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Resumen: El objetivo del trabajo fue implementar un procedimiento alternativo
de evaluacidn externa de calidad para el proteinograma sérico por electroforesis
capilar, asi como evaluar su desarrollo y utilidad. Se disefi6 y llevé a cabo un
procedimiento de muestra compartida entre laboratorios durante el periodo
10/2017-08/2019 con nueve entregas de dos muestras por evento, alcanzando un
maximo de ocho laboratorios participantes. Las muestras de suero con una
diversidad de perfiles proteicos fueron conservadas a -70 °C hasta el dia de
transporte y procesamiento. Los pardmetros evaluados fueron: proteinas totales y
albumina por método quimico, fracciones del proteinograma electroforético por
electroforesis capilar en concentracién absoluta/relativa y el comentario
interpretativo (observaciones y sugerencias). Los resultados se analizaron tomando
los datos del laboratorio organizador como valores comparadores utilizando el
cdlculo de diferencia permitida, dependiente de la variabilidad inter e
intralaboratorial de referencia, recomendado por la gufa GP29-A2. Las diferencias
observadas de todos los pardmetros fueron menores que la diferencia permitida en el
96% de los casos y se obtuvieron cocficientes de variacién interlaboratorial
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promedio entre 1,8 y 5,8% para todas las determinaciones y fracciones, por lo que se
puede concluir que es una técnica de alta reproducibilidad entre los laboratorios que
utilizan la misma plataforma. El analisis cualitativo mostré concordancias y
discrepancias en cuanto a los perfiles descriptos, las formas de expresién y
sugerencias de andlisis complementarios: 55% sin discrepancias (mismo perfil), 34%
con diferencias parciales y 11% con diferencias importantes. Debido a la falta de
consensos, el desafio continta siendo la interpretacién y el modo de informe de los
resultados.

Palabras clave: Proteinograma electroforético sérico, Electroforesis capilar,
Control externo de calidad, Control interlaboratorial, Reproducibilidad,
Armonizacién.

Abstract: The objective of this work was to implement an alternative procedure
for external quality evaluation of the serum proteinogram by capillary
electrophoresis, as well as to evaluate its development and usefulness. A shared
sample between laboratories procedure was designed and conducted during the
10/2017-08/2019 period with nine deliveries of two samples per event, reaching a
maximum of eight participating laboratories. Serum samples with a variety ot
protein profiles were stored at -70 °C until the day of transport and processing. The
parameters evaluated were total proteins and albumin by chemical method,
fractions of the electrophoretic proteinogram by capillary electrophoresis in
absolute/relative concentration and the interpretive comment (observations and
suggestions). The results were analysed taking the data from the organising
laboratory as comparator values using the calculation of the allowed difference,
dependent on the inter- and intra-laboratory reference variability, recommended by
the GP29-A2 guideline. The observed differences of all the parameters were less
than the allowed difference in 96% of the cases and average interlaboratory
variation coefficients between 1.8 and 5.8% were obtained for all determinations
and fractions, so it can be concluded that it is a high reproducibility technique
between laboratories using the same platform. The qualitative analysis showed
concordances and discrepancies regarding the profiles described, the forms of
expression, and suggestions for complementary analysis: 55% without discre ancies
(same profile), 34% with partial differences, and 11% with major differences. Due
to the lack of consensus, the challenge continues to be the interpretation and
reporting of results.

Keywords: Serum electrophoretic ~proteinogram, Capillary ~electrophoresis,
External quality control, Interlaboratory control, Reproducibility, Harmonization.

Resumo: O objetivo foi implementar um procedimento alternativo de avaliagio
externa da qualidade para o proteinograma sérico por eletroforese capilar, bem
como avaliar seu desenvolvimento e utilidade. Um procedimento de amostra
compartilhada entre laboratdrios foi desenhado e realizado durante o periodo
10/2017- 08/2019 com nove entregas de duas amostras por evento, atingindo um
mdximo de oito laboratdrios participantes. Amostras de soro com uma variedade de
perfis de proteinas foram armazenadas a -70 °C até o dia do transporte ¢
processamento. Os paridmetros avaliados foram: proteinas totais ¢ albumina por
método quimico, fragées do proteinograma cletroforético por eletroforese capilar
em concentragio absoluta/relativa ¢ o comentdrio interpretativo (observacées e
sugestées). Os resultados foram analisados tomando os dados do laboratdrio
organizador como valores comparadores usando o cdlculo da diferenga permitida,
dependente da variabilidade de referéncia inter e intralaboratorial, recomendado
pelo guia GP- 29-A2. As diferengas observadas de todos os parimetros foram
inferiores 4 diferenga permitida em 96% dos casos e coeficientes médios de variagio
interlaboratorial entre 1,8 ¢ 5,8% foram obtidos para todas as determinagées ¢
fragées, portanto pode-se concluir que é uma técnica de alta reprodutibilidade entre
laboratérios usando a mesma plataforma. A andlise qualitativa mostrou
concordincias e discrepincias quanto aos perfis descritos, as formas de expressio ¢
sugestées de andlises complementares: 55% sem discrepincias (mesmo perfil), 34%
com diferengas parciais ¢ 11% com diferengas importantes. Devido 4 falta de
consenso, o desafio continua sendo a interpretagio ¢ modo de informacio dos
resultados.
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Palavras-chave: Proteinograma eletroforético sérico, Electroforese capilar,
Controle externo de qualidade, Controle interlaboratorial, Reprodutibilidade,

Harmonizagao.
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Introduccién

La interpretacién del perfil proteico de un paciente por un
profesional especialista en el drea puede brindar informacién valiosa,
que podria no lograrse incluso cuantificando las principales proteinas
en forma individual.

