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RESUMEN

El método se basa en la reaccion de
inmunoprecipitacién en fase liquida, con antisueros
especificos absorbidos anti-kappa y anti-lambda
libre, de NSC (New cientific Company).

Los inmnunocomplejos se cuantificaron con un
nefeldmetro BNA (Behring Diagnostic),
realizandose con dichos antisueros estudios de
precision, linealidad y comparacion con otro
método. Se obtuvieron CV intraseriales menores
del 5%, excepto para kappa libre a concentracién
alta (12,7%). Los CV interseriales fueron mayores
del 5%, exceptuando lambda libre a concentracion
baja (2,8%).

Los analisis resultaron lineales hasta una
concentracién de 300 mg/dl de Kappa libre, y de
150 mg/dL de lambda libre. Se compararon los
resultados de kappa y lambda libre (NSC) con
los de kappa y lambda total (antisueros de
Behring Diagnostic), observandose que los valores
obtenidos con orinas normales eran menores que
los cut off asignados (<4,5 K total, <2,6 L total,
<1 K libre, 0,7 L libre). Las orinas con cadenas
ligeras libres policlonales presentaron uno 0 mas
resultados mayores que los cut off, y las orinas
con proteinas Bence Jones mostraron todos los
valores més altos que los cut off.

Keywords: Inmunonefelometry, antisera specific
for free kappa and lambda chains, not
concentrated urines.

Measurement of free light chains inmunoglobulin in
urine by a nephelometric inmunoassay

SUMMARY

The procedure is based on inmunoprecipitin
reactions in a fluid phase of free light chains with
adsorbed antisera, specific for free kappa and
lambda chains, of New Scientific Company (NSC).
The resulting inmunocomplexes were quantified with a
BNA nephelometer (Behring Diagnostic), we have
perfomed studies of reproducibility, linarity and method
comparison.

Within-run coefficients of variation (CV) were <5%,
except for free kappa chains at high concentrarion

(CV = 12,7%); between-run CV was 2,8% for free
lambda chains at low concentration and >5% for the
rest the samples.

The assays were linear up to concentrations of

300 mg/dl and 150 mg/dl and 150 mg/dl for free Kappa
and Lambda chains, respectively.

The results for total kappa and lambda chains (Behring)
were compared with those for free kappa and lambda
chains (NSC). We have found that normal urines gave
concentrations below the cut off values with both
antisera (<4,5 mg/dl for total kappa, <2,6 mg/dl for total
lambda, <1 mg/dl for free kappa, <0,7 mg/dl for free
lambda); urines with polyclonal light chains showed
one or more pathological results, and above the cut off
valuesin all the cases for urines with Bence-Jones
proteins (kappa or lambda).
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INTRODUCCION

La proteina de Bence Jones fue el primer mar-
cador tumoral especifico descubierto (1). Su identi-
dad quimica con las cadenas ligeras libres de inmu-
noglobulinas fue establecida en 1962 por Edelman
y Gally (2).

La sintesis de inmunoglobulinas de cadenas
ligeras esta unida a la sintesis de cadenas pesadas,
en las células linfociticas B maduras, y en condi-
ciones normales se produce un pequefio exceso de
cadenas ligeras libres (3). Se filtran rapidamente
por €l rifién con un aclaramiento glomerular de 6-
10 mi/min (4), y el 95% son catabolizadas o reab-
sorbidas por el tibulo proximal, resultando que las
concentraciones en suero y orina normales son
solamente el 0,1% de las inmunoglobulinas totales.
En aquellas enfermedades en las cuales |a produc-
cién de proteinas de cadenas ligeras se encuentra
aumentada, se excede la capacidad del tabulo pro-
ximal para reabsorber todas las proteinas filtradas,
encontrandose dichas proteinas aumentadas en la
orina. Su presencia denota enfermedad sistémica;
asi la proteinuria de cadenas ligeras es un marcador
importante para la gammapatia monoclonal y una
variedad de enfermedades linfoproliferativas (5);
es detectable en el 47-70% de pacientes con mielo-
ma multiple (6), en el 30-40% de pacientes con
macroglobulinemia de Waldenstrén (7), en el 92%
de pacientes con amiloidosis (8); también en linfo-
ma (9), leucemia linfoide crénica (10), y raramen-
te en adenocarcinoma de pancreas (11), carcinoma
medular de tiroides (12) y linfoadenopatia angioin-
munoblastica (13).

