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Guia ISO 35 e ISO 13528
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1. Reconstitución del Material de Referencia 
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Cápsula Réplica 1 Réplica 2
1 42 36
2 30 48 Media 39,5
3 40 46 Nº cápsulas 10
4 39 44
5 37 34 Limites
6 44 37 T-1 (97.5%) T-1(2.5%)

Microorganismo: Clostridium perfringens (UFC/1 mL)
Dilución: 1/10

ESTUDIO DE MATERIAL DE REFERENCIA

HOMOGENEIDAD PASTILLAS (11/02/08) Lote PCP11028
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7 41 43 T-1: 6,22 3,25 20,48
8 37 37 T-1/I(J-1): 0,57
9 41 39 T-2 (5%)
10 38 36 T-2: 2,67 16,92

T-2/(I-1): 0,30

Media geométrica 39,2
St. dev. (log) 0,027

RESULTADO: T-1
T-2

HOMOGENEO
HOMOGENEO



Análisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

Fila 1 2 3,179551791 1,589775896 0,00224094
Fila 2 2 3,158362492 1,579181246 0,02083248
Fila 3 2 3,264817823 1,632408912 0,00184211
Fila 4 2 3,234517284 1,617258642 0,00137225
Fila 5 2 3,099680641 1,549840321 0,00067428
Fila 6 2 3,211654401 1,6058272 0,00283135
Fila 7 2 3,246252312 1,623126156 0,00021393
Fila 8 2 3,136403448 1,568201724 0
Fila 9 2 3,203848464 1,601924232 0,00023586
Fila 10 2 3,136086097 1,568043049 0,00027568
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ANÁLISIS DE VARIANZA
Origen de las 
variaciones

Suma de 
cuadrados

Grados de 
libertad

Promedio de los 
cuadrados

F Probabilidad
Valor crítico 

para F
Entre grupos 0,013184202 9 0,001464911 0,48000145 0,857775864 3,020382947
Dentro de los grupos 0,030518894 10 0,003051889

Total 0,043703096 19

Ss= 0,028168937

Ss/sigma= 0,06 < 0.3



Cápsula Réplica 1 Réplica 2
1 10 13
2 9 13 Media 12,1
3 15 13 Nº cápsulas 10
4 17 15
5 12 14 Limites
6 17 13 T-1 (97.5%) T-1(2.5%)
7 6 10 T-1: 8,74 3,25 20,48

Microorganismo: Escherichia coli (UFC/1 mL)
Dilución: 

ESTUDIO DE MATERIAL DE REFERENCIA

ESTUDIO HOMOGENEIDAD PASTILLAS (08/02/07) Lote PEC080271/������� B�
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7 6 10 T-1: 8,74 3,25 20,48
8 9 15 T-1/I(J-1): 0,79
9 8 8 T-2 (5%)
10 17 7 T-2: 10,49 16,92

T-2/(I-1): 1,17

Media geométrica 11,5
St. dev. (log) 0,104

RESULTADO: T-1
T-2

HOMOGENEO
HOMOGENEO
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Análisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

Fila 1 2 2,11394335 1,05697168 0,00649154
Fila 2 2 2,06818586 1,03409293 0,01275218
Fila 3 2 2,29003461 1,14501731 0,00193118
Fila 4 2 2,40654018 1,20327009 0,00147738
Fila 5 2 2,22530928 1,11265464 0,00224094
Fila 6 2 2,34439227 1,17219614 0,00678677
Fila 7 2 1,77815125 0,88907563 0,02460843
Fila 8 2 2,13033377 1,06516688 0,02460843
Fila 9 2 1,80617997 0,90308999 0
Fila 10 2 2,07554696 1,03777348 0,07424765
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ANÁLISIS DE VARIANZA

Origen de las 
variaciones

Suma de 
cuadrados

Grados de 
libertad

Promedio de 
los 

cuadrados
F Probabilidad

Valor crítico 
para F

Entre grupos 0,19622884 9 0,0218032 1,40534808 0,300849328 3,02038295
Dentro de los grupos 0,15514451 10 0,01551445

Total 0,35137335 19

Ss= 0,05607474

Ss/sigma= 0,21 < 0.3



Pastilla Replica 1 Replica 2
1 39,07 37,84
2 36,1 37,23 Media 37,2
3 36,67 36,58 Nº Pastillas 10
4 35,74 37,71
5 39,92 36,51 Limites
6 36,06 38 T-1 (97.5%) T-1(2.5%)
7 36,48 38,02 T-1: 0,39 3,25 20,48
8 37,42 37,76 T-1/I(J-1): 0,04

