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Materiales de Referencia Certificados
Acreditacion Guia 1SO 34
Aplicaciones practicas



Preguntas mas frecuentes

1. ;Qué es un material de referencia?

2. ¢Que es un material de referencia certificado?

3. ¢Qué caracteristicas principales tienen los materiales de referencia microbiologicos
desarrollados por Labaqua?

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

5. ¢Que diferencia existe entre los diferentes materiales presentados por Labaqua?

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

7. ¢Qué vantajas presentan estos materiales frente a las cepas habituales procedentes
de Colecciones de Cultivo?
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Preguntas mas frecuentes

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

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

10. ¢Es obligatoria la realizacion de todas estas actividades?

11. ;Qué es validar un método de ensayo?
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?

14. ¢;Que son los controles externos de calidad?

15. ¢(Con que periodicidad debe un laboratorio realizar las actividades internas de
control de calidad?
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Un material de referencia debe ser:

e Representativo
e VValor de la propiedad (ldentidad)

e Homogeneo

e Estable




Preparacion de suspensiones bacterianas cuantitativas

1. Crecimiento del microorganismo

2. Preparacion de diluciones seriadas

3. Incubacion y recuento del titulo




Necesidad existente

NUEVOS MATERIALES DE REFERENCIA

Principales dificultades

v
» Estabilidad (microorganismos)

» Homogeneidad (bajas concentraciones)




Objetivo

Desarrollo de un material de referencia
microbioldqgico

GUIA 1SO 34 “General requirements for the competence of
reference materials producers ”

* Facil de preparar
« Homogeneo
 Estable

Guia I1SO 35 e ISO 13528

e Facil de usar

 Aplicable a diferentes microorganismos
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BACuali

BAControl

BACuanti
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Material de Referencia:

Preparacion I

» Hidratacion de la cepa de la Coleccidon de Cultivos Tipo

» Comprobacion de la identidad de la cepa mediante secuenciacion
del gen rDNA 16S/Analisis bloqwmlco

l\ ” f\ 'Iﬁ “ \'} [\
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» Realizacion de la tltuIaC|on del mlcroorganlsmo

HJ
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Material de Referencia:

Preparacion |11

» Realizacion de los calculos a partir del titulo obtenido
Pastillas de rango bajo (=2 log)

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

» Preparacion y dispensacion de una mezcla homogénea:
“Caldo de mantenimiento” + suspension bacteriana
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Material de Referencia:
Preparacion 111

» Proceso de estabilizacion (liofilizacion)

> Resultado: PASTILLA
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Material de Referencia:

Controles de calidad |

1. Reconstitucion del Material de Referencia

2. Controles de contaminacion cruzada
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Material de Referencia:

Controles de calidad |1

3. Homogeneidad

In 10 pastillas, 2 replicas de cada pastilla

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

< ANOVA I]IJI:> |:calculado n |:critico; p-valor>0.05

ANALISIS DE VARIANZA

) Promedio .
Or/ggn g’e /as Suma de Grga’os de de los = Probabilidad Valor critico
variaciones cuadrados libertad para F
cuadrados
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
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Material de Referencia:

Controles de calidad 111

3. Homogeneidad

1. Verificar que MS,,006> MS ithin

2. Calcular la desviacion estédndar entre unidades (s,,), que es igual a la
raiz cuadrada de la varianza entre unidades (sf’;}, como:

M'Slmmng - M'Slwizhiﬂ
My

2 .2
Shp =54 =

Donde:

sz, = Cuadrado de la desviacion estandar entre unidades
MS.mene= Promedio de los cuadrados entre unidades
MS..ithin= Promedio de cuadrados dentro de unidades
ng = Numero de réplicas ensayadas

s3= Varianza entre unidades
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Material de Referencia:

Controles de calidad IV

3. Homogeneidad

3. Calcular la desviacidn estandar de repetibilidad (s;) a partir de
MS within

Sr=,/MS,;ithin

MS..ithin= Promedio de cuadrados dentro de unidades

4, Comparar s, con s;

a) Si s, > s emplear s, como desviacion estandar entre unidades
(pastillas/viales) (s,;,) y utilizar este valor como incertidumbre
estdndar debida a la inhomogeneidad entre viales (Uny)
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Material de Referencia:

