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¢,Qué es el Immunotyping ?

¢, Qué necesito para realizar la técnica de Immunotyping ?

Principio de la técnica

¢, Cuando realizar un Immunotyping ?
« Opciones de dilucion de la muestras
« Recomendaciones para la interpretacion de resultados

* Interpretacion de resultados y Casos enviados por los usuarios de IT en LATAM




¢ Que es el Immunotyping?

* IMMUNOTYPING = INMUNOTIPADO = INMUNOTIPIFICACION

« EI Immunotyping (IT) permite la deteccion y caracterizacion de las
proteinas monoclonales en suero y orina, mediante electroforesis capilar.

« Cada muestra que se analiza se mezcla con antisueros de diferentes
especificidades:

- anti-cadenas pesadas: IgG, IgA e IgM

- y anti-cadenas ligeras: kappa y lambda

« Automatizacion completa del analisis y de trazabilidad
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Principio de latécnica

* El Immunotyping se realiza en cuatro etapas:

1. Dilucion de la muestra con un diluyente especifico. La ‘ ‘
dilucibn se adapta a la concentracion de
inmunoglobulinas de la muestra.

2. Mezcla de la muestra diluida con los diferentes
antisueros. El complejo antigeno - anticuerpo se forma 1gGX" 1gAX [1gMX
rapidamente en el medio liquido sin etapa de ELP G A M X A Diluyente
incubacion ni de precipitacion. de muestra

3. Inyeccion de las muestras, seguida de la separacion
electroforética de las proteinas y la deteccion directa
de las proteinas a 200 nm.

4.  Superposicion del perfil de referencia (ELP) con los
perfiles de los antisueros (Ig G, Ig A, Ig M, Kappa y
Lambda), lo que permite la tipificacion de la proteina
monoclonal.




Principio de latécnica
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¢Cuando realizar un Immunotyping?

Pico monoclonal

. . . . . . en gamma
1 Pico adicional Pico adicional Pico adicional J

en alfa-2 | en beta-1 en beta-2

Aumento aislado

de beta-1 Beta-2 > beta-1 Distorsion

en gamma




Analisis de las muestras

* El analisis se realiza con sueros frescos

* | as muestras pueden ser conservadas:
- Hasta 10 dias entre 2y 8 °C
- Hasta 3 meses entre - 18 /- 30 °C

* Use directamente muestras de suero sin diluir
« Muestreo desde el tubo primario

 \Volumen minimo de muestra:
- Tubo primario : 250 pL
- Tubo eppendorf: 150 uL

Minicap




HHEEHEE 1 OPCIONES DE DILUCION
DE LAS MUESTRAS




Opciones de dilucion

=

Nombres & all
Albumina| 536<¢ 354 <

Alfa 2‘ 146> 96>

| Beta2 48 32
152 10,0
LOTE: CAD.:

22058/01  2021/05

11068/01  2021/06

Ratio 2
1,16 1,00

66 afl J

Gestion Minimos

D.0.Max : 0,359
Pos.n?:8

Cap.:8

Cargadorn®: 3

Hora de lectura : 11:38

Dilucién

Seleccionar una dilucion

(O Hipogamma
(*) Estandar

O Hipergamma

O Optimizada

Anular

Representacion en DO | I: J i |

Escala Y
Completa &
[ ]

Pico monoclonal

en gamma

Edad:
Seccion:
1D :

| (e Redibujar




Opciones de dilucion %% e 000!

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
o | anur 9 )

Dilucién b4
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Seleccion del tipo de dilucion

Gestion Minimos Represen

e

Nombres % afl
Albumina| s536¢ 354¢

Concentracién total de Ig = 10 g/L

4 )

OPCIONES DE DILUCION
Alfa2 146> 96>
Betal 62 41 Hipogamma Ig < 3 g/L

Beta2 48 3,2

Alfall 56> 37>

Gamma : Pico monoclonal Estandar Ig 8-20 g/L
en gamma
Hipergamma Ig > 20 g/L
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Seleccion del tipo de dilucion

Concentracién total de Ig=4,2 g/L

Hipogamma Ig < 3 g/L

/
-

~
Estandar Ig 3-20 g/L
Hipergamma Ig > 20 g/L

¥

C )

Pequefio pico
monoclonal en gamma

J




Seleccion del tipo de dilucion

Concentracién 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

sebia
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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




