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Implementacion metodos

1. Diseno

l

2. Desarrollo

l

3. Validaciéon

» Sencillo
e Seguro

* Rentable

 Facil interpretacion

|

|

4. Control de Calidad (Interno y Externo)
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ISO 17025. Apartado 5.9

Making quality control easy

“Cada laboratorio debera disponer de procedimientos de control de calidad con
el fin de evaluar la validez de los ensayos y las calibraciones que se realizan”.

v Control Externo calidad: Ejercicios de Intercomparacion

Importancia seleccion proveedor:

» Competencia técnica (Acreditacion)
* Uso de matrices

* NUmero de participantes

» Analisis y tratamiento de resultados

v’ Control Interno calidad ;ﬁ

Inéculo

0 Control calidad medios cultivo y reactivos MuestraSebarada

Q Ensayos entre analistas METODO}, \VETODO 2
Q Controles de proceso
Q Graficos de control
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Control Calidad Interno

Making quality control easy

Procedimientos realizados para la evaluacion continua del trabajo

1L

Asegurar la coherencia de los resultados obtenidos diariamente
y el cumplimiento de los criterios establecidos (Validacion)

Programa de Controles periddicos — procedimientos

— criterio laboratorio

Controlar la variabilidad entre analistas, equipos, materiales...
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Control Calidad Interno

Making quality control easy

1. Control de las condiciones de trabajo
Control de los medios y materiales | 1ISO 11133:2014

Buena practica en la realizacion de los ensayos

2. Control de la Precisiodn
Muestras naturales sin inocular

Muestras naturales inoculadas con materiales de referencia

3. Control de la Recuperacion

Muestras inoculadas con materiales de referencia certificados

4. Ensayos Cualitativos

Control del limite de deteccion
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Control Calidad Interno

Making quality control easy

LIMITACIONES ENSAYOS MICROBIOLOGICOS:

L)

» Comportamiento aleatorio organismos vivos > el numero de colonias
observadas es una aproximacion del numero de particulas vivas

% Interacciones con flora acompanante

»» Bajarobustez condicionada por:

o0 condiciones de incubacion

0 medios de cultivo

O preparacion muestras

348954 574




1ISO 11133: 2014

Microbiologia de los alimentos para consumo humano,
alimentacion animal y agua.

Preparacion, produccion, conservacion y ensayos de
rendimiento de los medios de cultivo

1. OBJETIVO:
» establecer criterios que garanticen su calidad
e especificar requisitos para su preparacion y evaluaciéon del rendimiento

2. CAMPO DE APLICACION:

» Entidades comerciales que producen y/o distribuyen medios

* Entidades no comerciales que proporcionan medios a terceros

» Laboratorios microbiologicos que prepararan sus propios medios
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ISO 11133:2014

Making quality control easy

3. TERMINOS Y DEFINICIONES:
O Definicion de control de calidad, lote y sustrato cromogénico
U Ensayos de rendimiento
d Terminologia de los diferentes tipos de medios de cultivo
Clasificacion de los medios de cultivo segun:
o Composicion
o Consistencia fisica

o Uso

o Método de preparacion

O Terminologia relacionada con los microorganismos de ensayo
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ISO 1113: 2014 Microorganismos de ensayo

Making quality control easy

Cepa de referencia

Microorganismo obtenido directamente de una Coleccion de Cultivos de Referencia y
definido como minimo a nivel de género y especie, catalogado y descrito conforme a
sus caracteristicas y preferiblemente procedente de productos alimenticios para
consumo humano o animal, de un entorno de produccion de alimentos para consumo
humano o animal, o de agua, segun corresponda.

Lote de reserva de referencia

Serie de cultivos individuales idénticos preparados en el laboratorio o por un
proveedor mediante un Unico subcultivo a partir de una cepa de referencia.

Cultivo de reserva

Cultivo primario procedente de un lote de reserva de referencia.

