ESTUDIOS SOBRE LA CADUCIDAD DE LOSMEDIOSDE CULTIVO PREPARADOS
HERMETICOS

Laboratorios MICROKIT, S.L. Pto.Navacerrada, 30, 28210-Valdemorillo (Madrid, Spain)

INTRODUCCION:

La caducidad que se ha venido otorgando en bibliografiay en normativa alos medios de cultivo
preparados, habitualmente de 3 semanas a 2 meses, procede de una deformacion originada en microbiologia
clinica (del mismo modo que la deformacién segun la cual todos los medios de cultivo deben almacenarse a
temperatura de refrigeracion de 2-8°C, cuando la mayoria se conservan mejor a 15-25°C), donde el medio
preparado es sinénimo de placa preparada; en otros campos (microbiologia alimentaria, farmacéutica,
cosméticay ambiental) es mucho més Util el medio preparado en tubo, en via o en frasco, bien porque se
necesitan més medios liquidos para enriquecer o tratar |as muestras o seleccionar la flora acompafiante, bien
porque muchas siembras en agares deben hacerse en masa o en profundidad, donde la placa preparada resulta
indtil. La placa preparada clasica no puede tener un periodo de caducidad més prolongado porque el formato
de la placa Petri 0 de la placa de contacto convencionales acelera la desecacién del medio. Con lareciente
salida a mercado de |as placas herméticas de MICROKIT, donde €l cierre entre las dos caras de laplacaes
hermético, este concepto vuelve a ser revisado (es probable que la caducidad de las placas herméticas al cance
alade tubos, frascos y viales, alafecha de envio de esta publicacion a prensa, Marzo de 2003, jya se ha
demostrado superior a 6 meses!). Sin embargo, |os ya clésicos tubos, frascos, vialesy ampollas preparados,
con tapdn arosca hermético, aparecen ya en los catél ogos de distintos proveedores con periodos de caducidad
media de 1 afio.

En MICROKIT nos propusimos, hacia el afio 1998, a estudiar mas a fondo, medio por medio,
cudles eran las variables que mas afectaban a la pérdida de propiedades de |os medios preparados herméticos.
Para ello se fueron guardando muestras de nuestros fabricados conforme se elaboraban lotes normales de cada
medio de cultivo, y se fueron controlando alos 6 meses, a 10s9 meses, al afio, alos 18 mesesy alos 2 afios,
de modo que el estudio completo abarcd desde Enero de 1999 hasta Diciembr e de 2002. Resaltamos desde
el principio que, |6gicamente, el estudio se ha realizado exclusivamente con |os envases de tubos, viales y
frascos de MICROKIT, que resultan ser las materias primas més caras del mercado por ser las més herméticas,
con cierres muy perfeccionados, gracias alos elastomerosy alas juntas de silicona entre €l tapén y larosca
devidrio. Por €ello, los resultados obtenidos no seran extrapol ables a otras marcas de medios preparados, que
utilizan tapones de otros material es (plastico, baquelita, a vecesincluso sin junta térica) més econdémicos por
ser menos herméticos.

RESULTADOS

Los 5 parametros que se han estudiado, por resultar los més criticos (una vez eliminada la
posibilidad de desecacion mediante la hermeticidad del cierre) son:

1-Esterilidad alargo plazo: Laesterilidad alargo plazo ha sido siempre correcta, a depender, en nuestro caso
exclusivamente, de la hermeticidad del tapon, por 1o que no seincluye en latabla de resultados. Hay que tener
en cuenta los microorganismos de crecimiento extremadamente lento, porque han sido sometidos a un gran
estress, al proceder del aire, en otros medios de cultivo que no sean perfectamente herméticos.