Estudios de Homogeneidad  (04/08/02) Lote PLPQ28036
Microorganismo: Legionella pneumophila (ct/7.1 uL)
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8 37,42 37,76 T-1/I(J-1): 0,04
9 36,73 38,84 T-2 (5%)
10 36,28 35,94 T-2: 0,28 16,92

T-2/(I-1): 0,03

Media geométrica 37,2
St. dev. (log) 0,009

Resultados: T-1
T-2

HOMOGENEO
HOMOGENEO
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ESTABILIDAD LOTE PCF25115
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y = 0,0045x + 5,1686
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ESTABILIDAD LOTE 160 PEF28084
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y = -0,0002x + 2,9436
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LABORATORIO:

MICROORGANISMO: 

LOTE: 

1
2

BOLETÍN DE RESULTADOS (*)

RESULTADOS MEDIO ESPECÍFICO

RESULTADOS MEDIO GENERAL (en su caso)

PASTILLA UNIDADES
RÉPLICA 

R1             R2          R3

PASTILLA UNIDADES
RÉPLICA 

R1           R2           R3
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� �#��������������������������

� �#�������������������
����������

1
2

NOTA: En caso de que los resultados correspondan a una dilución, indicar a cual 
corresponde. 

OBSERVACIONES:

(*)Realizar tantas copias de este boletín como lotes s e hayan analizado

R1             R2          R3
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PEF01028 (19/02/2008)

R1 R2 R3 R1 R2 R3
Lab 1 1400 1600 2800 2000 3000 2600
Lab 2 1980 1800 1740 1760 1940 1800
Lab 3 1220 1740 1580 2140 1560 1800
Lab 4 2200 2000 1600 2600 1400 1400
Lab 5 2000 1800 1600 2000 1600 2000
Lab 6 1600 1200 2000 2800 2600 2000
Lab 7 1620 1880 1760 2080 2200 1960

Slanetz Bartley (ufc/pastilla)
Pastilla 1 Pastilla 2

AMC Robust Statistics V1.0

ROBUST STATISTICS SUMMARY
Estimate Estimate value Parameters
Median 3,263512308
A15 mean 3,268905864 c=1.5: Convcrit=0.001
H15 mean 3,271059179 c=1.5: Convcrit=0.001
MAD 0,016808962
MADe 0,024920982
sMAD 0,024920982
H15 Std Dev 0,029790253 c=1.5: Convcrit=0.001

¡¡¡Calcular la estadística robusta para obtener H15  mean y H15 Std Dev!!!

¡¡¡Asignar valor de n (Nº de laboratorios)!!!

1���������	�������	�

X S
3,3318 0,1364
3,2635 0,0231
3,2174 0,0811
3,2591 0,1109
3,2611 0,0476
3,2912 0,1359
3,2803 0,0483

TOTAL media robusta 3,271
desviación estandard 0,030

Incertidumbre=s/raiz n 0,011 Intervalo confianza(I)=t*s/raiz n 0,02755238
% 0,344 3,244

3,299

Valor medio/pastilla 1,87E+03
Incertidumbre (%) 0,34

1,75E+03
1,99E+03

VALORES CERTIFICADO

Intervalo confianza

¡¡¡Asignar valor de t en la tabla, para (n-1)!!!

Intervalo (media-I; media+I)
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Uso de los materiales de 
referencia junto con los kits de  

qPCR

www.ielab.es



KITS PARA CADA UNA DE LAS FASES DEL PROCESO

CONCENTRACIÓN DE 
MUESTRAS DE AGUA

EXTRACCIÓN & -Kit aguas limpias
-Kit aguas sucias

Kits de diagnóstico molecular

PURIFICACION DE DNA

ANALISIS POR PCR

-Kit aguas sucias

- Confirmación bacteriológica por PCR
- Detección cualitativa de Legionella
- Detección cuantitativa de Legionella



