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En este documento se recopilan los procesos metodoldgicos y fundamentos técnicos implicados en
el proceso de validacion de la técnica de viabilidad de organismos planctdnicos desarrollada en el
laboratorio- sede Caribe de la DIMAR, en el marco del proyecto de investigacién “Producir
informacion técnica-cientifica para PMM en Areas Marinas y Zonas Portuarias” ejecutado por la
Seccidn de Proteccion del Medio Marino del CIOH.
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INTRODUCCION

Las especies no nativas son organismos que establecen poblaciones fuera de su rango de
distribucidn natural a través de vias de introduccién intencionales o accidentales (Adams et al.,
2014). Las aguas de lastre constituyen un potente vector accidental de dispersion de especies
acudticas a nivel mundial y representan un gran riesgo para los ecosistemas.

Con el objetivo de reducir al madximo la transferencia de especies acudticas invasivas, la Organizacién
Maritima Internacional (OMI) ha generado dos directrices normativas para los paises suscritos al
convenio internacional para el control y la gestion del agua de lastre y los sedimentos de los Buques
(Convenio BWM). Una de ellas implica la adecuacién de sistemas de tratamiento a bordo de las
embarcaciones y sera exigida al entrar en vigor el convenio. No obstante, se ha demostrado que el
uso de tecnologias modernas y la implementacién de técnicas de tratamiento no garantiza una
eficacia del 100%, ya que algunos organismos fotosintetizadores han sido capaces de crecer entre 4
y 20 dias después de ser liberados en condiciones favorables (Kang et al., 2010; Zetsche y Meysman,
2012; Austero, 2019).

Adicionalmente, la directriz D-2 de la OMI manifiesta la necesidad de realizar analisis indicativos y
pormenorizados en los tanques de agua de lastre para verificar el funcionamiento de los sistemas
de tratamiento. Los métodos tradicionales para la colecta, preservacidon y cuantificacion del
plancton asumen que los organismos intactos estaban vivos al momento de la colecta; sin embargo,
este supuesto no es valido para muchos organismos en ambientes naturales y, posiblemente
tampoco lo es para aguas de lastre (Adams et al., 2014). En conformidad, la regulacién de la OMI
proporciona valores maximos de referencia para organismos viables, los cuales pueden llegar a
representar entre el 27 y 100 % del total de organismos en la muestra (Adams et al., 2014). La
viabilidad de los organismos dependera de factores como la longitud del viaje, las condiciones
fisicoquimicas, la realizacidn de recambio en aguas ocednicas y la aplicacidn de algun sistema de
tratamiento.

De acuerdo con lo anterior, verificar el cumplimiento de la regulacién D-2 implica: 1) que los
organismos necesitan ser contados y 2) que su viabilidad debe ser determinada (Zetsche y
Meysman, 2012). Adicionalmente, se deben cumplir criterios de robustez y baja variabilidad
estadistica (Carney et al., 2013), considerando que al trabajar con bajas concentraciones de
organismos elerror envuelto en el procesamiento de las muestras puede representar la diferencia
entre el cumplimiento o la sancién (Reavie et al., 2010). Actualmente, no existe un protocolo Unico
de evaluacién de viabilidad que permita discriminar entre células u organismos funcionales y no
funcionales.

Considerando que la viabilidad de las especies introducidas puede proveer informacién importante
para categorizar los riesgos potenciales en puertos comerciales internacionales (Kang et al., 2010),
se hace urgente el desarrollo e implementacién de procedimientos rigurosos, confiables y eficientes
para la evaluacién de la viabilidad de organismos en aguas de lastre (Reavie et al., 2010). Sin
embargo, debe tenerse claro que, ante la diversa composicion taxondmica, distribucién de tamanio
y morfologia de las comunidades planctdnicas, la aspiracién de un método de viabilidad de
aplicacion universal es algo poco realista (Zetsche y Meysman, 2012).



METODOLOGIA

EQUIPAMIENTO REQUERIDO POR EL METODO: FLOWCAM

El FlowCam es un equipo que fusiona los componentes dpticos, electrénicos y de fluido para
fotografiar, medir y contar de manera automatizada las particulas que pasan a través de una celda
de vidrio (Sieracki et al., 1998). El dispositivo puede capturar imagenes a tasas que superan las 20
imdagenes por segundo (Modo Autoimagen) o puede activarse por la deteccién de una sefal de
fluorescencia de clorofila a mediante un laser (Modo Fluorescencia). En este ultimo, si el aparato
captura mas de una particula por imagen no puede determinar cual de ellas emitié la seial de
fluorescencia; adicionalmente este modo requiere la configuracién de umbrales para diferentes
pardmetros (Romero-Martinez et al.,, 2017). Es importante mencionar que, debido al flujo
hidrodinamico de la muestra, la configuracion del enfoque de las imdagenes es un factor
determinante para la correcta identificacidon de los organismos; imdgenes de particulas u
organismos desenfocados dificilmente pueden ser analizadas (Steinberg et al., 2012).

Los sistemas que incorporan la citometria de flujo permiten obtener resultados de manera
automatica y rdpida por lo que son utiles en la evaluacidn del nimero de organismos viables en una
muestra después de su tratamiento con una tincion de viabilidad (OMI, 2013). Estos analisis tienen
una alta precisién y buena reproducibilidad; ademas, permiten un estudio detallado de las células.
Lo anterior representa una ventaja respecto a otros métodos indicativos (fluorescencia in vivo, tasas
fotosintéticas) de escala poblacional y no celular (Brussaard et al., 2001).

En particular, el Flowcam ha sido usado principalmente para analizar particulas menores a 200 um
(Kydd et al., 2018) con mayor disponibilidad de informacidn para fitoplancton. Si bien, el método es
capaz de realizar conteos de particulas, el conteo de células en complejos coloniales y filamentos no
es posible sin dedicar una cantidad considerable de tiempo en el andlisis fotografico (Reavie et al.,
2010).

Respecto a la cuantificacién de organismos, estudios comparativos han demostrado que las
herramientas automatizadas tienden a subestimar la concentracion de particulas y se han
observado diferencias entre los conteos realizados con el FlowCam y con microscopia tradicional.
De manera general, para los grupos taxonédmicos mds abundantes de fitoplancton y zooplancton,
las estimaciones de concentracién fueron aproximadamente 60 % mds bajas en el Flowcam que en
el microscopio (Kydd et al., 2018).

De igual manera, existen evidencias de diferencias entre los dos métodos para la estimacion de la
medida de los organismos. Los organismos analizados en el microscopio tienden a caer de forma
plana permitiendo que la longitud y el ancho sean medidos de manera precisa; en contraste, en el
flowcam las particulas pasan a través de la cdmara y el laser en cualquier dngulo, por lo que la
longitud y el ancho pueden ser tomados en diversas orientaciones (Kydd et al., 2018).

En trabajos exploratorios sobre la determinacién de viabilidad, algunas investigaciones han
combinado tinciones de viabilidad con citometria de flujo reportando afinidades especie-especificas
para diferentes tinciones, por lo que la identificacion del estado de viabilidad estaria restringida a la
confiabilidad de la tincidén (Reavie et al., 2010). Considerando, las falencias reportadas para el
método y la falta de informacidn para zooplancton (Le Bourg et al., 2015) y grupos heterétrofos de



pequefio tamafio, es recomendable hacer verificaciones microscdpicas para comprobar las lecturas
automaticas.

El FlowCAM utilizado en este trabajo pertenece a la serie VS-4; esta equipado con un laser azul de
488 nm, dos canales de filtros (Chl = 650 nm y Ch2 = 525 + 15 nm) y Software Visual Spreadsheet
version 3.2.3. Adicionalmente cuenta con objetivos 4X, 10X y 20X, que tienen un rango de tamano
de particula 6ptimo definido en fabrica, de 30—300 um, 15—-100 um y 3—-50 um, respectivamente.

