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Debido a los cambios que ha traido consigo la agri-
cultura verde, en la actualidad las empresas produc-
toras de bioinsumos estan en proceso de expansion,
ya que buscan implementar estrategias para mejorar
la produccion agricola. Dichos procesos incluyen
la expansion a nuevas tierras, el incremento de la
produccion por hectarea gracias a la utilizacion de
insumos adecuados, el aumento del rendimiento del
cultivo y el control de plagas y enfermedades con
productos bioldgicos (Altieri et al., 2012). Por esta
razon, uno de los objetivos principales de la adop-
cion y el uso de bioinsumos es asegurar sus resul-
tados en condiciones de campo.

El control de calidad de un bioproducto es una parte
esencial durante el proceso de produccién comercial
y es vital para la satisfaccion del cliente (Ravensberg,
2011). En los capitulos anteriores se present6 la
diversidad de metodologias que existen y pueden
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desarrollarse, sin embargo, su implementacion requiere un sistema de gestion de
calidad y de aseguramiento de resultados.

La regulacion en algunos paises se enfoca en que los laboratorios de control de
calidad implementen un sistema de gestiéon de calidad con base en las directrices
internacionales como las Buenas Practicas de Laboratorio (BPL) o la norma técnica
NTC-ISO/IEC 17025:2017 “Requisitos generales para la competencia de los labora-
torios de ensayo y calibracion”. Teniendo en cuenta lo planteado anteriormente, el
control de calidad (Qc, por sus siglas en inglés) son todos los mecanismos, acciones
y herramientas que se realizan con el fin de detectar la presencia de errores en los
procedimientos utilizados para cualquier producto o servicio que se preste. Debido a
la fuerte competencia en la industria, la calidad se ha convertido en el diferenciador
de casi todos los bienes y servicios. Ademads, la gestion de la calidad es fundamental
para construir una organizacion productiva que conduzca a productos que satis-
fagan o superen las necesidades del consumidor. Lo anterior también forma la base
para un negocio productivo, pues reduce el desperdicio y fomenta los altos niveles de
productividad (Hrvat et al., 2020).

Con el fin de implementar un sistema de aseguramiento de calidad, se debe garan-
tizar un sistema de medicién confiable. En general, las mediciones y los ensayos,
especialmente de actividad bioldgica, requieren de un material de referencia que sea
reproducible y confiable. Ademads, estos resultados estdn sujetos a la incertidumbre
propia del ensayo (Paisan & Moret, 2010). Teniendo en cuenta que existen muchas
fuentes de error en una metodologia, es indispensable reducir aquellos que estén
relacionados con las variables a medir y, de esta manera, aumentar la confianza de
los resultados (Manterola et al., 2018).

En el desarrollo de las metodologias, la precision depende de la persona que realiza
la medicion (el analista), el equipo o instrumento mediante el cual se realiza la medi-
cion y el objeto de estudio o la muestra a evaluar (Manterola et al., 2018). Con el fin
de disminuir y evitar errores y sesgos en el proceso de medicidn, el analista debe
tener en cuenta la variabilidad de los componentes que hacen parte del sistema de
medicion. Esta variabilidad se debe establecer al momento de planificar el proceso
de estandarizacion y ejecucion de la metodologia. Asimismo, es fundamental esta-
blecer la confiabilidad del analista (Paisan & Moret, 2010).

Con respecto al equipo o instrumento, se debe garantizar que genere los mismos
resultados en diferentes tiempos, muestras y escenarios si se aplica bajo las mismas
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condiciones ambientales (Manterola et al., 2018). Sin embargo, el concepto de precision
se combina con el concepto de la exactitud. Su combinacién puede generar diferentes
clasificaciones de mediciones, las cuales se encuentran descritas en la figura 5.1.

Exacto y preciso

Exacto pero no preciso

No exacto pero preciso

@ © o o

Ni exacto ni preciso

Figura 5.1. Posibles escenarios de precision y exactitud de resultados.

Fuente: Elaboracion propia

Para mejorar la precision y la exactitud, se han disefiado diversas estrategias cuya
finalidad es disminuir las fuentes potenciales de error. Entre las mas utilizadas se
encuentran los procesos de estandarizacion y validaciéon de métodos; el entrena-
miento de los analistas; el mantenimiento y la calibracién de los equipos; los procesos
de supervision y verificacion y la implementacién de controles como materiales de
referencia y repeticiones.

Estandarizacion de métodos

Los procesos de estandarizacién involucran actividades de adopciéon de una meto-
dologia a las “condiciones reales” con el objetivo de establecer que la metodologia
cumpla con las condiciones iniciales en las cuales se desarrolld (Riera et al., 2008).
Ya que no existen parametos oficiales establecidos por organismos internacionales
para hacerle seguimiento a las metodologias de control de calidad de bioinsumos, el
proceso que se debe implementar es este. Las ventajas de la estandarizacion incluyen
la optimizacion de recursos, el establecimiento de criterios de aceptacion y el estable-
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cimiento de limites de cuantificacion, lo que se traduce en la estabilidad del sistema
de medicion y en la calidad del resultado.

Las metodologias de control de calidad en el proceso y el producto terminado se
realizan con base en un resultado conocido o tipico, ademas, el sistema de medicion
(analista, equipo y muestra) debe ser estable durante un tiempo determinado. Esta
estabilidad debe garantizar que la utilizacién de la misma metodologia, los mismos
analistas y los mismos equipos en el mismo intervalo de tiempo genere medidas en
los rangos establecidos inicialmente (Gonzalez & Falcén, 2015). Cuando una meto-
dologia no alcanza los controles de calidad y los resultados en los rangos de medi-
cion, es necesario que las causas que generan estas desviaciones sean estudiadas y
determinadas. La estabilidad del sistema de medicién es determinada a través de
indicadores de repetibilidad y reproducibilidad, mediante los cuales se puede deter-
minar a qué se debe la variacion presentada en el proceso de medicién utilizado
(Paisan & Moret, 2010).

Segiin Gonzalez & Falcén (2015), la repetitividad y reproducibilidad (r&R)
son términos estandarizados adoptados por la Organizaciéon Internacional de
Normalizacién (150, por sus siglas en inglés) y estan relacionados con la precision
y estabilidad en el tiempo de las mediciones realizadas con un conjunto de instru-
mentos que cuantifican la misma magnitud (Gonzalez & Falcén, 2015).

La repetibilidad (r) puede ser expresada cuantitativamente en términos de la
dispersion caracteristica de los resultados. Segtin el Vocabulario Internacional de
Metrologia (vim), esta se define como “la proximidad de concordancia entre los
resultados de mediciones sucesivas del mismo mensurando bajo las mismas condi-
ciones de medicién” (viMm, 2012) (tabla 5.1), donde:

1. Estas condiciones son llamadas condiciones de repetibilidad.

2. Lascondiciones de repetibilidad incluyen: el mismo procedimiento de medicion,
el mismo observador u operador, el mismo instrumento de medicién utilizado
bajo las mismas condiciones, el mismo lugar, mediciones repetidas del mismo
objeto u otro similar en un periodo corto de tiempo.
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Tabla 5.1. Condiciones de evaluacion de estudios de repetibilidad y reproducibilidad

Analisis Condiciones de evaluacion

Entre analistas

Entre lugares o condiciones
Reproducibilidad (R) Instrumento de medicion

Evaluacion del principio de método

Tiempo de evaluacién variable

Fuente: Elaboracion propia con base en Betancourt & Garefa (2018)

Por otra parte, la reproducibilidad (R) se define como “la proximidad de concor-
dancia entre los resultados de mediciones sucesivas del mismo mensurando bajo
condiciones de mediciéon que cambian” (vim, 2012) (tabla 5.1), donde:

1. Se debe especificar la condicién que cambia.

2. Las condiciones que cambian pueden incluir: principio de medicién, método
de medicion, observador u operador, instrumento de medicion, patrén de refe-
rencia, lugar, condiciones de uso, mediciones repetidas del mismo objeto u otro
similar en un periodo amplio de tiempo.

La reproducibilidad también puede ser expresada cuantitativamente teniendo en
cuenta la dispersion caracteristica de los resultados.

En la década de 1960, se desarrollaron diferentes metodologias para determinar y
evaluar la repetitividad y reproducibilidad en sistemas de medicién de la industria
manufacturera (Gonzalez & Falcon, 2015). En la actualidad, no solamente se aplica
en la estandarizacion de procesos, sino también en procesos de ajuste y estandariza-
cién de metodologias en condiciones de laboratorio.

Estos estudios de repetibilidad y reproducibilidad (r&R) son la combinacién de los
estudios de repetibilidad (r) y los estudios de reproducibilidad (R), cuyo fundamento
es la evaluacion de las dispersiones de los resultados a través de la estadistica, ya
sea mediante la determinacién de maximos y minimos, varianzas o desviaciones
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estandar (Paisan & Moret, 2010). El estudio tradicional de r&R emplea un disefio
combinado de dos factores como, por ejemplo, muestras y analistas. De acuerdo con
el procedimiento recomendado por 150, se deben elegir y numerar las repeticiones
que representen el rango real o esperado de variacion del proceso de manera que los
nimeros no sean visibles para los analistas. Por lo general, en el estudio se supone
que participan entre dos o tres analistas; en el primer ciclo (bloque) el analista A
mide todas las muestras en un orden aleatorio y, posteriormente, el analista B. Los
ciclos se repiten entre dos o tres veces y se aleatorizan las mediciones. Por lo general,
no se espera que los efectos de bloqueo sean significativos. El objetivo del estudio no
es expresar la diferencia entre las muestras y los analistas, sino medir la variacion
entre diferentes unidades y diferentes operadores en general (Jarosova, 2020).

Segun Betancourt & Garcia (2018), los pasos para la realizacion de estudio de r&R
son los siguientes:

1. La calibracién de instrumentos involucrados en la medicién (sistemas de apoyo)
2. Laseleccién de una muestra que cubra un rango de variacion

3. El establecimiento de la metodologia (paso a paso)

4. Laseleccion de 2 o 3 analistas que realicen minimo 10 analisis

5. Los calculos correspondientes mediante el método seleccionado de analisis

6. La generacion del informe de estandarizacion y el protocolo ajustado de la

técnica (documentacién)

Segtin Paisan & Moret (2010), los métodos estadisticos mas utilizados para deter-
minar el r&R son:

o M¢étodos de los rangos
o Meétodo de ANovA (andlisis de varianza)

o Meétodos de los promedios y rangos
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Método de los rangos

Este método permite una aproximacion rapida al establecimiento de la variabilidad
de las mediciones, ya que ofrece un dato global de la variabilidad total del sistema
y no descompone de forma individual los valores de repetibilidad y reproducibi-
lidad (Jarosova, 2020). Debido a esta particularidad, el método en cuestién permite
establecer y verificar que el porcentaje de r&R no haya variado en el tiempo y que se
encuentra dentro de lo establecido inicialmente. En general, dos analistas evaltian
5 muestras; posteriormente, se calcula el promedio de los cinco rangos y se calcula
variacion total (vT) teniendo en cuenta un porcentaje de confianza del 99,73 %.

La aplicacion de este método tiene la desventaja de no diferenciar la variabilidad de
los componentes del sistema de medicidn, por lo que establecer mejoras en el proceso
se dificulta. Sin embargo, tiene como ventaja la aplicacién directa de los analistas y
los pocos recursos que se requieren para su procesamiento (Jarosova, 2020).

Método de anova

Este método se diferencia del método de promedio y rangos por la forma en la cual
se procesan los datos, ya que mediante un analisis estadistico se requiere establecer
la varianza (ANOvA). En este tipo de método la varianza se puede establecer en cuatro
componentes: analistas; muestras; interaccion entre muestra y analistas y el error de
repetibilidad (Botero-Arbeldez et al., 2007). Este método tiene la ventaja de estimar
el error experimental y las varianzas de forma mds exacta. Ademas, permite manejar
un ensayo experimental con un alto numero de repeticiones y establecer de forma
individual los efectos de cada componente (Botero-Arbeléez et al., 2007).