KITS PARA CADA FASE DEL PROCESO

1. KIT DE 
CONCENTRACIÓN DE 
MUESTRAS DE AGUA

2. KIT EXTRACCIÓN & 
PURIFICACIÓN DE DNA

Kits de diagnóstico molecular

- Membranas de filtración

- Tubos de recogida

- Tubos de concentración

AGUA LIMPIA AGUA SUCIA



KITS PARA CADA FASE DEL PROCESO

3. ANALISIS POR PCR

3.1. Confirmación 
bacteriológica por PCR 

3.3. Kit de detección cuantitativa de 
Legionella spp . y

Kits de diagnóstico molecular

bacteriológica por PCR 
(confirmación simultánea de 

hasta 10 especies) 

3.2. Kit de detección cualitativa de 
Legionella spp . y 
L. pneumophila

L. pneumophila

� CONTROLES POSITIVO & NEGATIVO

� CONTROL INTERNO POSITIVO



KITS DE DETECCIÓN CUALITATIVA DE

Legionella spp. y L. pneumophila 

Description
Code: I060002
Specificity: Legionella pneumophila
Batch: CLN11068
Manufacturing date: 11/June/2008

Analysis conditions
Method: amplification by PCR and electroforesis 
in agarose gel analysis
Thermocycler: GeneAmp PCR System9700, 
Applied Biosystems

Kits de diagnóstico molecular

Manufacturing date: 11/June/2008
Expiry date: 11/Dec/2008
Number of tests : 70

Applied Biosystems
Amplification program: Denaturation at 95ºC 4 
min, 35 cycles of 95ºC 30 s., 58ºC 30 s., 72ºC 1 
min. and final extesion at 72ºC 10 min.

Quality controls
Positive control amplification: right
Negative control amplification: right
Internal positive control amplification: right



KITS DE DETECCIÓN CUANTITATIVA DE 
Legionella spp. y L. pneumophila

Quality controls

Used fungible material
TaqMan Environmental Master Mix, Internal 
positive control (plamidic DNA), primers, probe 
and Legionella spp. ATCC 33152 DNA as 

Description
Code: ED000864
Specificity: Legionella spp.
Batch: QLS030909

Analysis conditions
Method: amplification by “real time” PCR 
Thermocycler: 7500 Real-Time PCR System, 
Applied Biosystems

Kits de diagnóstico molecular

Quality controls
Positive control amplification: right
Negative control amplification: right
Internal positive control amplification: right

and Legionella spp. ATCC 33152 DNA as 
positive controlBatch: QLS030909

Manufacturing date: 08/June/2009
Expiry date: 08/March/2010
Number of tests : 70

Applied Biosystems
Amplification program: 50ºC 2 min, 95ºC 10 
min. and 42 cycles of 95ºC 15 s. and 60ºC 1 min.



Dispensar la pastilla en 
un tubo con 4 mL de 

agua estéril 

Ejemplo de aplicación: Legionella pneumophila

Incubar durante 10 min a Tª 
ambiente

Analizar como una muestra de 
rutina

RM
Preparación de la 

muestra de trabajo 
cuantitativa

Control de proceso en qPCR

ConcentraciónElución
Extracción/Purificación 

de DNA

Analisis por  qPCR



� El Control de Calidad Interno permite establecer la
Tasa de Recuparación del proceso completo de
PCR (concentración de muestra, extracción/
purificación de DNA, etc.)
� El uso de RM ayuda en la Validación de métodos
PCR methods, porque facilita la preparación de
muestras cuantitativas y la determinación de la
Exactitud y Precisión del método.

Ejemplo de aplicación: Legionella pneumophila

Control de proceso en qPCR

Proceso completo

(6.72x104 células/pastilla)

Análisis directo

(1.49x105 células/pastilla)

Exactitud y Precisión del método.
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Concentratción
Preparación de la 

muestra de 
trabajo 

cuantitativa

Incubar durante 10 min a 
Tª ambiente

Routine qPCR control

Dispensar la pastilla en 
un tubo con 4 mL de 

agua estéril 

BACuanti-PCR

Analizar como 
una muestra de 

rutina

RM

Ejemplo de aplicación: Legionella pneumophila

Elución
Extración/purificación de DNAAnalysis por  qPCR

BACuanti-DNA



PTs, Materiales de Referencia y Kits qPCR:

1. Facilitan la aplicación de métodos normalizados y validados.

2. Ahorra tiempo de implementación.

3. Ofrecen un sistema rápido y fácil de implementar sistemas intenos

Conclusiones

y externos de control de la calidad.



Phone  +34 966 10 55 01
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