Cultivo de trabajo

Subcultivo procedente de un lote de reserva de referencia o de un cultivo de reserva
o de un material de referencia (certificado o no).




ISO 1113: 2014 Microorganismos de ensayo

Making quality control easy

Colecciones de cultivos de referencia

Federacion Mundial de Colecciones de Cultivos (World Federation for Culture
Collections, WFCC) que fue la primera en crear una red mundial de informacion con
la finalidad de promover y apoyar la creacion a largo plazo de colecciones de cultivos
Y Servicios conexos.

Las colecciones que son miembros de la WFCC estan registradas en el Centro
Mundial de Datos sobre Microorganismos (World Data Center for Microorganisms,
WDCM), que es la base de datos operacional de la Federacion.

La WDCM tiene inscritas actualmente 622 colecciones de cultivos nacionales e
internacionales procedentes de 71 paises, y que suman 2.033.334 recursos
microbianos, de los cuales 959.732 de ellos son bacterias, 546.297 hongos y el resto
engloba a virus, algas microscopicas, protozoos, celulas diferenciadas de plantas y
lineas celulares humanas y de animales (http://www.wfcc.info/ccinfo/).
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ISO 1113: 2014 Microorganismos de ensayo

Making quality control easy

Material de referencia (RM)

Material que contiene una cierta cantidad de microorganismos viables,
suficientemente homogéneo y estable en relacion a la cantidad de
microorganismos viables, y del que se ha establecido que resulta adecuado
para el uso al que esta destinado en un proceso de medida.

Material de referencia certificado (CRM)

Material de referencia caracterizado por un procedimiento de cuantificacion
de microorganismos viables metrologicamente valido, acompafiado por un
certificado que proporciona el valor de Ila cantidad indicada de
microorganismos Vviables, junto con la incertidumbre asociada y la
declaracion de la trazabilidad metroldgica.
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1ISO 11133:2014 ielab

Making quality control easy

Microorganismos de ensayo

Cepas de referencia

Sub-cultivada una sola vez

Mo permitido

Cepas de reserva

(hofizacion, netrogeno liguide, ultracqngelacion rapida , etc)
speciticar tiemipo ¥ condiciones de almacenantients

Mantener en las condiciones especificas

Descongelacién / reconstitucion

Sub-cultivada una sola vez

*

}

Cepa de trabajo v

Especificar tiempe ¥ condiciones de almacenamiento

Uso mutinario
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1SO 11133:2014

4. GESTION DE LA GARANTIA DE LA CALIDAD

4.1. Documentacion
« Suministrada por el fabricante/proveedor

» Aceptacion de la entrega de productos

4.2. Conservacion (sellado, fecha recepcion, fecha apertura...

4.3. Preparacion de medios en el laboratorio

e |nstrucciones del fabricante

 Registros i

» Calidad de los componentes ||

N

348954 574



Control card for internal guality testing of culture media ..

o
culture medium: volume prepared: |pouring internal i e | CI b
date: batch

number: Making quality control
dehydrated medium Supplier: Batch amount: date/signature:
(and code):
Supplement: Supplier: Batch amount: date/signature:

Ejemplo de fICha para Process details:

Physical quality control

Expected appearance of Colour normal gquality con- defects: date/signature:
H dehydrated culture medinm - firmed:
el registro de free-flowing
yesO noO
expected pH-value: measured pH: quality con- defects: date/signature:
firmed:

yesO noO

resultados de

expected quantity filled observed: quality con- defects: date/signature:
and for layer thickness: firmed:
yesO noO

expected colour: observed: guality con- defects: date/signature:
ensayo sobre firmed:

vesO noO

expected clarity/presence |observed: guality con- defects: date/signarure:
. . ) firmed:
medios de cultivo of optical artefacts; yest moo
expected gel stability/ observed: guality con- defects: date/signature:
firmed:

consistency/moisture:
¥/ yesO noO

Microbial contamination

No. of tested plates or result: guality con- No. of contami- date/signature:
tubes: firmed: nated plates or

tubes:
Incubation: vesO noD
Microbiological growth — Productivity Method of control: Quantitative 0 Qualitative O
strains: criteria: result: quality confirmed: |date/signature:
incubation: vesO noO

reference medium:

Microbiological growth — Selectivity Method of control: Quantitative 0 Qualitative O
strains: criteria: result: quality confirmed: |date/signature:
incubation: yesD mnoO

reference medium:

Microbiological growth — Specificity Methed of control: Quantitative 0 Qualitative O
strains: criteria: result: quality confirmed: |date/signature:
incubation: vesO noO

reference medium:

= |Release of the batch

release of the batch yes O no O |date/signature:
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Calidad de los componentes

Making quality control easy

O Agua purificada:
v’ carga microbiana <102 ufc/mL (ISO 6222: 22 +1°C/68 *4h)
v conductividad < 5 uS/cm (max. 25)

U Medida del peso y rehidratacion
v Error maximo de pesada 1% (ISO 7218 e 1ISO 8199)

v Los ingredientes se afiaden sobre el volumen de agua (no enrasar)

0 Mediday ajuste del pH (antes de autoclavar)
v' Ajuste con NaOH 1M 6 HCI 1M

O Esterilizacion

v Calor humedo (autoclavado)
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1SO 11133:2014

Making quality control easy

4.4. Almacenamiento y vida media de los medios preparados
= Medios comerciales: instrucciones fabricante
= Medios preparados en laboratorio
> Refrigerados (5x3°C), protegidos luz y desecacion (bolsas celofan o plastico)
» Evaluacion vida util: rendimiento fisico, quimico y microbiologico

» Recomendacion: 2-4 semanas placas y 3-6 meses tubos y botellas selladas

4.5. Preparacion para su uso
= Fusion medios (mantener en bafio a 47-50°C (max. 4h))
= Adicion de suplementos
= Preparacion placas Petri (grosor minimo 3 mm)

= Preparacion de medios para inoculacion: secado de placas a 25-50°C/60-30 min
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1SO 11133:2014

Making quality control easy

5. MICROORGANISMOS DE ENSAYO PARA PRUEBAS DE RENDIMIENTO
5.1. CRITERIOS DE SELECCION
» Cepas positivas (caracteristicas tipicas del microorganismo diana)
o Cepas débilmente positivas

» Cepas negativas
» Cepas completa o parcialmente inhibidas -

5.2. CONSERVACION Y MANTENIMIENTO

* Microorganismos de ensayo de origen comercial (MR, niumero pases)

(i}

e Lote de reserva de referencia

e Cultivos de reserva

o Cultivos de trabajo
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ANEXO J

Criterios, métodos y organismos diana

Medio

Criterio v meétodo de ensayo

Caldo selectivo para recuento

Productividad (método cuantitativo)®
Selectividad (cualitativo)®

Agar selectivo para recuento

Productividad lf-:uamitativo}t'
Selectividad (cualitativo)®
Especificidad (cualitativo)'

Caldo selectivo para recuento

Productividad (cualitativo)©
Selectividad (cualitativo)”™

Agar selectivo para deteccion

Productividad (cualitativo)®
Selectividad (cualitativo)e
Especificidad (cualitativo)

Agar no selectivo para recuento

Productividad (cuantitativo)®

Caldo no selectivo para enriguecimiento

Productividad (cualitativo)®

Caldo no selectivo para dilucion

Productividad (cuantitativo)®

Agar no selectivo para deteccion

Productividad (cualitativo)?
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ANEXOS E (alimentos) y F (agua)

