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Resumen

Introduccion: la inmunofijacién en orina (IFo) es el procedimiento de ruti-
na mas sensible y especifico para la deteccion e identificacion de la protei-
nuria de Bence-Jones (PBJ). El propodsito de nuestro estudio fue establecer
unos puntos de corte del cociente Kt/Lt para confirmar la existencia de
PBJ y realizar un algoritmo para disminuir el nimero de IFo a realizar.

Material y métodos: se’seleccionaron 763 IFo de las realizadas entre los
anos 2005 y 2017 en el Area de Salud de Badajoz.

Resultados: 225 orinas presentaron un cociente Kt/Lt < 0,7 o > 8. En to-
das las IFo fue positiva. Con un cociente Kt/Lt comprendido entre 0,7 y
8, encontramos 495 orinas; en 59 de ellas, la IFo fue positiva; la mayo-
ria (76,27 %) presentaron una electroforesis de proteinas séricas (EFs)
sospechosa de proteina monoclonal (PM) e inmunofijacién sérica (IFs)
positiva.

Conclusiones: un cociente Kt/Lt < 0,7 o > 8 presenta un valor predictivo
positivo (VPP) del 100 % para diagnosticar una PBJ. Un cociente Kt/Lt
entre 0,7-8 y EFs no sospechosa de PM, IFs no detectable o una concen-
tracion de Kt en orina < 7,1 mg/l y de Lt < 3,9 mg/l, excluyen una PBJ von
un valor predictivo negativo (VPN) del 98,2 %, 974 % y 96,4 % respecti-
vamente.
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Abstract

Introduction: immunofixation in urine (olFE) is the most sensitive and spe-
cific routine procedure for the detection and identification of Bence-Jones
proteinuria (BJP). The purpose of our study was taking into account the
quotient Kt/Lt ratio in urine, establish some cut-off points to confirm the
existence of BJP and perform an algorithm, to reduce the number of olFE
to be performed.

Material and methods: we selected 763 olFE immunofixation in urine per-
formed between 2005 and 2017 at the Health Area of Badajoz.

Results: 225 urine samples showed a Kt/Lt ratio < 0.7 or > 8. All olFE was
positive. With a Kt/Lt ratio between 0.7 and 8, there were 495 urine, in 59
the olFE was positive. Most of them (76.27 %) presented an SPE that were
suspicious of monoclonal protein (MP) and serum immunofixation (sIFE)
positive.

Conclusions: a Kt/Lt ratio < 0.7 or > 8, predicts a BJP with a positive predic-
tive value of 100 %. In the case of urine with a Kt/Lt ratio in urine between
0.7-8, an serum protein electrophoresis (SPE) nor suspicious of MP, a sIFE
not detectable in case of suspicion of MP in, or a concentration of Kt and
Ltin urine <7.1 mg/L and < 3.9 mg/L, exclude a PBJ with a negative predic-

tive value of 98.2 %, 97.4 % and 96.4 %, respectively.

INTRODUCCION

La electroforesis de proteinas séricas (EFs) constitu-
ye, por norma general, el primer paso en la busqueda
de una proteina monoclonal (PM), seguida de la rea-
lizacion de una electroforesis de proteinas urinarias
(EFo). En el caso de sospecharse una PM, se realiza una
inmunofijacion sérica (IFs) o urinaria (IFo) que permi-
te identificar el isotipo de inmunoglobulina implicada,
con su posterior cuantificacion (1,2). La finalidad del
estudio analitico de una PM en orina, radica en detec-
tar e identificar la presencia de cadenas ligeras libres
Kappa o Lambda (PBJ) de inmunoglobulinas monoclo-
nales o sus fragmentos, de un clon que prolifera (3,4).

La excrecion de PBJ tiene un significado tanto diagnos-
tico como prondstico importante. Deben investigarse en el
diagnostico y seguimiento de las gammapatias monoclo-
nales de significado incierto (GMSI) (5), mieloma multiple
(MM), especialmente en el mieloma de cadenas ligeras,
macroglobulinemia de Waldestrom, linfomas, amiloidosis
AL y enfermedad por depdsito de cadenas ligeras (4,6).

