra para analisis, suspension inicial o primera dilucién) no contiene
colonias

Si la placa que contiene la muestra para analisis (productos liquidos) o la suspension inicial (resto de productos), o la
primera dilucidn inoculada o escogida no contiene colonias, el resultado se expresa de la siguiente manera:
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“Menos de 1/d microorganismos por mililitro” (productos liquidos) o “menos de 1/d microorganismos por gramo”
(resto de productos).

donde d es el factor de dilucion de la suspensién inicial, o de la primera dilucién inoculada o escogida (4 = 10° = 1
cuando se inocula directamente la muestra para analisis).

10.3.2.4.3 Casos especiales

10.3.2.4.3.1 Generalidades

Estos casos afectan al recuento de colonias tipicas o sospechosas.

10.3.2.4.3.2 Caso 1

Si el numero de colonias tipicas y atipicas de la placa que contiene la primera dilucioén d; es mayor de 300 (o de otra
cantidad establecida en la norma especifica), con colonias confirmadas o colonias tipicas visibles, y si la placa de la
siguiente dilucion d, contiene menos de 300 colonias (u otra cantidad establecida en la norma especifica), sin colonias
tipicas o confirmadas visibles, el resultado se expresa de la siguiente manera:

“menos de 1/d, y mas de 1/d; microorganismos por mililitro” (productos liquidos) o “menos de 1/d, y mas de 1/d,
microorganismos por gramo” (resto de productos).

donde d; y d, son los factores de dilucion correspondientes a las diluciones d; y ds.

EJEMPLO El recuento ha proporcionado los siguientes resultados:
— para la primera dilucién escogida (10): mas de 300 colonias en la placa, con colonias tipicas o confirmadas;

— para la segunda dilucién escogida (10°®): 33 colonias, sin colonias tipicas o confirmadas;

El resultado, expresado en nimero de microorganismos, es inferior a 1 000 y superior a 100 por mililitro o por gramo de producto.

10.3.2.4.3.3 Caso 2

Si el numero de colonias tipicas y atipicas de la placa que contiene la primera dilucién d; es mayor de 300 (o de otra
cantidad establecida en la norma especifica), sin colonias confirmadas o colonias tipicas visibles, y si la placa de la
siguiente dilucion d, contiene menos de 300 colonias (u otra cantidad establecida en la norma especifica), sin colonias
confirmadas o tipicas visibles, el resultado se expresa de la siguiente manera:

“menos de 1/d, microorganismos por mililitro” (productos liquidos) o “menos de 1/d, microorganismos por gramo”
(resto de productos).

donde d, es el factor de dilucion correspondiente a las dilucion d,.

EJEMPLO El recuento ha proporcionado los siguientes resultados:
— para la primera dilucién escogida (10%): mas de 300 colonias en la placa, sin colonias tipicas o confirmadas;

— para la segunda dilucién escogida (107®): 33 colonias, sin colonias tipicas o confirmadas;

El resultado, expresado en nlimero de microorganismos, es inferior a 1 000 por mililitro o por gramo de producto.
10.3.2.5 Método de calculo: casos especiales

10.3.2.5.1 Cuando el nimero de colonias del recuento (colonias totales, colonias tipicas o colonias sospechosas) en la
placa que contiene la primera diluciéon d; es superior a 300 (o a otra cantidad establecida en la norma especifica),
mientras que el nmimero de colonias (colonias totales, colonias tipicas o colonias que cumplen los criterios de
identificacion) en la placa que contiene la siguiente dilucion d, es inferior a 10:

— si el namero de colonias de la placa que contiene la dilucidon d; esta incluido entre los valores de 300 y 334 (el
intervalo superior del intervalo de confianza para una media corregida igual a 300), se utiliza el método de calculo
del caso general (véase el apartado 10.3.2.2);
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— si el nimero de colonias de la placa que contiene la dilucion d; es mayor de 334 (el limite superior del intervalo de
confianza para una media corregida igual a 300), se considera solamente el resultado del recuento de la dilucion d, y
se calcula el recuento estimado (véase el apartado 10.3.2.4), excepto si se ha establecido un valor maximo de 300
para el recuento de colonias, cuando el recuento estimado es inferior a 8 (el limite inferior del intervalo de confianza
para una media corregida igual a 10), ya que la diferencia entre las dos diluciones es inaceptable.

Las cifras correspondientes a los intervalos de confianza deben adaptarse a los numeros maximos establecidos para el
recuento de colonias.

EJEMPLO 1 El recuento ha proporcionado los siguientes resultados:
— para la primera dilucién escogida (10): 310 colonias;
— para la segunda dilucién escogida (107%): 8 colonias.

Se utiliza el método de calculo del caso general utilizando las placas de las dos diluciones escogidas.

EJEMPLO 2 El recuento ha proporcionado los siguientes resultados:
— para la primera dilucién escogida (10%): mas de 334 colonias en la placa;
— para la segunda dilucién escogida (10°%): 9 colonias.

El recuento estimado se expresa en funcién del recuento realizado en la placa de la dilucién de 107,

EJEMPLO 3 El recuento (para el que se ha establecido un nimero méximo de recuento de colonias de 300) ha proporcionado los
siguientes resultados:

— para la primera dilucién escogida (10%): mas de 334 colonias en la placa;

— para la segunda dilucién escogida (10%): 7 colonias.

El resultado de este recuento no es aceptable.

EJEMPLO 4 El recuento (para el que se ha establecido un nimero méaximo de recuento de colonias de 150) ha proporcionado los
siguientes resultados:

— para la primera dilucién escogida (10): méas de 167 colonias en la placa (limite superior del intervalo de confianza para una media
corregida igual a 150);

— para la segunda dilucién escogida (10°%): 7 colonias.

El recuento estimado se expresa en funcion del recuento realizado en la placa de la dilucién de 107,

10.3.2.5.2 Si el recuento de colonias (colonias totales, colonias tipicas y colonias sospechosas) en todas las placas de
todas las diluciones inoculadas es mayor de 300 (u otra cantidad establecida en la norma especifica), el resultado se
expresa de la siguiente manera:

“mas de 300/d” (para el caso de colonias totales o colonias tipicas) o “mas de 300 x b/4 x 1/d” (para colonias confirma-
das), expresado en microorganismos por mililitro (productos liquidos) o microorganismos por gramo (resto de productos).

donde
d es el factor de dilucion correspondiente a la Gltima dilucion inoculada;
b es el nimero de colonias que cumplen los criterios de identificacion dentro de las colonias sospechosas 4.

10.3.2.5.3 Si la placa correspondiente a la ultima diluciéon inoculada contiene mas de 10 colonias y menos de 300
colonias (u otra cantidad establecida en la norma especifica) (colonias totales, colonias tipicas o colonias sospechosas),
el mimero de microorganismos presentes N’ se calcula utilizando la ecuacion (4):

, c

:de

4)

donde
c es el nimero de colonias contadas en la placa;
es el volumen de indculo incluido dentro de cada placa, en mililitros;

d es la dilucion correspondiente a la dilucion escogida.
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El resultado se redondea segtin se indica en el apartado 10.3.2.2.