*ielab

Microorganismos de ensayo Y criterios de rendimiento

Making quality control easy

Medios selectivos para recuento de microorganismos por comparacion con un medio de referencia no selective
Medio® | Tino® | Microoreani Norma Funcio Incubacis Cena d irol Numéro | Medio de | Metodo de Criteri Reaccis -acteristi
] ipo” |Microorganisme | o o oo el uncion cubacion epa de coniro WDCAE | referencia | control riterio accién caracteristca
Caolilert L | Escherichia coli’| IS0 9308-2 | Productividad Escherichia coli 000130 L rr Color amanllo y
bacterias 00000 TSA Cuantitative Pe=05 i ia para E.coli
coliformes Q0= 1 Color amanlle igual o mas
154 T o Elebsiella pneumoniae | 00206k TSA Cuantitative Pe=035 Intenso que la comparacion
(36x2°C - :
para bacterias coliformes
Selectividad Fseudomonas 00207 L Py Color amanllo menos
aeruginosad o 00025 - Cualitatvo. | Inhubicien fofal (0) Infenso que su comparacicn
GVPC' 5 Legionella 15011731 e | Productividad | 2 a5 dias’ | Legionella pnenmophila | 00107k Colonias de color blanco-
150117312 (36x2)°C 00180 gnis-azul-parpura con el
- Lecionella ani BCYE | Cuantitative FP=05 borde completo y apanencia
5 210 dias FnEAEE 1 o010 caracteristica de vidrio
(36x2°C esmerilado
Selectividad Enterococcus faecalisd Gﬂgg?g? _ Cualitativo | Inhibicién total (0) _
3 dias’ Fseudomonas 00026
a ; Inhibicion total o
ELE N ad 00025
(. i} aemtgmfas . o _ ativo ! _
Escherichia colid 00012 I{G-lj
o 00013
Lactosa TTC S | Escherichia coli/ | 150 9308-1 | Productividad Escherichia coli 00179
bacterias 00012 :
- Color amanllo en la parte
coliformes 00013 TSA | Cusnfitative|  Po=03 central por debajo de la
Enterobacter nerogenes | 00173 membrana
=)W - . "
éi!-ﬁ " 2:3 o Citrebacter freundii 00006
Selectividad Enterococeus faecalisd | 00009 _ Cualitativo | Inhibicién total (0) _
o 00087
Especificidad Pseudomonas 00025 _ - _ Colonias de colot rojo, con
aeruginosad o 00026 Cualitativo color azul en el centro
mCP 5 Clostridium Directiva del | Productividad TSAu otro
perfiingens Consejo 00007 | medio no Colonias de color amanlle;
9%/83EC Clostridium perfringens | 00020 selectivo | Cuantitative Fe=03 positivas para el ensayo de
El 1 3] I 00174 para ) fosfatasa
{_.1_1_ + 1} 2 anaerobios
Especificidad |  atmosfera Colonias de color azul;
anaerobica | Closiridium bifermentans| 00078 - Cualitative - negativas para €l ensayo de
fosfatasa
Selecmadad Escherichia colid | %0012 - | Cualitativo | Inhibicién total (0) _




1ISO 11133:2014 *ielab

Making quality control easy

5.3. PREPARACION @

Serecibe |a cepa de relerencia

Se descongela rApidamente
o s& reconslituye siguiendo
las indiceciones del provesdor

Se verifican y archivan los documentos [ |
Se culiva en un medio s8lido adecuads

in e 1% = 5 Hi dio 50 d do | Dpcid .
Opeitn Culvo ds trabaje & cultiva en un medio s68do adecuade | Opcion LIMITACIONES
Se reconstiuye siguendo las - 1A

indicacianes del proveedor™ Sewarifica la pureza y la morfalogia Se verllica & pureza ¥ la morfologia CO n Ce ntrac I O n

e e ey o e o homogénea y estable
- Tiempo definido de uso

Se aisla en agar de sangre de cordero al
S %, TEA uctro medio sdlido adecuado

Cumplimienta

sl
Se compruets 18 pureza y las propledades
caractaristicas de la cepal

Se nocula en un medio adecuads”
0 53 congela ura suspension®

Se prepara el indculo para
el ensayo

Cultive de reserva
O
Cumplimienia |
. Se algla en un medis atecuase =
al Cultivo de irabajo

