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1. ¢Cuando sospechar la presencia de una inmunoglobulina monoclonal?
2. Herramientas de Phoresis para facilitar la interpretacion de resultados

3. Reconocimiento y manejo de interferencias endogenas y exogenas
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¢, Cuando sospechar la presencia de una
Inmunoglobulina monoclonal ?

Pico, distorsion o deformacioén
en fraccion gamma




¢, Cuando sospechar la presencia de una
Inmunoglobulina monoclonal ?

beta-2 > beta-1
(fuera de contexto inflamatorio o dafo hepatico)

Pico adicional o deformacion en beta-2




¢, Cuando sospechar la presencia de una
Inmunoglobulina monoclonal ?

Aumento aislado de beta-1
(fuera de contexto de hemodlisis 0 anemia ferropénica)

Pico adicional o deformacion en beta-1




¢, Cuando sospechar la presencia de una
Inmunoglobulina monoclonal ?

Pico adicional o deformacion en alfa-2

Aumento aislado de alfa-2
(fuera de contexto inflamatorio o sindrome nefrético)




Herramientas de Phoresis




Software Phoresis oJol0

> Peticion IT &
» Alisado 0

» Curva de Referencia

» Optimizacion de la curva

» Cuantificacion del pico

» Migracion lenta




PETICION IT ><

Seleccionar una dilucion

Fraction values = 0 a ACIO ntal de |o ~ gL B X

Names . a/l 3 @ N003 5
Albumin| 513 ¢ 41,0
Alphal| 25« 2,0« O 0o ANds O Hipogamma Datos del paciente
Alpha 2 6,1 < 49 ¢ O Estandar

Beta1| 327> 252> U 0 DErgammMa ——romeu e SEEne

Beta 2 2,2 ¢ 1,8 < QO Optimizada — :
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Peticion IT ™ Estandar
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Alisado O

Minimum mode

-. Inmunofijacién o
i = Immunotyping

!

- Perfil oligoclonal
- Ig polimerizada




Curva de referencia

Guardar una curva de
— control Normal como
sirssr 20220t curva de referencia

29119/01 2022/11

Gestion Minimos Representacion en DO ;
Escala Y
_ Nombres % Completa @
Albumine| 4.8 *
| Alpha 1 3,7 m
Alpha2| 79 Y CT Datos del paciente
Beta 1 5,9 EB
Edad:
. feta? 46 Seccidn:
Gamma 13,1 J D -
B

A/G Ratio 2 L . . J
1,84 1,00 [ Patologica ] | ﬂ:-J I
;m Ficha Detallada
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Curva de referencia
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X =205
[ - 10/02/2020 | i [/ | N [O.D.: ” 1.
Eraction values Minimum mode 0.D. Mode
&
Names X afl
| Albumina| 419¢ 247<¢

Alfa 1 6,2> 37>

Alfa2 66¢ 39¢

Beta 54< 3,2<

Gamma| 399> 235>

LOT: EXP:
04119/01 2022/11

29119/01 202211

)| (P

Ratio 2

59 g/l

Superponer
la curva de referencia
guardada




Optimizacion de la curva

(I

AlbUumina?
Alfa-17?

Cambiar a

" Redibujar
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Migracion fuera de rango

Minimum mode

0.D.Max : 0,438
Pos. No.: 7
Cap.:1

Rack No. : S001B
Read time : 12:52

ﬂ?epetir el analisis en otro capilam

A 4

Mismo resultado

A 4

Sospechar la presencia de una
proteina monoclonal

!

Tratar la muestra con BME o DTT y

\ repetir el andlisis /

0.D. Mode




Tratamiento con BME

1) Preparar una solucion de BME al 1%:
a) 10uL BME + 90uL H20
b) 10uL BME (1/10) + 90pL Fluidil (Sebia, Ref 4587) o solucidn fisiologica

2) Mezclar 25uL de solucion de BME al 1% + 75uL suero
3) Incubar 10 minutos a temperatura ambiente

4) Analizar la muestra tratada rapidamente




Migracion fuera de rango

Muestra luego del tratamiento con BME:

