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Introduccion: el analisis de cadenas ligeras libres en suero (CLL) se ha
incorporado a las guias del International Myeloma Working Group para el
diagndstico y tratamiento de las gammapatias monoclonales. Estas reco-
mendaciones se basaron Unicamente en un Unico ensayo (Freelite) e ins-
trumento. Aqui establecemos nuevos rangos de referencia (RR) para CLL
kappa y lambda, para la diferencia y la suma kappa-lambda y un nuevo
rango de diagnostico para la ratio kappa/lambda de CLL (K/L-CLL) en un
AU5800 (Beckman Coulter) con el reactivo de Trimero Diagnostic.

Material y métodos: para establecer nuevos RR se aplico el protocolo CLSI
EP28-A3C a 247 muestras de donantes de Fuenlabrada (Madrid, Espana) y
se obtuvo la estimacion del 95 % central y rango total. Se utilizaron mues-
tras de pacientes con hipo e hipergammaglobulinemia policlonal para la
evaluacion de K/L-CLL como indice de proliferacion monoclonal.

Resultados: los nuevos RR y el nuevo rango de diagnéstico de K/L-CLL
paraTrimero (0,44-1,23 mg/L) son muy diferentes a los de las guias (0,26-
1,65 mg/L). Proponemos nuevos RR para la diferencia K-L y la suma K+L.
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La validacion del rango diagndstico como indice de proliferacién mono-
clonal con muestras con hipo- e hipergammaglobulinemia confirman este
nuevo rango.

Conclusiones: en este estudio presentamos RR de CLL para reactivo de
Trimero medidos en un AU5800. Estos rangos son diferentes a los propor-
cionados por el fabricante y a los utilizados en la mayoria de los estudios
y pueden conducir a una clasificacion errénea de los pacientes. Los fabri-
cantes y los laboratorios clinicos deben esforzarse por proporcionar RR.

ABSTRACT

Background: serum free light chain (FLC) analysis has been incorporated
into the International Myeloma Working Group guidelines for diagnosis and
management of monoclonal gammopathies. These recommendations were
solely based on a single assay method (Freelite) and instrument. Here we es-
tablish new reference ranges (RR) for kappa and lambda FLC, for kappa-lamb-
da difference and sum and new diagnostic range for kappa/lambda FLC ratio
(K/L-FLC) in a AU5800 (Beckman Coulter) with the Trimero Diagnostic assay.

Material and methods: to establish new RRs the CLSI EP28-A3C protocol
was applied to 247 samples blood donors from Fuenlabrada, Spain and
the estimation of central 95 % and total range was obtained. Samples from
patients with polyclonal hypo- and hypergammaglobulinemia were used
for the evaluation of K/L-FLC as a monoclonal proliferation index.

Results: the new RRs and the new K/L-FLC diagnostic range for Trimero
(0.44-1.23 mg/L) are very different to the ones on the guidelines (0.26-
1.65 mg/L). We propose new RRs for K-L difference and K+L sum. Diagnos-
tic range validation as monoclonal proliferation index with samples with
hypo and hypergammaglobulinemia confirm this new range.

Conclusions: in this study we present FLC RRs for Trimero reagents meas-
ured on a AU5800. These ranges are different from those provided by the
manufacturer and from those used in most studies in the literature and
these may lead to misclassification of patients. Manufacturers and clinical
laboratories must strive to provide RRs for the technology they are using
and for their population.

INTRODUCCION

La introduccion de ensayos automatizados de sCLL,
que por primera vez permitio la cuantificacion de sCLL

Las cadenas ligeras libres (CLL) de inmunoglobulinas
se producen normalmente en un ligero exceso por las
células B para proporcionar el ensamblaje correcto de
inmunoglobulinas intactas. Sin embargo, solo el 60 %
de las CLL se ensamblan correctamente en inmuno-
globulinas recién sintetizadas, mientras que el resto
se libera en la circulaciéon sanguinea dando lugar al
conjunto de CLL policlonales en suero. El exceso se
elimina por la accidon catabolica de las enzimas en los
tubulos proximales del rinén.

En condiciones fisioldgicas se producen diariamente
aproximadamente 500 mg de CLL en suero (sCLL), con
una vida media que varia de 2 a 6 horas. En consecuencia,
dado que las concentraciones de sCLL dependen tanto
de su produccion como del aclaramiento renal, cualquier
exceso de produccion o insuficiencia renal puede contri-
buir a un cambio en la concentracion normal de sCLL,
dando lugar a concentraciones anormales de sCLL (1).