Tabla 5.2. Tabla de ANOVA para un sistema de medicién con dos factores

SSB

Muestra MSB =

Error ab(n—1) MSE—

Fuente: Elaboracion propia con base en Botero-Arbeldez etal. (2007)
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Donde:

a es el nimero de analistas
b es el numero de muestras
n es el nimero de medidas por cada muestra por cada analista

N es el numero total de datos
Método de promedios y rangos

El método del promedio y el rango permite realizar de forma separada el analisis
de la repetibilidad y la reproducibilidad de un sistema de medicién. Este método
consiste en que varios analistas realicen la misma medicion sobre varias muestras
(Gonzalez & Falcdn, 2015). Con los resultados obtenidos se pueden determinar la
repetibilidad, la reproducibilidad y la interaccion ente el analista y las muestras.

En general, los estudios de r&R se pueden clasificar como “cortos” y “largos”. Los
estudios cortos corresponden al caso en que dos analistas realizan la medicion de
cinco muestras. Los estudios largos corresponden al caso en que participan tres
analistas y realizan tres veces la medicién en 10 muestras diferentes. La seleccion
de la cantidad de analistas y muestras depende del criterio del implementador, sin
embargo, en la medida en que se aumente el niimero de repeticiones, de muestras y
de analistas, se obtendran mejores datos. Con los datos obtenidos se pueden estimar
los porcentajes de repetibilidad, reproducibilidad y la relacion entre estos. Para dicho
fin se deben seguir las ecuaciones descritas a continuacion:

El porcentaje de repetibilidad (r) se puede calcular de la siguiente manera:

Ki*R

Repetibilidad (%) = *100

Donde:

K, = Constante que depende del nimero de mediciones realizadas por cada operador
y proporciona un intervalo de confianza del 99 % para estas caracteristicas (tabla 5.1).

R = Rango promedio de todos los rangos.
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T = Tolerancia de la caracteristica medida (dada por el parametro de aceptacion).
Ecuacion 5.1. Célculo para determinar el porcentaje de repetibilidad (Paisan & Moret, 2010).

El rango promedio de todos los rangos () se calcula segtin la ecuacién 5.2.

m = Numero de operadores.

r, = Rango promedio de cada operador, el cual a su vez estd dado por:

1 n
h=—2r
n g

Donde r es el rango de medicion corresponde a la diferencia entre el promedio mayor
y el promedio menor de los operadores por medio de la ecuacion:

_(K,*R)’

100

T

Reproducibilidad (%) :

Ecuacién 5.2. Cilculo para determinar el rango promedio
de todos los rangos (Paisan & Moret, 2010).

El porcentaje de reproducibilidad se calcula mediante la ecuacion 5.3.

Donde:

K,= Constante que depende del nimero de operadores y proporcional un intervalo
de confianza del 99% para estas caracteristicas (tabla 5.1).

xD = Diferencia entre el promedio mayor y promedio menor de los operadores.

R = Rango promedio de todos los rangos.
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n = Numero de ensayos por operador.
r = nimero de partes medidas.

T = Tolerancia de la caracteristica medida (dada por el parametro de aceptacion).

(K,*R)’

\/(Kl *xD )2 -
" 100

T

Ecuacion 5.3. Célculo para determinar el porcentaje de reproducibilidad (Paisan & Moret, 2010).

Reproducibilidad (%) :

Tabla 5.3. Valores de las constantes K,y K,

b5 | 305 230 | 20
s 2 230 208

NO(J: Sl L'l \'Lll()l' ClC K., dcnm) L{C lLl raiz es un numero n(gd(l\'ﬂ, Cl \'dl()l' L{C lLl l'CPl'OdLlCll\i]ld‘dd Ne considcm 0.

Fuente: Elaboracion propia

El porcentaje de la relacion entre la repetibilidad y la reproducibilidad se calcula
segun la ecuacion 5.4.

r & R(%)= \/ (% Repetibilidad)* + (% Reproducibilidad )’

Ecuacion 5.4. Calculo para determinar el porcentaje de la relacion entre la
repetibilidad y reproducibilidad (r&R%) (Paisan & Moret, 2010).

Para garantizar la exactitud de los resultados se requiere que las mediciones sean
realizadas bajo las mismas condiciones, es decir, utilizando el mismo instrumento o
equipo y ejecutado por el mismo analista. Lo anterior, para que no se altere la esta-
bilidad del sistema de medicion (Gonzélez & Falcén, 2015).

Interpretacion de resultados: pruebas r&R
Segun Gutiérrez & De la Vara (2004), en todos los estudios de r&R se espera siempre

tener un porcentaje de repetibilidad y reproducibilidad lo mas cercano posible a 0, ya
que esto indica que existe menor variacion entre los datos obtenidos. Sin embargo, se
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han establecido los siguientes criterios (Llamosa et al., 2007; Paisan & Moret, 2010;
Arango et al., 2013):

o Sir&R (%) <10 %, la metodologia se aprueba.
o Sil0% <r&R (%) < 30 %, puede ser aceptable segtin su uso y aplicacion.

o Sir&R (%) >30 % la metodologia no se acepta y requiere mejoras en cuanto al
analista, equipo, método, condiciones ambientales, entre otros.

En cuanto a la repetibilidad y la reproducibilidad analizadas de forma independiente
(Mosquera & Lopez, 2007):

a. Si la repetibilidad es mayor en comparacién con la reproducibilidad, se puede
deber a las siguientes situaciones:

o Elsistema de medicién (instrumento o equipo) requiere mantenimiento.

o Se debe revisar y establecer si las condiciones ambientales son las adecuadas
segun el método.

«  Existe mucha variacion entre los analistas, las muestras y el equipo utilizado.

b. Sila reproducibilidad es mayor comparada con la repetibilidad, las causas posi-
bles son:

o Elanalista necesita entrenamiento en el uso de la metodologia.
o Pueden existir errores de apreciacion en la lectura.

« Las condiciones de reproducibilidad no se han mantenido, por lo tanto, se han
modificado.

Criterios de calidad de resultados

Un componente esencial durante la evaluaciéon de un pardmetro de control de
calidad es el establecimiento de criterios que aseguren la confiabilidad y calidad de
los resultados. Estos estan relacionados con la definicién de parametros de acepta-
cidn, coeficientes de variacion, entre otros. A continuacion, se encuentra un andlisis
de este tipo de criterios.
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Coeficiente de variacion

Segun Gordon-Mendoza & Camargo (2015), el coeficiente de variacién de Pearson se
considera fundamental como indicador de la calidad de experimentos. En general,
se utiliza el coeficiente de variacién (cv) para aceptar o rechazar la validez de los
experimentos (Bowman & Rawlings, 1995).

Por definicion, el coeficiente de variacion es “la desviacion estandar expresada como
porcentaje de la media aritmética” (Wayne, 2006). Lo anterior permite establecer
este coeficiente como adimensional y reflejar diferentes caracteristicas de la pobla-
cién (Vasquez & Caballero, 2011).

En general, los datos experimentales proveen informacién tanto de la variacion
controlada (efecto de un tratamiento especifico) como de la no controlada. Esta
ultima se expresa como un error experimental, el cual puede ser cuantificado como
un estimado llamado coeficiente de variacion (cv). Estadisticamente el cv indica
qué tan grande es la desviacion estandar en relacion con la media. Este se calcula de
la siguiente forma (Patel et al., 2001) (ecuacion 5.5).

CV=£*100
X

Ecuacidn 5.5. Determinacidn del coeficiente de variacion (Patel et al., 2001).

El rango aceptable del cv se debe determinar con base en reportes tedricos pero
principalmente con la evaluacién de un nimero determinado de ensayos, con los
cuales se puede definir a su vez un valor critico. Lo anterior debido a que los cv
varian considerablemente de acuerdo con el tipo de experimento (Patel et al., 2001).

Gomez & Gomez (1984) y Patel et al. (2001) son mas especificos al indicar que los cv
varian considerablemente de acuerdo con el tipo de experimento. En el caso parti-
cular de las técnicas microbioldgicas y fisicoquimicas, se ha definido que un valor
inferior al 10 % es aceptable. En el caso de los ensayos bioldgicos, el coeficiente de
variacion aceptado debe ser inferior al 30 % entre réplicas de un mismo tratamiento
(Gémez & Gomez, 1984; Patel et al., 2001). Una gran cantidad de investigadores
(Gémez & Gomez, 1984; Patel et al., 2001) indican que, si el valor del cv supera el
30 %, los datos deben ser descartados por su baja precision (Gordon-Mendoza &
Camargo 2015; Schmildt et al., 2017).
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Sin embargo, Schmildt et al. (2017) sugieren que los rangos de clasificacién de los
valores de cv dependen de la variabilidad de las técnicas y los experimentos, del
nimero de repeticiones por tratamiento y de la forma de recolecciéon de los datos.
Por lo tanto, los criterios de aceptacion dependeran directamente del disefio experi-
mental y de la precision de este. En algunos casos es necesario establecer dicho rango
de aceptacion.

Parametros de aceptacion para la metodologia

Los parametros de aceptacion son un conjunto de requisitos que se deben cumplir
durante la realizacion de un ensayo y determinan que este sea valido y confiable.
Estos hacen referencia a los aspectos que se enuncian a continuacion.

Evaluacion de testigo absoluto: para ciertas metodologias, por ejemplo las activi-
dades bioldgicas, se debe evaluar un testigo absoluto (sin aplicacion). En general, la
variable respuesta en este tratamiento debe estar entre el 5 % y el 10 % y nunca supe-
rior al 20 %, de lo contrario el ensayo se debe repetir (Lacey, 2012).

Material de referencia o cepa de referencia: el material o cepa de referencia corres-
ponde a los agentes de control biolégico que se han caracterizado o de los cuales se
cuenta con el conocimiento de su respuesta en las diferentes evaluaciones. La cepa
de referencia se debe evaluar en metodologias microbiologicas y biologicas y es un
tratamiento adicional en el andlisis de calidad de una muestra de bioplaguicida.

Condiciones fisicas y ambientales: los ensayos se deben realizar bajo las condiciones
fisicas y ambientales (temperatura, humedad o fotoperiodo) previamente estable-
cidas. En caso de evidenciarse alguna modificacion en estas condiciones, asi como
una eventualidad que ponga en riesgo los tratamientos o algunas de sus réplicas, se
debe repetir el ensayo.

Criterios estadisticos

Los criterios estadisticos que se deben tener en cuenta en la estandarizacion de una
metodologia o en el control de calidad de un bioplaguicida, incluyen la definicién de
tratamientos, nimero de réplicas, unidad experimental, disefio experimental, varia-
bles de respuesta y analisis estadistico:



194 Plaguicidas microbianos: control y aseguramiento de calidad

Tratamientos

Los tratamientos son las condiciones experimentales que se desean comparar en un
ensayo (Johnson & Besselsen, 2002). En cada prueba se debe incluir un control posi-
tivo (a una concentracion cercana al agente bioldgico a evaluar) y un control nega-
tivo (para conocer el porcentaje del efecto maximo) (Cuevas et al., 2012). En caso de
ser necesario, se debe incluir ademas un control del vehiculo empleado, por ejemplo,
los excipientes de formulacion.

Por ejemplo, si se desea evaluar la actividad de un bioplaguicida sobre una pobla-
cién determinada de insectos es necesario evaluar minimo dos tratamientos, uno
correspondiente a un testigo absoluto (insectos sin ninguna aplicacion del agente de
control) y el otro a la aplicacion del agente de control. Algunas veces, es necesario
evaluar un tratamiento adicional cuando se quiere determinar el efecto de otras
condiciones en ausencia del principio activo sobre la poblacion tratada. Tal es el caso
de los excipientes de formulacion, el diluyente del agente de control con el cual se
ajusta la concentracion requerida o, incluso, el mismo método de aplicacion (testigo
tratado). Al final del ensayo se determina la variable respuesta definida y mediante la
comparacion entre los tratamientos, se determina el efecto de las condiciones expe-
rimentales evaluadas.