ELP G A M K L

Minimum mode

0O.D.Max : 0,616
Pos. No. : 1
Cap.:1

Rack No. : 5
Read time : 15:05

ELP G A M K L
Serum 3
-~
Antes BME

i

B T >

Serum 3

Después BME

Proteina
monoclonal




Cuantificacion del pico monoclonal

MODO ORTOGONAL MODO TANGENCIAL
(de base a pico) (de valle a valle)




Cuantificacion del pico monoclonal

La cuantificacion del pico es
necesaria para:

» La clasificacion de la anomalia

> Controlar la progresion del pico
monoclonal de un estado no maligno
a un estado maligno

» Evaluar la respuesta al tratamiento

Smoldering Multiple
Myeloma Myeloma

M-protein serum concentration

No cut-off

<309/ value

> 30 g/I*

RESULTADO DEL
TRATAMIENTO

DEFINICION

Remision o Niveles de paraproteina en sangre no detectables y porcentaje de células plasmaticas en la
respuesta meédula dentro de niveles normales, o ausencia de células mielomatosas en la médula osea.
completa (RC)
rRespuest:al parcial Descenso de mas del 90% en niveles de paraprotei na desde el inicio del tratamiento N
muy buena
Remision parcial ) . i o .
(RP) Descenso de mas del 50% en niveles de paraproteina desde el inicio del tratamiento
Respuesta minima ) ) ) o
Descenso de mas del 25% pero menos del 50% en niveles de paraproteina desde el inicio del
tratamiento
Enfermedad . ) o )
estable Descenso de menos del 25% en niveles de paraproteina desde el inicio del tratamiento
4 ™
Enfermedad en Ineremento de mas del 25% en niveles de paraproteina desde el inicio del tratamiento o
progresion deteccién de nuevas anomalias 6seas
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Cuantificacion del pico monoclonal

Recomendaciones:

« EI pico monoclonal en region gamma debe cuantificarse en g/L o g/dL, redondeando al
numero entero mas cercano.

* Si la concentracion del pico monoclonal es <1 g/L, no puede cuantificarse de manera
confiable, especialmente si existe fondo policlonal de gammaglobulina; debe reportarse
“proteina monoclonal <1 g/L” o “proteina monoclonal discreta”.

* Si la proteina monoclonal se encuentra en region no-gamma, se recomienda reportar la
concentracion total de la fraccion como: “proteina monoclonal + fraccion beta-2”, por ejemplo.

DE GRUYTER Clin Chem Lab Med 2016; aop

Recommendations for standardized reporting of protein
electrophoresis in Australia and New Zealand Review

David F. Keren* and Lee Schroeder
Jillian Tate'!, Grahame Caldwell?, James Daly®, David Gillis*, Margaret Jenkins5, . .
Sue Jovanovich®, Helen Martin?, Richard Steele®, Louise Wienholt? and Peter Mollee!? Chauenges Of measurlng monoclonal pl'OtEII'IS

on behalf of the Working Party on Standardised Reporting of Protein Electrophoresis In serum m




¢+ Reconocimiento y manejo de
Interferencias




Reconocimiento y manejo de interferencias ‘.‘.‘:::::::
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FRACCION INTERFERENCIAS ENDOGENAS INTERFERENCIAS EXOGENAS 0

« Bisalbuminemia
AlbUumina * Pigmentos biliares « Algunos antibioticos
« Lipoproteinas

Alfa-1 * Fenotipos de alfa-1-antitripsina
. . e Hemolisis
Alfa-2 Fenotipos de haptoglobina . Productos de contraste
Beta-1  Transferrina e Hemolisis
* Fibrindbgeno
Beta-2  Productos de contraste
« Complemento C4
- CRP « Algunos antifungicos
Gamma . .
+ 1gG4 « Terapias con anticuerpos monoclonales
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Albumina

Minimum mode

0.D.Max : 0,257
Pos. No. : 6 .
Cap. : 6 2 picos

Rack No. : 55
Read time ; 16:34 »l«

Concentracion y
amplitud de los
picos es similar

!