Cada objetivo funciona con una celda de flujo y un colimador determinado (Tabla 1). La profundidad
de la cdmara de flujo establece el limite superior para el tamafio de las particulas que se pueden
analizar, mientras que el limite inferior lo determina el tamafo mas pequefio resuelto por el
aumento.

La cdmara digital tiene una resolucion de 1024 X 768 pixeles. Para cada aumento, una constante de
calibracidn de tamanio proporciona las dimensiones reales del campo de visién de la cdmara (Manual
FlowCAM, 2013). Para el modelo VS-4, el campo de visidn que logra observarse a través de las celdas
estandarizadas no es suficiente para cubrir todo el ancho de la cdmara de flujo, a menos que se
utilicen celdas especializadas Field of View (FOV).

Tabla 1. Especificaciones para las diferentes magnificaciones del equipo multipropésito Benchtop
FlowCAM.

Pretratamiento con
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CFOV5
FCO0FV
NM-50 (50um), NM-35 QCFC30
20X 0.5 mL. FC50 (35Hm)
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EQUIPOS, INSTRUMENTOS Y MATERIALES EMPLEADOS

En la tabla 2 se describen los equipos, materiales e instrumentos empleados en la validacidn del
método para la determinacién de viabilidad de organismos fitoplanctdnicos a través de la técnica
de citometria de flujo usado en aguas de lastre en el laboratorio del CIOH.

Tabla 2. Equipos, instrumentos y materiales empleados en la Validacion del Método de
Determinacion de Viabilidad de Organismos Fitoplancténicos Mediante Citometria de Flujo.

Certificado de Calibracién,
Nombre Fabricante Modelo Serie Callflcac‘lor‘\ y/o Incertidumbr
Mantenimiento e
Fecha Numero
Balanza OHAUS DV215CD DV215CD 02/05/202 C2598-22 +0.00006 g
2
Bomba de vacio Vacuubrand ME 1C ME 1C 12/08/202 235 N/A
1 5
Nevera- LG GR50G31CV 204KR0023 24/07/201 CLT 324419 +0,07200°C
Congelador F 2 9
Balén aforado 20 mL
alona oraCIZ m Brand Duran N/A 20/07/202 37259 £0.0129 mL
0
Pipeta aforada de 3
ipeta aforaca de Brand Duran N/A 8/08/2014 29705 £0.0021 mL
mLCI A
Probeta de 500 Schott Duran N/A N/A N/A +10 mL
mLClase A
Matraz kitasato SCHOTT DURAN N/A N/A N/A N/A
Pi |
inzas planas N/A N/A N/A N/A N/A N/A
conpunta
Fil fi
! tItOS.de ibra Ge Whatman N/A N/A N/A N/A
devidrio GF/F
healthcare
47mm
Papel aluminio N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Papel de arroz N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Fluid
Mallas 10 pm ) N/A N/A N/A N/A N/A
Imaging
Technologie
s
Fluid
Mallas 50 pm ) N/A N/A N/A N/A N/A
Imaging
Technologie
s
Celda de flujo de Flwd. FC100X1 N/A N/A N/A N/A
100um x 1 Imaging
mm Technologie
s




REACTIVOS Y MATERIAL DE REFERENCIA (PATRONES, MR Y MRC)

Un método alternativo para evaluar la viabilidad de los organismos esta basado en las propiedades
biofisicas de las células. Técnicas de tinciones vitales que penetran las células han sido desarrolladas
para evaluar la viabilidad de organismos fitoplanctdnicos en ambientes marinos y costeros (Adams
et al., 2014; De Castro et al., 2018). Autores (Brussaard et al., 2001; De Castro et al., 2018), han
sugerido el empleo de tinciones que fluorescen amarillo o verde bajo excitacién con ciertas
longitudes de onda (generalmente azules). Para la técnica aplicada en el presente estudio se utilizd
el reactivo FDA (Diacetato de fluoresceina), el cual reacciona con actividad enzimatica no especifica
dentro de las células, no es téxica y de menos costo (tabla 3).

Tabla 3. Reactivo para la tincidn para citometria de flujo empleado en la validacion del método para
la determinacién de viabilidad de organismos fitoplanctdnicos.

Nombre Referencia Lote Fecha venc. Concentracion Pureza Incertidumbre

Diacetato de

Fluoresceina (FDA) F7378-5G MKCM9758 07/2024 25 mg N/A N/A

El reactivo FDA colorea con verde fluorescente aquellas células con membrana celular intacta y
produccién de esterasas por actividad metabdlica. Estas células son clasificadas como vivas,
mientras que las células que no asimilan ninguno de los compuestos en su interior, son consideradas
como no viables (Gollasch et al., 2015).

CONTEXTO

La validacion del método para determinar la viabilidad de organismos en el laboratorio del Centro
de Investigaciones Oceanogréficas e Hidrograficas del Caribe se realizd en las areas de Biologia y
Microbiologia, concentrandose principalmente en las zonas 10 y 15. Se consideraron cuatro tipos
de matrices: 1) Agua de Mar Sintética, 2) Agua Estuarina (Sistema Eutroéfico), 3) Agua de Lastre sin
tratamiento y 4) Agua de Lastre con tratamiento (Filtracién + UV).

El criterio de viabilidad se definié mediante el Limite Critico, determinado por la longitud de onda
emitida por las fibras de fluorescencia. Para este fin, se utilizaron muestras de Agua de Mar Sintética.
Al mezclar el Diacetato de Fluoresceina (FDA) con una muestra natural o similar, se genera la
formacién de fibras de fluoresceina que, al ser estimuladas por una fuente de energia adecuada,
emiten luz a una longitud de onda especifica. Esta luz es detectada y cuantificada utilizando un
citémetro de flujo.

Asimismo, se emplearon muestras de Agua Estuarina y Agua de Lastre (con y sin tratamiento) para
calcular el Limite de Deteccidn, la Prueba de Rendimiento, el Limite de Cuantificacidn, el Limite
Superior de Cuantificacion, asi como para evaluar la Repetibilidad, Precision Intermedia y el
Porcentaje de Recuperacion del método.

Se llevaron a cabo siete réplicas para cada parametro analitico, con la colaboracién de dos analistas
durante dos o tres jornadas para calcular el Nivel Critico y el Limite de Deteccidn, y en una jornada
Unica para la Prueba de Rendimiento, Limite de Cuantificacion, Limite Superior de Cuantificacién, y
la evaluacion de los pardmetros de Repetibilidad, Precisién Intermedia y Porcentaje de



Recuperacién. A continuacion, se proporciona una lista de las siglas utilizadas en este ejercicio de
validacion:

Al: Analista 1 (Luis De La Hoz Barrientos)

A2: Analista 2 (Tatiana Marin Amado)

FDA: Diacetato de Fluoresceina

BCO: Blanco

BFL: Blanco Fortificado de Laboratorio

MN: Muestra de Agua Natural Estuarina (Sistema Eutrofizado)

MALCT: Muestra de Agua de Lastre con tratamiento (Filtracion + UV)

MALST: Muestra de Agua de Lastre sin tratamiento

Es importante destacar que la ejecucién de los ensayos implica la preparacién de soluciones
especificas para la determinacion del analito. A continuacidn, se detalla el procedimiento para la
preparacion de estas soluciones:

Solucidn Stock de FDA: Para preparar una concentracion de 5 mg/mL, disolver 25 mg de FDA en un
baldn aforado de 5 mL y agregar Dimetil Sulfoxido (DMSO) hasta la marca. Cubrir el balén con papel
de aluminio para protegerlo de la luz y almacenarlo a 4°C o menos. Antes de usar, verificar que no
haya cambios en la coloracién.

Solucidn de Trabajo de FDA: Diluir la solucién stock 400 veces con agua Milli-Q o agua destilada. Al
igual que la solucién stock, se debe verificar su coloracion antes de usar.