El método de fraccionamiento proteico por excelencia es el
proteinograma electroforético (PRE). El PRE se fundamenta en la
migracién diferencial de las proteinas, debido a su movilidad
electroforética caracteristica a pH alcalino, cuando se las somete a un
campo eléctrico, ya sea en un soporte sélido (acetato de celulosa
gelatinizado o agarosa) o en un medio liquido como en la
electroforesis capilar (EC) (1) (2). La optimizacién de la EC con
utilidad en el Laboratorio Clinico de proteinas posee poco més de dos
décadas de desarrollo, se encuentra en expansién continua a nivel
internacional y, recientemente, a nivel nacional se observé un
crecimiento exponencial (3). En este caso, una pequena cantidad de
muestra diluida migra a través de un capilar de silice fundido de bajo
didmetro, cebado con solucién tampén alcalina, al cual se le aplica un
alto voltaje. La muestra parte del énodo y migra hacia el ctodo, en
sentido contrario a la electroforesis en soporte s6lido, debido a que en
estas condiciones el efecto migratorio del flujo electroendosmético es
superior al electroforético, efecto potenciado por el elevado pH
(cercano a 10) de la solucién tampdn. La deteccién de las proteinas se
realiza mediante la absorbancia al UV en tiempo real del enlace
peptidico (espectro de absorcién: 180-230 nm; longitud de onda de
deteccién declarada por la principal marca comercial en el mercado:
200 nm) (4).

En este rango de longitudes de onda, las proteinas absorben luz UV
con similar intensidad, proporcionando un resultado independiente
de su composiciéon aminoacidica o de la capacidad de fijacién de
colorantes de cada proteina en particular. Luego, un programa
informético invierte el orden del perfil proteico para hacerlo
comparable a los métodos tradicionales. Este método tiene mayor
poder resolutivo debido a una difusién de las proteinas limitada por la
velocidad de la migracién (el proceso total desde la aspiracion de la
muestra hasta la finalizacién de la migracién lleva aproximadamente
8-10 minutos, mientras que la migracién propiamente dicha demora
aproximadamente 4 minutos). El mismo es més sensible y preciso que
los métodos tradicionales en soporte sélido (4). Ademds, es una
técnica completamente automatizada que utiliza menor volumen de
muestra, requiere menor cantidad de consumibles y genera menor
cantidad de desechos (5) (6) (7). Los equipos de electroforesis capilar
de uso clinico para la realizacién del PRE no admiten modificaciones
de las técnicas (son sistemas cerrados) y utilizan reactivos
dependientes de la misma marca comercial y del modelo del equipo.

El control externo de la calidad (CEC) complementa al control
interno de la calidad (CIC) para asegurar la validez de los resultados

de las determinaciones de los pacientes y constituye una parte
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fundamental de la gestién de la calidad en el laboratorio clinico. Sin
embargo, los programas formales de CEC no estan disponibles o no
son adecuados para un nimero importante de ensayos de laboratorio
y, ante estas situaciones, es conveniente la implementacién de un
procedimiento alternativo de evaluacién externa (PAEE). Una
multiplicidad de experiencias se encuentran descriptas en la literatura
(8) (9). En el caso particular del PRE-EC, diversos motivos se
combinan:

e Factores inherentes a la determinacién: el PRE es una prueba
compleja que involucra la cuantificacién de proteinas totales (PT), la
electroforesis propiamente dicha, el fraccionamiento adecuado en las
distintas fracciones y la interpretacién del perfil. Usualmente, la
cuantificacién de PT, para la cual no existe método de referencia ni
patrén primario, se lleva a cabo por distintas variantes del método de
Biuret, que ha sido propuesto como candidato para convertirse en el
método de referencia que permita establecer la trazabilidad de
resultados en el laboratorio clinico (10). Por otro lado, coexisten
concepciones cualitativa/semicuantitativa y cuantitativa del PRE
como determinacién, generando controversias en cudl debe ser la
aproximacién mas adecuada para su andlisis (11).

e Factores inherentes a la metodologia: por tratarse de una
metodologia relativamente nueva y costosa, ain hoy existe un bajo
numero de laboratorios que utilizan EC como soporte para la
realizacién del PRE (3).

e Factores inherentes a las muestras: inestabilidad de la fraccion
por degradacién in vitro del complemento y posibilidad de multiples
interferencias a distintos niveles (12) (13).

e Factores inherentes a los programas de CEC existentes: por su
complejidad y por tratarse de una prueba de menor frecuencia de
solicitud dentro de los laboratorios de rutina, el PRE no ha sido
objeto prioritario de los escasos programas de CEC existentes.
Aquellos disponibles en la Argentina poseen baja periodicidad,
consisten en reportes con poca informacién o carecen de grupo par de
comparacion, tienen elevado costo y/o utilizan muestras adecuadas
para soportes solidos que no son adaptables a la EC.

El objetivo del presente trabajo comprendié tres aspectos, a saber:

e Implementar un procedimiento alternativo de evaluacidn externa
de calidad para el proteinograma sérico por electroforesis capilar.

e Evaluar su desarrollo y utilidad en términos de variabilidad
interlaboratorio de la cuantificacién de cada determinacién/fraccién
del proteinograma electroforético por electroforesis capilar.

e Ahondar en el estado del arte de la interpretacion cualitativa de
los perfiles como punto de partida para una armonizacién futura.