Numero de réplicas

Las réplicas son las unidades experimentales que reciben el mismo tratamiento
(Gomez, 1997), por lo cual también hacen referencia a la cantidad de observaciones
(mediciones) repetidas e independientes que se hacen a las condiciones experimen-
tales que se evalian (Milliken & Johnson, 1992). Las réplicas permiten estimar el
error experimental y determinar una respuesta precisa al efecto que se esta evaluando.
Entre mayor sea el numero de réplicas, mayor es la precision en la estimacion de
las medias de los tratamientos; esto se debe a que se disminuye la varianza de las
medias de los tratamientos (Gémez, 1997; Gutiérrez & De la Vara, 2004). Para todos
los ensayos, tanto microbioldgicos como bioldgicos, se recomienda la evaluacion de
minimo tres replicas por cada tratamiento (Cuevas et al., 2012).

Unidad experimental

Barros & Tavares (1995) definen la unidad experimental como la unidad basica que
provee la informacion en la cual se basa la experimentacion. Es necesario tener en
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cuenta la importancia de la unidad experimental, ya que es la fuente de resultado del
ensayo y, por lo tanto, su comportamiento esta fuertemente relacionado con todos
los factores que son fuente de error de las metodologias (Vargas & Navarro, 2019).

Al momento de evaluar varios tratamientos, las unidades experimentales deben ser
homogéneas, de esta forma se garantiza que la diferencia en los resultados es gene-
rada por el efecto de los tratamientos y no por factores externos, a los cuales se les
conoce como “ruido” (Vargas & Navarro, 2019). Sin embargo, especialmente para
ensayos con microorganismos e insectos, establecer un conjunto de unidades expe-
rimentales homogéneas es casi imposible debido a las caracteristicas propias de la
unidad experimental. Esta situacion se puede corregir mediante tratamientos testigo
o control, a los cuales no se les aplica ningtin tratamiento. Por ende, sus resultados
permiten establecer el comportamiento “real” de la unidad experimental (Vargas et
al., 2020).

Por ejemplo, el nimero de unidades experimentales en un bioensayo de control de
calidad de agentes entomopatogenos depende de su definicion y establecimiento,
como se menciond en el capitulo 4. Cuando la unidad experimental incluye un solo
insecto, se recomienda que el nimero de unidades experimentales sea de 10 a 15 por
réplica. Por otra parte, existen ensayos en los cuales varios insectos estan confinados
en una misma unidad experimental, en este caso el numero de insectos debe estar
entre 10 y 15 por unidad, la cual, a su vez, corresponde a una réplica.

En general se ha comprobado que, al aumentar el tamafo de las unidades experi-
mentales, el coeficiente de variacién disminuye con respecto al error experimental
(Goémez, 1997). Sin embargo, es importante estimar de manera 6ptima la cantidad
de las unidades experimentales, no solo para reducir el error experimental, sino
también con base en aspectos econdmicos y practicos, incluidos el espacio y la mano
de obra (Vargas & Navarro, 2019).

Diseno experimental

El disefio experimental es la forma en que se organizan las unidades experimen-
tales con el fin de uniformizar, en lo posible, los tratamientos a evaluar (Milliken
& Johnson, 1992). Cuando todas las unidades experimentales son homogéneas,
solo existe un grupo o bloque de observaciones y las unidades experimentales
pueden ser asignadas a los tratamientos de manera aleatoria, se denomina Disefio
Completamente al Azar (pca) (Milliken & Johnson, 1992; Gémez, 1997). El pca



196 Plaguicidas microbianos: control y aseguramiento de calidad

tiene varias ventajas sobresalientes y es el mas usado en ensayos de control de calidad
de bioplaguicidas. Dichas ventajas se relacionan con su flexibilidad, la cual permite
usar cualquier numero de tratamientos y réplicas durante la experimentacion. Los
tratamientos pueden tener diferente niimero de réplicas, sin embargo, se obtienen
comparaciones mas precisas cuando se evalia un mismo nimero. En este tipo de
bioensayos, es necesario contemplar la posibilidad de que exista pérdida de unidades
experimentales, sobre todo cuando se manipulan larvas en estado temprano de
desarrollo. Asimismo, este disefio tiene la ventaja de proporcionar el mayor numero
de grados de libertad para el error.

Tabla 5.4. Ejemplo de la asignacion aleatoria de réplicas en un Disefio Experimental Completamente

al Azar
Tratamientos | Nuameros
A 15,4,9,11
B 3,1,10,12
© 8,6,13,16
D 14,2,5,7

Fuente: Elaboracion propia

En el Dca, la distribucion de los tratamientos en las unidades experimentales se
puede realizar mediante tablas de nimeros aleatorios o con otro método que permita
sortear los tratamientos de forma aleatoria (Martinez & Martinez, 1997). Tal es el
caso del uso de tarjetas o fichas numéricas que se extraen al azar de una caja o bolsa.
Por ejemplo, para la distribucion de cuatro tratamientos a las unidades experimen-
tales en un pca, cada uno con cuatro réplicas, se realiza un sorteo con 16 fichas
enumeradas que se extraen al azar sin reemplazo (Gémez, 1997). En la tabla 5.4 se
presenta un ejemplo de como pueden quedar asignados.

Otro diseio menos usado en el control de calidad de bioplaguicidas, especialmente
para ensayos bioldgicos bajo condiciones de laboratorio o de invernadero pero que
resulta recomendable cuando las unidades experimentales pueden agruparse de
acuerdo con una fuente de variacion, es el uso de bloques (Gomez, 1997).

Los bloques deben contener el mismo numero de unidades experimentales y los
tratamientos se deben distribuir al azar dentro de cada bloque. Si el bloqueo es
correcto, la variabilidad entre las unidades de diferentes bloques debe ser mayor al
promedio de la variabilidad entre las unidades de un mismo bloque (Gémez, 1997).
Asi se eliminan las diferencias del error experimental entre bloques, con lo cual
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aumenta la precision del experimento. La estructura mas sencilla en bloques es el
disefio de bloques completamente aleatorizados (Bca), en el cual los tratamientos se
distribuyen aleatoriamente en las unidades experimentales dentro de cada bloque,
con una aleatorizacién diferente en cada uno de ellos. Para esto se recomienda usar
una tabla de numeros aleatorios (Martinez & Martinez, 1997). Por ejemplo, en un
ensayo con seis tratamientos y tres réplicas, la distribucion de los tratamientos en
tres bloques puede darse como se muestra en la figura 5.2.

Bloque 1 Bloque 2

Bloque 3

Figura 5.2. Ejemplo de la distribucion de seis tratamientos en tres bloques organizados completamente
al azar.

Fuente: Elaboracion propia

Dentro de las ventajas del disefio Bca estdn:

o El agrupamiento de las unidades experimentales en bloques homogéneos para
controlar una fuente importante de variacion (la de bloques), con lo que se obtiene
una reduccion del error experimental.

o Es posible aumentar el nimero de réplicas dentro de cada bloque para aquellos
tratamientos que requieren mas cuidado y atencion.

o Sise pierden unidades experimentales, es posible estimar sus valores teniendo en
cuenta las restantes.

A pesar de sus ventajas, el disefio BCA no es apropiado para un nimero elevado de
tratamientos (no mayor de 24) debido a que se aumenta el tamafio del bloque, lo
cual implica un aumento en la variabilidad dentro de cada bloque y, por lo tanto, un
aumento en el error experimental. Por otra parte, si los bloques se arreglan sin una
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justificacion clara con base en una importante fuente de variacion, puede haber una
pérdida en la eficiencia al disminuirse los grados de libertad del error (Gémez, 1997).

Variable respuesta

La variable respuesta (variable de interés) es el factor a través del cual se conoce
el efecto o los resultados de cada prueba experimental (Gutiérrez & De La Vara,
2004). Es decir, los datos que se recogen en un experimento son las medidas de dicha
variable, la cual se debe definir con antelaciéon dependiendo de los objetivos, asi
como sus unidades.

Para el caso de metodologias microbiologicas se utilizan las expuestas en el capitulo
1. Estas son definidas como parametros establecidos de acuerdo con el microorga-
nismo. En general, todos los datos o resultados de las unidades experimentales se
denominan parte de la variable respuesta. Para ensayos microbioldgicos, la variable
respuesta puede ser expresada en términos de viabilidad o recuento. En la mayoria
de las pruebas de actividad biolégica, la respuesta se puede medir como mortalidad,
parasitismo, crecimiento, o ciertos efectos subletales (Cuevas et al., 2012).

Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos relacionados con el control de calidad rutinario de
un agente de control incluye la determinacion de la desviacion estandar (S) y del coefi-
ciente de variacion (cv) entre las réplicas de un mismo tratamiento. Posteriormente,
se determina su validez dependiendo de los parametros de aceptacion establecidos
para cada técnica.

Por otra parte, los datos resultantes de un proceso de estandarizaciéon incluyen
un analisis mas riguroso. Como primera medida se debe calcular el coeficiente de
variacion para cada uno de los analistas involucrados, el cual deber ser inferior al
10 % para que la metodologia se considere repetible. Asimismo, se debe realizar una
prueba de T pareada para determinar si hay diferencias significativas en los datos
obtenidos. De esta manera, se contempla una hipétesis nula (H ) que establece que
no hay diferencias entre los datos obtenidos por los analistas y una hipoétesis alterna-
tiva (H,) que establece que si las hay.
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Con el fin de determinar si existe diferencia significativa entre los analistas se deben
realizar pruebas estadisticas en las que se compare el valor p con el nivel de signifi-
cancia. Un nivel de significancia de 0.05 permite establecer las siguientes relaciones:

o Siel valor p < a: La diferencia entre las medias es estadisticamente significativa
(Rechazar H)).

o Siel valor p > a: La diferencia entre las medias no es estadisticamente significa-
tiva (No se puede rechazar H ).

De esta forma la prueba de T pareada ayuda a determinar si la metodologia evaluada
es reproducible.

Una vez se determine de manera preliminar que la metodologia es repetible y repro-
ducible, se debe llevar a cabo su confirmacién mediante los métodos mencionados
anteriormente, previa transformacion de los datos segtin la variable respuesta. Por
ejemplo, variables de respuesta expresadas en porcentaje o variables de respuesta
expresadas como exponentes se transforman en arcosenos o logaritmos en base 10.
De esta manera, los datos que siguen una distribucién binomial, al ser transfor-
mados, se normalizan y sus varianzas se estabilizan. Se alargan los extremos de la
distribucion y se angosta la parte central y se pueden realizar los analisis estadisticos
respectivos (Gomez, 1997; Segnini, 2004).

Casos de estudio

Los siguientes casos de estudio corresponden a ensayos de estandarizacion reali-
zados por AGROSAVIA, en el Centro de Investigacion Tibaitata.

Caso de estudio |

En el presente caso de estudio se estandarizaron los parametros microbioldgicos,
fisicoquimicos y de actividad bioldgica para las metodologias de control de calidad
de un bioplaguicida a base de Trichoderma koningiospsis cepa Th003 (Ascomycota:
Hypocreaceae) formulado como un granulado dispersable (wa).

Los parametros de estandarizacion seleccionados fueron el de repetibilidad, repro-
ducibilidad y el porcentaje de relacion entre estos dos (r&R); asimismo, se utiliz6 el
método de promedios y rangos (Llamosa et al., 2007; Paisan et al., 2010). Para ello se
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contd con dos analistas, quienes evaluaron la metodologia tres veces con la misma
muestra bajo las mismas condiciones, con los mismos instrumentos, en el mismo
laboratorio y durante el mismo dia.

Como criterios de aceptacion, se tuvo en cuenta que el coeficiente de variacion de
los datos obtenidos por cada analista (repetibilidad, r) fueran inferiores al 10 %; que
la prueba T pareada no presentara diferencias significativas en los datos obtenidos
entre los dos analistas (reproducibilidad, R) y la relaciéon entre r&R (%) obtenida al
aplicar el método de promedios y rangos fuera: r&R (%) < 10 % (se aprueba) o 10 %
< r&R (%) < 30 % (puede ser aceptable segtin su uso y aplicacion).

A continuacion, se describe el proceso de estandarizacion para cada metodologia:

Estandarizacion de la metodologia para la determinacién
de la germinacion del principio activo

La metodologia estandarizada se describe a continuacion:

1. Se pesd 1 g + 0,01g del agente microbial a base de Trichoderma koningiopsis,
aislamiento Th003.

2. Se preparo la suspension inicial y se adiciond la muestra anterior a un vaso de
precipitado plastico de 250 ml de capacidad, con 99 ml de polisorbato 80 al 0,1 %.

