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1. PROLOGO

El proceso de evaluaciéon de la conformidad surge como consecuencia de la puesta
en marcha de actuaciones globales orientadas hacia la libre circulacion de productos
en determinados ambitos geograficos. Con el fin de garantizar un alto nivel de
proteccion del interés publico en temas como la proteccion de los consumidores y la
salud y seguridad, la legislacion comunitaria ha ido desarrollando textos orientados
hacia la armonizacion de normas cuya aplicacion permita generar confianza sobre
los productos y servicios ofrecidos por organismos, fabricantes y distribuidores.

Este esquema se conoce como proceso de ‘acreditacién’, cuyo objetivo es que una
tercera parte independiente demuestre a los clientes-usuarios que los productos y
servicios que adquieren cumplen con ciertos criterios de calidad y seguridad.

En la actualidad estan sometidos a actividades de acreditacion los laboratorios de
ensayo Yy calibracion, las entidades de inspeccion, las entidades de certificacion de
sistemas de gestion, productos y personas, los verificadores ambientales, etc. Los
criterios para la acreditacién estan recogidos habitualmente en una especificacion
técnica, u otro documento publico, que se ha establecido con la cooperacion y el
consenso 0 la aportacion general de todas las partes interesadas. Son las
denominadas ‘normas’ y han sido aprobadas por un organismo cualificado en el
ambito nacional, regional o internacional.

La Directiva 98/83, de 3 de noviembre, relativa a la calidad de las aguas destinadas
al consumo humano, se traspuso al Derecho espafiol mediante el Real Decreto
140/2003, de 7 de febrero, por el que se establecen los criterios sanitarios de la
calidad del agua de consumo humano. En el articulo 16 de este RD se establece
gue todo laboratorio publico o privado que realice determinaciones para los analisis
de todo tipo comprendidos en el autocontrol, vigilancia sanitaria o grifo del
consumidor, deberd implantar un sistema de calidad y validarlo ante una unidad
externa de control de calidad, que realizara periédicamente una auditoria. En el caso
de que el laboratorio supere las 5.000 muestras anuales el sistema de calidad
debera de ser el especificado por la UNE-EN ISO/IEC 17025 M o la vigente en cada
momento y debera ser acreditado por una entidad de acreditacion (ENAC en
Espafa).

Recientemente ha sido publicada la Directiva (UE) 2015/1787 de la Comision de 6
de octubre de 2015 por la que se modifican los anexos Il y Il de la Directiva
98/83/CE del Consejo, relativa a la calidad de las aguas destinadas al consumo
humano. En su Anexo Il indica ‘Los Estados miembros velaran por que los métodos
de andlisis empleados a efectos de control y demostracion del cumplimiento de la
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presente Directiva se validen y documenten de conformidad con la norma EN
ISO/IEC-17025 u otras normas equivalentes aceptadas a nivel internacional. Los
Estados miembros garantizardn que los laboratorios o las partes contratadas por
laboratorios aplican practicas de gestion de la calidad conformes con la norma EN
ISO/IEC-17025 u otras normas equivalentes aceptadas a nivel internacional’.

Por otra parte, la ORDEN MAM/985/2006, de 23 de marzo, por la que se desarrolla
el régimen juridico de las entidades colaboradoras de la administracién hidraulica en
materia de control y vigilancia de calidad de las aguas y de gestion de los vertidos al
dominio publico hidraulico, establece en el Articulo 5 que para obtener el titulo de
entidad colaboradora sera necesario cumplir con el requisito de acreditaciéon que en
el ambito de actuacién de ensayos se basara en la Norma UNE-EN ISO/IEC 17025,
o la norma que en el futuro la sustituya. Posteriormente la Directiva 2009/90/CE, de
31 de julio de 2009, por la que se establecen las especificaciones técnicas del
analisis quimico y del seguimiento del estado de las aguas, sento, en su Articulo 3
que los métodos de analisis ya sean de laboratorio, de campo (in situ) o en linea (en
continuo), utilizados a efectos de los programas de seguimiento quimico se validen y
documenten de conformidad con la norma EN ISO/IEC 17025 u otras normas
equivalentes aceptadas internacionalmente. La citada Directiva quedo transpuesta al
derecho espafiol en el Real Decreto 60/2011, de 21 de enero, sobre normas de
calidad ambiental en el @mbito de la politica de aguas.

A instancia de la Asociacion Espafiola de Abastecimientos de Agua y Saneamiento
(AEAS), la Comision 22 solicita al Grupo de Trabajo creado al efecto, la elaboracion
de una serie de documentos en donde se recojan, las pautas de actuacion de los
laboratorios de control de calidad del agua en materia de aseguramiento de calidad
de ensayos, segun se desarrolla en la norma UNE-EN ISO/IEC 17025.

El Grupo de Trabajo creado a este efecto esta constituido por miembros de
laboratorios de ensayo acreditados, con amplia experiencia en los ensayos
relacionados y cuya participacion pretende plasmar dicha experiencia en los
documentos que se les solicitan.
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2. INTRODUCCION

Los laboratorios deben establecer, desarrollar y poner en marcha una serie de
actuaciones planificadas y sistematicas que permitan demostrar y proporcionar
fiabilidad y validez a los resultados de su actividad, es decir, a los resultados de las
determinaciones analiticas que realizan. Este proceso se conoce cOmo
‘Aseguramiento de la Calidad’. Los datos obtenidos deben registrarse de forma que
puedan detectarse tendencias y, siempre que sea posible, deben aplicarse técnicas
estadisticas para analizar los resultados. Estos controles deben ser planificados y
revisados, y pueden incluir, pero no estar limitados, a:

1) uso habitual de materiales de referencia certificados y/o controles internos de
calidad que empleen materiales de referencia secundarios;

2) participacion en comparaciones interlaboratorios o programas de ensayos de
aptitud;

3) repeticion de ensayos o calibraciones utilizando los mismos o diferentes
meétodos;

4) repeticion de ensayos o calibraciones de los objetos retenidos;
5) correlaciéon de los resultados para diferentes caracteristicas de un item.

Los datos de control de la calidad deben ser analizados y, si no satisfacen los
criterios predefinidos, se deben tomar las acciones planificadas para corregir el
problema y evitar consignar resultados incorrectos.

En noviembre de 2012 se publica la primera version de la parte | de esta guia 'y en
enero de 2015 se inicia la revision de esta primera version con el fin de:

a) Incorporar la matriz de aguas residuales en el desarrollo del documento.

b) Considerar los cambios introducidos en la norma ISO 13528 (Statistical
methods for use in proficiency testing by interlaboratory comparisons).

c) e incluir ejemplos de evaluacion de ejercicios de intercomparacion.

d) Ampliar el contenido del blogque de controles internos de calidad, incluyendo
ejemplos de gréficos de control.

e) Actualizacion de las referencias bibliogréficas.
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3. OBJETO

El objeto del presente documento es proponer, de forma objetiva, una sistematica
que permita llevar a cabo de forma homogénea las actuaciones necesarias para
demostrar el aseguramiento de la calidad de los ensayos, que garantiza el
mantenimiento de la competencia técnica de los laboratorios teniendo en
consideracion factores como extension y resultados de las validaciones y su nivel de
desarrollo como organismo evaluador de la conformidad.

No es objeto de este documento establecer directrices de obligado cumplimiento,
pero si aportar criterios homogéneos de funcionamiento basados en la experiencia,
profesionalidad, coherencia y buena practica de los laboratorios integrantes del
Grupo de Trabajo, de tal forma que el mismo sea un referente a tener en cuenta.

4. DEFINICIONES

Cepa de referencia: microorganismo obtenido directamente de una coleccién de
cultivos de referencia y definido como minimo a nivel de género y especie,
catalogado y descrito conforme a sus caracteristicas y preferiblemente procedente
de agua .

Comparacion _interlaboratorios (intercomparaciones): organizacion, realizacion y
evaluacion de mediciones o ensayos sobre el mismo item o items similares por dos
0 mas laboratorios de acuerdo con condiciones predeterminadas .

(Cl§|tiVO de reserva: cultivo primario procedente de un lote de reserva de referencia
25

Cultivo de trabajo: subcultivo procedente de un lote de reserva de referencia o de un
cultivo de reserva o de un material de referencia, certificado o no ©.

Desviacion estandar para la evaluacion de la aptitud (op): medida de la dispersion
empleada en la evaluacion de los resultados de un ejercicio de intercomparacion ©.

Ensayo de aptitud: evaluacion del desempefio de los laboratorios frente a los
criterios preestablecidos por medio de comparaciones entre laboratorios ®.

Especificidad de un medio de cultivo: demostracion, bajo unas condiciones definidas,
de que los microorganismos no diana no presentan las mismas caracteristicas
visuales que los microorganismos diana .

Exactitud de medida: proximidad entre un valor medido y un valor verdadero de un
mensurando ®

Pagina 7 de 72



€ ) Aeas

Asociacion Espaiiola de
Abastecimientos de
Agua y Saneamiento

Guia para el Funcionamiento de los Laboratoriostesayo de Aguas.
Parte |: Criterios para el Aseguramiento de la Clald de los Ensayos

Familia de ensayo: conjunto de ensayos o calibraciones en el que cualquiera de sus
miembros es razonablemente representativo de los demas en cuanto a la evaluacion
de la calidad de los resultados obtenidos °

Incertidumbre de medida: pardmetro no negativo que caracteriza la dispersion de los
valores atribuidos a la magnitud que se desea medir, a partir de la contribucion de
las componentes consideradas ©.

Limite de cuantificacion: la concentracibn mas baja del analito que puede ser
determinada con un nivel aceptable de !orecisién y veracidad, dentro de una matriz
en particular y por un método especifico **.

Limite de deteccidn: la menor cantidad o concentracién de un analito que puede
detectarse de manera fiable o diferenciada por un método especifico V.

Linealidad: aptitud del método para obtener resultados proporcionales a la
concentracion del analito 9.

Lote de medio de cultivo: unidad homogénea y de trazabilidad completa de un
medio, referida a una cantidad definida de un material basico, de un producto semi-
acabado o de un producto final, consistente en cuanto a tipo y calidad, y que ha sido
fabricado dentro de un periodo de produccion definido habiéndosele asignado un
(inico nimero de lote o partida .

Lote de reserva de referencia: una serie de cultivos individuales idénticos preparados
en el laboratorio o por un proveedor mediante un unico subcultivo a partir de una
cepa de referencia “°.

Material _de referencia (MR): material suficientemente homogéneo y estable con
respecto a propiedades especificadas, establecido como apto para su uso previsto
en una medicién o en un examen de propiedades cualitativas “.

Material de referencia certificado (MRC): material de referencia acompafiado por la
documentacién emitida por un organismo autorizado, que proporciona uno o varios
valores de propiedades especificadas, con incertidumbres y trazabilidades
asociadas, empleando procedimientos validos “°

Matriz representativa: matriz perteneciente a un grupo de productos y seleccionada
de acuerdo a un criterio técnico adecuado en la que se lleva a cabo la validacién del
método con objeto de obtener resultados de su funcionamiento extrapolables al
grupo de productos ©.

Medio de cultivo: formulacion de sustancias en forma liquida, semi-sdlida o solida,
gue contienen constituyentes naturales y/o sintéticos destinados a promover la
multiplicacion (con o sin inhibicion de determinados microorganismos), la
identificacion o la conservacion de la viabilidad de los microorganismos #°)

Mensurando: magnitud particular sometida a medicion ©.

Microorganismo_diana: microorganismo 0 grupo de microorganismos que se van a
detectar o someter a recuento .

Microorganismo no diana: microorganismo que resulta suprimido por el medio y/o las
condiciones de incubacibn o que no muestra las caracteristicas esperadas del
microorganismo diana ©°.
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Patrén de medida: realizacion de la definicibn de una magnitud dada, con un valor
determinado y una incertidumbre de medida asociada, tomada como referencia .

Precision _de medida: proximidad entre las indicaciones o los valores medidos
obtenidos en mediciones repetidas de un mismo objeto, o de objetos similares, bajo
condiciones especificadas de repetibilidad y reproducibilidad ©.

Productividad de un medio de cultivo(Pg): tasa de recuperacion de un
microorganismo diana a partir de un medio de cultivo bajo unas condiciones
definidas . Para su célculo:

Ng
PRp=—
R NO
Donde
Ns: recuento de colonias en las placas

No: numero total de colonias obtenidas en profundidad o en la superficie del
medio de cultivo de referencia definido, obtenido a partir de una o mas placas.

Rango de trabajo: el intervalo de concentraciones del analito o los valores de la
propiedad relacionada, sobre los cuales el método puede aplicarse ¥,

Rendimiento: expresion de la evaluaciéon de los participantes realizada por el
proveedor a partir de los resultados emitidos por el laboratorio en un ejercicio de
intercomparacion ©.

Repetibilidad de medida: precision de medida en condiciones que incluyen el mismo
procedimiento de medicion, los mismos operadores, el mismo sistema de medida,
las mismas condiciones de operacion y el mismo lugar, asi como mediciones
repetidas del mismo objeto o de un objeto similar en un periodo corto de tiempo ©.

Reproducibilidad de medida: precision de medida en condiciones que incluye
diferentes lugares, operadores, sistemas de medida y mediciones repetidas de los
mismos objetos u objetos similares ©.

Selectividad (especificidad): la capacidad de un método para determinar
exactamente y especificamente el analito de interés en la presencia de otros
componentes en la matriz bajo condiciones de prueba establecidas ™.

Selectividad de un medio de cultivo(Sg): grado de inhibicion observada sobre un
microorganismo no diana en profundidad o sobre la superficie de un medio de cultivo
selectivo bajo unas condiciones definidas ®®. Se expresa en unidades de logi Yy
para su célculo:

Srr = Do — Ds

Donde

Do: dilucibn mayor que muestra crecimiento en el medio de referencia no
selectivo.
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Ds: dilucion mayor que muestra un crecimiento comparable en el medio de
ensayo selectivo.

Serie analitica: conjunto de muestras analizadas en condiciones de repetibilidad ®).

Sesgo _de medida: valor estimado del componente del error de medida que, en
mediciones repetidas, permanece constante o varia de manera predecible ©.

Trazabilidad: propiedad del resultado de una medicion -o el valor de un estandar que
consiste en que se pueda establecer el resultado previsible de su comparacion
directa con los patrones apropiados, generalmente nacionales o internacionales,
mediante una cadena ininterrumpida de comparaciones reales, todas con
incertidumbres conocidas ©.

Valor_asignado: valor atribuido a una determinada propiedad de un item ensayado,
en un ejercicio de intercomparacion, con el objeto de calcular el rendimiento ©

Valor de referencia: valor de una magnitud que sirve como base de comparacion con
valores de magnitudes de la misma naturaleza ©.

Veracidad de medida: proximidad entre la media de un namero infinito de valores
medidos repetidos y un valor de referencia ©

5. DESARROLLO

Si bien los diferentes documentos de trabajo a los que pueden recurrir los
laboratorios de ensayo siempre hacen referencia a las posibles alternativas que
pueden tomar para asegurar la calidad de sus resultados (ver apartado de
Referencias sobre control de calidad), se ha evidenciado una dispersion de criterios
con los que estas actividades pueden llevarse a cabo.

Esto ha generado conflictos en los procesos de evaluacidon que son dificiles de
resolver, tal y como se pone de manifiesto en la experiencia acumulada por los
laboratorios.