Existen numerosos métodos para la determina-
cion de cadenas ligeras libres de inmunogl obulinas,
gue se pueden incluir en dos grupos:

— Electroforéticos, que se utilizan como método
de screening y dan informacién cualitativa o
semicuantitativa, siendo la Inmunofijacion el
mas sensible. Estos métodos presentan los
inconvenientes de imprecision, problemas de
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tincién y resolucion de las bandas debido a la
heterogeneidad de las inmunoglobulinas (14,
15).

— Inmunolégicos, que dan informacién cuanti-
tativay aprovechan laindividualidad antigé-
nica de las inmunoglobulinas para obtener
antisueros especificos frente a cadenas lige-
ras totales o frente a cadenas ligeras libres.
Estos métodos suelen ser mas fiables y pre-
cisos, pero algunos presentan el inconve-
niente de exceso de antigeno y también es
importante la calidad del antisuero, ya sea
monoclonal o policlonal (16, 17, 18, 19).

En este grupo se encuentra la inmunoprecipita-
cion en fase liquida, por turbidimetria o por nefelo-
metria, siendo este Ultimo el estudio en nuestro tra-
bajo, basado en la adaptacion y valoracion de los
reactivos aportados por la casa comercial NSC, con
un nefeldmetro BNA (Behring).

MATERIAL Y METODOS
Muestras

Orinas de la rutina de nuestro laboratorio, cuyas
peticiones iban enfocadas a la blsqueda de cadenas
ligeras libres o proteinas de Bence Jones. Unavez cla-
sificadas por métodos el ectroforéticos, se almacenaron
sin conservantes a—20 °C hasta e momento de la deter-
minacion nefelométrica. Las muestras, después de cen-
trifugacion (2.500 rpm, 10 minutos) se analizaron sin
necesidad de concentracion previa.

Aparato

Behring Nephelometer Analyzer-BNA (Behring
Diagnostic, Barcelona, Espaiia).

Reactivos

Equipo de Nefelometria BNA-Orina de NSC
(New Scientific Company):
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— Antisueros (FRK-BNA/FRL-BNA), antica-
denas ligeras libres Kappa y Lambda, listos
para su uso.

— Cadlibradores-Controles (UPC-FRK/UPC-FRL),
liofilizados de muestras de orinas de pacientes
con mieloma. Se reconstruyeron segiin instruc-
ciones del fabricante. Concentraciones de los
calibradores: cadenas ligeras libres Kappa, 20
mg/dl; cadenas ligeras libres Lamda 14 mg/dl.

— Control Positivo: calibrador diluido 1/16 con
solucién salina fisiol égica.

— Control Negativo: PBS o solucion salina
fisiolégica (Blanco de reactivo).

Reactivos de Behring Diagnostic:

— Antisueros anticadena ligera total kappa y
lambda.

— Calibradores, controles, diluyente de mues-
tray tampon de reaccién.

Procedimiento

El método se basa en |la reaccién de inmunopre-
cipitacion en fase liquida, con antisueros especifi-
cos absorbidos, anticadenas ligeras libres kappa y
lambda. El analisis nefelométrico es del tipo Fixed-
Time, que consiste en la diferencia entre dos medi-
das secuenciales de luz dispersada.

En la Tabla | se muestran los principales parame-
tros de programacion en el BNA parala determinacion
de cadenas ligeras libres kappa y lambda en orina.

RESULTADOS
Imprecision

Larepetibilidad intraserial se estudié analizando
series de 21 alicuotas de tres niveles de concentra-
cion de kappa y lambda en orinas (Bence Jones
positivas), obteniéndose coeficientes de variacion
(CV) <5%, excepto para kappa libre a concentra-
cion alta, que presentd un CV de 12,6% (Tabla I1).

TABLA |
Par dmetros para la determinacion de kappa y lambda libre en el nefelometro BNA
Kappa libre Lambda libre
Volumen muestra (ul) 20 20
Dilucién muestra 1:1.0
Dilucién minima 1:1.0
Reactivo 1 (ul) 80 80
Reactivo 2 (ul) 0 0
N Tampodn reaccion 1 80 80
N Tampodn reaccion 2 80 80
Tiempo de medida (min) 18 Fixed-Time 18
N.° Puntos estandar 5 5
1.2 Dilucion 1:1.0 1:1.0
Desviacion permitida (%) 15.0 15.0
Rango medida (mg/dl)
Limite inferior 1 0.7
Limite superior 20 14
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La imprecision interserial se calcul6 a partir de ras libres en orina, obteniéndose unos CV >5% en
10 determinaciones en dias consecutivos, también todos los niveles, menos para lambda libre a con-
para tres niveles de concentracion de cadenas lige- centracion baja, con un CV de 2,8% (Tabla lll).

