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Principio de latécnica

, Inmunoglobulina
Ny -
R +
\ / Antisuero
(reactivo)

INMUNOCOMPLEJO
con alta carga negativa

|

Migracion del inmunocomplejo cerca
de la fraccion albumina

INMUNOSUSTRACCION

NS
h4




Cuando realizar un immunotyping ?

, Beta-2 > Beta-1

' (en ausencia de inflamacion o enfermedad hepatica)

o

e \ Aumento aislado de Beta-1
g (en ausencia de deficiencia de hierro o hemolisis)

/ \ Aumento aislado de alfa-2
> ' (en ausencia de inflamacién o sindrome nefrético)
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DILUCION DE LA

N MUESTRA




Opciones de dilucion de la muestra

Fraction values
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Opciones de dilucion de la muestra

Fraction values
=
Mames z a/dl

57,6 35,1 ¢
4,7 2,9
62< 3B<
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36 22¢
2243 137>
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Dilucién

Seleccionar una dilucion

(O Hipogamma
(*) Estandar
O Hipergamma

(O Optimizada

0.D. Mode
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Opciones de dilucidn de la muestra

* La eleccion de la dilucion depende de la concentracion

total de inmunoglobulinas presentes en la muestra:

OPCIONES DE DILUCION

Hipogamma Ig < 3 g/L
Estandar Ig 3-20 g/L

Hipergamma g > 20 g/L

- /




Opciones de dilucion de la muestra

4 g/fdl
57,6 35,1 €

Concentracion total de Ig=13.7 g/L

4,7 2,9
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V'

55 34
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en gamma Hlpogamma |g < 8 g/L

vt a0tep02 Estandar Ig 8-20 g/L
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Opciones de dilucion de la muestra

Pequeio pico
monoclonal en gamma

Concentracion total de Ig=4,2 g/L

/
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Opciones de dilucion de la muestra

Concentracion total de Ig = 30,4 g/L

Pico monoclonal
en Beta-1 -

Hipogamma Ig < 3 g/L
Estandar Ig 3-20 g/L
Hipergamma Ig > 20 g/L
- J
irercamn
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Errores en la eleccion de la dilucion 0% 000000

No habra suficiente ANTISUERO No habra suficiente ANTIGENO
para formar los inmunocomplejos para formar los inmunocomplejos

Falta de visibilidad de pequeias
anormalidades monoclonales




REGLAS DE

INTERPRETACION




Resultado de IT

B3 IT Window X
Tipo de visualizacién |2 % 3 j IV Superponer Dilucién | Standard O ?oom %l Cerrar
Fecha | 25/06/2014 ID Js1240614 Nombre | Rack: 185 Pos.: 1 v Mostrar los marcadores 4

X2 X4 x8



Resultado de IT

55 IT Window X

Tipo de visualizacién |2 % 3 j v Superponer Dilucién | Standard Cerrar

Fecha | 25/06/2014 1D 9s1240614 Nombre | Rack: 185 Pos.: 1 v Mostrar los marcadores 2




Reglas de interpretacion

Paso 1: Localizar la anomalia en la curva de referencia

Paso 2: Comparar la curva de referencia (amarilla) con la curva residual (azul) en cada uno de los cuadros

Paso 3: Buscar la desaparicion de la anomalia

CONCLUSION

Presencia de un pico
monoclonal IgG Kappa




INTERPRETACION




Muestra normal

Fraction values
ey
Mames 4 af
616 447
Betal g3 4,6
Beta 2| 4.1 3,0
Gamma| 14,2 10,3
LOT: EXP:
29094/01 201709
3005350 2016/05
AJG Ratio 2
1,60 1,00
72,6 afl I

Minimum mode

|
|
v" Valores de las fracciones normales

v Ausencia de pico adicional o distorsiéon
v Fraccién gamma de aspecto Gaussiano




Muestra normal




Muestra normal




Aumento policlonal de IgG

;
:
3

Names % afl N
| Albumin| 370¢ 315¢
39 33
[ Alpha 2\ 8,0 6,8
38¢  3,2¢
[ Beta 2‘ 4,0 3,4
433> 38>