Error en la eleccion de la dilucion

DILUCION MAS BAJA

Dizplay type |2 % 3 +| [v Superimpose Dilution Standard @ Z 00m NO habra’ SUfiCiente ANTISUERO
Date | 31/10/2006 1D | 0013345 Name | ¥ Display markers para formar los inmunocomplejos




Listade trabajo IT

v Archiva | ista Trabajo

Edicién de curvas

Busquedas

B.datos

Yo 9EQ ya_og) SEIDE

Host Capillarys

Utilidades

Ventana

Ayuda

Si no se selecciona ningun
tipo de dilucién, la muestra
se analizara en diluciéon

Modo Desde Fecha P Dilucién Nombre/Lote Edad N F?c,ha Sexo |Seccion PT
acimiento
p | 14/04/2021 | 051272018 | J 10143615801 Estandar 66
14/04/2021 | 0511272018 | J 10143619401 Hipogamma 73
’% 14/04/2021 | 05/1272018 | J 10143620101 Hipergamma 41
14/04/2021 | 0511272018 | J 10143608201 Hipergamma 94
_ [ 14/04/2021 | 0511272018 | J 10143613001 Estandar 8
K — )
T A W R A P e A e e e RO
Imprimir I Opdiones Borrar Borrar del... &l... Desplazar Hydraplus/Assist. Clasificar |
Linea | Sec. Nombre/Lote Sexo | Fecha Nacimiento | £32 Seccion ) e PT | Fecha de trabajo
d extraccion
> NORMAL CTL
2 2 NORMAL CTL 05/12/2018
3 3 NORMAL CTL 05/12/2018
4 4 NORMAL CTL 05/12/2018
5 5 NORMAL CTL 05/12/2018
6 6 NORMAL CTL 05/12/2018
7 7 NORMAL CTL 05/12/2018
8 8 NORMAL CTL 05/12/2018
-] 9 10143523401 72 05/12/2018
10 10 [0143524101 75 05/12/2018
" 1" [0143524201 71 05/12/2018
12 12 [0143556901 7 0512/2018

ESTANDAR por defecto

. J
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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 X6/ 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




Recomendaciones 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 (sustraccion) de la anomalia

CONCLUSION:
Presencia de un pico
monoclonal IgG Kappa
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CASO 1: Electroforesis de proteinas séricas

Résultats

Licr

3

21053701

12043/01

35,0 < 44,0

19,6 > 15,7 »

&

afl

3,6 ¥
7.7
5,0
4,1

EXP:
201605

201604

1,22

Fapport 2

1,00

&0

g/l

Mode minima

0
H

Echelle ¥
Pleine o
I.I_.'_ :- .

Pico monoclonal
en gamma




CASO 1. Immunotyping (Sin zoom)




CASO 1: Immunotyping (zoom x4)

CONCLUSION: Presencia de IgG Kappa sebia




CASQO 2: Electroforesis de proteinas séricas

Nombres
l Albumina| 485 ¢

Alfa 1 6,4 >
Alfa2| 17,95
Betal 49
Beta2| 100>
12,3

Pico monoclonal
en Beta-2




CASO 2: Immunotyping (Sin zoom)




CASO 2: Immunotyping (zoom x4)

Lambda

.II| I:II /

CONCLUSION: Presencia de IgM Lambda (entre beta-2 y gamma)




CASQO 3: Electroforesis de proteinas séricas

Fracciones
Albumina 52.8< 38.0<

Alfa 1 3.9

Alfa 2 28.2 > Aumento aislado

de alfa-2
Beta 1 52

Beta 2 3.3

Gamma 6.6<




CASO 3: Immunotyping (zoom x4)

g ~|

CONCLUSION: Presencia de IgA Kappa (en alfa-2) Alfa-2 = haptoglobina, a2 macroglobulina 3



CASQO 4: Electroforesis de proteinas séricas

2 distorsiones
en gamma




CASO 4. Immunotyping (zoom x4)

CONCLUSION: Presencia de 2 IgA Kappa




Estructura de las inmunoglobulinas

IgG, IgD, IgE no polimerizan:

Y'Y Yvr ry

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

IgA, IgM y cadenas livianas libres pueden polimerizar:

= Solo forma monomeérica
= PM=150kD

_ | = 119G, IgD e IgE
monoclonales migran
como un unico pico

HERN J

bl

~

Polimerizacion de moléculas
idénticas procedentes de la misma
célula.

