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ISO/IEC™17025:2005

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

= Requisitos relativos a la gestion (entre otros):
— Organizacion
— Control de documentos
— Subcontratacion 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
— Auditorias internas
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ISO/IEC™17025:2005

Requisitos técnicos (1/3):
— Generalidades
— Personal
— Instalaciones y condiciones ambientales

— Métodos de ensayo y de calibracion y validacion de los métodos

— Generalidades

— Seleccion de los métodos

— Métodos desarrollados por el laboratorio

— Métodos no normalizados

— Validacion de los métodos

— Estimacion de laincertidumbre de la medicion
— Control de los datos

— Equipos

— Trazabilidad de las mediciones
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ISO/IEC™17025:2005

Requisitos técnicos (2/3):
— Generalidades
— Requisitos especificos
— Patrones de referencia y materiales de referencia
— Muestreo
— Manipulacién de los items de ensayo o de calibracion

— Aseguramiento de la calidad de los resultados de ensayo y de

calibracion
— Informe de los resultados
— Generalidades
— Informes de ensayos y certificados de calibracion
— Informes de ensayos
— Certificados de calibracion
— Opiniones e interpretaciones
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ISO/IEC™17025:2005

= Requisitos técnicos (3/3):

— Resultados de ensayo y calibracion obtenidos de los
subcontratistas

— Transmision electronica de los resultados
— Presentacion de los informes y de los certificados

— Modificaciones a los informes de ensayo y a los certificados
de calibracion
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‘meétodo

El laboratorio debe validar los métodos no normalizados, los métodos
gue disefla o desarrolla, los metodos normalizados empleados
fuera del alcance previsto, asi 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
determinacion del desempeio de un método:

- calibracion utilizando patrones o materiales de referencia

- comparacion con resultados obtenidos con otros métodos

- comparaciones interlaboratorios

- evaluacion sistematica de los factores que influyen en el resultado

- evaluacion de laincertidumbre de los resultados basada en el
conocimiento cientifico de los principios teoricos del
método y en la experiencia practica
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~ Deteccion y cuantificacién de Legionella y/o
Legionella pneumophila por concentracion y
amplificacion génica mediante la reaccion en

cadena de la polimerasa en tiempo real (rtPCR).
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Irdice da classement : T 90-471

IG5 : 07.100.20

Cualité de I'sau

Détection et quantification

des Leglonella et/ou Leglonella pneumophila
par concentration et amplification génique
par réaction de polymérisation en chaine

en temps réel (RT — PCR)

E: Water qulity — Delection and quantification of Lagianall and'or Legionalla pnaumaghih
cunu;nch'lﬁun and genic amphfization by real im e polymenaze chain reaction
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‘meétodo
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8.
9.

Inclusividad y exclusividad de los primers y sondas.

Principio de verificacion de la recta de calibracion.

Protocolo de evaluacion de la recta de calibracion.

Estimacion de la recta de calibracion.

Estimacion y verificacion de la eficacia.

Verificacion de la exactitud de la linealidad.

Verificacion del limite de cuantificacion de la PCR y calculo teorico
del limite de cuantificacion del método.

Verificacion del limite de deteccion del método.

Rendimiento del método.

10.Robustez del método.
11.Incertidumbre del método.
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‘meétodo

10.2 Inclusivité et exclusivité des sondes et amorces
Les souches citées ci-dessous doivent provenir de collection ou d'échantillons cliniques ou environnementaux
et étre identifiees.

Les amorces et sondes utilisées doivent donner les résultats attendus (résultat positif pour l'inclusivité, et résultat
negatif pour 'exclusivité) pour les espéces et sérogroupes suivants qui ont tous été isolés chez 'homme.

Realiser les essais|d’inclusivité $ur des extraits d'ADN de facon a obtenir envimj 100 UG/puits. |Cette quantité doit
étre estimée sur la bactérienne, par exemple a partir de la mesur optique a 600 nm.

Une densité optique de 0,5 nm a 600 nm correspond a 10° bactéries /mL :

— liste d'inclusivité (micro-organismes a tester pour une méthode Legionella spp) : L. anisa, L. birminghamensis,
L. bozemanii, L. cherrii, L. cincinnatiensis, L. dumoffii L. erythra, L. feeleif , L. gormanii, L. hackeliae,
L. jordanis, L. lansingensis, L. longbeachae, L. maceachernii, L. micdadei, L. oakridgensis, L. parisiensis,
L.. pneumophila 1 a 15, L. sainthelensi, L. tucsonensis, L. wadsworthii ;

— liste d'inclusivité (micro-organismes a tester pour une méthode Legionella pneumophifa) : quinze sérogroupes
de I'espéce.
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‘meétodo

Realiser les essaisl d'exclusivité Isur des extraits d'ADN contenant au minimum [équivalent dg 10 000 UG/ puits.l
Cette quantité doit fre estimee sur la suspension bactérienne, par exemple a partir de la mestre de Ia densie
optique a 600 nm. Une densité optique de 0,5 nm a 600 nm correspond a 10? bactéries /ml :