Materiales y Métodos

Se utilizaron las recomendaciones de las guias QMS24 y GP29-A2
(CLSI) (14) (15) y la norma IRAM-ISO/IEC 17043 (16) para el
diseno de la propuesta basada en un procedimiento de muestra
compartida entre laboratorios (denominado “control interlaboratorio
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PRECAP”), el cual fue comunicado a potenciales participantes junto
a una encuesta y formulario de inscripcion, de los cuales se aceptaron
e incorporaron sugerencias en el disefio final.

En el periodo 10/2017-08/2019 se llevaron a cabo nueve entregas
con dos muestras por evento con una periodicidad bimestral para los
primeros tres envios (oct-17, dic-17, feb-18) y trimestral para los
tltimos seis envios (may-18, ago-18, nov-18, feb-19, may-19, ago-19)
y se alcanzé un méximo de ocho laboratorios participantes.

Se confeccionaron 18 pools de muestras (A-R) que fueron filtrados,
alicuotados (350 pL) y conservados a -70 °C (estabilidad 3-4 meses)
hasta el dia de su transporte en triple contenedor (17) y
procesamiento. En la preparaciéon de cada pool se verificé la
seronegatividad de las muestras (VDRL, HCV IgG, HBsAg, HIV
Ag+Ac). Asimismo, se recomendd su manipuleo acorde a las normas
universales de bioseguridad (18). Se seleccionaron perfiles proteicos
(Fig. 1) y valores a lo largo del rango de referencia (Fig. 2) que
incluyeron: tres cuadros seroproteicos sin particularidades (muestras
A, F y O); bisalbuminemia (J); hipoalbuminemia (M); sindrome
nefrético primario (K); respuestas inflamatorio-infecciosas de fase
aguda (D, I); hipergammaglobulinemias de tipo policlonal (B, G, P);
hipogammaglobulinemias (C, Q) y gammapatias monoclonales de
distinta concentracién y movilidad (E, gamma rapida >1,0 g/dL; H,
gamma media <1,0 g/dL; L, gamma rédpida <1,0 g/dL; N, beta >1,0 g/
dL; R, gamma lenta >1,0 g/dL).

Los pardmetros evaluados fueron: proteinas totales (PT) y
albimina por método quimico (Alb-Q), fracciones del PRE-EC (Alb,
a1, o, [, y) en concentracién absoluta/relativa (incluyendo la
cuantificacién de componentes monoclonales (CM) si los hubiere) y
el comentario interpretativo (observaciones vy sugerencias). La
interpretacién del perfil debia realizarse asumiendo el primer ingreso
de un paciente masculino de 50 anos. El informe de resultados por
parte de los laboratorios participantes se realizd a través de un
formulario en linea.

Los ocho laboratorios participantes, incluyendo al laboratorio
organizador (laboratorio X), fueron codificados (A-G) para preservar
la confidencialidad de los resultados. Se resumen sus caracteristicas
diferenciales: grupos poblacionales (sélo ambulatorios, ambulatorios e
internados por igual, o predominantemente ambulatorios con escasos
internados); plataformas analiticas de quimica clinica (distintos
modelos de las marcas Roche’, Abbott® y Siemens®), plataformas
analiticas de EC (Minicap- 2 capilares o Capillarys-8 capilares, ambas
de la marca comercial Sebia®); cantidades de muestras diarias de PRE
(15 a 1050 muestras/dfa); dias y modo de procesamiento (de cuatro a
seis dfas por semana con procesamiento en el dia de extraccién o a dia
vencido); y modos de informe (unidades, valores de referencia, ajustes
por factor, cuantificaciéon de CM, realizaciéon de comentarios
interpretativos, mostracion del trazado de la curva en el protocolo de
informe, etc.). La experiencia de uso de la plataforma de EC fue de
entre 1y 11 afos.
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Del total de ocho laboratorios, el laboratorio organizador y otros
dos participaban del Programa de Electroforesis del Programa de
Evaluacién Externa de Calidad (PEEC) de la Fundacién Bioquimica
Argentina, cuyas evaluaciones posefan una devolucién incompleta por
la falta de un grupo par de comparacién; y, por otro lado, un tnico
laboratorio participaba del Programa de Electroforesis del Colegio
Americano de Patélogos (CAP).

Cabe destacar que no todos ellos se sumaron a la propuesta desde el
primer momento, sino que fueron incorporandose a medida que el
proyecto tomé difusion. Los resultados se analizaron tomando los
datos del laboratorio X como valores comparadores, utilizando el

célculo recomendado por la guta GP29-A2 (15), el cual estima una
diferencia permitida como D:ZI_a/z*\/(cri2+crxz/nx+c7y2/ny); donde
7=1,96, o= variabilidad interlaboratorio, Ox=0y= variabilidad