LoT: EXP:

28058/01 2021/05

Minimum mode

0.D.Max : 0,440
Pos. No. : 3

Cap.:3
Radk No. : 10
Read time : 19:03

0.D. Mode




Aumento policlonal de IgG




Aumento policlonal de IgG

82 83

213 Kappa 1/3 Lambda




Aumento policlonal de IgA

Mode minima Mode D.O.
Echelle Y

D.0.Max : 0,336 Pleine &

Pos. n® : & o
Partair n®: 1
Heure lect. : 08:53 m

01075/80

3049/01 h I Beta'z > Beta'l

=
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Aumento policlonal de IgA




Aumento policlonal de IgA

Lambda
50%




Aumento policlonal de IgM

Résultats =
Fractions = a/fl
549< 438
Alpha 2 9,4 7.5
Beta 1 5.6 4,5
38 30
LOT: ExXP:
0806701 2020/06
2106701 202006
Rapport 2
1,22 1,00
l 79,8 afl l

Mode D.O.
Echelle ¥
Pleine &

L

Mode minima




Aumento policlonal de IgM

Curvas residuales en Kappa y Lambda
son iguales

125




Inmunoglobulina monoclonal IgG

Résultats =
Fractions X gyl ]
55,0 £ 44,0

45 ase
196 > 157 »

Licr EXP:

=

21053701 201605

12043/01 201604

Fapport 2

1,22 1,00

80 g =

Mode minima Mode D.O
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Wariable
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Inmunoglobulina monoclonal IgG




Inmunoglobulina monoclonal IgG




Inmunoglobulina monoclonal IgA

Echelle Y
Pleine ©
TErtEETE @

*%

60,6

3,5

10,2

Beta 1 6,8
Beta 2| 10,9 >

8,0 <

Beta-2 > Beta-1




Inmunoglobulina monoclonal IgA




Inmunoglobulina monoclonal IgA




Inmunoglobulina monoclonal IgM

Pico monoclonal
en Beta-2




Inmunoglobulina monoclonal IgM




Inmunoglobulina monoclonal IgM

Lambda

|
|II II
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RESUMEN ogosesees .

Sustraccion parcial

POLICLONAL Sustraccion completa « 2/3 Kappa
Ig G - 1/3 Lambda
MONOCLONAL Sustraccion completa Sustraccionicompleta

en Kappa o Lambda

Sustraccion parcial
POLICLONAL Sustraccion completa * 50% Kappa

|gA « 50% Lambda

Sustraccion completa

MONOCLONAL Sustraccion completa en Kappa o Lambda

POLICLONAL Sustraccion completa S reS|_dqu Kappf”‘ y

| M Lambda sin diferencias
MONOCLONAL Sustraccion completa SUEIEEEI) GelEt

en Kappa o Lambda
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CASO 1-SPE