La concentracién en orina de la PBJ varia amplia-
mente y depende esencialmente de la masa tumoral,
la funcion renal, y las caracteristicas moleculares de
la proteina. Una concentracion en orina de la cadena
afectada superior a 0,2 g/L indica habitualmente una
proliferacion maligna de células B como el MM. Con-
centraciones inferiores a 0,1 g/L se pueden encontrar
en MM tratados con respuesta parcial, en el 25 % de los
casos de GMSI, amiloidosis AL, enfermedad por depo-
sito de cadenas ligeras, neoplasias proliferativas de cé-
lulas B (especialmente en la leucemia linfoide croénica),
y en el linfoma no-Hodgkin (7).

La IFo es el procedimiento de rutina mas sensible y
especifico para la deteccion e identificacion de la PBJ
(8-11). No obstante, debido a la laboriosidad, el coste
del procedimiento y el moderado porcentaje de resul-
tados positivos sobre la demanda, es conveniente la
utilizacion de procedimientos de cribado de las peticio-
nes (12).

Métodos inmunoquimicos como la nefelometria o
turbidimetria pueden ser usados para la deteccion de
PBJ como cribado inicial. Sin embargo, hay que tener
en cuenta que la cuantificacion puede ser no fiable en
los casos de elevadas concentraciones de antigenos,
ademas de que los antisueros no identifican la clona-
lidad de las cadenas ligeras y frecuentemente la PBJ
coexiste con cadenas ligeras libres policlonales, como
ocurre en lesiones tubulares renales (13) y los méto-
dos inmunoquimicos en fase liquida no permiten iden-
tificar la monoclonalidad de las cadenas ligeras. Sin
embargo, como la cadena afectada estara elevada con
respecto al componente policlonal, un cociente Kappa/
Lambda en orina alterado permite sospechar la presen-
cia de PBJ (7,12,14,15). Basandonos en un cociente (Kt/
Lt) alterado, han sido propuestos diferentes puntos de
corte en orina como cribado, para disminuir la realiza-
cion de IFo (12,14,16).

Teniendo en cuenta que la EFs constituye el primer
paso en la busqueda de la PM, y que aproximadamente
el 67 % de los pacientes con una PM en suero excretan
PBJ en orina (17), el objetivo de nuestro estudio fue esta-
blecer un punto de corte y realizar un algoritmo basado
en el cociente Kt/Lt en orina, EFs e IFs que pueda contri-
buir a mejorar el rendimiento diagndstico del cribado de
la PBJ, disminuyendo el nimero de IFo a realizar.
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MATERIALY METODOS
Poblacion estudiada

Se traté de un estudio observacional, descriptivo y
retrospectivo donde se revisaron las IFo realizadas en-
tre los anos 2005 a 2017 en el Hospital Universitario de
Badajoz y su Area de Salud. Se seleccionaron las IFo
correspondientes a 763 pacientes a las que ademas se
habia solicitado EFs, IFs y cuantificacién de cadenas Kt
y Lt en orina. Para la realizacion de este estudio se ob-
tuvo la aprobacién del Comité Etico del Hospital.

Al 99,9 % de estos pacientes se les habia solicitado
una EFs o IFs en la misma peticion que la IFo en dias
anteriores. Clasificamos estos 763 pacientes en 3 gru-
pos:

1. EFs no sospechosa de PM (NSPM) (238).

2. EFs sospechosa de PM (SPM) (414).

3. Pacientes con MM diagnosticados que estaban en

diferentes fases de respuesta al tratamiento (111).

Se considerd una EFS no sospechosa cuando se ob-
servo un patron normal o un patrén policlonal perfec-
tamente definido.

Se considerd una EFs sospechosa en los siguientes
casos:

— Cuando se observé un pico alto y delgado de mas

o0 menos altura, en la regidn gamma o en la beta,
y mas rara vez, en la region de la globulina alfa 2
(18).