intralaboratorio de cada laboratorio, ny=n,= nimero de replicados en

y
cada laboratorio. La variabilidad intralaboratorio del laboratorio X
(CV,%) se obtuvo por el procesamiento en 20 dias consecutivos de
un pool de muestras (PT: 1,2%, Alb-Q: 1,3%, Alb: 1,8%, a.: 3,5%, ay:
3,7%, P: 4,8%, y: 3,6%). Se consideré un desempefio equivalente
(CVi%= CVy%) para los laboratorios participantes (Y). La
variabilidad interlaboratorio (CViy;%) se obtuvo de informes de
CEC del PEEC y del CAP. Del PEEC se obtuvieron los CVjpe;%
promedio de todas las marcas/equipos/reactivos del periodo
06-08/2017 para PT (5,1%) y Alb-Q (6,3%); mientras que los
CVinter% del fraccionamiento proteico se obtuvieron del analisis del
grupo par del envio ELP-B 2017 del CAP, a saber: Alb: 4,1%, a;:
9,3%, ay: 6,8%, P: 6,6%, v: 13,4%. Se decidié que las muestras fueran
procesadas por simplificado en cada laboratorio (ny=ny,=1) por
motivos de costos y conveniencias practicas.

Cada laboratorio recibié un informe compuesto por sus propios
resultados, los resultados del laboratorio X, la media de resultados de
todos los laboratorios, el criterio de aceptacién (diferencia maxima
aceptada), un gréfico de acuerdo para facilitar la visualizacién de los
resultados acumulados en los distintos envios, la conclusiéon de
aceptacién o rechazo y el listado de los resultados cualitativos
informados por los distintos laboratorios junto con un andlisis global
de concordancias y discrepancias.

El andlisis de los resultados se llevd a cabo en una planilla de Excel
(Microsoft Office) que fue desarrollada en base a los célculos
propuestos por la guia y utilizada como plantilla a lo largo del
proyecto. Los graficos para el presente trabajo se realizaron en

Graphpad Prism 7 (Dotmatics).
Resultados

Andlisis cuantitativo

De la comparacién de los resultados de cada laboratorio con los
resultados del laboratorio X, utilizando la férmula que contempla los
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CV% intra e interlaboratorio para obtener una diferencia maxima
permitida, se observé que el 96% (922/962) fueron aceptados.
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Figura 1
Muestras enviadas (fecha de envio): resultados del laboratorio X en g/dL para PT/Alb-Q y Alb/a;/
ap/B/y (CM si aplica).
Se destacan los valores de las cuantificaciones de las fracciones aumentadas (gris oscuro) o disminuidas (gris claro) y los

CM (negro).
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Figura 2.

Concentraciones evaluadas: resultados del laboratorio X en g/dL para PT/AIb-Q/Alb y Alb/21/et2/

B/y (CM si aplica).

Se destacan los puntos por fuera del valor de referencia correspondiente (gris) y los CM (puntos sin relleno).

El 4% (40/962) que no fue aceptado corresponde a distintas
situaciones, en orden de prevalencia:

¢52,5% (21/40) resultados de PT rechazados que afectaron los
resultados del fraccionamiento proteico (muestras Q y R, dos
laboratorios trabajando con igual marca comercial de autoanalizador
de quimica clinica).

¢12,5% (5/40) un unico laboratorio refirié volumen insuficiente
para el procesamiento de PT y Alb-Q en uno de los eventos, lo que
invalidé los resultados del fraccionamiento proteico.

¢10% (4/40) probables falsos rechazos a concentraciones bajas de la
determinacién/fraccién (al depender la diferencia méxima permitida
de un porcentaje del valor obtenido por el laboratorio X, dicha
diferencia se torna extremadamente estricta a valores bajos de
concentracion).

¢10% (4/40) probables falsos rechazos por valor de Alb en % del
laboratorio X discrepante al del resto de los laboratorios en una tinica
muestra.

5% (2/40) valores de Alb-Q no informados por los laboratorios
participantes debido a las discrepancias observadas con el valor de
Alb.

5% (2/40) valores de Alb-Q rechazados (por debajo de la media 'y
del resultado del laboratorio X) correspondientes a un mismo
laboratorio en ambas muestras de un mismo evento.

5% (2/40) un tnico laboratorio no informé cuantificacién en g/
dL ni % de un CM migrante en la fraccién beta.
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Desagregando por determinacién/fraccién, los porcentajes de
resultados aceptados fueron: PT 93% (71/76), Alb-Q 91% (69/76) y
fraccionamiento proteico por PRE-EC global 91% (391/405), tanto
en g/dL (Alb 95%, a1 99%, oy 96%, B 97%, v 99%) como en % (Alb
91%, oty 97%, ot 99%, B 99%, v 99%, CM 92%).

En el caso particular de las muestras E, H, L, N y R con presencia
de CM, las cuantificaciones fueron comparables en el 96% (24/25) en
g/dLy 92% (23/25) en %. Los rechazos fueron:

eun unico laboratorio no reporté la concentracién en g/dL ni % de
un CM con movilidad de betaglobulinas (muestra N)

eun probable falso rechazo del valor en % por baja concentracién
del CM (muestra H) con un valor en g/dL aceptado.

Las fracciones en g/dL ay, ap, f y v y las fracciones en % ¢, B y ¥ no
presentaron resultados rechazados para ninguna muestra/laboratorio
hasta el dltimo evento, coincidente con los resultados de PT
discordantes (muestras Q y R) (Tabla I).

El analito con mayor cantidad de rechazos result6 ser la Alb-Q,
determinacién para la cual todos los laboratorios informaron tener
bajos CIC y CEC normal.