Preparacion de la Muestra: Afiadir 25 L de la solucion de trabajo de FDA en 1 mL de muestra filtrada
a través de mallas de 10 y 50 um. Mantener las muestras tefiidas a temperatura ambiente y en
oscuridad durante al menos 15 minutos antes de la lectura. Las muestras pueden permanecer
tefiidas en la oscuridad hasta 45 minutos sin riesgo de degradacidn fluorescente, segin se ha
confirmado mediante recuentos repetidos.

Agua de Mar Sintética: Para su preparacion, disolver 25 g de cloruro de sodio (NaCl) y 8 g de sulfato
de magnesio heptahidratado (MgS04-7H20) en agua desionizada y completar hasta 1000 mL en un
baldn aforado.

CONSIDERACIONES SOBRE EL EQUIPAMIENTO FLOWCAM VS4

Es importante mencionar que la falta de mantenimiento y calibracidon del equipo FlowCAM VS4
desde su adquisicidn plantea serias preocupaciones sobre la precision y fiabilidad de los resultados.
El mantenimiento regular y la calibracidon son esenciales para asegurar el correcto funcionamiento
del instrumento y la obtencion de mediciones precisas.

La ausencia de mantenimiento puede resultar en el desgaste de componentes internos, afectando
su rendimiento. Por ejemplo, se ha observado que el laser puede sobrecalentarse después de 4-5
horas de uso, interrumpiendo su funcionamiento temporalmente. Los laseres cuentan con sistemas
de proteccién térmica que los apagan automaticamente al alcanzar temperaturas criticas, por lo que
su revision es esencial para prevenir dafios y prolongar su vida util.



La falta de calibracidn regular significa que la precision del instrumento no ha sido verificada, lo que
puede dar lugar a errores sistematicos en las mediciones y, en consecuencia, a interpretaciones
incorrectas de los datos.

Ademas, el uso de esferas de fluorescencia es fundamental en la citometria de flujo, ya que permiten
evaluar el desempeiio del equipo y asegurar la fiabilidad de los resultados. Estas esferas, recubiertas
con fluorocromos que emiten diferentes longitudes de onda, son cruciales para calibrar el
instrumento. Por ello, se sugiere considerar su adquisicién para el afio 2025, siendo suministradas
por Fluid Imaging Technologies.

RESULTADOS DE LOS PARAMETROS DE VALIDACION

A continuacidn, se describen los parametros evaluados en la presente validaciéon del método,
adicionalmente, se incluye el valor obtenido.

1. CRITERIO DE VIABILIDAD

El FDA (Diacetato de fluoresceina) es un colorante que se utiliza cominmente en biologia celular y
molecular para identificar células vivas y evaluar la viabilidad celular. Cuando el FDA se mezcla con
una muestra natural, como una muestra biolégica o una muestra ambiental se genera una
formacién de fibras de fluoresceina (Fig. 1), lo cual, en ciertas condiciones, como un pH especifico o
la presencia de ciertos iones metadlicos, la fluoresceina puede formar fibras o agregados. Estos
agregados pueden ser el resultado de interacciones entre las moléculas de fluoresceina y otros
componentes celulares, como proteinas o lipidos.
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Figura 1. Imagenes de ejemplo de precipitados FDA registrados en las muestras de agua de mar
sintética (Blancos) para el calculo de los limites de deteccidn y cuantificacion.

Cuando estas fibras o agregados se forman, pueden exhibir propiedades de fluorescencia, emitiendo
luz a una longitud de onda especifica cuando son excitadas por una fuente de energia adecuada,
siendo detectadas y cuantificadas, generando interferencia en un citémetro de flujo.

En la presente validacién se ha considerado el efecto de las fibras producidas por la mezcla de agua
de mar sintética y FDA en la fluorescencia emitida para calcular el Nivel Critico, utilizando los valores
de fluorescencia obtenidos durante tres dias de desarrollo del ensayo.



Resultados:
Una vez analizados estos datos, se determind un Nivel critico basado en el calculo de la suma de la
sefial media del blanco mds un multiplo K, que para este caso es de 0,674 (nivel de confianza del
50%) por la desviacién estandar de la sefial de blancos (APHA, 2023), obteniendo los siguientes
resultados.

Tabla 4. Datos blancos (nm) para el calculo del Nivel Critico.

BLANCOS b1 b2 b3
Al A2 Al A2 Al A2
BCO1 2016,0 2120,0 2176,0 2121,0 2047,0 2233,0
BCO 2 2115,0 2031,0 2289,0 2101,0 2116,0 2242,0
BCO 3 2008,0 2050,0 2166,0 2238,0 2213,0 2259,0
BCO 4 2296,0 2040,0 2236,0 2277,0 2045,0 2078,0
BCO 5 2180,0 2047,0 2291,0 2039,0 2196,0 2039,0
BCO 6 2020,0 2015,0 2271,0 2253,0 2229,0 2194,0
BCO 7 2039,0 2018,0 2056,0 2161,0 2030,0 2038,0

Para calcular el nivel critico, se utilizé estadistica descriptiva para analizar los datos recopilados
durante estos tres dias, calculando la media, la desviacién estandar y otros estadisticos relevantes
para entender la distribucion de los valores de fluorescencia emitidos por las fibras en la mezcla.

Tabla 5. Nivel critico como criterio para determinacién de viabilidad en la validacion del método

Promedio 2134,0
Desviacion Estandar 97,9
Nivel Critico 2200,0

Finalmente, se establecieron criterios especificos para definir la viabilidad de los organismos
fitoplancténicos durante la validacién del método. Estos criterios se basan en los resultados
obtenidos (Nivel Critico), la Resolucién 477 de 2012 y otros parametros relevantes. A continuacion,
se detallan las aplicaciones de estos criterios:

- Inspeccidén visual: Un analista con experiencia taxondmica revisara las imagenes obtenidas para
asegurarse de que corresponden a organismos de la comunidad fitoplanctdnica, garantizando
que solo se cuenten las células pertinentes.

- Resolucién 477 de 2012: Se verificard que las células identificadas se encuentren dentro del
rango de tamafo establecido por la normativa, es decir, con un didmetro inferior a 50 micras y
superior a 10 micras (ESD).

- Longitud de onda de emisiéon (nm): Se comprobard que la fluorescencia emitida por las
particulas y/o células identificadas supere los 2200,0 nm, conforme al nivel critico de
fluorescencia definido.



La aplicacion de estos criterios permitira distinguir claramente entre los organismos fitoplancténicos
y otras particulas presentes en la muestra, como las fibras de FDA y la materia orgdnica. Esto
facilitara una determinacién precisa de la viabilidad de los organismos fitoplancténicos, asegurando
resultados confiables en la validacion del método.

A continuacidn, se presentan los parametros evaluados en esta validacidon del método, junto con los
valores obtenidos y los criterios de aceptacion.

2. LIMITES DE DETECCION (LD) Y CUANTIFICACION (LC)

Limite de Deteccion (LOD):

Descripcion: Cantidad mas pequeiia de mensurando en una muestra que puede ser detectada por
una Unica medicién, con un nivel de confianza determinado, pero no necesariamente cuantificada
con un valor exacto. Es expresado como concentracién del mensurando. Se calcula sumando la sefial
media del blanco mas un multiplo K (K se fija normalmente en tres (3) veces la desviacion estandar
de la sefial de blancos (APHA, 2023).

Resultados:

Para evaluar el limite de deteccion, se utilizaron blancos (BCO) sometidos al mismo procedimiento
que las muestras. Estos blancos consistieron en 1 mL de agua de mar sintética, a los que se les aplicé
la solucidn de trabajo de FDA. De este modo, se garantizo la validez de los resultados al comparar la
fluorescencia obtenida en los blancos con la de las muestras analizadas.

Tabla 6. Datos blancos (particulas/mL) para el calculo del Limite de Deteccion.