3. Lasuspension anterior se homogeniz6 (dilucién 102) con la licuadora de inmer-
sion por 20 segundos.

4. Por medio de una micropipeta, se traspasaron 0,1 ml de la dilucién 10* a un
tubo Eppendorf con 0,9 ml de polisorbato 80 al 0,1 %. Se evito el contacto entre
la micropipeta y el diluyente. De esta manera se obtuvo la dilucién 10°.

5. Las diluciones (102 y 107) se homogenizaron en un agitador vortex por 10
segundos.

6. Se sembraron 0,1 ml de las tres ultimas diluciones en cajas de Petri (agar agua
suplementado con benomil al 0,0003 %). Cada dilucién se sembro por triplicado
y se utiliz6 un rastrillo para distribuir el contenido sobre el medio de cultivo.

7. Las cajas se incubaron a una temperatura de 25 °C + 1 °C durante 24 horas y se
ubicaron dentro de la incubadora de manera invertida.



Capitulo V Aseguramiento de resultados aplicables a metodologias de control de calidad de bioplaguicidas 201

8. Transcurrido el tiempo de incubacion, se corté un trozo de medio de cultivo
inoculado de aproximadamente 1 cm?* con un bisturi estéril y se colocd sobre
una lamina portaobjetos. Posteriormente, se adicion6 una gota de azul de lacto-
tenol sobre el trozo de medio de cultivo y se cubri6 con una laminilla.

9. Se cuantificaron los conidios germinados y no germinados mediante micros-
copio 6ptico (40x). Se contaron minimo 100 conidios (germinados y no germi-
nados) por cada réplica.

10. El porcentaje de germinacion se determind utilizando la siguiente férmula:

Conidios germinados 100

Germinacion (%) = —
Conidios totales

Los resultados correspondientes a la determinacion del porcentaje de germinacion
del principio activo para cada uno de los analistas estan relacionados en la tabla 5.5.

Tabla 5.5. Resultados de la determinacion del porcentaje de germinacion del agente microbial a base
de T. koningiopsis obtenidos por cada analista

Consolidado por

Analista | Evaluacion

analista
1 72,17 71,07 75,21 72,82 x 74,66
Analista 1 2 74,77 74,31 74,79 74,62 SD 1,85
3 78,00 77,57 74,00 76,52 cv (%) 2,48
1 74,51 70,19 71,15 71,95 x 74,20
Analista 2 2 75,25 75,73 74,58 75,19 SD 1,95
3 80,58 72,55 73,27 75,47 cv (%) 2,63

]':LlCn re: E Idl\ﬂ racion P l'()Plil

Para el analista 1 se obtuvieron porcentajes de germinacién del 71,07 % al 78,00 %
con una media del 74,66 % + 1,85 % y un coeficiente de variacion del 2,48 %. Para el
analista 2 se obtuvieron porcentajes de germinacién del 70,19 % al 80,58 % con una
media de 74,20 % + 1,95 % y un coeficiente de variacion del 2,63 %. Estos resultados
establecen que la variabilidad de las evaluaciones para cada analista fue pequena,
lo cual se refleja en el valor de coeficiente de variacion obtenido (2,48 % y 2,63 %,
respectivamente). Los coeficientes de variacion obtenidos fueron inferiores al 10
%, lo cual corrobora la repetibilidad de las evaluaciones siguiendo la metodologia
establecida.
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Al realizar la prueba T pareada se obtuvo un valor de p del 0,5635 el cual, al ser
mayor a 0,05, permitié la aceptacion de la hipdtesis nula, lo que indica que no existen
diferencias significativas entre los porcentajes de germinacién obtenidos por los dos
analistas (tabla 5.6).

Tabla 5.6. Resultados de la prueba T pareada

Media H 0,52

Upper 95 % cr 2,510

DF 8

Fuente: Elaboracion propia

H : Hipdtesis nula: No hay diferencias significativas entre los porcentajes de
germinacion obtenidos por los dos analistas

H : Hipotesis alterna: Hay diferencias significativas entre los porcentajes de
germinacion obtenidos por los dos analistas

Luego de transformar los porcentajes de germinacién mediante la funcién de arco-
seno, se determind la reproducibilidad, la repetibilidad y el porcentaje de r&R (%)
mediante la metodologia de promedios y rangos (tabla 5.7 y 5.8).

Tabla 5.7. Porcentajes de germinacion del agente microbiano a base de T. koningiopsis transformados
mediante la funcién arcoseno

Analista Evaluacion | R1
0,85 0,84 0,87

Analista 1 ____

2 0,87 0,87 0,86

Fucnte: Elaboracién pl'Opia
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Tabla 5.8. Rangos de medicion obtenidos para cada analista y valores de repetibilidad, reproducibili-
dad y de r&R (%) para la determinacion del porcentaje de germinacion del agente microbiano a base

de T. koningiopsis

Analista 1 | Analista 2
0,03 0,03
Rango por medicion 0,04 0,03
0,01 0,02
Repetibilidad (%) 9,44
Reproducibilidad (%) 1,04
r&R (%) 9,50

]':LICH ce: E | JIWO racion P I'OP 1a

La metodologia para determinar la germinacion de los conidios del agente micro-
biano a base de T. koningiopsis presentd una repetibilidad del 9,44 %, una reprodu-
cibilidad del 1,04 % y un porcentaje de relacion entre estos dos parametros (r&R %)
del 9,50 % (<10 %). Lo anterior sugiere que la metodologia analitica es repetible y
reproducible en el tiempo y se aprueba para su uso y aplicacion.

Estandarizacion de la metodologia para la determinacién de pH
La metodologia estandarizada fue la siguiente:

1. Sepesd 1 gdela muestra y se dispuso en 50 ml de agua destilada estéril conte-
nida en un vaso de precipitado. Se agit6 hasta disolver completamente y se veri-
fico que la temperatura de la suspension fuera de 20 °C.

2. Se verifico la calibracion del potenciémetro mediante una de las soluciones
amortiguadoras de pH 4 y pH 7.

3. Serealizo lalectura del pH de la muestra tres veces y por triplicado por cada uno
de los analistas.

Los resultados obtenidos se encuentran registrados en la tabla 5.9.
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Tabla 5.9. Resultados de la determinacién del pH del agente microbial a base de T. koningiopsis, ob-
tenidos por cada analista

Consolidado por
analista

’ ) ) ) )

a ’ ; 6s12 Ccv (%) 0,30

Analista Evaluacion

Analista 2
Fuente: Elaboracion propia

Para el analista 1 se obtuvieron valores de pH entre 6,10 y 6,14 con una media de 6,12
10,01 y un coeficiente de variacion del 0,11 %. Para el analista 2 se obtuvieron valores
de pH entre 6,09 y 6,15 con una media de 6,12 + 0,02 y un coeficiente de variacion del
0,30 %. Estos resultados establecen que la variabilidad de las evaluaciones para cada
analista fue pequeiia, lo cual se refleja en el valor de coeficiente de variacion obtenido
(0,11 % y 0,30 %, respectivamente). Estos coeficientes de variacion obtenidos fueron
inferiores al 10 %, lo cual corrobora la repetibilidad de las evaluaciones siguiendo la
metodologia establecida.

Los resultados obtenidos al realizar la prueba T pareada determinaron un valor de p
del 0,3466 el cual, al ser mayor a 0,05, permitio la aceptacion de la hipétesis nula, lo
que indica que no existen diferencias estadisticamente significativas entre valores de
pH obtenidos por los dos analistas (tabla 5.10).

Tabla 5.10. Resultados de la prueba T

Error Estandar 5,56 x 107

MediaHO  ss6ex100
Lower 95 % c1 -0,0184

UppersSsect 726x100
T -1,00

.
Valor p 0,3466

Fuente: Elaboracion propia
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H : Hipdtesis nula: No hay diferencias significativas entre los valores de pH
obtenidos por los dos analistas

H : Hipotesis alterna: Hay diferencias significativas entre los valores de pH
obtenidos por los dos analistas

Posteriormente se determind la reproducibilidad, la repetibilidad y el r&R (%)
mediante la metodologia de promedios y rangos (tabla 5.11).

Tabla 5.11. Rangos de medicion obtenidos para cada analista y valores de repetibilidad, reproducibili-
dad y de r&R (%) para la determinacién de pH del agente microbiano a base de T. koningiopsis

. .y 0,01 0,05
Rango por mediciéon
0,00 0,03
0,04 6,13
Repetibilidad (%) 1,33
Reproducibilidad (%) 0,31
r&R (%) 1,37

Fuente: Elaboracion propia

La metodologia para determinar el pH del agente microbiano a base de T. konin-
giopsis presentd una repetibilidad del 1,33 %, una reproducibilidad del 0,31 % y un
porcentaje de relacion entre estos dos parametros (r&R %) del 1,37 % (<10 %). Lo
anterior sugiere que la metodologia analitica es repetible y reproducible en el tiempo
y se aprueba para su uso y aplicacion.

Estandarizacion de la actividad biolégica del
bioplaguicida a base de Trichoderma koningiopsis

Parala actividad biologica se evalud la eficacia en de Trichoderma koningiopsis contra
Sclerotinia sclerotiorum (Ascomycota: Sclerotiniaceae) en condiciones in vitro. Para
la estandarizacion de la metodologia se definieron los siguientes criterios:

Criterios bioldgicos

« Patégeno: esclerocios de S. sclerotiorum.
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o Agente de control: bioplaguicida a base del aislamiento Th003 de T koningiopsis'y
como control positivo se evaluo la cepa de referencia Th003 (microorganismo sin
formular y cultivado en ppaA durante 10 dias).

Criterios de evaluacion

« Condiciones fisicas y ambientales: bioensayo montado en condiciones de labora-
torio con una temperatura de 25°C + 1 °C.

o Sistema de aplicacion: aspersion del agente de control sobre esclerocios de S.
sclerotiorum.

« Montaje de la unidad experimental: una caja de Petri con suelo y cinco esclero-
cios de S. sclerotiorum.

« Signos del parasitismo: se evidencia un crecimiento micelial de color blanco y
una esporulacién de color verde del hongo antagonista sobre los esclerocios del
patdgeno.

Criterios para el aseguramiento de los resultados

o Parametros de aceptacion: el testigo absoluto no debe presentar parasitismo por
el agente biocontrolador ni contaminacion. El coeficiente de variacién entre las
réplicas de un mismo tratamiento debe ser menor al 30 %. La cepa de referencia
(aislamiento Th003 de T. koningiospsis) debe alcanzar un parasitismo superior al
80 %. El bioensayo se debe realizar bajo las condiciones de temperatura estable-
cidas anteriormente.

Criterios estadisticos

o Tratamientos: la aplicacién del agente de control (bioplaguicida y cepa de refe-
rencia) y un testigo absoluto. Cada analista evalud la metodologia establecida tres
veces (tres repeticiones).

o Numero de réplicas: se evaluaron tres réplicas por tratamiento.

o Unidades experimentales: una caja de Petri con suelo y cinco esclerocios de S.
sclerotiorum, asperjados y no asperjados con el agente de control.

o Disefo experimental: disefio experimental completamente al azar (Dca).

o Variable respuesta: Porcentaje de parasitismo (ver el capitulo 3).
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La metodologia estandarizada fue la siguiente:

Cinco esclerocios desinfectados de S. sclerotiorum se dispusieron sobre 35 g + 0,1 g
de suelo contenidos en una cada de Petri (figura 5.3). Posteriormente, se asperjaron
550 ul de una suspension del agente control biolégico ajustado a la concentracion de
1 x 107 conidios.ml’ sobre cada uno de ellos (unidad experimental o réplica). Cada
réplica (tres por tratamiento) se incub6 a 25 °C £ 1 °C durante siete dias en completa
oscuridad. Adicionalmente, se evalud un testigo absoluto (esclerocios no asperjados
con el agente de control).

Figura 5.3. Ubicacion de los esclerocios de S. sclerotiorum sobre el suelo. a. Esclerocio

Fotos: Lissctee Torres Torres

de S. sclerotiorum; b. Ubicacion equidistante de los esclerocios sobre el suelo estéril.

