
IMUNOPROTEINAS

IPANEMA PARK HOTEL
Porto, 27 de Junho de 2002

Quinta-feira, 27 de Junho, 2002 Quinta-feira, 27 de Junho, 2002

10,30 h. Introdução.
Mário Pinto

10,40 h. Sistemas Beckman para análise de Imunoproteinas –
Electroforese Capilar e Nefelometria.
Aplicação de sistemas inteligentes no Laboratório
Clínico.
Miguel Ángel Marín
Product Manager IZASA, S.A.

11,25 h. Café.

12,00 h. Análise das cadeias ligeiras livres mediante
Nefelometria.
Dr. Leonardo Massaro
New Scientific Company (Italia).

12,45 h.        PCRh: Expectativas e realidades.
Dr. Luis Borque de Larrea
Chefe de Serviço de Bioquímica
Hospital San Millán (Logroño).

13,30 h. Colóquio.

14,00 h. Almoço.

HOTEL IPANEMA PARK
SALA ARRABIDA
RUA DE SERRALVES , 124

PORTO

Tel. 225322100
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MetodosMetodos BJPBJP (2) (2) -- SensibilidadSensibilidad analíticaanalítica BJP BJP –– MuestraMuestra--dependenciadependencia

Teóricamente
la composición proteicacomposición proteica de la muestra de orinade la muestra de orina
(proteinuria fisiologica, glomerular selectiva/no selectiva, tubular, mixta):

no influencno influencííaa
IN-CLL
IFE con antisueros anti CLL

influencinfluencíía, de manera imprevisiblea, de manera imprevisible
EF
co-migración BJP con Transferrina, otras proteínas con banda homogenea,
hemoglobina, Ig policlonales
IFE con antisueros anti CLT
co-migración BJP con la Ig entera monoclonal, enmascaramiento
por Ig policlonales

En estos casos el aumento de sensibilidad es contraproducenteel aumento de sensibilidad es contraproducente ya que actua 
también sobre las “proteínas interferentes”.
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MetodosMetodos FLCFLC (2)(2) –– EF EF –– SensibilidadSensibilidad analíticaanalítica y y MuestraMuestra--dependenciadependencia

Derecha: muestra BJP positiva – diluida en PBS
banda sospechosa hasta 9 mg/l

Izq.: spiked sample – idem usando como diluyente una orina con Proteinuria mixta
banda sospechosa sólo hasta 72 mg/l

Un aumento de sensibilidad (colorante Oro, concentración, etc.) sería controproducente
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Metodos FLCMetodos FLC (2)(2) –– EF EF –– Sensibilidad analítica y MuestraSensibilidad analítica y Muestra--dependenciadependencia

Derecha: muestra BJP positiva – diluida en PBS
banda sospechosa hasta 20 mg/l

Izq.: spiked sample – idem usando como diluyente una orina con Proteinuria mixta
banda sospechosa sólo hasta 40 mg/l

Un aumento de sensibilidad (colorante Oro, concentración, etc.) sería controproducente

Proteinuria
mista

De De Jim KohnJim Kohn
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Desde 1988, NSCDesde 1988, NSC proponepropone

una una llííneanea completa completa dede

kitskits para la determinacipara la determinacióón de lasn de las

Cadenas Ligeras LibresCadenas Ligeras Libres

en orinas no concentradas en orinas no concentradas 

y otros ly otros lííquidos biolquidos biolóógicosgicos

porpor nefelometrnefelometrííaa (o (o turbidimetria)turbidimetria)

KitsKits Cadenas Ligeras LibresCadenas Ligeras Libres Presentación(1)
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El objetivo de los kits es la
determinación cualitativa y cuantitativa de las

Cadenas Ligeras Libres

en orina y LCR no concentrados,

además del suero

Kits Cadenas Ligeras LibresKits Cadenas Ligeras Libres Presentación (2)
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El mEl méétodo se basa en la reaccitodo se basa en la reaccióón den de
InmunoprecipitaciInmunoprecipitacióón (n (IPL) IPL) en faseen fase llííquidaquida concon

antisueros adsorbidosantisueros adsorbidos especespecííficos antificos anti
Cadenas Ligeras Libres Cadenas Ligeras Libres -- DeterminantesDeterminantes "Hidden"Hidden““

La turbidez producida por la reacción es
Medida instrumentalmente: nefelometría o turbidimetría.

La señal de la muestra es interpolada
en la curva obtenida con los Calibradores.