— Cuando coexisten pequenos picos semiocultos
coincidiendo en las fracciones beta o gamma glo-
bulinas (18,19).

— Cuando se objetiva hipogammaglobulinemia (20).

Obtencion de las muestras

Las muestras séricas fueron extraidas entre las 8-10
horas de la manana, obteniéndose el suero por centri-
fugacion a 3000 rpm durante 5 minutos. La EFs se reali-
z6 la misma manana. La IFs fue realizada tras conservar
las muestras séricas 24 horas a 4 °C.

La cuantificacion de Kappa y Lambda se realizo en
orina de 24 horas, en la misma manana de la recep-
cion, tras centrifugarse a 3000 rpm durante 10 minutos
(20,21). Se congelo una alicuota a -20 °C sin conservan-
tes hasta el momento de la realizacién de la IFo. Debido
a que el limite de deteccion minimo de la IFo para las
cadenas ligeras era de 3 mg/l con los antisueros anti-Kt
y anti-Lt, todas las orinas con una concentracion de Kt
y Lt totales < 25 mg/l fueron concentradas 100 veces,
con concentradores minicon B15 (Merck Millipore LTD).

Métodos analiticos
La EFs fue realizada usando un sistema de electrofo-

resis capilar, CAPILLARYS 2 (Sebia, Paris-Francia). Las
IFs e IFo se realizaron en el sistema semiautomatico
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Hydrasis (Sebia, Paris-Francia), siguiendo el protocolo
de trabajo establecido por Sebia para la realizaciéon de
las IFs e IFo en el gel de agarosa (Hydragel 2/4 IF e Hy-
dragel 2/4 IF BJ).

La cuantificacion de cadenas ligeras totales en orina
se realizé por nefelometria en un autoanalizador BN
Prospec (Siemens, Marburg-Alemania), utilizando los
reactivos N Antisera to Human Immunoglobulin/Ky N
Antisera to Human Immunoglobulin/L (Siemens), con
una sensibilidad de 7,1 mg/l y de 3,9 mg/l respectiva-
mente.

Métodos estadisticos

El analisis estadistico fue realizado usando la hoja de
célculo Excel (Microsoft Office Software) y el programa
estadistico SPSS (20.0) para Windows.

Se utilizaron curvas de eficacia diagnostica receiver
operating characteristic (ROC) para establecer los pun-
tos de corte mas adecuados en funcién de la sensibili-
dad y especificidad.

RESULTADOS

El rango de normalidad calculado para el cociente Kt/
Lt se situo entre 0,75-3,86.

Al realizar la curva ROC (Fig. 1), se eligio un cociente
Kt/Lt > 8 para detectar una PBJ Kappa, y < 0,7 para de-
tectar una PBJ Lambda, con una sensibilidad del 61 %
y 100 % y una especificidad del 55 % y 34,8 % respec-
tivamente.

De las 763 orinas, 225 presentaron un cociente Kt/Lt
< 0,7 o > 8, todas con IFo positiva (68 de ellas corres-
pondian al grupo de MM en diferentes fases de trata-
miento). Este cociente detecté una PBJ con un valor
predictivo positivo (VPP) del 100 % (Tabla I).

Con un cociente Kt/Lt comprendido entre 0,7-8, se en-
contraron 495 orinas, ninguna perteneciente a MM en
tratamiento. De estas 495 orinas, 226 (45,45 %) mostra-
ron una EFs NSPM, presentando todas IFs no detecta-
ble. Las 269 restantes (54,54 %), tuvieron una EFs SPM.
De estas, 119 presentaron una IFs no detectable y en
150 la IFs objetivo una PM. De estas 495 orinas, 59 pre-
sentaron PBJ (Fig. 2).

De estas 59 orinas con PBJ, 45 (76,27 %), presenta-
ron una EFs sospechosa de proteina monoclonal (PM),
IFs positiva y Kt en orina > 7,1 mg/l y Lt > 3,9 mg/l (Ta-
bla II).