Transcurrido dicho tiempo, se observo cada uno de los tratamientos y se cosecharon
los esclerocios de cada uno de ellos. Luego de su desinfeccién con alcohol al 70 % e
hipoclorito de sodio al 2 % y de enjuagues con agua estéril, estos se sembraron en
Agar agua con cloranfenicol y se incubaron bajo las mismas condiciones de tempe-
ratura por siete dias mas. Finalmente se determino el porcentaje de parasitismo en

cada uno de los tratamientos.

Los resultados obtenidos para cada uno de los analistas se encuentran en la tabla 5.12.

Tabla 5.12. Porcentaje de parasitismo del bioplaguicida a base de T. koningiopsis sobre esclerocios de
S. sclerotiorum, obtenidos por cada analista

analista

100,00 100,00 100,00 100,00 X 100,00
Analista 1 2 100,00 100,00 100,00 100,00 SD 0,00
3 100,00 100,00 100,00 100,00 cv (%) 0,00

TN
(Continda)
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Analista Evaluacion Consolicadoipor
analista

100,00 100,00 100,00 100,00 X 100,00
Analista 2 2 100,00 100,00 100,00 100,00 SD 0,00
3 100,00 100,00 100,00 100,00 cv (%) 0,00

FU('H[L‘I Eli\bOl‘d(‘l(’)l] Pl‘()plil

Tanto para el analista 1 como para el analista 2 se obtuvieron porcentajes de parasi-
tismo del 100 % en todas sus evaluaciones, por lo que en ambos casos el coeficiente de
variacion (cv) fue de 0 %. Lo anterior corrobora la repetibilidad la metodologia esta-
blecida. Luego de transformar los porcentajes de parasitismo mediante la funcién de
arcoseno, se determino la reproducibilidad, repetibilidad y el r&R (%) mediante la
metodologia de promedios y rangos (tabla 5.13 y 5.14).

Tabla 5.13. Porcentaje de parasitismo del bioplaguicida a base de T. koningiopsis sobre esclerocios de
S. sclerotiorum transformados mediante la funcién arcoseno

1 1,00 1,00 1,00
Analista 1 2 1,00 1,00 1,00
3 1,00 1,00 1,00
1 1,00 1,00 1,00
Analista 2 2 1,00 1,00 1,00
3 1,00 1,00 1,00

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 5.14. Rangos de medicion obtenidos para cada analista y valores de repetibilidad, reproduci-
bilidad y de r&R (%) para la evaluacion de la actividad biocontroladora del bioplaguicida a base de T.
koningiopsis sobre esclerocios de S. sclerotiorum

Analista 1 Analista 2

. .y 0,00 0,00
Rango por medicion
0,00 0,00
0,00 0,00
Repetibilidad (%) 0,00
Reproducibilidad (%) 0,00
r&R (%) 0,00

FLICI][CZ Ell\bt)l'l( ion Pl'OP 1a
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La metodologia para evaluar la actividad biocontroladora del bioplaguicida a base
de T. koningiopsis sobre esclerocios de S. sclerotiorum presentd una repetibilidad del
0 %, una reproducibilidad del 0 % y un porcentaje de relacién entre estos dos para-
metros (r&R %) del 0 % (10 % < r&R). Lo anterior sugiere que la metodologia anali-
tica es repetible y reproducible en el tiempo y se aprueba para su uso y aplicacion.

Por otra parte, los esclerocios tratados con la cepa de referencia (Th003) presentaron
un parasitismo del 100 % y estos, junto con los tratados con el bioplaguicida, presen-
taron un crecimiento micelial lanoso con una esporulacion tipicamente de color
verde en comparacion con testigo absoluto (figura 5.4). Esta misma observacion se
hizo con los esclerocios mantenidos en agar agua, lo cual corrobora el parasitismo
del agente biocontrolador (figura 5.5).

Figura 5.4. Evaluacion de la actividad biocontroladora del bioplaguicida a base de T. koningiopsis
sobre esclerocios de S. sclerotiorum. a. Esclerocios de S. sclerotiorum germinados (testigo absoluto)
sobre suelo; b. Esclerocios de S. sclerotiorum parasitados por el agente de control bioldgico a base de
T. koningiopsis.

Fotos: Lissette Torres Torres
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Fortos: Lissette Torres Torres

Figura 5.5. Confirmacion de la actividad biocontroladora del bioplaguicida a base
de T. koningiopsis sobre esclerocios de S. sclerotiorum. a. Esclerocios de S. sclero-
tiorum (testigo absoluto) crecidos en agar agua; b. Esclerocios de S. sclerotiorum
parasitados por la cepa de referencia (Th003) de T. koningiopsis; c. Esclerocios de S.
sclerotiorum parasitados por el bioplaguicida a base de T. koningiopsis.

Caso de estudio Il

El presente caso tuvo como objetivo estandarizar la metodologia relacionada con la
determinacion dela eficacia de Metarhizium anisopliae (Ascomycota: Clavicipitaceae)
sobre larvas de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae). Para esto, a partir de
una misma muestra homogénea (el mismo cultivo del agente de control e insectos
de la misma edad), bajo las mismas condiciones, los mismos instrumentos, en el
mismo laboratorio y durante el mismo dia, dos analistas evaluaron la metodologia
establecida cinco veces cada uno (repeticion). Adicionalmente, se tuvieron en cuenta
tres réplicas por repeticion para cada uno de los tratamientos evaluados, los cuales
correspondieron a un testigo absoluto y al aislamiento del hongo entomopatdégeno
en cuestion. Luego de la evaluacion, se calcularon los estimadores estadisticos para
cada grupo de bioensayos realizados independientemente para cada analista (repeti-
bilidad) y entre ellos (reproducibilidad). Finalmente, se aplicé el método de prome-
dios y rangos (Llamosa et al., 2007; Paisan et al., 2010).
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Para la estandarizacion de la metodologia se definieron los siguientes criterios:
Criterios bioldgicos

« Insecto plaga: Larvas de D. saccharalis de seis dias de edad provenientes de la
Unidad de Crias del Laboratorio de Entomologia de AGROsAvIA en el Centro de
Investigacion Tibaitata.

o Agente de control: Hongo entomopatégeno M. anisopliae (aislamiento Mt004),
cultivado en agar papa dextrosa agar (PpA) durante ocho a diez dias.

Criterios de evaluacion

« Condiciones fisicas y ambientales: bioensayo montado en condiciones de labo-
ratorio con una temperatura de 25 °C + 3 °C y humedad relativa de 36 % + 5 %.

o Sistema de aplicacion: inmersion durante 20 segundos en una suspension del
agente de control ajustado a una concentracion de 1 x10” conidios.ml.

« Montaje de la unidad experimental: un recipiente plastico de 0,5 oz con un grano

de maiz tierno y una larva viva del insecto.

« Sintomas y signos de la infeccién: se evidencian por un crecimiento micelial de
color blanco y una esporulaciéon de color verde del hongo entomopatdgeno sobre
el cuerpo del insecto.

Criterios para el aseguramiento de los resultados

o Parametros de aceptacion: la mortalidad en el testigo absoluto debe ser menor al
20 %. El coeficiente de variacion entre las réplicas de un mismo tratamiento debe ser
menor al 30 %. El material de referencia (aislamiento Mt004 de M. anisopliae) debe
alcanzar un porcentaje de eficacia superior al 80 %. El bioensayo se debe realizar
bajo las condiciones de temperatura y humedad establecidas anteriormente.

o Repetibilidad y reproducibilidad: el coeficiente de variacion de los datos obtenidos
por cada analista (repetibilidad, r) debe ser inferior al 10 %. La prueba T pareada
no debe arrojar diferencias significativas en los datos obtenidos entre los datos
obtenidos por los dos analistas (reproducibilidad, R). La relacion entre r&R (%)
obtenida al aplicar el método de promedios y rangos debe ser r&R (%) < 10 % (se
aprueba) o 10 % < r&R (%) < 30 % (puede ser aceptable segin su uso y aplicacion).
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Criterios estadisticos

o Tratamientos: la aplicacion del aislamiento Mt004 y un testigo absoluto. Cada
analista evaliia la metodologia establecida cinco veces (cinco repeticiones).

o Numero de réplicas: se evalian tres réplicas por tratamiento.

« Unidades experimentales: un recipiente plastico de 0,5 oz con un grano de maiz
tierno y una larva viva del insecto.

o Diseflo experimental: disefio experimental completamente al azar (Dca).
» Variable respuesta: porcentaje de eficacia (Zar, 1999).

La metodologia de estandarizacién fue la siguiente:

La evaluacion del agente de control a base de M. anisopliae sobre larvas de D. saccha-
ralis se realizé mediante la técnica de inmersion durante 20 segundos. Para ello, 15
larvas de seis dias de edad fueron sumergidas en una suspension del hongo con una
concentracion final de 1x107 conidios.ml” (figura 5.6).

Figura 5.6. Determinacion de la eficacia de M. anisopliae sobre larvas de D. saccharalis. a. Inmer-
sion de las larvas de D. saccharalis en la suspension del agente biocontrolador; b. Montaje de las
larvas de D. saccharalis luego de su inmersion en la suspension del agente biocontrolador.

Foros: Lissette Torres Torres
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Posteriormente, cada larva se ubic6 de manera individual en recipientes plasticos
de 0,5 oz con un grano de maiz (Zea mays) como sustrato de alimentacion, lo cual
constituyo una réplica (figura 5.7). Igualmente, se evalud un testigo absoluto con sus
tres réplicas. Finalmente, se registrd la mortalidad hasta el noveno dia posterior a la
inmersion, se calcul6 la eficacia (%) y se comprobd el crecimiento y la esporulacion
del hongo entomopatdgeno sobre el cuerpo del insecto mediante observaciones en el
estereoscopio y el montaje del microcultivo.

F()t()h: LISSLT(C T()rrcs TUITCS

Figura 5.7. Montaje de la unidad experimental para determinar la actividad biocontro-
ladora de M. anisopliae sobre D. saccharalis.

Los resultados obtenidos en la evaluacion de la actividad biocontroladora (morta-
lidad) del aislamiento Mt004 de M. anisolpliae sobre larvas de D. saccharalis bajo
condiciones de laboratorio estan relacionados, para cada uno de los analistas, en la
tabla 5.15.



214 Plaguicidas microbianos: control y aseguramiento de calidad

Tabla 5.15. Mortalidad expresada como eficacia (%) del aislamiento Mt004 de M. anisopliae sobre
larvas de D. sacchralis, obtenidos por cada analista

Consolidado por
analista

3,3 100,0 100,0 97,78 SD

Analista 2 93,33 86,67 86,67 88,89 X 91,85

86,67 100,00 100,00 95,56  cVv (%) 3,70

Analista Evaluacion

Fuente: Elaboracion propia

Para el analista 1 se obtuvieron porcentajes de eficacia del 86,7 % al 100 % con una
media del 95,56 % * 2,22 % y un coeficiente de variacion del 2,33 %. Para el analista
2, se obtuvieron porcentajes de eficacia del 86,67 % al 100 % con una media de 91,85
% + 3,39 % y un coeficiente de variacion del 3,70 %. Estos resultados establecieron
que la variabilidad de las evaluaciones para cada analista fue pequena, lo cual se
refleja en el valor del coeficiente de variaciéon obtenido (2,33 % y 3,70 %, respecti-
vamente). Los coeficientes de variacidon obtenidos fueron inferiores al 10 %, lo cual
corrobora la repetibilidad de las evaluaciones siguiendo la metodologia establecida.

Los resultados obtenidos al realizar la Prueba T pareada determinaron un valor de
p del 0,1796 el cual, al ser mayor a 0,05, permiti6 la aceptacion de la hipdtesis nula.
Lo anterior indicé que no existen diferencias estadisticamente significativas entre los
porcentajes de eficacia obtenidos entre los dos analistas y corroboré la reproducibi-
lidad de la metodologia (tabla 5.8).

Tabla 5.16. Resultados de la prueba T pareada

Error Estdndar 25,096
MedinH, s
Lower 95 % c1 -4,7434 -20,961
Upper9stor21914 AT
T 1,47
L
Valor p 0,1796

Fuente: Elaboracion propia
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Hipotesis nula (H ): no hay diferencias estadisticamente significativas entre los
porcentajes de eficacia obtenidos por los dos analistas.