BLANCOS D1 D2 D3
(particulas/mL)

Al A2 Al A2 Al A2
BCO 1 343 932 728 119 488 682
BCO 2 197 407 892 787 900 126
BCO 3 275 398 273 351 174 577
BCO 4 172 542 821 486 345 203
BCO 5 115 849 895 856 727 496
BCO 6 249 721 282 706 927 254
BCO 7 584 929 324 548 391 786

Al notar que el equipo contaba fibras y no el analito de interés, se procedioé a realizar diluciones
seriadas a partir de una muestra natural eutrofizada (BFL). El propédsito principal de este proceso
fue reducir la abundancia de organismos fitoplancténicos viables a un nivel que permita la minima
enumeracion precisa de organismos en una muestra y que sea detectada y cuantificada por el
equipo.

Cada dilucién en la serie se designd con un factor de dilucién, que indico cuantas veces se diluyé la
muestra original en esa etapa especifica. Por ejemplo, una dilucién 1:10 significa que se tomd una
parte de la muestra original y se agregaron 9 partes de solvente, luego, una parte de esta dilucion
se tomo y se agregd a una cantidad medida adicional de solvente, creando otra dilucion. Este
proceso se repitio tres veces, diluyendo la muestra original en una proporcion de 1 parte de muestra
original a 1000 partes de solvente. En términos de factor de dilucion, esto se expresa como una



dilucion de 1:1000, lo que permitid al equipo detectar de 1 a 2 células viables.

Se optd por realizar diluciones debido a la composicién de la muestra natural. En muestras de agua
eutrofizada, la alta concentracidn de materia organica dificulta la evaluacion de la viabilidad de
organismos fitoplanctdnicos, lo que interfiere con el proceso de analisis y complica la interpretaciéon
de los resultados (Baek & Shin, 2009). Esto se debe a que la materia organica presente en este tipo
de ecosistemas tiene la capacidad de fluorescer. Cuando la materia organica es excitada por la
absorcién de energia, algunos de sus electrones pueden ser elevados a niveles de energia mas altos.
Al regresar a sus estados de energia originales, estos electrones liberan la energia absorbida en
forma de luz, lo que resulta en una emisidn de luz a una longitud de onda especifica (Lee et al.,
2015). Por lo tanto, es necesario pretratar adecuadamente las muestras para minimizar la
interferencia de la materia organica en el proceso de analisis.

Tabla 7. Datos blancos fortificados de laboratorio (BFL) (cel/mL) para el calculo del Limite de
Deteccidn.

BFL D1 D2 D3
(cel/mL)

Al A2 Al A2 Al A2
BFL1 1 1 2 1 1 1
BFL2 1 1 1 2 1 1
BFL3 1 2 1 1 1 1
BFL4 1 1 2 1 2 1
BFL5 1 1 2 1 1 2
BFL6 1 1 2 2 1 2
BFL7 2 2 2 2 1 1

El limite de deteccidn se obtuvo leyendo la absorbancia de siete (07) BFL analizados en tres (02) dias
diferentes, por dos analistas (Tabla 4-5). Para el limite de deteccidn, se calculd el promedio y la
desviacion estandar del conjunto de datos y se multiplicé por tres (03), el cual hace referencia al
valor del nivel de confianza correspondiente al 99%.

Tabla 8. Limite de Deteccion para el método.
LIMITES VALOR OBTENIDO

Limite de Deteccién 2 cel/mL

En algunas circunstancias, el LOQ puede ser igual al LOD, pero esto depende de la sensibilidad y
precision del método de andlisis utilizado. Si se demuestra con exactitud que el método de analisis
es capaz de cuantificar con precision concentraciones tan bajas como las que puede detectar
(IUPAC, 1955; APHA, 2023).

Sin embargo, esto requiere una validacidn rigurosa del método de analisis, que implica la evaluacion
de pardmetros como sensibilidad, especificidad, Tasa de falsos Positivos, Tasa de falsos Negativos,
Eficiencia y selectividad del método, al que le denominaremos Prueba de Rendimiento (ISO
13843:2017). Si estos parametros cumplen con los criterios aceptables para la cuantificacion precisa
en el rango de concentraciones del LOD, entonces se puede establecer que el LOQ es igual al LOD.



3. PRUEBA DE RENDIMIENTO

Una prueba de rendimiento en la validacidon de un método analitico es una evaluacién sistematica
que se lleva a cabo para determinar la capacidad del método para proporcionar resultados precisos
y confiables de acuerdo con los requisitos establecidos (ISO 13843, 2017). La prueba de rendimiento
de un método analitico involucra varios pardmetros importantes que ayudan a evaluar su
desempeiio.

Sensibilidad

Descripcion: La sensibilidad de un método analitico se refiere a su capacidad para detectar
verdaderos positivos. En otras palabras, es la probabilidad de que el método produzca un resultado
positivo cuando el analito esta presente en la muestra. Se calcula dividiendo el niumero de
verdaderos positivos entre la suma de los verdaderos positivos y los falsos negativos.

Especificidad

Descripcidn: La especificidad de un método analitico indica su capacidad para detectar verdaderos
negativos. Es la probabilidad de que el método produzca un resultado negativo cuando el analito no
esta presente en la muestra. Se calcula dividiendo el nimero de verdaderos negativos entre la suma
de los verdaderos negativos y los falsos positivos.

Eficiencia

Descripcion: La eficiencia de un método analitico es una medida global de su desempefo y se calcula
como la suma de los verdaderos positivos y los verdaderos negativos dividida entre el total de
muestras probadas. En otras palabras, es la proporcién de resultados correctos sobre el total de
resultados.

Tasa de falsos positivos

Descripcion: La tasa de falsos positivos es la proporcidn de resultados incorrectamente positivos
entre todas las muestras que son negativas para el analito. Se calcula dividiendo el numero de falsos
positivos entre la suma de los verdaderos negativos y los falsos positivos.

Tasa de falsos negativos

Descripcidn: La tasa de falsos negativos es la proporcidn de resultados incorrectamente negativos
entre todas las muestras que son positivas para el analito. Se calcula dividiendo el nimero de falsos
negativos entre la suma de los verdaderos positivos y los falsos negativos.

Selectividad

Descripcion: La selectividad de un método analitico se refiere a su capacidad para distinguir entre
el analito de interés y otros componentes presentes en la muestra que podrian interferir con la
medicion. Es esencialmente la especificidad del método, pero puede incluir también la capacidad
de discriminar entre el analito y compuestos estructuralmente similares.

Resultados:

Al igual que en el limite de deteccidén, las muestras naturales fueron pretratadas de manera
adecuada para minimizar la interferencia de la materia organica. Esto incluyd la realizacién de
diluciones seriadas, por lo que en la prueba de rendimiento se trabajaron con muestras con una



dilucion de 1:100, la cual fue enriquecida con células vivas (muestra original) y muertas (con sistema
de tratamiento Filtracién + UV), obteniendo los siguientes resultados.

Tabla 9. Resultados obtenidos a partir de las muestras enriquecida con células vivas y muertas.

MUESTRA NATURAL (MN) (cel/mL) ANALISTA 1 ANALISTA 2

MN1 47 50

MN2 52 49

MN3 51 49

MN4 50 49

MN5 49 50

MN6 49 47

MN7 52 51

Total de particulas 350 345

Sometidas a verificacion 243 237

Células confirmadas 147 159

Verdaderos positivos 212 231

Falsos positivos 138 114

Verdaderos negativos 138 114
Falsos negativos 0 0

Tabla 10. Tabla de contingencia. Resultados esperados vs resultados obtenidos.

Resultados obtenidos
Resultados esperados Positivo (+) Negativo (-)
Presuntivo (+) 443 0
Presuntivo (-) 252 252 443
695 252 504

947

Tabla 11. Pruebas de rendimiento de FDA para la determinacion de viabilidad de organismos
Fitoplancténicos.