La combinacion en el uso de varias de estas alternativas, asi como el tratamiento de
los datos obtenidos y su interpretacion pueden permitir la demostracion suficiente de
la fiabilidad del correcto funcionamiento de los laboratorios. En este sentido los tres
argumentos considerados como basicos para la definicion de un esquema apropiado
para el aseguramiento de calidad de ensayos son:

Extension de las validaciones
Un laboratorio de ensayo debe contar con métodos de trabajo adecuados al

uso previsto, para lo cual debe poner en marcha las actuaciones de validacién
que le permitan disponer de informacion de los parametros que aseguren un
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control suficiente de la fiabilidad de los resultados, por ejemplo exactitud, limite
de deteccion, limite de cuantificacién, selectividad, linealidad, repetibilidad,
reproducibilidad, robustez o incertidumbre D2)ANAS - gin embargo, debe
asumirse que la validacién es siempre una ponderacidon entre costes, tiempos
de ejecucion, riesgos aceptables y capacidades técnicas disponibles, por lo que
puede ocurrir que los laboratorios cuenten inicialmente con una informacién
simplificada sobre rangos e incertidumbres, lo que condiciona el contenido del
programa de aseguramiento de la calidad. En este punto, también debe tenerse
en cuenta si los laboratorios especifican el uso de matrices representativas a la
hora de establecer las familias de ensayo ©®.

Madurez del sistema de gestion de la calidad

Las actividades de aseguramiento de la calidad permiten ademas ofrecer
mayor confianza a los clientes de los laboratorios y demostrar a terceras partes
la eficacia constante de las actividades de los laboratorios.

Cuando un laboratorio inicia el desarrollo e implantacion de su sistema de
gestion de la calidad dispone de una informacion de partida variable en funcién
de los métodos analiticos, fuentes bibliograficas, normas o estandares. Su
implantacion sistematica generara datos 2/ resultados cuyo analisis permitira
adecuar, revisar y mejorar sus técnicas VIO Esta situacion debe ser
tenida en cuenta a la hora de valorar las necesidades de control que un
laboratorio debera mantener o poner en marcha para demostrar su
aseguramiento de la calidad.

Los laboratorios que cuenten con resultados sistematicamente satisfactorios en
sus actividades de aseguramiento de calidad, demuestran un nivel de
competencia que debe permitir revisar las frecuencias de realizacion *@12),

Disponibilidad de recursos

Si bien los laboratorios asumen las actividades de aseguramiento de la calidad
como una necesidad operativa, es preciso tomar en consideraciéon el volumen
de actividad analitica, asi como los costes que permitan hacer viable la propia
actividad de control.

Debe asumirse un equilibrio entre la extensién de actividades de validacion y
Su supervision continua, las capacidades técnicas disponibles en cada
laboratorio y los costes de mercado de patrones y materiales de referencia
necesarios para mantener una trazabilidad de medicion aceptable.

En consonancia con los elementos globales descritos y teniendo en cuenta el
objetivo planteado, se presenta la siguiente propuesta de criterios para un esquema
de actividades de aseguramiento de la calidad mediante la participacion en ejercicios
de intercomparacion y la realizacién de controles internos, incluyendo estos ultimos
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por ejemplo adiciones, uso de materiales de referencia (certificados cuando sea
posible), realizacion de duplicados y blancos.

5.1 Ejercicios de intercomparacion

Las intercomparaciones de laboratorios tienen varios objetivos y pueden ser
utilizadas por los laboratorios que participan en las mismas y por otras
entidades. Son una actividad complementaria a los procedimientos internos de
control de calidad de los laboratorios ©V, mediante una evaluacién externa que
confirma su competencia y capacidad técnica en materia de ensayo, y ofrece a
los laboratorios un medio objetivo para evaluar y demostrar la fiabilidad de los
datos que se obtienen en la ejecucidbn de los ensayos analiticos. Esta
evaluacion puede ser realizada por los propios laboratorios, sus clientes o
también otras partes interesadas como organismos de acreditacion o instancias
reglamentarias ©°.

5.1.1. Establecimiento de familias de ensayo y frecuencias de participacion

Los laboratorios pueden clasificar los ensayos que realizan en “familias de
ensayo” ©% con el objetivo de establecer una adecuada planificacién de sus
actividades de intercomparacion. Por otra parte, el documento EA-4/18:2010
“Guidance on the level and frequency of proficiency testing participation” ©®
introduce el concepto de “subdisciplina”, que razonablemente puede
relacionarse con el de familia de ensayo. Dicho documento también expone una
serie de criterios a tener en cuenta a la hora de establecer las familias de
ensayo, asi como sus frecuencias de participacion en intercomparaciones.

Junto a éstos, se han tomado en consideracion otras referencias ©"®@HE7)
para desarrollar los siguientes criterios en cuanto al establecimiento de familias

de ensayo:

a. La técnica de medida es el criterio prioritario para establecer una
clasificacion por familias de ensayo.

b. Dentro de una misma técnica, los aspectos relacionados tanto con
pretratamientos  (ej.. etapas de filtracién, digestion, extraccion,
concentracion) como variaciones sustanciales en las condiciones
analiticas (ej. reactivos, columnas cromatograficas, nebulizadores
diferentes) pueden conducir a la identificacion de familias distintas®?

c. La declaraciéon de “matriz representativa” (ver apartado 3, Definiciones)
puede permitir agrupar productos a ensayo Yy, por tanto, simplificar la
clasificacion en familias. Esta declaracion puede tener su origen en las
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normas de referencia para métodos normalizados o en el alcance de las
validaciones desarrolladas internamente por los laboratorios.

d. En el caso de técnicas multiparamétricas , la identificacibn de una
familia de ensayo permite establecer la equivalencia para evaluar la
calidad de los resultados de todos los parametros incluidos en ella V¢,
En este sentido el laboratorio procurara participar en intercomparaciones
para el mayor niumero posible de parametros de la familia.

En cuanto a la frecuencia de participacion en los ejercicios de
intercomparacion:

a. Inicialmente, se considera adecuada una periodicidad de participacion
minima anual para cada familia de ensayo identificada segun las
consideraciones anteriores ®YG®_ Esta frecuencia puede revisarse en
funcién de la madurez del sistema.

b. Cuando el laboratorio declare matriz representativa, se considera
suficiente la participacion anual en una de las matrices de entre las
equivalentes.

c. Atendiendo a los tres elementos basicos establecidos anteriormente en
este documento (extensiéon de validaciones internas, madurez del
sistema de gestion de la calidad y disponibilidad de recursos) el
laboratorio podra revisar sus frecuencias de participacion.

En base a estos criterios, en el Anexo | a este documento se presenta un
ejemplo tipo de familias de ensayo para los parametros quimicos vy
microbiolégicos mas habituales en aguas. Esta relacion de familias puede variar
en funcidn de los ensayos que realiza cada laboratorio.

5.1.2. Seleccion de esquemas para intercomparaciones

Puesto que se asume la idoneidad e interés en llevar a cabo ejercicios de
intercomparacion y una vez identificadas las familias de ensayo, es importante
establecer los criterios a tener en cuenta para seleccionar esqguemas,
normalmente, comerciales.

A la hora de seleccionar un proveedor de ejercicios de intercomparacion, debe
tenerse en cuenta:
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a. La competencia técnica del proveedor ; para ello:

» Es requisito suficiente la acreditacion frente a los criterios de la
norma ISO/IEC 17043 ?©),

= Si el proveedor no esta acreditado para un parametro o familia dada,
el laboratorio debe comprobar dicha competencia verificando que
aplica los criterios establecidos en la norma ISO/IEC 17043,
especialmente en lo relativo a los estudios de homogeneidad y
estabilidad de los circuitos que proporcione. Asimismo también
deberan considerarse en dicha evaluacion la trayectoria y
experiencia del proveedor.

= Cuando lo anterior no se cumple pero se trata del Unico proveedor
disponible en el mercado para un determinado parametro (o familia),
debe tenerse en cuenta toda la informacién que pueda proporcionar
sobre la organizacion del ejercicio, de modo que pueda tomarse una
decision sobre la eficacia y oportunidad de la participacion.

En estos dos ultimos casos, dentro de la evaluacion de la competencia
técnica cabe hacer una mencién especial al analisis y tratamiento de los
resultados obtenidos en los mismos. De manera general, deben tenerse
en cuenta tres aspectos ©¥:

»La obtencién de un valor asignado por meétodos estadisticos robustos
gue eviten la influencia de valores extremos.

"El estudio de la dispersion de los resultados del conjunto de
participantes mediante la comparacion de valores entre la desviacion
estdndar de los participantes y la desviacion estandar objetivo
establecida, y aplicacion del estadistico adecuado.

»El calculo de la incertidumbre del valor asignado (estimada por el
proveedor del ejercicio).

b. Las caracteristicas de las matrices o0 productos a ensayo en lo relativo
a su similitud frente a las muestras habitualmente ensayadas por los

!al))oratorios, asi como los niveles de concentracibn  proporcionados
34

c. El numero habitual de laboratorios participantes en cada esquema o
distribucion, de modo que éste sea suficientemente elevado y, siempre
que sea posible, superior a 11 participantes ©.

d. Para un determinado parametro, el tratamiento diferenciado de los
datos en funcién de la técnica utilizada ©2.
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5.1.3. Evaluacion de los resultados de intercomparaciones

El proveedor de ejercicios de intercomparacion puede utilizar varios
estadisticos para llevar a cabo la evaluacién del rendimiento ©2©33% de |os
resultados de las rondas, siendo el mas habitual el z-score:

Z,=(Xi — %)/ O
donde:
x = Valor enviado por el laboratorio
Xo= Valor asignado en el ejercicio.

o,:= Desviacion estandar para evaluacion de aptitud.

Aungue en determinadas condiciones pueden ser utilizados los estadisticos z'’-
score, zeta &, nimero E, etc.”.

La bibliografia indica cdémo interpretar los estadisticos de valoracion
seleccionados por los organizadores:

a) En el caso de ensayos fisico-quimicos, para el uso del z-score @ ©3:

|z| < 2,0 resultado satisfactorio
20<]z/<3,0 resultado cuestionable
|z| 2 3,0 resultado no satisfactorio

b) En el caso de métodos microbiolégicos, por sus caracteristicas, el z-
score constituye el principal estadistico para la evaluacion de los
resultados de intercomparaciones, siendo los criterios de evaluacion los
mismos que para los ensayos fisico-quimicos. Asimismo también se
considera como no satisfactorio la obtencion tanto de falsos positivos
como de falsos negativos.

Los laboratorios deben realizar una revision de los resultados obtenidos en sus
participaciones y llevar a cabo el tratamiento que corresponda. Ademas de la
informacion proporcionada por el organizador comercial, el laboratorio puede, si
lo considera necesario, realizar un analisis de tendencias o valorar su histérico
de datos para evaluar los resultados de los ensayos de aptitud.

Ante resultados no satisfactorios o cuestionables de los estadisticos utilizados
el laboratorio debe analizar las causas y, en caso necesario, tomar las medidas
oportunas. El alcance de las mismas debe ser proporcional a las desviaciones
ocurridas, de modo que desviaciones puntuales exigen un tratamiento
equivalente, en tanto que anomalias sistematicas pueden sugerir la necesidad
de revisar o actualizar la validacion o incluso el propio método de ensayo. De

T En las referencias 32 y 33 se encuentra una explicacion detallada del uso de estos estadisticos. Ver
igualmente ejemplo 2 del anexo .
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acuerdo con lo anterior, es responsabilidad del laboratorio gestionar siempre
dentro de su Sistema de Gestion de la Calidad el tratamiento de estas
desviaciones, sin que esto suponga la apertura obligatoria de una no
conformidad salvo que pueda cuestionarse su competencia técnica. En
cualquier caso debera dejarse registro del tratamiento de la incidencia.

Como pautas generales de actuacion cabe considerar, por ejemplo:

a. Revision de datos (unidades, diluciones, cifras significativas, métodos
utilizados por los participantes).

b. Revision de condiciones de conservacion y manipulacion.

c. Revision de las condiciones del ensayo (instrumentos de medicién,
ambientales, condiciones de uso de reactivos y patrones).

d. Revision de los controles de calidad internos y externos.

En el Ejemplo 1 del Anexo Il se expone esta metodologia para el andlisis de
resultados en una participacién con un resultado cuestionable.

Excepcionalmente pueden darse situaciones que requieran una evaluacion
complementaria como la indicada en los puntos siguientes:

e. Evaluacion de la idoneidad del tratamiento realizado por el proveedor, ya
sea en casos de asimetria, comportamiento no normal, métodos no
comparables, etc.

f. Analisis de la incertidumbre del valor asignado o de la desviacion
estandar para la evaluacion de la aptitud (op) y su influencia en la
evaluacion del rendimiento. Esto puede implicar la utilizacion de
estadisticos diferentes al z-score (z’-score, zeta &, numero E, etc.).

El ejemplo 2 del Anexo Il presenta un tratamiento para estas situaciones
excepcionales.

Si tras las actuaciones anteriores el laboratorio no es capaz de identificar las
fuentes de error entonces puede proceder, si es posible, a la repeticion del
ensayo usando la misma muestra recibida originalmente o solicitando una
réplica de la misma. Un resultado satisfactorio en esta repeticion permite
asumir una desviacion puntual al método siempre y cuando se acomparfe de
evidencias que lo justifiquen, por ejemplo resultados correctos en los controles
de calidad internos o bien en analisis de material de referencia, no deteccion de
tendencias, etc. En cambio, si el resultado de la repeticion vuelve a ser no
satisfactorio implica realizar un estudio méas detallado del problema
considerando la necesidad de tratarlo como un trabajo no conforme.
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En el caso de no existir ejercicios de intercomparacion para una familia dada o
no poder evaluar los resultados por bajo nimero de participantes, el laboratorio
debe considerar el uso de materiales de referencia certificados como fuente de
trazabilidad alternativa o bien, en su defecto, alguna otra fuente que permita
disponer de un valor de referencia, por ejemplo uso de muestras adicionadas o
bien organizacién de ensayos bilaterales .

5.2 Controles de calidad internos

La principal herramienta de uso comun en los laboratorios de ensayo orientada
a garantizar la fiabilidad de los datos obtenidos es el control de calidad interno.
Su objetivo es comprobar, a lo largo del tiempo, la ejecucion adecuada y
correcta de todos los pasos que componen el proceso de analisis, incluyendo el
ajuste o calibracién del instrumento de medicion. En la préctica supone la
evaluacion continuada de los parametros de validacion, como pueden ser
veracidad, precision o incertidumbre.

Esta actividad debe ser programada y planificada en el tiempo teniendo en
cuenta el uso previsto de los resultados que se obtienen en los ensayos,
atendiendo a requisitos reglamentarios o de sus clientes. Un programa de
control de calidad interno deberia incluir:

* El tipo de muestras de control (blancos, patrones, muestras naturales
adicionadas o no, materiales de referencia, etc.)

» El tipo de control (recuperacién, precision, veracidad o exactitud a partir
de medidas individuales, duplicados, etc.)

* Los niveles de concentracion utilizados de acuerdo con el rango de
trabajo habitual.

» El establecimiento de criterios de aceptacion que permitan la toma de
decisiones.

* Lafrecuencia de realizacion.