Hipotesis alterna (H,): hay diferencias estadisticamente significativas entre los
porcentajes de eficacia obtenidos por los dos analistas.

Luego de transformar los porcentajes de eficacia mediante la funciéon de arcoseno
se confirm¢ la reproducibilidad y repetibilidad de la metodologia por medio de la
aplicacion del método de promedios y rangos (tabla 5.16 y 5.17).

Tabla 5.17. Mortalidad (porcentaje de eficacia) del aislamiento Mt004 de M. anisopliae sobre larvas de
D. saccharalis, transformados mediante la funcidn arcoseno

Analista Evaluacion R1 | R2 | R3
1 0,93 0,97 1,00
Analista 1 2 0,97 1,00 1,00
3 0,97 0,97 1,00
1 0,97 0,93 0,93
Analista 2 2 0,93 1,00 0,93
3 0,93 1,00 1,00

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 5.18. Rangos de medicion obtenidos para cada analista y valores de repetibilidad (r), reprodu-
cibilidad (R) y de r&R (%) para la evaluacion de la actividad biologica (mortalidad) del aislamiento

Mt004 de M. anisopliae
Analista 1 Analista 2

Rango por medicion 0,04 0,09

0,07 0,1

0,07 0,09
Repetibilidad (%) 13,84
Reproducibilidad (%) 7,44

r&R (%) 15,71

FUCI!(CZ El&ll‘l(ll’d(l(’\ll Pl’()Pl&!
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La metodologia para evaluar la actividad biocontroladora del aislamiento Mt004 de
M. anisopliae sobre larvas de D. saccharalis presentd una repetibilidad del 13,84 %,
una reproducibilidad del 7,44 % y un porcentaje de relacion entre estos dos parame-
tros (r&R %) del 15,71 % (10 % < r&R (%) < 30 %). Lo anterior sugirié que la meto-
dologia analitica es repetible y reproducible en el tiempo y se acepta para su uso y
aplicacion.

Por otra parte, se corrobord el crecimiento y esporulacion del hongo entomopatégeno
sobre el cuerpo de los insectos y se confirmoé su identidad mediante el montaje de
microcultivos. El entomopatdgeno se caracterizé por presentar micelio blanco, hifas
septadas, ramificadas y hialinas, asi como conidios alargados que forman cadenas
originadas en fidlides de color verde (figura 5.8). Estas caracteristicas concordaron
con las reportadas por Barnett & Hunter (1998) para M. anisopliae.

Fotos: Lissette Torres Torres

Figura 5.8. Caracteristicas microscépicas del aislamiento Mt004 de M. ani-

sopliae. a. Conidios aseptados, cilindricos u ovoides; b. Conidios en cadena,
compactados en columnas.

Validacion de metodologias analiticas

El principal objetivo de un laboratorio de analisis es reportar resultados altamente
confiables, por lo tanto, se debe controlar y asegurar la calidad de estos (Valencia,
2010a). En este sentido, se deben desarrollar procedimientos internos que permitan
asegurar la calidad de los resultados que se obtienen y emiten, en sintesis, es funda-
mental validar las metodologias analiticas que se utilizan. Como se ha mencionado en
los capitulos anteriores, se recomienda usar materiales de referencia o certificados. En
este sentido, para evitar recurrir a varios métodos para el cumplimiento de un mismo
objetivo, se debe tener en cuenta que los organismos de normalizacién ya tienen desa-
rrollados y validados métodos de referencia armonizados (Leclercq et al., 2019).
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El siguiente apartado contiene informacion sobre los parametros que se deben consi-
derar cuando se vaya a validar una metodologia que va a ser empleada para control
de calidad. Sin embargo, es importante recordar que para que un proceso de vali-
dacion sea exitoso, es imperativo que el laboratorio involucrado en el analisis esté
equipado adecuadamente para cumplir con los requisitos de bioseguridad y traza-
bilidad (Singh & Anannd, 2020). Asimismo, es fundamental tener en cuenta que
el método analitico a validar debe estar normalizado antes de iniciar el proceso de
validacion (International Council for Harmonization of Technical Requeriments for
Pharmaceuticals [1cH, Q24], 1995).

La validaciéon garantiza que los requisitos para la realizacién de un ensayo se
cumplen, que las posibilidades de error en los resultados disminuyen y que las
técnicas son compatibles en las condiciones en que se esta trabajando. El proceso
de validaciéon permite evaluar si un método analitico es aceptable para su propo-
sito previsto (Raposo & Ibelli-Bianco, 2020). En suma, la validacion es la manera de
demostrar que, por medio de evidencia documentada, el procedimiento analitico en
cuestion producira de manera persistente y permanente resultados confiables.

Basicamente, existen dos tipos de validacion segtin el objetivo que se quiere alcanzar:
validacién primaria y validacién secundaria. La validaciéon primaria es un proceso
exploratorio que se emplea para establecer los limites operativos y las caracteristicas
de un método nuevo o que ha sido modificado (Sartory, 2005). Por otro lado, la
validacién secundaria o verificacion se emplea cuando se van a usar metodologias
desarrolladas y validadas por terceros, como las metodologias de los ensayos fisi-
coquimicos. En este caso se deben tener en cuenta los parametros evaluados por
quienes desarrollaron la metodologia (Sartory, 2005).

Existen diferentes guias sobre métodos de validacion que han sido publicadas para
brindar orientacién al respecto (Raposo & Ibelli-Bianco, 2020). Aunque algunas
estan dirigidas a otras dreas, pueden ser ttiles en la validacion de metodologias que
se utilizan de manera similar en los ensayos de control de calidad de bioplaguicidas
(tabla 5.19).
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Tabla 5.19. Guias para la validacion de metodologias analiticas

Nombre de la organizaciéon Area o disciplina

Collaborative International Pesticides Cipac Agrochemical 2003
Analytical Council P formulations
The United States Ph i

€ bnited Stales Fharimacopeia USP Pharmaceutical 2016
Association of Analytical
Communities AOAC Foods 2002

The International Council for
Harmonization of Technical ICH Pharmaceutical 2005
Requeriments for Pharmaceuticals

The Organization of Economic Co-

operation & Development OECD Biocides 2014

Fuente: Raposo & Ibelli-Bianco (2020)

Etapas en el desarrollo de la validacién de una
metodologia analitica y criterios de aceptacion

No existe una guia oficial que enumere los pasos a seguir; esto dependera del método
en si mismo (Velandia, 2008). Sin embargo, a continuacion se sugieren los pasos
generales que se deben seguir para la validacion de una técnica (tabla 5.20).

Tabla 5.20. Pasos para tener en cuentan para la validacion de técnicas de analisis

Proceso de validacion

Metodologias Identificar:
que se pue-  parametrosy
den validar:  variables

Cualitativos  Disefar: experi-

Semicuanti- mentos estadisti- » . Compara- Método vali-
) Obtencién Andlisis -

tativos Cuan- camente (DEE) . cion con dado

o de datos  estadistico L

titativos requisitos

Ejecutar: ensayos
de laboratorio

Medir: observa-
ciones

FLICHECZ ]_I,ILIIWOI'[LCK’)H pl'UPlLl
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Segun Velandia (2008), “la validacién de un procedimiento analitico establece
mediante estudios de laboratorio que las caracteristicas de desempefio del procedi-
miento cumplen con los requisitos para las aplicaciones analiticas previstas” (p 42).
Son precisamente esas caracteristicas o criterios los que evidencian que el método
analitico permitira obtener resultados confiables en el tiempo. De acuerdo con el
tipo de ensayo a realizar, algunos de los parametros a tener en cuenta para su valida-
cion se presentan en la tabla 5.21 (Valencia, 2010b).

Tabla 5.21. Pardmetros de validacion a tener en cuenta de acuerdo con el tipo de ensayo de control
de calidad

Parametros a tener en cuenta en la validacion

o=t
[}
|
. = = <
Tipo de ensayo - 3 = =
= < — 9 = ‘S N
No) ~ :_5 = =] = [}
o — el = = o=t k7
o4 < b e = 9 =
5} Q (] Yl 9 [
2 g ) ) & & S
.-
A - &~ = ) o &~
Microbiolégico X X X X
Fisicoquimico X X X X X X
Biologico X X X X

Fuente: Elaboracion propia

A continuacion, se aplicaran diferentes parametros en el proceso de validacion de
una metodologia de recuento en placa para microorganismos. Es necesario tener en
cuenta que la validacion aplica para metodologias establecidas por entes internacio-
nales como los establecidos en la tabla 5.19.

Parametros de validacion

1. Precision: hace referencia a la distancia o alejamiento de los datos obtenidos de una
medida media o central (dispersion). Los datos de precision proporcionan evidencia
sobre la aceptabilidad del protocolo (Jacobs et al., 2019). El objetivo es conocer la
variabilidad debida a “errores aleatorios inherentes a todo método de ensayo que no
pueden ser siempre controlados (analista, equipo, instrumental, reactivos, tiempo,
entre otros)” (Velandia, 2008, p. 30). Este parametro suele expresarse en la forma de
“Imprecision” como desviacion estandar absoluta (s o sp), desviacion estandar rela-
tiva (RSD), coeficiente de variacion (cv) o varianza (s?) (Buick et al., 1990).
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2. Linealidad: de acuerdo con Velandia (2008), corresponde a “la capacidad del
método para proporcionar resultados que son directamente (o0 por medio de trans-
formaciones matematicas) proporcionales a la concentraciéon del analito en la
muestra dentro del rango establecido”. La linealidad es una relacion entre la concen-
tracion y la medida de valoracion que se puede modelar mediante una linea recta que
describe con precision la relacion de la concentracion versus la respuesta (usp, 2007).
Este tipo de modelo lineal es ideal, dado que facilita el trazado, la interpolacién y la
interpretacion de los datos (AEF1, 2001). Sin embargo, no siempre es asi (Usp, 2007),
entonces el uso de modelos cuadraticos o modelos de regresion superior pueden ser
necesarios para evitar “puntos altamente influyentes” y desviaciones en bajos niveles
de concentracion (Rasopo & Ibelli-Bianco, 2020).

Ejemplo 5.1. Linealidad entre dos métodos utilizada para cuantificar la concentracion
de un microorganismo (resultado expresado como Logl0 ufc/ml)

Método de referencia Método para validar
Log,, UFCc/ml Log,, urc/ml

4,50 4,32

Fuente: Elaboracion propia

Empleando los datos del ejemplo 5.1. se determind el coeficiente de correlacion (r) y
el error tipico (Sxy):

o = El coeficiente de correlacion mide el grado de linealidad. En este caso corres-
ponde a 0,99.
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o Sxy = El error tipico es de 0,09.

3. Repetibilidad: es la confiabilidad de los datos obtenidos en una prueba. Este
analisis relaciona la variabilidad entre los resultados obtenidos de mediciones suce-
sivas con el método efectuado o una serie de analisis sobre la misma muestra en las
mismas condiciones operativas (por un mismo analista, con los mismos equipos y
reactivos, en un mismo laboratorio y en un periodo de tiempo corto) (AEF1, 2001).
Como se mostro en la primera parte de este capitulo, la repetibilidad de un ensayo se
estima con el coeficiente de variacion (cv) (desviacion estandar relativa) de una serie
de medidas (AEFI, 2001). Sin embargo, para procesos de validaciones, el limite de
repetibilidad r se define como la diferencia absoluta entre dos resultados de prueba
individuales independientes (transformados con log ) obtenidos utilizando el
mismo método, el mismo aparato dentro del intervalo de tiempo mas corto posible,
con material de prueba idéntico, en el mismo laboratorio y realizados por el mismo
operador. No se debe exceder el valor r en > 5 % de los casos. Si la diferencia entre
la repetibilidad resultante dentro de un laboratorio excede r, los resultados pueden

necesitar mas investigaciones (ejemplo 5.2) (Jacobs et al., 2019).
Ejemplo 5.2. Repetibilidad entre analistas en un proceso de validacion

Para la validaciéon de un método, tres analistas evaluaron por quintuplicado un
material de referencia (valor asignado de la cepa de referencia es: 5,36 log urc/ml).
Los resultados del recuento de UFC se transformaron a logaritmo en base 10 para
normalizar la distribucién y se obtuvieron los resultados presentados en la tabla 5.22.

