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Determinacion cuantitativa de cloro
en el sudor: Evaluacion y comparacion
de dos métodos analiticos

Quantitative determination of chlorine in sweat.
Evaluation and comparison of two analytical methods

Salas Carolina,* Navea Daniel,* Lobos German*

RESUMEN

Introduccion: En 99% de los pacientes diagnosticados con
fibrosis quistica se presenta una alteracion en la concen-
tracion de cloro en el sudor (mayor a 60 mEq/L), por lo
cual el test del sudor es el examen de confirmacion para
esta enfermedad. De ahi, la necesidad de que el laborato-
rio disponga de técnicas validadas como metodologia de
referencia. Objetivo: Se realizo una verificacion analitica
del equipo Sherwood Chloride Analyzer 926® para la me-
dicion de cloro en el sudor, recolectado por la técnica de
Gibson y Cooke. Material y métodos: Estudio prospectivo,
realizado entre mayo y agosto de 2015. Se analizaron 441
muestras de sudor en equipos Labconco® (referencia) y
Chloride Analyzer 926® (prueba). Para el analisis de los
valores cuantitativos, se utilizo el coeficiente de correlacion
intraclase y de concordancia de Lin; para los cualitativos,
se utilizo el indice Kappa y el area bajo la curva de ren-
dimiento diagndstico. Resultados: Se obtuvo un grado de
acuerdo con ambas medidas con valores de coeficiente de
correlacion intraclase = 0.9936 y coeficiente de correlacion
de concordancia = 0.9672 para un intervalo de confianza
del 95%. Conclusiones: El equipo Sherwood Chloride
Analyzer 926® tiene un comportamiento analiticamente
similar al de referencia.

INTRODUCCION

a fibrosis quistica (FQ) es una enfermedad
de herencia mendeliana autosémica rece-

ABSTRACT

Introduction: In 99% of patients diagnosed with cystic
fibrosis have an alteration in the concentration of
chlorine in sweat (greater than 60 mEg/L), so the sweat
test is the disease confirmation test. Hence the need
that the laboratory has validated techniques reference
methodology. Objective: Analytical verification of
the Sherwood Chloride Analyzer 926® equipment for
measuring chlorine in sweat, collected by the Gibson and
Cooke technique. Material and methods: Prospective
study conducted between May and August 2015 441 sweat
samples were analyzed in Labconco® (reference) and
Sherwood Chloride Analyzer 926® (test) equipment. For
the analysis of quantitative values, intraclass correlation
coefficient and Lin concordance were used, for the
qualitative Kappa index and area under the diagnostic
performance curve was used. Results: A degree of
agreement was obtained for both measures with intraclass
correlation coefficient values = 0.9936 and concordance
correlation coefficient = 0.9672 for a 95% confidence
interval. Conclusions: The Sherwood Chloride Analyzer
926® has an analytically similar behavior to the reference.

letal mas frecuente en la raza caucésica, con
una incidencia de 1:3,200 recién nacidos en

Estados Unidos.?

siva, es decir, que se presenta cuando ambos
padres de un nifo con esta enfermedad son
portadores, su recurrencia tiene un riesgo de
25% por cada gestacion y cada hijo sano tiene
2/3 de probabilidades de ser portador.’ Asi-
mismo, constituye la enfermedad hereditaria

La presencia de dos mutaciones en el
gen que codifica la protefna reguladora
de la conductancia transmembrana (CFTR)
confirma el diagnéstico, sin embargo, éste
no puede ser descartado en aquellos pa-
cientes con ninguna o solo una mutacién
identificada.?
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Considerando que en mas de 99% de los pacientes
con FQ se tienen valores elevados en las concentraciones
de sodio (Na) y cloro (Cl) en muestras de sudor (mayores
a 60 mEq/L), el resultado del test del sudor se considera
como confirmatorio.