2-Variacién con el tiempo del pH (por accion del O, y del CO, del aire contenido en € envase): Se observan
variaciones aletorias en los pHs, independientes a menudo del medio del cultivo y del tipo de envase, tanto
al alzacomo alabaja. Al ser € vidrio utilizado en los medios preparados MICROKIT de caidad farmacéutica,
debemos atribuir dichas variaciones a la diferente concentracién del O, y del CO, del aire contenido en €
envase. A raiz de estos resultados, dejamos de utilizar los ozonizadores de fabrica, para minimizar estas
variaciones. En los medios no herméticos, sometidos a atmosferas mas cambiantes, este factor debe ser mucho
mas importante, por gemplo a causa de lanieve carbénica, extremadamente acidificante, de los congeladores,
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y sobre todo a la necesidad de almacenamiento en nevera, donde el aire penetra mucho mejor en los
medios de cultivo. Por ello los medios para anaerobios (Thioglicolato FTM, TSC, TSN, SPS, RCM, m-CP,
Anaeroteca...) no deben guardarse en nevera, ya que su extremada oxigenacion los puede llegar a convertir
en inhibitorios. En este estudio no ha habido ningtin medio donde la variacién de pH haya sido tan elevada,
que haya afectado ala capacidad de crecimiento/inhibicion de las cepas. En latabla de resultados, se especifica
la maxima variacién de pH, a veces enorme, de cada medio durante su periodo de caducidad méxima, en la
columna denominada“)pH”.

3-Cémo afectan laluz y las radiaciones gamma () esterilizantes: En cambio, € factor que més hemos notado
gue afecta ala caducidad del medio es laluz, por lo que a partir de ahora en todas |as etiquetas de medios
preparados MICROKIT, junto alatemperatura de conservacion, seincluye el recordatorio de almacenar jEN
OSCURIDAD!. Resulta suficiente guardar los medios en lacga original de MICROKIT, siempre que esté bien
cerrada. Sin embargo, lo ideal es guardar dichas cajas en un armario bien cerrado, a abrigo de laluz. Los
medios que mas afectados se ven por la exposicion alaluz son los que tienen colorantes o 10s que generan
colonias coloreadas (cromogeénicos). En la mayoria de casos el color del medio y/o de las colonias pierde
intensidad y nitidez, y avecesincluso e medio se vuelve absolutamente inhibitorio (Rosa Bengala Caf.Agar).
Por todo ello, lairradiacion por rayos Gammaa 25 KGy, que se utiliza para esterilizar medios, resultainviable
en todos los medios coloreados. S6lo algunos resisten bien dosis mas bajas, pero en tal caso la esterilidad
gueda mucho menos garantizada. En la tabla de resultados, se especifican los medios que han quedado
afectados por la luz/irradiacion con un “*” en la columna denominada “luz/(”. Marcamos con 2 6 3 * los
medios donde la luz resulta un factor crucial.

4-Crecimiento y recuento de las cepas adecuadas (fertilidad) e inhibicion de las inadecuadas al medio
(selectividad): Este es, evidentemente, el pardmetro que define, con la méxima categoria, la caducidad final.
Se han utilizado todas | as cepas que se especifican en el manual de medios de cultivo MICROKIT para cada
medio de cultivo, y en €l caso de falta de crecimiento o de mermaen el recuento de algunade ellas en el test
de fertilidad, o en el caso de crecimiento de alguna de ellas en €l test de selectividad, el medio se daba por
estropeado en la fecha del andlisis, atribuyéndole entonces la caducidad méxima anterior donde los test de
fertilidad y de selectividad si habian resultado satisfactorios, y siempre que no hubiera habido degeneracion
en los otros parametros estudiados. L os caldos se agarizaron en e momento del analisis para detectar tambien
en ellos s habia mermas en | os recuentos con respecto alos blancos (= medios MICROKIT recién preparados).
La columna denominada “CADUCIDAD MAXIMA DETECTADA” en latabla de resultados es la que
incluye este periodo maximo detectado durante el cual las cepas se comportan correctamente en €l medio y
no hay otros problemas.

5-Aspecto del medio (precipitados, grumos, decoloracion, artefactos...): Se observé e aspecto visual del medio
para detectar posibles degradaciones que no dependieran de los otros 4 pardmetros estudiados. En generd, la
mayoria de |os medios para enterobacterias, con bilis, forman a cabo de un afio precipitados radiales que se
pueden confundir con pequefias colonias de mohos. La recuperacidn de estos medios precipitados es deficiente.
Endo forma precipitados mucho antes, pero a pesar de ell os recupera correctamente. Por otra parte, |os medios
Presencial/Ausencia, al estar preparados a elevada concentracion, forman precipitados o grumos cuando se
almacenan o transportan por debagjo de 10°C, pero lafertilidad y selectividad, en estos medios P/A visualmente
alterados, resultaron correctas. Los otros medios que a veces contienen artefactos que no afectan a resultado,
se indican tambien en la tabla de resultados, marcandolos todos con un “&” en la columna denominada
“Aspecto”.

