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Resumen El objetivo de este trabajo fue evaluar el estado de situacién de los sistemas analiticos emplea-
dos, de la ejecucion y de lainterpretacién del uroproteinograma entre once laboratorios participantes,
todos integrantes del Foro de Proteinas. Los laboratorios procesaron alicuotas de las mismas once
orinas que se distribuyeron entre los participantes. El acuerdo interlaboratorio se estimé a través del
coeficiente Kappa de Cohen. Se encontré alta diversidad de metodologias empleadas y diferentes ni-
veles de concentracion urinaria final en la etapa pre-analitica. El coeficiente Kappa de Cohen resulto:
0,1650; IC 95%: (0,083-0,5638] indicando un acuerdo pobre. Sobre la base de estos hallazgos, se
destaca la necesidad de una estandarizacién por consenso de esta prueba, que permita mejorar su
robustez y reproducibilidad.

Palabras clave: acuerdo interlaboratorio, uroproteinogama, estandarizacion.

The aim of this study was to assess the status of analytical systems, execution and interpretation
of urinary protein electrophoresis in eleven participating laboratories, all members of the Protein
Forum. Laboratories processed aliquots of the same eleven urines. The interlaboratory agreement
was estimated using Cohen’s Kappa coefficient. It was found high diversity of methodologies and
different levels of urinary concentration in the pre-analytical stage. The Cohen’s Kappa coefficient
was 0.1650, IC 95%: (0.083-0.5638) indicated poor agreement. These findings indicate the need for
standardization by consensus of this test to improve robustness and reproducibility.
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Introduccion

La electroforesis de proteinas urinarias es una prueba
efectuada por numerosos laboratorios clinicos® 2 3, Existe
una variedad de metodologias disponibles para su ejecu-
cién que difieren en el tratamiento inicial de la orina: con-
centrada frente a sin concentrar; en el soporte empleado
para la electroforesis: agarosa, acetato de celulosa o po-

liacrilamida; en el medio de corrida: desnaturalizante (con
SDS]) contra no desnaturalizante; en el colorante: negro ami-
do, violeta acido, sales de plata.

Cada laboratorio selecciona el procedimiento que mas se
ajusta a sus condiciones operativas. A esta circunstancia se
suma la falta de un programa de aseguramiento externo de
calidad y la inexistencia de un material de referencia con el
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fin de concertar el procedimiento usado.

Por otra parte, la interpretacién de la corrida electroforé-
tica es subjetiva, es por eso que queda librada a la expe-
riencia y al criterio del bioquimico que debe informar.

Finalmente, tampoco existe un consenso con respecto al
tipo de informe, ya que, en la practica es posible observar
basicamente dos tipos; uno descriptivo, en el cual se enu-
meran las diferentes fracciones presentes en la electrofo-
resis, con o sin referencia de su intensidad y otro interpre-
tativo, en el que, segun el criterio del profesional, se define
el tipo de perfil de excrecién de acuerdo con la clasificacién
ya conocida®,

Esta habilidad en la ejecucién, interpretacion y realiza-
cién del informe del uroproteinograma, llevé a los integran-
tes del Foro a plantearse la necesidad de efectuar un diag-
néstico de situacion, que permita relevar qué metodologias
emplean los laboratorios participantes, conocer el grado
de acuerdo en la interpretacion de los perfiles y describir el
tipo de informe final que elabora cada laboratorio.

Con esta prueba piloto se propusieron tres objetivos ba-
sicos:

a) Describir cudles son los métodos empleados por los la-
boratorios participantes para la ejecucion del uroprotei-
nograma.

b) Evaluar la concordancia entre laboratorios para la inter-
pretacion de los perfiles de excrecién proteicos, obte-
nidos por electroforesis en muestras orina de 24 hs de
recoleccién.

c) Efectuar un relevamiento de los diferentes tipos de infor-
me final existentes para este estudio entre los laborato-
rios participantes.