[Rev Med Lab 2021:2(1):11-20]

en los laboratorios y la evaluacion de la relacion kappa/
lambda de cadenas ligeras libres (K/L-CLL), cambio ra-
dicalmente el diagnéstico y la monitorizacion del tras-
torno plasmocelular.

Numerosas guias de practica clinica incluyen las CLL
tipo kappa (K-CLL) y CLL tipo lambda (L-CLL) y el ra-
tio K/L-CLL como criterios diagndsticos y prondsticos
de pacientes con gammapatias monoclonales y como
respuesta al tratamiento (2,3). El grupo de trabajo in-
ternacional sobre mieloma -The International Myeloma
Working Group (IMWG)- anadié estos nuevos criterios
diagnésticos de laboratorio a los ya conocidos de hi-
percalcemia, disfuncion renal, anemia y lesiones de
destruccion 6sea (CRAB). Estos criterios se denomi-
naron eventos definitorios de mieloma -myeloma de-
fining events (MDE)-y ahora se consideran suficientes
para el diagnéstico de mieloma multiple (MM) con o
sin la presencia de criterios CRAB. Especificamente,
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las sCLL constituyen un MDE cuando la ratio de CLL
involucrada/no involucrada (i/u-CLL) excede de 100.
Estas guias especifican que los valores propuestos se
definen para las mediciones realizadas con el reacti-
vo Freelite -The Binding Site (TBS), Birmingham, UK-,
pero no indica nada sobre la tecnologia utilizada ni la
plataforma que se utilizd. Esos valores estan basados
en un estudio de Katzmann y cols. (4) en el que se de-
finieron los rangos de referencia (RR) para valores de
K-CLL y L-CLL en suero y rangos de diagndstico para
valores de K/L-CLL. Este estudio utiliz6 reactivos Free-
lite compuestos por antisueros policlonales para reco-
nocer epitopos localizados en el dominio constante de
K-CLLy L-CLL en suero. Las pruebas se realizaron en un
nefelémetro BNII (Dade Behring, actualmente Siemens
Healthineers). Los rangos definidos por Katzmann y
cols. en este estudio son los que se citan en las guias
de practica clinica (2,3).

En los ultimos anos, las mediciones de K-CLL y L-CLL
se han expandido a numerosas plataformas de instru-
mentos de varios fabricantes que utilizan metodolo-
gias nefelométricas (5) o turbidimétricas (6,7) y se ha
aumentado la accesibilidad de estas pruebas en la-
boratorios clinicos. Otros fabricantes han lanzado sus
propios reactivos para diferentes plataformas Siemens
Healthineers (nefelometria) (8), Diazyme (turbidime-
tria) (9), Sebia (ELISA) (10), Seralite (flujo lateral) (11),
Trimero Diagnostic (turbidimetria y nefelometria).

Tras la inclusién de la medicion de las sCLL a los cri-
terios de diagnodstico y respuesta al tratamiento, las
sCLL se han introducido rapidamente tanto en la practi-
ca clinica como en los ensayos clinicos. Por lo tanto, es
vital que los laboratorios verifiquen o establezcan RR
para K-CLL, L-CLL y rangos de diagndstico para K/L-CLL
para garantizar que la prueba satisfaga las necesidades
clinicas.

Los reactivos de Trimero Diagnostic son los de mas
reciente aparicion y no existen datos publicados de RR
y de transferencia de resultados con otros reactivos.
Debido a un cambio de tecnologia en nuestro labora-
torio, se realizd un estudio de transferibilidad de re-
sultados y se detectd una falta de concordancia en los
valores obtenidos con respecto a los de la bibliografia
que podria afectar a la practica clinica. El objetivo de
este estudio es obtener RR para K-CLL, L-CLL y rangos
de diagndstico para K/L-CLL en nuestra poblaciéon con
los reactivos de Trimero Diagnostic en el analizador
A5800 (Beckman Coulter). Como aportacion original
nos planteamos calcular los RR de la diferencia K-L y
la suma K+L, que podrian ayudar en el diagndstico y
seguimiento de los pacientes.

MATERIALY METODOS

Poblacion de estudio

Se realizé un estudio prospectivo con poblacion sana
para la obtencion de RR de CLL. Durante los meses de
octubre a diciembre de 2019 se recolectaron sueros de

255 donantes en el Hospital Universitario de Fuenla-
brada, Madrid (Espana). Antes de la aceptacion en la
participacion en el estudio se les realizd una encuesta
de salud para confirmar su estado. Los criterios de ex-
clusion fueron aquellos que hacen que se eleven las
CLL, como haber padecido alguna infeccion reciente,
enfermedad renal cronica (ERC), enfermedades hema-
toldgicas, enfermedades autoinmunes o diabetes me-
llitus.

