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Abstract. Analysis of body composition and consumption of breast milk
using stable isotopes are highly accurate through standardized and non-
invasive techniques. Laboratories around the world participate in inter lab-
oratory studies to verify their performance in analysis of water samples en-
riched with deuterium. The goal of this study is to evaluate the results of the
first inter-laboratory study for the analysis of water samples enriched with
deuterium oxide in portable Fourier Transform Infrared spectrophotometry
equipment of laboratories included in Technical Cooperation programs from
International Atomic Energy Agency of which Bolivia is part. This descrip-
tive cross-sectional study was carried out in countries around the world.
Four standardized samples of water enriched with deuterium oxide in the
range of O to approximately 1000 parts per million (mg/kg) above the natural
abundance of the source water which is approximately 150 parts per million
(ppm); the enrichment analysis was carried out between 2019 and 2020 and
data was obtained from the official report. A total of 41 laboratory reports
have been received, only 27 reports correspond to laboratories equipped
with portable FTIR, the distribution of the enrichment averages show a sim-
ilar distribution between the laboratories and the intra-laboratory variability
found in the portable equipment is less than the global variability. Regard-
ing the acceptability criteria we found 3 laboratories with results out of the
acceptability range. In conclusion, most of the laboratories show acceptable
performance results, the local laboratory has met the criteria set by the inter-
laboratory study.

Keywords: Deuterium Oxide, Infrared Spectrophotometry, Fourier analysis,
Laboratory Testing, Laboratory Proficiency Testing, Multicenter Study.
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Resumen

Los andlisis de composicién corporal y consumo de leche materna usando deuterio son altamente precisos,
con técnicas estandarizadas y no invasivas. Los laboratorios participan de estudios multicéntricos para com-
probar su desempefio en el andlisis laboratorial. El objetivo del presente estudio es evaluar los resultados del
primer estudio interlaboratorio para el andlisis de muestras de agua enriquecidas con éxido de deuterio en
equipos portatiles de espectrofotometria infrarroja con transformada de Fourier donados a laboratorios que
participan en proyectos de Cooperaciéon Técnica del Organismo Internacional de Energia Atdmica y que Bo-
livia forma parte. Se realizd un estudio descriptivo transversal en laboratorios de distintas partes del mundo.
A cada laboratorio se enviaron 4 muestras estandarizadas de agua enriquecidas con 6xido de deuterio en el
rango de 0 a aproximadamente 1000 partes por millon (mg/kg) por encima de la abundancia natural del agua
de origen que es de aproximadamente 150 partes por millén (ppm), el analisis de enriquecimiento se realizd
entre 2019 y 2020y los datos fueron obtenidos del reporte oficial. Del total de 41 reportes de laboratorios en-
viados, 27 reportes corresponden a laboratorios equipados con FTIR portatil, la distribucién de los promedios
de enriquecimientos muestran una distribucion similar entre los laboratorios y la variabilidad intralaboratorio
encontrada en los equipos portables es menor a la variabilidad global. Respecto a los criterios de aceptabilidad
definidos 3 laboratorios tienen resultados que salen del rango de aceptabilidad. En conclusion, la mayor parte
de los laboratorios muestran resultados de desempeno aceptables, el laboratorio local ha superado satisfacto-
riamente los criterios fijados por el estudio interlaboratorio.

Palabras clave: Oxido de deuterio, Espectrofotometria Infrarroja, Transformada de Fourier, ensayo de labo-
ratorio, Ensayos de Aptitud de Laboratorios, Estudio multicéntrico.