Bisalbuminemia

\ hereditaria /




Albumina

« Suero lipémico = Lipoproteinas

 Antibioticos (ej: sulfametoxazol)




Albumina




Albumina

0.D.Max : 0,487
Pos. No. : 1
Cap.:1

Rack No. : 15
Read time : 13:50

« Suero ictérico = Pigmentos biliares

Suero lipémico = Lipoproteinas
Antibioticos

Ictérico




Albumina

Porktoir n© :1
Heure leck.:10:44%

Ictérico




Albl]mlna. Ovarios
AL )

Minimum mode 7
—

'.\_7 : g

Testiculos

0.D.Max : 0,327
Pos. No. : 8

Cap. : 8 s
Rack No. : 55 T
Read time : 16:34 \i} v
4 . ‘
T
\J

FADAM.




Alfa-1

Minimum mode 0.D. Mode

__Names % a/ I
Albumin| 576  39,7¢
Nipha 1. 47 3.2 RackNo. : 8
Alpha 2 g,g 6|3 F'Ead time : 12:18
Betal| 65 45
Beta2 67> 456
Gammal 146 10,1
Fenotipos
alfa-1 antitripsina
LOT: EXP:
17069/01  2022/06
2705901 2022/05
A/G Ratio 2
1,36 1,00
69 o/l === ]




Alfa-2 2%
Haptoglobin phenotype 1-1: spaced bands Haptoglobin phenotype 2-2: one band Haptoglobin phenotype 1-2: narrow bands

FENOTIPOS DE
HAPTOGLOBINA

|
- W I IOV J/\M“\w

Omnipaque® lopamiron®
(lohexol) (lopamidol)

PRODUCTOS DE
CONTRASTE




Productos de contraste

 Los productos de contraste absorben a la misma longitud de onda
gue las proteinas séricas (200 nm)

« Si el paciente recibio una inyeccion de producto de contraste en los
ultimos 2 a 6 dias, antes de la extraccion de la muestra de sangre,
puede observarse un pico adicional, distorsibn o aumento de una
de las fracciones, simulando la presencia de un componente
monoclonal (la movilidad depende de el tipo de molécula utilizada).

opamigol Injection 41:
Rx only g

» Para evitar esta interferencia, los médicos deben tener en cuenta
gue la inyeccion del producto de contraste debe realizarse después o0zw-anA08!
de la extraccion de sangre. =___—=

« Los productos de contraste no interfieren en la electroforesis de
proteinas en gel de agarosa o la inmunofijacion.




Beta-1 "'*

Minimum mode ‘

Complejo
. Hb-Hpt _
0.D.Max : 0,631 HbA libre

Pos. No. : 1 .
Cap.:5 / HbAZ2 libre
| fﬂ“‘l

Rack No. : 20
Read time : 15:28

« Hb libre = HemoOlisis
« 1 Transferrina = Deficiencia de hierro




Muestra de plasma
Alteraciones de la coagulacion
Terapia anticoagulante

\ 4

Evitar muestras de plasma para EPS
Eliminar el fibrinbgeno por precipitacion con etanol,

tratamiento con reptilasa sebia
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.. ., e O:O:O:O;OQ;Q
Eliminacion del fibrindgeno ®%%%00%
o o 0e%0¢
e_0 @@ L P
® %, o ;;} '
* Precipitacion del fibrindbgeno con Etanol puro - f 0, bﬂ}
@ e ® © ©
1) Dilucion de la muestra con 10% etanol puro |
2) Incubar la muestra 15 minutos en bafo de hielo :.,<'

3) Centrifugar 5 minutos a 4°C (1100g) =
4) Reanalizar el sobrenadante

M

« Tratamiento con Reptilasa (STA Reptilase, Stago)

1) Dilucion de reptilasa 1:10 en el plasma del paciente
2) Incubar 5 minutos a 37°C

3) Centrifugar 5 minutos a temperatura ambiente (20 0009)
4) Reanalizar el sobrenadante




Producto de
| contraste
Complemento C4

1 ] |
* Muestra de plasma Contexto inflamatorio Ejemplo: lomeprol =
* Alteraciones de la coagulacion oo
« Terapia anticoagulante ==

‘ Repetir el analisis en una nueva
muestra dias después

« Evitar muestras de plasma para EPS

« Eliminar el fibrindgeno por precipitacion con etanol m
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0.D.Max : 0,420