Sensibilidad 1,00
Especificidad 0,50
Eficiencia 0,73

Tasa de falsos positivos 0,36
Tasa de falsos negativos 0,00
Selectividad 0,47

En el caso de la validacién de un método analitico realizado por dos analistas diferentes, la
sensibilidad, la especificidad y demas caracteristicas operacionales relacionadas a los parametros
no son medidas suficientes para desarrollar para determinar la exactitud y precision de un método,
por lo que es necesario realizar otras medidas como el indice de Concordancia de Kappa el cual es
utilizado para evaluar la concordancia entre los resultados obtenidos por dos analistas en un estudio



y asi evaluar la validez y utilidad de un método analitico y ayudar a determinar su idoneidad para su
aplicaciéon en situaciones especificas (1ISO 13843, 2017).

indice de concordancia de kappa (k)

Descripcidon: Es una medida estadistica utilizada para evaluar la concordancia entre dos
observadores o métodos de medicién para variables categdricas (Cohen, 1968). La férmula para el
coeficiente kappa es la siguiente:

PO - Pe

K =
1- P,

Donde:

P, es la proporcion observada de acuerdo entre los observadores o métodos.
P. es la proporcion esperada de acuerdo que ocurriria por casualidad.

La proporcion observada de acuerdo (P,) se calcula como la suma de los acuerdos observados en las
categorias de interés dividida por el nimero total de observaciones.

La proporcion esperada de acuerdo (Pe) se calcula como la suma del producto de las proporciones
marginales de cada categoria de los dos observadores o métodos.

Resultados:

El coeficiente kappa puede tener valores entre -1 y 1: Un valor de K cercano a 1 indica una
concordancia casi perfecta, un valor de K cercano a 0 indica una concordancia similar a la esperada
por casualidad y un valor de k negativo indica una concordancia inferior a la esperada por
casualidad.

Tabla 12. indice de Concordancia de Kappa

indice de Concordancia 0,61
po 0,734039208
pe 0,319716155
a+c 695
atb 443
b+d 252
n 947
nA2 896460,365

4. LIMITE DE CUANTIFICACION (LOQ)

Limite de Cuantificacion (LOQ):

Descripcion: Cantidad mas pequefia del mensurando en una muestra que puede ser
cuantitativamente determinada con la precisidn, exactitud, selectividad y linealidad del método. Se
calcula sumando la sefial media del blanco mas un multiplo K (K se fija normalmente en diez (10)
veces la desviacion estandar de la sefial de blancos (APHA, 2023).



Resultados:
Como se menciond anteriormente, El LOQ y el LOD pueden ser iguales, dependiendo de la
sensibilidad y precision del método analitico. Para que sean iguales, el método debe demostrar la
capacidad de contar con precision concentraciones muy bajas y detectarlas. Esto requiere una
validacidén rigurosa, incluyendo la evaluacion de pardmetros como los evaluados en la prueba de
rendimiento.

Los valores aceptados para la sensibilidad y la especificidad pueden variar dependiendo del contexto
analitico especifico, asi como de los estandares de calidad y las necesidades del analista.

En general, se busca que tanto la sensibilidad como la especificidad sean altas, lo que significa que
el método tiene una alta capacidad para detectar correctamente tanto los casos positivos como los
negativos. Sin embargo, es importante destacar que en algunos casos puede haber un trade-off
entre sensibilidad y especificidad. lo que quiere decir que, aumentar la sensibilidad de un método
puede reducir su especificidad y viceversa (ISO 13843, 2017). Por lo tanto, la eleccidn de valores
especificos para sensibilidad y especificidad dependerd de las necesidades analiticas especificas y
de los objetivos del estudio o la aplicacién en cuestidn, que, para este caso, se trata de determinar
organismos fitoplancténicos viables.

Las variables relacionadas a la prueba de rendimiento se expresan como un valor entre 0y 1, donde
1 es perfecta y 0 es nula (Cohen, 1968) (Tabla 10).

Tabla 13. Criterio del pardmetro de acuerdo a su valor.

VALOR DEL PARAMETRO CRITERIO
<0,20

0,21-0,40 Leve
0,41-0,60 Moderada
0,61-0,80 Sustancial

Tabla 14. Estratificacién a partir de pruebas de rendimiento de FDA e indice de Concordancia de
Kappa para la determinacion de viabilidad de organismos Fitoplanctdnicos.

PARAMETROS VALOR OBTENIDO CRITERIO
Sensibilidad 1,00
Especificidad 0,50 Moderada
Eficiencia 0,73 Sustancial
Tasa de falsos positivos 0,37 Leve
Tasa de falsos negativos 0,00 _
Selectividad 0,46 Moderada
indice de Concordancia 0,61 Sustancial

En una tabla de contingencia, los falsos negativos son importantes porque representan una
clasificacion incorrecta de casos negativos como negativos por parte de un método analitico (ISO
13843,2017). El uso del reactivo FDA no permite una determinacion directa de falsos negativos en
la viabilidad de los organismos fitoplancténicos en el sentido de una evaluacidn estadistica de los



errores de tipo Il (falsos negativos), y esto es debido a que el reactivo esta disefiado para identificar
células vivas y metabdlicamente activas (Baek & Shin, 2009).

El hecho de que el reactivo FDA no marque a un organismo como muerto se debe a que el proceso
de hidrdlisis del FDA dentro de la célula solo ocurre en células metabdlicamente activas. Si un
organismo esta muerto, pero aun conserva su estructura celular, el reactivo FDA puede penetrar en
la célula, pero no habra actividad metabdlica para convertirlo en fluoresceina; por lo tanto, el uso
del reactivo FDA no es adecuado para identificar falsos negativos en el contexto de un andlisis de
viabilidad celular, y esto se debe a que el reactivo FDA no puede distinguir entre células muertas y
células vivas, pero no metabolizantes (Baek & Shin, 2009).

De acuerdo a lo mencionado y a los resultados obtenidos en la prueba de rendimiento, se demuestra
con exactitud que el método de analisis es capaz de cuantificar con precisién concentraciones tan
bajas como las que puede detectar, por lo que para dicha validacidn se establece que el LOQ es igual
al LOD

Tabla 15. Limite de Cuantificacién para el método.

LiMITES VALOR OBTENIDO

Limite de Cuantificacion 2 cel/mL

5. LiIMITE SUPERIOR DE CUANTIFICACION

Limite superior

Descripcion: Rango maximo de concentracién de un analito que puede ser cuantificado de manera
precisa y confiable utilizando ese método en particular. Este limite estd determinado por la
capacidad del método para detectar y medir con precisién concentraciones altas del analito sin
saturacioén del sistema de deteccion o interferencias significativas (ISO 13843, 2017).

Resultados:

Las muestras naturales, especialmente las provenientes de entornos acuaticos como bahias, pueden
generar interferencias significativas en la determinacién de la viabilidad de organismos
fitoplancténicos, aumentando la incertidumbre del método. Estas interferencias pueden deberse a
factores la materia organica, que como se mencioné anteriormente, la presencia de alta carga de
materia organica en muestras eutrofizadas puede complicar la determinacién de la viabilidad del
fitoplancton (Baek & Shin, 2009). La materia organica puede interferir con los métodos de andlisis y
dificultar la interpretacion de los resultados, es por esta razdn que para hallar el limite superior de
cuantificacion se tuvo en cuenta valores histdricos de viabilidad y los datos obtenidos de una
muestra natural eutrofizada, obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 16. Resultados obtenidos a partir de muestras naturales de un sistema eutrofizado.

Analista 1 Analista 2

Total de Sometidas a Células Total de Sometidas a Células




particulas verificacion confirmadas particulas verificacion confirmadas
359 165 59 379 316 70
429 286 50 308 347 52
247 144 58 327 206 70
311 143 65 498 251 73
225 147 55 437 214 60
537 335 65 254 337 58
523 363 78 395 200 72
2631 1583 430 2598 1871 455

Tabla 17. Estadistica descriptiva para analizar los datos recopilados de los resultados obtenidos a
partir de muestras naturales de un sistema eutrofizado.