El resultado se expresa como numero de microorganismos N’ por mililitro (para los productos liquidos) o por gramo
(para el resto de productos).

EJEMPLO El recuento ha proporcionado los siguientes resultados:

- para la dltima dilucién inoculada (10™): 120 colonias;

, 120
Entonces N' = —=1200 000
—4
1x10

Redondeando el resultado como se indicé en el apartado 10.3.2.2, el nimero de microorganismos N’ es de 1 200 000 o 1,2 x 10° por
mililitro o por gramo de producto.

10.3.2.6 Medida de la incertidumbre

Para las determinaciones cuantitativas, véase la Especificacion Técnica ISO/TS 19036.

10.4 Recuento de levaduras y mohos

10.4.1 Generalidades

El recuento de las levaduras y los mohos deberia realizarse normalmente mediante la técnica de siembra en
profundidad, que permite un recuento mas sencillo o mediante la técnica de siembra en superficie, que proporciona la
maxima exposicién de las células al oxigeno atmosférico y evita el stress térmico del agar fundido. Las placas
previamente vertidas deberian secarse antes de inocularse (véase la Especificacion Técnica ISO/TS 11133).

Algunos mohos y levaduras pueden ser infecciosos o inducir respuestas alérgicas, a veces incluso en individuos sanos.
Por consiguiente, es importante ser razonablemente cuidadoso cuando se trabaje con ellos. Idealmente, las placas
deberian mantenerse en los incubadores, no en una sala abierta. Las tapas de las placas deberian abrirse con la menor
frecuencia posible, normalmente sélo con objetivos esenciales, como la realizacion de preparaciones para el andlisis
microscopico. Las agujas flameadas deberian enfriarse antes de realizar las transferencias, para evitar la dispersion de
conidia y de otras células. Las mesas de trabajo y los incubadores deberian desinfectarse rutinariamente.

Las placas de Petri deberian incubarse rectas y en reposo hasta que estén listas para el recuento, ya que el movimiento
puede ocasionar la liberacion de conidia o de esporas y el subsiguiente desarrollo de colonias satélites, que
ocasionarian una sobreestimacion de la poblacién.

10.4.2 Recuento de colonias de levaduras y mohos

Se suelen contar placas con un nimero de colonias de entre 10 y 150. Si la micoflora estd compuesta principalmente de
mohos, se seleccionan las placas dentro del intervalo de recuentos mas bajos; si la micoflora consiste fundamentalmente
en levaduras, pueden seleccionarse las placas que contienen hasta el limite superior de recuento.

Si la identidad de las colonias es dudosa, se examinan preparaciones humedas o tefiidas de células procedentes de un
minimo de cinco colonias por muestra para confirmar que no hay bacterias presentes.

10.5 Recuento mediante el uso de un medio liquido

10.5.1 Principio

Se inoculan las porciones de analisis en un medio liquido disefiado para permitir el crecimiento de un microorganismo o
un grupo de microorganismos determinados, y que normalmente inhibe la proliferacion de los demas microorganismos.

Pueden utilizarse distintos criterios para determinar si se ha producido crecimiento de los microorganismos estudiados,
como por ejemplo la deteccion visual de la turbidez, la produccion de gas, los cambios de color o el posterior
aislamiento de los microorganismos en un medio de agar selectivo. La composicion del medio de cultivo y los criterios
con los que discriminar entre un resultado positivo o negativo se definen en las normas correspondientes.
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Mediante esta aproximacion s6lo se puede asignar un valor cualitativo a cada porcion de analisis, es decir, el resultado
solamente puede ser positivo o negativo. Para obtener una estimacion de la cantidad de microorganismos presentes es
necesario examinar varias porciones de analisis y aplicar procedimientos estadisticos para determinar el numero mas
probable (NMP).

10.5.2 Inoculacién

10.5.2.1 Generalidades

Si se utiliza un medio de cultivo selectivo, la adicion de la porcion de andlisis no deberia reducir sus propiedades
selectivas (permitiendo en ese caso el crecimiento de microorganismos no deseados). En la mayoria de las normas se
ofrece informacion sobre la compatibilidad de un medio de cultivo con una matriz concreta dentro del capitulo de “objeto
y campo de aplicaciéon”, pero se deberia prestar atencién a matrices como las especias, el cacao, los concentrados de
caldo, etc. ya que pueden contener sustancias inhibidoras del crecimiento que requieren la adicion de compuestos
neutralizantes, el uso de factores de dilucion mayores, la centrifugacion, la filtraciéon o la separaciéon inmunomagnética
para separar a los microorganismos estudiados de la matriz, incluso aunque no se especifique siempre en la norma
correspondiente. La incompatibilidad también se puede deber a la composicién biolégica de la matriz: las muestras
ambientales fuertemente contaminadas, los productos fermentados o los productos con bacterias probiéticas
representan ldgicamente un desafio mas importante para el microbiélogo analitico que las muestras que contienen
solamente unos pocos microorganismos. Para dichas matrices problematicas, deberian realizarse analisis de adicion
externa de microorganismos representativos para verificar que el método es realmente compatible con dicha matriz.

10.5.2.2 Procedimiento

Salvo que las normas especificas indiquen lo contrario, los volimenes de porcion de analisis iguales o inferiores a 1 ml
se pueden afiadir normalmente a volumenes cinco o diez veces superiores de los medios ya preparados a la
concentracion de trabajo. Las porciones de analisis de entre 1 ml y 100 ml se pueden afiadir normalmente a volimenes
iguales de los medios a concentracion doble de la de trabajo.

Para volimenes superiores a 100 ml, pueden utilizarse medios mas concentrados. En casos especiales, los medios esté-
riles deshidratados se pueden disolver en la muestra que se va a analizar refrigerada (o previamente calentada a 30 °C).

Salvo indicacion en sentido contrario, el intervalo transcurrido entre la preparacion de la primera diluciéon de la muestra y
la inoculacion del dltimo tubo, placa multipocillos o botella no deberia ser inferior a 15 min.

Debe utilizarse una pipeta estéril nueva para cada dilucion.

10.5.3 Eleccion del sistema de inoculacion

La esencia del método del NMP es diluir la muestra hasta un nivel en el que los indculos contengan algunas veces, pero
no siempre, microorganismos viables. El “resultado”, es decir, el nUmero de inéculos para los que se observa
crecimiento a cada dilucion proporcionard una estimacion de la concentracion inicial de bacterias en la muestra. Para
poder obtener estimaciones a lo largo de un amplio intervalo de posibles concentraciones, los microbiélogos emplean
diluciones seriadas, incubando varios tubos (o placas, etc.) para cada dilucién. El nimero mas probable (NMP) de
microorganismos presentes en la muestra original y la precision de la estimacion pueden calcularse mediante
procedimientos estadisticos basados en el nimero de tubos positivos y negativos presentes tras la incubacion.