La variabilidad interlaboratorial estimada a través del CV%
promedio de todas las muestras para cada determinacion/fraccion se
muestra en la Tabla II, junto con los pardmetros de comparacion de
referencia y requisitos de calidad para la imprecisién segin
variabilidad bioldgica. Los CVijpe% promedio obtenidos se
encuentran en el rango 1,8%-5,8% para todas las determinaciones/
fracciones. Todos ellos son inferiores al CVj,;% de referencia
utilizado en el célculo de la diferencia maxima permitida, a excepcién
de los resultados en % de Alb (1,8% vs. 1,3%), ap y B (a2 3,5% vs. 2,6%
y B 4,3% vs. 2,5%). El CViper% promedio de la cuantificacion de CM
en g/dL fue de 4,7%, con un CVj,,% de 7,5% para el CM de menor
concentracion (0,63 g/dL).

En la Figura 3 se muestras los CVj,;% de cada determinacién/
fraccién en funcién de la media reportada para cada muestra. En la
mayorfa de los casos, los CVjye;% obtenidos disminuyen a
concentraciones mayores de cada determinacion/fraccién. Se
registraron CVjpe,% mayores del 10% solamente para valores muy
bajos de la fraccidn Py, en general, sélo se supera el 5% a valores bajos
del resto de determinaciones/ fracciones.
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Figura 3. Analisis cuantitativo: variabilidad interlaboratorial (CV,_ .. %) en funcién de |a media reportada
para cada muestra y determinacién/fraccion en g/dL. Arriba izquierda: PT/Alb-Q/Alb; arriba derecha: CM;
debajo de izquierda a derecha: a y/aB/y.

Figura 3
Andlisis cuantitativo: variabilidad interlaboratorial (CV,,.,%) en funcién de la media reportada

para cada muestra y determinacion/fraccion en g/dL.
Arriba izquierda: PT/Alb-Q/Alb; arriba derecha: CM; debajo de izquierda a derecha: aj/ay/B/7.
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Tabla I. Andlisis cuantitativo: resultadas aceptados sobre total de laboratorics participantes por muestra.
Se resaltan las determinaciones (det)fracciones de las muestras que presentaron resultados rechazados (celdas en gris).

Resultados Muestra
— AlB|c|o|E|F|G|mu|[1]2 Global
total
PT |22 |22 |22 |22 | 212 | 202 | 505 | 55 | 505 | 55 71/76 (83%)
Det. (g/dL)
abQ |22 |22 |2 . 22 | 212 - 555 | 55 69/76 (91%)
ap |22 |22 |22 |22 | 22 | 22 | 515 | 515 | 55 | 15 72176 (95%)
w, |22|22|z2|22|22|22 |55 |55 | 5s |5 75076 (98%)
Fraccit
RN w2z |2z|ze|2z| 22|22 |5 | s | ws |5 7376 (96%) | 3910405
PRE-EC
= b |22 |2z |22 |22 | 22 |22 |55 | 515 | 55 | 55 74776 (97%) | (97%)
v |22|2z| 22| 22| 22 |22 |55 | 55 | 5 73176 (96%)
oM |~ |~ | - ||| -|-]|5m]|- 24/25 (96%)
ap |22 | 22|22 | 22| 22 | 22 | 505 | 515 | 515 69176 (91%)
w, |22 |22|22|22|22|22|5m]| 55 | 5s 74176 (91%)
Fraccidn
w, |22 |22| 22| 22| 22|22 |55 55 | 5n 75076 (99%) | 391/405
PRE-£C
s B |22 |2z|22|2| 22|22 |5m | 5m |5 | wm 7576 (99%) | (97%)
v |22 |2z |22 | 22| 22 |22 |55 | 5 | 5E | s 75176 (99%)
em | | | - | a2 -] - - | = 23125 (92%)
Global 922/962 (96%)

Tablal

Andlisis cuantitativo: resultados aceptados sobre total de laboratorios participantes por muestra.
Se resaltan las determinaciones (det)/fracciones de las muestras que presentaron resultados rechazados (celdas en gris).
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Tabla Il. Andlisis cuantitativo: comparacion de CV

inter -0 ObtENidos con CV, . % de referencia

¥ requisitos de calidad deseable para imprecision segun variabilidad bioldgica.

Variabilidad CV, 1o % promedio CV, o de Requisito de calidad

interlaboratorio obtenido referencial CV% deseable?
FT 2,7 5.1 1.4
et. (g/dL) Alb-Q 4.6 6,3 1,6
Alb 2,7 4.1 2,3
Fraccidn hed 4.3 9,3 5,7
a, 4,5 5,8 5,2
PRE-EC B 5.8 6,6 5.1
(grdL) . 43 6 7.3
M 4.7 134 7.3
Alb 1.8 1,3 2,3
Fraccidn k| 3.3 3.5 5,7
a, 3,5 2,6 5,2
PRE-EC B 43 2,5 5,1
(%) ¥ 2,5 3 7.3
CM 4.6 11,9 7.3

18egin fuentes utilizadas para el calculo de las diferencias permitidas. © Se trata de requisitos de calidad
para imprecision intralaboratorio, pero se toma la licencia de usarlos como parametro de imprecision glo-
bal deseable para comparar los CV% obtenidos. Para los CM, se asume igual requisito que zona gamma.

TablaII

Andlisis cuantitativo: comparacion de CViye % obtenidos con CVipye, % de referencia y requisitos

de calidad deseable para imprecision segun variabilidad bioldgica.

1Segtin fuentes utilizadas para el célculo de las diferencias permitidas.

