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RESUMEN

Se presento la validacién de un método espectrofotométrico aplicable en los
laboratorios clinicos para la determinaciéon analitica de fosfatos en suero, con el uso
del juego de reactivos fosforo-UV de produccién nacional de la Empresa de
Produccién de Bioldgicos "Carlos J. Finlay" (La Habana, Cuba). El método de analisis
se fundamento en la reaccion del fésforo con amonio molibdato a pH acido para
formar un complejo medible a 340 nm. Se evaluaron la especificidad y precision
teniendo en cuenta la robustez del método, linealidad, exactitud y sensibilidad del
método. El método analitico result6 ser lineal hasta 4,8 mmol/L, preciso (CV < 3
%) y exacto (% recuperacion 98 a 102 %; r > 0,999) en el intervalo de
concentraciones de interés clinico, donde no se registraron interferencias por la
matriz. Los valores para el limite de deteccién fueron de 0,037 mmol/L y de
cuantificacion de 0,13 mmol/L, ambos satisfactorios para el uso al que se destina el
producto.

Palabras clave: Fésforo, espectrofotometria, laboratorio clinico, diagnéstico
clinico.

ABSTRACT
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Validation of a spectrophotometry method applicable in clinic labs was proposed to
analytical assessment of serum phosphates using a kit UV-phosphorus of domestic
production from "Carlos J. Finlay" Biologics Production Enterprise (Havana, Cuba).
Analysis method was based on phosphorus reaction to ammonium molybdenum to
acid pH to creating a measurable complex to 340 nm. Specificity and precision were
measured considering the method strength, linearity, accuracy and sensitivity.
Analytical method was linear up to 4,8 mmol/L, precise (CV < 3 %) and exact (%
recovery 98 to 102 %; r = 0.999) during clinical interest concentration interval
where there were not interferences by matrix. Detection limit values were of 0.037
mmol/L and of quantification of 0.13 mmol/L both were satisfactory for product
use.

Key words: Phosphorus, spectrophotometry, clinical lab, clinical diagnosis.

INTRODUCCION

La obtenciéon de diagnosticadores que cubran todas las lineas de determinaciones
analiticas de Quimica Clinica con las que se obtengan respuestas confiables y
reproducibles en los resultados del laboratorio, constituye una gran prioridad para
la industria médica de Cuba, con el objetivo de brindar un mejor servicio en la
deteccion de diferentes afecciones.

El fosforo es un elemento importante, ampliamente distribuido en el organismo
humano; se encuentra en el cuerpo casi exclusivamente en forma de fosfato,
principalmente en la sustancia 6sea inorganica y constituye el principal anién
encontrado dentro de las células, componente estructural de sustancias
fisiologicamente importantes: fosfolipidos y los acidos nucleicos, asi como en el
adenosintrifosfato, que constituye una significativa fuente de energia. La
determinacién de fésforo en el suero y en la orina se realiza principalmente para
detectar las enfermedades renales, dseas, nutricionales, endocrinolégicas y de las
glandulas paratiroides.*

La técnica utilizada en los laboratorios cubanos para evaluar este indicador
involucra la determinacion fotométrica del azul de molibdeno formado por reducciéon
del molibdodifosfato, basado en el método propuesto por Fiske y Subbarow (1925),
proceso este bastante complejo e indudablemente heterogéneo.?? Este método
tiene 2 inconvenientes fundamentales: baja estabilidad del color de la reacciéon y
paso previo de desproteinizacién de la muestra.

Con el juego de reactivo FOSFORO-UV (Laboratorios Finlay, La Habana, Cuba) que
comenz6 a producirse tras un estudio riguroso de disefio y evaluacién, se eliminan
las dificultades durante la fase analitica en el laboratorio. Se presenta como
monoreactivo listo para su uso, basado en una maodificacion al método propuesto
por Daly y Ertingshausen (1972). El fundamento de la técnica se basa en la
reaccion de los fosfatos con el ion molibdato en medio acido para formar un
complejo inorganico molibdato fosférico con un maximo de absorcién a 340 nm. El
objetivo del presente trabajo consistié en la validacién del método analitico con
vistas a su introduccién como diagnosticador en los laboratorios cubanos.
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METODOS

La validacion del método analitico se realiz6 en la UEB Desarrollo e Innovacion
Tecnolégica de la Empresa de Produccion de Biologicos "Carlos J. Finlay" (La
Habana, Cuba) con un lote de escalado del juego de reactivos FOSFORO-UV. El
juego consta de un monoreactivo: solucién molibdato-UV y la solucién de referencia
de fésforo 1,60 mmol/L. Se emplearon soluciones de referencia de produccion
nacional (Laboratorios Finlay, La Habana), suero control de la firma comercial
Roche de procedencia alemana con valores normales (Precinorm U lot. 155 977) y
con valores patoldgicos (Precipath U lot.196 563) y un juego de reactivos fésforo-
UV de la firma comercial Roche (Phos-5600 Lot A20235).

