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Aviso: Los resultados de Hevylite IgG lambda de una muestra determinada
obtenidos con ensayos de diferentes fabricantes pueden variar debido a diferencias
entre métodos de ensayo y especificidad de reactivos. Los resultados de los que
debera informarse al médico por parte del laboratorio deberan incluir la identidad del
ensayo Hevylite IgG lambda utilizado. Los valores obtenidos con diferentes métodos de
ensayo no se deberdn usar de manera intercambiable. Si durante el proceso de
monitorizacién de un paciente se cambia el método de ensayo para determinar los niveles
de Hevylite IgG lambda, se deberan llevar a cabo andlisis secuenciales adicionales. Antes
de cambiar ensayos, el laboratorio DEBERA confirmar los valores de base de los pacientes
que se estén monitorizando de forma seriada.

1 APLICACION

El kit Hevylite IgG lambda es un ensayo in vitro cuantitativo que pretende medir la 1gG
lambda (cadena pesada IgG y cadena ligera lambda de inmunoglobulina intacta) en suero,
plasma EDTA y heparina-litio usando el analizador Optilite de Binding Site. La medicién de
Hevwylite 1gG lambda se usa junto con Hevylite IgG kappa para calcular el cociente IgG
kappa/lgG lambda. El cociente Hevylite 1gG kappa/lgG lambda se puede usar para la
monitorizacion de mieloma mdltiple 1gG previamente diagnosticado, junto con otras
evaluaciones clinicas y pruebas de laboratorio. La asignacién de respuesta completa esta
sujeta a otras pruebas, incluyendo inmunofijacién y evaluaciones de la médula désea y
orina.

RESUMEN Y EXPLICACION ]

Las inmunoglobulinas se producen tras la exposicién del sistema inmune humoral a
antigenos especificos. La IgM es la primera clase de inmunoglobulinas que se produce.
Con la maduracién de la respuesta, también pueden producirse anticuerpos 1gG e IgA. Las
moléculas de las inmunoglobulinas consisten en dos cadenas pesadas idénticas (a, 5,

€,y 0 Y), que definen la clase de inmunoglobulina, y dos cadenas ligeras idénticas (kappa
o lambda). Cada cadena ligera estd unida a una cadena pesada y las dos cadenas
pesadas estan unidas covalentemente en la region bisagra. En individuos sanos, el rango
de concentracion de IgG es 6,0 — 16,0 g/L (ref.1).

Las concentraciones elevadas de proteinas monoclonales en suero son indicadoras de una
anomalia subyacente como, por ejemplo, gammapatia monoclonal de significado incierto
(GMSI), mieloma multiple y otros desérdenes linfoproliferativos. Las directrices
internacionales recomiendan la electroforesis de proteinas séricas o la cuantificacion
nefelométrica de inmunoglobulinas como herramientas para monitorizar la enfermedad de
los pacientes (ref. 2) junto con otras pruebas, incluyendo citometria de flujo y andlisis de
cadenas ligeras libres en suero (ref. 3). Los ensayos de IgG total mediante nefelometria
también incluiran las inmunoglobulinas no tumorales, y la medicién de IgG kappa o 1gG
lambda dard una representacion mas exacta de la produccién tumoral. Ademas, la
medicién de ambas IgG kappa e 1gG lambda, el calculo del cociente IgG kappa/lgG lambda
y la comparacioén con los valores encontrados en individuos sanos pueden proporcionar
una mayor sensibilidad en la indicacion de la clonalidad (refs. 4, 5, 6). Adicionalmente, los
cambios en el cociente IgG kappa/lgG lambda y su normalizaciéon al compararlos con el
rango de normalidad del cociente serviran de ayuda en la monitorizacién de la enfermedad
de los pacientes. El uso del cociente IgG kappa/lgG lambda compensara también cualquier
cambio en el volumen de plasma y corregira las variaciones de la vida media ocasionadas
por la saturacién del receptor.

3 PRINCIPIO

La evaluacion de la concentracion de un antigeno soluble mediante métodos de
turbidimetria supone la reaccién con un antisuero especifico para formar complejos
insolubles. Al pasar la luz a través de la suspension formada, se transmite y focaliza una
porcién de esta luz a un fotodiodo mediante un sistema de lentes dpticas. La cantidad de
luz transmitida es inversamente proporcional a la concentracién de proteina especifica en
la muestra analizada. Las concentraciones se calculan automaticamente en referencia a
una curva de calibracién almacenada en el instrumento.
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4.1 Antisuero: Se suministra en forma liquida estabilizada. Conservantes: 0,099 % de
azida soédica, 0,1 % de &cido E-amino-n-caproico (EACA) y 0,01 % de
benzamidina.