Promedio 63
Desviacion Estandar 9
Dato Minimo 50
Dato Maximo 78

El limite superior de trabajo en viabilidad de organismos fitoplanctdnicos dependié de la saturacion
de las células y la interferencia de la materia orgdnica y fibras fluorescentes. cuando la carga de la
muestra es muy alta, el ensayo requiere generar mds diluciones de trabajo. Por ello, el limite
superior viene definido por la capacidad del detector de mantener la proporcionalidad en los datos,
es por esta razén que para dicha validacion se tomd el dato maximo registrado en las muestras
naturales eutrofizadas como el limite superior de cuantificacion del método.

Tabla 18. Limite superior de Cuantificacién para el método.

LIMITES VALOR OBTENIDO

78 cel/mL

Limite superior de Cuantificacién

6. PRECISION

Para la mayoria de los métodos analiticos estandarizados, los indicadores de calidad se distribuyen
mediante una funcién cuyas propiedades son completamente conocidas y que representan la
distribucion normal ampliamente utilizada en el estudio estadistico de métodos y pruebas en
laboratorios.

Dado que las unidades de viabilidad del fitoplancton son las células (cel), en muchos casos estas cel
deben convertirse a valores que permitan "normalizar" su distribucién definida. El método utilizado
para realizar esta transformacién consiste en calcular los logaritmos de las cel en las que se
distribuyen los valores segiin una funcion normal y permite calcular los pardmetros de Precisién
Intermedia y Repetibilidad en una validacion (APHA, 2023).



De esta forma, al trabajar con los logaritmos de las cel podemos trabajar con las herramientas
basicas y bien conocidas asociadas a la distribucidn normal y simplificar calculos que, de no realizar
esta transformacion, resultarian mucho mas complejos.

La precision intermedia y la repetibilidad para este caso se logré trabajando con una matriz de agua
de lastre, tanto con tratamiento (Filtracion + UV) como sin tratamiento. Lo que implica llevar a cabo
pruebas o experimentos con fines de comparar los resultados entre el agua de lastre tratada y no
tratada para evaluar la eficacia del tratamiento, del reactivo diacetato de fluoresceina (FDA) y para
comprender mejor las propiedades del agua en diferentes condiciones.

Cabe resaltar que las muestras de agua de lastre, tanto tratadas como sin tratar, fueron sometida
previamente a un andlisis (Autoimagen) mediante citometria de flujo para detectar la presencia de
organismos de la comunidad fitoplanctdnica, los cuales no fueron observados. Se evidencié una alta
carga de sedimentos en ambas muestras. Por lo tanto, antes de proceder con el analisis de
viabilidad, se enriquecieron las muestras con muestras naturales de un sistema eutréfico en una
concentracién de 1:100 (10-2), con la finalidad de garantizar que tanto el método, como el equipo
y los analistas produzcan resultados consistentes y confiables antes de su implementacion.

Precision Intermedia

Descripcion: Indica la precision en donde los resultados del ensayo son obtenidos con el mismo
método sobre muestras idénticas en diferentes dias con diferentes analistas y posibles equipos
diferentes (APHA, 2023).

La precision de los resultados analiticos cuantitativos de células vivas en muestras de agua de lastre
se evalué mediante analisis replicados. El uso de conteos replicados se hace Unicamente para el
propdsito de determinar la precisidén. Los andlisis replicados son particularmente importantes
cuando un laboratorio o analista es nuevo en un método, o se espera que un método o matriz
genere resultados considerablemente variables (APHA, 2023).

Como primera fase se realizd el andlisis de duplicados de las primeras 15 muestras positivas de cada
tipo de matriz, con cada conjunto de duplicados analizados por los analistas, cuyos datos fueron
registrados para calcular el logaritmo de cada resultado, con fines de determinar el rango (R) para
cada par de duplicados transformados y la media (R) de estos rangos (APHA, 2023) (Tablas 19-20).

Tabla 19. Calculo de criterio de precisidn de muestras de agua de lastre con sistema de tratamiento
por Filtracion + UV, enriquecida con muestra natural de un sistema Eutrofizado.

RESULTADOS POR LOGARITMOS DECIMALES
MUESTRA ANALISTA DEL CONTEO RANGO DE LOGARITMOS
No. (Ruog) (Log Al - Log A2)

Al A2 Log Al Log A2

1 9 8 0,9542 0,9031 0,0512

2 7 7 0,8451 0,8451 0,0000

3 8 8 0,9031 0,9031 0,0000

4 9 8 0,9542 0,9031 0,0512

5 8 7 0,9031 0,8451 0,0580

6 9 8 0,9542 0,9031 0,0512




9 7 0,9542 0,8451 0,1091

9 8 0,9542 0,9031 0,0512

7 7 0,8451 0,8451 0,0000

10 9 7 0,9542 0,8451 0,1091

11 7 9 0,8451 0,9542 0,1091

12 7 8 0,8451 0,9031 0,0580

13 8 7 0,9031 0,8451 0,0580

14 9 8 0,9542 0,9031 0,0512

15 9 9 0,9542 0,9542 0,0000
¥ de Riog 0,7572
R 0,0505
rrecuems | 010

Tabla 20. Calculo de criterio de precisién de muestras de agua de lastre sin sistema de tratamiento
enriquecida con muestra natural de un sistema Eutrofizado.

RESULTADOS POR LOGARITMOS DECIMALES
MUESTRA ANALISTA DEL CONTEO RANGO DE LOGARITMOS
No. (Riog) (Log Al - Log A2)
Al A2 Log Al Log A2

1 10 9 1,0000 0,9542 0,0458

2 10 8 1,0000 0,9031 0,0969

3 9 8 0,9542 0,9031 0,0512

4 10 9 1,0000 0,9542 0,0458

5 10 8 1,0000 0,9031 0,0969

6 10 10 1,0000 1,0000 0,0000

7 10 9 1,0000 0,9542 0,0458

8 9 0,9542 0,9031 0,0512

9 8 0,9031 0,9542 0,0512

10 9 10 0,9542 1,0000 0,0458

11 9 10 0,9542 1,0000 0,0458

12 9 10 0,9542 1,0000 0,0458

13 10 1,0000 0,9542 0,0458

14 10 1,0000 0,9031 0,0969

15 8 9 0,9031 0,9542 0,0512
S de Riog 0,8156
R 0,0544
el

Resultados:

Se procedid a realizar nuevamente los duplicados, calculando su rango como se indico



anteriormente. Si el rango es <3.27*R, hay una probabilidad del 99% de que la variabilidad del
laboratorio sea adecuada (APHA, 2023), por lo que se expresa que los resultados de las mediciones
son consistentes y reproducibles (Tabla 21-22).

Tabla 21. Verificacidn de la precision de los conteos duplicados por analistas de muestras de agua
de lastre con sistema de tratamiento por Filtraciéon + UV, enriquecida con Muestra natural de un
sistema Eutrofizado.

RESULTADOS POR | LOGARITMOS DECIMALES DEL RANGO DE
MUESTRA ANALISTA CONTEO LOGARITMOS RANGO
_ *%
No. Al A2 Log Al Log A2 (Rloi)o(gLZgZ)Al ACEPTADO
1 9 7 0,9542 0,8451 0,1091 A
2 9 8 0,9542 0,9031 0,0512 A
3 7 8 0,8451 0,9031 0,0580 A
4 7 8 0,8451 0,9031 0,0580 A
5 9 8 0,9542 0,9031 0,0512 A
6 7 9 0,8451 0,9542 0,1091 A
7 8 7 0,9031 0,8451 0,0580 A
*Criterio de Precisién = (3,27 * R) = 0,1641
** A = Aceptado; | = Inaceptable

Tabla 22. Verificacidn de la precisién de los conteos duplicados por analistas de muestras de agua
de lastre sin sistema de tratamiento enriquecida con muestra natural de un sistema Eutrofizado.

