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ISO/IEC 17025:2005 

 Requisitos relativos a la gestión (entre otros): 
– Organización  
– Control de documentos 
– Subcontratación de ensayos y calibraciones 
– Compras de servicios y de suministros 
– Servicios al cliente 
– Control de trabajos de ensayos o de calibraciones no conformes 
– Mejora 
– Acciones correctivas 
– Registros técnicos 
– Auditorías internas 

Requisitos generales para la competencia de los 
laboratorios de ensayo y calibración.  



ISO/IEC 17025:2005 

 Requisitos técnicos (1/3): 
– Generalidades  
– Personal 
– Instalaciones y condiciones ambientales 
– Métodos de ensayo y de calibración y validación de los métodos 
– Generalidades 
– Selección de los métodos 
– Métodos desarrollados por el laboratorio 
– Métodos no normalizados 
– Validación de los métodos 
– Estimación de la incertidumbre de la medición 
– Control de los datos 
– Equipos 
– Trazabilidad de las mediciones 



ISO/IEC 17025:2005 

 Requisitos técnicos (2/3): 
– Generalidades  
– Requisitos específicos 
– Patrones de referencia y materiales de referencia 
– Muestreo 
– Manipulación de los ítems de ensayo o de calibración 
– Aseguramiento de la calidad de los resultados de ensayo y de 

calibración  
– Informe de los resultados 
– Generalidades 
– Informes de ensayos y certificados de calibración 
– Informes de ensayos 
– Certificados de calibración 
– Opiniones e interpretaciones 

 



ISO/IEC 17025:2005 

 Requisitos técnicos (3/3): 

– Resultados de ensayo y calibración obtenidos de los 
subcontratistas 

– Transmisión electrónica de los resultados 

– Presentación de los informes y de los certificados 

– Modificaciones a los informes de ensayo y a los certificados 
de calibración 



Validación del 
método 

El laboratorio debe validar los métodos no normalizados, los métodos 
que diseña o desarrolla, los métodos normalizados empleados 
fuera del alcance previsto, así como las ampliaciones o 
modificaciones de los métodos normalizados, para confirmar que 
los métodos son aptos para el fin previsto. 

Es conveniente utilizar una o varias de las técnicas siguientes para la 
determinación del desempeño de un método: 
 
- calibración utilizando patrones o materiales de referencia 
- comparación con resultados obtenidos con otros métodos 
- comparaciones interlaboratorios 
- evaluación sistemática de los factores que influyen en el  resultado 
- evaluación de la incertidumbre de los resultados basada en el 
 conocimiento científico de los principios teóricos del  
 método y en la experiencia práctica 



NF T90-471 

Detección y cuantificación de Legionella y/o 
Legionella pneumophila por concentración y 
amplificación génica mediante la reacción en 

cadena de la polimerasa en tiempo real (rtPCR).  



NF T90-471 



Validación del 
método 

1. Inclusividad y exclusividad de los primers y sondas. 
2. Principio de verificación de la recta de calibración. 
3. Protocolo de evaluación de la recta de calibración. 
4. Estimación de la recta de calibración. 
5. Estimación y verificación de la eficacia. 
6. Verificación de la exactitud de la linealidad. 
7. Verificación del límite de cuantificación de la PCR y cálculo teórico 

del límite de cuantificación del método. 
8. Verificación del límite de detección del método. 
9. Rendimiento del método. 
10.Robustez del método. 
11. Incertidumbre del método. 
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método 
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Validación del 
método 

Recta de calibración 
Recta Legio pn 

y = -3,365x + 38,389
R2 = 0,9997
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Recta Legio spp

y = -3,4267x + 38,996
R2 = 0,9996
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Validación del 
método Recta de calibración 

Nº còpies (xi) 20 200 2.000 20.000 200.000 2.000.000
 (xi' ) = log (xi) 1,30 2,30 3,30 4,30 5,30 6,30

Assaig 1 1,14 2,28 3,32 4,30 5,30 6,32
Assaig 2 1,29 2,22 3,29 4,31 5,17 6,31
Assaig 3 1,31 2,30 3,33 4,30 5,28 6,30
Assaig 4 2,33 3,37 4,29 5,26 6,31
Assaig 5 1,29 2,36 3,35 4,30 5,29 6,33

ki = 4 5 5 5 5 5

x'i,j
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Validación del 
método 

Rendimiento 

Robustez 

Incertidumbre 



Rendimiento 

Paràmetre PNT MA/M-34 Unitats UG/l
Soca referència Criovials varis

Mesura 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Lectura (d) -0,5850 -0,5607 -0,0803 -0,1387 0,4351 0,4283 0,5250 0,5190 -0,0663 -0,1591 0,1555 -0,2299 -1,1790 -1,1809 -0,2639