A todos los participantes se les midieron proteinas
totales, albumina, creatinina, cistatina C, inmunoglo-
bulinas, electroforesis de proteinas e inmunotipado,
y se calculé la estimacion del filtrado glomerular
(eFG, por la formula CKD EPI [12] de 2012 que inclu-
ye creatinina y cistatina C), para identificar cualquier
anormalidad que pudiera excluir alguna muestra. Se
excluyeron 6 casos por detectarse componentes mo-
noclonales (3 1gG, 2 IgM y 1 CLL tipo lambda) y dos
outliers, una con CLL anormalmente altas y otra con
CLL anormalmente bajas. El nUmero total de muestras
seleccionadas fue 247, 147 hombres (60 %) y 100 mu-
jeres (40 %). La mediana de edad fue de 41 anos con
un rango de 18-65.

Para la validacién de K/L-CLL como indice de proli-
feracion monoclonal, se analizaron sueros de 30 pa-
cientes con hipogammaglobulinemia policlonal y de
30 pacientes con hipergammaglobulinemia policlonal.
En todos estos casos, la eFG fue > 70 mL/min/1,73 m?,
el patron de electroforesis de proteinas fue normal y el
inmunotipado fue negativo.

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica local
y todos los participantes firmaron un consentimiento
informado.

Procesamiento y almacenamiento de muestras
de suero

Las muestras de sangre se dejaron coagular a tempe-
ratura ambiente durante al menos 30 minutos, seguido
de centrifugacion de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Los sueros se dividieron en alicuotas en dos
tubos sin aditivos y se almacenaron a -40 °C hasta el
analisis.

Métodos analiticos

Las pruebas bioquimicas fueron medidas en un ana-
lizador AU5800 (Beckman Coulter). Las caracteristicas
de las técnicas se presentan en la tabla I. La electrofo-
resis de proteinas y el inmunotipado fueron realizados
por electroforesis capilar en un instrumento V8 Nexus
(Helena Laboratories) con un limite de deteccion de 1
mg/L para proteinas monoclonales dependiendo de la
posicion de la proteina monoclonal.

Las CLL se midieron por turbidimetria en el analiza-
dor AU5800 usando reactivos de Trimero Diagnostic
(Barcelona, Espana). Este reactivo esta compuesto por
anticuerpos policlonales de conejo especificos contra

[Rev Med Lab 2021:2(1):11-20]
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Tabla I.

Caracteristicas de rendimiento analitico y datos de pruebas medidas

en donantes de sangre

Mediana Intervalo Método de medida CV intraen- CV interen-
intercuartil sayo (%)* sayo (%)*

Proteinas totales 73 0,5 Biuret <0,34 <0,7
Albumina 4,4 0,4 Verde bromocresol <1,17 < 1,55
Cistatina C 0,77 0,16 Inmunoturbidimétrico <0,82 <1,78
Creatinina 0,82 0,22 Enzimatico (IDMS) <12 <23
eFG CreaCis 106,2 18,0 CKD-EPI 2012

IgG 1078 276 Inmunoturbidimétrico < 2,24 < 4,66
IgA 234 17 Inmunoturbidimétrico <2,18 < 4,01
IgM 104 62 Inmunoturbidimétrico <219 <4,08
K-CLL 8,5 2,6 Inmunoturbidimétrico <76 <38
L-CLL 1,7 4,15 Inmunoturbidimétrico <65 <4,3

*Proporcionado por el fabricante. Unidades: g/dL: proteinas totales, albimina; mg/dL: cistatina C, creatinina, IgG, IgA, IgM; mg/L: K-CLL, L-CLL; mL/

min/1,73 m? eFG CreaCis.

los determinantes ocultos de las cadenas ligeras. El
fabricante propone para sus calibradores tres trazabi-
lidades diferentes ya que no existe un estandar inter-
nacional. Una es referida a los calibradores de Freelite;
otra asignando un valor de 100 unidades arbitrarias
(UA)/mL tanto a K-CLL como a L-CLL al calibrador inter-
nacional de proteinas ERM-DA470k/IFCC; y una terce-
ra mediante la asignacion de valores de K-CLL y L-CLL
en mg/L al calibrador ERM-DA470k/IFCC. Los factores
de conversion para pasar de Freelite (mg/L) a UA/mL
son 14,62 para K-CLL y 9,41 para L-CLL, y para pasar de
Freelite (mg/L) a los valores referidos al estandar ERM-
DA470k/IFCC (mg/L) son 0,4275 para K-CLL y 0,1128
para L-CLL. En nuestro estudio hemos utilizado la refe-
rida a Freelite para poder comparar con otros estudios
de la literatura. Se uso6 un solo lote de reactivos para
cada prueba.