Se escoge entre las diversas configuraciones posibles de NMP en funcion de
— el niimero esperado de microorganismos de la muestra analizada.

— las necesidades normativas,

— la precision requerida, y

— cualquier otra consideracion practica.



ISO 7218:2007 -54 - AENOR

La incertidumbre de la medida depende del nimero de porciones de analisis positivas encontradas, aproximadamente de
la misma manera que la incertidumbre en el recuento de colonias depende del nimero de colonias de la placa. La
incertidumbre de la medida aumenta en proporcion inversa a la raiz cuadrada del nimero de tubos utilizados. El nimero
de tubos se debe cuadruplicar para reducir a la mitad la incertidumbre de la medida. En los sistemas en los que el
numero de réplicas es reducido, la incertidumbre de la medida es alta.

Dependiendo de su tamafo, las porciones de analisis pueden inocularse en tubos o botellas con la cantidad necesaria de
medio liquido. Para las porciones de analisis pequefias, pueden utilizarse también placas multipocillos.

10.5.3.1 Sistema de dilucion inica

Cuando la concentracion esperada de microorganismos es pequefia o se espera que varie solamente de forma moderada,
el sistema de inoculaciéon mas adecuado es el de una serie tinica de porciones de analisis iguales. Si se espera que la
proporcion aproximada entre el nimero maximo y el nimero minimo de microorganismos va a ser inferior a 25, el
nimero minimo de porciones de analisis en paralelo con las que se espera que salga bien es de 10; para 50 tubos en
paralelo, el limite es una proporcion de 200. En las tablas B.1 a B.4 del anexo B se muestran ejemplos de NMPs de
diluciones unicas.

10.5.3.2 Sistema de dilucién multiple

Cuando no se conoce la concentracion esperada de microorganismos en la muestra, o si se espera un alto grado de varia-
cion, puede ser necesario inocular varias series de tubos de distintas diluciones. Se inocula un nimero suficiente de
diluciones para asegurar que aparecen tanto resultados positivos como negativos. El nimero de diluciones también
depende del método de calculo utilizado para la estimacion del NMP. Si se necesita hacer uso de tablas, se debe
disponer de resultados procedentes de tres diluciones, y la configuracion de los sistemas se restringe a los disponibles en
las tablas. Si se emplean programas informaticos, no hay restriccion en el nimero de diluciones y de tubos en paralelo
utilizados.

10.5.3.3 Sistema de dilucion simétrica

Los sistemas simétricos de NMP mas habituales utilizan entre tres y cinco tubos en paralelo para cada dilucion. La
precision conseguida con este sistema se reduce rapidamente cuando disminuye el nimero de tubos para cada dilucion.
Los resultados procedentes de un diseflo con tres tubos apenas son mas que una indicacion del orden de magnitud de la
concentracion. Si se necesita una precision mayor, se recomienda utilizar cinco o mas tubos en paralelo. En las
tablas B.5 y B.7 del anexo B se muestran ejemplos de un NMP para tres tubos y de un NMP para cinco tubos,
respectivamente.

10.5.3.4 Sistema de dilucion asimétrica

En los sistemas asimétricos, las distintas diluciones no tienen el mismo numero de tubos. Estos sistemas se utilizan
solamente para estimar el nimero de microorganismos dentro de un intervalo bien definido. En la Norma ISO 8199 se
pueden consultar ejemplos.

10.5.4 Inoculacién

Los tubos, matraces o botellas inoculadas se incuban en un incubador o en un bafio de agua. Las placas multipocillos se
incuban en un incubador.

Se escoge la temperatura y duracion de la incubacion en base al método descrito en una norma especifica, ya que
depende del microorganismo o del grupo de microorganismos estudiados.

Para algunos microorganismos, puede ser necesario un proceso de incubacion en dos fases y/o una etapa de confirma-
cion. Consultense los detalles en las normas especificas.

10.5.5 Interpretacion de los resultados

Los criterios que distinguen a los resultados positivos de los negativos varian para cada microorganismo o grupo de
microorganismos y se definen en las normas correspondientes. Utilizando estos criterios, se cuenta y se registra el
numero de resultados positivos obtenidos en cada porcion de analisis procedente de cada muestra.
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10.5.6 Determinacion de los valores de NMP

Hay tres posibilidades distintas de determinar el valor de NMP: el calculo mediante formulas matematicas, la consulta
de tablas de NMP o el empleo de programas informaticos especificos. Siempre que se basen en las mismas considera-
ciones estadisticas, las tres son igualmente validas. Estos tres métodos se detallan a continuacion.

10.5.6.1 Formulas matematicas

10.5.6.1.1 Foérmula aproximada para todos los casos

Los valores aproximados de NMP para cualquier nimero de diluciones y de tubos en paralelo se obtienen aplicando la

siguiente ecuacion (adaptada de la referencia [36] de la bibliografia):
Ly Xmy
Jmg xm;

NMP =

donde

Z, es el niimero de tubos positivos;

m, es la masa de referencia de la muestra, en gramos;

my es la masa total de la muestra en todos los tubos que han presentado reacciones negativas, en gramos;

m; es la masa total de muestra en todos los tubos, en gramos.
El NMP se expresa por masa de referencia de la muestra, en gramos (generalmente 1 g, en ocasiones 100 g).

10.5.6.1.2 Solucién “exacta” para una serie de tubos

El valor de NMP para una serie tinica de tubos viene dado por la férmula:

a

n—z

NMP = r 1{

My

donde
m, es la masa de referencia de la muestra, en gramos;

my, esla masa de muestra en cada tubo de la serie, en gramos;

In es el logaritmo natural;
n es el numero de tubos de la serie;
Zy es el nimero de tubos con reaccion positiva.

10.5.6.1.3 Estimacion de la precisién en analisis de dilucién unica

Los limites de confianza al 95% de la estimacion del NMP pueden calcularse de forma aproximada mediante la ecuacion:

n
m
x=—"In z (" ~Zn )
My | zy 22, ———
n
donde
X es el limite superior o inferior del intervalo de confianza al 95 %;

m, es la masa de referencia de la muestra, en gramos;

my,  esla masa de la muestra en cada tubo de la serie, en gramos;
In es el logaritmo natural;

n es el numero de tubos de la serie;

Zn es el nimero de tubos con reaccion negativa.
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El signo mas esta relacionado con el limite inferior y el signo menos con el limite superior. La aproximacion no es muy
buena cuando la mayoria de los tubos son negativos (estériles) pero mejora al aumentar el numero de tubos positivos.

10.5.6.1.4 Estimacion de la precisién en analisis de dilucion multiple simétricos

El logaritmo decimal de la incertidumbre estandar para un sistema de NMP de dilucion multiple simétrico puede
obtenerse mediante la aproximacién de la ecuacion de Cochran **;

1
SE =0,58 logio /°
n
donde
SE  es el error estandar del log;o NMP;
f es el factor de dilucion entre dos diluciones consecutivas (en la mayoria de los casos, 10);

n es el nimero de tubos para cada dilucion;

Los limites superior e inferior del intervalo de confianza al 95% pueden aproximarse respectivamente multiplicando y
dividiendo la estimacion del NMP por el antilogaritmo de 2 x SE. Este procedimiento tiende a exagerar el limite de
confianza superior.