1 | INTRODUCION

La valoracion del estado de salud involucra diferentes componentes fisiolégicos que incluye a la composicion
corporal, segiin Wang et al. [1], la definen como aquella rama de la biologia humana que se ocupa de la cuantifi-
cacién in vivo de los componentes corporales, las relaciones cuantitativas entre los componentes y los cambios
cuantitativos en los mismos relacionados con factores influyentes. Para delimitar la composiciéon del cuerpo
humano en funcién de sus diferentes componentes se definen distintos modelos de composicién corporal o
modelos compartimentales. Behnke [2] propone un modelo de andlisis de la composicién corporal basado en
la aplicacién del principio de Arquimedes, en el cual el peso corporal estaba representado por 2 componentes
fundamentales, la masa grasa y la masa libre de grasa. A partir de este modelo bicompartimental tendra lugar
el desarrollado de otro nuevo por Keys y Brozek [3]. Quienes proponen el modelo que fracciona al organismo
en 4 componentes basicos: masa grasa, masa 6sea, agua y proteina. En la lGltima década se han realizado multi-
ples estudios sobre composicién corporal y consumo de leche materna usando el método de dilucion isotdpica
con deuterio, esta técnica se ha denominado el Gold Estandar para la evaluacién del compartimento de agua
corporal total y flujo de agua entre madre e hijo a través de la lactancia [4, 5]. El deuterio es un isotopo estable
del Hidrégeno el cual tiene un neutrén adicional lo que incrementa su peso atémico siendo denominado 2H,
combinado con oxigeno se obtiene éxido de deuterio o agua pesada la cual estd distribuida en la naturaleza
con una abundancia natural de 0.015% de todo el hidrogeno. El método de dilucién isotépica con deuterio
se basa en la administracién de una pequena cantidad estandarizada de agua pesada a una concentracion del
99.98% por via oral, la cual al cabo de 3 horas se distribuye en todos los compartimentos corporales, por lo
tanto es medible en fluidos corporales como sangre, orina o saliva [6]. La espectrofotometria infrarroja con
transformada de Fourier (FTIR) es una técnica ampliamente utilizada y validada como alternativa a la espec-
trometria de masas (IRMS) [7]. Estudios demuestran que el enriquecimiento de muestras de saliva no presenta
diferencias significativas entre las mediciones por espectrometria de masas y la espectrometria infrarroja [8],
considerando que la espectrometria de masas es mas sensible ya que permite determinar la distribucion de las
moléculas de una sustancia en funcién a su masa, pero la instrumentacién es mas costosa y requiere mas experi-
encia para su uso. El método FTIR involucra la medida de la interaccién de la radiacién infrarroja con la materia
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por absorcién, emisién o reflexion; para su andlisis requiere el consumo de mayores cantidades de éxido de
deuterio por los sujetos de estudio, utiliza instrumentacién menos costosa y mas facil de mantener. Por lo
tanto, se prefiere el uso de FTIR en regiones donde el financiamiento es limitado [, 10], actualmente el nuevo
modelo portatil permite obtener resultados adecuados con cantidades menores de muestra y menor cantidad
de dosis administrada lo que permite optimizar tiempos durante la toma de muestra y el anélisis en el labora-
torio [9]. Gracias a proyectos de cooperacion técnica a nivel mundial se ha mostrado la utilidad, factibilidad y
precisién de las mediciones de liquidos corporales a través de técnicas no invasiva mediante espectrometria
infrarroja, puesto que se han estandarizado las mediciones del enriquecimiento de 6xido de deuterio en mues-
tras de saliva de diferentes sujetos de estudio. Bolivia como pais miembro de Naciones Unidas ha participado y
participa de programas de fortalecimiento cientifico a través de proyectos de cooperacion técnica financiados
por el Organismo Internacional de Energia Atomica (OIEA) (Viena, Austria), actualmente se ha logrado consol-
idar el equipamiento y mejorar la implementacion del Laboratorio de Biologia Atdmica (LABA) perteneciente
a la unidad de Crecimiento y Desarrollo Infanto-Juvenil (UCREDE) del Instituto de Investigacién en Salud y
Desarrollo (IINSAD) de la Facultad de Medicina de la Universidad Mayor de San Andrés [11]. La calidad de los
procesos de andlisis en el laboratorio pueden evaluarse desde diferentes perspectivas, por ejemplo el control
de calidad interno que incluye: la calibracion diaria del instrumento FTIR al comienzo de la evaluacion de cada
lote de muestras, los estandares (0 y 1000 mg/kg) que son analizados como muestras al principio y al final
de cada jornada laboral; asi mismo, la curva estandar que debe analizarse cuando el instrumento es nuevo
y cuando el instrumento ha estado fuera de uso durante algiin tiempo antes de comenzar a analizar mues-
tras, ademas el andlisis de muestras repetidas se utiliza para estimar la precisién analitica. Cuando se utiliza la
precision de espectrometria del FTIR el coeficiente de variaciéon (CV) oscila por debajo del 1 %, siendo:

CV = DE[media * 100 (1)

El control de calidad externo se realiza a través de programas integrales de la garantia de la calidad en las
mediciones y estudios interlaboratorio, con la finalidad de aumentar la confianza del laboratorio en los datos
obtenidos al proporcionar informacion estadistica en tiempo real para controlar y determinar la calidad de las
mediciones [12]. Es de vital importancia llevar a cabo mediciones de similitud y control de calidad permanente
durante la vida util de equipos de laboratorio localizados en multiples ubicaciones para comprender la repro-
ducibilidad y exactitud de los analisis de enriquecimiento de muestras con oxido de deuterio. Para determinar
la reproducibilidad de las mediciones el presente articulo muestra datos de comparacién entre diferentes lab-
oratorios a nivel internacional y evalla los datos de enriquecimiento con oxido de deuterio en muestras de
agua enviadas a 27 laboratorios equipados con FTIR portatiles.