Se han descrito una serie de técnicas de recoleccién de
sudor.* Sin embargo, en Chile, tal como se realiza en otros
paises,” la técnica de referencia sigue siendo la técnica de
Gibson y Cooke,® la cual consiste en la recoleccion de sudor
por iontoforesis. Posterior a esta recoleccion, se realiza el
andlisis propiamente, que consiste en la determinacién
cuantitativa de Cl utilizando coulometrfa.” Clinicamente,
por una parte, una concentracion de cloruro menor a 30
mEq/L descarta la presencia de la enfermedad, pero con-
centraciones entre 30 a 59 mEg/L son indicadores de un
diagnéstico dudoso, por lo que se sugiere una repeticién
del examen. Por la otra, valores mayores a 60 mEg/L son
suficientes para establecer el diagnéstico de FQ.2

En Chile, el Ministerio de Salud es el organismo que
define los centros de referencia de la red asistencial
publica para el diagndstico y tratamiento de diversas
patologias En el afo 2003, designé al Hospital «Dr. Luis
Calvo Mackenna» (HLCM) como uno de los centros de
referencia para FQ. A partir de ese ano, el Laboratorio
Clinico del mismo hospital se establecié como uno de los
centros a nivel pais en donde se comenzé a realizar el
examen confirmatorio de test del sudor, utilizando para
ello el clorhidrémetro Labconco® (equipo referencia) para
la determinacién cuantitativa del Cl en el sudor, el cual
es realizado por coulometria.

Lamentablemente, este equipo fue discontinuado, por
lo que fue imposible contar con la reposicion de piezas,
asi como el abastecimiento de reactivos necesarios para
su funcionamiento. Es por eso que el objetivo del presente
estudio fue evaluar y comparar analiticamente un nuevo
equipo (prueba): Sherwood Cloride Analyzer 926®, para la
medicién de Cl en el sudor recolectado mediante iontofore-
sis y, de este modo, se pueda dar continuidad al diagndstico
de FQ, utilizando para ello la metodologia de referencia.

MATERIAL Y METODOS
Disefio de investigacién y seleccion de la muestra

Se trata de un estudio prospectivo llevado a cabo de mayo
a agosto de 2015. El analisis de las muestras de sudor se
realizé en el Laboratorio Clinico del Hospital «Dr. Luis
Calvo Mackenna» (HLCM). En él se incluyeron todas las
muestras obtenidas durante el periodo de estudio, cuyo
peso de sudor obtenido se encontrara entre los 100 y
200 mg. Se excluyeron todas aquellas muestras con pesos
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de sudor menor a 100 mg y mayor a 200 mg. No hubo
reclutamiento de pacientes para este estudio, puesto que
se trataba de muestras de pacientes que se encontraban
en control o diagnéstico de FQ.

Recoleccién de las muestras

La toma de muestra de sudor fue realizada por personal
de laboratorio debidamente entrenado y capacitado.? El
método de recoleccion de sudor utilizado fue el método
de Gibson y Cooke, el cual consiste en la recoleccién de
sudor en papel filtro, luego de la estimulacion de la se-
crecion sudoral por iontoforesis con pilocarpina. Posterior
a la obtencién de la muestra de sudor, ésta se diluy6 con
15 mL de agua bidestilada y se dej6 reposar al menos
por 24 horas a temperatura ambiente antes de realizar
la medicién de Cl. Las muestras en estas condiciones son
estables hasta por cinco dias a temperatura ambiente.

La obtencién de la muestra indicada anteriormente
se utilizé para realizar las mediciones en ambos equipos
en paralelo.

Seleccion de equipo de prueba

Se seleccioné el equipo Sherwood Chloride Analyzer
926® debido a que las condiciones de la muestra eran
similares que el equipo de referencia. Asimismo, ambos
equipos (referencia y de prueba) utilizan como metodo-
logfa analitica la titulacion coulométrica.

Analisis cuantitativo del Cl por medio del
equipo Labconco®y de Sherwood Chloride
Analyzer 926® por coulometria

El equipo de referencia Labconco® de manera rutinaria
es manejado utilizando los controles comerciales Sweat
control (EliTech Group®) en tres niveles: 22, 50 y 100
mEq/L, cuyos coeficientes de variacion son de 4.6, 2.0y
1.0 respectivamente. Ademas, se utiliz6 el programa Sweat
Analysis como control de calidad externo por el Colegio
Americano de Patélogos (CAP). Tanto el andlisis como
validacién de resultados fue realizado por profesionales
capacitados y debidamente acreditados seglin la normativa
nacional para desempenarse en laboratorio clinico.