10.5.6.2 Tablas de NMP

10.5.6.2.1 Tablas para sistemas de dilucién tinica

Las tablas B.1 a B.4 (anexo B) muestran los valores de NMP y los intervalos de confianza al 95% por porcion de
analisis para series de 10, 15, 20 y 25 tubos en paralelo [cada tubo se inocula con la misma (Unica) dilucion].

Para expresar el resultado por masa de referencia de la muestra (o de volumen para las muestras liquidas), se multi-
plican los valores de NMP y de los limites al 95% por la relacion (masa de referencia)/(masa de la porcion de analisis).
La incertidumbre estandar logaritmica no se multiplica. La masa de referencia en microbiologia de los alimentos suele
ser de 1 g. La masa de la porcion de analisis corresponde a la cantidad de muestra (en gramos) presente en el volumen
utilizado para inocular los tubos, es decir, 0,1 g, si se ha utilizado 1 ml de un homogenizado de 107

EJEMPLO (Referencia [30] de la bibliografia)

Se inocularon veinte tubos de medio de concentracion doble con alicuotas de 5 ml de una muestra diluida 10 veces (0,1 g/ml). Tras la
incubacion, 16 de estos tubos mostraron un crecimiento aparente. ¢ Cudl es la densidad mas probable de bacterias (organismos por
gramo) en la muestra? La tabla 3 indica que el nUmero méas probable de organismos por tubo es de 1,61, con un limite inferior del
intervalo de confianza al 95 % de 0,93 y un limite superior al 95% del 2,27.

Cada tubo recibi6é una porcién de analisis de 5 ml, lo que corresponde a 0,5 g de muestra. Por lo tanto, el nimero méas probable de
microorganismos en 1 g de muestra se obtiene asi:

1,61
NMP = —— por gramo = 3,2 por gramo.
0,5

con un intervalo de confianza al 95% dentro de los siguientes limites:

0,93
limite inferior al 95% de confianza = —— por gramo = 1,9 por gramo;

>

2,77
limite superior al 95% de confianza = —— por gramo = 5,5 por gramo.

>
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10.5.6.2.2 Tablas para sistemas de diluciones miiltiples: tres diluciones consecutivas

En los sistemas simétricos, es un practica habitual utilizar tres diluciones sucesivas con tres (tabla B.5) o cinco
(tabla B.7) réplicas. Se registra el nimero de resultados positivos de cada serie de tubos y se determina, a partir de la
tabla de NMP correspondiente al sistema de inoculacion utilizado, el niimero mas probable de microorganismos
presentes en el volumen de referencia de la muestra.

Hay combinaciones de tubos positivos con una probabilidad de aparicion mucho mayor que otras. Por ejemplo, es
mucho menos probable que aparezca una combinacion de resultados positivos de 0, 0, 3 que una combinacién de 3, 2, 1.
Para cuantificar esta probabilidad, se ha asignado un indice de 0 a 3 a todas las combinaciones posibles de resultados
positivos. La categoria 1 corresponde a los resultados de probabilidad mas alta, mientras que los resultados de la
categoria 3 son raros y no son faciles de reproducir. Los casos peores son los resultados de la categoria 0; deberian
considerarse con un alto grado de desconfianza. Asumiendo que los resultados del analisis son correctos, deberia
esperarse que el 95% de las combinaciones correspondan a la categoria 1, el 4% a la categoria 2, el 0,9% a la catego-
ria 3 y solamente el 0,1% a la categoria 0. En la tabla B.6 se explican con mayor detalle las categorias.

En el caso en que se realicen mas de tres diluciones, la seleccion de la combinacion “correcta” de tres diluciones
consecutivas no siempre es muy evidente. Sin embargo, se puede hacer facilmente registrando todas las combinaciones
posibles de tubos positivos, determinando en la tabla B.5 a qué categoria corresponde.

Por consiguiente, se aplican las reglas siguientes:

1) Se selecciona la combinacion de tres diluciones consecutivas con un perfil de categoria 1 para obtener el indice de
NMP. Si se obtiene mas de una combinacion con perfil de categoria 1, se utiliza la que tenga un mayor nimero de
tubos positivos.

2) Si no se encuentra ninguna combinacion de categoria 1, se utiliza la que presente un perfil de categoria 2. Si se
obtiene mas de una combinacién con perfil de categoria 2, se utiliza la que tenga un mayor nimero de tubos
positivos.

3) Si no se encuentra ninguna combinacion de categoria 2, se utiliza la que presente un perfil de categoria 3. Si se
obtiene mas de una combinacién con perfil de categoria 3, se utiliza la que tenga un mayor nimero de tubos

positivos.

En la tabla 1 se muestran algunos ejemplos.
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Tabla 1 — Ejemplos de la seleccion de resultados positivos para el calculo del NMP

NMP®
Muestra Nimero (lie tu.b0§ positivos f)dbtsnid(;)s a partir fie trels :iubos inc111)b§1dos Producto | Resto de
para las siguientes cantidades de muestra inoculada por tubo liquido productos
-1 -1
(ml™) (g")
Producto 10 ml 1 ml 10"ml | 107°ml | 10°ml
liquido
Resto de lg 10" g 107 g 10° g 10% g
productos
1 3 3 2 1 0 1,Ix10" | 1,1 x10°
2 3 3 3 0 2,4%x10" | 2,4x10°
3 2 2 1 1 0 7.4 7,4 % 10"
4 3 3 0 0 0 2,4 2,4x10'
5 2 2 0 1 0 2,1x10" 2,1
? El subrayado indica la combinacién escogida.
b Calculado mediante el uso del indice de NMP (véase la tabla B.5).

10.5.6.3 Programas informéticos

Los programas informaticos mas versatiles no plantean restricciones en el numero de diluciones ni en la simetria o en
los tubos en paralelo del sistema de NMP. El NMP Assay Analyzer es un programa de acceso libre basado en un
programa previo (véase la referencia [29] de la bibliografia).

10.5.7 Expresion de los resultados

Utilizando el indice de NMP determinado en la tabla B.5 [segun la combinacion de tres (o cinco) diluciones consecu-
tivas escogidas], se determina la cantidad mas probable de microorganismos en el volumen de referencia.

El resultado se expresa como el nimero mas probable de microorganismos (o de un grupo especifico de microorga-
nismos) por gramo o por mililitro. La masa o el volumen de referencia pueden ser diferentes del g o del ml (por ejemplo
100 g o0 100 ml).

11 METODO DE DETECCION (METODO CUALITATIVO)

11.1 Generalidades

Un método de deteccion es un método que determina la presencia o ausencia de un microorganismo determinado en una
cierta cantidad de producto.