Analisis estadistico

Los RR se determinaron por el método no paramétri-
co de acuerdo con la guia EP28-A3C del Clinical Labo-
ratory Standards Institute (CLSI) (13). Los percentiles
2,6y 975 se usaron como limites inferior y superior.
El analisis estadistico se realizd con MedCalc v.15.8
(MedCalc Software, Bélgica). Se utilizé la prueba U de
Mann-Whitney para muestras independientes para las
comparaciones realizadas en la validacion del rango
diagnéstico de K/L- CLL y las referidas a sexo y edad.
Un valor de p < 0,05 se considerd estadisticamente sig-
nificativo.

[Rev Med Lab 2021:2(1):11-20]

RESULTADOS

Teniendo en cuenta que la funcién renal del indivi-
duo puede afectar al aclaramiento de las CLL del suero
se realizd una evaluacidon de la estimacion de la fun-
cion renal mediante la formula CKD EPI que incluye
cistatina C y creatinina. Ningun individuo padecia ERC
y todas las estimaciones estuvieron por encima de 70
mL/min/1,73 m?2. Se evidencié una disminucion de la
eFG con la edad y diferencias estadisticamente signifi-
cativas (p = 0,016) entre hombres (mediana: 105,0 mL/
min/1,73 m?) y mujeres (mediana: 108,5 mL/min/1,73
m?). También se encontraron diferencias estadistica-
mente significativas (p < 0,0001) respecto al sexo para
cistatina C (medianas hombres vs. mujeres: 0,79 vs.
0,72 mg/L) y creatinina (medianas hombres vs. muje-
res: 0,91 vs. 0,70).

Segun se muestra en el grafico (Fig. 1), en los resul-
tados de K/L-CLL y de la diferencia K-L-CLL no se ob-
servan grandes diferencias con la edad, sin embargo,
si se observa una leve tendencia a disminuir. Respec-
to del sexo, las diferencias no son estadisticamente
significativas (diferencia medianas = 0,01 mg/L y 0,45
mg/L; p =0,84y 0,26, respectivamente). Sin embargo,
para K-CLL, L-CLL y la suma K+L si parece haber un
aumento con la edad y diferencias estadisticamente
significativas con el sexo: K-CLL (diferencia medianas
= 0,7 mg/L; p = 0,009), L-CLL (diferencia medianas =
0,95 mg/L; p = 0,03), suma K+L-CLL (diferencia media-
nas = 1,30 mg/L; p = 0,013). Los resultados de CLL y
su relacion con la edad y el sexo se muestran en la
tabla Il.
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Figura 1 - Concentracion de K-CLL (A), L-CLL (B), K/l-CLL (C), diferencia K-L (D) y suma K+L (E) en las 247 muestras de referencia
representadas frente a la edad (anos) y por sexo (K: kappa, L: lambda, CLL: cadenas ligeras libres).

¢ Mujer, 0 Hombre. Linea de tendencia: — Mujer; Hombre.

Tabla Il.

Valores de cadenas ligeras libres de 247 muestras de suero de donantes
y su relacion con la edad y el sexo

Media (DE) Mediana (RI) Percentiles 2,5-975 Rango p
K <40 8,3 (2,0) 8,1(2,5) 4,8-13,4 3,6-13,8
0,0023
K> 40 9,0 (2,0) 8,9 (2,8) 5,7-13,4 5,3-14,8
L <40 11,4 (3,3) 11,0 (4,1) 6,3-18,7 5,8-22,5
0,0002
L>40 13,0 (3,4) 12,5 (4,1) 8,0-21,5 6,9-28,2
Edad
(afos) K/L < 40 0,75 (0,15) 0,71 (0,18) 0,49-1,10 0,44-1,17
. 0,0284
€40n:120 ) 49 0,71 (0,13) 0,69 (0,16) 0,49-1,04 0,44-1,23
>40 n: 127
Dif K-L < 40 -3,12 (2,25) -3,0 (3,1) -8,58-0,69 -11,1-1,3
0,0034
Dif K-L > 40 -3,96 (2,41) -3,8 (3,1) -9,28-0,48 -14,6-1,6
Sum K+L <40 19,7 (5,0) 19,1 (7,0) 11,6-32,1 10,8-33,9
0,0003
Sum K+L > 40 22,1 (5,1) 21,5 (6,1) 14,7-34,8 14,1-41,8

(Continda en la pdgina siguiente)

[Rev Med Lab 2021:2(1):11-20]
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Tabla Il (Cont.)