Se estableci6 al equipo Labconco® como referencia
y al equipo Sherwood Chloride Analyzer 926® como
equipo de prueba. La medicion de Cl de cada muestra
se realiz6 en equipo de referencia y equipo de prueba.

Los andlisis de medicién de Cl en cada equipo se
realizaron siguiendo las instrucciones del fabricante para
cada uno de ellos.
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Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el
software SPSS 22.0® y MedCalc v.15.8. Una concentracién
de Cl menor a 30 mEq/L sirvié para descartar la presencia
de la enfermedad (X = 0) y una concentracién entre 30
a 59 mEq/L fue indicador de un diagnéstico dudoso (X =
1); en dado caso, se sugirié una repeticion del examen, en
tanto valores mayores a 60 mEq/L fueron suficientes para
establecer el diagndstico de FQ (X = 2).8 Valores de Cl
mayores a 160 mEq/L no se consideraron fisiolégicamente
posibles, mas bien se consideraron como indicadores de
errores en la recoleccién de la muestra.? Para un analisis
multinominal, se consideraron los resultados que descartan
la enfermedad (X = 0), que son dudosos (X = 1) y que
confirman la presencia de la enfermedad (X = 2).

Sin embargo, dado que el resultado de interés es
«ausencia/presencia» de FQ), las variables fueron recodifi-
cadas; ademads, en una variable cualitativa binomial como
un valor menor a 60 mEg/L, se descarté la presencia de
la enfermedad (X = 0) y en valores mayores a 60 mEq/L
implic6 establecer el diagnéstico de FQ (X = 1).

Para la concordancia entre los valores obtenidos en el
equipo de referencia en comparacién con el de prueba, se
utilizé el coeficiente de correlacién-concordancia (Pc) de
Lin."0 Se calcul6 también el indice ponderado de Kappa
de Cohen'! para medir la concordancia de las variables
cualitativas, el cual ajusta el efecto del azar en la proporcion
de la concordancia observada. Utilizando las tablas de
contingencia, se calculé la sensibilidad (S), especificidad (E),
valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo
(VPN), ademds se utilizé la curva ROC (Receiver Operating
Characteristic) para calcular la exactitud.

RESULTADOS
En este estudio se incluyé un total de 441 muestras de
sudor (n = 441), obtenidas de individuos independientes

entre si y recolectadas durante el periodo de estudio (Tabla
7). A cada muestra se le determiné la concentracién de

Tabla 1: Clasificacion de muestras incluidas en estudio de

acuerdo con la concentracion de Cl (n = 441).

Concentracion de CL n (%)
<29 mEq/L 411 (93)
30-59 mEq/L 13 (3)
> 60 mEq/L 17 (4)
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Figura 1: Dispersion de los datos.

Cl de manera paralela en ambos equipos (referencia y
prueba). Se recolectaron muestras de sudor de pacientes
menores de 15 afios. El peso promedio de sudor obtenido
fue de 132 = 16 mg. El valor promedio de Cl fue de 17.8
+15.1 mEq/L para equipo Labconco® y de 20.8 + 13.8
mEq/L para equipo Sherwood Chloride Analyzer 926°.

Analisis de datos

La prueba W de Shapiro-Wilk'? permitié rechazar la
normalidad de los datos del equipo Labconco® (W =
0.6123, p < 0.0001) y de Sherwood Chloride Analyzer
926® (W = 0.613, p < 0.0001). La distribucién de los
valores se puede observar graficamente en las Figuras 1y
2, donde existe una alta concentracién de los datos para
los valores menores a 40 mEq/L.