11.2 Principio

Salvo que la norma internacional correspondiente indique lo contrario, se mezcla (para productos liquidos) o se
homogeneiza (para el resto de productos) una cantidad P del producto que se va a analizar con 9 X Pml 0 9 X P g de un
medio selectivo y/o electivo.

Para facilitar la recuperacion de microorganismos sometidos a stress en los alimentos, las muestras se suelen pre-
enriquecer en un medio no selectivo seguido de aislamiento y enriquecimiento selectivo en un medio de agar
diferencial/selectivo. El uso de dos medios de enriquecimiento diferentes, asi como de dos o mas medios de agar
selectivos, aumenta la sensibilidad del método.
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Tras la incubacion, se utiliza un asa de siembra para extender el cultivo obtenido sobre la superficie de un medio de
agar selectivo, de forma que se obtengan colonias aisladas. Salvo indicacion en sentido contrario, los medios de
enriquecimiento incubados solamente se pueden refrigerar tras la evaluacion del impacto de la refrigeracion sobre los
resultados y solamente cuando se estipula claramente en el informe del analisis.

A continuacion un numero de colonias obtenidas tras la incubacién (generalmente cinco por placa de agar) se identifica
utilizando técnicas de confirmacion adecuadas.

La seleccion de colonias para confirmacion deberia incluir a todos los tipos representativos de colonias sospechosas.

11.3 Medida de la incertidumbre

La estimacion de la incertidumbre de medida en las determinaciones cualitativas estd siendo investigada por el
Subcomité ISO/TC 34/SC 9.

12 METODOS DE CONFIRMACION

12.1 Generalidades

Se utilizan exclusivamente cultivos puros para la confirmacion serologica y bioquimica.
Los andlisis de confirmacion de referencia se describen en las normas especificas. Como alternativa a los analisis
bioquimicos descritos en estas normas especificas, los métodos de confirmacion descritos en ese capitulo (galerias

bioquimicas, sondas de acidos nucleicos) pueden utilizarse bajo las condiciones descritas en este capitulo, salvo que
las normas especificas indiquen lo contrario.

12.2 Preparacion de un cultivo puro

La preparacion de un cultivo puro comienza por la seleccion de una colonia tnica en la superficie o el interior de un medio
de agar. A continuacion se inocula la colonia seleccionada en un medio de agar no selectivo. Tras la incubacion, se
selecciona una colonia bien aislada para los posteriores analisis de confirmacion. Esta operacion se repite en caso necesario.

En la medida de lo posible, los andlisis de confirmacion deberian realizarse con células procedentes de una colonia
Unica. Si no hay suficiente material celular en una colonia, deberia subcultivarse primero en un medio liquido o en un
tubo de agar inclinado, tras lo cual puede utilizarse para los analisis que se deban realizar.

12.3 Tinciéon de Gram (técnica de Hucker modificada)

12.3.1 Generalidades

Esta forma de tincion de las células bacterianas permite la descripcion de la morfologia de las bacterias y su
clasificacion en dos grupos, segun sean capaces o no de retener el cristal violeta (Gram +) en las condiciones de
analisis. Esta division refleja diferencias en la estructura de las paredes celulares entre los dos grupos, y se correlaciona
con otras diferencias importantes entre los dos grupos.

Una buena alternativa para la tincion de Gram es el uso de una disolucién de hidréxido potésico (KOH) al 3%. Un asa de
siembra cargada con cultivo bacteriano se agita con dos gotas de disolucion de KOH. Las bacterias Gram-negativas

hacen que la disolucion se vuelva muy viscosa y mucosa en un tiempo de 30 s, de forma que al levantar el asa, se
arrastra una parte de la mezcla en forma de hebra.

Hay diversas formas de realizar una tincion de Gram, pero todas siguen los pasos que se indican a continuacion.
12.3.2 Disoluciones

12.3.2.1 Generalidades

Pueden utilizarse disoluciones comerciales disponibles en el mercado.

En este caso, se siguen las indicaciones del fabricante.
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12.3.2.2 Disolucion de cristal violeta

12.3.2.2.1 Composicion

Cristal violeta 2,0¢g
Etanol (95%) 20 ml
Oxalato amoénico (C,HgN,Oy) 0,8¢g
Agua 80 ml

12.3.2.2.2 Preparacion

Se disuelve el cristal violeta en el etanol, y el oxalato amdnico en el agua destilada. Se mezclan las dos disoluciones y
se deja la mezcla en reposo durante 24 h antes de utilizarse.

12.3.2.3 Disolucion de iodo

12.3.2.3.1 Composicion

Iodo 1,0g
Toduro potasico (KI) 2,0¢g
Agua 100 ml

12.3.2.3.2 Preparacion

Se disuelve el ioduro potasico en 10 ml de agua y se afiade el iodo en pequeiias fracciones. Tras disolver, se enrasa has-
ta un volumen de 100 ml en un matraz aforado.

12.3.2.4 Disolucion de safranina

12.3.2.4.1 Composicion

Safranina 0,25 ¢
Etanol (95%) 10 ml
Agua 100 ml

12.3.2.4.2 Preparacion

Se disuelve la safranina en el etanol y a continuacion se mezcla con el agua destilada.

12.3.3 Técnica de tincion

En un portaobjetos de microscopia se fija a la llama una pelicula de bacterias, preparadas a partir de un cultivo de 18 h o
24 h o cuando el medio haya alcanzado la turbidez. Se cubre esta pelicula con cristal violeta y se deja reaccionar
durante 1 min.

Se aclara cuidadosamente el portaobjetos inclinado con agua durante unos segundos.

Se cubre el portaobjetos con la disolucion de iodo. Se deja reaccionar durante 1 min.

Se aclara cuidadosamente el portaobjetos inclinado con agua durante unos segundos.

Se vierte de forma cuidadosa pero constante una pelicula de etanol (95%) sobre el portaobjetos inclinado durante un
periodo no superior a 30 s hasta que no se elimine mas color violeta.

Se aclara cuidadosamente el portaobjetos inclinado con agua para eliminar el etanol. Se cubre el portaobjetos con la
disolucion de safranina durante 10 s. Se enjuaga cuidadosamente el portaobjetos inclinado con agua.

Se seca el portaobjetos.
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12.3.4 Interpretacion

Se examina el portaobjetos con un objetivo de alto nimero de aumentos de inmersion en aceite. Las células bacterianas
que aparecen azules o violetas se denominan Gram-positivas (Gram +); las que muestran un color entre rosa oscuro y
rojo se denominan Gram-negativas (Gram -).

En un cultivo puro de algunos tipos de bacterias pueden obtenerse tanto células Gram-positivas como Gram-negativas
dentro del mismo campo microscépico.

NOTA Una densidad celular muy elevada puede mostrar una respuesta poco caracteristica.

12.4 Uso de galerias bioquimicas para la identificacion

Pueden utilizarse las galerias bioquimicas disponibles para la identificacion de colonias aisladas.