TABLA I
Imprecision en la determinacion de kappa libre en orina
Nivel | Nivel 11 Nivel 111

Intraserial n=21

X (mg/dl) 12.4 28.6 64.6

D.S 0.26 1.14 8.1

CV (%) 2.1 39 12.6
Interserial n=10

X (mg/dl) 14.4 26.5 72.3

D.S 0.9 2.1 6.1

CV (%) 6.4 8 8.4

TABLA I
Imprecision en la determinacion de lambda libre en orina
Nivel | Nivel 11 Nivel 111

Intraserial n=21

X (mg/dl) 11.1 25.5 66

D.S 0.17 1.04 1.96

CV (%) 1.6 4 3
Interserial n=10

X (mg/dl) 7.2 20.4 56.4

D.S 0.2 15 7.3

CV (%) 2.8 7.6 12.8
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Comparaciéon de métodos

La comparacion se realizé con 70 muestras, que
comprendian orinas normales, orinas con cadenas
ligeras libres policlonales y orinas con proteinas
Bence Jones (identificadas por IFE). Se trata de un
estudio cualitativo en el cual se relacionan, median-
te los cut off, los valores de kappa y lambda total
(reactivo de Behring) con los valores de kappa y
lambda libre (reactivo de NSC), cuantificados nefe-

lométricamente. Los resultados obtenidos con ori-
nas normales eran menores a cut off asignado
(24,5 mg/dl de K total, <2,6 mg/dl de L total,
<1mg/dl deK libre, 0,7 mg/dl de L libre). Las ori-
nas con cadenas ligeras libres policlonales presen-
taron uno o mas resultados cuantitativos patol 4gi-
cos, y las orinas con proteinas Bence Jones,
mostraron concentraciones superiores a los valores
cut off, tanto para cadenas ligeras totales como para
libres (Tabla V).

TABLA IV
Comparacion de las cadenas liger as segiin cut-off
K total K libre A total A libre
Orinas
Normal <45 <2,6 <0,7
(n=22) (n=22) (n=22) (n=22) (n=22)
Policlonal 24,5 >2,6 =>0,7
(n=4) (n=4) (n=3) (n=3) (n=2)
Monoclonal K >45 <2,6 <0,7
(n=23) (n=23) (n=23) (n=23) (n=23)
Monoclonal A <45 >2,6 >0,7
(n=21) (n=21) (n=21) (n=21) (n=21)
n:n.° de muestras.
Linealidad DISCUSION

Para el estudio de linealidad se realizaron dilu-
ciones seriadas de una orina de alta concentracion
de proteina Bence Jones, tanto kappa como lambda,
con un pool de orina de baja concentracién de
ambas. Para kappa libre, se encontr6 que el andlisis
eralineal hasta una concentracion de 300 mg/dl, en
un intervalo estudiado de 15,5 a 418 mg/dl (Fig. 1).
Para lambda libre, la linealidad se extendia hasta
150 mg/dl en un intervalo estudiado de 9,15 mg/dl
a 177 mg/dl (Fig. 2).

La deteccién y medicion de cadenas ligeras
libres de inmunoglubulinas en liquidos biol6gicos,
y particularmente en la orina, no han sido todavia
completamente resueltas en medicina clinica, debi-
do adiferencias en sensibilidad y alafalta de estan-
darizacion, tanto en analisis cuantitativos como
cualitativos (3, 20).

La capacidad para identificar de forma fiable en
orina cadenas ligeras libres monoclonales o proteina
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Figura 1. Linealidad de Kappa libre en orina.
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Figura 2. Linealidad de Lambda libre en orina.
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Bence Jones es de gran interés clinico, ya que cons-
tituye un marcador importante para la gammapatia
monoclonal y una variedad de enfermedades linfo-
proliferativas (5, 6, 7, 8, 9), también cuando la pre-
sentan en cantidades pequefias, que frecuentemente
no son detectadas por los métodos de rutina que se
emplean en lamayoriade loslaboratorios (1, 14, 15).

El método de inmunoprecipitacién en fase liqui-
da con el nefeldmetro BNA (Behring), utilizando
los antisueros de NSC, es unatécnicasimpley répi-
da que no requiere tiempos de incubacion muy pro-
longados, obteniendo los resultados a los 18 minu-
tos con una precision aceptable, teniendo en cuenta
gue el nefelébmetro acepta un porcentaje de desvia-
cion alto respecto a los valores de control (15%),
con un margen de linealidad superior al del fabri-
cante (200 mg/dl para kappalibre y 140 mg/dl para
lambda libre), aungue no es posible detectar que
una muestra presente exceso de antigeno.
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