RESULTADOS POR | LOGARITMOS DECIMALES DEL RANGO DE
MUESTRA ANALISTA CONTEO LOGARITMOS RANGO
- ok

No. Al A2 Log Al Log A2 (RIO:_)O(gLOAgZ)Al ACEPTADO
1 8 7 0,9031 0,8451 0,0580 A
2 8 7 0,9031 0,8451 0,0580 A
3 9 8 0,9542 0,9031 0,0512 A
4 9 8 0,9542 0,9031 0,0512 A
5 8 9 0,9031 0,9542 0,0512 A
6 7 8 0,8451 0,9031 0,0580 A
7 7 7 0,8451 0,8451 0,0000 A

*Criterio de Precisién = (3,27 * R) = 0,1767
** A = Aceptado; | = Inaceptable

Repetibilidad
Descripcidn: Precisidn obtenida bajo las mismas condiciones de operacién en un intervalo corto de



tiempo, por un mismo analista, en la misma muestra homogénea y en el mismo equipo. Con fines
de verificar el parametro en un método, es necesario calcular el coeficiente de variacion, el cual
debe ser menor al 10%, de igual forma, se debe calcular el coeficiente de variacion de Horwitz, y asi
comparar %Cv y %Cvy;. Para que los métodos sean repetibles se deberia cumplir la siguiente
relacion:

%Cv < %Cvi/2

Resultados:

Al igual que en la Precisidn Intermedia, se trabajo con el conjunto de duplicados analizados por los
analistas. APHA (2023) indica que el control de calidad en la repetibilidad de una muestra debe tener
un criterio de %CV < 10%. Ademas, el Laboratorio del CIOH emplea la ecuacién de Horwitz, con el
objetivo de evaluar la precisién del método analitico, bajo este pardmetro se considera aceptable
cuando el coeficiente de variacion por repetibilidad calculado (%CV) es menor que el coeficiente de
variacion de Horwitz (Cvuyz).

De acuerdo a lo mencionado anteriormente, los resultados obtenidos para ambos analistas
demuestran que la repetibilidad del método analitico se considera aceptable, cumpliendo con los
criterios establecidos (Tablas 23 — 24).

Tabla 23. Datos de los conteos duplicados por analistas de muestras de agua de lastre con sistema
de tratamiento por Filtracién + UV, enriquecida con Muestra natural de un sistema Eutrofizado.
%Cv= Coeficiente de variacion, Cvy/,= coeficiente de variacion de Horwitz.

RESULTADOS POR ANALISTA LOGARITMOS DECIMALES DEL
MUESTRA No. CONTEO
Al A2 Log Al Log A2
1 9 7 0,9542 0,8451
2 9 8 0,9542 0,9031
3 7 8 0,8451 0,9031
4 7 8 0,8451 0,9031
5 9 8 0,9542 0,9031
6 7 9 0,8451 0,9542
7 8 7 0,9031 0,8451
Promedio 0,9002 0,8938
Desviacion Estandar 0,0546 0,0382
CV% 6,06 4,27
CV% Tedrico 10% 10%
%CVi/2 22,99 23,01
Criterio de %Cv < %CV 1 %Cv < %CV 1
Aceptacion* A A

*A = Aceptado; | = Inaceptable

Tabla 24. Datos de los conteos duplicados por analistas de muestras de agua de lastre sin sistema
de tratamiento enriquecida con muestra natural de un sistema Eutrofizado. %Cv= Coeficiente de



variacion, Cvy/,= coeficiente de variacién de Horwitz.

RESULTADOS POR ANALISTA LOGARITMOS DECIMALES DEL CONTEO
MUESTRA No.
Al A2 Log Al Log A2
1 8 7 0,9031 0,8451
2 8 7 0,9031 0,8451
3 9 8 0,9542 0,9031
4 9 8 0,9542 0,9031
5 8 9 0,9031 0,9542
6 7 8 0,8451 0,9031
7 7 7 0,8451 0,8451
Promedio 0,9011 0,8855
D. estandar 0,0446 0,0419
CV% 4,95 4,74
CV% Teorico 10% 10%
%CVhiz 22,98 23,05
Criterio de Aceptacion* YOy < WGV e YOV = WOV
A A

*A = Aceptado; | = Inaceptable

7. PORCENTAIJE DE RECUPERACION

Porcentaje de Recuperacion
Descripcion: Se define como la proximidad entre la media de un ndmero infinito de valores medidos
repetidos y un valor de referencia. En alineacidn a éste atributo se determina el porcentaje de
recuperacion en los blancos fortificados y muestras naturales fortificadas de alta y baja
concentracién (APHA, 2023).

La veracidad también puede ser evaluada con base en el error relativo, absoluto o porcentaje de
recuperacion (%). Teniendo en cuenta el criterio conocido como limite de determinacion, el cual se
define como la concentracion minima utilizada en las pruebas con la que se obtiene una
recuperacion media aceptable. El intervalo recomendado para la aceptacion del porcentaje de
recuperacion puede variar dependiendo del método analitico, la matriz de la muestra y los
requisitos especificos del andlisis. Sin embargo, como regla general, un porcentaje de recuperacién
aceptable suele estar en el rango del 85% al 115%.

Es importante tener en cuenta que estos limites pueden variar segun las regulaciones especificas
del laboratorio o las especificaciones del método.

El porcentaje de recuperacion se obtiene con la siguiente expresion:

Valor obtenido
%R = ———  x 100
Valor esperado

Resultados:
El intervalo de aceptacidon para un método cuantitativo de organismos fitoplanctdnicos podria



necesitar ser mds amplio en comparacion con otros tipos de andlisis debido a la naturaleza de las
muestras y las caracteristicas bioldgicas de los organismos.

Los organismos fitoplanctdonicos pueden ser muy sensibles a las condiciones ambientales, como la
temperatura, la luz y los nutrientes, lo que puede influir en su distribucion y abundancia en una
muestra de agua (Baek & Shin, 2009). Ademads, las muestras de agua pueden ser altamente variables
en términos de composicidn y concentracién de organismos, lo que puede afectar la precisién y la
exactitud de las mediciones (Baek & Shin, 2009; Lundgreen et al., 2019).

Dado estos factores, es posible que se necesite un intervalo de aceptacion mds amplio para el
porcentaje de recuperacion en un método cuantitativo de organismos fitoplanctdnicos para tener
en cuenta esta variabilidad natural. Un rango de aceptaciéon mas amplio puede ayudar a compensar
las fluctuaciones en las condiciones ambientales y las diferencias en la composicion de las muestras,
permitiendo una evaluacién mas precisa de la precision del método (Lundgreen et al., 2019).

Es importante que el intervalo de aceptacion sea lo suficientemente amplio como para abordar la
variabilidad natural, pero también lo suficientemente estrecho como para garantizar mediciones
precisas y confiables (APHA, 2023), por lo que para la presente validacion se decidié ampliar el
intervalo entre un 80y 120%.

Los ensayos realizados indicaron un porcentaje de conformidad con el criterio establecido en las
muestras con y sin sistema de tratamiento evaluados, lo cual permite confirmar que el método es
veraz (Tablas 25 — 26).

Tabla 25. Porcentaje de recuperacion (%R) de muestras de agua de lastre con sistema de
tratamiento por Filtracidn + UV, enriquecida con Muestra natural de un sistema Eutrofizado.

MUESTRA Al %R A2 %R
(Cel/mL) Criterio de aceptacion: % Recuperacion 80 - 120 %
9 110,53 7 85,96
9 110,53 8 98,25
7 85,96 8 98,25
8 7 85,96 8 98,25
9 110,53 8 98,25
7 85,96 9 110,53
8 98,25 7 85,96

Tabla 26. Porcentaje de recuperaciéon (%R) de muestras de agua de lastre sin sistema de tratamiento
enriquecida con muestra natural de un sistema Eutrofizado. %Cv= Coeficiente de variacién, CvH/2=
coeficiente de variacion de Horwitz.