* El seguimiento de los resultados obtenidos.

Los dos primeros puntos se tratan de manera mas detallada en los apartados
5.2.1y5.2.2.

En cuanto a los niveles de concentracion, si las muestras ensayadas estan
fuera de dichos rangos, el laboratorio deberia incluir valores de control en el
orden de concentracion obtenido.

A la hora de establecer los criterios de aceptacion debe tenerse en cuenta si
existen requisitos legales, normativos o de cliente (limites de control objetivo).
Por otro lado, el laboratorio puede atender también a los resultados obtenidos a
partir de pruebas experimentales para establecer sus propios requisitos (limites
de control estadistico) ?¥.
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El uso de uno u otro tipo de limite puede depender de los datos iniciales con
que cuente el laboratorio. Cuando no se dispone de suficientes datos
experimentales es habitual fijar inicialmente unos limites de control objetivo; si
ya se dispone de datos suficientes sobre el comportamiento del método, se
pueden utilizar los limites de control estadisticos, que deben ser coherentes
con los requisitos legales, normativos o de cliente.

En el caso de que el laboratorio haya validado sus métodos, estos limites
deben ser coherentes con los resultados declarados en la validacion y deben
confirmarse en el tiempo. Si no es asi, el laboratorio deberd plantearse la
revision de limites en uso ®?, situacién que puede ser mas probable durante
las fases iniciales de la implantacion de los controles de calidad.

En el caso de que los resultados del control de calidad muestren una mejora en
el comportamiento del método, el laboratorio debe valorar la necesidad o no de
ajustar estos limites teniendo en cuenta la idea de que es el uso previsto para
los datos, y no la capacidad del laboratorio, lo que define la calidad necesaria.

La frecuencia de obtencion de valores de control es responsabilidad del
laboratorio y deberia tener en cuenta factores como:

* los riesgos de asumir errores importantes y la gravedad de sus
consecuencias ©?,

* mantener un equilibrio entre las actividades de control y la carga de
trabajo del laboratorio ¢”

Ante resultados de control de calidad internos que incumplan puntualmente los
criterios establecidos, el laboratorio debe tomar las medidas oportunas para
analizar las causas. El conjunto de medidas puede abarcar:

» Comprobacion de datos de preparacion de las muestras de control.
* Repeticion del control.

* Uso de patrones alternativos.

e Comprobacion de errores instrumentales.

» ldoneidad de los limites de accion establecidos (histérico de datos).

Ante estos incumplimientos puntuales, el laboratorio, atendiendo a criterios
técnicos, puede decidir informar sobre los resultados obtenidos indicando a sus
clientes, si procede, que estos pueden verse afectados por esta situacion.

Si los valores de los controles repetidos contintian fuera de control @7, el
laboratorio no deberia informar a sus clientes de los resultados analiticos
obtenidos, y ante incumplimientos sistematicos puede ser necesario revisar la
adecuacion al uso del método de ensayo.
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Una vez establecido el programa de control de calidad es necesario definir un
método de seguimiento y evaluacion del mismo. Una forma sencilla puede ser
disponer de una tabla donde se hayan incluido los limites de control para ver si
el resultado cumple o no cumple, aunque los graficos de control son una
herramienta mas extendida, ya que proporciona mas intuitivamente informacion
adicional como, por ejemplo, tendencias®”.

Los valores de control se introducen en un gréfico en el que se han incluido los
limites de control (de aviso y de accion) establecidos como criterios de
aceptacion. De esta forma es posible visualizar que el proceso de medida se
mantiene dentro de los limites marcados. Es importante que los limites de
control y la linea central permanezcan estables en el tiempo, ya que de lo
contrario se dificultaria la deteccion de cambios graduales en la calidad
analitica. Los limites de control objetivo s6lo deberian modificarse cuando las
necesidades de los clientes o la legislacion aplicable cambien. En el caso de
limites de control estadistico, el cambio debe considerarse sélo si ha tenido
lugar una variacion significativa en la precision o en el sesgo y ni siquiera el
hecho de que haya un cambio significativo implica necesariamente una
actualizacion de limites, ya que pueden existir diferencias estadisticamente
significativas que no afecten a la calidad declarada del método 7.

En el Anexo Il se presentan ejemplos de elaboracion e interpretacion de
graficos de control de ensayos fisico-quimicos y en el Anexo V para ensayos
microbiolégicos.

5.2.1. Ensayos fisico-quimicos

Las muestras de control deben someterse, en la medida de lo posible, al
procedimiento de ensayo en todas sus fases, y ser lo mas similares a las
muestras reales analizadas por el laboratorio. Se asume como necesario
realizar al menos un control de calidad por cada serie analitica ®?, en la que
deberia incluirse un blanco de control, siempre que aplique, y alternar las
muestras de control en los tipos que se describen a continuacién como a), b),
c) y d), en la frecuencia que establezca el laboratorio en su plan de control de
calidad.

Por otra parte, en el caso de parametros que estén agrupados bajo una misma
familia de ensayo se considerara la posibilidad de realizar los controles de
calidad alternativamente entre dichos parametros, de forma que se garantice
que todos ellos queden controlados en el plazo de un afio ©.

Se pueden utilizar varios tipos de muestras de control:

a) Material de referencia certificado —MRC- (incluye material matricial y
procedente de ejercicios de intercomparacion)
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Siempre que estén disponibles, su uso permite identificar errores
sistematicos (sesgo):

Var —Vg)
V

Sesgo (%) = - . 100

Donde:

VR, €s el Valor tedrico o de referencia
Vwu, es el Valor experimental

y estimar la repetibilidad (S;) de las medidas mediante determinaciones
repetidas dentro del mismo lote (duplicados), y la reproducibilidad (Sg) a lo
largo del tiempo en diferentes lotes.

Se recomienda que su frecuencia de uso se base en criterios practicos y
econdémicos.

El laboratorio debe tener en cuenta que la incertidumbre estandar (Uwvrc)
declarada para el MRC utilizado no sea significativa frente a la
reproducibilidad del método (Sg), por ejemplo, menor o igual a 0,2 veces 9.

b) Muestras adicionadas (con material de referencia, soluciones patrén
comerciales o preparadas internamente).

Como no siempre es posible disponer de MRC matriciales o los existentes
cuentan con una homogeneidad tal que proporcionan una dispersion mucho
menor que las muestras naturales, el laboratorio puede hacer uso de
muestras adicionadas con soluciones patron, comerciales o preparadas
internamente. Los patrones utilizados en estas preparaciones deben ser
diferentes a los empleados para la calibracién instrumental.

Estas muestras de control pueden dar indicacidbn tanto de errores
sistematicos (sesgo evaluado como recuperacion)®:

V,
Rec (%) = —= - 100
Ve
Donde:

VR, €s el Valor teérico o de referencia
Vwm, €s el Valor experimental

como aleatorios (reproducibilidad dentro del laboratorio Sg).

¥ Se puede emplear la expresién matematica del sesgo corrigiendo con el valor del blanco obtenido
en la matriz.
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En el caso de controles proximos al limite de cuantificacion sobre muestras
adicionadas, cabe pensar en una situacion ideal en la que el valor de
concentracion de la muestra control sin fortificar sea inferior al limite de
deteccién, de modo que su valor puede considerarse ‘cero’. Sin embargo,
en matrices complejas (aguas residuales, lodos, etc.) esto no ocurre y el
control interno a estos niveles de concentracion puede resultar casi inviable.
Como alternativas puede recurrirse:

A Materiales de Referencia Certificados comerciales en el valor
deseado, siempre que estén disponibles en el mercado.

* A diluciones maximas sin eliminar el efecto matriz (ej.: 30% del valor
obtenido) o mezcla de matrices.

» En combinacion con otras alternativas, a la confirmacion de la bondad
del control metrolégico del equipo de medicion mediante muestras de
control enriguecidas sobre agua de laboratorio.

Debe tenerse en cuenta que, cuando esto ocurre, los valores habituales de
las muestras naturales que analiza el laboratorio estan lejos del limite de
cuantificacion y, por tanto, su frecuencia y necesidad de confirmacion es
menos critica que para el resto de concentraciones medidas.

De forma general, la concentracion minima de la fortificacion debe ser de 1
a 5 veces el valor de concentracion del analito en la muestra de control 9.
En cualquier caso, la fortificacion minima debe ser tal que no se produzca
solapamiento en los intervalos de confianza de los valores de la muestra de
control sin fortificar y fortificada.

c) Muestras duplicadas (naturales o material de referencia)
El ensayo por duplicado de muestras de rutina del laboratorio permite
obtener informacion sobre la repetibilidad del método, heterogeneidad de la

muestra y posibles errores accidentales.

Numéricamente se obtiene a partir del valor del rango, o diferencia entre
valores experimentales, en valor absoluto o relativo:

R= 1V, - Wl
|Vj__ Trf"l

R (%)= —————- 100
Vj—iz—li.

d) Patrén interno de recuperacion

Se utilizan generalmente en aquellos métodos con procesos de extraccion
y/o purificacién de la muestra, para evaluar el rendimiento en cada muestra.
Se trata de una cantidad conocida de uno o varios componentes, que se
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afiaden a las muestras antes de su extraccion, de forma que se controla la
eficacia de la extraccion y el porcentaje de recuperaciéon de cada muestra.
El componente afiadido imita el comportamiento de los analitos de interés y
son compuestos poco probables de ser encontrados en muestras
medioambientales.

e) Blancos

Consiste normalmente en una muestra de agua de laboratorio a la que se
adicionan los mismos reactivos, si procede, que a las muestras de rutina.

Ademas de permitir realizar un seguimiento del limite de deteccion, estos
deben incluirse siempre que sea necesario identificar posibles fuentes de
error como, por ejemplo:

* Contaminacioén de reactivos

» Contaminacion de recipientes o del sistema de medida (efecto
memoria)

* Errores instrumentales (ejemplo: deriva de la linea de base)

La posicion de los blancos en la serie analitica dependera del control
buscado, pudiendo situarse al principio, al final o en ambas posiciones de la
serie, 0 incluso puede ser necesario contemplar puntos intermedios
atendiendo al grado de contaminacién de las muestras a ensayo. Los
resultados obtenidos deben responder a los criterios de aceptacion
establecidos por el laboratorio, que pueden estar relacionados con la sefal
instrumental (métodos cromatograficos), o bien con los limites deteccion o
cuantificacién de los métodos validados @,

Para confirmar el criterio de aceptacién establecido inicialmente el
laboratorio puede hacer uso del histérico de valores disponibles de blancos.

5.2.2. Ensayos microbiolégicos

En cuanto a las determinaciones microbioldgicas, indicar en primer lugar que
éstas cuentan con una serie de limitaciones que pueden resumirse en:

. El ensayo microbiologico parte de suspensiones de microorganismos
vivos, que pueden comportarse de una manera aleatoria y, por lo tanto,
el numero de colonias observadas es solamente una aproximacion del
ndmero real de dichos microorganismos “V.

. Interacciones producidas por la microbiota acompanante al
microorganismo.
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. Baja robustez condicionada por las condiciones de incubacion, el

medio de cultivo, la preparacion de la muestra, la experiencia del
personal, etc.

Como consecuencia de lo anterior, no siempre es posible disponer de
materiales de referencia certificados que garanticen una adecuada trazabilidad.

Los controles de calidad microbiologicos incluyen:

1.

1. Control de medios de cultivo (selectividad, productividad vy
especificidad)

2. Control de cepas.

3. Control de ensayos (precision y recuperacion)

4. Control de condiciones ambientales

Control de medios de cultivo (selectividad, prod uctividad vy
especificidad).

En el momento de establecer la tipologia y frecuencia de los controles de
calidad sobre los medios de cultivo, se debe diferenciar entre:

a)

b)

Medios listos para su uso (incluyendo los parcialmente completos)

El laboratorio deberia adquirir sus medios a fabricantes con sistemas de
gestion de calidad reconocidos (certificacion ISO 9001) y comprobar que los
controles realizados por ellos estan basados en la norma ISO 11133. En
este caso el laboratorio no tendra que repetir el control de calidad, salvo
cuando realice la primera compra del medio de cultivo o por cambio de
fabricante. El resto de tipos de control de calidad microbiolégico (ej.
recuperacion de ensayos) sirven para realizar un control indirecto sobre los
medios empleados por el laboratorio. En otras circunstancias, el laboratorio
debera establecer un esquema de control propio y basado en la norma ISO
11133 ¥ @),

Medios preparados internamente por el laboratorio, a partir de
formulaciones deshidratadas comerciales

En este caso, deben establecerse los controles de calidad a realizar en
base a la norma ISO 11133 teniendo en cuenta, cuando procedan, las
especificaciones del fabricante 9,

Medios preparados a partir de sus componentes basicos individuales.

Ademas de asegurar la productividad del medio, el laboratorio debera
identificar y seleccionar las especificaciones aplicables a los controles a
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realizar ®®. Para ello puede recurrir a bibliografia, normas de ensayo
especificas o la norma ISO 11133.

En el Anexo IV se incluyen tablas con propuestas para el control de medios
de cultivo y las cepas a utilizar.

2. Control de cepas

El control de las cepas microbianas en el laboratorio tiene como objetivo
demostrar la perdurabilidad de las cepas utilizadas en el control de calidad y la
estabilidad genética de las mismas a lo largo del tiempo de almacenamiento.
Las cepas son fuente de trazabilidad en las medidas realizadas en el
laboratorio y se usan para la validacion de los métodos, el control de medios de
cultivo y el control interno de calidad de los métodos usados en el laboratorio.

Es importante distinguir entre cepa de referencia, lote de reserva de referencia,
cultivo de reserva y cultivo de trabajo (ver apartado de Definiciones). Para la
preparacion de un lote de reserva de referencia a partir de una cepa de
referencia seguir el siguiente esquema “*:
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Abastecimientos de
Agua y Saneamiento

Recepcionde la
cepa de referencia

Verificar y archivar
los documentos

Reconstituir segin
las indicaciones
del proveedor

Aislar en medio de
cultivo sélido
adecuado

Comprobar pureza
y caracteristicas
dela cepa

NO
Sl

Preparar la
suspension,
distribuir en
criotubosy
congelar

Lote de reserva de
referencia

Para la preparacion de los cultivos de reserva 'y de traba&o a partir de un lote
de reserva de referencia, seguir el siguiente esquema “:
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Lote de reserva
de referencia

Descongelar o reconstituir
atendiendo a las indicaciones

del fabricante
[
v v
Cultivar en medio solido Cultivar en medio sélido
adecuado adecuado
Cultivo de trabajo
Verificar pureza y morfologia Verificar pureza y morfologia
NO NO
si

Inocular en medio adecuado o
congelar suspension
Cultivo de reserva

Preparar
inéculo
para
ensayos

Aislar en medio adecuado
Cultivo de trabajo

Verificar pureza

Preparar
inéculo
para
ensayos

Fuente: Anexo B.2 1ISO 11133:2014
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El laboratorio debera establecer un control de calidad para cada tipo de cepa
(ver ejemplo en la tabla siguiente):

» Referencia: una vez recibida y reconstituida la cepa se realizaran pruebas
bioquimicas y de crecimiento en medios de cultivo especificos de
identificacion disponibles en el laboratorio para tal fin.