En la tabla Ill podemos observar la probabilidad de
diagnostico de una PBJ teniendo en cuenta una EFS
SPM, una EFs positiva o una concentracion de kt en
orina > 7,1 mg/l y Lambda total > 3,9 mg/I.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, se pro-
puso un algoritmo para cribar las posibles PBJ y dismi-
nuir el nimero de IFo a realizar (Fig. 3).
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Figura 1 - Curvas de eficiencia diagndstica (ROC) para el cociente Kappa total/Lambda total para la deteccion de proteinuria de Bence-
Jones (AUC: area bajo la curva).

Tabla I.

Valor predictivo positivo (VPP) para detectar proteinuria de Bence-Jones (PBJ) con unos valores
discriminantes para Kt/Lt en orina<0,70>8

Sensibilidad % Especificidad % VPP % VPN %

Kt/Lt < 0,7 o > 8 identifica PBJ con respecto

a la poblacion total 66,5 100 100 85,7
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Figura 2 — Proteinuria de Bence Jones en orinas con cociente Kt/Lt 0,7-8 (PBJ Kappa: proteinuria de Bence Jones tipo Kappa; PBJ
Lambda: proteinuria de Bence Jones tipo Lambda; NPBJ: no proteinuria de Bence Jones).
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Tabla II.

Distribucion de las 59 PBJ con cociente Kappa total/Lambda total 0,7-8

Orinas Kt/Lt0,7 -8

Grupos Total (495) PBJ (59) % PBJ respecto total de su grupo % PBJ respecto total PBJ (59)
EFs NSPM 226 4 1,76 6,77
EFs SPM + IFs ND 119 5 4,2 8,47
EFs SPM + IFs positiva +
67 5 74 8,47
Kt<71 mg/ly Lt < 3,9 mg/l
EFs SPM + IFs positiva + 83 45 54,2 76,27

Kt>71 mg/ly Lt > 3,9 mg/l

PBJ: proteinuria de Bence Jones. EFs NSPM: electroforesis de proteinas séricas no sospechosa de proteina monoclonal. SPM: sospecha de proteina monoclonal. IFs:
inmunofijacion sérica. ND: no detectable. Kt: Kappa total orina. Lt: Lambda total orina.

Tabla IlI.

Probabilidad de diagndstico de la PBJ (proteinuria de Bence-Jones), teniendo en cuenta una EFS SPM

(electroforesis de proteinas séricas sospechosa de proteina monoclonal), IFs (inmunofijacion sérica)
o Kappa total en orina > 7,1 mg/l y Lambda total en orina > 3,9 mg/I

Kt/Lt>0,7-<8 Sensibilidad  Especificidad VPP VPN
(%) (%) (%) (%)
EFs SPM 92,9 50,6 19,6 98,2
IFs detectable 88 % 775 34,6 979
EFS SPM + IFs detectable 93,2 51,14 20,4 98,2
4

Kappa total > 7,1 mg/l y Lambda total > 3,9 mg/I 91,5 32,8 15,8 96
EFs SPM + Kt > 71 mg/dL y Lt > 3,9 mg/dL 100 17,8 14,1 100
IFs detectable + Kt > 71 mg/dL y Lt > 3,9 mg/dL 100 22,4 14,8 100
EFs SPM + IFs detectable + Kt > 7,1 mg/l y Lambda > 3,9 mg/I 100 178 14,1 100

Cribado proteinuria
de Bence Jones

'

EFs
—
No sospecha de PM Sospecha de PM
Kt/h\t Kt/At
0,7-8 <0,70>8 0,7*-8 <0,70>8
IFs
«—
[Fs ND [Fs PM
-«

Kt<1mg/Ly Kt>7,1 mg/Lo
M < 3,9:mg/L At > 3,9:mg/L

 /  / v v  /

NPBJ PBJ NPBJ NPBJ IFo PBJ

Figura 3 — Algoritmo para cribado de proteinuria de Bence Jones (PBJ) (EFS: electroforesis de proteinas séricas; Kt: Kappa total orina;
At: Lambda total orina. IFs: inmunofijacion sérica; ND: no detectable; PM: proteina monoclonal; NPBJ: no proteinuria de Bence Jones).