En los resultados obtenidos encontramos unos pocos medios que no resisten la caducidad que
previamente se les atribuyd, en alguno de los 5 pardmetros estudiados; pero tambien encontramos varios
medios que no solo resisten perfectamente la caducidad maxima estudiada de 2 afios, sino que ademas se
comportan como €l buen vino, cuanto Méas viejos mejores resultados proporcionan, con crecimientos méas
exhuberantes'y rgpidos, colores mas intensosy brillantes... Gracias a estudios previos de comportamiento del
medio hermético, se atribuia a los medios generales, una caducidad maxima de 2 afios y alos medios con
agentes inhibidores y/o con colorantes, una caducidad méxima de 1 afio. En la tabla final de caducidades
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méximas recomendadas (que son las que se aplican ya desde €l catédlogo y € etiquetado MICROKIT
2003, araiz de este estudio) marcamos en negrita los medios que gozan de variaciones a alza con respecto
a la caducidad previamente aceptada como méxima; y hemos marcado en cursiva los medios que sufren
variaciones a la baja con respecto a la caducidad previamente aceptada como méxima. No ha habido
diferencias entre las 3 presentaciones estudiadas (tubos, frascos y viales). La tabla final de resultados de
caducidad méxima de cada medio, queda como sigue:



MEDIO DE CULTIVOy su UTILIDAD dpH Luz/( | CADUCIDAD MAXIMA Aspecto
DETECTADA (MESES)

Alkaline Vibrio Broth -0,03 24

Bacillus cereus MOSSEL P.R.E.P. Agar (base) +0,10 *x 12 &

BAIRD PARKER Agar (base) (Estafilococos) -0,61 12

Brain Heart Infusion Broth -0,65 12

Brilliant Green Agar (Salmonella) -0,40 * 12 &

Brilliant Green Bile 2% Broth (Coliformes) -0,50 * 12

Bryant Burkey Broth paraf. (Clostr.tyrobutiricum) | -0,20 * 12 &

Buffered Peptone Water (Diluciones, Salmonella) | +0,53 24

Campylobacter Preston Selective Agar -0,20 12

Candida-Nickerson-BIGGY Agar +0,20 *x* 24 (Nota 1) &

Carbonato Ca-G.L. Agar (Acéticas) -0,50 * 12 &

Cetrimida Glicerol Agar (Pseudomonas) +0,14 12

Cetrimide Pseudomonas Broth +0,12 12 &

Chapman TTC Agar Tergitol 7 (E.coli+Coliformes) -1,20 * 12 &

Chapman TTC Broth Tergitol 7 (E.coli+ Coliformey -0,21 ** 12 &

CHROMOSALM MICROKIT Agar (Samonella) | +0,12 * 12

Cooked Meat Medium parafinado +0,15 12

Dermatophyte TAPLIN Medium -0,30 * 12

DTA Polymixin Agar (Bacillus) -0,43 * 12 &

Dextrose Tryptone Broth -0,56 *x 12 &

DNA-asa Azul de Toluidina Estafilococos +0,12 * 12 &

E.coli +/- COLICULT MCC -0,07 * 12

E.coli O157 Novobhiocin Broth +0,07 12

EE Broth MOSSEL (Enterobacterias) -0,25 * 12

ENDO Broth (Coliformes totales+E.coli) -0,23 ks 12 &

Hektoen Enteric Agar (Enterobacterias) -0,45 * 12 &

O/F HUGH-L eifson Glucosa, Semisolido -0,26 * 12

KAA Agar (Estreptococos/Enter ococos Fecales) | +0,26 * 24 (Nota 2)