Se debe verificar que las galerias son adecuadas, segin estudios de evaluacion publicados en la literatura cientifica
. . . . . . , . 4 . ., .
internacional, preferiblemente relacionada con la microbiologia de los alimentos”. Esta verificacion es especialmente
importante si el fabricante no posee datos de validacion para dichas galerias.

El laboratorio deberia obtener un certificado de control para cada lote, con una indicacién de las cepas de analisis.

El fabricante también debe especificar las cepas de control que puede utilizar el laboratorio para verificar que las
colecciones mantienen un correcto funcionamiento.

Como minimo, las galerias deben incluir los analisis bioquimicos descritos en las normas especificas, o suplementarse
con otros analisis.

12.5 Uso de sondas de acidos nucleicos para la identificacion

Pueden utilizarse las sondas de acidos nucleicos disponibles actualmente para la identificacion de colonias aisladas.

No obstante, se debe verificar que las sondas de acidos nucleicos utilizadas para la confirmacion son adecuadas, segin
estudios de evaluacion publicados en la literatura cientifica internacional, preferiblemente relacionada con la
microbiologia de los alimentos (consultese por ejemplo la referencia [23] de la bibliografia). Esta verificacion es
especialmente importante si el fabricante no posee datos de validacion para dichas sondas.

El laboratorio deberia obtener un certificado de control para cada lote, con una indicacién de las cepas de analisis.

El fabricante también debe especificar las cepas de control que puede utilizar el laboratorio para verificar que las sondas
mantienen un correcto funcionamiento.

12.6 Métodos serologicos

12.6.1 Generalidades

Cuando se necesite una confirmacion serologica, ésta se realiza después de la identificacion bioquimica de las colonias
aisladas.

12.6.2 Analisis de aglutinacion en portaobjetos

Las reacciones antigeno-anticuerpo causan agregacion de las células bacterianas y la formacion de masas floculentas o
granulos densos. En las bacterias de la familia Enterobacteriaceae, la reaccion entre el antigeno “H” (es decir, flagelar)
y su antisuero especifico ocasiona una agregacion floculenta, mientras que la reaccion del antigeno “O” (es decir,
somatico) ocasiona una agregacion granular mas densa.

4) Las solicitudes de informacion deberian dirigirse a los centros de referencia nacionales, regionales o internacionales indicados para
cada microorganismo.
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Previamente a la aglutinacién con los antisueros, deberia realizarse un andlisis para determinar si las células
bacterianas se aglutinan en una disolucion de cloruro sédico [al 3 % (en masa)]. Si las células bacterianas se aglutinan,
la cepa es autoaglutinante y no deberia utilizarse para analisis de aglutinacion con antisueros.

Los antisueros comerciales disponibles en el mercado son de dos tipos: antisueros polivalentes que reaccionan con
microorganismos de un género determinado o con grupos de serotipos, que son utiles para los analisis preliminares, y
anticuerpos monoclonales, que permiten identificar un serotipo concreto.

El laboratorio deberia obtener un certificado de control para cada lote de antisueros, con una indicacion de las cepas de
analisis.

Se comprueba que los analisis de aglutinacion en portaobjetos son adecuados, segn estudios de evaluacion publicados
en la literatura cientifica internacional, preferiblemente relacionada con la microbiologia de los alimentos>.

Cuando se utilizan estos reactivos, deberian realizarse controles positivos y negativos adecuados.

12.6.3 Analisis de aglutinacion en latex

Existe un método comercial disponible en el mercado mas rapido, que emplea particulas de latex recubiertas de
anticuerpos especificos de grupo (por ejemplo, consultese la Norma ISO 16654 para Escherichia coli O157, o la Norma
ISO 6888 para Staphylococcus aureus). El antigeno del extracto se ensaya frente a una bateria de reactivos de latex.

Se comprueba que los andlisis de aglutinacion en latex son adecuados, segin estudios de evaluaciéon publicados en la
. . , . . . . . . , . 5
literatura cientifica internacional, preferiblemente relacionada con la microbiologia de los alimentos”.

El laboratorio deberia obtener un certificado de control para cada lote, con una indicacién de las cepas de analisis.

Cuando se utilizan estos reactivos, deberian realizarse controles positivos y negativos adecuados.

13 INFORME DEL ANALISIS

El informe del analisis debe especificar el método de analisis utilizado, la temperatura de incubacion, en caso necesario,
y los resultados obtenidos. También debe mencionar todos los detalles experimentales no descritos en esta norma
internacional, asi como los considerados opcionales, junto con todo tipo de detalles o incidencias que pudieran haber
influido sobre los resultados.

En el informe del analisis también se indica si se van a realizar analisis adicionales en un laboratorio de referencia o, en
el caso de que dichos analisis ya se hayan realizado, cuales han sido los resultados.

El informe del andlisis debe incluir toda la informacion necesaria para la completa identificacion de la muestra. También
es adecuado incluir toda la informacidn necesaria para la interpretacion de los resultados del andlisis.

En caso necesario, deberia incluirse en el informe del andlisis la medida de la incertidumbre, determinada de acuerdo
con la Especificaciéon Técnica ISO/TS 19036.

14 VALIDACION DE LOS METODOS MICROBIOLOGICOS

14.1 Validacion de los métodos de referencia

La validacion de los métodos de referencia se estd investigando en el Subcomité ISO/TC 34/SC 9.

14.2 Validacion de los métodos alternativos

Constltese la Norma ISO 16140 sobre los procedimientos técnicos para la validacion de los métodos alternativos
respecto a los métodos de referencia.

5) Las solicitudes de informacion deberian dirigirse a los centros de referencia nacionales, regionales o internacionales indicados para
cada microorganismo.
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14.3 Validacion de los métodos internos

La validacion de los métodos internos se esta investigando en el Subcomité ISO/TC 34/SC 9.

15 VALORACION DE LA CALIDAD DE LOS RESULTADOS/CONTROL DE CALIDAD DEL FUNCIO-
NAMIENTO DEL METODO

15.1 Control interno de la calidad

15.1.1 El control interno de la calidad consiste en todos los procedimientos realizados por un laboratorio para la
evaluacion continua de su trabajo. El objetivo fundamental es asegurar la consistencia de los resultados dia tras dia y su
conformidad en base a criterios bien definidos.

15.1.2 Es necesario mantener un programa de comprobaciones periddicas para demostrar que la variabilidad (entre
analistas, entre equipos o entre materiales) estd controlada. Se deben abarcar todos los analisis incluidos dentro del
ambito de actividades del laboratorio.

El programa puede incluir:

— el uso de muestras a las que se ha afiadido externamente unos niveles de contaminacion variables, incluyendo tanto
la flora basal como la que esta siendo sometida a investigacion;

— el uso de muestras contaminadas artificialmente o de forma natural procedentes de diversas matrices;

— el uso de materiales de referencia (incluyendo materiales incluidos en esquemas de capacitacion analitica);
— repeticion de los analisis;

— repeticion de la evaluacion de los resultados de los andlisis.