* Reserva: por cada cepa obtenida comprobar su pureza en medio de cultivo
no selectivo y crecimiento y morfologia adecuados en los medios de
cultivo en los que va a utilizarse como control.

e Trabajo: por cada uso comprobar su pureza en medio de cultivo no
selectivo.

Cepa: Escherichia coli
(WDCM 00013/ATCC 25922/CECT 434)

Pruebas morfologicasy | Crecimiento en medio de Comprobar
enzimaticas cultivo purezay
viabilidad
Gram
Oxidasa Agar Tergitol TTC
Cepa de referencia Catalasa Agar Cromogénico Si
Indol Colilert
Caldo lactosado
Agar Tergitol TTC
Cepa de reserva NO Agar Cromogénico Si
Colilert
Cepa de trabajo NO NO Si

3. Control de ensayos (precision y recuperacion)

Estas actividades de control de calidad deben realizarse, en la medida de lo
posible, con muestras naturales tanto positivas (inoculadas o contaminadas
naturalmente) como negativas (en el caso de controles de recuperacion).

Para inocular muestras se podran emplear:
- Suspensiones de cepas de coleccidon reconocida.
- Material de referencia.

- Muestras naturales.

El conjunto de actividades de control de calidad se realizara en condiciones de
reproducibilidad y dependeran del tipo de ensayo:

a) Ensayos cualitativos: limite de deteccion y blancos.
b) Ensayos cuantitativos: recuperacion, precision y blancos.

Los criterios de aceptacion de estos controles, al igual que para los métodos
fisico-quimicos, deben estar relacionados, al menos en un principio, con los
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resultados declarados en la validacion *”. La supervisién periddica de estos

resultados puede confirmar o no el cumplimiento de los criterios establecidos.
En este segundo caso, el laboratorio debera plantearse la coherencia de los
nuevos criterios con los derivados de su validacion y considerar su revision.
Los gréaficos de control son una herramienta comunmente empleada para ello.
Asi, la secuencia de actuacion podria ser:

» Elaborar el grafico de control inicial a partir de los datos de validacion.

* Incorporar resultados de control de calidad interno derivados de un
periodo temporal suficiente o un numero significativo de resultados de
control para mejorar el conocimiento de la robustez del método.

» Recalcular los valores medios de recuperacion y precision y los limites
de control correspondientes, para su aplicacion al grafico de control, si
procede.

* Actualizar periédicamente los limites de control en los casos en que se
obtengan diferencias significativas en los parametros de control (por
ejemplo, prueba ty prueba F) al incorporar nuevos resultados.

En el Anexo V se incluyen ejemplos de aplicacion de esta herramienta, tanto de
recuperacion (en % y escala logaritmica) como de precision.

Ensayos cualitativos: control del limite de detecci on

Con una frecuencia determinada (inicialmente puede ser mensual) se
inocularan muestras negativas con indculos de suspensiones microbianas con
recuento bajo cercano al limite de deteccion (<10 UFC), y se realizara el
ensayo segun el procedimiento de cada laboratorio. Si en la muestra analizada
no se espera microbiota acompafnante, se debera contaminar ademas con un
nivel de indculo adecuado de un microorganismo interferente.

El control se considera correcto si el resultado obtenido es “Ausencia” en
muestras no inoculadas y “Presencia” cuando la muestra haya sido inoculada.
Ensayos cuantitativos: control de recuperacion

Con una frecuencia determinada (inicialmente puede ser mensual), se
inocularan las muestras con indculos de suspensiones microbianas con un
recuento comprendido entre 20 UFC “Y y el limite superior de recuento en

placa, y se realizara el ensayo segun el procedimiento de cada laboratorio.

También se puede realizar el control de recuperacién a partir de los resultados
obtenidos en ejercicios intercomparacion.

La recuperacion en tanto por ciento se calcula como:
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T,
Rec (%) = —- 100
Ve
O bien en escala logaritmica:

Rec (%)= 107% - 100
Donde:

d, es Vg (log) =V (log)

VR, €s el Valor teérico o de referencia
Vwm, es el Valor experimental

Ensayos cuantitativos: control de precision

Con una frecuencia determinada (inicialmente puede ser mensual), se
realizaran réplicas de muestras naturales. Los recuentos comprendidos entre
20 UFC y el limite superior de recuento de cada método se encuentran dentro
del rango de precision o6ptimo, si bien la precision de los recuentos
comprendidos entre 10 y 20 UFC siguen siendo aceptables “?. Por tanto, este
control debe asegurar que mayoritariamente los resultados obtenidos
proporcionen recuentos por encima de 10 UFC.

La precision se calcula como:

Nz

SR:\/li (Yia _zyiB)2

Donde:

Yia, €s el dato transformado en Log;o de la réplica A (UFC/volumen analizado

(mL))

yie, €s el dato transformado en Logo de la réplica B (UFC/volumen analizado
_(mL)) ]

I, es el numero de muestras

n, es el nimero de repeticiones

Que puede expresarse en tanto por ciento:

CV (%) = (1— 107°8) - 100
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Control de blancos

El control de blancos supone la realizaciéon de un ensayo con una muestra de
agua estéril, cuyo resultado siempre debera ser <1 UFC/volumen testado o,
ausencia, en caso de ensayo cualitativo. Esta actividad ademas de controlar las
condiciones de ejecucibn del ensayo, complementa los controles
correspondientes a los realizados para medios de cultivo, material de filtracion,
controles ambientales y de superficies del laboratorio, por lo que su frecuencia
gueda supeditada al conjunto de los mismos.

4. Control de condiciones ambientales

Tiene como objetivo controlar las condiciones ambientales y el grado de
limpieza de las superficies de trabajo y de las instalaciones del laboratorio de
microbiologia.

Para ello se realiza el recuento de microorganismos aerobios (bacterias y
hongos), utilizando por ejemplo los siguientes medios de cultivo y condiciones
de incubacion:

* Recuento de bacterias aerobias: medio de cultivo no selectivo (TSA, AN,
PCA) incubando a temperaturas de 30-35°C durante 72 horas, o bien
36+2°C durante 48 horas.

e Recuento de hongos un medio de -cultivo especifico (Sabouraud-
Cloranfenicol, Rosa Bengala) incubando a temperaturas de 20-25°C o
30+2°C, durante 5 a 7 dias.

En el caso de control de superficies se utilizara, preferentemente, un medio que
contenga sustancias neutralizantes frente a posibles restos de desinfectantes y
detergentes que pudieran existir en la superficie a estudiar.

Control ambiental:

Se basa en el recuento de colonias crecidas en un medio de cultivo sélido no
selectivo que ha estado expuesto durante un tiempo determinado a los
microorganismos presentes en el ambiente. Se puede utilizar una de las
siguientes técnicas:

« Exposicién durante, por ejemplo 15 minutos ®®, de una placa sin tapar con
el medio de cultivo elegido, a la sedimentacion de microorganismos
presentes en el aire. Incubar en las condiciones indicadas anteriormente.
En el caso de cabinas de flujo laminar el tiempo de exposicion sera de 30
minutos. La expresion de resultados sera de recuento de UFC/placa.
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* Aspiracion de un volumen determinado de aire (como minimo 100L) e
impactacion sobre una placa de cultivo utilizando un muestreador de aire
automatico. Incubar en las condiciones indicadas anteriormente. El
resultado se expresara como recuento de UFC/m?.

Control de superficies:

Se basa en el recuento de colonias crecidas sobre un medio de cultivo solido
no selectivo, que se ha puesto en contacto con las superficies de trabajo un
tiempo determinado (por ejemplo 10 segundos) y ejerciendo una presion
uniforme. Se pueden utilizar varios tipos de superficies de contacto, como por
ejemplo placa de contacto Rodac, laminas de contacto, hisopo. El resultado se
expresa como recuento de UFC/cm?.

En el laboratorio se deben definir las zonas a estudiar y los controles a efectuar
en cada una de ellas. Se pueden definir las siguientes:

a) Zonas de trabajo: Poyatas de preparacion de medios de cultivo, de
inoculacion de muestras, de lecturas de resultados.

b) Cabinas de flujo laminar.

c) Incubadoras.

d) Otras zonas relacionadas con las zonas de trabajo: estanterias de las
zonas de trabajo.

En la tabla siguiente se incluyen las posibles alternativas de control,
frecuencias y criterios de aceptacion.

Control Control Criterios aceptacion
ambiental | Superficies | Ambiental® Superficies
UFCl/placa UFC/cm?
Poyatas preparacion <15 <1
de medios
Z_ona'Qe siembray <15 <1
filtracibn de muestras .
Zona de lecturas de St .
Si <15 <1
resultados
Cabmas de flujo <1 <1
laminar
Incubadoras No -- <1

@ Este criterio de aceptacion se establece para el control ambiental por
sedimentacion.

Estas actividades se realizan en condiciones normales de trabajo y
complementan los controles correspondientes a los realizados para medios de
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cultivo, material de filtracion y blancos, por lo que su frecuencia queda
supeditada al conjunto de los mismos.

El laboratorio debe establecer el plan de actuaciones a seguir en el caso de
que los controles no cumplan los criterios establecidos. Todos los resultados de
los controles ambientales y de superficie de las instalaciones del laboratorio
deberan estar registrados.
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ANEXO I - Familias de ensayo

Abreviaturas:
CNT: Aguas Continentales RES: Aguas Residuales

CNS: Aguas de Consumo REG: Aguas Regeneradas
MAR: Aguas Marinas

Categoria 0 (Ensayos en laboratorio permanente)

Parte A: Andlisis Fisico-Quimicos

FAMILIAS (OTA2
ENSAYO
1 2 3
CNT RES
Amonio por espectrofotometria UV-Vis (Indofenol) CNS
REG
MAR
CNT
. . L CNS
Aniones mediante cromatografia idnica RES MAR
REG
Ani " CNT RES
Carbono orgénico no purgable por espectrofotometria IR MAR
CNS REG
. . e CNT
Cationes mediante cromatografia iénica CNS MAR
; . CNT RES
Cianuros Totales por espectrofotometria UV-VIS MAR
CNS REG
Cloro combinado (calculado) CNS MAR REG
Cloro residual libre y total por espectrofotometria UV VIS CNS RES
Cloro residual libre y total por titulacién volumétrica CNS MAR RES
Cloruros por espectrofotometria UV-VIS CNT
CNS
Color por comparacion visual I\C/ng REG RES
L Lo ’ CNT
Compuestos Orgéanicos Volatiles Cromatografia de gases MAR REG
/Espectrometria de masas (CG/MS) CNS
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FAMILIAS (NOTA2)

ENSAYO
1 2 3
CNT
Conductividad por electrometria ggg MAR
REG
. _ . . CNT
Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO5) por método RES
respirométrico REG
CNT
Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBOs) por electrometria RES
REG
. . . CNT
Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) por espectrofotometria UV-
VIS RES MAR
REG
CNT
Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) por volumetria RES MAR
REG
. . RES RES
Faésforo Total por espectrofotometria UV-VIS CNT REG REG
P CNT RES
Fluoruros por electrometria CNS MAR REG
Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos por Cromatografia de CNT

Liquidos de alta eficacia/fluorescencia (HPLC/FLD) CNS MAR REG
[Punto ebullicién < 400 °C]

indice de actividad Alfa total por el método de la evaporacion CNT
directa mediante contador proporcional CNS
indice de actividad Beta total y beta resto mediante contador CNT RES
proporcional CNS REG
. P CNT RES
Mercurio total por Fluorescencia atomica CNS MAR REG
Metales ™°™ ¥ disueltos por espectroscopia de emision por CNT MAR RES
plasma de acoplamiento inductivo (ICP -AES) CNS REG
Metales MO™ ¥ disueltos por espectroscopia de plasma de CNT MAR RES
acoplamiento inductivo (ICP-MS). CNS REG
Metales ™9™ 3 totales por espectrofotometria de absorcion CNT MAR RES
atémica. CNS REG
Metales M°™ 2 totales por espectroscopia de emision por plasma CNT MAR RES
de acoplamiento inductivo (ICP -AES) CNS REG
Metales ™9™ 9 totales por espectroscopia de plasma de CNT MAR REG
acoplamiento inductivo (ICP-MS). CNS
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FAMILIAS (NOTA2)
ENSAYO
1 2 3
Microcistinas por cromatografia liquida de alta eficiencia/masas CNT
(HPLC/MS) CNS
. - . . CNT
Microcistinas por enzima-inmuno-ensayo (ELISA) CNS
CNT RES
Nitratos por espectrofotometria UV-VIS CNS
REG
MAR
CNT RES
Nitritos por espectrofotometria UV-Vis CNS
REG
MAR
o . . . ., L . CNT
Nitr6geno Kjedahl mediante digestion, destilacién y posterior RES
valoracion acido-base
REG
o . CNT RES
Nitr6geno total espectrofotometria UV-VIS CNS REG
o . . . RES
Nitrégeno total por quimioluminiscencia CNT REG
CNT RES
Ortofosfatos por espectrofotometria UV-VIS CNS
REG
MAR
Plaguicidas por Cromatografia de Gases /espectrometria de CNT MAR RES
masas (CG/MS) CNS REG
. CNT
Plaguicidas por SPME/GC/MSMS CNS MAR REG
CNT
CNS
pH por electrometria MAR
RES
REG
CNT
Solidos en suspension mediante filtracion y gravimetria. RES MAR
REG
. L. CNT
Tritio por centelleo liquido CNS
CNT RES
Turbidez por nefelometria CNS REG
MAR
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Parte B: Andlisis Microbioldgicos

FAMILIAS (NOTA2)
ENSAYO
1 2 3
Deteccion y recuento de Legionella spp. con identificacion de CNT MAR RES
Legionella pneumophila CNS REG
CNT
Investigacion de coliformes totales mediante la técnica del CNS MAR
sustrato definido. (Ausencia/Presencia) RES
REG
CNT
Investigacion de Escherichia coli B-glucuronidasa positivos CNS MAR
mediante la técnica del sustrato definido (Ausencia/Presencia) RES
REG
Investigacion de Pseudomonas aeruginosa mediante la técnica CNT
del sustrato definido (Ausencia/Presencia) CNS
CNT
o . ) CNS
Investigacion de Salmonella spp (Presencia/Ausencia) MAR
RES
L . . CNT
Investigacién de Staphylococcus aureus (Ausencia/Presencia) MAR
- . . L CNT
Recuento de Clostridium perfringens (Filtracion) CNS MAR
Recuento de Clostridios sulfito reductores CNS
CNT
Recuento de Coliformes mediante técnica del sustrato definido ggg MAR
REG
. . . CNT RES
Recuento de Coliformes totales (Filtracion) CNS MAR REG
. . . CNT RES
Recuento de Coliformes termotolerantes (Filtracion) CNS MAR REG
. L CNT RES
Recuento de Enterococos/Estreptococos (Filtracion) CNS MAR REG
CNT
Recuento de Enterococos mediante técnica del sustrato CNS
o MAR
definido RES
REG
. CNT
o]
Recuento en placa de aerobios a 22° C CNS
Recuento en placa de aerobios a 37° C g“g
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FAMILIAS NO™A2)
ENSAYO
1 2 3
o o L CNT RES
Recuento de Escherichiacoli (Filtracion) CNS MAR REG
CNT
Recuento de Escherichia coli mediante técnica del sustrato CNS
T MAR
definido RES
REG
Recuento de huevos de nematodos intestinales por REG
observacion microscépica RES
. ' - CNT
Recuento de Pseudomonas aeruginosa (filtracién) CNS MAR
Recuento de Pseudomonas aeruginosa mediante técnica del
. CNT
sustrato definido
Recuento de Staphylococcus aureus (filtracion) CNT MAR

Notas al Anexo

(1) Dicho anexo constituye un ejemplo de lo que se puede considerar representativo
en cuanto a establecimiento de familias de ensayo.