Se verifica la pureza

Sa recoge y e prepara una
SUSPEnSion en un medio adecuado®

BACual =
Se distribuye en cristubos® y se congels® w N - :?“’, ’ ﬂ}_BACuaI;QJ
. s USO DE MATERIALES
Lote de reserva de referencia’ Se prepara el inoculo DE REFERENCIA

para el ensayo

348954 574




1SO 11133:2014

MATERIALES DE

. PREPARACION REFERENCIA
In6culos para ensayos de PRODUCTIVIDAD (S
> Ensayo cuantitativo BAControl

v' Medio solido — aprox. 100 ufc/vol. ensayo (80-120) A

— varias replicas (minimo 50 ufc/placa)
v' Medio ligquido: in6culo 103-10% ufc/vol. ensayo (100 ufc/0.1 mL)

"i\BAuanti

A ‘_""I?R_
BACuali
S _<

o L
e e
-

» Ensayo cualitativo
v' Medio sélidos: 103-10* ufc/vol. ensayo
v Medios enriguecimiento y pre-enriguecimiento: < 100 ufc/vol. ensayo
v' Medios transporte solido: 104-10°8 ufc/vol. ensayo

In6culo para ensayos de SELECTIVIDAD: 104-108 ufc/vol. ensayo (no diana)

In6culo para ensayos de ESPECIFICIDAD: 103-10% ufc/vol. ensayo
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1SO 11133:2014

6. CONTROL DE LA CALIDAD Y ENSAYO DEL RENDIMIENTO
6.1. CONTROL DE CALIDAD FISICA Y QUIMICA

volumen/grosor llenado
apariencia, color y homogeneidad
consistencia

contenido agua

pH

6.2. CONTROL DE CALIDAD MICROBIOLOGICA

seleccion del medio de referencia (alta calidad, TSA)

Control esterilidad (minimo 1 placa o tubo; ISO 2859-1)

ISO 7704 ensayos de medios solidos con filtros de membrana

establecer frecuencia de ensayo segun uso 0 exigencia

348954 574



1SO 11133:2014
6. CONTROL DE LA CALIDAD Y ENSAYO DEL RENDIMIENTO
6.3. ENSAYO DEL RENDIMIENTO

v' Medios listos para uso: Certificados de calidad del fabricante

o Validacion inicial cualitativa y cuantitativa

o Comprobaciones periodicas efecto transporte

o Comprobaciones después almacenamiento y manipulacion

v' Medios preparados a partir de deshidratados comerciales:

o preferiblemente ensayos cuantitativos (sobretodo medios para recuento)

v' Medios y reactivos de confirmacion: controles positivos y negativos

6.4. EVALUCION DEL RENDIMIENTO E INTERPRETACION RESULTADOS

Todos los microorganismos usados cumplen los requisitos (Anexos Ey F) -
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Anomalia Razon posible .. - | |
l \ N EXO H Mo ze solidifica el medio de agar Sobrecalentamiento del medio durante su preparacicn I e CI
pH bajo que provoca una hidrélisis dcida Making quality control easy
Peszo incorrects de agar nihizade
Agar no disuelto totalmente

Garantia de la calidad los Mezels insuficiente de los ingredientes
medios de cultivo. PH incomrecto St i e

e Contamunacién quinues externa
Resolucion de problemas A
Calibracion incorrecta del pH-metro
Baja calidad del medio deshidratade

Celor fuera de lo normal Sobrecalentamiente del medio durante su preparacion
Baja calidad del agua

Baja calidad del medio deshidratada

Ansencia de uno o mas ingredientes

Uso de meredientes incomectos

pH incormecto

Contamunacion externa

Formacidn de precipitados Sobrecalentamiento del medio durante su preparacicn
Baja calidad del agua