Los ensayos se realizaron en un espectrofotobmetro UV/Vis Perkin ElImer modelo
LAMBDA EZ201 a una longitud de onda de 340 nm. Para el procedimiento analitico
se midieron 20 pL de muestra o solucion de referencia de fésforo y se afiadieron 2
mL de reactivo solucién molibdato-UV, se dejoé reposar de 3 a 5 min a temperatura
ambiente y se leyd contra ensayo blanco reactivo a 340 nm. La concentracion de
fésforo en la muestra se calculd segun la expresion:

C= abs{m)*Cr
abs(r)

mmol /L

donde:

C: concentracioén de fésforo en la muestra (mmol/L).

Abs(m) y Abs(r): absorbancia de la muestra y absorbancia de la referencia.
Cr: concentracion de fosforo en la soluciéon de referencia (mmol/L).

Se evaluaron los parametros de especificidad, linealidad, precision, robustez,
exactitud y sensibilidad.

Se realiz6 el estudio de especificidad a través del ensayo de paralelismo con el
empleo de soluciones acuosas de fésforo y en diluciones de una muestra biolégica
que abarc6 el mismo intervalo de concentraciones.

La linealidad se evalu6 en el intervalo de concentraciones de interés clinico (entre
0,8 y 4,8 mmol/L), lo que equivale a valores del 25 al 150 % de la cantidad tedrica
declarada, para lo cual se emplearon soluciones de referencia de produccion
nacional. Se efectuaron 3 réplicas para cada uno de los puntos de la curva; los
resultados se procesaron en el programa estadistico SPSS para Windows y se
determineron las variables relacionadas con la regresiéon y correlacion, la
proporcionalidad y el coeficiente de variacion del factor respuesta.

El estudio de precisidon se efectud para la repetibilidad, con la utilizacién de 3
valores de concentraciones: normales y patoldgicos bajo y alto segun aparecen
reportados en la literatura para el método,® se realizaron 8 réplicas de cada
concentracién. La precision intermedia se realizé en 3 dias diferentes. En el analisis
estadistico se obtuvieron los coeficientes de variacion entre los valores obtenidos en
el dia y entre las corridas.
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En el estudio de robustez se evaluaron los factores que mas afectan la
determinacion en los laboratorios: analistas, técnica de analisis: manual y
automatizada, tiempo de desarrollo de la reaccion, temperatura de incubacion y de
almacenamiento. En el andlisis estadistico se determiné la diferencia entre los
factores a través de la tabla de Youden y Steiner, en valor absoluto y se comparo
con 2\/DE, donde DE es la desviacion estandar obtenida en el estudio de
repetibilidad para el punto correspondiente al valor normal del analito en suero.

La exactitud se realizd6 mediante el ensayo de Cochran a partir del analisis de los
porcentajes de recuperacion a concentraciones de 50, 80, 100, 120, 150 % de la
muestra, en cada caso se evaluaron 3 réplicas. Ademas se hizo un estudio por
comparacion de métodos donde fue evaluado la exactitud del ensayo funcional al
comparar el método empleado con el método fésforo-UV de la firma Roche, con 130
muestras de diferentes concentraciones; en este caso se determiné el coeficiente
de correlacién lineal, de determinacion y la pendiente entre ambos métodos.

La sensibilidad del ensayo funcional fue estimada a partir de la desviacion estandar
de la respuesta y la pendiente de la curva de calibracién, para lo que se utilizaron 3
concentraciones inferiores al menor valor de la curva de calibracion.®

RESULTADOS

Los resultados del estudio de especificidad y linealidad se muestran en la tabla 1.
La especificidad en soluciones acuosas y en suero, proporciond 2 curvas de
calibracion con pendiente y desviacion estandar muy similares para ambos casos,
en el mismo intervalo de concentracién analizado. En el estudio de linealidad los
valores de correlacion y determinaciéon resultaron mayores que 0,99, con un
intercepto en valores muy préximos a cero, con un nivel de significacién de 0,05.