Valores de cadenas ligeras libres de 247 muestras de suero de donantes
Y su relacién con la edad y el sexo

K-H 9,0 (2,1) 8,9 (3,0) 5,3-13,7 4,9-14,8
0,0089
K-M 8,2(1,8) 8,2 (2,5) 4,7-12,2 3,6-13,1
L-H 12,7 (3,6) 12,2 (4,1) 6,6-21,9 6,3-28,2
0,0279
LM 11,6 (3,1) 11,2 (3,9) 6,3-18,8 5,8-20,5
Sexo K/L-H 0,73 (0,14) 0,70 (0,17) 0,50-1,06 0,48-1,11
H: n =147 0,8425
M: n = 100 K/L-M 0,73 (0,15) 0,71 (0,19) 0,45-1,07 0,44-1,23
Dif K-L-H -3,7 (2,4) -3,6 (3,1) -9,5-0,6 -14,6-1,3
0,2587
Dif K-L-M -3,4(2,2) -3,1(2,8) -8,2-0,4 -9,6-1,6
Suma K+L:-H 21,6 (5,4) 21,0 (6,4) 12,6-34,3 11,6-41,8
0,0126
Suma K+L-M 19,8 (4,6) 19,7 (5,9) 11,5-30,2 10,8-33,6

Unidades: mg/L. DE: desviacion estandar. RI: rango intercuartil. p: significacion estadistica. K: kappa CLL. L: lambda CLL. K/L: ratio kappa/lambda CLL. Dif K-L:
diferencia CLL kappa-lambda. Suma K+L: suma CLL kappa+lambda. H: hombres. M: mujeres.

Se establecieron los percentiles 2,5 y 975 para ob-
tener el RR sin discriminar por sexo o edad. Como en
otras publicaciones, también se calculdé el rango de
diagnéstico de K/L-CLL que incluye al 100 % de la po-
blacion de referencia. Los resultados se muestran en la
tabla lll. Se establecié un nuevo RR para la diferencia
entre K-L-CLL de -8,6 a 0,6 mg/L (el signo menos indi-
ca que L-CLL es mayor que K-CLL) y para la suma K+L-
CLL de 12,4 a 32,8 mg/L como datos adicionales que
podrian ayudar en el diagndstico y seguimiento de los
pacientes.

La figura 2 muestra los resultados de la validacién
del rango de diagnostico obtenido para K/L-CLL (0,44-

1,23). Los valores de los sujetos estudiados con hiper-
e hipogammaglobulinemia estaban incluidos tanto en
nuestro rango como en el propuesto por el fabricante
(0,26-1,65 obtenido de la bibliografia), dado que este ul-
timo es mas amplio que el que proponemos en nuestro
estudio. Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en las concentraciones de K-CLL y L-CLL
de las muestras de los pacientes con hipergammglo-
bulinemia (rango: K-CLL: 6,7-56,9 mg/L; L-CLL: 9,2-66,0
mg/L) y de los pacientes con hipogammaglobulinemia
(rango: K-CLL: 4,9-11,3 mg/L; L-CLL: 7,0-17,6 mg/L) res-
pecto a los donantes de sangre (test U de Mann-Whit-
ney p < 0,05 en todos los casos).

Tabla IlI.

Rangos de referencia de 247 muestras de suero de donantes de sangre

K-CLL L-CLL K/L-CLL Dif K-L Suma K+L

(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
Media (DS) 8,7 (2,0 12,2 (3,5) 0,73 (0,14) -3,5 (2,4) 20,9 (5,17)
Mediana (RI) 8,5 (2,6) 1,7 (4,1) 0,70 (0,18) -3,3(1,4) 20,2 (6,7)
P25 5,0 6,6 0,49 -8,56 12,4
(IC 90 %) (4,6-5,7) (5,9-7,1) (0,44-0,53) (-11,1;-7.7) (11,4-13,0)
P 975 13,4 20,4 1,05 0,56 32,8
(IC 90 %) (12,5-13,8) (18,5-25,6) (0,99-1,17) (-0,10 -1,3) (30,2-38,3)
Minimo 3,6 5,8 0,44 -14,6 10,8
Maximo 14,8 28,2 1,23 1,6 41,8
RR fabricante 3,3-19,4 5,7-26,3 0,26-1,65

Los resultados en cursiva indican los limites para la interpretacion de resultados. DS: desviacién estandar. RI: rango intercuartil. P: percentil. IC: intervalo de

confianza. K: kappa. L: lambda. CLL: cadenas ligeras libres.