2 | MATERIAL Y METODOS

El presente estudio de tipo descriptivo transversal, tiene como objetivo evaluar los resultados del primer estu-
dio interlaboratorio para el analisis de enriquecimiento de muestras de agua con éxido de deuterio en equipos
de espectrofotometria infrarroja con transformada de Fourier portatiles (Agilent de la serie 4500), estudio lle-
vado a cabo en paises de Africa, Europa, Asia y América Latina bajo la coordinacion del Organismo Internacional
de Energia Atdmica (OIEA), Seccion de Estudios de Nutricion y Salud relacionados al Ambiente (NAHRES) - Di-
vision de Salud Humana (NAHU). Un total de 52 laboratorios fueron invitados, 42 laboratorios participaron y
enviaron las determinaciones obtenidas del analisis de las muestras utilizando espectrometria infrarroja. Se
analizaron los resultados obtenidos por 27 laboratorios equipados con espectrofotometria infrarroja con trans-
formada de Fourier (FTIR) portatiles exclusivamente, se excluyeron los resultados de los laboratorios equipa-
dos con otros equipos por su amplia variabilidad. La Fig. 1 muestra los paises participantes. Cada laboratorio
recibioé un total de 4 muestras estandarizadas y el anélisis de enriquecimiento se realizé entre 2019 y 2020.
Las muestras de agua enriquecidas con éxido de deuterio se encontraron en el rango de O a aproximadamente
1000 partes por milléon (mg/kg) por encima de la abundancia natural del agua de origen (Viena, Austria) que
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es de aproximadamente 150 partes por millén (ppm).
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FIG. 1 Paises participantes

2.1 | PREPARACION Y ENVIO DE LAS MUESTRAS

Las muestras fueron preparadas gravimétricamente en un laboratorio de referencia, debidamente codificadas
FTIR#001, FTIR#002, FTIR#003 y FTIR#004 (Fig. 2). Las muestras fueron enviadas con todas las medidas de
seguridad via Courier.

SUBL Evl'.: ’
o 1
FTIR_#00%
SEBL 2005
SiL 2:-;;; -
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FIG. 2 Muestras de agua enriquecidas con deuterio.
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2.2 | ANALISIS DE ENRIQUECIMIENTO

Los laboratorios fueron instruidos a analizar cada muestra por triplicado en un dia de acuerdo a los proced-
imientos estandarizados en cada laboratorio, debiendo reportar la abundancia de éxido de deuterio en mg/kg.
Los resultados obtenidos fueron reportados via electrénica a través de un formulario estandarizado propor-
cionado por el Organismo Internacional de Energia Atémica.

2.3 | ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis estadistico se elaboré una base de datos en el programa NCSS (Utah, 2007); con la informacion
del reporte elaborado por la OIEA(13), los laboratorios enviaron los resultados obtenidos del anélisis de en-
riquecimiento con éxido de deuterio por triplicado y se preservé la confidencialidad mediante la codificacién
andénima de los laboratorios, se seleccionaron los reportes de 27 laboratorios equipados con FTIR portatil y
se aplico la prueba de normalidad mediante el test de Kolmogorov-Smirnov, posteriormente se calcularon me-
didas de tendencia central y desvio estandar que se presentan en tablas y figuras. Se calcularon los puntajes
Z para normalizar los valores y evaluar el desempeno de cada laboratorio. Los promedios de cada laboratorio
fueron comparados con la media global de cada muestra. La exactitud relativa fue medida por la distancia de
la media global de enriquecimiento de cada muestra. El puntaje Z representa el distanciamiento con la media
global medida en desvio tipificado.

