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Materiales de Referencia Certificados 
Acreditación Guia ISO 34
Aplicaciones prácticas



1. ¿Qué es un material de referencia?

2. ¿Qué es un material de referencia certificado?

6. ¿Qué proporciona el uso de los materiales de referencia y materiales de referencia
certificados?

4. ¿Qué son los productos BACuali, BACuanti, BAControl, BACuanti PCR y BACuanti
DNA desarrollados por Labaqua?

5. ¿Qué diferencia existe entre los diferentes materiales presentados por Labaqua?

3. ¿Qué características principales tienen los materiales de referencia microbiológicos
desarrollados por Labaqua?

7. ¿Qué vantajas presentan estos materiales frente a las cepas habituales procedentes
de Colecciones de Cultivo?

Preguntas más frecuentes



12. ¿Cuales son los controles de calidad que debe efectuar un laboratorio?

13. ¿Cuales son los controles de calidad internos que debe realizar un laboratorio?

15. ¿Con que periodicidad debe un laboratorio realizar las actividades internas de
control de calidad?

14. ¿Qué son los controles externos de calidad?

Preguntas más frecuentes

10. ¿Es obligatoria la realización de todas estas actividades?

11. ¿Qué es validar un método de ensayo?

9. ¿En que actividades del laboratorio puedo emplear estos materiales?

8. ¿ Son los productos BACuali, BACuanti, BACuanti PCR, BAControl y BACuanti
trazables con cepas de Colecciones de Cultivo?



Un material de referencia debe ser:

• Representativo
• Valor de la propiedad (Identidad)
• Homogéneo
• Estable



Preparación de suspensiones bacterianas cuantitativas

1. Crecimiento del microorganismo

2. Preparación de diluciones seriadas

3. Incubación y recuento del título

Tiempo: 24-48 h

¿Cómo se asegura la concentración obtenida?



Necesidad existente

 Estabilidad (microorganismos)
 Homogeneidad (bajas concentraciones)

NUEVOS MATERIALES DE REFERENCIA

Principales dificultades



Objetivo

Desarrollo de un material de referencia 
microbiológico

GUÍA ISO 34 “General requirements for the competence of
reference materials producers ”

• Fácil de preparar
• Homogéneo
• Estable
• Fácil de usar
• Aplicable a diferentes microorganismos

Guia ISO 35 e ISO 13528



Nuevos Materiales de Referencia

BACuanti BACualiBAControl



Material de Referencia: 
Preparación I

 Comprobación de la identidad de la cepa mediante secuenciación 
del gen rDNA 16S/Análisis bioquimico

 Realización de la titulación del microorganismo

 Hidratación de la cepa de la Colección de Cultivos Tipo



Material de Referencia: 
Preparación II

 Realización de los cálculos a partir del título obtenido
Pastillas de rango bajo (≤2 log)

Pastillas de rango alto (≥3 log)

 Preparación y dispensación de una mezcla homogénea:               
“Caldo de mantenimiento” + suspensión bacteriana

Pastillas de rango medio (>2log;<3log)



Material de Referencia: 
Preparación III

 Proceso de estabilización (liofilización)

 Desemblistado y conservación a -18ºC

 Resultado: PASTILLA



Material de Referencia: 
Controles de calidad I

2. Controles de contaminación cruzada

1. Reconstitución del Material de Referencia 



Material de Referencia: 
Controles de calidad II

ISO Guide 35: Reference materials - General and statistical 
principles for certification

 ANOVA Fcalculado < Fcrítico; p-valor>0.05 

3. Homogeneidad 

ANÁLISIS DE VARIANZA
Origen de las 
variaciones

Suma de 
cuadrados

Grados de 
libertad

Promedio 
de los 

cuadrados
F Probabilidad Valor crítico 

para F
Entre pastillas 0.0091 9 0.0010 2.0707 0.1361 3.0204
Dentro de las 
pastillas 0.0049 10 0.0005