[Rev Med Lab 2021:2(1):11-20]
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Figura 2 - Distribucion de valores del cociente kappa/lambda de
cadenas ligeras libres (K/L CLL) obtenidos de pacientes con hipo
e hipergammaglobulinemia policlonal y donantes de sangre (li-
nea continua: rango de diagndstico calculado en este estudio;
linea discontinua: rango de diagndstico de la bibliografia).

DISCUSION

La importancia que ha adquirido la medicion de las
sCLL con la inclusion en las guias del IMWG ha hecho
que la industria de diagnodstico in vitro disefe sus pro-
pios reactivos para diferentes plataformas. Como no
existe un estandar internacional al que referenciarse,
los valores que se obtienen entre las distintas tecno-
logias, los diferentes instrumentos e incluso con el
mismo tipo de reactivos, son muy diferentes (Tabla IV).

Por eso es necesario establecer RR para cada una de
esas combinaciones y para la poblacion con la que se
trabaja. El insert del fabricante hace alusion a los RR
de la bibliografia (4), sin embargo hace un pequeno
estudio y se puede comprobar que los resultados son
similares en los valores centrales y tienen menos varia-
bilidad al obtener unos rangos mas estrechos. Los va-
lores del estudio deTrimero frente a la bibliografia son:
K-CLL (RR: 4,84-14,2 vs. 3,3-19,4), L-CLL (RR: 7,03-22,5
vs. 5,7-26,3) y K/L-CLL (rango diagnostico: 0,43-1,05 vs.
0,26-1,65).

En nuestro estudio, los valores de K/L-:CLL se mantie-
nen con el incremento de la edad con una ligera ten-
dencia descendente, mientras que en los valores de
K-CLL y de L-CLL si parece haber un pequenfo aumento
que podria estar causado por la disminucion fisioldgica
del filtrado glomerular (Fig. 1). Esta misma circunstan-
cia también se observé en el trabajo de Katzmann y
cols. (4), con un aumento mas acusado en edades > 60
anos. Otros autores han informado de un aumento en
el RR de K/L-CLL en poblaciones de edad avanzada, lo
que sugeria que los RR dependientes de la edad debian
ser tenidos en cuenta (14,15). Otros autores no encon-
traron diferencias cuando compararon entre mayores y
menores de 50 anos (16).

Nuestros resultados indican que hay una dependen-
cia de la edad, pero su variacion cuantitativa puede
considerarse clinicamente no significativa. En los grafi-
cos de K-CLL/cistatina C y L-CLL/cistatina C, no mostra-
dos, se observa que esa pendiente positiva disminuye
considerablemente por lo que parece que ese pequeho
aumento pueda ser debido a la disminucién de la fun-
cién renal que se produce de manera fisioldgica. Cuan-
do se compara por sexo también observamos ligeras

Tabla IV.

Rangos de referencia de diferentes ensayos de cadenas ligeras libres kappa

(K-CLL, mg/L) y lambda (L-CLL, mg/L) y rangos de diagndstico de la ratio
kappa/lambda (K/L-CLL)

17

K-CLL L-CLL K/L CLL
Trimero Diagnostic (estudio) 5,0-13,4 6,6-20,4 0,44-1,23
Trimero Diagnostic (interno Trimero) 4,8-14,2 7,0-22,5 0,43-1,05
Freelite (TBS) (2,4) (Guia IMWG) 3,3-19,4 5,7-26,3 0,26-1,65
Freelite Optilite (17) 7,2-275 5,7-21,5 0,40-2,58
Freelite SPA Plus (17) 5,56-24,7 4,9-18,7 0,36-2,07
Freelite Immage (17) 5,8-174 74-24,5 0,20-1,26
Freelite Cobas (17) 8,1-29,8 8,6-19,9 0,50-2,43
N Latex FLC (8) 6,7-22,4 8,3-270 0,31-1,56
Sebia FLC (10) 5,2-15,3 8,2-18,1 0,37-1,44
Diazyme (9) 2,4-20,7 4,2-277 0,22-1,74
Seralite (5-95 %) (11) 5,2-22,7 4,0-25,1 0,48-2,49
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diferencias y, aunque algunas son estadisticamente
significativas, cuantitativamente no tienen gran tras-
cendencia clinica. Dado que las diferencias observadas
en sexo y edad no se consideran clinicamente relevan-
tes, hemos considerado obtener un unico RR, al igual
que otros autores, aunque debe tenerse en cuenta esta
tendencia con la edad.