MUESTRA AL | %R A2 %R
(Cel/mL) Criterio de aceptacién: % Recuperacién 80 - 120 %
103,70 7 90,74
8 8 103,70 7 90,74
9 116,67 8 103,70




9 116,67 8 103,70
8 103,70 9 116,67
7 90,74 8 103,70
7 90,74 7 90,74

8. INCERTIDUMBRE

A partir de los equipos e instrumentos involucrados en el método M5-00-PRO-110 Determinacion
de viabilidad de organismos fitoplancténicos en aguas de lastre. se realizd el calculo de la
incertidumbre de la medicién para la determinacion de viabilidad de organismos fitoplancténicos
en agua de lastre, a través de la solucion FDA por citometria de flujo; los siguientes procesos fueron

identificados en el método:

Homogenizacion

¥

Filtracian

¥

Tincién

¥

Lectura

Figura 2. Procesos del método “Determinacion de viabilidad de organismos fitoplancténicos en

aguas de lastre”.

Adicionalmente, a los procesos que se desarrollan en la Determinacidn de viabilidad de organismos
fitoplancténicos en aguas de lastre, se identificaron las posibles entradas y fuentes de

incertidumbre, asi:

Tabla 27. Identificacién de los procesos del método, entradas y fuentes de incertidumbre.




ETAPAS
DIAGRAMA DE
FLUJO
1. Homogenizacién

2. Filtracion

3. Tincién

4. Lectura

ENTRADA

1.1. Condiciones
ambientales del
laboratorio.

1.2. Homogenizacién

2.1. Condiciones
ambientales del
laboratorio.

2.2. Filtracién de la
muestra en campo.
2.3 Filtracion de la
muestra en laboratorio
2.4. Analistas.

3.1. FDA y DMSO
3.2. Temperatura de
almacenamiento del
reactivo.

3.3. Tincién de la
muestra.

3.4. Analistas

4.1. Mantenimiento y
Calibracion equipo.
4.2 Configuracion
Equipo FlowCam.
4.3. Condiciones
ambientales del
laboratorio.

4.4. Analista

IDENTIFICACION DE FUENTES DE INCERTIDUMBRE

1.1. Temperatura y humedad ambiental. Tipo de error sistemético, se
debe garantizar condiciones de sugerida en la realizacién de los
ensayos por el laboratorio.

1.2. Homogenizacién manual. Error sistematico.

2.1. Temperatura y humedad ambiental. Tipo de error sistematico, se
debe garantizar condiciones de trabajos sugerida en la realizacién de
los ensayos por el laboratorio.

2.2. Malla 20 pm. Tipo de error sistematico, el procesamiento debe
garantizarse con materiales en éptimo estado.

2.3. Malla 10-50 pm. Tipo de error sistematico, el procesamiento debe
garantizarse con materiales en 6ptimo estado.

2.4. Incertidumbre aportada por analistas. Error sistematico por
competencias del analista.

3.1. Preparacién de reactivos. Tipo de error sistematico, generado
principalmente por la vidrieria.

3.2. Variaciones en la temperatura de almacenamiento. Error
sistematico, el equipo refrigerante debe estar en 6ptimas condiciones.
3.3. Aplicacién de tincién con transferpipetas. Error sistematico.

3.4. Incertidumbre aportada por analistas. Error sistematico por
competencias del analista.

4.1. Sesgo en la medicién del equipo. Error sistematico verificar
certificado de calibracion.

4.2. Que el operador no realice bien la programacién del equipo.

4.3. Temperatura y humedad ambiental. Tipo de error sistematico, se
debe garantizar condiciones de trabajos sugerida en la realizacion de
los ensayos por el laboratorio.

4.4. Incertidumbre aportada por analistas. Error sistematico por
competencias del analista.

Por otra parte, y con el fin de integrar las fuentes de incertidumbre en comun en cada uno de los
procesos identificados y facilitar el calculo de la incertidumbre, se procede realizar el siguiente
grafico de causas efectos del método a evaluar:

Condiciones
ambientales

Temperatura

Errores de
volumetria

T

Errores
aleatorios

Personal

Experiencia Errores no

Humedad Vidrieria Capacitaciones controlzbles N

Luz Incertidumbre en la

medicidn de

d de

organismos
fitoplanctonices por
i Seszo FDA citometria de flujo

FlowGam. DMS0
Equipos Materiales Reactivos

de referencia

Figura 3. Causas efectos del método Determinacidn de viabilidad de organismos fitoplanctdnicos en

aguas de lastre.

De acuerdo a lo mencionado en la tabla 24 y el modelo conceptual descrito anteriormente, se puede
detallar las fuentes de incertidumbre identificadas que afectan el método. No obstante, existen
algunas fuentes que por su naturaleza o su magnitud son dificiles de cuantificar o correlacionar



directamente con la incertidumbre de la medicidn. Por lo tanto, no suelen ser incluidas en el calculo
de la incertidumbre de manera directa. En este caso, por ejemplo, los errores aleatorios, la
experiencia y capacitacidn del personal, las condiciones ambientales y equipos como la FlowCAM;
corresponden a las condiciones anteriormente mencionadas. Sin embargo, es permitido tomar
resultados de los parametros de validacién que miden la influencia de todas estas fuentes como es
el caso de la repetibilidad y la precision intermedia.

Consecuentemente a la agrupacién de las fuentes, fue calculada la incertidumbre estandar por
componente la incertidumbre combinada y la incertidumbre expandida (Tabla 28 - 29),
considerando los lineamientos dados por la guia “Cuantificacién de la Incertidumbre en Mediciones
Analiticas” referenciados en Eurachem/CITAC, 2012, seguidas por el laboratorio Sede Caribe de la
Direccién General Maritima.

Tabla 28. Calculo de la estandar por componente del método Determinacién de viabilidad de
organismos fitoplancténicos en aguas de lastre por citometria de flujo.

DETALLES Y VALOR REPORTADO DISTRIBUCION INCEBTIDUMBRE
FUENTES UNIDADES DE ERROR O ESTADISTICA ESTANDAR POR
INCERTIDUMBRE COMPONENTE
FlowCAM 1,0000 Normal 0,44721360
Balanza Analitica 0,0029 Normal 0,00129692
- Transferpi 20 -
Equipos ransterpipeta 20 0,6600 Normal 0,29516097
200 pm
Transferpipeta 100 - 0,6800 Normal 0,30410524
1000 pm
Balén C'ar;f Ade20 0,0129 Triangular 0,0052664
Vidrieria Balon C'?T‘:'f Ade 10 0,0118 Triangular 0,0048173
Pipeta volumétrica .
de 10 mL 0,1000 Triangular 0,0408248
Calculada con base a
los datos reportados
Precision en B.ePeFlblhdady. 0,2215 Normal 0,0990536
Precisidn intermedia
de una muestra
natural

Tabla 29. Calculo de la incertidumbre combinada y expandida del método Determinacion de
viabilidad de organismos fitoplanctdnicos en aguas de lastre por citometria de flujo.

Incertidumbre Valor obtenido

Incertidumbre combinada 0,6254

Incertidumbre expandida 1,2508




CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos para cada uno de los pardmetros de calidad, el Laboratorio
de la DIMAR Sede Caribe, declara, que se cumplieron los objetivos propuestos de la validacion del
método analitico “Determinacién de viabilidad de organismos fitoplancténicos en aguas de lastre”,
presentando resultados de limites de Deteccidn, Prueba de rendimiento (Sensibilidad, Especificidad,
Eficiencia, Tasa de falsos positivos, Tasa de falsos negativos, Selectividad e indice de Concordancia),
Limite de Cuantificacidn, Limite superior de cuantificacion, precision (Precision Intermedia vy
repetibilidad) y Porcentaje de Recuperacidn satisfactorios, en el intervalo de trabajo <1 - <78
cel/mL, leidos a través de la técnica de citometria de flujo con dos canales de fluorescencia (Chly
Ch2) y reportando una incertidumbre expandida de £1.2508.

El Laboratorio de la DIMAR Sede Caribe declara confiabilidad de sus resultados mediante la
utilizacion del método de Determinacidn de viabilidad de organismos fitoplancténicos en aguas de
lastre.
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