Total 0.0140 19

10 pastillas, 2 réplicas de cada pastilla



3. Homogeneidad 

Material de Referencia: 
Controles de calidad III

1. Verificar que MSamong> MS within



Material de Referencia: 
Controles de calidad IV

3. Homogeneidad 



3. Homogeneidad 

Material de Referencia: 
Controles de calidad V



4. Estabilidad 

Material de Referencia: 
Controles de calidad VI



4. Estabilidad 

Material de Referencia: 
Controles de calidad VII

ANOVA de la regresión



Escherichia coli

Material de Referencia: 
Controles de calidad VIII

4. Estabilidad 
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Legionella pneumophila

Material de Referencia: 
Controles de calidad IX

4. Estabilidad 
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4. Estabilidad 

Material de Referencia: 
Controles de calidad X



Material de Referencia: 
Controles de calidad XI

4. Estabilidad 
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4. Estabilidad 

Material de Referencia: 
Controles de calidad XII

Estudio de estabilidad de nuevos lotes

1. Estudio de estabilidad a corto plazo 
(2 pastillas, 2 veces/semana, 3 semana)

2.  ANOVA de la regresión Fcal>Fcrit (p>0.05%)

3. Comparación con rectas históricas de estabilidad a largo-plazo 
(Comparación de pendientes)

4. Verificación de la estabilidad (2 pastillas por triplicado/trimestre)



4. Estabilidad 

Material de Referencia: 
Controles de calidad  XIII

Evaluación de la incertidumbre de estabilidad a corto-plazo

usts= sb x t

Evaluación de la incertidumbre de estabilidad a largo-plazo

ults= sb x t

Evaluación de la incertidumbre de la tendencia de las rectas

ustend       ultend

Incremento/decremento en el valor de la propiedad distribución rectangular 



Estudios de certificación 

Condiciones: 
• Siete laboratorios acreditados por ENAC
• Dos pastillas por triplicado
• Identicas condiciones de ensayo, marcadas por el proveedor

Análisis de los resultados: 
• Evaluación inicial
• Transformación logaritmica
• Verficación de la normalidad de la población
• Detección de outliers
• ANOVA
• Incertidumbre de caracterización  



Estudios de certificación 

Incertidumbre del material de referencia: 



Certificados de análisis: Cuantitativos

BACuanti



1. Control de calidad de medios de cultivo

Aplicaciones prácticas Materiales de Referencia

2. Aseguramiento de la calidad



“El laboratorio debe tener procedimiento de control de la calidad de modo 
que pueda verificar la validez de los ensayos y calibraciones que realiza”.

Aplicaciones prácticas Materiales de Referencia: 
ISO 17025. Sección 5.9 

 Control de calidad interno:
 Verificación entre analistas
 Control de proceso
 Gráficos de control

Inoculo
Muestra preparada

METODO 1 METODO 2 

 Control de calidad externo: Ejercicios de intercomparación (PTs)

Importancia de la gestión de PTs:

• Preparación de muetras
• Envío a los participantes
• Interpretación y uso de los resultados



1. Control de calidad de medios de cultivo

Aplicaciones prácticas Materiales de Referencia

2. Aseguramiento de la calidad

3. Calibración y verificación de equipos



Certificación Multisector

Ct=-3,03 log[DNA] +39,61

R²= 0,95    r= -0,97

507 ptos

Aplicaciones prácticas Materiales de Referencia:
Rectas de calibrado
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1. Control de calidad de medios de cultivo

Aplicaciones prácticas Materiales de Referencia

2. Aseguramiento de la calidad

3. Calibración y verificación de equipos

4. Validación de Métodos



Conclusiones

1. Utilidad de los MR y MRC comerciales

2. Importancia de prepararlos siguiendo los criterios de la 
Guia ISO 34

3. Múltiples aplicaciones
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Fax      +34  966 10 55 03

www.ielab.es
comercial@ielab.es

Making quality control easy

Vicente Catalán

Telf.      +34 610 23 02 91
Email    v.catalan@ielab.es
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