2Se trata de requisitos de calidad para imprecision intralaboratorio, pero se toma la licencia de usarlos como

pardmetro de imprecision global deseable para comparar los CV% obtenidos. Para los CM, se asume igual requisito que

Zona gamma.
Andlisis cualitativo

Al disenar este PAEE se decididé incorporar el andlisis del
comentario interpretativo de los perfiles proteicos. Cada laboratorio
elaboré dicho comentario en un campo de texto libre, sin leyendas ni
terminologia predeterminada. Con total grado de libertad para su
informe se registré una variedad de comentarios y formas de
expresion para todas las muestras, incluso aquellas con perfiles
caracteristicos como un cuadro seroproteico con todas las fracciones
dentro de los rangos referenciales (sin particularidades).

En el informe que recibi6 cada laboratorio como devolucién a su
participacién se listaron todos los comentarios interpretativos
obtenidos para cada muestra y se realizé un informe global de
coincidencias y discrepancias.

Tal como se estableci6 en los objetivos del presente estudio y sélo a
los efectos de este andlisis, se compararon los distintos comentarios
interpretativos realizados por los laboratorios participantes con los
del laboratorio X'y se obtuvo un:
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e 55% (42/76) de acuerdo: descripcién del mismo perfil
proteico sin diferencias de relevancia en terminologia y
sugerencias realizadas.

* 34% (26/76) de acuerdo parcial: descripcién incompleta del
perfil con un potencial bajo impacto en la informacién
clinicamente relevante; por ejemplo: informe de la presencia de
un CM sin hacer referencia a los marcadores que caracterizan
una reaccién infecciosa-inflamatoria de fase aguda o a su
concentracién (muestra R).

e 11% (8/76) de no concordancia: descripcién de distintos
perfiles proteicos que pudieran tener un impacto en la
informacién clinicamente relevante; por ejemplo: informe de
hipogammaglobulinemia sin hacer referencia a las fracciones
que caracterizan el sindrome nefrético (muestra K) (Fig. 4).

Analisis cualitativo

Sin diferencias de
3 relevancia 55%

(42/76)

Con diferencias
[ parciales 34%

(26/76)

Con diferencias
Bl importantes 11%
(8/76)

Total=786

Figura 4. Andlisis cualitativo: porcentajes de acuerdo de los comentarios inferpretativos realizados
por los laboratorios participantes respecto a los del laboratorio X.

Figura 4
Andlisis cualitativo: porcentajes de acuerdo de los comentarios interpretativos realizados por los
laboratorios participantes respecto a los del laboratorio X.

Discusién y Conclusiones
Implementacién del PAEE

Desde la incorporacién de la EC para la realizacion del PRE en el
afio 2010 por nuestro equipo de trabajo, la evaluacién de un CEC que
contemplara la adecuada comparacién con un grupo par fue una
necesidad constante, problemdtica que a lo largo del tiempo se
demostré compartida por numerosos laboratorios. Luego de un
proceso de lectura y analisis de la bibliografia disponible, se decidié
disenar una propuesta de un PAEE consistente en un procedimiento
de tipo ‘split-samplé o “muestra compartida”, de sencilla y eficaz
implementacién, adecuado para un ntimero variable de laboratorios
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participantes (dos o mds). En el periodo en que dicha propuesta se
desarrolld, se manifestd el interés en el proyecto dado el aumento
progresivo de laboratorios participantes.

Luego de la implementacién del control interlaboratorial que
denominamos “PRECAP” (Proteinograma  Electroforético  por
Electroforesis Capilar), se analizaron los resultados en términos de la
variabilidad interlaboratorial obtenida para la cuantificacién de PT y
ALBQ, y para cada fraccién del PRE-EC. También se abordé la
concordancia en la interpretacién cualitativa de los perfiles
correspondientes a cada envio.

Andlisis cuantitativo

Se destac el elevado porcentaje de resultados aceptados para todas
las determinaciones/fracciones contemplando la totalidad de envios/
muestras/laboratorios. Atin mds, el 4% de los resultados que fueron
rechazados segun el calculo contemplado para el anilisis, pudo
explicarse a través de distintas causas, la mayoria de las cuales no
dependian del fraccionamiento proteico por EC. Algunas de ellas
involucraron la decisiéon por parte de algunos laboratorios
participantes de no informar resultados de Alb-Q por presentar
discrepancias respecto al valor de Alb o de no informar la
cuantificacién de un CM con movilidad de beta globulina. En
paralelo, el control interlaboratorial demostré su utilidad en detectar
un sesgo negativo en los resultados de Alb-Q de un laboratorio para
ambas muestras de un mismo evento.

Al descontar los rechazos de los resultados del fraccionamiento
proteico vinculados a rechazos en el valor de PT, se puede decir que
los resultados del fraccionamiento proteico rechazados por una real
falta de concordancia entre los distintos laboratorios se reducen
virtualmente a cero. Cabe destacar que la excelente reproducibilidad
en términos cuantitativos que se ha podido demostrar para la
realizacién del PRE en todas sus fracciones, utilizando a la EC como
metodologia, se produce en el contexto del uso de plataformas de la
tinica marca comercial disponible (Minicap® Sebia — 2 capilares o
Capillarys® Sebia — 8 capilares). Otros resultados podrian surgir de la
comparacién con plataformas o marcas alternativas (19).