Baja calidad del medio deshidratada

Incomecto control del pH

51 se prepara a partir de componentes mdividuales — impurezas en los
materiales basicos

Medio inhibidorBaja preductividad Sobrecalentamiento del medio durante su preparacicn
Baja calidad del medio deshidratade
Bajz calidad del agua

Uso de una formulacion mcomrecta, por sjemplo ingredientes no pesados
corTectamente, suplementos afiadidos 2 una concentracion ermrénea

Presencia de residues téxicos en el agua o en los recipientes de preparacién

Organismo(s) de control mal preparado(s)

Baja selectividad/especificidad Sobrecalentamiento del medio durante su preparacion

Baja calidad del medio deshudratado

Uso de unza formulacion incorrecta

Suplementos mal afiadides, per ejemple cuando el medio estd demasiado

calients 0 a una concentracion erronea
Suplementos contaminados
Organismo(s) de control mal preparado(s)

Contaminaridn Esterilizacion incorrecta

Malas técnicas asépticas

Suplementos contaminados
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1SO 11133:2014

Making quality control easy

7. METODOS DE ENSAYO DEL RENDIMIENTO DE MEDIOS CULTIVO SOLIDOS
7.1. METODOS CUANTITATIVOS
v PRODUCTIVIDAD: Célculo de Py

Numero de colonias buscadas
microorganismo diana
aprox. 100 ufc (FM) y 150 ufc (INCLUSION)

Ns: namero colonias obtenidas en medio estudiado
No: numero colonias obtenidas en medio referencia o valor material de referencia (idénticas condiciones cultivo)

Pk - Medios no selectivos 20,7
v' SELECTIVIDAD: Calculo de S¢ (log) _ _
- Medios selectivos 20,5

Empleo suspensiones : :
microorganismo no dianaw - >1,4 Investigar causas
con 104-106 ufc/mL ;.
Sg MINIMo 2 (ANEXOS E y F)

Do: Dilucién mas alta que muestra un crecimiento de al menos 10 colonias en el medio de referencia
Ds: Dilucion mas alta que muestra un crecimiento, en el medio evaluado, comparable con el del medio de referencia
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PRODUCTIVIDAD: DIAGRAMAS DE CONTROL

Making quality control easy

MINIMO 10 ENSAYOS (preferiblemente 20), POR DUPLICADO
DIAS DIFERENTES, LOTES DIFERENTES, ANALISTAS DIFERENTES

Inéculo Resultado del nimero de ensavo (7)

medio i= 1 2 3 4 3 6 7 8 9 10

ensayo ufc (agar de ensayo - x;) 25 102 24 o7 105 >< 08 105 103 116
80-120 ufc Productividad 08 | 003 | 085 | 088 | 0905 | 062 | 080 | 0095 | 004 | 105

i — 7o - 007 | 008 | 003 | 007 - 0.06 | 0.06 | 001 | 0.11

i= 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Recuento en medio de |ufc (agar de ensayo - 1)) 05 00 80 | 116 | 114 | 110 | 114 | o8 88 | 102
referencia 110 ufc Productividad 086 | 082 | 081 | 1.05 | 1.04 | 100 | 1.04 | 089 | 080 | 093
i — it 019 | 004 | 001 | 024 | 001 | 004 | 004 | 015 | 000 | 013

El valor medio de Pg es igual a:

7= 1/n=(0.86+0.93+0.85+..+0.80+0.93)/19 =17.5/19

El rango medio es igual a:

_ Limite de alarma (x £ 2S)
R=S"R;/(n-1)=(0.07+0.08+0.03+...+0,09+0.13)/18 =1.43/18 =0.08 o By
- @ Limite de accion (x = 3s)

De esta forma, 1a desviacion estandar. 5 = 0,886 5 = (0,08
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DIAGRAMAS DE CONTROL