4.2 Calibradores y controles: Preparados a partir de una mezcla de suero humano,
se suministran en forma liquida estabilizada. Contienen 0,099 % de azida sédica,
0,1% de &cido E-amino-n-caproico (EACA) y 0,01 % de benzamidina como
conservantes. La concentracion indicada en el certificado de control de calidad se
ha obtenido mediante estudios comparativos con el Material de Referencia
Internacional DA470k usando preparados de IgG kappa y IgG lambda purificados
por afinidad.

4.3 Buffer de reaccién: Contiene 0,099 % de azida sédica como conservante.

Los sueros humanos suministrados en el kit han sido sometidos a screening para donantes,
resultando negativos a la presencia del antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg), de
los anticuerpos del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH1 y VIH2) y del virus de la
hepatitis C. Los ensayos usados estan aprobados por la FDA (EE. UU.) o aprobados para
el diagnéstico in vitro en la UE (Directiva 98/79/CE, Anexo II). Sin embargo, dichos ensayos
no garantizan la ausencia de agentes infecciosos. Deben establecerse métodos de
manipulacién y eliminacién adecuados para todos los materiales potencialmente
infecciosos, incluyendo el uso equipo de proteccién y vestuario adecuado en todo momento
al manipular este producto. Los procedimientos deben ser accesibles sélo a personal con
formacion especifica.

ADVERTENCIA: Este producto contiene azida sédica y debe ser manipulado con
precaucion; se deben usar guantes y vestuario protector adecuado en todo momento al
manipular este producto. No trague ni permita el contacto con la piel (especialmente si hay
heridas) o las membranas mucosas. En caso de contacto, lave con abundante agua y
consulte a un médico urgentemente. En caso de contacto prolongado de la azida sodica
con tuberias de plomo y cobre, pueden formarse azidas metélicas explosivas. Cuando se
elimine el reactivo, lave con mucha agua los recipientes para evitar la acumulacién de
azida.

Este producto debe ser utilizado Gnicamente por personal especializado para los
fines indicados en el apartado Aplicacion. Resulta esencial observar estrictamente el
procedimiento indicado en todo momento. No se garantizan resultados validos
obtenidos utilizando pardmetros diferentes de los indicados en estas instrucciones.

Los reactivos de kits con nimeros de lote diferentes NO son intercambiables.

IR ~CVACENAMIENTO Y ESTABILIDAD ]

El kit no abierto debe conservarse a 2-8 °C y se puede usar hasta la fecha de caducidad
indicada en la etiqueta de la caja del kit. NO CONGELAR. El reactivo, el calibrador y los
controles pueden conservarse refrigerados a 2-8 °C durante tres meses como maximo tras
la apertura, siempre que estén tapados para evitar la evaporacion. El reactivo se puede
conservar, sin tapar, hasta 28 dias en el analizador Optilite, siempre y cuando se deje
encendido el interruptor de alimentacién.

OBTENCION DE MUESTRAS Y PREPARACION |

Las muestras deben proceder de extracciones venosas, y, en el caso del plasma, separarse lo
antes posible. La sangre se ha de dejar que coagule de modo natural y separar el suero lo
antes posible para prevenir la hemdlisis. Las muestras pueden conservarse a 2-8 °C hasta un
méaximo de 21 dias. Si el ensayo va a ejecutarse mas tarde, se recomienda hacer alicuotas
y congelar sin diluir a —20°C o temperatura inferior. No congelar y descongelar las
muestras mas de una vez. Evitar el uso de muestras lipémicas, hemolizadas o
contaminadas por microorganismos, 0 que contengan particulas. Es responsabilidad de
cada laboratorio el uso de todas las referencias disponibles y/o sus propios estudios para
determinar los criterios de estabilidad especificos para su laboratorio (ref. 7).

Nota: Con el fin de poder realizar una interpretacion completa de los resultados, se debe
determinar la relacion IgG kappa/lgG lambda; por lo tanto deben analizarse
también las muestras con el kit Hevylite IgG kappa de Binding Site (NK621.0OPT).

