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Resumen

Introduccién La albuminuria (AU) se define como la tasa de excrecién de albumina en orina
entre 30 a 300 mg/24hs. Es uno de los primeros indicadores de nefropatia diabética en
pacientes con diabetes tipo 1 y tipo 2. La albuminuria es un marcador de dafio renal, de
progresion de enfermedad renal y de riesgo cardiovascular. La medicion exacta y precisa de
albuminuria es critica, para la pesquisa, pronostico y seguimiento de la enfermedad renal. La
albumina en orina se mide generalmente en los laboratorios clinicos mediante inmunoensayos
(IE). El objetivo del presente trabajo fue comparar dos métodos para medir albuminuria: el
método inmunoturbidimétrico (IT) y un método Point of Care (POC), un IE en fase sélida
(Nycocard). Materiales y Método: Se midieron 40 muestras de pacientes (basandonos en la
guia CLSI EP9 A3) por ambos métodos. EI método IT (Biotécnica) fue calibrado y controlado
con material provisto por el fabricante y las medidas fueron realizadas en un autoanalizador
(Myndray BS480). Las determinaciones realizadas por el método de POC fueron medidas en el
equipo Nycocard Reader Il. La toma de muestras; conservacion y preparacion de las mismas se
realizaron siguiendo las indicaciones de los fabricantes para ambos métodos. Resultados:
Mediante el andlisis de regresion no paramétrico de Passing Bablok se obtuvo la ecuacion de la
recta y = - 0,0080 +1,0320x. El intervalo de confianza del 95% para la pendiente es 1,0132 a
1,0500 y para la ordenada al origen es -0,8500 a 0,8882. Mediante el grafico de dispersion de
Bland- Altman se estima un sesgo de 2,3 % en todo el rango de concentracion, el cual es menor
al error sistematico permitido por variabilidad biol6gica (7%). Conclusién: el método Nycocard
es un método comparable al IT para medir AU. Los resultados son intercambiables entre ambos
métodos.

Palabras claves: Albuminuria, método inmunoturbidimeétrico (IT), método inmunolégico en fase
sélida (Nycocard).



Introduccién

La albuminuria (albumina en orina) es actualmente, junto con el indice de filtracion
glomerular, la base para el diagnoéstico, evaluacion y estatificacion de la enfermedad renal
cronica (ERC) 2.

La enfermedad renal ha adquirido en los udltimos afios las proporciones de una
verdadera epidemia. Habitualmente es asintomatica en sus estadios iniciales, es por ello que se
propone su bulsqueda, particularmente en las poblaciones que estan en mayor riesgo de
padecerla, como son los pacientes con Diabetes Mellitus (DM); con hipertension Arterial (HTA);
individuos mayores de 60 afios; pacientes con antecedentes familiares de ERC y aquellos con
enfermedad cardiovascular *°.

La albuminuria (AU) es la manifestacion mas comun de la patologia renal y también es
considerada como un factor pronéstico independiente en la progresién de la enfermedad renal °.
Por consiguiente, se considera a la misma como un marcador sensible para la disfuncion renal
progresiva y también como factor de riesgo independiente para la morbilidad y mortalidad
cardiovascular’®. Ademas, la proteinuria se asocia a resultados adversos en pacientes con
ERC, con o sin DM*®**, En consecuencia existe un gran interés en la deteccion de albuminuria,
por lo que es necesario conocer las metodologias que existen para medirla. Actualmente se
encuentran disponibles varios métodos de rutina para medir AU: Tiras reactivas con
determinacion visual semicuantitativa. Los IE que incluyen procedimientos inmunométricos:
Turbidmétricos y nefelométricos son los empleados més frecuentemente, presentan limites de
deteccion entre 2 a 10 mg/L®. Estos métodos de rutina (IE) utilizan anticuerpos (Ac) policlonales
y monoclonales con diferentes sensibilidades para la deteccion de formas alteradas o
fragmentos de albumina presentes en las muestras de orina'. La deteccién por HPLC
(Cromatografia liquida de alta resolucion) produce valores mas altos con respecto a los
inmunoandlisis ya que detecta formas de albumina no reactivas**’. El método de LC-MS/ID
(cromatografia liquida con espectrometria de masas por dilucién isotépica) podria servir como
método de referencia candidato para la deteccién y cuantificacién de AU*. La deteccién de AU
estd justificada desde el punto de vista costo-beneficio en aquellos pacientes que presentan
riesgo de desarrollar una lesion renal, en una etapa en la cual el proceso es aln reversible.

Objetivo

Comparar dos métodos para medir albuminuria: el método inmunoturbidimétrico (IT) y un
método de POC, un IE en fase sélida (Nycocard). De esta manera determinar si Nycocard
puede ser usado en los hospitales, en el interior de la provincia de Salta, donde no se cuenta
con una plataforma automatiza para medir AU.