Distinto es el caso de las determinaciones de PT y Alb-Q donde se
ha encontrado un mayor nimero de discrepancias. Las explicaciones
pueden ser multiples. Por un lado, por la falta de patrones primarios
internacionales que permitan una estandarizacién adecuada de estas
determinaciones y, por otro, debe contemplarse el uso de distintas
plataformas y marcas de autoanalizadores de quimica clinica por parte
de los laboratorios participantes (20), entre otras posibles causas
como la mayor dependencia de una adecuada homogeneizacion de la
muestra.

Independientemente de la aceptaciéon de los resultados, los
CVinter% obtenidos fueron menores que los CV% de referencia para
todas las determinaciones/fracciones a excepcién de las fracciones
albimina, ¢ y B en %. En el caso de la Alb% la diferencia fue minima
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y a valores de CV% muy bajos (1,8% vs. 1,3%) por lo que dicha
diferencia podria considerarse clinicamente no significativa; mientras
que, para las fracciones a y f en porcentaje, las diferencias fueron
ligeramente mayores (2 3,5% vs. 2,6% y B 4,3% vs. 2,5%). Esto se
puede explicar ya que el valle de separacion entre las fracciones a; y 8
del PRE-EC estd condicionado por la gran heterogeneidad de la
fraccién ay, lo que dificulta la delimitacién de dichas fracciones, sujeta
al criterio adoptado por el operador. Vale la pena destacar que todos
los CVip e % para las fracciones en g/dL fueron menores que los CV%
de referencia. Dicha expresién de resultados, en valores absolutos,
acompanados de modo opcional por los valores relativos, es la
recomendada por la mayoria de los consensos publicados (21) (22)
(23) (24). A su vez, este estudio permitié demostrar que se cumplen
los requisitos de calidad de CV% deseable segun variabilidad
bioldgica, a excepcidn de las fracciones Alb y  en g/dL, para las cuales
fueron superados por diferencias minimas (2,8% vs. 2,1% y 5,8% vs.
5,1%, respectivamente). En contrapartida, dichos requisitos no
fueron alcanzados para las determinaciones de PT y Alb-Q debido a
su elevada exigencia (2,7% vs. 1,4% y 4,6 vs. 1,6%), por lo que serfa
recomendable utilizar requisitos de calidad minima para dichas
determinaciones (20). En todo caso, los CVj, % obtenidos, menores
del 5-10%, se encuentran por debajo de (o son comparables a) los
CVinter% reportados para muchas otras determinaciones de rutina,
como ciertos inmunoensayos para la determinacién de hormonas,
apoyando la idea de que el PRE es una determinacion precisa para el
seguimiento de las gammapatias monoclonales.

Respecto a la cuantificacién de CM, todos los laboratorios utilizan
el método ortogonal o a linea de base para su integracién. Sin lugar a
dudas, la deteccién, cuantificacidn e informe de la concentracién de
los CM son unas de las principales utilidades clinicas del PRE, no
siempre desprovista de desafios en funcién de: la movilidad
electroforética, el grado de definicién del CM como tnico o multiples
picos segun su capacidad de agregacién y/o modificaciones
postraduccionales como desaminaciones, la presencia o no de
inmunoparesia segin la cantidad de inmunoglobulinas policlonales
que contribuyen al fondo del electroferograma, la presencia de otros
perfiles proteicos o interferencias concomitantes, etc. (11) (12).

Todos los resultados expresados en g/dL (rango promedio
0,68-2,80 g/dL) fueron comparables con CVj, ;% promedio de 4,7%
(2,5-7,5%), variabilidad que se encuentra en linea con la publicada en
la literatura para sueros adicionados con anticuerpos monoclonales
(daratumumab, movilidad en gamma lenta): 7,6% para CM de 0,20
g/dLy 3,2% para CM de 1,00 g/dL por EC y cuantificacién a linea de
base en una comparacién interlaboratorial de 8 participantes (25).
Otras publicaciones informaron CVj,,% manifiestamente mayores:
usando la misma estrategia de sueros adicionados con daratumumab
en concentracién de 0,50 g/dL obtuvieron un CVipe% de 23%
(n=67 laboratorios sin discriminar por método) y usando sueros de 5
pacientes con gammapatias monoclonales que requirieron
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plasmaféresis, todos con CM en zona gamma de concentracién 0,33-
3,94 g/dL, obtuvieron CVj,% de 25% (15,5-36,9%) (n=73
laboratorios sin discriminar por método en un periodo de 5 anos)
(26). A lo largo de este proyecto, se enviaron 5 CM de distinta
movilidad (incluso no gamma) y concentracién y se obtuvieron
resultados comparables con baja variabilidad interlaboratorial. Vale la
pena destacar que todos los laboratorios participantes informaron la
concentracién de los CM en todos los eventos (salvo un laboratorio
ante un CM con movilidad beta), aun cuando no todos ellos
informan dicho valor en el protocolo de laboratorio que entregan a
sus pacientes. Esto no sélo tiene impacto en el seguimiento de los
pacientes con gammapatias monoclonales a lo largo del tiempo, que
puedan acudir potencialmente a distintos laboratorios, sino que es
una evidencia importante que sustenta la obligatoriedad de la
inclusién de la cuantificacién de los CM en los informes de resultados

del PRE.
Analisis cualitativo

En la discusién de las variables cualitativas se podrian incluir una
serie de elementos cuya informacién fue recabada en el formulario de
inscripcion al control interlaboratorial PRECAP. Variables tales
como las magnitudes y unidades informadas, los valores de referencia,
la transmisién de la curva al protocolo del paciente, la realizacién de
observaciones y sugerencias (comentario interpretativo) por parte de
los profesionales competentes, la calidad de dichos comentarios en
términos de estructura/extensiéon/complejidad y terminologia, los
perfiles ante los cuales se realizan dichos comentarios, el informe de la
cuantificacion de CM, entre otras, son componentes del informe del
PRE donde se evidencié una gran disparidad entre los laboratorios,
independientemente de las diferencias halladas en los comentarios
interpretativos realizados para cada perfil/muestra enviada.