Fractions

Albumin

Alpha 1

Alpha 2

Beta

Gamma

%
61,0

33

8,5
10,2
17,0

a/l
43,6

2,4
6,1
7,3
12,2

Pequefio pico
en gamma




CASO 1-IT







CASO 2 - SPE

Echelle Y

Fractions Pleine O
e, |

Albumine
Alpha 1
Alpha 2
Beta 1
Beta 2

Gamma

Pequefia pico
en gamma







CASO 3 - SPE

Echelle Y

Fractions Pleine ©
P |

Albumine
Alpha 1
Alpha 2
Beta 1
Beta 2

Gamma

Beta-2 > Beta-1







CASO 4 - SPE

Fractions
Albumin

Alpha 1

Alpha 2 Aumento aislado

de alfa-2
Beta 1

Beta 2

Gamma







CASO 5 - SPE

Fractions g/l , Echelle ¥
Pleine ©

Albumine 56,0 40,3 | Varable @
Alpha 1 4,1 2,9
Alpha 2 10,5 7,6

Béta 1 6,6 4,8
Béta 2 4,1 2,9
Gamma 18,7 13,5 Pico monoclonal

en gamma

72 g/l







CASO 6 - SPE

Fractions % a/l
Albumine| 483¢ 37,2<

4,0 3,1
9,3 7,2
Beta 161> 12,4>
223> 172>

3 distorsiones
en gamma




cas0 6 - 1T (RIS




CASO 7 - SPE

Fractions
Albumin
Alpha 1
Alpha 2
Beta 1
Beta 2

Gamma

2 distorsiones
en gamma




CONCLUSION: 1 IgG Lambda + 2 1gG Kappa
CASO 7 - IT (T




CASO 8 - SPE

Mode minima

Fractions % gl D.0.Max : 0,406
Albumine| 457 ¢ 29,1 ¢ Pos. . : 6

Portoirn®: 3

43 Al Heure lect. : 08:33

11,6 7,4

Betal| 54 3,4

Beta2| 8> 43
256> 163>

LOT: EXP:

E@?, 12119001 202211

Df 17109/01 202210

Mode D.0.

Echelle ¥

Pleine ©
arabie @

Tenues distorsiones
en gamma ?




Fractions % D.0.Max : 0,406
.0.Max : 0,
457 < Pos.n® 1 6
Portoirn®: 3

41 Heure lect, : 08:33

LOT: EXP:

2119001 202211

1710901 2022{10

Echelle ¥
Pleine ©
Yariakle @

Tenues distorsiones
en gamma




CONCLUSION: 2 IgG Lambda
CASO8-IT




CASO 9 - SPE

Fractions 4
59,6
5,0 >
10,3
Beta 1 6,0
Beta 2 4,4

Gamma| 14,7

2 distorsiones
en gamma







Estructura de las inmunoglobulinas

IgG, IgD, IgE no polimerizan: =  Solo forma monomérica
= PM=150 kD

_ | = IgG, IgD e IgE
monoclonales migran
como un dnico pico

- J

IgG kappa IgG lambda gD kappa IgD lambda IgE kappa Igk lambda —

IgA, IgM y cadenas livianas libres pueden polimerizar:

o = Polimerizacion de \
moléculas idénticas
procedentes de la
misma célula.

= |IgA, IgMy CLL
- monoclonales pueden
dar mas de un pico
con diferente
K migracion /

IgA = Dimero o trimero IgM = Pentamero m

61



Tratamientos reductores

Tratamiento reductor con betamercaptoetanol (BME)

* Analizar la muestra tratada
inmediatamente

~
» Preparar una soluciéon BME al 1%: « Mezclar 180 pL Suero + 3 uL DTT (0,5 M
v'10 pL BME + 90uL H,0= Solucién A en diluyente DTT)
v'10pL Soluciéon A + 90uL Fluidil = Solucion B
/
)
* Mezclar 25 pL Solucion B + 75 L suero
2
/ * Incubar 10 minutos a T° ambiente
* Incubar 15 minutos (maximo) a T° ambiente
3 }

Analizar la muestra tratada inmediatamente v




CASO 10 - SPE

Fractions
Albumine
Alpha 1
Alpha 2
Beta 1
Beta 2

Gamma

Distorsion
en Beta-2

NN




CONCLUSION: Cadenas livianas libres tipo Lambda
CASO 10- 1T




CASO 11 - SPE

Echelle Y
Pleine ©
E=tm=ras el ]

Fractions
Albumin
Alpha 1
Alpha 2
Beta 1
Beta 2

Gamma

Beta-2 > Beta-1




CONCLUSION: Reaccion multiple
CASO 11.-1T




DILUCION OPTIMIZADA

« En algunos casos, las proteinas monoclonales adoptan una conformacion
particular lo que provoca reacciones simultaneas con varias cadenas
pesadas (formacion de complejos inmunes...)

« La dilucién optimizada cambia la relacion entre el antigeno y el anticuerpo.

15 16 17

() Hipogamma

() Estandar

Q) Hipergamma
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