Materiales y Métodos

Se realiz6 un estudio observacional y prospectivo que incluyd 40 muestras de pacientes
que acudieron al laboratorio LACMII de la ciudad de Oran, Salta, desde el 1 de marzo al 31 de
agosto de 2018. La muestra en cuestién estuvo constituida por pacientes adultos de 30 a 64
afios residentes en la ciudad de Oran, de ambos sexos (55% mujeres y 45 % hombres) como
se muestra en la figura 1, diabéticos (43%) y no diabéticos (57%), y cumplian las siguientes
condiciones: no habian tenido fiebre los Ultimos tres dias, ni habian realizado ejercicio intenso,
ni estaban menstruando, ni tuvieron infeccién urinaria sintomética. Se recolectaron muestras de
orina de 24 hs y muestras al azar (primera orina de la mafana) y fueron medidas por dos
metodologias diferentes: IT utilizando un autoanalizador Mindray BS 480 e IE en fase solida por
el sistema POC Nycocard Reader Il. Las muestras fueron recolectadas y conservadas de
acuerdo a las recomendaciones de los fabricantes (IT: Biotécnica; NYCOCARD: Alere) para
ambos métodos.

El método automatizado (IT) se basa en el principio de inmunoturbidimetria donde
particulas de latex recubiertas con anticuerpos IgG de cabra anti albimina humana reaccionan
con la albumina en la muestra, provocando un aumento de absorbancia proporcional a la
concentracion de albumina presente en la muestra. La calibracion del método se realizé con el
calibrador provisto por el fabricante, trazable al material de referencia ERM-DA470 (IRMN)
preparado a partir albumina sérica humana. Se tomé este método como referencia, porque
tiene un CV de 4.61% Yy es el método de rutina utilizado hace varios afios en este laboratorio. El
rango de medida del método es de 4 a 150 mg/L. Las muestras que superaron el rango de
medida fueron diluidas de acuerdo a las especificaciones del fabricante.

El equipo de POC Nycocard Reader Il es un IE en fase soélida. La muestra se deposita
sobre una placa recubierta de Ac monoclonales especificos para albumina. Cuando la muestra
se deposita sobre la placa se produce una reaccién tipo sandwich si esta presente la albumina
al agregarse el conjugado. El exceso de conjugado es eliminado de la membrana con una
solucion de lavado. El filtro de papel situado sobre la membrana absorbe el exceso de liquido
Las particulas de oro unidas provocan una coloracién de la membrana, la intensidad de
coloracién es proporcional a la concentraciéon de albumina en la muestra. Esta intensidad es
medida cuantitativamente con la ayuda de un densitometro colorimétrico Nycocard Reader Il. La
curva de calibracion viene ya programada en el equipo cuyo calibrador es trazable al material
de referencia ERM-DA470. ElI método presenta un CV menor al 10% y el rango de medida es
de 5a 200 mg/L.



55-59

50-54

45-49

6 - 2 0 2 - 6 8
FIGURA 1. PIRAMIDE POBLACIONAL

Distribucion poblacional de los pacientes por rango de edad (afios)

B Hombres

m Mujeres



Analisis de datos

Se llevé a cabo un analisis comparativo de los métodos a partir del andlisis estadistico con
asistencia del programa MedCalc version demo. Se aplicé la medida de regresion no
paramétrica de Passing- Bablok y el grafico de dispersion de Bland- Altman. Los valores de
pendiente y ordenada al origen se expresan junto al intervalo de confianza del 95% (IC95%). Se
estim6 el promedio del error sistematico en todo el rango de concentracién evaluado y en el
punto de decision médica (30 mg/L) y se los comparo con el error sistematico permitido por
variabilidad bioldgica deseable (VB), de acuerdo a la Sociedad Espafiola de Bioguimica Clinica

y Patologia Molecular (SEQC).

Resultados

Los resultados de las medidas de tendencia central, media y mediana, asi como el desvio

estandar se representan en la tabla 1.

Tabla 1. Resultados de albuminuria obtenidos con ambas metodologia

REGRESION DE PASSING AND BABLOK

Variable x TURBIDIMETRIA
Variable y NYCOCARD
Tamafio de muestra 40 ‘

Valor mas bajo

variable X variable Y \

Valor mas alto 190 mg/L 195 mg/L
Media aritmética 63mg/L 65mg/L
mediana 38mg/L 39 mg/L
Desviacidn estandar 59 mg/L 61 mg/L

Ecuacidn de la regresion

Y =-0,008 + 1,032 X
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Figura 2: Recta de regresion obtenida por Passing- Bablok

En el eje de la x se representan las determinaciones de albuminuria medidas por IT
y en el eje de la Y las determinaciones de albuminuria medidas por el método
Nycocard. Se puede ver la recta de regresion (linea recta) e IC 95% (lineas de

punto alrededor de la recta) la recta punteada central corresponde a la recta con
ordenada 0 y pendiente 1.