KAA Broth (Estreptococos/Enterococos Fecales) |-0,10 * 24 &

KIA-Kligler Iron Agar inclinado pico corto -0,14 * 9 &

L actose Broth (Coliformes) +0,44 24

L actose Sulfite Citr.Broth (Cl.perfringens) +0,23 12

Lauryl Sulfate Broth (Coliformes) -0,20 12

LegionellaBCYE Agar Base -0,36 24

Levine EMB Agar (Coliformes) +0,32 * 24 (Nota 3) &

Letheen LPT Broth Neutralizing Incol.(Dil.Cosmét| -1,10 24 &

Letheen T.L.Histidin Broth (Diluciones Cosmética) -0,87 24 &

LIA-Lysine Iron Agar inclinado pico corto -0,15 9 &

Listeria Enrichment LOVETT Broth LEB -0,13 * 12

Listeria Fraser Broth p/enrig.secundario -0,23 * 12

Listeria PALCAM Agar Base -0,31 * 12

ListeriaMICROBLUE Agar Base -0,24 * 12

LPT Agar Neutralizing Purple (Rto. En ambiente) | -0,78 *okk 9 &

Mac Conkey Agar (Coliformes) +0,22 *x 24 &

Mac Conkey Agar MUG (E. coli) -0,62 ** 24 &

Mac Conkey Broth Purple (Coliformes) -0,33 *xx 12 &

Mannitol Salt Agar s/Chapman (Estafilococos) -0,40 * 12

Mannitol Salt Broth (Estafilococos) -0,32 * 12 &

MRS Agar (Lactobacilos) -0,09 24

MRS Broth (L actobacilos) -0,12 24

MUELLER HINTON Agar (Antibiograma) +0,11 24

MUG PLUS Cefs.Cromogen Agar (Colif.+E.coali) | +0,60 * 12 &




MEDIO DE CULTIVOy su UTILIDAD dpH Luz/( | CADUCIDAD MAXIMA Aspecto
DETECTADA (MESES)

MUG PLUS Cefs.Cromogen Broth (Calif.+E.cali) | +0,10 * 12 &

m-CP Agar (Cl.perfringens) +0,05 *x 12

m-CP Broth (Cl.perfringens) +0,11 > 12 &

m-FC Broth (Coliformes fecales) -0,20 ** 12 &

m-Green Y east & Moulds Broth (Hongos acidéf.) | +0,04 * 12

m-TGE Broth (Recuento total) -0,28 24

Nitrate Broth BASE (Test de reduccién de nitratos) | -0,21 12

Nutrient Agar (Rto.total) -0,20 24

Nutrient Agar con TTC y con Inactivadores del | -0,45 24

Cloro

Nutrient Broth (Caldo Comun) +0,12 24

Orange Serum Agar (Alterativos zumos- |-0,17 * 12 &

mermel adas)

Orange Serum Broth (Alterativos zumos- | -0,21 * 12 &

mermel ada)

O/F Hugh Leifson Glucosado, semisdlido -0,48 * 12

PCA-Plate Count Agar (Recuento Total) +1,18 24

Peptone Water (Agua de TRIPTONA) 0,00 24

Potato Dextrose Agar PDA +2,13 24

Rappaport Vassiliadis Soja Broth (Salmonella) -0,04 il 9 &

RINGER Solucién 1/4 (Diluciones) -0,39 24

Rosa Bengala Cloranf.Agar (Hongos ambiente) | -0,62 *rx 24

Rosa Bengala Cloranf.Broth (Hongos ambiente) | -1,82 il 24

R2 Oligotrophic Agar (Rto.optimizado aguas puras) | +0,34 24

R2 Oligotrophic Broth (Rto.optimizado aguas|-0,18 24

puras)

Saboraud Dextrose Cloranfenicol Agar (Hongos) | -0,23 12

Saboraud Dextrose Cloranfenicol Broth (Hongos) | -0,34 12

Saboraud Dextrose Agar (Hongos) -0,25 12

Saboraud Dextrose Broth (Hongos) -0,53 12

Schaedler Agar parafinado (Anaerobios) +0,19 12

Schaedler Broth (Anagerobios) +0,24 12

Selenite Cystine Broth Salmonella y Shigella -0,21 * 9 &

SIM Movilidad Agar Semisolido -0,34 * 12

Slanetz Bartley TTC Agar (Enterococos) -0,04 * 12 &

Slanetz Bartley TTC Broth (Enterococos) -0,12 * 12 &

Sorbitol MacConkey Telur.-Cefix. E.coli 0157 |-0,17 * 12

Agar

SPS Agar (Clostridios Sulfito-Reductores) -0,16 12

SPS Agar parafinado -0,65 12

SPS Broth -0,23 12

Sulfate APl Desulfovibrio Agar (Reductores|-0,93 * 12

Sulfato)