Segin la prueba C de Cochran,’® no se observaron
valores anémalos (C_,. = 0.11 < C = 0.50)
(Figura 1).

crit., o = 2.5%

Existe un error sistematico del equipo

El equipo Sherwood Chloride Analyzer 926® respecto
al equipo Labconco® en nuestro andlisis correspondié a
-1.8. Lalinea de regresion de las diferencias muestra que
la diferencia entre ambos métodos es lineal a lo largo del
rango de medicion. Esto significa que el error sistematico
es proporcional (Figura 2).

Se realizé un andlisis de correlacién entre los valo-
res de Cl obtenidos por cada equipo, obteniéndose un
grado de acuerdo absoluto de ambas medidas (CCl =
0.9936). Ademas, se obtuvo p = 0.9918 (precisién) y C,
= 0.9756 (exactitud), por lo que Pc fue = 0.9672 (Tabla
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Figura 2: Grafico de Bland y Altman y error sistematico.

2). Para el andlisis cualitativo de los resultados, se realizé
un andlisis multinominal (ausencia de la enfermedad,
diagnéstico dudoso o diagnéstico de FQ) y se obtuvo
una concordancia global observada de 99.55%, con un
indice Kappa (IC) = 0.965 (DE = 0.024) e indice ponde-
rado Kappa = 0.977 (DE = 0.016) (Tabla 3). Finalmente
se realiz6 andlisis binomial (ausencia de la enfermedad
y diagnéstico de FQ), obteniéndose una concordancia
global observada de 99.77%, con un indice Kappa (IC)
= 0.969 (Tabla 4).

El valor predictivo positivo (VPP) se estim6 en 100%
(Tabla 5), mientras que el valor predictivo negativo (VPN)
se estimd en 99.76%. La sensibilidad (S) o probabilidad
de clasificar correctamente a un individuo enfermo (FVP)
fue de 99.12%. La especificidad (E) o probabilidad de
clasificar correctamente a un individuo sano (FVN) fue de
100%. El area bajo la curva ROC fue 97.10% (p < 0.001).

DISCUSION

Las recomendaciones y gufas internacionales sugieren
el uso de la iontoforesis como la técnica de recoleccién
del sudor y posterior titulacion del Cl por coulometria.?
A pesar de ello, existen una serie de metodologias para la
determinacién de Cl, tales como colorimetria y métodos
de electrodo-ion selectivo (ISE).” Para nosotros fue muy
importante poder realizar una verificaciéon del nuevo
equipo sin introducir cambios a la toma de muestra de
sudor; por este motivo, la comparacion de ambos equipos
se realiz6 de manera paralela utilizando en forma con-
secutiva la misma muestra. También era importante dar
continuidad al examen utilizando la misma metodologia
de medicién de Cl que, en este caso, es la titulacién
coulométrica.

Salas C et al. Técnicas para medir cloro en sudor

Tabla 2: Coeficiente de correlacion-concordancia de Lin

(n = 441).

Variable Y Labconco® (referencia)
Variable X Sherwood® (prueba)
Tamafio de la muestra 441
Coeficiente de correlacion intraclase 0.9936

(ccn

Intervalo de confianza al 95% (0.9936 - 0.9947)
Correlacion de Pearson (p) 0.9918

Factor de correccion de sesgo (C,) 0.9756
Coeficiente de correlacion-concor- 0.9672

dancia de Lin (Pc)

Intervalo de confianza al 95% (0.962 - 0.9718)

En relacion con las variables cuantitativas se puede
ver que existe una muy buena concordancia entre los
resultados conseguidos por ambos equipos, obteniendo
un coeficiente de correlacién intraclase de 0.9936, lo
cual demuestra una correlacién excelente. Ademas, fue
posible obtener una precision demostrada a través del
ademas un coeficiente de Pearson (p 0.9918) y la exactitud
mediante el coeficiente de correlacién (concordancia pc
de 0.9672).

Al realizar el andlisis en relacion a las variables cuali-
tativas, se puede observar una concordancia casi perfecta
para ambas comparaciones, cuyos resultados resultaron
ser de 99.6 y 99.8%, en caso de considerar los tres inter-
valos probables (multinominal) y presencia o ausencia de
la enfermedad (binominal), respectivamente.