Es de destacar, que este protocolo fue multicéntrico y
conté con la participacién de once laboratorios pertenecien-
tes al foro de proteinas de AB.

Materiales y métodos

Se procesaron 11 orinas de 24 hs de recoleccién, apor-
tadas por diferentes laboratorios participantes. Cada orina
fue alicuotada en 11 muestras que se conservaron a-70°C
hasta el dia de su distribucidn y fueron procesadas dentro
de las 24-48 hs de acuerdo con la propia metodologia, para
evitar el deterioro de la muestra y lograr asi una mayor es-
tandarizacién en esta etapa de la prueba.

Aquellas orinas que presentaron perfiles por sobrecarga,
cuyo prototipo es la proteinuria de Bence Jones, fueron ex-
cluidas del estudio®. Este tipo de perfiles requiere conside-
raciones analiticas y criterios de interpretacién diferentes
al procedimiento general de evaluacién de un uroproteino-
grama. Por esta razén, se considera que el acuerdo entre
laboratorios de esta clase perfiles urinarios requieren de un
disefio distinto y no serdn contemplados en este estudio.

El dato de proteinuria en g/l y la diuresis acompané a
cada alicuota. Se acordéd el empleo de las categorias clasi-
cas de perfiles de excrecién.

Se efectué una enumeracién de los sistemas analiticos
empleados: comercial contrain house, agarosa frente a ace-
tato de celulosa, orina concentrada versus sin concentrar y
coloracién alos efectos de mostrar y describir diferencias y
similitudes metodoldgicas entre laboratorios.

Anilisis estadistico

Para evaluar el acuerdo entre laboratorios de los perfiles
observados, se determind el coeficiente de concordancia
Kappa, generalizado mediante el empleo de Epidat 3.1.

Se estimd la prevalencia (en %) del tipo de informe usado,
teniendo en cuenta las categorias descriptiva e interpreta-
tiva ya referidas.

Resultados

Los métodos empleados por cada laboratorio se enume-
ranenlatablal.

Se analizaron por peso molecular (SDS-PAGE), sin con-
centracién y coloracién con violeta acido en dos labora-
torios. Entre los participantes que realizaron el analisis
mediante separacidn por relacién carga/masa, tres labo-
ratorios utilizaron agarosa de alta resolucion y el mismo
colorante, concentrando la orina. Dos participantes utiliza-
ron agarosa comercial, concentracién previa y colorante de
sensibilidad baja, como negro amido y azul 4cido; mientras
que otro laboratorio lo realizé sin concentrar. Tres trabaja-

Tabla |. Métodos usados para uroproteinograma por los
laboratorios participantes.

Laboratorio | Metodologia

1 SDS-PAGE de Sebia/ sin concentrar/ violeta
acido

> Agarosa in house/ sin concentrar/ violeta
acido

3 Acetato de celulosa in house / 50-100X/ negro
amido

4 Altaresolucion de Interlab / hasta 4gr/1/
violeta acido

5 Agarosa de Sebia/ 25X/ negro amido

5 Alta resolucién de Sebia/hasta2gr/1/
violeta acido

5 Acetato de celulosa in house / sin concentrar /
tincidn argéntica

8 SDS-PAGE de Sebia/ sin concentrar / violeta
acido

9 Agarosa Quik gel de Helena / 10X/ azul 4cido

10 Alta resolucién de Interlab/hasta 0.2 gr/|
violeta acido

1" Alta resolucion de Sebia/ sin concentrar/
violeta acido

» En la columna de métodos se menciona el sistema analitico en el
siguiente orden: Medio soporte / concentracién de la orina / tincién
o revelado.
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Tabla Il. Lectura de los perfiles informados para cada orina.

ORINAN® PF PGS PGMS PGnoS PT PMixto Nueva muestra

1 10 1

2 1 8 2

3 6 5

4 10

5 3 1 3
6 1 2 5 2

14 3 ?