Tabla 5.22. Resultados normalizados obtenidos del recuento de colonias de tres analistas

E E E E

- A DA TS AR =

Analistas = S S S S ! -] S

[ <~ o — o — < = g

= =g = e = e = e o=

Z 2w | E® | BB | 2@ 3
[~ & &= & & A&
Analista 1 5,70 5,71 5,69 5,64 5,72 5,69 0,03
Analista 2 5,68 5,67 5,66 5,61 5,64 5,65 0,03

Analista 3 5,75 5,78 5,80 5,81 5,77 5,78 0,02
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Teniendo en cuenta los datos del ejemplo 5.1, se quiere estimar:

o Ladesviacion estindar (repetibilidad) expresada como Desvest o o n™.
o Ladesviacion estandar (reproducibilidad) entre analistas
o Sesgo expresado como Promedio laboratorio - valor asignado (cepa de referencia)

Para lograr lo anterior: en primer lugar, se calculd el promedio y la desviacion
estandar de los datos obtenidos con cada uno de los analistas; en segundo lugar,
se estimo la repetibilidad de cada uno de los analistas (x < 5 %) con la desviacion
estandar de sus replicados y, en tercer lugar, una vez estimada la desviacion estandar
de la repetibilidad de cada uno de los analistas, se calculé una estimacion global de
la desviacion estandar de la repetibilidad. Para dicho fin, se obtuvieron los prome-
dios de las estimaciones de la desviacion estandar de la repetibilidad de los analistas
empleando la ecuacion 5.3:

G \/(Srl)z +(5r2)° +(Sr3)
3

Ecuacion 5.6. Calculo para determinar la repetibilidad.

El resultado S global (log10 urc/ml) es 0,03.

4. Reproducibilidad: a diferencia de la repetibilidad, la reproducibilidad analiza la
capacidad de un método, ensayo o experimento de ser reproducido por otros bajo
condiciones operativas diferentes y en distintos laboratorios (AEFI, 2001). También
se define como la medida de la dispersion de los resultados de ensayos realizados
sobre la misma muestra homogénea pero ejecutados por diferentes analistas en dias
diferentes (ejemplo 5.3, tabla 5.13) (Calpena et al., 1991). Con la desviacion estandar
de los datos obtenidos entre analistas se estima la reproducibilidad de la técnica. El
limite de reproducibilidad (R) se define como la diferencia absoluta entre dos resul-
tados de prueba tnicos (transformados en logl0) obtenidos utilizando el mismo
método, con material de prueba idéntico, en diferentes laboratorios y con diferentes
operadores que utilizan diferentes equipos. El valor R no debe superarse en > 5% de
los casos. Si la diferencia entre la reproducibilidad de los resultados entre laborato-
rios excede R, los resultados pueden necesitar investigaciones mas profundas (Jacobs
etal., 2019).
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Ejemplo 5.3. Reproducibilidad entre analistas.

Tabla 5.23 Andlisis de datos obtenido entre analistas

Analistas Log,, (UFC /ml) ‘ Desviacion (S / o)
Analista 1 5,69 0,03
Analista 2 5,65 0,03
Analista 3 5,78 0,02
Desviacion Sr (repetibilidad) 0,03
Desviacion SR (reproducibilidad) 0,07

FLICI](CZ Elllb()l'ﬂ(l(’)ll PI'OPI‘J

Con los datos obtenidos se calculé el sesgo: 5,71 - 5,36 = 0,35

Conclusiones del ejercicio expuesto: Con los resultados obtenidos se evalaa la aptitud
del laboratorio para realizar el ensayo:

Sr (log urc /ml): 0,03

SR (log uEc /ml): 0,07

Sesgo (log urc /ml): 0,35

5. Exactitud: expresa la cercania entre el valor que se acepta convencionalmente
como verdadero (o un valor de referencia aceptado) y el valor encontrado experi-
mentalmente. En sintesis, la exactitud permite evaluar qué tan cercano se encuentra
el valor obtenido por un ensayo, método o equipo del valor medio (1CH, Q24, 1995).

6. Especificidad: es la capacidad para evaluar inequivocamente el analito en la
presencia de componentes que se espera estén presentes. En otras palabras, la espe-
cificad hace referencia a la capacidad de un método, ensayo o equipo de obtener
un resultado verdaderamente negativo o positivo. Este analisis es importante, dado
que generalmente una muestra puede incluir impurezas, productos de degradacion
o componentes del vehiculo, entre otros (1CH, Q24, 1995). Sin embargo, la carencia
de especificidad en un método puede ser compensada por otros procedimientos
analiticos.

La especificidad tiene las siguientes implicaciones:

Identificacion: para asegurar la identidad de un analito.
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Prueba de pureza: para asegurar que todos los procedimientos analiticos permitan
una declaracién precisa del contenido de impurezas de un analito, por ejemplo,
sustancias relacionadas con el ensayo, limite de metales pesados, residuos de
solventes o productos de degradacion. En este sentido, la prueba de pureza se lleva
a cabo para proveer un resultado exacto que garantice una declaracion precisa del
contenido o potencia del analito en la muestra (1CH, Q24, 1995).

7. Robustez: hace referencia a la capacidad de la metodologia analitica, ensayo o
equipo de medicidn para no afectarse por pequeiias pero deliberadas variaciones en
los parametros del método. El analisis de robustez tiene la propiedad de indicar la
confiabilidad de un método, equipo o ensayo durante su uso normal (ICH, Q24, 1995).
En otras palabras, la robustez demuestra la capacidad del procedimiento de analisis
para proporcionar resultados validos en presencia de pequefios cambios respecto de
las condiciones descritas en el método susceptibles de producirse durante su utiliza-
cion (AEFI, 2001).

Caso de estudio para validar un método

Se analiz6 por quintuplicado una misma utilizando el método a validar y el método
de referencia (Penaranda, 2010) para el recuento en placa de microorganismos.

Tabla 5.24. Datos brutos de recuento Urc/ml

Método a Método de
validar referencia validar referencia
2.000 2.100 3,30 3,32
1.800 2.200 3,26 3,34
1.900 2.300 3,28 3,36
1.800 2.100 3,26 3,32
2.100 2.200 3,32 3,34
Promedio 3,28 3,34
S 0,03 0,02
F 0,30

FLIL‘I] re: El‘dbﬂl’l( ion Pl’()P 1a

o Se evaluaron las diferencias en la precision entre ambos métodos mediante una
prueba de F. Para dicho fin, en Excel se coloc6 = prueba F (los datos del método a
validar y los datos del método de referencia). F= 0,98.
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Con los datos se obtuvo la siguiente informacion:

Tabla 5.25. Analisis de datos con prueba F

Método a validar | Método de referencia
Media 38 334
Varianza 0,03 0,02
Dats 5 s
Grados de libertad 4 4
@005
I 3,107 F estadistico < valor critico
BE<hunacoa o4
Valor critico para F (una cola) 6,388 (*) Valor limite

* Elvalor critico se obtiene de la tabla Fisher

Fuente: Elaboracion propia

En conclusién, con un a 0,05 no se observaron diferencias estadisticamente signi-
ficativas entre la varianza de los dos métodos, por lo tanto, se aceptd el método a
validar bajo las condiciones establecidas en el procesamiento de muestras.

Referencias

Asociacion Espafiola de Farmacéuticos de la Industria [AEFI]. (2001). Validacion de
métodos analiticos [Monografia]. Comision de normas de buena fabricaciéon
y control de calidad. AEFI.

Altieri, M. A, Koohafkan, P., Giménez, E. H., & Division, W. (2012). Agricultura ver-
de: Fundamentos agroecologicos para disefiar sistemas agricolas biodiver-
sos, resilientes y productivos. Agroecologia, 7(1), 7-18. https://revistas.um.es/
agroecologia/article/view/170961

Arango, M., Gémez M., Rodrigo A., & Zapata, J. (2013). Medicién y mejoramiento
de la operacion de despacho de carbdn a través de modelos estadisticos r&R.
Boletin de Ciencias de la Tierra, 33(1), 135-146.

Barros, I., & Tavares, M. (1995). Estimativa do tamanho 6timo de parcelas experi-
mentais através de calculos algébricos. Bragantia, 54(1), 209-215. https://doi.
org/10.1590/50006-87051995000100024



226 Plaguicidas microbianos: control y aseguramiento de calidad

Betancourt, L., & Garcia, J. (2018). Estandarizacion de técnicas para la caracteriza-
cion quimica se los plastificantes usados en la produccion de botas en pvc para
la empresa Croydon Colombia. Fundacion Universidad de América.

Botero-Arbeldez, M., Mendoza-Vargas, J., & Arbeldez-Salazar, O. (2007). Método
Anova utilizado para realizar el estudio de repetibilidad y reproducibilidad
dentro del control de calidad de un sistema de medicién. Science & Technol-
ogy, 13(37), 533-537, https://doi:10.22517/23447214.4181

Bowman, D. T., & Rawlings, J. O. (1995). Establishing a rejection procedure for crop
performance data. Agronomy Journal, 87(1),147-151.

Buick, A. R., Doig, M. V,, Jeal, S. C,, Land, G. S., & McDowall, R. D. (1990). Method
validation in the bioanalytical laboratory. Journal of Pharmaceutical and Bio-
medical Analysis, 8(12), 629-637. https://d0i:10.1016/0731-7085(90)80093-5

Calpena, A. C., Escribano, E., & Fernandez, E. (1991). Validaciéon de los métodos
analiticos. Farmacologia Clinica, 7(9), 749-758.

Cuevas, M. D. C,, Pinette, G., Lopez-Hidalgo, A. M., Cruz-Sanches, J. S., Nieto-Pena,
M. De L. (2012). Requerimientos de control de calidad en bioensayos. En M.
C. Cuevas, G. Espinosa, C. A. Ilizaliturri, A. Mendoza, M. Montejo (Eds.),
Meétodos ecotoxicologicos para la evaluacion de suelos contaminados con hi-
drocarburos (pp. 127-135).

Goémez, H. (1997). Estadistica experimental. Universidad Nacional de Colombia.

Gomez, K. A., & Gémez A. A. (1984). Statistical procedures for agricultural research.
Wiley-Interscience Publication.

Gonzalez, G., & Falcon, C. (2015). Procedimiento para el andlisis de repetibilidad y
reproducibilidad en procesos de manufactura. Revista Cubana de Ingenieria,
6(3), 53-59.

Gordon-Mendoza, R., & Camargo-Buitrago, I. (2015). Seleccion de estadisticos para
la estimacion de la precision experimental en ensayos de maiz. Agronomia
Mesoamericana, 26(1), 55-63.

Gutiérrez, H., & De La Vara, R. (2004). Andlisis y disefio de experimentos. McGraw
Hill.

Hrvat, F,, Cifric, S., Aleta, A, Dzuho, A., Pokvic, L. G., & Badnjevic, A. (2020). ISO/
IEC 15189 Implementation in Microbiology Laboratory - General Concepts.
IEEE International Workshop on Metrology for Industry 4.0 & IoT, 2020, pp.
611-616, https://doi:10.1109/MetroInd4.0108571.2020.9138169



Capitulo V Aseguramiento de resultados aplicables a metodologias de control de calidad de bioplaguicidas 227

International Council for Harmonization of Technical Requeriments for Pharmaceu-
ticals [1cH, Q2A]. (1995). Validation of analytical procedures: Definitions and
methodology.  https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guide-
line/ich-q-2-rl-validation-analytical-procedures-text-methodology-step-5_
en.pdf

Jacobs, W., Jongenburger, 1., De Boer, E., & Biesta, E. (2019). Validation by interlab-
oratory trials of EN 1s0 10272-Microbiology of the food chain-Horizontal
method for detection and enumeration of Campylobacter spp.-Part 2: Colo-
ny-count technique. International Journal of Food Microbiology, 288(1), 32-
38. https://doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2018.05.008

Jarosova, E. (2020). The use of D-optimal design in an expanded gauge R&R study.
Quality Engineering, 33(1),1-9. https://doi.org/10.1080/08982112.2020.1745233

Johnson, P. D., & Besselsen, D. G. (2002). Practical aspects of experimental design
in animal research. 1LAR Journal, 43(4), 223-232. https://doi.org/10.1093/
ilar.43.4.202

Lacey, A. L. (2012). Manual of techniques in invertebrate pathology. Elsevier.