Tabla 1. Resultados de |la especificidad y linealidad de |a técnica analitica metodo LY

Parametro Resultado Criterio
Ensayo de Msyerg= 0,99939 + 0,011 Rectas superpuestas
Especificidad paralelismao Meolucién scunsa= 0,99038 + 0,00797 o paralelas
F = 0,99
Linealidad r=0,9994; r2=0,9988 r¢ = 0,98
CWi= 1,57 % CWi < 5 %
ICa: -0,0127< & » 0,0013 Dehe incluir el cero

m: pendiente de |la recta; los valares se representan como media + desviacion estandar;

r: coeficiente de carrelacion; re: coeficiente de determinacion; Cvs: coeficiente de wariacian de los
factores respuesta; 1Ca: intervalo de confianza del intercepto

En la tabla 2 se presentan los resultados del estudio de precision y exactitud. Los
valores del coeficiente de variacion para la repetibilidad y la precision intermedia,
en el estudio de precision, a los diferentes valores de concentraciéon estudiados
fueron menores del 3 %, limite permisible de un método analitico
espectrofotométrico para el diagndstico de iones. Al comparar la variacion entre
dias no se obtuvo diferencia significativa; con la prueba de Fisher se obtuvo una
Fexp Ftab para una probabilidad de 0,05 y con la prueba de la t de Student, el valor
calculado entre las medias de los dias resulté menor que el tabulado para el 95 %
de confianza.
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Tabla 2. Resultados de la precisidn y exactiud de la téchica analitica meétodo U

Parametro Resultado Criterio

o Patoldgico bajo MNormal Patoldgico alto

Reiezhglgad 0,67 0,014 | 1,25+0,018 | 2,24 +0,031
Ciwi= 2,03 % = 1,44 % Cwi=1,38% CW o= 3 %

0,68 £0,015 1,26 £ 0,017 2,24 £0,033
L CW=2,15 % CW=1,360 % CW=1,48 % CW o 3%

. Precision

Precision intermedia Fewp= 0,76 Fewp= 0,41 Fewp=0,742 Fewp < Feab
* + DE Fiab= 2,73
tewp= 10,171 tewp= 0,29 tewp=0.93 fewp < Ttab
Ttab= 2,14

&nalista= -0,0075
Técnica de analisis= -0,027
Robustez Tiempo de desarollo de la reaccion= -0,027 Y « 2+/DE= 0,035
Temperatura de incubacion= -0,023
Temperatura de almacenamiento= 0,012

Gewp= 0,4710; Ggap= 0,5981 Gewp < Gtab
% de recuperacidn;50% = 99,85 %
80 %= 99,71 %
100 %= 99,97 % 93-102 %4
120 %= 99,99 %
150 %= 99,75 %

Exactitud

r=0,99
Comparacidn de métodos:r= 0,999; r2=0,999; m= 1,022 r= 0,98
m = 1,00

¥ £ DE: media (mmolfL) £ desviacidn estandar; CV: coeficiente de variacidn; F: prueba de
Fisher. Anova de clasificacidn simple; t: prueba de la t de Student; ¥: factores estudiados en la
robustez; G prueba de Codhran; r: coeficiente de correlacion;
r2; coeficiente de determinacidn; m: pendiente.

En el estudio de robustez las diferencias entre los factores de las variables
definidas, en valor absoluto, son menores que 2\/DE, donde DE es la desviacion
estandar obtenida en el estudio de repetibilidad para el punto correspondiente al
valor normal del analito en suero.

La exactitud del método con los 2 ensayos aplicados, responden al criterio aceptado
en cada caso. Con el analisis por triplicado de muestras con diferentes
concentraciones conocidas de fésforo, se obtuvo que el estadigrafo Gexp Gtab, para
el 95 % de confianza, lo cual indica que no existe diferencias significativas y las
varianzas de las concentraciones evaluadas son equivalentes. Los porcentajes de
recuperacion a las diferentes concentraciones analizadas, de interés clinico, son
mayores del 98 % y no sobrepasan el 102 %, por lo cual la cantidad de analito
recuperado no es significativa.

En la comparacion de métodos del juego de reactivos de fésforo-UV con un
homologo de la firma comercial Roche, en muestras de pacientes, se demuestra
que el resultado es altamente significativo a partir de que se obtienen coeficientes
de determinacién y de correlacion superior a 0,990; las lineas de regresiéon
estimadas se ajustaron de forma satisfactoria a los valores observados en los
estudios que se realizaron y las pendientes de las rectas de mejor ajuste coinciden
con el término unitario.

El estudio de sensibilidad, los valores obtenidos para el limite de detecciéon (LOD)
0,037 mmol/L y para el limite de cuantificacion (LOQ) 0,130 mmol/L, estimada
mediante el valor de la ordenada en el origen expresado en unidades de
concentracioén, son satisfactorios para el uso al que se destina el producto.
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DISCUSION

La validacion de un método analitico es imprescindible porque proporciona un alto
grado de confianza en la ejecucion y resultados que se obtienen, ademas de que
brinda criterios de la calidad del producto.

El estudio de especificidad refleja que no existen interferencias por efecto matriz, al
obtener rectas paralelas para las curvas preparadas con soluciones acuosas y con
suero, por lo que en la respuesta del método analitico no interfieren sustancias
como las proteinas plasmaticas, presentes en las muestras de pacientes.