PuntajeZ = (valorobtenido — valorpromediodere ferencia) /D Edelvalordere ferencia (2)

3 | RESULTADOS

El equipo encargado del estudio interlaboratorio incluyé los reportes de un total de 41 laboratorios de los
cuales solo 27 laboratorios fueron equipados con FTIR portétiles, a partir de los enriquecimientos medidos
por triplicado se obtuvieron valores promedio de las muestras 2, 3y 4 presentados en la tabla 1. La muestra 1
corresponde a agua natural no enriquecida que proviene solo de Viena, Austria y se utilizé como fondo (back-
ground) de los andlisis, ya que el objetivo del estudio consiste en medir el enriquecimiento y no la abundancia
natural. Para verificar la normalidad de los datos se aplicé el test estadistico de Kolmogorov-Smirnov que tiene
un valor mayor a 0.05 determinando una distribuciéon normal para las 3 muestras.

TABLE 1 Promedios de enriquecimiento de deuterio en las tres muestras de agua

Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4

Laboratorios

(mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg)
n x = DE x = DE x = DE
Global 41 91.6+16.8 270+ 26.5 870.5+54.6
Equipados con Agilent 27 90.1+£8.0 270.7 +17.3 884.5+48.7
LABA - UCREDE - [INSAD* 1 98.2 +0.7 287.3+0.6 899.8+21

* Laboratorio de Biologia Atémica (LABA), Unidad de Crecimiento y Desarrollo Infanto-Juvenil (UCREDE),
Instituto de Investigacion en Salud y Desarrollo (IINSAD), Facultad de Medicina, Universidad Mayor de San
Andrés, La Paz - Bolivia.

La Fig. 3 muestra la distribucién de los datos obtenidos, siendo que la mayor parte de los resultados se
encuentran dentro de los rangos esperados. Se establecieron tres criterios de calidad de las mediciones:

1. Variabilidad intra-laboratorio: Definida por la Desviacion Estandar hasta 5 mg/kg.
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2. Exactitud Relativa interlaboratorio: Definida por la distancia del puntaje Z hasta 2 puntuaciones Z de
la media global.

3. Inconsistencia de los resultados: Definida por la distancia del puntaje Z mayor a 1 puntaje Z en al menos
2 de las 3 muestras.

1100 1 2200 - 10500 -
%21 2822 9500
- 4 - =
= E S
o = o
E £ £
= o ] = J
T8T 4 /ET 8500 4
600 T 2400 7500 T
MESTR MUESTRAZ MIESTRAL
Variables Variables Wariables

FIG. 3 Medianasy cuartiles de valores de enriquecimiento de deuterio medidos en equipos FTIR
portatiles de los paises participantes.

3.1 | VARIABILIDAD DE LAS MEDICIONES POR TRIPLICADO INTRA- LABORATORIO

Para evaluar la variaciéon de la repetitividad de los resultados en cada laboratorio se calculé el desvio estandar,
observandose en 3 casos especificos una amplia variacion intra-laboratorio mayor a 5 mg/Kg. En el caso
especifico del LABA - UCREDE - IINSAD los desvios estandar (DE) son menores a 1 mg/Kg en las muestras
2 y 3, en la muestra 4 se encontré un DE = 2.1 mg/Kg; quedando dentro de la distribucién esperada en el
diagrama de cajas que se muestra en la Fig. 4 que ilustra la dispersion de los cuartiles de los DE a partir de
la mediana de los 27 laboratorios. Ademas se calcularon los coeficientes de variacion: CV muestra 2 = 0.7%,

CV muestra 3 = 0.2% y CV muestra 4= 0.23% lo que demuestra la baja variacién de los analisis en nuestro
laboratorio.
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FIG. 4 Medianasy cuartiles de los Desvios Estandar en equipos FTIR portatiles de los laboratorios
participantes.
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3.2 | EXACTITUD RELATIVA DE EQUIPOS PORTATILES

Para evaluar la exactitud relativa se calculé en puntaje Z de cada laboratorio para las tres muestras, la dis-
tribucion de los puntajes Z se detalla en la Fig. 5 que ilustra el alejamiento de los 27 laboratorios respecto al
valor O del puntaje Z de las 3 muestras. Se evidencia que solo 3 laboratorios se encuentran fuera del rango
de aceptabilidad entre -2 y +2 puntaje Z. En el caso especifico del LABA - UCREDE - IINSAD los puntajes Z
encontrados fueron: puntaje Z muestra 2 = 0.39, puntaje Z muestra 3= 0.65 y puntaje Z muestra 4 = 0,54. El
distanciamiento de los tres valores se encuentran dentro del rango de aceptabilidad entre -2 y +2 puntaje Z. Asi
mismo, se evidencia que la distancia de los tres valores no supera el rango de aceptabilidad para inconsistencia
de los resultados +1 y -1 puntaje Z.
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FIG. 5 Distribucién de los puntajes Z en equipos FTIR portétiles de los paises participantes