Leclercq, A., Hardouin, G., & Lombard, B. (2019). European and International vali-
dation of 15 main reference methods in the microbiology of the food chain.
International Journal of Food Microbiology. 288(1), 1-2. https://d0i:10.1016/j.
ijfoodmicro.2018.10.024

Llamosa, L. E., Meza, L., & Botero, M. (2007). Estudio de repetibilidad y reproducibi-
lidad utilizando el método de promedios y rangos para el aseguramiento de
la calidad de los resultados de calibracion de acuerdo con la norma técnica.
Scienthia et Technica, 1(35), 455-460. https://doi.org/10.22517/23447214.5479

Manterola, C., Grande, L, Otzen, T., Garcia, N., Salazar, P., & Quiroz, G. (2018).
Reliability, precision or reproducibility of the measurements. Methods of as-
sessment, utility and applications in clinical practice. Revista chilena de in-
fectologia, 35(6), 680-688, https://doi.org/10.4067/S0716-10182018000600680

Martinez, R. & Martinez, N. (1997). Disesio de experimentos. Andlisis de datos es-
tandar y no estdndar. Fondo Nacional Universitario. Universidad Nacional
de Colombia.

Milliken, G. & Johnson D. (1992). Analysis oh Messy Data. Volumen 4. Basics of Ex-
perimental Desing. Chapman & Hall/crc. Press Company.



228 Plaguicidas microbianos: control y aseguramiento de calidad

Mosquera, C., & Lopez, E. (2007). Comparacion entre los métodos de evaluacion de
incertidumbre y estudios de repetibilidad y reproducibilidad para la evalua-
cion de las mediciones.Muioz-Rojas, J., Morales-Garcia, Y. E., Baez-Roge-
lio, A., Quintero-Hernandez, V., Rivera-Urbalejoa, A. P., & Pérez-Terrron, R.
(2016). Métodos econdémicos para la cuantificacion de microorganismos. En
G. Chavira-Juarez (Ed.), Instituciones de educacién superior la labor investi-
gadora e innovadora en México (pp. 67-84).

Paisan, Y., & Moret, J. (2010). La repetibilidad y reproducibilidad en el aseguramien-
to de la calidad de los procesos de medicion. Revista Tecnologia Quimica
30(2), 117-121.Parada, M. & Muiioz, C. (2015). Bioinsumo de uso agricola: po-
tencialidades y desafios. https://agriculturers.com/bioinsumos-de-uso-agri-
cola-potencialidades-y-desafios/

Patel, J. K., Patel, N. M., & Shyani, R. L. (2001). Coefficient of variation in field exper-
iments and yardstick thereof - An empirical study. Current Science, 81(9,10),
1163-1164.

Pefiaranda, S. (2010). Memorias: Validacion de los métodos microbioldgicos. Andlisis
estadistico de los resultados. Pontificia Universidad Javeriana.

Raposo, F., & Ibelli-Bianco, C. (2020). Performace parameters for analytical method
validations: Controversies and discrepancias among numerous guidelines.
Trends in analytical chemistry, 129, 115913, 1-10. https://doi.org/10.1016/j.
trac.2020.115913Ravensberg, W. (2011). Quality control. En J. Grould, K.
Hoelmer y J. Goolshy (Eds.), A roadmap to the successful development and
commercialization of microbial pest control products for control products for
control of arthropods (pp. 129-197). Springer.

Ravensberg, W. (2011). Quality control. En J. Grould, K. Hoelmer, & J. Goolshy
(Eds.), A roadmap to the successful development and commercialization of
microbial pest control products for control products for control of arthropods
(pp- 129-197). Springer.

Riera, L., Lugo, S., Sosa, L., Entrena, A., Acevedo, M., Tabares, T., Llanes, H., Fer-
nandez, N, Joglar, I., Otafo, A., Zamora, Z., Negrin, N., Gonzilez, A., Ro-
driguez, K., Muioz, E., Crespo, E., Pefia, M., & Chala, T. (2008). Quality
Assurance Programs in the Production of Laboratory Animals. Revista de
Salud Animal, 30(1), 12-16.

Sartory, D. P. (2005). Review Validation, verification and comparison: Adopting new
methods in water microbiology. Water Sa, 31(3), 393-396.



Capitulo V Aseguramiento de resultados aplicables a metodologias de control de calidad de bioplaguicidas 229

Schmildt, E. R, Silva, W., Ambrosio, J., Schmildt, O., Nascimento, A. L., & Fernan-
des, A. A. (2017). Coeficiente de variagdo como medida da precisdo em ex-
perimentos de alface. Revista agro@Mbiente on-line, 11(4), 290, http://doi.
0rg/10.18227/1982-8470ragro.v11i4.4412

Segnini, S. (2004). Fundamentos de Bioestadistica. Universidad de los Andes.

Singh, N., & Anand, A. (2020). Analytical Methods ] Microbiological. Reference
Module in Food Sciences.

United States Pharmacopeial 30 edition. [usp 30]. (2007). Rockville: Mack printing.

Vargas, J. C., & Navarro, J. R. (2019). Tamaiio y forma de unidad experimental para
ensayos de rendimiento de arroz (Oryza sativa), en Guanacaste, Costa Rica.
UNED Research Journal, 11(3), 355-360, https://doi.org/doi:10.22458/urj.
v11i3.2653

Vargas, J. C., Vega, E. V., & Cerdas, R. (2020). Tamaiio y forma de la unidad experi-
mental en ensayos de rendimiento de Brachiaria hibrido CIAT 3608. Pastos
y Forrajes, 43(2), 144-149.

Vasquez, R., & Caballero, A. (2011). Inconsistencia del Coeficiente de Variacién para
expresar la variabilidad de un experimento en un modelo de Analisis de Va-
rianza. Cultivos tropicales. 32(3). 59-62.

Velandia, J. (2008). Validacion del método analitico para la cuantificacion de baci-
tracina en el laboratorio de control de calidad de una industria farmacéutica
verterinaria. Microbiologia Industrial. Pontificia Universidad Javeriana.

Valencia, L. (2010a). Estrategias para la validacion de métodos de andlisis microbio-
logicos. Colombia: Curso validacién de métodos microbiologicos, Programa
de Educacion Continua, Pontificia Universidad Javeriana (no publicado).

Valencia, L. (2010b). Validacién de métodos de ensayos. Colombia: Curso validacién
de métodos microbioldgicos, Programa de Educacién Continua, Pontificia
Universidad Javeriana (no publicado).

Vocabulario Internacional de Metrologia (vim). (2012). Conceptos fundamentales y
generales, y términos asociados. Centro Espafol de Metrologia.

Wayne, D. (2006). Bioestadistica. Limusa.

Zar, ].H. (1999). Biostatistical analysis. Prentice Hall.






231

Glosario

Bioplaguicida: compuestos que incluyen sustancias naturales que controlan plagas
(plaguicidas bioquimicos), microorganismos que controlan plagas (plaguicidas
microbianos) y sustancias plaguicidas producidas por plantas que contienen mate-
rial genético agregado, como protectores incorporados en las plantas (p1p) (United
States Environmental Protection Agency [us Epa], 2019).

Blastospora: célula vegetativa (similar a una levadura) producida por diversos
hongos entomopatdgenos que es capaz de germinar e infectar insectos de forma mas
rapida que un conidio (Lacey, 2017).

Concentracion letal media: concentracién de un patdgeno o agente que produce
la muerte de la mitad de los individuos evaluados. El método experimental no es
suficiente para determinar la dosis precisa a la que los individuos evaluados fueron
expuestos. Su simbolo es CL, (difiere de la dosis letal media) (Lacey, 2012).

Conidio: espora especializada de reproduccion asexual que se forma en el extremo
de una hifa a partir de un conidi6foro. Permite la dispersion del hongo hacia nuevos
habitats (Rey et al., 2017).

Conididforo: hifa especializada sobre la cual se forman conidios externamente
(Cepero et al., 2012).

Dosis letal media: dosis con la cual se produce la mitad de la muerte de los indivi-
duos evaluados. Su simbolo es DL, ) (Lacey, 2012).

Epicarpo: es la parte mas externa que suele proteger al resto del fruto del exterior. El
epicarpio forma la epidermis protectora del fruto que, a menudo, contiene glandulas
con esencias y pigmentos. En muchas frutas se llama cominmente piel (EcuRed, s. f.)
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Error experimental: son aquellas variaciones o alteraciones en los resultados
debidos a factores no controlados o no conocidos. Al error se le atribuye la diferencia
que se presenta entre unidades experimentales tratadas idénticamente. Las princi-
pales fuentes de error estan relacionadas con la variabilidad natural existente en el
material sobre el cual se aplican los tratamientos; la falta de uniformidad con que se
manejan las unidades experimentales; errores en la observacion y en la medicién y
efectos combinados de factores extrainos (Gémez, 1997).

Excipiente: grupo de auxiliares de formulacidn, inertes y que deben proteger y
liberar al ingrediente activo (Diaz et al., 2018).

Experimento/Bioensayo: es un proceso por medio del cual se obtiene una obser-
vacion o medicidon. Un bioensayo es un experimento aleatorio cuyos resultados no
pueden predecirse y, por lo tanto, estan sujetos al azar. Asimismo, los bioensayos
incluyen tres etapas: planeacion, ejecucion y andlisis e interpretacion de resultados
(Gémez, 1997). También corresponde a una prueba experimental de control de
calidad realizada en un laboratorio o invernadero que permite verificar la actividad
biologica de un insumo de uso agricola (1ca, 2011).

Fléculo: signo de inestabilidad de una emulsion en el cual las gotas de la fase interna
se unen y forman agregados debido a las fuerzas de atracciéon de Van der Waals
(Aranberri et al., 2006).

Ingrediente o principio activo: componente de una formulacién que ejerce la acti-
vidad bioldégica. Puede incluir un microorganismo, extracto vegetal, metabolito,
entre otros. (Diaz et al., 2018).

Insecto alterno: insecto sobre el cual se evalta la actividad bioldgica de un agente de
control bioldgico el cual, en principio, esta dirigido para el control de otro (insecto
blanco). Surge como una alternativa cuando la consecucion del insecto blanco es una
limitacion.

Liquidos inmiscibles: liquidos que no se mezclan (Brown et al., 1997).

Microesclerocio: agregados hifales compactos y pequeios, frecuentemente melani-
zados, con tolerancia a la desecacion, productores de compuestos secundarios que
pueden ser antibacteriales, antifungicos o interrumpir la alimentacion en insectos
(Cooke, 1983 citado por Lacey, 2017).
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Surfactante: contraccion del término agente de la superficie activa, es una sustancia
que cuando esta presente en bajas concentraciones en un sistema tiene la propiedad
de adsorberse sobre la superficie o interfase de este y alterar la energia libre presente
en la superficie o interfase (Rosen & Kunjappu, 2012).

Testigo absoluto: corresponde a los individuos control en un bioensayo y, por lo
tanto, no reciben ninguin tratamiento, ninguna aplicacién y se disponen en la unidad
experimental correspondiente (Lacey, 2012).

Testigo tratado: corresponde a un tratamiento control. A los individuos de este
tratamiento se les coloca el vehiculo de aplicacion sin el principio activo a evaluar.
En este caso, la sustancia es generalmente inocua y se usa sola, administrada de la
misma manera que el tratamiento (Johnson & Besselsen, 2002).

Tiempo letal medio: periodo de tiempo de exposicion a un patdgeno en el cual se
produce la muerte en la mitad de los individuos sometidos a prueba (Lacey, 2012).

Tratamiento: los tratamientos son las condiciones experimentales que se desean
comparar en un experimento (Johnson & Besselsen, 2002).

Unidad experimental: es la unidad o individuo al cual se le aplica un tratamiento
(Gould, 2012).
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