(2) La equivalencia de matrices expresada en la tabla debe interpretarse a modo
orientativo, y puede realizarse atendiendo a su composicién y no a su origen de
modo que, por ejemplo, matrices de agua regenerada podran ser equivalentes a
aguas continentales o a aguas residuales. Para los ensayos microbiologicos se
ha tenido en cuenta el documento EA-4/18 ©7.

(3) En lo que respecta al concepto "Metales" se toma como referencia lo
establecido en el Real Decreto 817/2015, de 11 de septiembre, por el que se
establecen los criterios de seguimiento y evaluacion del estado de las aguas
superficiales y las normas de calidad ambiental. En dicha instruccion se
establecen diferentes acepciones para la determinacién de metales en funcién
del tipo de pretratamiento de la muestra, por tanto se entiende que cada
laboratorio define su familia en funcién de dicho pretratamiento.
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ANEXO II- Interpretacion de resultados de intercomparacion

Ejemplo 1 - Interpretacion de resultados de intercomparacion (resultado
cuestionable)

Se presentan a continuacion los resultados y la evaluacién del rendimiento realizada por
un organizador comercial para un ejercicio de intercomparacion en aguas de consumo
para el parametro Plomo.

Lab ID | Method Result (ug/L) Z score 47 | ICP-MS 6,3 0,20
1|ICP-MS 6,6 0,80 48 | ICP-MS 5,5 -1,40
2 | ICP-OES 7,6 2,80 49 | ICP-MS 6,1 -0,20
3| ICP-MS 6,2 0,00 50 | ICP-OES 8,2 4,00
4 | Other 6,3 0,20 51| ICP-MS 6,4 0,40
5| ICP-MS 6,1 -0,20 52 | ICP-OES 5,8 -0,80
6 | ICP-MS 6,4 0,40 53 | ICP-MS 6,5 0,60
7| ICP-MS 6,3 0,20 54 [ ICP-OES 5,7 -1,00
8 | ICP-MS 6,6 0,80 55 | ICP-OES 5,2 -2,00
9 | ICP-MS 6,0 -0,40 56 | ICP-MS 6,2 0,00
10 | AAS 7,0 1,60 57 | ICP-OES 6,4 0,40
11 | ICP-MS 5,3 -1,80 58 [ AAS 6,9 1,40
12 | ICP-MS 6,3 0,20 59 | AAS 6,5 0,60
13| ICP-MS 7,0 1,60 60 | ICP-MS 6,0 -0,40
14 | ICP-MS 5,8 -0,80 61 | ICP-MS 6,1 -0,20
15| ICP-MS 6,3 0,20 62 | ICP-MS 6,1 -0,20
16 | ICP-MS 6,6 0,80 63 | ICP-OES 10,5 8,60
17 | ICP-MS 6,2 0,00 64 | AAS 6,8 1,20
18 | ICP-OES 6,2 0,00 65 | ICP-MS 6,5 0,60
19 | ICP-MS 6,0 -0,40 66 | ICP-MS 6,3 0,20
20 | ICP-MS 6,2 0,00 67 | ICP-OES 6,6 0,80
21 | ICP-MS 5,7 -1,00 68 | ICP-OES 5,3 -1,80
22 | ICP-MS 6,3 0,20 69 | AAS 4,5 -3,40
23| ICP-MS 6,4 0,40 70 | ICP-MS 5,5 -1,40
24 | ICP-MS 6,3 0,20 71| AAS 5,9 -0,60
25 | ICP-OES 5,7 -1,00 72 | AAS 8,5 4,60
26 | ICP-MS 5,3 -1,80 73 | AAS <10,0
27 | ICP-MS 5,0 -2,40 74 | ICP-MS 6,3 0,20
28 | ICP-OES 7,8 3,20 75 | AAS 6,3 0,20
29 | ICP-MS 6,4 0,40 76 | ICP-MS 7,0 1,60
30 | ICP-MS 6,2 0,00 77 | ICP-MS 5,7 -1,00
31| ICP-MS 6,3 0,20 78 | ICP-OES 6,8 1,20
32 | ICP-MS 6,3 0,20 79 | AAS 6,1 -0,20
33| ICP-MS 6,0 -0,40 80 | AAS 6,8 1,20
34 | ICP-OES 6,5 0,60 81 | ICP-MS 6,3 0,20
35| AAS 6,7 1,00 82 | ICP-MS 5,9 -0,60
36 | ICP-MS 6,3 0,20 83 | ICP-OES 5,5 -1,40
37 | ICP-MS 6,3 0,20 84 | AAS 5,6 -1,20
38| ICP-MS 6,2 0,00 85 | ICP-MS 6,2 0,00
39 | ICP-MS 6,6 0,80 86 | ICP-OES <60,0
40 | ICP-MS 6,3 0,20 87 | ICP-MS 6,1 -0,20
41 | AAS 5,5 -1,40 88 | ICP-MS 6,1 -0,20
42 | ICP-MS 5,8 -0,80 89 | ICP-OES 5,0 -2,40
43| ICP-MS 6,0 -0,40 90 | ICP-MS 5,3 -1,80
44 | ICP-OES 6,0 -0,40 91| ICP-MS <100,0
45| ICP-OES 6,0 -0,40 92 | ICP-MS 6,5 0,60
46 | ICP-MS 5,8 -0,80
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Tras el tratamiento estadistico el Organizador incluye en su informe de valoracion los

siguientes datos:

Valor
Numero de Resultados 92
Numero de resultados excluidos 4
Media 6,2 ug/L
Mediana 6,2 ug/L
Desviacion Estandar 0,62 pg/L
Desviacion Estandar Robusta 0,44 pg/L
Rango de Resultados 4,5 a 8,5 ug/L

Con unos datos de rendimiento estadistico:

Valor
Valor asignado 6,2 ug/L
Incertidumbre del valor asignado | 0,1 pg/L
Desviacion Estandar Diana 0,5 pg/L
Rango Satisfactorio 5,2a7,2 ug/L
Z-Scores Satisfactorios (Z<2) 91,0%
Z-Scores Cuestionables (2<Z<3) | 3,4%
Z-Scores no satisfactorios (Z23) 5,6%
Resultados por método
. Desv,
NGmero de |Resultados | % del Mediana | oo\ ota Rango
Método Resultados | Excluidos | Total =
AAS 14 1 15,22 6,5 0,59 45a8,5
ICP-OES 19 2 20,65 6,0 0,74 5,0a8,2
ICP-MS 58 1 63,04 6,2 0,30 50a7,0
Otro 1 0 1,09 6,3 0,00 6,3a6,3
Todos 92 4 100 6,2 0,44 45a8,5
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Comentarios

En este interlaboratorio de matriz “Agua Limpia” han participado 92
laboratorios, de los cuales se han excluido 4 resultados para los célculos
estadisticos.

El valor asignado de Plomo es de 6,2 ug/L y, como es habitual en este
proveedor, se ha tomado a partir de la mediana de los resultados, coincidente
en este caso con la media. La desviacién diana establecida es de 0,5 pg/L, lo
cual ha dado un rango satisfactorio de valores entre 5,2y 7,2 ug/L.

Los participantes han utilizado principalmente 3 técnicas analiticas: AAS (15%),
ICP-OES (21%) e ICP-MS (63%).

El laboratorio 89 participa con un ICP-OES con un método acreditado, y declara
una incertidumbre expandida del 25% (k=2).

El valor original de Plomo emitido por el laboratorio fue de 5,0 pg/L, fuera del
rango de aceptacion indicado por el organizador. El valor de z-score obtenido
por este laboratorio es de -2,40, un valor considerado por el organizador como
“Cuestionable”, ya que es mayor de 2 pero inferior a 3 (2<|z|<3). El Sistema de
Gestidn de la Calidad del laboratorio indica que en estos casos se estudiara la
incidencia para estimar la apertura o no de una desviacion.

Dentro de este estudio, el laboratorio realiza las siguientes actividades:

- Revision de los resultados obtenidos con las diferentes técnicas
utilizadas por los participantes. La mediana de los laboratorios que
emplean ICP-OES es de 6,0 ug/L, frente a la mediana de 6,2 ug/L del
interlaboratorio, lo que indica que la desviacion observada no parece
deberse a la técnica utilizada.

- Revisiéon de los datos primarios del ensayo (unidades del resultado,
dilucion efectuada, calibracion del equipo, etc.) por si existe un error en
la interpretacion y presentacion del resultado final. No se detectan
errores.

- Revisién de las condiciones de conservacion de la muestra y su
manipulacion. Se verifica que ha sido la correcta.

- Revisiéon de las instrucciones del organizador de preparacion de la
muestra. En este caso, se trataba de un frasco para la medida directa, y
se comprueba que no ha existido error en este sentido.

- Revision de la secuencia de andlisis y de los controles de calidad, y se
verifica que fueron los correctos y satisfactorios.

- Revision del historico de resultados de participacion para este parametro
observandose resultados satisfactorios en los Ultimos afos.

- Realizacion de una repeticion del analisis, obteniéndose un resultado de
5,3 pg/L de Plomo. Se confirma el valor obtenido inicialmente, aunque
este segundo resultado entraria dentro del rango de aceptacion del
organizador.
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Teniendo en cuenta que el valor de la incertidumbre del resultado del
laboratorio participante es de un 25%, el intervalo de confianza del resultado
informado por el laboratorio estaria entre 3,8 y 6,3 pug/L, intervalo que incluye el
valor asignado (6,2ug/L) en el interlaboratorio. Esto puede ocurrir cuando el
intervalo de aceptacion del propio interlaboratorio es mas restrictivo que el
intervalo de confianza con el que informa el laboratorio (incertidumbre de
medida).

En este caso se concluye que, aunque el valor de z-score se considere
“cuestionable”, no es necesario abrir una desviacion y el resultado de la
intercomparacion se considera adecuado.
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ANEXO Il- Ejemplo 2 - Interpretacion de resultados

de intercomparacion

(presencia de dos poblaciones de datos)

Se presentan a continuacion los resultados y la evaluacion del rendimiento
realizada por un Organizador comercial para un ejercicio de intercomparaciéon
en aguas de consumo para el parametro amonio (MgNH,/L).

Cadigo Lab Método LEETLELD z' score Cadigo Lab Método LETIEED z' score
(mgNH,/L) (mgNH,/L)
1| DA 0,346 -4,09 38 |C 0,26 -5,43
2 | DA 0,473 -2,12 39| C 0,27 -5,27
3 | DA 0,711 1,57 40 | Otro 0,197 -6,4
4 | Otro 0,287 -5,01 41 | Otro 0,634 0,37
5| DA 0,454 -2,42 42 | IS 0,67 0,93
6]|IC 0,66 0,78 43| C 0,54 -1,09
7|C 0,672 0,96 44 | C 0,489 -1,88
8|C 0,578 -0,5 45| C 0,72 1,71
9|C 0,644 0,53 46 | C 0,627 0,26
10| C 0,3 -4,81 47 | C 0,61 0
11| C 0,687 1,19 48 | C 0,7 1,4
12 | IC 0,945 5,19 49 | C 0,29 -4,96
13| C 0,381 -3,55 50 | IC 0,297 -4,85
14 ]1C 0,326 -4,4 51 | Otro 0,294 -4,9
15 | DA 0,694 1,3 52 | C 0,309 -4,67
16 | C 0,66 0,78 53 | Otro 0,522 -1,36
17 | ASC 0,72 1,71 54 | C 0,678 1,05
18| C 0,754 2,23 55| C 0,267 -5,32
19 | DA 0,594 -0,25 56 | Otro 0,743 2,06
20| C 0,678 1,05 57]|C 0,497 -1,75
21 | ASC 0,563 -0,73 58 | ASC 0,837 3,52
22 | DA 0,611 0,02 59 | DA 0,47 -2,17
23 | F 0,669 0,91 60 | C 0,299 -4,82
24 | DA 0,669 0,91 61|C 0,411 -3,08
25 | ASC 0,638 0,43 62 | C 0,69 1,24
26| C 0,65 0,62 63 | Otro 0,69 1,24
27 | Otro 0,441 -2,62 64 | Otro 0,584 -0,4
28 | DA 0,745 2,09 65 | IC 0,111 -7,73
29 | IS 0,322 -4,46 66 | C 0,2 -6,36
30 | ASC 0,35 -4,03 67| IC 0,15 -7,13
31| C 0,38 -3,57 68 | Otro 0,375 -3,64
32| C 0,691 1,26 69 | ASC 0,63 0,31
33 | DA 0,69 1,24 70 | IC 0,76 2,33
34 | IS 0,36 -3,88 71| C 0,435 -2,71
35 | Otro 0,653 0,67 72 | C 0,535 -1,16
36 | Otro 0,608 -0,03 73 | C 0,6 -0,16
37 | Otro 0,298 -4,84 74 | Otro 0,156 -7,04
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El histograma de frecuencias de los valores de z’ es:
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Tras el tratamiento estadistico el Organizador incluye en su informe de
valoracion los siguientes datos:

Valores

NUmero de resultados

74

NUmero de resultados excluidos

11

Media

0,561 mg NH,/L

Mediana

0,610 mg NH,/L

Desviacion estandar

0,151 mg NH./L

Desviacion estandar robusta

0,131 mg NH,/L

Rango de resultados

0,294 a 0,837 mg NH,/L

Con unos datos de rendimiento estadistico:

Valores

Valor asignado

0,610 mg NH,/L

Incertidumbre del valor asignado

0,021 mg NH,/L

Desviacion estandar diana

0,061 mg NH,/L

Rango satisfactorio

0,488 a 0,732 mg NH./L

% z’ score satisfactorios 51 %
% z’ score cuestionables 12 %
% z’' score no satisfactorios 37 %
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Resultados por método:

Método Ne de Media Mediana Rango % No
resultados | (mg NH4/L) | (mg NH4/L) (mg NH,/L) Satisfactorios
ASC 6 0,623 0,634 0,350 a 0,837 33
C 32 0,517 0,559 0,200 a 0,754 34
DA 11 0,587 0,611 0,346 a 0,745 9
F 1 0,669 0,669 0,669 a 0,669 0
IC 7 0,464 0,326 0,111 a 0,945 71
IS 3 0,451 0,360 0,322 a 0,670 67
0] 14 0,463 0,482 0,156 a 0,743 43

Comentarios en el informe del Organizador:

“La evaluacion del rendimiento se ha realizado utilizando el z'-score, en lugar
del z-score, ya que hay que tener en cuenta el valor de la incertidumbre del

valor asignado (¥x*) por no ser despreciable al compararla con la desviaciéon
estandar diana (“=).

Si
uz= =03 o,
entonces
= x)
*Jl J;: + uff—

La solucion preparada para amonio en la muestra entregada contribuia en 0,29
mgNHJ/L a la concentracion total.

Varios participantes han enviado resultados que estan cerca del valor de la
fortificacion y, por lo tanto, indican muy poca contribucion al resultado global de
la matriz.