Estan disponibles kits y aplicaciones para los analizadores más 
comunes:

APS e IMMAGE de Beckman Coulter

BNA, BNII y BN ProSpec de Dade Behring

Kits Cadenas Ligeras LibresKits Cadenas Ligeras Libres Presentación (3)
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Nefelometría (o Turbidimetría)
kit NSC Cadenas Ligeras Libres
Orina no concentrada

CLL kappa y lambda
< cutt off 

(5 mg/l) (*)
No Sospecha

Informe
metodo: explicitar

resultado: CLL < cutt off

CLL kappa o/y lambda
> cutt off 

(5 mg/l) (*)

Sospecha

1er paso – Presencia dePresencia de Cadenas Ligeras Libres Cadenas Ligeras Libres – Nefelometría NSC

Test 2o nivel

IN-CLL – Protocolo Operativo en orina - ejemplo
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2º paso – Distribución de las CLL: mono, policlonal – IFE orina concentrada

IN-CLL – Protocolo Operativo en orina - ejemplo (2)

Nota
En la mayor parte de los casos es posible emplear sólo uno de los antisueros anti CLL
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Interpretación

IN-CLL – Protocolo Operativo en orina – ejemplo(3)
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Indicaciones

Cadenas Ligeras Libres Monoclonales Cadenas Ligeras Libres Monoclonales (BJP) (BJP) en orinaen orina
Protocolo diagnóstico en caso de: 

sospecha clínica de enfermedad inmunoproliferativa
electroforesis sérica que evidencíe una nueva banda monoclonal
datos de laboratorio sospechosos de mieloma micromolecular

Protocolo de control de la evolución – Follow Up en caso de:
enfermedad inmunoproliferativa
paciente con banda monoclonal serica (o urinaria) MGUS

Cadenas Ligeras Libres PoliclonalesCadenas Ligeras Libres Policlonales enen orinaorina
Protocolo diagnóstico y seguimiento en enfermedades hiperinmunes:
Lupus Erythematosus, Artritis Reumatoide, etc.
Protocolos de estudio de la Funcionalidad del Túbulo renal

Cadenas Ligeras Libres Cadenas Ligeras Libres en líquido cefalorraquídeoen líquido cefalorraquídeo
Esclerosis Múltiple y otras enfermedades inflamatorias del Sistema 
Nervioso Central

Kits Cadenas Ligeras LibresKits Cadenas Ligeras Libres Presentación (4)
48

16/12/2004

Validez del test

La validez del test de Inmunoprecipitación será distinta según el problema:
ProteProteíínas de Bencenas de Bence JonesJones:
• primera aproximación diagnóstica: el test tiene una doble validez:

§ Screening cualitativo
cualquiera que sea el motivo del estudio, el test tiene sobre todo valor de 
Screening cualitativo, puesto que la monoclonalidad deberá ser confirmada 
con la Electroforesis o con la Inmunofijación

§ indicación cuantitativa
la determinación cuantitativa, incluso con algunos límites, es útil para:
- tener una orientación sobre cuanto concentraqr la muestra para ulteriores 

estudios
- tener el punto de partida para el control de la evolución (Follow Up)

• control de la evolución: el test tiene prevalentemente significado cuantitativo.

Cadenas Ligeras Libres Policlonales en orina: significado cuantitativo.

Cadenas Ligeras Libres en LCR: significado cuantitativo.

Kits Cadenas Ligeras LibresKits Cadenas Ligeras Libres Presentación (5)
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Muestra tal cualMuestra tal cual

Tubo primario  Tubo primario  ⇒⇒ identificación positiva (Barcode)identificación positiva (Barcode)

Curva de CalibraciónCurva de Calibración
5 5 puntos,puntos, rango ensayo:rango ensayo: 5 5 –– 80 mg/l80 mg/l
Interpolación hasta el ceroInterpolación hasta el cero
discrimina discrimina entre apenas más bajo de 5entre apenas más bajo de 5 mg/l, mg/l, por ej.por ej. 4,99 mg/l, 4,99 mg/l, dede claramente menor,claramente menor,
por ej.por ej. 2 mg/l 2 mg/l en muestra no concentradaen muestra no concentrada

Dilución por overDilución por over--range, range, automática si el analizador lo preveeautomática si el analizador lo prevee

Control del Exceso de Antígeno, Control del Exceso de Antígeno, si el analizador lo preveesi el analizador lo prevee

IN-CLL – Características (1) IN-CLL    Curvas Calibración (estandardCurvas Calibración (estandard))

Rango:Rango: 5 5 –– 80 mg/l80 mg/l Interpola a Interpola a cerocero

Immage Nephelometry - Free Light Chains Calibration (04.02) 
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Curvas de Calibración - reproducibilidad
Límite de Linealidad y Paralelismo
Reacción cruzada con C.L. Ligadas - Ig enteras
Reacción cruzada con CLL del tipo opuesto
Límite de sensibilidad de los métodos
Imprecisión y repetibilidad
Exceso de Antígeno
Falsos negativos por CLL monoclonales (BJP)

Han sido examinados los siguientes parámetros:

Los resultados, absolutamente tranquilizadores,
fueron presentados en el meeting SIBioC - Cefar

““Le proteine dal Laboratorio alla clinica” Le proteine dal Laboratorio alla clinica” –– X edizioneX edizione
Castrocaro Castrocaro –– 24 24 –– 26 ottobre 26 ottobre 20012001

ININ--CLL CLL –– Evaluación Prestaciones AnalíticasEvaluación Prestaciones Analíticas De De Jim KohnJim Kohn