[Rev Med Lab 2020;1(1):4-9]



Algoritmo para el cribado de la proteinuria de Bence Jones en el laboratorio

DISCUSION

Aunque en el laboratorio de analisis clinicos, la IFo
es el método mas sensible y especifico para identifi-
car una PBJ, en la practica diaria, se utilizan diferentes
puntos de corte para el cociente Kt/Lt con el objetivo
de disminuir el niumero de IFo a realizar. Sin embargo,
estos puntos de corte plantean problemas; con resul-
tados obtenidos por encima o por debajo de ellos, en-
contramos falsos positivos, y de la misma forma, con
valores obtenidos entre estos puntos de corte encon-
tramos resultados falsos negativos.

Entre los diferentes autores, algunos se centran mas
en establecer unos puntos de corte a partir de los cuales
se pueda diagnosticar una PBJ, como Boege y cols., que
usando un punto de corte < 1 0 > 5,2 refieren una sen-
sibilidad del 100 % y una especificidad del 98,6 % para
detectar MM con PBJ (16). Sin embargo, en nuestro es-
tudio, para valores comprendidos entre 1-5,2 encontra-
mos 479 orinas, 42 (8,76 %) de ellas con IFo positivas.

Otros autores, se centran mas en descartar una PBJ.
De esta forma, Levinson y cols. propusieron un punto
de corte entre 0,75-3,1, no encontrando PBJ dentro de
este intervalo (14). En nuestro estudio de 424 orinas
con cociente entre 0,75-3,1, encontramos 32 (75 %) IFo
positivas dentro de este intervalo.

También Bergon y cols. proponen que con un punto
de corte entre 1-2,8, se descarta el 68,2 % de las investi-
gaciones de PBJ en especimenes con proteinuria pato-
I6gica (12). Entre 1-2,8 de 390 orinas, 22 (5,6 %) tuvieron
IFo positiva, de ellas 7 presentaron microalbuminura, 6
macroalbuminuira y 2 proteinuria en rango nefrético.

En nuestro estudio, con un cociente Kt/Lt < 0,7 0 > 8,
59 orinas tuvieron PBJ.

Una EFs NSPM, una IFs no detectable en el caso de
EFs SPMy una concentracién de Kty Lt <71 mg/l y < 3,9
mg/l presentaron unos VPN del 98,2 %, 979 % y 96,4 %
para descartar una PBJ, llegando al 100 % si estas ori-
nas presentaban una concentracion de Kty Lt < 7,1 mg/I
y < 3,9 mg/l junto a una EFs NSPM o IFs no detectable.

Por tanto, tal y como muestra el algoritmo, dentro del
intervalo Kt/Lt entre 0,7 y 8, aquellas orinas que pre-
sentaran EFS SPM, IFs positivay Kt >71 mg/ly Lt > 3,9
mg/| seria necesario realizarles |IFo para descartar PBJ,
en nuestro estudio, al 15,9 % del total.

CONCLUSIONES

Un cociente Kt/Lt < 0,7 o > 8 nos permite poner de
manifiesto una PBJ en el 100 % de orinas no diagnos-
ticadas de MM.

Una EFS NSPM, una IFs no detectable en el caso de
EFs SPM o una concetracion de Kt <71 mg/l y Lt < 3,9
mg/l, nos descarta una PBJ con unos VPN del 98,2 %,
97,9 % y 96,4 %, respectivamente.

La realizacion de IFo para realizar un cribado de PBJ
en orinas con cociente Kt/Lt comprendido entre 0,7-8,
se le debe de realizar a aquellas orinas que presenten
una EFS SPM, IFs positiva y Kt > 7,1 o Lt > 3,9 mg/I.
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