SS-Salmonella Shigella Agar -0,13 * 12 &

SS-Salmonella Shigella Broth -0,20 * 12 &

TCBS Vibrio cholerae Agar -0,14 * 12

TCBS Vibrio cholerae Broth -0,28 * 12

Tetrationato Mueller Kauffmann Broth (Salmonella) | 0,00 12

Thioglicolato FTM Resazurin (Esterilidad) -0,20 * 12 &

Thioglicolato FTM Resazurin Penasa (Esterilidad) | -0,26 * 12 &




Todd Hewitt Select.Broth  (Streptococcus | -0,60 * 9

agalactiae)

Tomato Juice Agar TJA (Acidolécticas) +0,20 * 24 &

Tomato Juice Broth (Acidolacticas) -0,05 * 24 &

TJA-Cisteina (L euconostoc) +0,12 * 24 &

Tributyrin Agar (Lipoliticos) -0,81 24 (Nota 4)

TSA-Tryptic Soy Agar +0,22 24

TSB-Tryptic Soy Broth (Esterilidad) -0,32 24

TSB-Tryptic Soy Broth Penasa (Esterilidad) -0,29 24

MEDIO DE CULTIVOy su UTILIDAD JpH Luz/( | CADUCIDAD MAXIMA Aspecto
DETECTADA (MESES)

TSI Triple Sugar Iron Agar -0,12 * 12 &

TSN+C (Clostridium perfringens y sus esporas) -0,28 12 &

Vibrio Teepol Broth -2,43 ** 12 &

VRBG Agar (Enterobacterias) +0,74 *x 12 &

VRBL Agar (Coliformes) +0,64 *x 12 &

WL Nutrient Broth +0,02 * 12

XLD Agar (Salmonella-Shigella) -0,58 * 12 &

YersiniaCIN Agar -0,34 * 12 &

Y east Extract Agar (Rto.Aguas) +0,75 24

(1) Candida albicans pigmenta con colonias de un pardo més intenso

(2) Enterococcus ennegrece mas rapido en el medio mas viejo y aumenta su recuento en un 50%

(3) E.cali brillacon més intensidad

(4) S.aureus realmente dorado y con el mayor halo de lipolisis detectado jamés

En general, los medios de color crema oscurecen, sin afectar esto alos resultados. Los medios agarizados mantienen
mejor sus colores que |os correspondientes caldos, de modo que se concluye gque el agar actlia como conservante.

CONCLUSIONES:

Latabla de resultados muestra la caducidad méxima detectada para cada medio de cultivo
preparado, 100% hermético, teniendo en cuenta que no se ha podido ampliar el estudio por encimade 2
anos, por agotamiento de las muestras, al no haberse considerado desde un principio que la caducidad de
algunos medios pudiera ser mayor de este limite, aunque a la vista de los resultados es probable que
algunos medios general es puedan gozar de caducidades alin mayores. Aparte de dichos medios generales,
hay otros 16 medios que amplian su caducidad a 2 afios en los envases herméticos de MICROKIT: Biggy
Candida, KAA Agar, Lactose Broth, Legionella BCYE Agar Base, Levine EMB, MacConkey Agar,
MacConkey Agar MUG, MRS Agar, MRS Broth, Potato Dextrose Agar, Rosa Bengala Caf.Agar, Rosa
Bengala Caf.Broth, Tomato Juice Agar, Tomato Juice Broth, Tomato Juice Cistein Agar, Tributyrin Agar.
En cambio otros 5 medios reducen su caducidad a 9 meses incluso en los envases herméticos de
MICROKIT: BHI Broth, LPT Neutralizing Agar Purple, Rappaport VS Broth, Selenite Cystine Broth y
Todd Hewith Selective Broth.

Los envases herméticos utilizados por MICROKIT (tubos, frascos, frascotes y viales)
mantienen la esterilidad en el 100% de los medios estudiados y para el periodo completo de 2 afios de
estudio.