8.1 Material suministrado

8.1.1 1 x50 tests Optilite IgGA Reagent (reactivo IgGA Optilite)

8.1.2 1x2,1 mL Optilite IgGA Calibrator (calibrador IgGA Optilite)

8.1.3 1x1,5mL Optilite lgGA High Control (control elevado IgGA Optilite)

8.1.4 1x1,5mL Optilite lgGA Low Control (control bajo IgGA Optilite)

8.1.5 1 x 1,8 mL Optilite IgGA Antigen Excess Control (control de exceso de antigeno
IgGA)

8.2 Materiales necesarios no suministrados con el kit

8.2.1 Equipo para la obtencién y preparacién de las muestras como tubos para la
recogida de sangre, centrifuga, etc.

8.2.2 Analizador Optilite completamente equipado y operativo.

8.2.3 Las instrucciones actuales de funcionamiento del analizador: Manual de
funcionamiento Optilite, cédigo INS700.0PT

8.2.4 Diluyente 2 Optilite, codigo de producto IK710

8.3 Preparacién de los reactivos

Antes de cargar, mezclar por inversién evitando la formacion de espuma o burbujas en la
superficie que podrian interferir en el momento de la aspiracién del reactivo.

8.4 Procedimiento de la prueba

El usuario debera estar familiarizado con el funcionamiento del analizador Optilite
antes de realizar la prueba. Preparar el analizador para su uso segun las instrucciones
del manual de funcionamiento Optilite.

8.4.1 Los parametros de la prueba para este ensayo se indican en el cdigo de barras del
certificado de control de calidad que acompafia al kit (QCcert622.0PT). Escanee los
codigos Barcode 1y Barcode 2 para cargar los parametros.

8.4.2 Asegurese de que el control de exceso de antigeno IgG lambda esté cargado en todo
momento al usar este ensayo.
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8.5 Rango de medicion

El rango de medicién aproximado del ensayo se indica en la siguiente tabla:

Dilucién del analizador Optilite Rango aproximado (g/L)
1+0 0,075 -0,875
1+4 0,375 - 4,375
1+19 15-175
1479 6-70
1+119 9 -105

IEl__covRoLDECALDAD ]

Se deben analizar al menos dos niveles de material de control adecuado una vez al dia
como minimo. Ademas, se deben analizar controles tras la calibracién, con cada nuevo lote
de reactivo y tras el mantenimiento especifico o los pasos de resolucién de problemas
descritos en el manual de funcionamiento Optilite.

El andlisis de control se debe realizar de acuerdo a los requerimientos habituales y al
procedimiento estandar de cada laboratorio.

Las concentraciones de los controles suministrados estan indicadas en el certificado de
control de calidad que acompafa al kit (QCcert622.0PT). Los resultados obtenidos sélo
pueden aceptarse si los resultados de los controles entran dentro del +15% de las
concentraciones indicadas.

En caso de que un control dé un resultado fuera del rango y se haya empleado una curva
de calibracién almacenada, se recomienda calibrar de nuevo el ensayo. Si ain después de
la nueva calibracién estuviera fuera de rango, debera verificarse el instrumento y los
parametros del ensayo. Si no se solucionara el problema, rogamos se dirijan a la asistencia
técnica de su proveedor.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO |

10.1  Los ensayos turbidimétricos no son adecuados para la determinaciéon de muestras
altamente lipémicas o hemoliizadas, o muestras que contengan altos niveles de
inmunocomplejos circulantes (CIC); dado que estas muestras pueden producir una
cantidad impredecible de luz dispersa no especificable. Los resultados no previstos
deberan verificarse con un método alternativo.

10.2 No se deben basar decisiones en cuanto a tratamiento de pacientes partiendo
unicamente de la determinacion de la relacion IgG kappa, 1gG lambda o IgG
kappa/IgG lambda.

10.3 Exceso de antigeno: A pesar de que se usa un gran nimero de muestras que
contienen niveles elevados de IgG lambda monoclonal para establecer los limites
de reaccion de prozona, la naturaleza impredecible de los clones individuales
implica que puede haber exceso de antigeno sin detectar. La composicién
aminoécida de la inmunoglobulina producida por un clon de la célula B individual
influird en el nivel en correspondencia del cual una muestra puede evidenciar, con
el ensayo Hevylite, un exceso de antigeno.

10.4 Se puede configurar la proteccién contra aviso de exceso de antigeno (marcas
«limite de antigeno bajo») para los resultados de 1gG lambda.

10.5 Las inmunoglobulinas monoclonales son altamente variables. Cualquier muestra
que dé resultados inesperados se debe volver a analizar a una dilucién mas alta
(concentracién mas baja) para prevenir el exceso antigénico.

VALORES ESPERADOS ]

Los rangos indicados se han obtenido a partir de un nimero limitado de muestras y son
Unicamente orientativos. Los valores esperados pueden variar en funcién de la edad, sexo,
tipo de muestra, dieta y localizacién geogréfica. Cada laboratorio debe verificar la
transmisibilidad de los valores esperados a la poblacion a analizar y, si es necesario,
establecer su propio rango de referencia.