La mayoria de los participantes han enviado resultados de aproximadamente
0,60-0,66 mgNH./L, por lo que se utiliza el valor de la mediana como valor
asignado en el ejercicio. Los resultados promedio para cada uno de los
métodos individuales, excepto la cromatografia i6nica, son similares al
resultado mediana para todos los resultados”.
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Un laboratorio de ensayo que cuenta con cuatro Unidades Técnicas diferentes
ha participado en el ejercicio con los codigos 9, 10, 14 y 22, y tramita una
reclamacion al organizador ya que, habiendo recibido supuestamente la misma
muestra, sus resultados han sido:

o , Resultado ,
Cadigo Lab Método (mgNHa/L) z' score
9 0,644 0,53
10 0,300 -4,81
14 IC 0,326 -4,40
22 DA 0,611 0,02

Las consideraciones que realiza el laboratorio son:

» El laboratorio hace una revision de posibles errores de dilucion,
preparacion de la muestra, transcripcion de datos, etc., no habiendo
observado ningun problema.

* Las Unidades Técnicas 9 y 10 utilizan el mismo método de ensayo y
obtienen resultados de medida y estadisticos muy diferentes.

* Los datos obtenidos parecen agruparse en torno a dos valores, tal y
como se observa en el histograma de frecuencias elaborado por el
laboratorio:
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Intervalos de clase de resultados
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» A pesar de que el Organizador indica en su informe que la mayoria de
los participantes envian resultados en el intervalo 0,60 — 0,66 mgNH,/L y
establece como valor asignado la mediana de todos los resultados, el
laboratorio considera un error esa decisidon ya que el histograma de
frecuencias pone de manifiesto un claro comportamiento bimodal,
situacion que no ha sido considerada por el Organizador.

e El laboratorio sospecha que se han entregado dos muestras distintas
entre los participantes, ya que 39 laboratorios, independientemente del
meétodo utilizado, se agrupan por debajo del valor asignado y 27 por
encima de ese valor. Solo 9 laboratorios estdn en el entorno de la
mediana.

» El laboratorio tampoco considera adecuado el tratamiento estadistico ya
que el Organizador no tiene en cuenta que el 49% de los z'-score
obtenidos son cuestionables o0 no satisfactorios. La desviacion estandar
del ejercicio es muy elevada, dos veces y media superior a la diana
esperada.

El laboratorio comunica esta informacién al Organizador, y este decide abrir
una investigacion interna, comunicando posteriormente que anula el ejercicio al
confirmar que se ha producido un error en la preparacion de la muestra.
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ANEXO III- Elaboracion e interpretacion de graficos de
control de ensayos fisico-quimicos

A continuacién se detallan ejemplos de graficos de control que pueden ser
utilizados en los laboratorios para la evaluacion de la exactitud y la precision en
sus ensayos de rutina. Se especifican pautas de actuacién que solo pretenden
ser una guia y no criterios de obligado cumplimiento.

A) Control de la exactitud con un MRC. Medidas indi  viduales

Determinacion de amonio en aguas de consumo humano mediante
espectrofotometria UV-VIS (azul de indofenol). EI Real Decreto 140/2003
establece como valor paramétrico 0,5 mg/L, medido con una exactitud® de 10%
y una precision de 10%. De acuerdo con la definicion que el texto legal incluye
para precision, se asume un valor de RSD legal de 5%.

El laboratorio ha obtenido en su validacion los siguientes resultados al valor
paramétrico de 0,50 mg/L.

Precision (RSD): 5%
Sesgo: 4%
Incertidumbre expandida: 12%

Para realizar los controles de calidad internos de rutina utiliza un MRC matricial
de valor 0,50 mg/L NH4" con una incertidumbre certificada del 1%.

Se decide elaborar un grafico de control tipo X que consta de linea central,
limites superiores e inferiores de aviso (LAvS — LAvI) y limites superiores e
inferiores de accién (LAcS — LAcl). Este tipo de gréafico es uno de los mas
antiguos y sencillos, y se basa en la distribucién de los valores de control
alrededor de un valor de referencia. Se puede emplear para controlar tanto
errores sistematicos como aleatorios para los valores de control, basandose en
los resultados individuales o en una media de varios analisis. Mediante el uso
de un material de referencia similar a una muestra de rutina como muestra de
control, el sesgo puede controlarse por la comparacion, a lo largo del tiempo,
del valor medio de control con el valor de referencia “”.

Se realiza un control con cada serie analitica.
Los limites de aviso y accién pueden establecerse como:
a) Limites de control objetivo. Si el laboratorio no dispone de la validacion
del método pero quiere implantar un programa de control de calidad

puede utilizar en principio los valores establecidos legalmente o basados
en caracteristicas del método (bibliografia).

8 La definicion de exactitud en el Real Decreto 140/2003 equivale a la veracidad del Vocabulario
Internacional de Metrologia.
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En este caso, como el requisito del Real Decreto 140/2003 es RSD=5%,
los limites de aviso se pueden ajustar a dos veces la desviacion
estandar del requisito (£10%) y los limites de accion a tres veces la
desviacion estandar (x15%).

Nota: Si el requisito estuviera determinado en base a la incertidumbre, en este caso del
40% (Directiva 2015/1787 de la Comisidon de 6 de octubre de 2015), el requisito de
RSD podria ser establecido al 50% de la incertidumbre estandar, de tal modo que se

obtenga una estimacidn del requisito a partir de @7).

u

s U
RSD = —=—=10%
2 4

b) Limites de control estadistico. Si el laboratorio dispone de datos de RSD
obtenidos en la validacién, puede emplearlos para establecer los limites
de control. En este caso, el valor de RSD obtenido para el nivel de
concentracion de 0,50 mg/L es del 5%, coincidente con el requisito legal.
Asi, los limites de aviso se ajustan a dos veces la desviacion estandar
del requisito (x10%) y los limites de accién a tres veces la desviaciéon
estandar (£15%).

Como no existen diferencias significativas entre el valor medio experimental y
el valor de referencia del material en uso, la linea central en el grafico de
control se puede establecer a partir del valor medio de los valores de control, o
bien como el propio valor de referencia (por ejemplo, valor certificado
expresado en porcentaje). En este ejemplo se emplea el valor de referencia
como linea central del grafico.

Cada valor obtenido del andlisis de la muestra de control se expresa en %. Por
ejemplo, si el valor obtenido es 0,48 mg/L en el grafico se representara :

=2 100 = 96%
0,50

Los datos obtenidos en cada serie analitica se incluyen en la tabla siguiente:

Se recomienda usar una cifra adicional, respecto a las utilizadas en los resultados ensayo, para realizar
los célculos
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Parametro: AMONIO

Método: PEXXXX

Unidades: mg/l

Limite de

Cuantificacion: 0,20
N° Fecha Hora | Analista | Cddigo VL VL Rec (%) Observaciones

ensayo Ref.

1 MR 0,48 0,50 96
2 MR 0,50 0,50 100
3 MR 0,52 0,50 104
4 MR 0,50 0,50 100
5 MR 0,50 0,50 100
6 MR 0,51 0,50 102
7 MR 0,52 0,50 104
8 MR 0,50 0,50 100
9 MR 0,49 0,50 98
10 MR 0,53 0,50 106
11 MR 0,54 0,50 108
12 MR 0,51 0,50 102
13 MR 0,48 0,50 96
14 MR 0,52 0,50 104
15 MR 0,50 0,50 100
16 MR 0,53 0,50 106
17 MR 0,52 0,50 104
18 MR 0,48 0,50 96
19 MR 0,52 0,50 104
20 MR 0,51 0,50 102
21 MR 0,54 0,50 108
22 MR 0,52 0,50 104
23 MR 0,51 0,50 102
24 MR 0,49 0,50 98
25 MR 0,49 0,50 98
26 MR 0,48 0,50 96
27 MR 0,51 0,50 102
28 MR 0,53 0,50 106
29 MR 0,54 0,50 108
30 MR 0,54 0,50 108
31 MR 0,52 0,50 104
32 MR 0,49 0,50 98
33 MR 0,52 0,50 104
34 MR 0,51 0,50 102
35 MR 0,49 0,50 98
36 MR 0,52 0,50 104
37 MR 0,52 0,50 104
38 MR 0,53 0,50 106
39 MR 0,54 0,50 108
40 MR 0,49 0,50 98
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Y la representacion gréfica (Gréfico X):
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Con esta representacion es sencillo comprobar si un valor de control se sitla
fuera de los limites de aviso y accion, o si durante un periodo de tiempo se
observa un comportamiento sistematico (tendencias) en los valores de control.

Pueden darse tres situaciones:

1. El método esta bajo control.

2. El método esta bajo control, pero la evaluacion a largo plazo pone de
manifiesto que el método esta fuera de control estadistico (tendencias a
medio y corto plazo).

3. El método esta fuera de control.

Para mayor detalle consultar las referencias (20) y (27). En el ejemplo, todos
los valores estan dentro de los limites de aviso y, por tanto, el método esta bajo
control.

El laboratorio debe comprobar en el tiempo la idoneidad de los limites
establecidos, evaluando si tiene o no que modificarlos. En este ejemplo el
laboratorio decide revisar los graficos después de obtener 40 datos de control.
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A partir del conjunto de datos anteriores los nuevos limites de control
calculados son:

Nuevos Limites .
Calculados Existentes

Media % 102 100
RSD % 4 5

LACS % 114 115
LAVS % 110 110
LAvVI % 94 90
LAcl % 90 85

Tanto el valor del sesgo (2%) como el de la RSD (4%) son menores a los
obtenidos en validaciéon y los nuevos limites calculados estan dentro del
intervalo de los limites establecidos. El laboratorio, en principio, decide
mantener los limites existentes, ya que no superan los datos obtenidos en
validacioén, y por tanto la incertidumbre declarada.

B) Control de la exactitud (recuperacién) con muest ras adicionadas a
distintos niveles de concentracion. Medidas individ uales.

Para poder utilizar un mismo grafico de control con diferentes niveles de
concentracion es necesario:

» Expresar los resultados de control en valores relativos (%).

* Las RSD y el sesgo obtenidos durante la validacion del método en los
distintos niveles deben ser comparables para que los limites
establecidos se puedan aplicar a todos los niveles.

Si esto no es asi, el laboratorio debe evaluar la necesidad de disponer de
graficos distintos para distintos rangos de concentracion.

Continuando con el ejemplo del apartado A) anterior, los datos obtenidos en
validacion fueron:

0,20 mg/L 0,50 mg/L 2,0 mg/L
RSD 5% 5% 4%
Sesgo 5% 4% 4%
Incertidumbre 13% 12% 12%

Por lo que se establecen los siguientes parametros de calidad del método:

RSD maxima: 5%
Sesgo maximo: 5%
Incertidumbre maxima: 13%
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Como muestras de control se emplea un agua matriz con concentracion muy
baja en amonio (agua mineral), lo que nos permite asumir un valor de cero
mg/L para el pardmetro en control. A la matriz se adicionan valores de
concentracion de 0,20, 0,50 y 2,0 mg/L de un patrén comercial de amonio.

En cuanto a la frecuencia de control, el laboratorio decide que el nivel de 0,20
mg/L se analiza en cada serie analitica. Si la serie tiene mas de 20 muestras se
incluye también alternativamente la fortificacion de 0,50 mg/L y el de 2,0 mg/L.
En caso de series con menos de 20 muestras, las adiciones de 0,50 y 2,0 se
controlan al menos una vez a la semana.

Como en el caso A) se utiliza un Graéfico tipo X.

Para establecer los limites de aviso y accion se tienen en cuenta los resultados
de la validacion del método (limites de control estadistico), considerando la
RSD media (4,7%) a partir de los valores de los tres niveles de concentracion
evaluados, ya que los valores obtenidos en los mismos son similares. De este
modo:

LAcS =100 + 3-RSD media = 114%
LAVS =100 + 2:-RSD media = 109%
LAvl =100 - 2:RSD media = 91%
LAcl =100 - 3-RSD media = 86%

Como en el caso A) la linea central en el grafico de control puede ser el valor
de control medio de los valores obtenidos o un valor de referencia. Al tratarse
de un grafico inicial, el laboratorio utiliza el valor de referencia expresado como
el 100%.

Los valores obtenidos se incluyen en la tabla siguiente.
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Parametro: AMONIO

Método: PEXXXX

Unidades: mg/l

Limite de Cuantificacion: 0,20
Ne Fecha Hora Analista Cadigo e\rgg;ro ng Rec (%) Observaciones
1 MA 0,21 0,20 105
2 MA 0,50 0,50 100
3 MA 1,98 2,00 99
4 MA 0,19 0,20 95
5 MA 0,19 0,20 95
6 MA 0,21 0,20 105
7 MA 0,52 0,50 104
8 MA 2,01 2,00 100
9 MA 0,22 0,20 110
10 MA 0,53 0,50 106
11 MA 0,19 0,20 95
12 MA 0,19 0,20 95
13 MA 0,19 0,20 95
14 MA 0,52 0,50 104
15 MA 0,50 0,50 100
16 MA 1,96 2,00 98
17 MA 0,20 0,20 100
18 MA 0,48 0,50 96
19 MA 0,19 0,20 95
20 MA 0,19 0,20 95
21 MA 0,52 0,50 104
22 MA 1,99 2,00 99
23 MA 0,19 0,20 95
24 MA 0,19 0,20 95
25 MA 0,49 0,50 98
26 MA 2,01 2,00 100
27 MA 0,20 0,20 100
28 MA 0,19 0,20 95
29 MA 0,53 0,50 106
30 MA 0,19 0,20 95
31 MA 0,21 0,20 105
32 MA 1,97 2,00 99
33 MA 0,20 0,20 100
34 MA 0,51 0,50 102
35 MA 0,19 0,20 95
36 MA 0,19 0,20 95
37 MA 0,48 0,50 96
38 MA 1,98 2,00 99
39 MA 0,48 0,50 96
40 MA 0,19 0,20 95
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Su representacion grafica es:
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El valor de control nimero 9 se sitia por encima del limite de aviso. Aplicando
criterios de evaluacion y decision ?9©" el laboratorio considera que el método
esta bajo control y autoriza los resultados.

A partir del conjunto de datos de gréaficos sucesivos, el laboratorio procede a
evaluar los limites de control, obteniendo:

Media Sesgo RSD LACS LAVS LAvI LAcl
Grafico 1 99,1 0,9 4.2 112 108 91 87
Graéfico 2 98,1 1,9 3,8 110 106 91 87
Gréfico 3 99,3 0,7 45 113 108 90 86
Gréfico 4 98,5 15 4.3 111 107 90 86
Grafico 5 99,1 0,9 47 113 109 90 85
Grafico 6 98,3 1,7 41 111 107 90 86
Grafico 7 97,8 2,2 3,9 110 106 90 86
Gréfico 8 98,7 1,3 45 112 108 90 85
Grafico 9 99,2 0,8 42 112 108 91 87
Gréfico 10 98,2 1,8 47 112 108 89 84
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En tanto que la RSD media (4%) confirma los resultados obtenidos en la
validacion del método, el valor del sesgo medio (1%) es menor que el inicial.
Antes de tomar una decision para modificar los valores de linea central y limites
de control el laboratorio puede aplicar alguna prueba estadistica que le permita
comprobar si existen o no diferencias significativas entre los valores iniciales y
los nuevos (prueba Ty prueba F).