En un estudio llevado a cabo por Cotten y cols. (17)
en el que utilizaban reactivos Freelite en diferentes
plataformas, los resultados del nefelémetro Immage
(Beckman Coulter) fueron aceptables con respecto a
los rangos publicados por Katzmann, sin embargo,
los medidos en turbidimetros como Optilite (TBS),
SPA Plus (TBS) o Cobas 6000 c601 (Roche Diagnos-
tic) fueron significativamente mas altos. Esto da una
idea de la variabilidad de los resultados en funcién de
los reactivos y la tecnologia empleada (Tabla IV). En
otros estudios de comparacion se han detectado im-
portantes diferencias llegando a la conclusion de que
los resultados no son transferibles entre distintas pla-
taformas.

Se han publicado estudios que utilizaban reactivos
Freelite en los nefeldmetros de Siemens Healtheneers
(8) y Beckman Coulter (17) en los que los autores obser-
van una alta concordancia clinica, aunque se encontra-
ron importantes discrepancias en algunos resultados.
Sin embargo, otros autores que compararon el mismo
reactivo en estos nefeld6metros han considerado que la
concordancia no era aceptable (18,19).

Muchos de los estudios de comparacién entre reacti-
vos que utilizan anticuerpos policlonales (Freelite CLL,
TBS) y reactivos que utilizan anticuerpos monoclo-
nales (N Latex CLL, Siemens Healtheneers) detectan
grandes diferencias en las comparaciones. Esto hace
que los resultados no sean intercambiables y que se
clasifiquen incorrectamente las muestras como pa-
toldgicas y no patologicas. Las causas pueden ser la
diferente composicién de los reactivos y que la me-
dicion de Freelite se realiza en turbidimetros como
Optilite o SPA Plus (6,7) u otras plataformas (20) y asu-
men que los RR para Freelite CLL son los obtenidos
por Katzmann por nefelometria. Como queda patente
en nuestro estudio y en la bibliografia, los RR tienen
unas diferencias tan importantes que se podria pensar
que las conclusiones de esos estudios podrian no ser
correctas.

Una consideracion importante en el diagndstico, en
la evaluacion de la respuesta y de la remision, y en el
prondstico de los pacientes con gammapatias mono-
clonales es la precisién de los RR de K-CLL, L-CLL, K/L-
CLL y diferencia K-L para asegurar una interpretacion
clinicamente util de los resultados de las pruebas. La
adopcién de los RR de CLL del fabricante y de la guia
del IMWG, independientemente del tipo de platafor-
ma del instrumento, podria sugerir que los RR de CLL
son universales. Sin embargo, los reactivos para la
medicién de CLL estan disponibles comercialmente
en mas de 10 plataformas y el efecto de la variabi-
lidad entre instrumentos con diferente tecnologia
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debe ser tenido en cuenta. En el caso de la utilizacién
del reactivo de Trimero Diagnostic un K/L-CLL entre
1,23-1,65 o entre 0,26-0,43 seria indicativo de prolife-
racion monoclonal y, sin embargo, si utilizamos los
valores de la guia IMWG serian totalmente normales
(Tabla 1V).

El hecho de que la guia del IMWG indicara unos RR
concretos sin advertir de que no eran transferibles a
otras plataformas ha generado confusion y pueden
estarse utilizando RR erroneos. Ni la ratio K/L CLL de
0,26-1,65, ni el de i/u-CLL > 100 o la concentracion de
la CLL involucrada > 100 mg/L serian valores correctos
para la clasificacién de los pacientes si no se usan los
reactivos y el analizador empleado por Katzmann (18).
Estudios publicados recientemente mostraron que los
umbrales de diagnostico para i/u-CLL > 100 propuestos
para Freelite no se aplican a N Latex FLC y Sebia FLC.
Se propusieron nuevos umbrales para N Latex FLC > 30
(21) o > 50 (22) y para Sebia FLC > 16 (23) o > 20 (22).
La consecuencia clinica es que estos pacientes pueden
o no cumplir con los criterios de MM que requieren te-
rapia dependiendo del tipo de reactivo y la tecnologia
utilizada.