Pos. No. : 3
- Cap.: 3
Rack No. : 3

Beta-2 normal

0.D.Max : 0,710
Pos. No. : 1
Cap.: 1

Rack No. : 11
Read time : 12:31

Beta-2 disminuida
(muestra degradada)




Estabilidad de las muestras de suero

« Las muestras pueden conservarse un maximo de 10 dias en nevera (entre 2y 8 °C)
 Los sueros congelados (- 18 /- 30 °C) son estables 2 meses

« A partir de 10 dias en nevera o 3 dias a temperatura ambiente:
- la fraccion alfa-2 puede estar ligeramente deformada
- la fraccidon beta-1 se deforma ensanchandose

- la fraccion beta-2 disminuye progresivamente y puede aparecer deformada (con
aparicion de pequenos picos adicionales al lado de gamma y / o beta-1 debido a la
degradacion del complemento C3)

« La integracion automatica de las fracciones realizada Phoresis puede verse
potencialmente perturbada

sebia



Antifungico

(5-fluorocitosina)

Contexto inflamatorio Ejemplo: 5-Fluorocitosina
CRP es un marcador Repetir el analisis una vez

de infeccion bacteriana finalizado el tratamiento antifingico sebia

39



Aumento policlonal
de IgG4




Aumento policlonal de IgG4

 La banda focalizada, que se detecta en la EPS, puede confirmarse
como aumento policlonal de IgG4 por:

, INMUNOTIPIFICACION
INMUNOFIJACION m m

=l e o [ |




Enfermedad relacionada con IgG4

« La enfermedad relacionada con IgG4 (ER-IgG4) se utiliza para definir
diversas enfermedades caracterizadas por:

- infiltracion linfoplasmocitica,

- fibrosis,

- presencia de un numero aumentado de células 1IgG4+

-y, en gran parte de los casos, niveles aumentados de IgG4 sérica

» Afecta frecuentemente el pancreas, las glandulas salivales y los ganglios
linfaticos pero puede comprometer casi cualquier estructura de Ia

anatomia humana.




Anticuerpos monoclonales

* Con el desarrollo continuo de nuevos anticuerpos monoclonales
para el tratamiento de trastornos de las células plasmaticas, como
el mieloma multiple, existen varios medicamentos que pueden
interferir con los analisis de rutina (EPS, IF) durante varias
semanas después de la terapia.

* Farmacos como daratumumab e isatuximab (ambos anticuerpos
monoclonales IgG kappa) pueden aparecer como una proteina
monoclonal pequeia, con mayor frecuencia en concentraciones
de hasta 1 g/ L, cuando se usan en dosis terapeuticas.

* En estos pacientes, la co-migracion del anticuerpo terapéutico y la
proteina enddgena puede dificultar la correcta evaluacion de la
proteina monoclonal endégena a través de la EPS y la IF.

. only
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~
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Anticuerpos monoclonales

e Para evitar la interferencia por daratumumab o isatuximab, se puede <
utilizar la técnica Hydrashift 2/4 Daratumumab o HYDRASHIFT 2/4
Isatuximab de Sebia

« Se utiliza un anticuerpo dirigido contra daratumumab o isatuximab para

cambiar la posicion de migracion del anticuerpo terapeutico durante la
electroforesis

sebia sebia

HYDRASHIFT 2/4 daratumumab (20 TESTS) HYDRASHIFT 2/4 isatuximab (40 tests)
Ref. 4639 Ref. 4642




Hydrashift 2/4 Daratumumab

Suero con Ig G, Kappa ( < ) y daratumumab ( <fm )

e M
.4"96 Kappa
ELP G A M LS L

HYDRAGEL IF

=)

ELwP

G A M X L

HYDRASHIFT 2/4 daratumumab




.0.0.0'0'0'0'
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HYDRASHIFT 2/4 Isatuximab e 2030000,
0 %2000,
a® _ .0::'
Suero con Ig G, Kappa (< ) y isatuximab (< ) )
Laaal
v ' <= Complex
'lﬂsg L  p——
Ig G, Kappa
ELP G e M K L ELP G - M K L

HYDRAGEL IF HYDRASHIFT 2/4 isatuximab
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