Making quality control easy

----------------------------- 1.13 REVISION PERIODICA
- 106 CADA 30 DATOS

3 . /\/\ /\/\ |

=]

e 2

=

E S

ES — ~—0.92 > < F (0.975)

s U \/ Stot

3

8 0.78

@

o) i

&)‘” _____________________________ 0.71 |T T |2 51_'_5;_.:::
- tok| — 1 ”r_nr_

Ndmero de ensayo

RECHAZO NUEVO LOTE SI:
» Un valor supera el limite de accion +3s
» Dos de tres valores dentro de una fila superan el limite de aviso +2s
 Seis valores dentro de una misma fila, aumentan o disminuyen de forma constante

* Nueve valores dentro de una misma fila aparecen en el mismo lado respecto al valor medio

« ALERTA: Cuatro valores dentro de una fila superan £1s




1SO 11133:2014

8. METODOS DE ENSAYO DEL RENDIMIENTO DE MEDIOS CULTIVO LIQUIDOS

8.1. Método cuantitativo en tubo para el ensayo del rendimiento de los

medios de enriguecimiento liquido (método de dilucion hasta extincion)

Diluciones seriadas (diana
0 no diana) hasta 1010

v

Inoculacion 0.1mL

incubacion

Siembra 0.1mL en TSA

Recuento colonias
dilucion mas baja
maximo 150 ufc

Subcultivo
| 10uL (TSA)

PR\/Z 10 ufc/10 pL en
dilucidon <100 ufc/0.1mL

348954 574



http://www.google.es/imgres?imgurl=http://biology.clc.uc.edu/fankhauser/labs/microbiology/yeast_plate_count/05_spreading_plate_P1302930.JPG&imgrefurl=http://biology.clc.uc.edu/fankhauser/labs/microbiology/yeast_plate_count/spreading_technique.html&usg=__5vPBjzJVRGuXHsV0JS0uXs15y-8=&h=600&w=800&sz=97&hl=es&start=8&zoom=1&tbnid=L_6V1TpMxbxE2M:&tbnh=107&tbnw=143&ei=Ei1sUdCJNojrOorLgKgM&prev=/search?q=spread+plate+method&hl=es&gbv=2&tbm=isch&itbs=1&sa=X&ved=0CDoQrQMwBw
http://www.google.es/imgres?imgurl=http://biology.clc.uc.edu/fankhauser/labs/microbiology/yeast_plate_count/05_spreading_plate_P1302930.JPG&imgrefurl=http://biology.clc.uc.edu/fankhauser/labs/microbiology/yeast_plate_count/spreading_technique.html&usg=__5vPBjzJVRGuXHsV0JS0uXs15y-8=&h=600&w=800&sz=97&hl=es&start=8&zoom=1&tbnid=L_6V1TpMxbxE2M:&tbnh=107&tbnw=143&ei=Ei1sUdCJNojrOorLgKgM&prev=/search?q=spread+plate+method&hl=es&gbv=2&tbm=isch&itbs=1&sa=X&ved=0CDoQrQMwBw

8. METODOS DE ENSAYO DEL RENDIMIENTO DE MEDIOS CULTIVO LIQUIDOS

i.elqb

Making quality control easy

8.2. Método cualitativo en tubo para
el ensayo del rendimiento de los
medios liquidos selectivos

PRODUCTIVIDAD

ENESTUDIO

Cultlvo de trabajo de
miCrooarganismaos en esbudio
en fase estacionana

i

S inocula un tubo del caldo de
enseyo con = 100 células

F

e incuba en las condiciones de
tiempo y temparatura descntas
en la nomrma comespondiente

MO EN ESTUDIO

Cultiva de trabajo de
MiGToorganismas no en
estudio en fase estacionaria

h 4

Sa inocula un tubo del caldo de
ensayo can = 107 celulas

¥

S incuba en las condciones
de llempa ¥ temgeratura
dascrites en la norma
carrespondiante

r

¥

Se retiran 10 pl v e sembra
en estrias en una placa de
medio no seleciivo

Sa retiram 10 pl v 58 siembra
&N Ealrias &0 Una placa de
medio no selaciivo

L

e incubs en e condicliones de
tempa y lemperatura descritas
an la norma correspandiente