Habria que ampliar enormemente las tolerancias de pH de los medios preparados, porque
incluso en medios tan tamponados como un Agua Peptonada Tamponada, variaciones tan importantes
como 0,53 puntos de al calinizacién no han afectado a ninguna de las cepas de control. Las variaciones
més importantes, de més de 1 punto de pH, se han observado en € caldo hipersalino para Vibrio Teepal,
con una acidificacién de 2,43 puntos, Potato Dextrose Agar, con acalinizacion de 2,13 puntos, Caldo
Rosa Bengala Caf, con acidificacion de 1,82 puntos, Chapman TTC Agar con acidificacion de 1,20
puntos, PCA con alcalinizacion de 1,18 puntos, y Letheen Broth con acidificacion de 1,10 puntos, y ni
siquiera en estos casos tan extremos las cepas de control se vieron afectadas. A la vista de estos
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resultados, queda patente una vez mas la definicién clésica de medio de cultivo, que habla de una
“mezcla cadtica de componentes donde, por ejemplo, € simple hecho de agregar |os componentes en
distinto orden segun los diferentes |otes, puede producir resultados diferentes, incluso antagénicos’. Esta
afirmacion es muy tenida en cuenta en los procedimientos de fabricacién de MICROKIT desde sus
comienzos hace ya cas 15 afios.

Todos los medios se ven afectados por la luz/irradiacion gamma-25 KGy, de forma
importante, sobre todo los coloreados o con sustratos cromogeénicos. Los mas afectados son: Bacillus
cereus Agar Mossel, Biggy Candida Agar, Chapman TTC Broth, Dextrose Tryptone Broth, Endo Broth,

LPT Neutralizing Agar Purple, MacConkey Agar, MacConkey Agar MUG, MacConkey Broth Purple,
m-CP Agar, m-CP Broth, m-FC Broth, Rappaport VS Broth, Rosa Bengala Caf.Agar, Rosa Bengala
Caf.Broth, Vibrio Teepol Broth, VRBL Agar y VRBG Agar. Los medios sin colores (blanco, crema, paja,
admbar...) y sin sustratos cromogénicos, se oscurecen a cabo del tiempo cuando se guardan en la
oscuridad, sin que esta eventualidad afecte |os resultados de crecimiento de | as cepas adecuadas. Todas
las etiquetas de medios preparados MICROKIT incluyen € recordatorio de que deben mantenerse en la
oscuridad.

Los medios cuyo aspecto se degrada con el tiempo, con precipitados 0 grumos, pero sin
llegar a afectar los resultados de crecimiento/inhibicion de las cepas adecuadas dentro del periodo de
caducidad marcado, siempre que se hayan mantenido en la oscuridad, son: Bacillus cereus Mossel Agar,
Brilliant Green Agar, Bryant Burkey Broth, Candida Agar, Carbonato Agar, Cetrimide Broth, Chapman
TTC Agar, Chapman TTC Broth, DTA, Dextrose Triptone Broth, DNA-Asa Agar, Endo Broth, Hektoen
Agar, KAA Broth, KIA, Levine EMB, LIA, LPT Agar Neutralizing, Mac Conkey Agar, MacConkey
Agar MUG, MacConkey Broth Purple, Mannitol Salt Broth, MUGPLUS Cfs.Agar, MUGPLUS
Cfs.Broth, m-CP Broth, m-FC Broth, Orange Serum Agar, Orange Serum Broth, Rappaport VS Broth,
Selenite Cystine Broth, Slanetz Bartley Agar, Slanetz Bartley Broth, SS Agar, SS Broth, Thioglicolato
FTM, Tomato Juice Agar, Tomato Juice Broth, Tomato-Cisteina Agar, TSI Agar, TSN+C Agar, Vibrio
Teepol Broth, VRBG Agar, VRBL Agar, XLD Agary YersiniaCIN Agar.

Por fin, resaltamos que | as temperaturas idoneas de conservacion de los medios preparados
herméticos de MICROKIT son 10-21°C, sin cambios bruscos, excepto para algunos medios con
componentes muy termol &biles, para los que la conservacion Optima seré de 4-8°C. Todas | as etiquetas
de medios preparados MICROKIT incluyen el recordatorio de latemperatura ala que deben mantenerse:
4-25°C (indiferente, aconvenienciadel usuario), 15-21°C (mejor alatemperatura ambiente de unasaa,
con aire acondicionado en verano, pero no en nevera), o bien 4-8°C (refrigerado en nevera).

Confiamos que este estudio sea de laméxima utilidad paralos laboratorios acreditados que
utilizan los medios de cultivo preparados y herméticos de MICROKIT, asi como para todos los demés
clientesy potenciales de esta empresa, a los que va dedicado.

Anadimos dos gréficos paramejor visualizacion de laincidenciarelativa de cada uno de los
factores estudiados en la caducidad general de los medios preparados, sean herméticos (gréafico 2) o no
(gréfico 1).