Controles de calidad V

3. Homogeneidad

4. Comparar s, con s;

b) Si s, < 5 hay una influencia importante de la s, sobre la sy
(limitada repetibilidad del método de ensayo) y calcular Ia
incertidumbre estandar debida a la inhomogeneidad entre viales

(Upn) cOMo sigue:

MS

within
8

n

Upp =

Donde:

MS Linin= Promedio de cuadrados dentro de unidades

n = Numero de replicas ensayadas

u,, = incertidumbre estandar debida a la inhomogeneidad entre viales
Vais,, i~ Orados de libertad para MS, iy
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Material de Referencia:

Controles de calidad VI
4. Estabilidad

Estudio inicial de estabilidad a corto-plazo

El objeto de este estudio es seleccionar las condiciones de envio mas
apropiadas, de modo que la contribucion de la estabilidad a corto-plazo sea

despreciable.

Se toman dos pastillas/viales a 1, 2, 3, 4, 5 dias de incubacion a -18°C,

40C y temperatura ambiente y se analizan por triplicado.
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Material de Referencia:

Controles de calidad VI

Resumen 4. Estabilidad

Estadisticas de la regresion
Coeficiente de

correlacion
multiple 0.32059 . 7
> ANOVA de la regresion
Coeficiente de
determinacion R"2 0.10278
RA2 ajustado 0.06200
Error tipico 0.04103
Observaciones 24
ANALISIS DE
VARIANZA
Grados de Suma de Fromedio }fgmr
. de los F critico de
libertad cuadrados
cuadrados F
Regresion 1 0.00424 0.00424 252019 0.12667
Residuos 22 0.03704 0.00168
Total 23 0.041286
. . Estadistico - Inferior  Superior Inferior  Superior
Coeficientes Error tipico ¢ Probabilidad 05% 059 95.0% 05.0%
Ordenada origen 1.78870 0.02052 87.18653 0.00000 1.74615 1.83125 174615 1.83125

Pendiente -0.01189 0.00749 -1.98751 0.12667 -0.02743 000364 002743 0.00364




Material de Referencia:

Controles de calidad VIII
4. Estabilidad

Escherichia coli
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Material de Referencia:

Controles de calidad IX

4. Estabilidad

Legionella pneumophila
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Material de Referencia:

Controles de calidad X

4. Estabilidad

Estudio inicial de estabilidad a largo-plazo

El material conservado a la temperatura seleccionada en el estudio a

corto-plazo, es analizado segun las siguientes condiciones:

1. Elegir, de entre todas las pastillas/viales de un Ilote, dos
completamente al azar.

2. Disolver independientemente cada una de las dos pastillas/viales
seleccionadas y tomar tres porciones de forma aleatoria cada una de
ellas.

3. Analizar en condiciones de repetibilidad y de un modo aleatorio cada

una de las 6 réplicas seleccionadas al azar.

4. Este ensayo se efectuara durante X dias, repitiendo el ensayo cada X

dias.




Material de Referencia:

Controles de calidad Xl

4. Estabilidad

Escherichia coli

E. coli PEC06011
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Material de Referencia:

Controles de calidad Xl1

4. Estabilidad

Estudio de estabilidad de nuevos lotes

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

2. ANOVA de la regresion F_,>F_; (p>0.05%)

3. Comparacion con rectas historicas de estabilidad a largo-plazo
(Comparacion de pendientes)

4. Verificacion de la estabilidad (2 pastillas por triplicado/trimestre)
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Material de Referencia:

Controles de calidad XIl11

4. Estabilidad

Evaluacion de la incertidumbre de estabilidad a corto-plazo

Ugis= Sp X t

Evaluacion de la incertidumbre de estabilidad a largo-plazo

U= Sp X t

Evaluacion de la incertidumbre de la tendencia de las rectas

ustend UItend

Incremento/decremento en el valor de la propiedad distribucion rectangular
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Estudios de certificacion

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

Analisis de los resultados:
e Evaluacion inicial
» Transformacion logaritmica
 Verficacion de la normalidad de la poblacion
» Deteccion de outliers

+ ANOVA g 2 g2
. Incertidumbre de caracterizacion ~ “char = T@ S Jp mp




Estudios de certificacion

Incertidumbre del material de referencia:

Asumiendola independencia de las variables, la incertidumbre asociada
con el valor de la propiedad de un material de referencia (MR) puede

exXpresarse comao.