Rangos en suero de adultos

Este intervalo de referencia se obtuvo mediante la medicién de las concentraciones de IgG
kappa e 1gG Iambgma del suero de donantes de sangre britanicos adultos sanos, con este
ensayo, en un BN Il El intervalo de referencia se calcul6 mediante datos estadisticos no
paramétricos y representa el 95 % central de la poblacién. Esto se verificé en Optilite con
los sueros de 50 donantes de sangre estadounidenses.

Ndmero Media | Mediana | Rango percentil 95
(n)
19G kappa (g/L) 130 6,9 6,85 4,03-9,78
1gG lambda (g/L) 130 3,84 3,81 197-571
Cociente 1gG kappa/lgG 130 1,86 1,87 0,98 - 2,75
lambda

*BNII es una marca registrada de Siemens Healthcare Diagnostics Inc.

CARACTERISTICAS DEL RENDIMIENTO |

12.1  Precision

El estudio de precision se realizé siguiendo las pautas de CLSI EP5-A2 Evaluation of
Precision Performance of Clinical Quantitative Measurement Methods. El estudio se llev6 a
cabo durante 21 dias laborables, con 2 series al dia. Un usuario midi6 los resultados de 6
muestras diferentes usando 4 lotes de reactivo en 3 analizadores.

Resumen de precisién
Media | Intraensayo Interensayo Interdia Total
(g/L) SD |[CV% | SD |[CV% | SD |CV% | SD |[CV%
Nivel 1 2,214 (0139 | 63 [0,204| 92 |0180| 81 |0,305| 13,8
Nivel 2* 1514 [ 0101 | 66 [0091| 60 | 0133 | 88 |0,190 | 12,6
Nivel 3* 2,488 | 0,092 3,7 0,114 4,6 0,215 8,7 0,261 | 10,5
Nivel 4 4398 |1 0195 | 44 [0201| 47 [0366 | 83 | 0464 | 106
Nivel 5 6,845 (0109 [ 16 [0365| 53 |0373| 55 |0533| 7.8
Nivel 6 14,986 | 0,461 | 31 | 0476 | 32 [0792| 53 |1,033] 69
* ala dilucién de muestra 1+4

12.2  Estudio comparativo

Se llevo a cabo un estudio comparativo analizando 73 muestras (40 sueros normales y 33
sueros clinicos) con el kit IgG lambda Optilite y un kit alternativo disponible en el mercado.
El andlisis de regresion de Passing-Bablok generd los siguientes resultados:
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y =1,05x - 0,29 (g/L) (y = Optilite; x = analizador predicado)
coeficiente de correlacion r = 0,967 (calculado por regresion lineal)

Se realiz6 un estudio comparativo mediante el anélisis de 57 muestras emparejadas de
suero y plasma con heparina de litio usando el kit IgG lambda Optilite. El anélisis de
regresion de Passing-Bablok generd los siguientes resultados:

y =0,98x + 0,05 (g/L) (y = plasma heparina de litio; x = suero)
coeficiente de correlaciéon r = 0,961 (calculado por regresion lineal)

Se realiz6 un estudio comparativo mediante el anélisis de 57 muestras emparejadas de
suero y plasma EDTA usando el kit IgG lambda Optilite. El andlisis de regresiéon de
Passing-Bablok gener6 los siguientes resultados:

y =1,01x - 0,07 (g/L) (y = plasma EDTA; x = suero)
coeficiente de correlacion r = 0,963 (calculado por regresion lineal)

12.3  Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacién de este ensayo se define como el punto inferior del rango de
medicién, 0,0750 g/L. El estudio de validacién del limite de cuantificacién se basé en el
documento CLSI EP17-A Protocols for Determination of Limits of Detection and Limits of
Quantitation.

124 Linealidad

Se llevé a cabo un estudio de linealidad siguiendo el documento CLSI Evaluation of the
Linearity of Quantitative Measurement Procedures: A Statistical Approach; Approved
Guideline (EP6-A). La linealidad de este ensayo se ha confirmado analizando una serie de
diluciones de una muestra de suero sobre el rango de 1,380 — 19,3 g/L con desviaciones
de linealidad de <10 %.

12,5 Sustancias interferentes

Se realiz6 un estudio siguiendo CLSI EP7-A2: Interference Testing in Clinical Chemistry,
Approved Guideline (documento CLSI EP7-A2). Se analizaron una muestra de suero
normal, muestras de suero con valor cercano al punto de decision médica y muestras de
suero anormal. No se observaron interferencias significativas en los ensayos con
triglicéridos (1000 mg/dL), intralipidos (2000 mg/dL), bilirrubina (200 mg/L) o hemoglobina
(5 g/L).

No hay constancia de interferencia significativa con farmacos de uso habitual.
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