Vref (promig) 12.000 12.000 746 746 94 94 8.657 8.657 3.029 3.029 309 309 2.280.000 128.000 617
Vmètode 3.120 3.300 620 542 256 252 29.000 28.600 2.600 2.100 442 182 151.000 8.440 336
Vref (log) 4,08 4,08 2,87 2,87 1,97 1,97 3,94 3,94 3,48 3,48 2,49 2,49 6,36 5,11 2,79

Vmètode (log) 3,49 3,52 2,79 2,73 2,41 2,40 4,46 4,46 3,41 3,32 2,65 2,26 5,18 3,93 2,53
Data 03-10-11 03-10-11 03-10-11 03-10-11 03-10-11 03-10-11 20-10-11 20-10-11 20-10-11 20-10-11 20-10-11 20-10-11 13-12-11 13-12-11 26-01-12

Inicials GSP GSP GSP GSP GSP GSP GSP GSP GSP GSP GSP GSP GSP GSP GSP

Mesura 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Lectura (d) -0,0660 0,3819 0,3654 -1,0969 -0,7175 -1,0414 -0,3477 -0,3548 -0,7966 -0,8159

Vref (promig) 617 22 244 1.200.000 1.200.000 11.000 11.000 11.000 14400 14400
Vmètode 530 53 566 96.000 230.000 1.000 4.940 4.860 2300 2200
Vref (log) 2,79 1,34 2,39 6,08 6,08 4,04 4,04 4,04 4,16 4,16

Vmètode (log) 2,72 1,72 2,75 4,98 5,36 3,00 3,69 3,69 3,36 3,34
Data 26-01-12 21-02-12 15-03-12 17-04-12 17-04-12 08-05-12 08-05-12 08-05-12 27-06-12 27-06-12

Inicials GSP GSP GSP GSP GSP GSP GSP GSP GSP GSP

Valor Central: -0,1700 -0,2748

REC (%) 67,6 REC (%) 53,1

INCERTESA EXP. 1,2300 0,5517

LRS X + I 1,0600

LRI X - I -1,4000

Les soques de Legionella van variant
matriu aigua pous

G-17_05.r2

RESULTATS FULL n=30

OBSERVACIONS

DADES DE VALIDACIÓ

LIMITS D'ALERTA I REBUIG

Objectiu validació Rec  25-199%

LABORATORIS AB

GRÀFICA DE CONTROL (RECUPERACIÓ mètodes biologia molecular)

Legionella spp
Soca: Legionella spp Soca reserva
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Control de calidad 

1. Controles positivos y negativos del método 
2. Blanco de reactivos 
3. Control de inhibición 

Data PCR Self Test 
LightCycler

Conc. 
Estàndards

Pendent 
recta

Compliment 
criteri

Blanc 
reactius 

PCR
30-5-12 OK 3,3 28,89 28,81 -3,4393 Sí Negatiu
30-5-12 OK 4,3 25,84 25,59 -3,4138 Sí Negatiu
31-5-12 OK 3,3 28,85 29,12 -3,4406 Sí Negatiu
11-6-12 OK 6,3 21,93 21,95 -3,4001 Sí Negatiu
14-6-12 OK 6,3 20,02 20,07 -3,3245 Sí Negatiu
14-6-12 OK 5,3 23,68 23,73 -3,3569 Sí Negatiu
21-6-12 OK 2,3 32,64 32,39 -3,4615 Sí Negatiu
28-6-12 OK 6,3 19,00 18,96 -3,3680 Sí Negatiu
2-7-12 OK 2,3 32,82 31,96 -3,4585 Sí Negatiu
2-7-12 OK 1,3 37,23 36,24 -3,5097 Sí Negatiu

CT Estàndards

Rendimiento 

Blanco de filtración 



Control de calidad 

Control de inhibición 



Interlaboratorios 

Exactitud

-6,00

-5,00

-4,00

-3,00

-2,00

-1,00

0,00

1,00

2,00

3,00

4,00

5,00

6,00

març
-08

 (A
1)

març
-08

 (A
2)

març
-08

 (C
)

jun
y-0

8 (
B1)

jun
y-0

8 (
B2)

se
t-0

8 (
A1)

se
t-0

8 (
A2)

se
t-0

8 (
C)

març
-09

 (B
1)

març
-09

 (B
2)

jun
y-0

9 (
A1)

jun
y-0

9 (
A2)

jun
y-0

9 (
C)

se
t-0

9 (
B1)

se
t-0

9 (
B2)

març
-10

 (A
1)

març
-10

 (A
2)

març
-10

 (C
)

jun
y-1

0 (
B1)

jun
y-1

0 (
B2)

se
t-1

0 (
A1)

se
t-1

0 (
A2)

se
t-1

0 (
C)

març
-11

 (B
1)

març
-11

 (B
2)

jun
y-1

1 (
A1)

jun
y-1

1 (
A2)

jun
y-1

1 (
C)

se
t-1

1 (
B1)

se
t-1

1 (
B2)

març
-12

 (A
1)

març
-12

 (A
2)

març
-12

 (C
)

Data

Z-
Sc

or
e

Legionella spp 



Interlaboratorios 

Exactitud
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