8 4 3 1

9 2 3 5 1
10 9 2
11 6 4 1

» PF: perfil fisiolégico; PGS: perfil glomerular selectivo; PGMS: Perfil glomerular de mediana selectividad; PGnoS: perfil glomerular no selectivo; PT:

perfil tubular; Pmixto: perfil glomérulo-tubular.

Los nimeros dentro de cada casillero representa la cantidad de laboratorios que optaron por la correspondiente categoria.

ron con técnicas in house, dos de ellos con concentracién y
coloracién de baja sensibilidad y uno con coloracién de alta
sensibilidad y sin concentrar.

En la tabla Il se muestran los perfiles informados para
cada orina, por los once laboratorios participantes. En la
misma se estimd el coeficiente de concordancia K de Cohen:
K= 0,1650; IC95%: (0,083-0,5638]), cuya interpretacion
acerca de la fuerza de la concordancia se efectud segun la
tabla lll. EI Kappa obtenido del acuerdo interlaboratorio re-
sultd entre pobre y débil.

Con respecto al tipo de informe utilizado, la totalidad de
los laboratorios (100%) usaron el tipo interpretativo. Se
debe destacar, que algunos laboratorios aportaron en sus
protocolos informacién adicional, como por ejemplo el por-
centaje de la fraccién albimina, con base en la densitome-
tria de la corrida.

Discusién

El primer objetivo propuesto fue indagar las metodolo-
gias usadas para hacer uroproteinograma. La observacion
delatablal pone de manifiesto que la mayoria de los labora-
torios hacen una adaptacion de las técnicas existentes se-
gun criterios propios. Es altamente variable, en la fase pre-
analitica, el nivel de concentracién urinario empleado. Adn
los laboratorios que usan las mismas marcas comerciales,
llevan la orina a una concentracion final diferente. Entre los
once laboratorios participantes, se observé que sélo 2 com-
parten estrictamente el mismo método y marca comercial.

El segundo objetivo fue evaluar el grado de acuerdo de
los perfiles informados. Se estimé el coeficiente Kappa de
Cohen que arroj6 diferencias interlaboratorio. La variedad
de condiciones pre analiticas y analiticas son factores, que
sin duda afectan este resultado. Se suma a ellos, la subje-
tividad en la interpretacion de las corridas electroforéticas.

Una observacién frecuente en este tipo de estudios es

que en general el grado de acuerdo es mayor en las cate-
gorias extremas, de hecho, resulta mas sencillo clasificar
una orina como fisiolégica, que hacerlo entre subclases de
glomerulares.

Enla tabla Il, se puede observar que el grado de acuerdo
fue bueno para PF y PT. Se estimé el coeficiente K para di-
chas categorias. En el caso de perfil fisiolégico se reagrupa-
ron los resultados en: fisioldgico y no fisiolégico, arrojando
un coeficiente Kappa de 0,8910, o sea el acuerdo no asocia-
do al azar resulto ser del 89,1% de las observaciones, con-
siderado como muy bueno. Para perfiles tubulares se rea-
gruparon también en dos categorias: tubular y no tubular,
dandounK:0,6123, considerado como moderado.

Hay que tener en cuenta que este argumento, en reali-
dad, reduce la complejidad del problema con respecto a lo
que sucede en la practica, en la que el bioquimico no sélo
debe informar si un perfil es o no fisiolégico o tubular, aun-
que permite exponer que éstas son categorias que no ofre-
cen dificultad de interpretacion.

La discriminacién entre los subtipos de glomerulares
produjo mucha dispersién de los resultados. Si se excluye-
ra la categoria intermedia y se utilizara sélo selectivo y no
selectivo se podria mejorar el acuerdo interlaboratorio para
estos perfiles, sin un impacto clinico importante. Asi pues,
reagrupando los resultados en tres categorias: glomerular
selectivo, glomerular no selectivo (la categoria mediana-

Tabla Ill. Fuerza de la concordancia.