— liste d'exclusivité (micro-organismes testés reconnus comme n'appartenant pas au genre Legionella).
Ces souches doivent préférentiellement étre retrouvées dans les mémes niches écologiques que les
Legionella et/ou étre phylogénétiqguement proches. Au minimum, la liste suivante doit étre testée . Aeromonas
hydrophila, Alcaligenes faecalis, Bacillus subtilis, Burkholderia cepacia, Clostridium, Enterobacter aerogenes,
Escherichia coli, Flavobacterium, Klebsiella oxytoca, Listeria monocytogenes, Proteus vulgaris,

Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida, Serratia marcescens,
Stenotrophomonas maltophila.
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Verificacié del comportament de la reaccié de PCR en Temps Real per a la deteccia de Legionella spp. que
s’obté a partir dels productes Tib-Molbiol LightMix® Kit Legionella spp. i Roche LightCycler® FasiStart
DNA Master HybProbe respecte als criteris d’inclusivitat i exclusivitat de I’apartat 10.2 i a I’annex A de la
norma AFNOR NF T 90-471:2010.

Condicions d’assaig
1. Soques 1 inoculs
Druna banda els microorganismes que es van assajar per a verificar la imnclusivitat de la reaccio de PCR s’indiquen a la

Taula 1 1 foren assajats a 100 UG per reacc16. D una altra banda els microorganismes que es van assajar per a verificar
la exclusivitat s”indiquen a la Taula 2 1 foren assajats a 10000 UG per reaccio.

2. Reacc10 de PCR en Temps Real

La reacci0 es va preparar a partir dels components dels productes Tib-Molbiol LightMix® Kit Legionella spp. 1 Roche
LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe seguint les mstruccions de manipulacid descrites als protocols dels
fabricants (Tib-Molbiol versio 090629 1 Roche versio de gener de 2006). Aquesta reaccid té un volum final de mescla
de reacc1o de 15 il 1 5 pl de mostra.

3. Condicions de PCR en Temps Real

Els assaigs es van dur a terme en un termociclador Roche LightCycler 2.0 mitjancant la versio 4.0 del software de
control. Es van assajar 2 programacions de termociclat. Un dels programes fou el que esta descrit a les instruccions del
producte Tib-Molbiol versié 090629 que consisteix en 30 cicles d amplificacid amb una temperatura final d anellament
a 35°C perd amb un gradient en els 13 cicles inicials des de 62°C fins a 55°C. L altre programa es basa en el descrit
anteriorment perd eliminant el gradient inicial de temperatura, és a dir, 30 cicles d’amplificacié amb 35°C com a ninica
temperatura d anellament.

L’ analisi de resultats es va realitzar mitjancant el mode automatic de deteccid qualitativa aplicant la compensacio de - % A g b a r
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Recta Legio pn
40,00 Recta de calibracion
35,00
£ 30,00 .\u\'\
8 25,00
[@)]
2 20,00 . \!v
P
5 10,00 — Recta Legio spp
5,00
0,00 T T T T T T 40100
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 60 | _ 3500 R
logaritmes 5 30,00 \
; 25,00
= iggg y = -3,4267x + 38,996 —~—
(2] ' 2
o R” = 0,9996
5 10,00
5,00
0,00 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
00 10 20 30 40 50 60 70
La pente a doit étre comprise entre — 4,115 et — 2,839, afin que e soit compris entre 75 % et 125 %.
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Validacion del
meétodo o Recta de calibracion

10.3.4.3 Vérification des performances de la régression linéaire

La régression linéaire doit satisfaire a I'exigence d'exactitude suivante sur chacun des niveaux de la gamme
(critére cumulant le biais et |a fidélité) :

Eynz0,15 . (9)
ou:

Eny (exprimé en Log,p) est 'exactitude de linéarité.

N° copies (x;) 20 200 2.000 | 20.000 | 200.000 2.000.000
(xi') = log (x;) 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
X'i 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
2. CALCUL DE L'EXACTITUD DE LINEALITAT (E_)
S :‘/Si 2 4_(2_)9)2 0,09 005 | 004 [ o001 0,07 0,02
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Rendimiento

Effectuer le calcul du rendement par difféerence de log. (exemple : si le dopage a éte effectué avec 1 000 UG
soit log4o(1 000) = 3 et que le resultat final est 500 UG, soit log,,(500) = 2,7 le rendement est égal 4 2,7-3=-0,3).
La différence de logiq (rendement) doit étre comprise entre — 0,6 et + 0,3 ce qui correspond a un rendement
compris entre 25 % et 199 %.

Robustez

La robustesse consiste ici a caractériser Ileﬁet matrice ¢t & vérifier que le rendement n'est pas substantiellement
affecté par le type d'eau analysé.

Incertidumbre
L'incertitude de mesure est estimée a partir du biais et de 'écart-type de reproductibilité intermédiaire.