IgA, IgM y CLL monoclonales
pueden dar mas de un pico de
diferente migracion

)

IgA = Dimero o trimero
IgM = Pentamero

sebia
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Tratamientos reductores %%%°

Tratamiento reductor con betamercaptoetanol (BME)

. " &
~
» Preparar una solucion BME al 1%:
v'10 pL BME + 90pL H,O= Solucion A * Mezclar 180 pL Suero + 3 pL DTT diluido
v'10pL Soluciéon A + 90uL Fluidil = Solucion B
/
)
* Mezclar 25 pL Solucion B + 75 L suero
2
/ * Incubar 10 minutos a T° ambiente

« Analizar la muestra tratada inmediatamente

Incubar 15 minutos (maximo) a T° ambiente

3
Analizar la muestra tratada inmediatamente v

sebia
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CASO 5: Electroforesis de proteinas séricas

Fractions

Albumin

Alpha 1

Alpha 2

Beta

Gamma

%
61,0

3,3

8,5
10,2
17,0

afl
43,6

2,4
6,1
7,3

Pequefno pico
en gamma




CASO 5: Immunotyping (zoom x4)




CASO 6: Electroforesis de proteinas séricas

Echelle Y

Fracciones Pleine ©
P |

Albumina
Alfa 1
Alfa 2
Beta 1
Beta 2

Gamma

Beta-2 > Beta-1




CASO 6: Immunotyping (zoom x4)

lgM__ ~

CONCLUSION: Presencia de IgA Kappa \ Beta-2 = Complemento C3 )
— sebia

L~




CASO 7: Electroforesis de proteinas séricas

Fractions % a/l

483< 37,2¢

Beta) 161> 124>

3 pequenas
distorsiones
en gamma




CASO 7: Immunotyping (zoom x4)

Lambda

\

/ % ' ‘ B
XS S

CONCLUSION: Presencia de 3 IgG Lambda = Perfil oligoclonal




CASO 8: Electroforesis de proteinas séricas

;
:
3

Names % gﬂ_
| Albumin| 370¢ 315¢

[ Alpha 2\ 8,0 6,8

| Beta2] 40 34

LOT: EXP:

28058/01 2021/05

B

|

G Ratio 2
0,59 1,00

85 afl J

Minimum mode

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

Radk No. : 10
Read time : 19:03

0.D. Mode

Hipergammaglobulinemia




CASO 8: Immunotyping (zoom x4)

83

1/3 Lambdsa

IgM ~ K - L

CONCLUSION: Aumento policlonal de IgG sebia




. Electroforesis de proteinas séricas

Fractions
Albumine 54.9 <
Alpha 1 4.8
Alpha 2 13.0 >
Beta 1 6.2
Beta 2 6.1

Gamma 15.0

Pico adicional
en Beta-2

NN




CASO 9: Immunotyping (zoom x4)

CONCLUSION:

- Cadenas livianas libres monoclonales Lambda ?
- IgD Lambda ?

- IgE Lambda ?

Hacer una Inmunofijaciéon en gel de
agarosa utilizando los antisueros especificos:
anti-Lambda libre, anti-lgD y anti-IgE




CASO 10: Electroforesis de proteinas sericas

Fractions
Albumin
Alpha 1
Alpha 2
Beta 1
Beta 2

Gamma

Beta-2 > Beta-1




CASO 10: Immunotyping (zoom x4)

Beta-2 = Complemento C3




Reaccion multiple simultanea

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

« La dilucidon optimizada cambia la relacion entre el antigeno y el anticuerpo

15 16 17

() Hipogamma

() Estandar

Q) Hipergamma

CONCLUSION: IgM Kappa




CASOS DE USUARIOS IT
EN LATAM




CASO 1: Electroforesis de proteinas séricas

[y

Nombres o afl I
l Albumina| s544¢ 42,0

Alfa 2‘ 10,2 7,9

Beta 2 5,0

1 9!4

LOTE: CAD.:
29094/01 2017/09

23074001  2017/07

=

G Ratio 2
1,19 1,00

LPT —

Gestion Minimos

D.0.Max : 0,460
Pos.n%: 5

Cap.:5

Cargadorn®: 1

Hora de lectura : 15:09

Representacion en DO

Pico monoclonal
en gamma

Escala Y
Completa ©




CASO 1: Immunotyping (zoom x4)




CASQO 2: Electroforesis de proteinas séricas

Gestion Minimos Representacio'n en DO

%
Nombrt?s D.0.Max : 0,345
| Albumina| 488 < Pos.n®: 5
Cap.:5
5.2 > Cargador n®: 8
l Alfa 2‘ 9,8 Hora de lectura : 15:01