4 | DISCUSION

Es necesario enfatizar que los estudio interlaboratorio brindan la oportunidad a los laboratorios de validar sus
resultados y evaluar sus procesos en comparacion a otros, por lo que los resultados obtenidos comparados
con la media global obtenida como valor de referencia muestran muy poca variacién, tal como se muestra
en los puntajes Z de las tres muestras evaluadas con valores menores a 1. Los indicadores de desempeno
establecidos reflejan la calidad de las mediciones y pueden estar sujetas a problemas con las muestras, con
las condiciones ambientales suscitadas en el dia de la medicidn, la ventilacion del laboratorio, la preparaciéon
y conservacion de las muestras u otros. En el LABA - UCREDE - IINSAD como protocolo tiene registrado en
cartillas de control interno la temperatura y humedad ambiental medidos por un termémetro digital cientifico
y un higrémetro, siendo la temperatura del dia de la medicién de 21.9 °C y una humedad del 20%. Asi mismo
se cuenta con un sistema de ventilacién de doble flujo para evitar la concentracién de CO2 que pueda inter-
ferir en las lecturas y se realizan calibraciones diarias del equipo al iniciar y al finalizar el uso. Es importante
remarcar las condiciones instrumentales que deben cumplirse en este tipo de estudio, tales como, el tiempo
de “warm-up” o calentamiento para lograr la estabilidad del equipo, la limpieza de las superficies 6pticas en-
tre el analisis de las muestras y las evaluaciones de validacion del equipo sean estas: diarias, semanales o
mensuales [13]. En la publicacién de 2020, Copia L. y colaboradores tras haber participado de un estudio de
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aptitud interlaboratorial que incluyé 78 laboratorios para la evaluacién de tritio en espectrometria de masas
concluye que la prueba de aptitud ayudé a identificar debilidades recurrentes y posibles soluciones; asi como,
estrategias para la mejora del rendimiento de los laboratorios como: los limites de deteccidn e incertidumbre
analitica, practicas de control de calidad mas estrictas en operaciones de rutina, cuidado y re calibracién de
estandares, etc. [14]. Asi mismo en 2018 el OIEA llevé a cabo el primer ejercicio comparativo para evaluar el
rendimiento de 25 laboratorios usando espectrometria de masas para enriquecimiento de deuterio y espec-
trometria de absorcion de laser para Oxigeno 18, encontraron que el rendimiento instrumental, el rendimiento
de la muestra, los materiales de referencia de laboratorio y el post procesamiento de datos fueron factores que
contribuyeron a un rendimiento inexacto o impreciso [15]. Este primer estudio interlaboratorio de compara-
cién ha permitido hacer una aproximacién del desempefo de cada laboratorio para identificar problemas en
cuanto a los procedimientos de andlisis de enriquecimiento con deuterio en muestras de agua, y al comparar
con la media global tedricamente se asume que los valores obtenidos puedes ser los correctos, sin embargo
es necesario realizar mas estudios de Aptitud “Proficiency tests” para evaluar adecuadamente la calidad de las
mediciones realizadas. Por lo tanto han surgido algunas recomendaciones para mejorar el desempefio de los
laboratorios [13]:

1. Permitir al equipo estabilizarse antes de analizar las muestras, que determina un
tiempo de “warm-up” de 2-3 horas después del encendido.

2. Monitorizar de rutina niveles de muestras de control con un enriquecimiento
conocido.

3. Calcular los promedios de cada medicion de las muestras de control antes, durante y
después de analizar las muestras.

4. Verificar los procedimientos, que las muestras de control hayan estado adecuada-
mente conservadas y que los sistemas del equipo hayan sido validados como lo

recomienda el fabricante.

5. Limpiar cuidadosamente la superficie éptica entre cada muestra.

5 | CONCLUSION

La mayor parte de los laboratorios muestran resultados de desempefio aceptables, en el caso especifico del
laboratorio local LABA - UCREDE - IINSAD se evidencia una baja variabilidad intra-laboratorio determinada
por los valores de desvio estandar, ademas de una buena precisién relativa interlaboratorio, determinada por
los valores de Z score obtenidos. Es necesario que se repita y fortalezca el programa de control de calidad
interlaboratorial de forma regular en los proximos anos, permitiendo a los laboratorios participar de Estudios
de Aptitud "proficiency test” mucho mas formales para mejorar los resultados de exactitud basados en valores
reales y no teéricos.
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