Otro de los analisis cualitativos que se realizaron fue
conocer el valor predictivo del resultado del examen
obtenido por el equipo de prueba en relacién con el de
referencia. La probabilidad de tener la enfermedad si
el resultado del examen es positivo (VPP = 100%) y la
probabilidad de no tener la enfermedad si el resultado
del examen es negativo (VPN = 99.8%); la sensibilidad
(FVP = 99.1%), y la especificidad (FVN = 100%) sugie-
ren una alta capacidad predictiva. Seglin el area bajo la
curva ROC, la capacidad predictiva de ambas medidas
es buena.

Encontramos diferencias en los resultados de Cl
solo en un caso, el cual presenté un valor de 61.85
(equipo de referencia) y de 57.26 (equipo de prueba);
claramente estos valores estaban muy cerca del valor
de corte, por lo cual la diferencia observada hizo clasi-
ficar los resultados de manera diferente. Sin embargo,
analiticamente hablando, los valores estan dentro de los
limites aceptables.
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Tabla 3: Clasificacion resultados de equipos, proporcion de aciertos y errores: multinomial.

Equipo Sherwood® (prueba)
Y=0 Y=1 Y=2 Total %

Equipo Labconco® (referencia) X=0 410 1 0 411 93.2

X=1 0 13 0 13 29

X=2 0 1 16 17 3.9
Total 410 15 16 441 100.0
% 93.0 34 3.6 100.0
Namero de aciertos 441
Concordancia global (%) 99.55
indice de kappa (K) 0.965 DE = 0.024 (0.918-1.000)
fndice ponderado kappa (Kc) 0.977 DE = 0.016 (0.946-0.925)

Tabla 4: Clasificacion resultados de equipos, proporcion de aciertos y errores: binomial.

Equipo Sherwood® (prueba)

Y=0 Y=1 Total %
Equipo Labconco® (referencia) X=0 424 0 424 96.1

X=1 1 16 17 3.9

Total 425 16 441 100
% 96.4 3.6 100.0
Numero de aciertos 440
Concordancia global (%) 99.77
indice de kappa (K) 0.969 DE = 0.031 (0.907-1.000)
Indice ponderado kappa (Kc) 0.969 DE = 0.031 (0.907-1.000)

Tabla 5: Clasificacion resultados de equipos, proporcion de aciertos y errores (n = 441).

Equipo Labconco® (diagndstico de referencia)

Y = 0 (negativo) Y =1 (positivo)
Equipo Sherwood® (prueba diagndstica) X =1 (positivo) FP=0 VP=16
X =0 (negativo) VN =424 EN=1
VPP (valor predictivo positivo) (%) 100.0
VPN (valor predictivo negativo) (%) 99.76
Sensibilidad, FVP (%) 99.12
Especificidad, FVN (%) 100.0
Area bajo la curva ROC
% 84.6
DE 0.033
IC (0.905, 1.036)
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En un estudio anterior se probé el equipo Sherwood
Chloride Analyzer 926®, pero obteniendo la muestra
con otro sistema de coleccién de sudor. En ambos casos,
los resultados fueron similares, lo cual reafirma nuestros
resultados.’

Nuestro estudio correspondié a un estudio de ve-
rificacién analitico, sin considerar la demografia de los
pacientes de los cuales se obtuvo la muestra; no obstante,
se cumplio el objetivo de dar continuidad al diagnéstico
de FQ utilizando un nuevo equipo Sherwood Chloride
Analyzer 926®, que ha sido verificado con el equipa-
miento de referencia.

CONCLUSION

De acuerdo con estos resultados, se concluye que se
puede remplazar el equipo Sherwood Chloride Analyzer
926® (prueba) por el equipo Labconco® (referencia) para
la realizaciéon del examen de test del sudor, usando la
metodologia de referencia de coulometria y sin alterar
la toma de muestra de sudor (etapa preanalitica), la
cual estd estandarizada por la metodologia de Gibson
y Cooke.
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