[ Beta 2‘ 7,2>

2 pequenos picos
monoclonales en gamma
LOTE: CAD.:
2808901  2022/08
0307901  2022/07
AJG Ratio 2
0,95 1,00

= |

4| 4| Detrds Delante P | M .ﬂﬁ‘ ‘M‘M‘LE‘ ac | (2] ﬂ 1 3|4]5 |




CASO 2: Immunotyping (zoom x4)

Igd ~

CONCLUSION: Presencia de 2 IgM Kappa — Tratar la muestra con BME o DTT sebia




CASQO 3: Electroforesis de proteinas séricas

Gestion Minimos epresentaciﬁn en DO

Er : : Escala Y
e % y . 2 distorsiones Completa @
J.U.Max : U, 95/
lAlbumina‘ 58,7 42,4 Pos.n%: 6 } en gamma —
=
l Alfa 2‘ 10,0 7.2 Hora de lectura : 15:52
[ Beta 2‘ 5,5 4,0
ALISADO 0O
LOTE: CAD.:

22079/01  2022/07

ﬁ 2406901 202206

2

G Ratio 2
1,42 1,00

D
723 g ...}

=

4|Detrds Delante P | M E|ﬂ§‘ﬂ£‘.ﬂi“.ﬂ.ﬁ‘n¢ k2 ﬂ 1|2|3|4|s |




CASO 3: Immunotyping (zoom x4)

Lambda

CONCLUSION: Discreta IgG Kappa + Discreta IgG Lambda




CASQO 4: Electroforesis de proteinas séricas

Gestion Minimos Representaciﬁn en DO

Nombres % o D.O.Méx : 0,201
l Albumma‘ 51,9<¢ 38,2< Pos.n®:7
3,4 2,5 Cap. : 7 Paciente Conocido
' | Cargador o 3 1 pico monoclonal + 1
l Alfa 2‘ 71 52 Hora de lectura : 16:09 ! »
47 35 distorsién en gamma
[ Beta 2‘ 4,5 3,3

284> 209>

LOTE: CAD.:

ﬁ 08108/01  2021/10

03108/01  2021/10

A/G Ratio 2
1,08 1,00

I4| 4| Detrds Delante P | M E|E‘M‘M‘Lﬁ‘ﬂc 1] ﬂ 1{2/3]|4]|5 |




CASO Vil CONCLUSION: IgM Lambda + IgG Kappa + IgM Kappa




CASO 5: Electroforesis de proteinas séricas

1 pico monoclonal + 1
distorsion en gamma

Electroforesis de Proteinas

Fracciones % Ref. % Conc. Ref. Conc.
Albumina 53.6 - 55.8-66.1 3.6 4.0- 4.8
Alfa 1 3.9 29- 49 0.3 0.2- 0.4
Alfa 2 12.0 - 7.1-11.8 0.8 0.5- 0.9
Beta 1 6.4 47- 7.2 0.4 0.3- 0.5
Beta 2 3.5 3.2- 6.5 0.2 0.2- 0.5
Gamma 206 - 11.1-188 1.4 0.8- 1.4

A/G Ratio:1.16 P.T.: 6.8 g/dL 6,40 -8,30

Dilucion ESTANDAR



CASO 5: Immunotyping (zoom x4)




CASO 6: Electroforesis de proteinas sericas ®%% %200

2 distorsiones
en gamma

50 100 120 140 160 180 200 = 240 260 280

Electroforesis de Proteinas Séricas

Fracciones O Ref. % g/dL Ref. g/dL

Albumina  36.9 < 55.8-66.1 2.50 4.26 - 5.05

Alfal 7.7 =  29- 49 0.52 0.22 - 0.37

Alfa 2 59 . 7.1-11.8 0.40 0.54 - 0.90

Beta 1 09 <« 47-72 0.06 0.35 - 0.55

Beta 2 29 . 32-65 0.20 0.24 - 0.49 : o

Gamma 457 - 11.1-188 3.10 0.84 - 1.43 Dilucion HIPERGAMMA

A/G:0.58 T.P.:6.78 g/dL E E I =




CASO 6: Immunotyping (zoom x4)

64
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CONCLUSION: Aumento policlonal de IgG e IgM asociado a un perfil oligoclonal

lgG

IgM

69

IgM Lambda IgG Lambda

5 @/\Nﬂ
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IgG Kappa

1gG Kappa
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MUCHAS GRACIAS
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