Otro posible analisis de datos puede estar orientado a evaluar el
comportamiento del método en cada valor de concentracién, aplicando graficos
de control por niveles.

C) Control de la precision (repetibilidad). Duplica  dos

El control de la precision puede llevarse a cabo mediante el analisis de
duplicados'. Este puede realizarse con muestras reales, MR, MRC, muestras
adicionadas, etc. Con esta sistematica controlamos la repetibilidad del método,
y no su reproducibilidad, de modo que al establecer los limites de control habra
gue tener este hecho en cuenta.

A la hora de seleccionar el tipo de muestra de control también hay que
considerar de manera especial su similitud con muestras naturales, ya que los
materiales sintéticos o los MRC pueden ser extremadamente homogéneos y
proporcionar resultados de control de dispersion alejados de la realidad. Esto
mismo puede suceder con la estabilidad de las muestras (por ejemplo en
determinaciones como oxigeno disuelto, solidos en suspension y DBOs).

En este ejemplo, el laboratorio emplea muestras de control reales (influentes y
efluentes de EDAR, y salidas de ERAR) para el ensayo de sélidos en
suspension en aguas regeneradas y residuales, mediante gravimetria. Desde el
punto de vista legal, el Real Decreto 1620/2007 de 7 de Diciembre, por el que
se establece el régimen juridico de la reutilizacion de las aguas depuradas
establece para esta determinacién un limite de cuantificacion menor o igual a 5
mg/L con una incertidumbre expandida maxima de 30%.

Los datos experimentales obtenidos por el laboratorio en la validacion del
método son:

RSD Reprod.media: 4%
Sesgo medio: 2%
Incertidumbre maxima: 10%

s para las muestras de ensayo, se hacen determinaciones individuales, el valor de control para el
grafico de rangos deberia estar basado en la diferencia entre las determinaciones individuales de dos (o
mas) alicuotas diferentes de la muestra. Si, por el contrario, las muestras de ensayo se analizan por
duplicado, se recomienda que el valor de control se base en el valor medio de las determinaciones
duplicadas de dos alicuotas diferentes de la muestra, es decir, el mismo nimero de medidas para las
muestras de ensayo de rutina que para las muestras de control.
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En cuanto a la repetibilidad experimental obtenida, en el caso de aguas
regeneradas, a bajo rango de concentracion se obtuvo una RSDiepetibilidad d€
3%, en tanto que para aguas residuales los valores fueron de 3%, 4% y 4% a
rangos de concentracion bajo, medio y alto respectivamente. Ya que los valores
obtenidos en los mismos son similares, se obtiene un valor medio

(RSD“E;E:i%i:'i:'g:') de 3’5%

El laboratorio representa los valores de control obtenidos en un Gréfico R, de
rangos, expresado en % ya que las concentraciones de las muestras de control
son variables.

El laboratorio realiza un control de duplicados por cada serie analitica, y si la
sierie tiene mas de 20 muestras, incluye una muestra de control de duplicados
adicional.

Al igual que en los casos A) y B), los limites pueden ser de control estadistico
(basados en el funcionamiento del método) o de control objetivo (requisito
analitico establecido)*.
Se puede recurrir a los resultados obtenidos en la validacion del método o, en
su defecto, a la realizacion de series de ensayos preliminares (N > 25) de
duplicados (n = 2), de modo que ©¢”:

* Lalinea central se establece como el rango medio:

- R.
RO - SR

* La desviacion estandar, como coeficiente de variacion:

El limite de aviso superior (LAVS) es + 2,83-RSDnedia

El limite de accion superior (LACS) es + 3,69: RSDpedia

Con los datos obtenidos por el laboratorio durante su validacion:

RSD,.50 = 3,5%

R (%) = 1,128 RSD, ;. = 4%
LAvS = 2,83- RSD, .. = 10%
LAcS = 3,69- RSD, ... = 13%

Los datos de control obtenidos son:

* No es habitual encontrar valores objetivo para la repetibilidad en la legislacion, si bien pueden aparecen
en algunos métodos normalizados.
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Parametro: Solidos suspension Para cada par de valores de control se calcula R(%)
Método: PEXXXX como:
Unidades: mg/! e
Limite de R (%)= - 100
Cuantificacion: 5,0 I
Vi

N° Fecha Hora |Analista| Cdédigo Vi 2 media R; R; (%) Observaciones

1 14 14 14,0 0,0 0,0

2 5,6 5,5 5,6 0,1 1,8

3 6,5 6,3 6,4 0,2 3,1

4 190 197 193,5 7,0 3,6

5 5,3 5,2 5,3 0,1 1,9

6 9,4 9,6 9,5 0,2 2,1

7 128 133 130,5 5,0 3,8

8 116 115 115,5 1,0 0,9

9 228 234 231,0 6,0 2,6

10 49 50 49,5 1,0 2,0

11 174 172 173,0 2,0 1,2

12 431 435 433,0 4,0 0,9

13 25,0 26,0 25,5 1,0 3,9

14 415 408 411,5 7,0 1,7

15 30 31 30,5 1,0 3,3

16 26 25 25,5 1,0 3,9

17 222 235 228,5 13,0 5,7

18 178 186 182,0 8,0 4.4

19 229 236 232,5 7,0 3,0

20 22 21 21,5 1,0 4,7

21 9,0 8,7 8,9 0,3 34

22 119 122 120,5 3,0 2,5

23 20 21 20,5 1,0 4.9

24 163 168 165,5 5,0 3,0

25 98 100 99,0 2,0 2,0

26 166 171 168,5 5,0 3,0

27 23 22 225 1,0 4.4

28 9,8 10,0 9,9 0,2 2,0

29 12,2 12,5 12,4 0,3 2,4

30 4,8 4,1 4,5 0,7 <LC

31 35 37 36,0 2,0 5,6

32 12,3 12,0 12,2 0,3 2,5

33 39 38 38,5 1,0 2,6

34 25 24 24,5 1,0 4,1

35 34 35 34,5 1,0 2,9

36 41 41 40,9 0,2 0,5

37 11,1 11,0 11,1 0,1 0,9

38 22 23 22,5 1,0 4.4

Los valores repetidos
39 1265 1109 | 1187,0 | 156,0 13,1 |son 1270y 1230
40 17 18 17,5 1,0 5,7
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El grafico R es:
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El dato de control nimero 30 se ha obtenido a partir de dos valores que son
inferiores al limite de cuantificacion. En este caso, se deja constancia de los
valores y se marca en el grafico como cero, y no se tendra en cuenta en el
recélculo de limites.

El dato de control nUmero 39 genera una situacion de fuera de control, por lo
que el laboratorio debe actuar de acuerdo con lo establecido en su programa
de control de calidad. En el ejemplo, las actuaciones llevadas a cabo fueron:

* Repeticion del andlisis de las muestras de control, obteniendo resultados
favorables.

« En la serie analitica no habia mas muestras con valores de
concentracion de sélidos superior a 100 mg/L.

* La serie incluia un material MR en rango alto con resultado favorable.

Por lo que el laboratorio decide autorizar los resultados de la serie analitica. La
muestra de control no se prepard0 adecuadamente pues contenia elevada
concentracion de solidos y no se realiz6 una homogeneizacion adecuada al
separar las alicuotas.

Como en los casos anteriores, debe realizarse una comprobacion de la
idoneidad en el tiempo de la linea central y de los limites de control. Al existir
valores fuera de control debe tenerse especial cuidado en su tratamiento. Si se
identifica una causa asignable para el resultado de fuera de control en el
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momento del analisis, el valor de control deberia ser excluido del calculo de los
nuevos limites de control. Sin embargo, si no se identifican las causas de los
resultados fuera de control sera inevitable tenerlos en cuenta. La exclusion de
estos valores, sobre todo si hay mas de uno en el conjunto de datos, puede
conducir a minimizar la desviacion estandar y a contraer los limites de control,
lo que se traduciria en el aumento de situaciones fuera de control.

A partir de 40 datos de control, el laboratorio procede a recalcular los limites:

Limites Calculados

R(%)= 2,9
LACS = 9,6
LAVS = 7.4

Obteniendo valores algo menores a los iniciales, y el laboratorio decide
mantenerlos hasta disponer de mas datos. Con los resultados de control de un

afio el valor de R(%) es 2,9%, que expresado como RSDpmedia Seria 2,9/1,128 =
2,57%, sensiblemente inferior a la obtenida en validacion. Para confirmar si
existen diferencias estadisticamente significativas es recomendable aplicar
pruebas de significacidbn como la prueba T y la prueba F.
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ANEXO 1V - Control de medios de cultivo y cepas

Tablal: Método de Control General para Todos los Medios d e Cultivo

TABLA 1 - METODO DE CONTROL GENERAL PARA TODOS LOS MEDIOS DE CULTIVO

TIPO CONTROL Técnica Criterio

Descripcion visual del medio
Observacion visual Si hay anomalias se registra y se
comunica al proveedor

Observacion
macroscopica

pH® Electrometria Especificaciones fabricante

Incubacién a la temperatura y tiempo segun

Esterilidad método.

No crecimiento

™ pH no se valoraré en los medios que se adquieren ya preparados.

Tabla 2: Métodos de Control por Tipos de Medio de Cultivo

TABLA 2 - METODOS DE CONTROL POR TIPOS DE MEDIO DE CULTIVO
Productividad Selectividad Especificidad
Tipo . Tipo . Tipo .
control Criterio control Criterio control Criterio
>70% por
comparacion con el Inhibicidn del Crecimiento positivo
Selectivo de _— mismo medio. _— crecimiento. N ,
recuento Cuantitativo >50% por Cualitativo SF > 2 (Factor Cualitativo | con m%rfioclggla no
o comparacién con un Selectividad). P
g medio no selectivo.
~8 MR EEREE Cuantitativo icz::;/)oaracién conp(; - - --- ---
g recuento mismo medio.
W | galectivo de Buen crecimiento en Inhibicidon del Crecimiento positivo
= deteccion Cualitativo | nimero y tamafio de | Cualitativo crecimiento. Cualitativo | con morfologia no
las colonias SF > 2. tipica
. Buen crecimiento en
::t:?c?g:vo e Cualitativo | nimero y tamafo de - - - -
las colonias
Selectivo de Cualitativo Crecimiento Cualitativo caﬁz:ls; nrg?ic/a Ono . .
o | recuento (turbidez) P/A tipica
[a] -
g Selectivo de Cualitativo Crecimiento Cualitativo caﬁ:sse r;l,cslgcg Ono . .
= | enriquecimiento P/A (turbidez) P/A -
- tipica
g No selectivo de | Cualitativo Crecimiento i i . .
§ enriquecimiento P/A (turbidez)
No selectivo de N .
dilucién Cualitativo No crecimiento --- -- -—- -

Control cuantitativo en medios sdlidos: Inoculacion, incubacion, recuento y calculo de la recuperacion.
Control cualitativo: siembra en estria
Cualitativo P/A: presencia/ausencia
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Tabla 3: Microorganismos para el Control de los Medios de

Cultivo

TABLA 3 - MICROORGANISMOS PARA EL CONTROL DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

Productividad Selectividad Especificidad
Medio de cultivo Medio de Criterio de Criterio de
- - (*) - - (*) - - (*) - - - s
Microorganismo s aceptacion Microorganismo aceptacién Microorganismo Criterio de aceptacion
Colilert (NMP) Es.cher/ch/a col . TSA P:>0,5 Pseudomonas aeruginosa Inhibicion total --- ---
Klebsiella pneumoniae
. . Enterococcus faecalis Inhibicion total - -
GVPC Legilonella pneumophila BCYE P.>0.5
Legionella anisa R=Sr Pseudomonas aeruginosa | Inhibicion total o . .
Escherichia coli parcial
Escherichia coli
Lactosa-TTC Enterobacter aerogenes TSA P:>0,5 Enterococcus faecalis Inhibicién total Pseudomonas aeruginosa Morfologia no tipica
Citrobacter freundii
Endo Agar Escherichia coli TSA P:>0,5 Enterococcus faecalis Inhibicién total Salmonella typhimurium Morfologia no tipica
Enterobacter aerogenes
Me_dlo cromogenico para _Escher/ch/a col " TSA P:>0,5 Enterococcus faecalis Inhibicion total Pseudomonas aeruginosa Morfologia no tipica
coliformes Citrobacter freundii
mCP Clostridium perfringens | TSA o Blood agar P:>0,5 Escherichia coli Inhibicién total Clostridium bifermentans Morfologia no tipica
CN peeudomonas TSA Pe20,5 Escherichia colf Inhibicién total
aeruginosa Enterococcus faecalis
S8B Enterococcus faecalis TSA P20,5 Escherichia coli Inhibicién total . .
Enterococcus faeceium Staphylococcus aureus
Enterococcus faecalis Escherichia coli I
Enterolert Enterococcus faeceium TSA Pe20,5 Staphylococcus aureus Inhibicion total o o
- . Enterococcus faecalis
Bilis aesculine Enterococcus faeceium TSA P:>0,5 -—- --- ---
-Sraf(itsel';lﬂto iron tryptose Clostridium perfringens | TSA o Blood agar P:>0,5 Escherichia coli Morfologia no tipica
TSC Clostridium perfringens | TSA o Blood agar P:>0,5 Bacillus subtilis Inhibicion total - -
Bacillus subtilis .
YEA / PCA Escherichia coli YEA/PCA ya validado P:>0,7 - -
o Escherichia coli Inhibicién parcial o i .
YLD Salmonella typhimurium . Crecimiento Morfologia no tipica

Salmonella enteriditis

Enterococcus faecalis

Inhibicion total

Péagina 64 de 72




Aeas

Asociacion Espaiiola de
Abastecimientos de

Guia para el Funcionamiento de los Laboratoriosaesayo de Aguas.