La periodicidad entre dichas comprobaciones estd relacionada con la naturaleza de los andlisis realizados por el
laboratorio y con la frecuencia con la que se realizan los analisis.

Se recomienda que, en la medida de lo posible, los analisis incorporen controles con los que monitorizar su correcto
funcionamiento.

15.1.3 En casos especiales, un laboratorio puede realizar un andlisis determinado sélo de forma muy ocasional. En
estos casos, se acepta que un programa de control interno de la calidad puede no resultar adecuado y que, por el
contrario, es mas razonable un control realizado en paralelo a los andlisis que demuestre su correcto funcionamiento.

15.2 Cepas de referencia

Véase la Norma ISO 11133 sobre el mantenimiento de las cepas de referencia.

15.3 Valoracion externa de la calidad (ejercicios interlaboratorios)

Los laboratorios deberian participar periddicamente en ejercicios interlaboratorios relacionados con su ambito de
actividades. Deberian priorizarse los ejercicios interlaboratorios sobre las matrices adecuadas.

Los laboratorios deberian utilizar los ejercicios interlaboratorios, no solamente para evaluar las posibles tendencias del
laboratorio sino también para comprobar la validez de su sistema de calidad global.



PROPIEDADES DE ALGUNOS DESINFECTANTES

Tabla A.1 — Propiedades de algunos desinfectantes

ANEXO A (Informativo)

Activo contra Inactivado por Toxicidad
Desinfectantes Bacterias Mi - - - -
icobac- Virus Virus no . Materiales | Materiales | Agua . :
Hongos ; Esporas |,. .. L Proteinas R 9 Detergente | Piel | Ojos | Pulmones

Gram- Gram- terias lipidicos | lipidicos naturales | sintéticos | dura

positivas | negativas
Hipocloritos + +++ +++ ++ ++ + + +++ + + + C + + +
Alcoholes - +++ +++ +++ - + \ + + + + - +
Formaldehido +++ +++ +++ +++ +++8 + + + + + + - + + +
Glutaraldehido +++ +++ +++ +++ ++4P + + NA + + + NA +++ +++ +++
lodo6foros +++ +++ +++ +++ + + + +++ + + + A + + -
+++ bueno;
++ intermedio;
+ débil;
- nulo;
\ depende de los virus;
C  catibnico;
A aniobnico;
NA no aplicable;

a

Por encima de 40 °C.

Por encima de 20 °C.

Fuente: Referencia [17] de la bibliografia.

LO0T-81¢CL OSI
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ANEXO B (Normativo)

DETERMINACION DEL NUMERO MAS PROBABLE (NMP)

Tabla B.1 — Valores de NMP por porcién de analisis y limites del intervalo de confianza al 95%
en una serie de 10 tubos, calculados conforme a la referencia [29] de la bibliografia

, Series de 10 tubos
Numero de
tubos Incertidumbre Limites al 95%
positivos | NMP | estandar del . )
log;QNMP Inferior Superior
1 0,11 0,435 0,02 0,75
2 0,22 0,308 0,06 0,89
3 0,36 0,252 0,11 1,11
4 0,51 0,220 0,19 1,38
5 0,69 0,198 0,28 1,69
6 0,92 0,184 0,40 2,10
7 1,20 0,174 0,55 2,64
8 1,61 0,171 0,75 3,48
9 2,30 0,179 1,03 5,16

Tabla B.2 — Valores de NMP por porcién de analisis y limites del intervalo de confianza al 95%
en una serie de 15 tubos, calculados conforme a la referencia [29] de la bibliografia

Niimero de Series de 15 tubos
tubos Incertidumbre Limites al 95%
positivos | NMP | estindar del : :
log,Q)NMP Inferior Superior
1 0,07 0,434 0,01 0,49
2 0,14 0,307 0,04 0,57
3 0,22 0,251 0,07 0,69
4 0,31 0,218 0,12 0,83
5 0,41 0,196 0,17 0,98
6 0,51 0,179 0,23 1,15
7 0,63 0,167 0,30 1,33
8 0,76 0,157 0,37 1,55
9 0,92 0,150 0,47 1,80
10 1,10 0,144 0,57 2,11
11 1,32 0,141 0,70 2,49
12 1,61 0,139 0,86 3,02
13 2,01 0,142 1,06 3,82
14 2,71 0,155 1,35 5,45
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Tabla B.3 — Valores de NMP por porcion de analisis y limites del intervalo de confianza al 95%
en una serie de 20 tubos, calculados conforme a la referencia [29] de la bibliografia

Néimero de Series de 20 tubos
tubos Incertidumbre Limites al 95%
positivos NMP estandar del
log;)NMP Inferior Superior
1 0,05 0,434 0,01 0,36
2 0,11 0,307 0,03 0,42
3 0,16 0,251 0,05 0,50
4 0,22 0,218 0,08 0,60
5 0,29 0,195 0,12 0,69
6 0,36 0,178 0,16 0,80
7 0,43 0,165 0,20 0,91
8 0,51 0,155 0,25 1,03
9 0,59 0,147 0,31 1,16
10 0,69 0,140 0,37 1,30
11 0,80 0,134 0,44 1,46
12 0,92 0,130 0,51 1,65
13 1,05 0,126 0,59 1,85
14 1,20 0,123 0,69 2,10
15 1,39 0,121 0,80 2,40
16 1,61 0,121 0,93 2,77
17 1,90 0,122 1,09 3,29
18 2,30 0,127 1,30 4,08
19 3,00 0,141 1,58 5,67
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Tabla B.4 — Valores de NMP por porcion de analisis y limites del intervalo de confianza al 95%
en una serie de 25 tubos, calculados conforme a la referencia [29] de la bibliografia

Niimero de Series de 25 tubos
tubos Incertidumbre Limites al 95%
positivos NMP estandar del
log;)NMP Inferior Superior

1 0,04 0,434 0,01 0,29
2 0,08 0,307 0,02 0,33
3 0,13 0,251 0,04 0,40
4 0,17 0,217 0,07 0,47
5 0,22 0,195 0,09 0,54
6 0,27 0,178 0,12 0,61
7 0,33 0,165 0,16 0,69
8 0,39 0,154 0,19 0,77
9 0,45 0,146 0,23 0,86
10 0,51 0,139 0,27 0,96
11 0,58 0,133 0,32 1,06
12 0,65 0,128 0,37 1,16
13 0,73 0,123 0,42 1,28
14 0,82 0,119 0,48 1,41
15 0,92 0,116 0,54 1,55
16 1,02 0,113 0,61 1,70
17 1,14 0,111 0,69 1,88
18 1,27 0,109 0,78 2,09
19 1,43 0,108 0,88 2,33
20 1,61 0,108 0,99 2,62
21 1,83 0,109 1,12 2,99
22 2,12 0,111 1,29 3,50
23 2,53 0,117 1,49 4,28
24 3,22 0,123 1,77 5,85
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Tabla B.5 — indices de NMP y limites del intervalo de confianza (95%) cuando se utilizan
tres porciones de analisis de 1 g (ml), tres de 0,1 g (ml) y tres de 0,01 g (ml)