La posibilidad de incluir un comentario interpretativo en el
informe final de las determinaciones de laboratorio es un tema que ha
sido abordado con mucho interés en la bibliografia durante los
tltimos afos. Autores como Plebani y otros, en representacion del
grupo de trabajo de la IFCC para la Armonizacién del
Aseguramiento de la Calidad de los Comentarios Interpretativos, han
descripto las situaciones ante las cuales implementar dichos
comentarios, sus beneficios y limitaciones, y los interrogantes que
plantea su uso (27). Se plantea como una posibilidad de brindar valor
agregado a los resultados, contribuyendo a la seguridad del paciente y
a la valorizacién de la labor profesional como agente sanitario de
atencién colaborativa (28). Por otro lado, prima la falta de
armonizacion, tal como se ha observado en el presente estudio, que
podria contribuir potencialmente a un error diagndstico si no se
procura una adecuada formacion y control del profesional que realiza
los comentarios (29). Esta bibliografia general menciona
explicitamente a las pruebas complejas como el PRE como una prueba
de laboratorio imprescindible para la realizaciéon de comentarios
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interpretativos. A su vez, brinda una serie de recomendaciones en
general sobre los puntos que deben tratarse para asegurar la calidad de
dichos comentarios, a saber: definicién de la informaciéon a comentar
(resaltar datos analiticos, descripcién de patrones, interpretacién del
resultado en funcién del paciente, realizacion de sugerencias), uso y
estructuracion de las palabras, extensién del comentario, trazabilidad
del mismo, disposicién en el informe, capacitacién y evaluacién del
profesional que realiza el comentario (30).

Como ha surgido del presente estudio, el diseno de PAEE
orientados a la evaluacién de los comentarios interpretativos emerge
como una herramienta sumamente util para la armonizacién de
dichos comentarios puertas afuera e, incluso, puertas adentro del
laboratorio, cuando hay mas de un profesional que realiza los
comentarios.

Sin embargo, el analisis cualitativo resulté complejo, no solamente
por la gran diversidad de informacién incluida, estructura y
realizacion de sugerencias para cada perfil en particular, sino también
por la ausencia de un criterio marco en nuestro medio. Para subsanar
dicha ausencia, se decidié incluir en el informe confeccionado para
cada laboratorio, el listado de todos los comentarios interpretativos
realizados para cada perfil/muestra y, a la vez, un analisis de
concordancias y discrepancias en general, sin establecer ningun
comentario como el acertado. Para poder analizar el grado de
concordancias y discrepancias de una forma numérica, y s6lo a los
efectos de la escritura de este trabajo, se decidié establecer el
comentario realizado por el laboratorio organizador como el
comentario interpretativo “de referencia”. A pesar de la excelente
concordancia en los resultados cuantitativos obtenidos, el grado de
discrepancias global respecto al laboratorio organizador resulté en un
destacable 45%, con 34% de diferencias parciales y un 11% de
diferencias importantes. Sin lugar a dudas, esta falta de armonizacién
en la realizacién de comentarios interpretativos para el PRE-EC es
una oportunidad de mejora atin pendiente.

En los ultimos anos, distintas organizaciones de diversos paises o
regiones se han abocado a dicha tarea generando documentos de
consenso de aplicacién local que fueron publicados y estan
disponibles como material de consulta a nivel internacional, para
aquellos paises donde atin no se han implementado (21) (22) (23)
(24). En la Argentina vale la pena comentar que el Foro de Proteinas
se encuentra trabajando en este tema y ya se ha realizado una primera
publicacién con una encuesta, que a nivel nacional observé que PRE-
EC es una herramienta utilizada por numerosos laboratorios (3).

Es de notar que la necesidad puede converger en una urgencia: la
posibilidad de “automatizar las interpretaciones del PRE a nivel de
experto” a través de estrategias de deep learning, que es una realidad
factible que deberia estar sustentada en consensos previamente
establecidos (31).

En conclusion, la implementacién del control interlaboratorial se
cumplimenté de acuerdo al diseno propuesto y se valoré la utilidad
del mismo, planteindose la necesidad de su continuacién en el
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tiempo, para lo cual seria éptima la incorporacién de nuevos
participantes, hecho que avalaria un abordaje estadistico distinto,
independizandose de los resultados del laboratorio organizador.
Pricticamente todos los resultados cuantitativos fueron
estadisticamente comparables para un gran nimero de muestras y
perfiles clinicos, por lo que se puede concluir que la realizacién del
PRE-EC es una técnica de alta reproducibilidad entre los laboratorios
que utilizan la misma plataforma, hecho que permitira en el futuro
orientar los esfuerzos al andlisis de los resultados cualitativos. En linea
con las ultimas publicaciones internacionales y, debido a la falta de
consensos, el desafio continta siendo la interpretacién y modo de
informe de resultados.
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