Con los resultados del estudio de linealidad se obtiene buena respuesta en el
intervalo de interés clinico. El método es lineal a los valores de concentracion
analizados, se cumple la ley de Lambert Beer siendo posible trabajar en un
intervalo de respuesta de deteccién con confiabilidad a valores patolégicos altos
superiores a 2,0 mmol/L. Existe proporcionalidad entre la respuesta analitica y la
concentracion del analito, al considerar que la relaciéon y/x es casi igual a la unidad
con una desviacion estandar de la pendiente menor que el valor maximo
establecido.’

En la precisidon se observa una minima dispersion de los valores a las diferentes
concentraciones analizadas, los valores del coeficiente de variacién para el estudio
garantizan la seguridad del uso al que se destina el reactivo y la posibilidad de
contar con un diagnosticador para determinar fésforo en los laboratorios clinicos,
que permita obtener resultados semejantes cuando se aplica repetidamente a una
misma muestra, sin variabilidad significativa entre los dias.

El estudio de robustez da criterios de calidad y fiabilidad del producto, al evaluar
diferentes variables importantes en las condiciones operacionales del analisis en la
rutina del laboratorio. Considerando este aspecto se analizaron los parametros que
mas variaciones pueden presentar de acuerdo a la infraestructura y las
caracteristicas del trabajo particular de los diferentes laboratorios.

La evaluacion de la variable "analista” es imprescindible en todos los métodos
analiticos, ya que constituye una fuente potencial de variabilidad debido a la
capacidad para ejecutar los ensayos en el laboratorio que presenta un técnico con
respecto a otro. La temperatura de almacenamiento del reactivo se toma en cuenta
por ser un parametro relacionado con la estabilidad del producto y la reaccion. La
influencia del equipo, por la diversidad del equipamiento instalado; el desarrollo de
la técnica: manual, semiautomatizada o automatizada; temperatura de incubacion;
y el tiempo de desarrollo de la reaccion definen la respuesta final de la reaccion: la
absorbancia; de no tenerse en cuenta todas estas variables no se obtendria el valor
real de concentracion del analito en estudio.

Las diferentes variables estudiadas cumplen con el criterio de aceptaciéon
establecido, incluyendo las variables relacionadas con el equipo de medicion, con
las que se obtuvo mayor diferenciacion, esto se debe principalmente a que la
técnica corresponde a un método espectrofotométrico donde los resultados se ven
afectados por caracteristicas propias de las lamparas empleadas en el equipo, la
fatiga de los detectores, diferencias de la linealidad de los amplificadores, o a
causas externas que provoquen deficiencias como las variaciones del voltaje,
periodo de vida de las lamparas, esquema de programacion de las técnicas, entre
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otros. Por lo que el método es robusto y aplicable a las diferentes condiciones del
laboratorio.

Con el ensayo de homogeneidad de varianzas de grupos muestrales de igual
tamafo (prueba G de Cochran), se observé que las varianzas no difieren
significativamente, lo que permite concluir que este factor no afecta la exactitud del
método y por tanto la concentracién no es determinante en la variabilidad de los
resultados. Los porcentajes de recuperacion a concentraciones patolégicas bajas y
altas asi como a concentraciones normales de fésforo en suero, indican que no
existen diferencias significativas entre la recuperacion media y el 100 % de
recuperacion.

Con la comparacién de métodos se puede analizar las ventajas o desventajas del
método de estudio a partir de un producto de referencia.®El estudio del juego de
reactivo fosforo-UV con muestras de pacientes del Instituto de Nefrologia (La
Habana, Cuba) con valores normales y patoldgicos, en paralelo con el juego de la
firma comercial permitié estimar la fiabilidad en los resultados, al obtenerse
resultados altamente significativos en la exactitud.

Los valores obtenidos en el estudio de sensibilidad son satisfactorios para el uso al
que se destina el producto, debido a que en algunas afecciones asociadas a la
hipofosfatemia como son anomalias hematolégicas y deformacién neuromuscular, el

fosforo se encuentra = 0,3 mmol/L, en raras ocasiones este valor resulta inferior.

La determinacion de fésforo en suero en niveles inferiores a 0,8 mmol/L y
superiores a 2,5 mmol/L definen en determinadas ocasiones entre el estado normal
y patolégico del paciente debido a la relacion del fésforo con la alimentacién y
variaciones en la secrecion de hormonas paratifoideas que puedan disminuir su
concentracion hasta 0,3 mmol/L, a consecuencia de la administracion de
medicamentos como son el hidréxido de aluminio, epinefrina e insulina; o
aumentarlos como la heparina, tetraciclina y antiacidos alcalinos.

Con la validacion del juego de reactivos fosforo-UV, se avala la calidad del juego, y
se demuestra que el método analitico es preciso, exacto y que responde
linealmente en el intervalo de interés médico, lo cual permite realizar las
determinaciones en los laboratorios clinicos, con un alto grado de confiabilidad en
los diferentes niveles de atencion médica.
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