Le biais est estimé par la valeur du rendement moyen sur I'ensemble des matrices (10.6 et 10.7). La variance de
reproductibilité du rendement est estimée en utilisant 'ensemble des valeurs obtenues lors de la validation initiale
de la méthode (10.6), de 'étude de robustesse (10.7) et du suivi dans le temps du rendement (11.4).
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Rendimiento

GRAFICA DE CONTROL (RECUPERACIO métodes biologia molecular)

Legionella spp PNT MA/M-34 Unitats UG/l
referéncia Soca: Legionella spp Soca reserva Criovials varis —m
|[EXTRACTOR
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
Vmetode| 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 6,36 511 2,79
Vmetode (log)] 3,49 852 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| csp 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
Vmetode 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
Vmeétode (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
DADES DE VALIDACIO RESULTATS FULL n=30
Valor Central: |d_ = | -0,1700 |d_ = || -02748 2807
REC (%)| 67,6 REC (%)| 531 2301
2,00 1
INCERTESA EXP. |U = | 1,2300 |5d :| 0,5517 1801
1,40
LIMITS D'ALERTA | REBUIG 10 |
da 00 ]
LRd + U | 1,0600 o 0140 ] A *e
Objectiu validacié Rec 25-199% 0,20 *
0,00 -
q -1,4000 020 it
tei[7 -y 14000 220 33
g 0600 ¢ °
§ 200 o | T?
120 - *e *
OBSERVACIONS %gg ]
-1,80 -
Les soques de Legionella van variant 25'28 1
-2,40 4
-2,60 |
2,80
-3.00

Mesura

12 3 45 6 7 8 9 1011121314 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

G-17_05.r2
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Controfde calidad

2. (Blanco de reactivo$s

o

) Blanco de filtracion
3. Control de inhibicidn

Rendimiento

N . Blanc

Data PCR Self Test C;onc. CT Estandards Pendent Compllm_ent reactius
LightCycler Estandards recta criteri

PCR
30-5-12 OK 3,3 28,89 28,81 -3,4393 Si Negatiu
30-5-12 OK 4,3 25,84 25,59 -3,4138 Si Negatiu
31-5-12 OK 3,3 28,85 29,12 -3,4406 Si Negatiu
11-6-12 OK 6,3 21,93 21,95 -3,4001 Si Negatiu
14-6-12 OK 6,3 20,02 20,07 -3,3245 Si Negatiu
14-6-12 OK 53 23,68 23,73 -3,3569 Si Negatiu
21-6-12 OK 2,3 32,64 32,39 -3,4615 Si Negatiu
28-6-12 OK 6,3 19,00 18,96 -3,3680 Si Negatiu
2-7-12 OK 2,3 32,82 31,96 -3,4585 Si Negatiu
2-7-12 OK 1,3 37,23 36,24 -3,5097 Si Negatiu
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Controfde calidad

- -

Control de inhibicién

Qualitative Detection
Settings

Channel | 705/Back 530 | Golor Compensation | 101005 CCC Legionella spp [530, 640, 705) |

Pragam Mame  guantificacio |

Results
: ' Cal Resulls !
Inc | Pos  Mame [ Type Target CP Score
| & |1 blanc reactius|  Unknown | Posive = 3022 | 500 |
B | 2 Repl. of blanc reactius Linknewn Positive 3485 | 5.00
als st20e3  Unknown Positve = 30.52 | .90
B 4 Repl.ofst20e3|  Unknown  Pesive = 3212 | 500 ]
A b | Leg bozemanil 100UG Unknown Positive 34.48 5,00 /’ '
8| 6 | Repl. of Leg bozemanii 100UG|  Unknown Positve | 3275 | 5.00 g
@ | 7 o Leg cherrii 100 UG, Unknown Positve | 3396 | 500
@ | 8 Repl. of Leg chemi 100 UG | Unknown Positve | 33.09 | 5.00
|| 9 Leg erythra 100 UG|  Unknown | Positve | 34.34 5.00
@ | 10 Repl. of Leg erythra 100 UG, Unknewn | Pesitve | 34.56 5.00
@ | 11 Leg hackeliae 100 UG|  Unknown | Positve | 33.72 5.00
L@ | 12 Repl. of Leg hackeliae 100 UG|  Unknown | Positve | 33.51 5.00
| @ | 13 | Leg jordanis 100 UG|  Unknown | Positve | 32.05 5.00
3| 14 Repl. of Leg jordanis 100 UG |  Unknown | Positve | 3409 | 5.00
B | 15 Leg. lansingensis 100 UG|  Unknown | Positve | 33.58 5.00
@ | 16 Repl. of Leg. lansingensis 100 UG|  Unknown | Positve | 3258 5.00

110707 val inclusiv 100 UG TIF2011 Fage 4 of 4 & /‘\ b
gbar



Interlab@ratorios

Legionella spp

Exactitud
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Interlab@ratorios

Legionella pneumophila

Z-Score

Exactitud
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Agradetimientos

AGENCIA SALUT PUBLICA
DE BARCELONA

Efrén Razquin

LABORATORIO MICROBIOLOGIA
AIGUES DE BARCELONA

Belén Galofré
Carles Vilaro
Ana M2 Aira
lvan Manero

Eva Duran
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