Como contribucién original nosotros proponemos
un nuevo RR para la diferencia K-L.-CLL de -8,6 a 0,6
mg/L. En general, K/L-:CLL se usa para el diagnostico
y seguimiento de gammapatias monoclonales y K-L-
CLL es util en la practica clinica diaria porque, en las
gammapatias monoclonales, ademas del aumento
de la CLL involucrada, se suprime la no involucrada,
y de esta diferencia no existen valores de referencia.
Algunos autores han descrito otras utilidades de este
pardmetro, como la prediccion de eventos tromboem-
bolicos en pacientes con amiloidosis AL (24) o la dis-
tincion entre mieloma y no mieloma en pacientes con
lesién renal aguda (25). Campbell y cols. (11) proporcio-
no6 un RR de K-L-CLL para la prueba Seralite y evalué su
comportamiento en pacientes con mieloma multiple. El
rango de diferencia K-L podria ayudar en el diagnosti-
co y seguimiento de los pacientes y debe evaluarse en
estudios posteriores.

La inmunodeficiencia comun variable (IDCV) tie-
ne una alta variabilidad clinica y heterogeneidad
inmunoldgica. Varios investigadores han propuesto
combinaciones de biomarcadores clinicos e inmu-
nolégicos para mejorar el diagnéstico y proporcio-
nar estrategias de seguimiento y tratamiento que
puedan mejorar el prondstico de cada paciente. Un
biomarcador propuesto recientemente para el diag-
noéstico de IDCV es la cuantificacién de sCLL (26-28).
Guevara-Hoyer y cols. (29) han sugerido la suma de
K+L-CLL como un biomarcador combinado practico
del diagnodstico de IDCV y otras aplicaciones poten-
ciales para su seguimiento y prondstico. Han obteni-
do un punto de corte para discriminar entre IDCV y
otras inmunodeficiencias. La mayoria de los pacien-
tes con IDCV presentan sCLL bajos o indetectables
en comparacién con inmunodeficiencias primarias
o secundarias. Proponemos un nuevo RR que no ha
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sido definido hasta el momento para la suma de K+L-
CLL de 12,4-32,8 mg/L con los reactivos de Trimero
Diagnostic.

En la validacién del rango de diagnédstico K/L-CLL
obtenido con muestras con hipogammaglobulinemia
policlonal e hipergammaglobulinemia policlonal todos
los valores estaban dentro del nuevo RR, lo que confir-
ma la validez del nuevo rango. Como era de esperar, se
encontraron diferencias estadisticamente significativas
(p < 0,001) entre las concentraciones de K-CLL y L-CLL
de las muestras de estos pacientes y las de los donan-
tes de sangre.

Entre los factores que pueden influir en la obtencion
de resultados diferentes en los distintos estudios po-
demos encontrar variables pre- y post-analiticas como
el numero de sujetos evaluados en el estudio, los cri-
terios de inclusion y exclusién, la utilizacién de uno o
varios lotes de reactivos, el analisis estadistico realiza-
do (eliminacion de outliers, método basado en distri-
buciéon normal, método no paramétrico CLSI EP28-A3C
o la utilizacion del método robusto).

Este estudio tiene fortalezas como los criterios de
inclusion y exclusion que han hecho que los RR sean
mas estrechos que otros publicados (4,17,20). Como li-
mitaciones podemos considerar el rango de edad has-
ta los 65 anos, si bien algunos autores solo detectaron
diferencias significativas a partir de 80 anos (4,14,15); y
también la utilizacion de un unico lote de reactivos. En
numerosas ocasiones se ha citado la falta de consisten-
cia entre lotes de reactivos policlonales como Freelite
(16,30) y esto puede ser causa de una alta variabilidad
en los resultados y unos RR mas amplios, sobre todo
en el limite superior.

CONCLUSIONES

En este estudio presentamos RR de sCLL para reacti-
vos de Trimero Diagnostics medidos por turbidimetria
en un AU5800 de Beckman Coulter. Estos rangos son
diferentes a los proporcionados por el fabricante, que
son los indicados en las guias IMWG, utilizados en la
mayoria de estudios publicados, lo que consideramos
ha podido suponer una clasificacion errénea de los pa-
cientes.

Como contribucion original se proponen RR para K-L-
CLL y K+L-CLL que no han sido descritos previamente
para este reactivo. La utilidad de estos RR debe investi-
garse en fututos estudios.

Debido a las diferencias entre reactivos monoclona-
les y policlonales y las distintas plataformas con dife-
rente tecnologia que se utilizan para medir las sCLL,
la variabilidad en los rangos es elevada y no pueden
existir unos RR ni puntos de corte Unicos y universales.
Por esa razon, es necesario disponer de un estandar
internacional para minimizar las diferencias.

Los fabricantes y los laboratorios clinicos deben es-
forzarse para proporcionar unos RR para la tecnologia
que estan utilizando y para su poblacion.
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