Se incuba en lzs condiciones
de tiempo y femperatura
descritas en la morma
cormespondiernts

F

SELECTIVIDAD

El crecimients de los.
micreargansmos en esludio
deberia alcanzar como minimo
un rmare de 10 colonias

El crecimiento de los
microorganismos no en estudio
debaria inhibirse de Torma tofal

o parcal [menes de 10 colontas)

EN ESTUDIO Y MO EN ESTUDID

Culthvos de trabao de
microorganismes en estudio y
o en eshudio en fase eslacionania

L 4

Se inccula un fubo del caldo de
ensays con = 100 células de los
microorganismas en estudio y
con = 107 células de los
ORGARIEMaE RO e esludio

r

S incuba en las condiciones de
tiernpo y lemperaiura descritas en
la norma corres pondiente

r

Se retiran 10 pl y s siermbra en
esirias en una placa de medio

espacifico del organismo en estudio

r

Se incubs en las condiciones de
tiempo y temperatura descritas en
la norma correspondianta

r

El crecimiento de los
microorganismos en estudio deberia
alcanzar comao minima w nomers
e 10 colonixs mienlras que al
crecimients de los organismes no
en estudio deberia inhibirse de
forma total o parcial (menos de
10 Golonizs)
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8. METODOS DE ENSAYO DEL RENDIMIENTO DE MEDIOS CULTIVO LIQUIDOS

8.3. Método cualitativo en tubo individual (turbidez) para el ensayo del rendimiento
de los medios liquidos

8.3.1. Medio de pre-enriguecimiento

/Aﬁadir <100 ufc

incubacion 0: ausencia de turbidez

1: turbidez débil
2: turbidez intensa \/

8.3.2. Medios de confirmacidn

/Aﬁadir 10° ufc/mL

incubacion
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9. METODOS DE ENSAYO DEL RENDIMIENTO DE MEDIOS DE TRANSPORTE Y
DILUYENTES

9.1. ENSAYO CUANTITATIVO DE DILUYENTES

9 mL diluyente + 1mL
suspension diana (104 ufc/mL)

T° ambiente/45 min

Siembra 0,1mL |
enTSA (t,) &

348954 574
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9. METODOS DE ENSAYO DEL RENDIMIENTO DE MEDIOS DE TRANSPORTE Y DILUYENTES
9.2. ENSAYO CUANTITATIVO DE MEDIOS LIQUIDOS DE TRANSPORTE

10 mL medio transporte +
indculo suspension diana

(10° -10* ufc) 30°C/72h

Siembra 0,1mL
en TSA (t,)

30°C/72h t; £30%

Siembra 0,1mL
en TSA (t,)

9.3. ENSAYO CUALITATIVO DE MEDIOS SOLIDOS DE TRANSPORTE

diana (104 -106 ufc)

Siembra del medio transporte con suspension Crecimiento
visible /

348954 574
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CONTROL DE CALIDAD MEDIOS CULTIVO

V- s

CALIDAD
INGREDIENTES BACO"tj%
BASICOS £
BACual T

CORRECTA ~~:K~ &BACuantl
FORMULACION USO DE MATE

DE REFERENCIA

BUENAS
PRACTICAS DE

LABORATORIO

PROCEDIMIENTOS BE
PREPARACION CONTROL SISTEMA CONTROL
CALIDAD GESTION MEDIOS

EXTERNO CALIDAD CULTIVO

CONTROL CONTAMINACION
MICROBIANA

ADECUADAS CONDICIONES
EMPAQUETADO CONTROL
ALMACENAMIENTO CALIDAD
INTERNO
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