- 2 2 2 2 2 2
HMR _ k\}uchm' + ubb + uit.:-‘.' + uitem.i + u.:-'.'t.s' + ust&md
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Certificados de analisis: Cuantitativos

BACuanti

CERTIFICADO
A DE ANALISIS
’,

BACuanti

Certifica

ielab Calidad, S.L.

C/ Dracma, 16

Pol. Ind. Las Atalayas

03114 Alicants (Espafa)

T+34 966 10 55 01 - F+34 966 10 5503

Descripcion

Cadigo: 1060045

Microorganismo: Clostridium perfingens V24
trazable con ATCC 13124, con un pase
desde la cepa liofilizada empleada

Lote n®: FCP11023

Fecha de preparacién: 11/02/2013

Fecha de caducidad: 03/09/2013

Pruebas de autenticidad

Bateria de pruebas bioguimicas

Informacién de seguridad
Grupo de riego 2

Uso preferente

Validacion de métodos microbioldgicos.
Preparacion de muestras de referencia de
trabajo para uso en analisis internos de
laboratorio.

Condiciones de reconstitucion

Diluyente: Agua estéril
Volumen: 20 mL
Tiempo de reconstitucion: 10 minutos

**“iclab

Condiciones de conservacion

Conservar a -20+5°C

Estudio de Certificacion
{Condiciones de ensayo)

Laboratorios: Siete laboratorios acreditados
sequn norma 150 17025

Diluciones: Hasta 10!

Volumen analizado: 1 mL

Técnica: Filtracidn

Temperatura de incubacion: 44 +0,5°C
Tiempo de incubacion: 24 +2 horas
TM;giu de cultivo: Agar base perfringens +
Membranas de filtracion: Esteres de celulosa

Controles de calidad

Contaminacién cruzada: Correcto
Homogeneidad: Homogéneo {Guia IS0 35)
Estabilidad: Estable (Guia ISO 35)

Resultados

Porcentaje del lote analizado: 13%

Valor certificado por pastilla: 8,87x10° ufc
Incertidumbre: 1.69%

Intervalo de confianza 95%: 5,97x10%
13,2x10° ufc

Alicante, 03 de marzo de 2013.

Vicente Cataldn Cuenca
Director de Producto
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Aplicaciones practicas Materiales de Referencia

1. Control de calidad de medios de cultivo

2. Aseguramiento de la calidad
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Aplicaciones practicas Materiales de Referencia:

ISO 17025. Seccion 5.9

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

v’ Control de calidad externo: Ejercicios de intercomparacion (PTs)

Importancia de la gestion de PTs:

e Preparacion de muetras
e Envio a los participantes il "

e Interpretacion y uso de los resultados = S
v Control de calidad interno: &Y

Q Verificacion entre analistas _ ~ Inoculo

Q Control de proceso Muestra preparada

0 Gréficos de control METODO N\VETODO 2
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Aplicaciones practicas Materiales de Referencia

1. Control de calidad de medios de cultivo

2. Aseguramiento de la calidad

3. Calibracion y verificacion de equipos

e
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Delta Rn

Aplicaciones practicas Materiales de Referencia:

Rectas de calibrado
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Aplicaciones practicas Materiales de Referencia

1. Control de calidad de medios de cultivo

2. Aseguramiento de la calidad

3. Calibracion y verificacion de equipos

4. Validacion de Métodos



Conclusiones

1. Utilidad de los MR y MRC comerciales

2. Importancia de prepararlos siguiendo los criterios de la
Guia 1SO 34

3. Multiples aplicaciones




Making quality control easy

Telf. +34 966 105501 Vicente Catalan
Fax +34 966 10 55 03

Telf. +34 610230291

www.ielab.es Email v.catalan@ielab.es
comercial@ielab.es
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