Agua y Saneamiento

Parte I: Criterios para el Aseguramiento de la G&d de los Ensayos

TABLA 3 - MICROORGANISMOS PARA EL CONTROL DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

Productividad Selectividad Especificidad
Medio de cultivo Medio de Criterio de Criterio de
- - (*) - - (*) - - (*) - - - s

Microorganismo s aceptacion Microorganismo aceptacién Microorganismo Criterio de aceptacion

BCYE Legionella pneumophila | BCYE ya validado P:>0,7 - - -
Escherichia coli
Clostridium perfringens
TSA Pseudomonas TSA ya validado Pr>0,7 - - -
aeruginosa
Enterococcus faecalis

(*) Los microorganismos indicados son los que segtin ISO 11133:2014 deben utilizarse al menos para realizar los controles. Ver tabla 4 para la seleccién de la cepa correspondiente a cada microorganismo. Un laboratorio puede
estar empleando otros microorganismos con controles igualmente validos.
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Tabla 4: Cepas para Control de Medios de Cultivo

TABLA 4 - CEPAS PARA CONTROL DE MEDIOS DE CULTIVO

Cepa CECT | ATCC | WDCM Productividad Selectividad Especificidad
Bacillus subtilis 356 6633 00003 YEA TSC -
Gitrobacter freundi 7464 | 43864 | 0000s | -2ctosa TTC/ Medio

cromogénico
Clostridium NCTC
bifermentans 250 506 00079 - mCP
TS (Tryptose Sulfite)
Clostridium perfringens | 376 | 19408 | 00007 / - -

TSC / mCP / TSA

Enterobacter aerogenes | 684 | 13018 | 00175 Lactosa TTC / Endo - -

Agar
GVPC / Lactosa TTC /
S&B / Enterolert / Endo Agar / Medio -

Enterococcus faecalis 481 19433 | 00009 Bilis aesculine
cromogénico / CN / XLD

Enterococcus faecalis 795 | 29212 | 00087 TSA -

Enterococcus faecium 8108 | 6057 00177 S&B / Enterolert / - -

Bilis aesculine
CN / S&B / Enterolert / TS (Tryptose

Escherichia coli 434 | 25922 | 00013 Colilert / YEA / TSA mCP / XLD / GVPC Sulfite)
NCTC Lactosa TTC / Endo
Escherichia coli 8296 13167 00179 Agar / Medio --- -
cromogénico

Klebsiella pneumoniae - 31488 | 00206 Colilert - -
Legionella pneumophila | 7109 | 33152 | 00107 GVPC / BCYE
Legionella anisa 8177 | 35292 | 00106 GVPC - -
Pseudomonas Lactosa TTC /
seruainosa 108 | 27853 | 00025 Colilert / GVPC Medio

g cromogénico
Pseudomonas 110 | 10145 | 00024 CN/ TSA
aeruginosa
Salmonella typhimurium | 4594 | 14028 | 00031 XLD Endo Agar
Staphylococcus aureus 239 6538 00032 S&B / Enterolert -

(*) La seleccién de las cepas indicadas se ha realizado en base a aquellas que pueden utilizarse en el mayor nimero de medio de cultivo. Para ver la
posibilidad de uso de otras cepas consultar el anexo F de la norma ISO 11133:2014. Un laboratorio puede estar empleando otros microorganismos con
controles igualmente validos.
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ANEXO V - Graficos de control en ensayos microbiologicos
Ejemplo 1 : Grafico de Control de Recuperacion (en porcentaje

PARAMETROIEnterococos / Estreptococos |

CEPA]|Enterococcus faecalis

PNT|PAMB-15] MATRIZ]|Agua de consumo humano

A 1 2 3 4 5 6 7 8
Medida
Ve [V, Ve |V Ve |V Ve |V, Ve |V Ve |V Vo |V Ve |V
Recuento 48 | 46 48 | 45 55 | 40 55 | 38 55 | 51 55 | 41 55 | 47 55 | 52
Rec (%) 95,83 93,75 72,73 69,09 92,73 74,55 85,45 94,55
Lote cepa 03-9043 03-9043 03-7878 03-7878 03-7878 03-7878 03-7878 03-7878
Muestra 0001 0002 0003 0004 0005 0006 0007 0008
Fecha XX/XX/XX XX/XX/XX XX/XX/XX XX/XX/XX XX /XX/XX XX/XX/XX XX/XX/XX XX/XX/XX
Técnico YYY PPP MMM YYY PPP MMM YYY PPP
Medida 9 10 11 12 13 14 15 16
Ve |V Ve |V Ve | Wy Ve |y Ve |y Ve |V Ve |V Ve |V
Recuento 55 | 54 55 | 47 55 | 49 55 | 42 55 | 47 51 | 35 51 | 43 51 | 45
Rec (%) 98,18 85,45 89,09 76,36 85,45 68,63 84,31 88,24
Lote cepa 03-7878 03-7878 03-7878 03-7878 03-8816 03-7868 03-7868 03-7868
Muestra 0009 0010 0011 0012 0013 0014 0015 0016
Fecha XX/XX/XX XX/XX/XX XX/XX/XX XX/XX/XX XX/XX/XX XX/XX/XX XX/XX/XX XX/XX/XX
Técnico MMM YYY PPP MMM YYY PPP MMM YYY
Medida 17 18 19 20 21 22 23 24
Vo | v, Ve | v, Ve | v, Ve | v, Ve | v, Ve | v, Ve | v, Ve | v,
Recuento| 48 | 41 48 | 42 48 | 38 48 | 44 48 | 42 48 | 42 48 | 50 48 | 28
Rec (%) 85,42 87,50 79,17 91,67 87,50 87,50 104,17 58,33
Lote cepa 03-7868 03-7868 03-7868 03-7868 03-7868 03-7868 03-7868 03-7868
Muestra 0015 0016 0017 0018 0019 0020 0021 0022
Fecha XX/XX/XX XX/XX/XX XX/XX/XX XX/XX/XX XX/XX/XX XX/XX/XX XX /XX /XX XX/XX/XX
Técnico PPP MMM YYY PPP MMM YYY PPP MMM
PARAMETROS VALIDACION
Recuperacion (%) 82,60 180,00
o, 2ol 1 1 1 11 L] L] el
PARAMETROS GRAFICO o L | | | | | l -
Recuperacié (%) 84,82 12000
10000 ¢
Precision (%) 10,59 € s000
1 * é
§ 50,00
VALORES LIMITE < 000
[FRo0thes 10 T N I | | | I I I I [ | |
2.0
3537 [ LAct | 1175 000 i i i i i i H i i i H H i i i H H i i i
° - ~ i - B © ~ L 2 A ™ 2 = g B 5 2 2 B Bl ]
|OBSERVACIONES:
Media recuperacion validacién (log) 0,083 LAVS: Limite de aviso superior = 82,60 + (2x23,62)
Precision validacién (log) 0,117 LAvVI: Limite de aviso Inferior = 82,60 - (2x23,62)
LACS: Limite de accién superior = 82,60 + (3x23,62)
Recuperacién validacién (%) = 100 x 10%% = 82,60 LAcI: Limite de accién inferior = 82,60 - (3x23,62)
Precisién validacién (%) = 100 x (1-10%%7) = 23,62
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En este diagrama de control se ha incluido la siguiente informacion:

- Parametro a analizar.

- Microorganismo que se utiliza para realizar el control.

- Procedimiento de analisis.

- Matriz.

- Resultado experimental (V) y Resultado tedérico (Vgr) en UFC.

- Célculo de la recuperacion en % = (Resultado experimental/Resultado
tedrico) x 100.

- Lote de la cepa utilizada.

- Muestra: Numero de registro del analisis/muestra.

- Fecha de realizacion.

- Técnico analista.

Se especifican los “Parametros de validacion”:

- Valor en % de la recuperacion y precision obtenida a partir de datos de
la validacion, histérico de resultados, etc.

Se calculan los “Parametros del gréfico”:

- Célculo de la media de las recuperaciones Yy desviacion estandar a
partir de los 24 resultados. Datos de recuperacion y precision del
grafico.

Se indican los “Valores limite”:

- Célculo de los limites de aviso y accién superiores e inferiores, que se
obtienen de los datos de validacion, historico de resultados, etc.

El diagrama de control se construye comparando el resultado experimental con
el resultado tedrico (esperado).

Se introducen los datos necesarios para poder construir el grafico (celdas en
amarillo).

El resultado de la recuperacion individual queda registrado en el grafico que
contiene los limites de aviso y de accion.

Al final de los 24 valores se obtiene la recuperacion y precision del grafico
construido.
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Ejemplo 2 : Gréfico de Control de Recuperacion (en escala log  aritmica)

Pardmetro:  Recuento a 22°C
Método: PELBS002
de:| a
Matriz: Agua
Unidades:  UFC
MAT DE REF
3 Fecha - . L Diferencia %
N (@l Cédigo Lote Matriz Inéculo Vom Vg (log) Método:
1 28/1/2013(2)] BSM099 | PCA26102 AQ 0.1 74 61 0,0825 Recuperacion: del al
2 14/2/2013(1)[ BSMO099 PCA26102 AQ 0,1 89 61 0,1626
3 26/03/13(1) BSM099 PCA26102 AQ 0,2 163 122 0,1258
4 23/04/13(1) BSM099 PCA26102 AQ 0,2 125 122 0,0106 05
5 28/05/13(1) | BSMO099 PCA26102 AQ 0,2 130 122 0,0276 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 :ls
6 14/06/13(3) BSM099 PCA13043 AQ 0,4 258 244 0,0242 04 1
7 13/07/13(2) BSM099 PCA13043 AQ 0,4 289 244 0,0735 03
8 22/08/13(3) BSMO099 PCA13043 AQ 0,4 137 244 -0,2507 :
9 13/09/13(3) BSM099 PCA13043 AQ 0,3 189 183 0,0140 0.2 1 A
10 30/10/13(2) BSMO099 PCA13043 AQ 0,03 10 18 -0,2553
11 28/11/13(2) BSM099 PCA13043 AQ 0,2 82 122 -0,1725 0,1 7
12 17/12/13(3) BSM099 PCA13043 AQ 0,2 81 122 -0,1779
13 24/01/14(3) BSMO099 PCA13043 AQ 0,2 132 122 0,0342 00 1
14 10/02/14(1) BSM099 PCA13043 AQ 0,2 95 122 -0,1086 01 1 A
15 17/03/14(1) BSM099 PCA13043 AQ 0,4 135 244 -0,2571 ! A /
16 22/04/2014 | BSMO099 PCA25103 AQ 0,01 10 6 0,2218 r 4 = a
17 19/05/14(1) BSM099 PCA25103 AQ 0,07 56 43 0,1147 02 y v— V Y
18 16/06/14(1) BSM099 PCA25103 AQ 0,08 62 49 0,1022 -0,3 1
19 14/07/14(2) BSMO099 PCA25103 AQ 0,07 63 43 0,1659
20 26/08/14(2) BSM099 PCA25103 AQ 0,08 45 49 -0,0370 0.4 1
21 15/09/14(2) BSM099 PCA25103 AQ 0,2 131 122 0,0309 05
22 13/10/14(2) BSMO099 PCA18084 AQ 0,5 198 306 -0,1891 !
23 10/11/14(2) BSM099 PCA18084 AQ 0,2 99 122 -0,0907
24 15/12/14(2) BSMO099 PCA18084 AQ 0,5 185 306 -0,2185
25 12/01/15(1) BSMO099 PCA18084 AQ 0,4 196 244 -0,0951
Valores Calculados: Valores Establecidos:
Dif. media = 0,0015 0
ds = 0,1430| 0,09 Siendo:
LAcS = 0,4306 0,27 LAcS=Dif. media+3*ds
LAVS = 0,2876 0,18] LAVS=Dif.media+2*ds
LAV = -0,2846 -0,18 LAV=Dif.media-2*ds
LAcl = -0,4276 -0,27 LAcI=Dif.media-3*ds
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En este Diagrama de Control se ha incluido la siguiente informacion:

- Parametro a analizar.

- Método de analisis.

- Matriz.

- Unidades de expresién de resultado.

- Identificacion de la muestra analizada.

- Fecha de realizacion del ensayo.

- Material de referencia que se utiliza para realizar el control (codigo para
indicar el microorganismo y lote).

- In6culo empleado en la contaminacion.

- Resultado experimental (V) y resultado tedrico (Vg).

- Célculo de la recuperacion en log= Vy (log) — Vr (log).

Con los datos de recuperacion obtenidos en el grafico se obtienen los “Valores
Calculados™

- Célculo de la media de las diferencias y desviacion estandar obtenidas a
partir de esos 25 datos. Resultados de recuperacion y precision.

Se indican los “Valores Establecidos” que se obtienen de los datos de validacion,
historico de resultados, etc.

- Media de las diferencias y desviacion estandar obtenidas de estos datos.
Resultados de recuperacion y precision.

- Los limites del gréfico calculados con ese valor medio y esa desviacion
estandar.

El diagrama de control se construye indicando los limites de aviso inferior y
superior (en el ejemplo en amarillo) y los limites de accién inferior y superior (en el
ejemplo en rojo) y luego se van representando los resultados que se van
obteniendo (en el ejemplo en verde) en cada uno de los 25 datos.
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Ejemplo 3 : Control de Precision

EVALUACION DE DUPLICADOS DE MUESTRAS EN MICROBIOLOGIA

Parémetro:l Enterococos | Procedimiento interno: PAMB-15 Aﬁo

Matriz | Agua de consumo |
:‘eugei:::: Fecha Unidades Resultado 1 Resultado 2 (SL'::;'; (SI:‘;:)' 3Skreor | Evaluacion
Técnico | R1 (ufc) [R1 (Log)| Técnico | R2 (ufc) |R2 (Log)
0001 XX/XX/XX ufc/100ml XXX 38 1,580 XXX 38 1,580 0,00 | 0,117 0,234 | Satisfactorio
0002 XX/XX/XX ufc/100ml XXX 103 2,013 YYY 48 1,681 0,234 | 0,117 0,351 | Satisfactorio
0003 XX/XX/XX ufc/100ml PPP 47 1,672 YYY 55 1,740 0,048 | 0,117 0,351 | Satisfactorio
0004 XX/XX/XX ufc/100ml YYY 39 1,591 PPP 65 1,813 0,157 | 0,117 0,351 | Satisfactorio
0005 XX/XX/XX ufc/100ml XXX 69 1,839 PPP 68 1,833 0,004 | 0,117 0,351 | Satisfactorio
0006 XX/XX/XX ufc/250ml PPP 30 1,477 PPP 50 1,699 0,157 | 0,117 0,351 | Satisfactorio
0007 XX/XX/XX ufc/250ml YYY 20 1,301 YYY 27 1,431 0,092 | 0,210 0,630 | Satisfactorio
0008 XX/XX/XX ufc/250ml XXX 35 1,544 XXX 39 1,591 0,033 | 0,117 0,351 | Satisfactorio
0009 XX/XX/XX ufc/100ml XXX 53 1,724 YYY 81 1,908 0,130 | 0,117 0,351 | Satisfactorio
0010 XX/XX/XX ufc/100ml PPP 28 1,447 YYY 38 1,580 0,094 | 0,117 0,351 | Satisfactorio
0011 XX/XX/XX ufc/100ml YYY 20 1,301 PPP 22 1,342 0,029 | 0,210 0,630 | Satisfactorio
0012 XX/XX/XX ufc/100ml XXX 31 1,491 PPP 29 1,462 0,020 | 0,117 0,351 | Satisfactorio
0013 XX/XX/XX ufc/100ml PPP 45 1,653 PPP 40 1,602 0,036 | 0,117 0,351 | Satisfactorio
0014 XX/XX/XX ufc/100ml YYY 55 1,740 YYY 21 1,322 0,296 | 0,117 0,351 | Satisfactorio
0015 XX/XX/XX | ufc/100ml | XXX 23 1,362 XXX 81 1,008 | 0,387 0,117 | 0,351 | Revision
resultados
Observaciones
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En este documento se ha incluido la siguiente informacion:

- Parametro a analizar.

- Procedimiento de analisis.

- Matriz.

- Registro de muestra: Codificacién de muestra analizada.

- Fecha de realizacion.

- Técnico(s) analista(s).

- Resultados obtenidos (Resultado 1) y (Resultado 2) en UFC.

- Sk 1eor: Valor de precision obtenida en la validacion, a partir de histérico de
resultados, en logaritmo. (La precision puede ser diferente si se ha calculado
por rango de recuento).

Se realizan los siguientes calculos:

- Expresion de los resultados en logaritmos.

- SrEexp: desviacion estandar en logaritmo de cada par de valores.
- Calculos de 3 veces la Sg Teor-

Aceptacion de resultado:

- Los resultados de recuento son iguales o la Sg gxp debe ser inferior a 3XSrg Teor-

A partir de esta informacion se puede construir un grafico de control de la
precision del método.
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