En este analisis los pardmetros de regresion y su IC 95% fueron:
Pendiente: 1,03 (1,01 a 1,05)
Ordenada al origen: - 0,008 (-0,850 a 0,888)

Los IC de 95% para la pendiente y ordenada al origen muestran que el valor 1 y 0 se
encuentran contenidos respectivamente en cada intervalo, mostrando una desviacion de la
linealidad no significativa (p= 0,800). Si se tiene en cuenta la ecuacion de la recta obtenida por
Passing- Bablok se puede estimar la discrepancia entre el sistema Nycocard e IT en la

concentracion critica (30 mg/L), esta diferencia fue de 3,33 % valor menor al establecido por VB
(7%).



El gréfico de Bland-Altman (Figura 3) muestra las diferencias entre las medidas realizadas por
ambos métodos. Este método muestra una distribucion aleatoria alrededor del valor medio y
estima un sesgo de 2,3 % entre el método Nycocard e IT, menor al permitido por VB (7%).
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Figura 3: Grafico de las diferencias de Bland-Altman

Las diferencias relativas (%) entre el método IT y el método Nycocard para albuminuria se
muestran en el eje Y. En el eje X se muestran las medias de las diferencias entre ambos
métodos. La linea recta (Azul) representa la media de las diferencias, las lineas de punto
horizontales la diferencia + 1,96 desvio estandar.



Discusion y conclusion

Los resultados de este estudio arrojaron que el método POC (Nycocard) puede ser
empleado para medir AU ya que mostré ser comparable al método IT en el rango de
concentraciones evaluado, por lo tanto, se puede emplear el POC como método alternativo
para medir AU. Las ventajas que tiene esta tecnologia es su facil utilizacion; el equipo es
portétil, permitiendo conocer el resultado de forma rapida y confiable. Ademas, es el Unico
método con que se cuenta en hospitales del interior de la Provincia de Salta para medir AU.

La variabilidad biolégica intraindividual para la excrecién de albumina en orina varia un 30%
0 mas dependiendo del tipo de muestra utilizado, por lo que se recomienda realizar el
diagnéstico con dos resultados positivos de tres muestras analizadas en un lapso de 3 a 6
meses'?°. En los analitos que presentan una gran VB como lo es la albumina en orina se
propone que su coeficiente de variacion sea igual o menor al 15% (aproximadamente la mitad
de la VB) para detectar cambios en la concentracion de AUY. En el presente estudio Nycocard
mostro tener un error sistematico clinicamente irrelevante o no significativo en el nivel de
decision médica de acuerdo a la ecuacion de la recta de Passing- Bablok. La dispersion de los
valores en la grafica de Bland -Altman mostro ser aleatoria alrededor del valor medio, con una
mayor dispersién a bajas concentraciones, el sesgo estimado por este gréafico también mostro
no ser superior al establecido por los requerimientos de calidad.

Florvall G, et al. (2008) Compararon tres métodos para AU entre ellos un POC cuantitativo,
el cual mostré una imprecision muy baja (CV 3,9 %) y también buena correlacion con el método
de comparacion, concluyendo que dicho método puede ser usado como método de screening,
demostrando ser mas sensible y especifico para medir AU en una poblacién de riesgo en
relacion al método semicuantitativo 2. Parsons MP et al. (1999) validaron un estudio de POC
para medir la relaciéon albumina / creatinina en orina, este método cumplié con el requisito de
imprecisién (CV< 10%) y mostro buena correlacion con el método de laboratorio, aunque
evidencio un error sistematico atribuibles a las diferencias en los procedimientos de calibracion
2 Es necesario aprobar un método de referencia para AU, se encuentra en estudio el método
de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masa por dilucion isotdpica (LC-IDMS)
como posible candidato y también un material de referencia con un valor asignado que sea
trazable al calibrador utilizado en los laboratorios de rutina, con una incertidumbre aceptable
mediante un sistema de jerarquias y que sea conmutable con muestras de orina (actualmente
los fabricante proveen un calibrador que emplea albumina sérica purificada ) ***"%. De esta
manera podrian establecerse requerimientos de calidad analitica a nivel regional o mundial para
AU y permitir la armonizacion de los resultados en los laboratorios de rutina.

Se concluye que el método POC tiene muy buena correspondencia con el método IT para
medir AU y que los resultados son intercambiables entre ambos métodos.

Teniendo en cuenta que el Ministerio De Salud De La Provincia de Salta proveyd de
equipos POC Nycocard a los hospitales del interior, estos serian muy Utiles para pesquisar
pacientes, en la etapa inicial de la enfermedad renal, que no pueden concurrir a hospitales de
mayor complejidad con la frecuencia necesaria.
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