<0.20 Pobre
0.21- 0.40 Débil
0.41- 0.60 Moderada
0.61- 0.80 Buena
0.81- 1.00 Muy buena
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mente selectivo se incluyé aqui] y no glomerulares, el K:
0,3645 es considerado un acuerdo débil. Otro factor que
puede afectar estos resultados es el bajo nimero de mues-
tras procesadas.

El tercer objetivo fue describir el tipo de informe, discri-
minando principalmente los relatos de tipo descriptivo de
los interpretativos. En ese aspecto se encontrdé que todos
los laboratorios participantes optan por informar el uropro-
teinograma con un relato interpretativo. Esto es, informar el
tipo de perfil de excrecién, glomerular y sus subtipos, tu-
bular o mixto, facilitando la interpretacién al médico solici-
tante.

Algunas alternativas para lograr armonizar resultados
podria ser incorporar estimaciones cuantitativas de pro-
teinas marcadoras. Sobre el tema existen numerosas pro-
puestas en la literatura, por ejemplo albumina e IgG ajus-
tados por creatinina para perfil glomerular; beta 2 micro-
globulina, RBP, alfa 1 microglobulina ajustadas por creatini-
na para perfil tubular &7, Algunas sociedades de nefrologia
ya tienen valores de corte para estos cocientes y represen-
tan pardmetros objetivos de evaluacién, pero que sin duda,
incrementan el costo del estudio, por lo que es necesario
hacer realmente una evaluacion costo/beneficio antes de
pensar en suimplementacion.

Una alternativa atractiva es emplear SDS-PAGE como
gold estandar, puesto que de los métodos comerciales es el
que ofrece mayor sensibilidad y facilidad de interpretacion
de perfiles. También existe suficiente evidencia en la lite-
ratura de la utilidad que tendria el empleo sistematico del
sistema SDS PAGE, el cual esté probablemente sub-utilizado
en nuestro medio & 910

No obstante, ajustado el sistema analitico, existen otros
componentes que contribuyen a la variabilidad. De entre es-
tos, sin duda la interpretacion del bioquimico que observa
las corridas puede ser un factor crucial, asi como la concen-
tracion urinaria pre-analitica, altamente variable en este
estudio.

En conclusién, esta prueba piloto puso en evidencia la
imperiosa necesidad de una estandarizacién por consenso
de la misma. Las variantes descriptas en las condiciones
pre-analiticas y analiticas, la falta de método de referencia
y de material de referencia, que permita concertar las técni-
cas, redundan en una alta variabilidad interlaboratorio.

Esta prueba ocupa un lugar relevante en la deteccién de
cadenas livianas libres monoclonales (proteina de Bence
Jones], que es su principal uso clinico. Sin embargo, su falta
de robustez pone en duda su utilidad en la valoracién del
paciente enfermo renal y explica su ausencia en la mayoria
de los consensos efectuados por expertos sobre proteinu-
ria y valoracién de enfermedad renal crénica. No obstante,
como complemento del informe de proteinuria cuantitativa
u otros marcadores de lesién renal, como los cocientes al-
bimina/creatinina y proteina/creatinina, la electroforesis
urinaria puede ser una herramienta valiosa.

Sin duda la estandarizacién deberd abarcar no sélo los

aspectos metodolégicos y su control de calidad, sino tam-
bién la unificacién de criterios de interpretacion y el entre-
namiento de los profesionales que informan este estudio.
En esta instancia, es fundamental el aporte de expertos
pertenecientes a universidades, sociedades cientificas y
proveedores de equipos, que tienen contacto directo con los
fabricantes, para aunar necesidades y encontrar un camino
comun hacia la optimizacién de este test.

Mientras tanto, es conveniente considerar al uroprotei-
nograma como una prueba que tiene validez interna en su
aplicacion, o sea es Gtil cuando se hace dentro del mismo
laboratorio, a los efectos de seguimiento del paciente con
enfermedad renal crénica, empleando el mismo sistema
analitico y los mismos criterios de lectura de perfiles.
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