Numero de resultados

Indice de

Limites del intervalo de confianza (95%)"°

b

positivos NMP* Categorias Limite inferior Limite superior
0 0 0 <0,30 0,00 0,94
0 1 0,30 3 0,01 0,95
0 1 0 0,30 2 0,01 1
0 1 1 0,61 0 0,12 1,7
0 2 0 0,62 3 0,12 1,7
0 3 0 0,94 0 0,35 3,5
1 0 0 0,36 1 0,02 1,7
1 0 1 0,72 2 0,12 1,7
1 0 2 1,1 0 0,4 3,5
1 1 0 0,74 1 0,13 2
1 1 1 1,1 3 0,4 3,5
1 2 0 1,1 2 0,4 3,5
1 2 1 1,5 3 0,5 3,8
1 3 0 1,6 3 0,5 3,8
2 0 0 0,92 1 0,15 35
2 0 1 1,4 2 0,4 3,5
2 0 2 2,0 0 0,5 3,8
2 1 0 1,5 1 0,4 3,8
2 1 1 2,0 2 0,5 3,8
2 1 2 2,7 0 0,9 9,4
2 2 0 2,1 1 0,5 4
2 2 1 2,8 3 0,9 9,4
2 2 2 3,5 0 0,9 9,4
2 3 0 2,9 3 0,9 9,4
2 3 1 3,6 0 0,9 9,4
3 0 0 2,3 1 0,5 9,4
3 0 1 3,8 1 0,9 10,4
3 0 2 6,4 3 1,6 18,1
3 1 0 4,3 1 0,9 18,1
3 1 1 7,5 1 1,7 19,9
3 1 2 12 3 3 36
3 1 3 16 0 3 38
3 2 0 9,3 1 1,8 36
3 2 1 15 1 3 38
3 2 2 21 2 3 40
3 2 3 29 3 9 99
3 3 0 24 1 4 99
3 3 1 46 1 9 198
3 3 2 110 1 20 400
3 3 3 >110

Véase la tabla B.6.

Fuente: Referencia [27] de la bibliografia.

Los limites de confianza mostrados en esta tabla se ofrecen solamente para proporcionar una indicacion de la influencia de las variaciones
estadisticas sobre los resultados. Siempre van a existir otras fuentes de variacion, que en ocasiones pueden ser incluso mas importantes.
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Tabla B.6 — Explicacién sobre las categorias de los resultados

Categoria”

Definicion

Cuando el nimero de bacterias de la muestra es igual al valor de NMP hallado, este resultado es
de los que tienen la mayor probabilidad de obtenerse. Como mucho, hay un 5% de probabilidad
de obtener un resultado que es menos probable que el de menor probabilidad de esta categoria.

Cuando el nimero de bacterias de la muestra es igual al valor de NMP hallado, este resultado es
de los que tienen una probabilidad de obtenerse menor que incluso el resultado menos probable
de la categoria 1, pero hay en el mejor de los casos solamente un 1% de probabilidad de obtener
un resultado que es menos probable que el de menor probabilidad de esta categoria.

Cuando el numero de bacterias de la muestra es igual al valor de NMP hallado, este resultado es
de los que tienen una probabilidad de obtenerse menor que incluso el resultado menos probable
de la categoria 2, pero hay en el mejor de los casos solamente un 0,1% de probabilidad de obtener
un resultado que es menos probable que el de menor probabilidad de esta categoria.

Cuando el numero de bacterias de la muestra es igual al valor de NMP hallado, este resultado es
de los que tienen una probabilidad de obtenerse menor que incluso el resultado menos probable
de la categoria 3. Solamente hay un 0,1% de probabilidad de obtener un resultado de esta
categoria, incluso sin que se haya cometido ninguna incorreccion.

Antes de comenzar los analisis, deberia decidirse qué categoria se va a aceptar, es decir, solamente la categoria 1,la l yla2 oinclusolal,1a2y
la 3. Cuando se vaya a tomar una decision de gran importancia en base a los resultados, solamente deberia aceptarse la categoria 1, o en todo
caso la 1 y la 2. Los resultados de la categoria 0 deberian considerarse con un alto grado de desconfianza.
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Tabla B.7 — Valores de NMP por gramo de muestra y limites del intervalo de confianza al 95%

(cuando se utilizan cinco porciones de analisis de 1 g, cinco de 0,1 g y cinco de 0,01 g)

Nimero de tubos que muestran una reaccion positiva NMP Limites al 95% de confianza
S5delg 5de0,1¢g 5de0,01g (por g) Inferior Superior

0 0 0 <0,2 <0,1 0,7
0 1 0 0,2 <0,1 0,7
0 2 0 0,4 <0,1 1,1
1 0 0 0,2 <0,1 0,7
1 0 1 0,4 <0,1 1,1
1 1 0 0,4 <0,1 1,1
1 1 1 0,6 <0,1 1,5
2 0 0 0,5 <0,1 1,3
2 0 1 0,7 0,1 1,7
2 1 0 0,7 0,1 1,7
2 1 1 0,9 0,2 2,1
2 2 0 0,9 0,2 2,1
2 3 0 1,2 0,3 2,8
3 0 0 0,8 0,1 1,9
3 0 1 1,1 0,2 2,5
3 1 0 1,1 0,2 2,5
3 1 1 1,4 0,4 3.4
3 2 0 1,4 0,4 3,4
3 2 1 1,7 0,5 4,6
3 3 0 1,7 0,5 4,6
4 0 0 1,3 0,3 3,1
4 0 1 1,7 0,5 4,6
4 1 0 1,7 0,5 4,6
4 1 1 2,1 0,7 6,3
4 1 2 2,6 0,9 7,8
4 2 0 2,2 0,7 6,7
4 2 1 2,6 0,9 7,8
4 3 0 2,7 0,9 8

4 3 1 33 1,1 9,3
4 4 0 3.4 1,2 9,3
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Nimero de tubos que muestran una reaccion positiva NMP Limites al 95% de confianza
S5delg 5de0,1¢g 5de0,01g (por g) Inferior Superior
5 0 0 2,3 0,7 7
5 0 1 3,1 1,1 8,9
5 0 2 43 1,5 11
5 1 0 33 1,1 9,3
5 1 1 4,6 1,6 12
5 1 2 6,3 2,1 15
5 2 0 4,9 1,7 13
5 2 1 7 2,3 17
5 2 2 9,4 2,8 22
5 3 0 7,9 2,5 19
5 3 1 11 3,1 25
5 3 2 14 3,7 34
5 3 3 18 4,4 50
5 4 0 13 3,5 30
5 4 1 17 4,3 49
5 4 2 22 5,7 70
5 4 3 28 9 85
5 4 4 35 12 100
5 5 0 24 6,8 75
5 5 1 35 12 100
5 5 2 54 18 140
5 5 3 92 30 320
5 5 4 160 64 580
5 5 5 > 180 - -
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