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Introducción
• A principios de la década del 2000, se introduce la prueba de cadenas livianas

libres (CLL) en suero lo que hizo avanzar fuertemente el diagnóstico de las
gammopatías monoclonales.

• Desde entonces, el análisis de CLL en suero se convirtió en una prueba
complementaria cada vez más importante en el manejo de pacientes con
gammopatías monoclonales.

• Las CLL en suero ha demostrado su valor clínico en el contexto del cribado, el
diagnóstico, el pronóstico y el seguimiento de la respuesta a la terapia.
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Criterios MGUS SMM MM
Concentración de la proteína 
monoclonal en suero

< 30 g/L ≥ 30 g/L* Sin umbral

% de células plasmáticas en 
medula ósea

< 10 % 10 – 60 %* ≥ 10 %

Concentración de la proteína 
monoclonal en orina

≥ 500 mg/24hs*

Daño de órgano blanco (CRAB) AUSENTE AUSENTE PRESENTE

SLiM AUSENTE AUSENTE

1. Células plasmáticas en médula ósea > 60%
2. Relación entre CLL involucrada y no 

involucrada > 100
3. > 1 lesión focal en RMN (≥ 5 mm)

Criterios diagnósticos (a partir del año 2014) 

* Al menos 1 de los 3 
criterios debe estar presente



Estudios recomendados para el diagnóstico de mieloma

• Historia del paciente y examen físico

• Hemograma completo y frotis

• Electroforesis de proteínas séricas e 
inmunofijación

• Cuantificación de inmunoglobulinas por 
nefelometría

• Electroforesis de proteínas urinarias e 
inmunofijación (orina de 24 horas)

• Cuantificación del pico monoclonal

• Calcio y Creatinina
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• β2 microglobulina

• Lactato deshidrogenasa

• Cadenas livianas libres (CLL) en suero

• Aspirado y / o biopsia de médula ósea

• Citogenética (cariotipo en metafase y FISH)

• Estudio radiológico óseo: columna, pelvis,
cráneo, húmero y fémur

• Imágenes de resonancia magnética en
determinadas circunstancias



Que son las CLL ?
• Una inmunoglobulina (Ig) completa consta de dos cadenas

pesadas y dos cadenas livianas idénticas.

• Existen cinco clases de Ig que definen la cadena pesada (IgG,
IgA, IgM, IgD, IgE) y dos clases de cadena liviana, kappa (κ) y
lambda (λ).

• Las cadenas pesadas y livianas de la Ig completa se sintetizan de
forma asincrónica y se ensamblan dentro del los linfocitos B con
una producción de cadenas livianas entre un 10 y un 40%
mayor que la de las cadenas pesadas.

• Este exceso de producción, es excretado en forma libre en el
suero por las células plasmáticas, lo que representa
aproximadamente 500 mg / día de cadenas livianas libres (CLL)
policlonales.
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Cadena pesada

Cadena liviana

Kappa
Cadenas livianas 

libres Kappa

(22.5 kDa)

Cadenas livianas 

libres Lambda

(45 kDa)

Cadena pesada

Cadena liviana

Lambda



Que son las CLL ?
• La concentración de CLL en el suero depende de la cantidad

sintetizada por las células plasmáticas y del clearence renal.

• La vida media de las CLL es de 2-6 horas (en comparación con 21
días para la IgG)

• Las CLL se filtran rápida y libremente por los glomérulos y luego se
reabsorben casi por completo a nivel del túbulo proximal por
endocitosis, donde son catabolizadas en aminoácidos.

• Por lo tanto, en condiciones fisiológicas, la cantidad de CLL
excretadas en orina es muy baja (aproximadamente 1-10 mg / día).
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TÚBULO
PROXIMAL

[CLL] en suero ↓↓ 

• FLC K = Normal
• FLC λ = Normal
• Relación k/λ = Normal



Aumento de la producción de CLL
➢ Aumento policlonal (relación κ / λ = Normal)
• En caso de aumento de CLL indica una proliferación de linfocitos B policlonales.

• Causas:
- Enfermedades autoinmunes, infecciones virales crónicas
- Disminución de la filtración glomerular de Ig policlonal (insuficiencia renal,

vejez)

➢ Aumento monoclonal (relación κ / λ = anormal)
• Exceso de producción del mismo isotipo de CLL, vinculado a la proliferación de

un clon de linfocitos B.

• Múltiples causas:
- Mieloma,
- MGUS,
- Leucemia linfoide crónica (LLC),
- Enfermedad de Waldenström (MW)
- Amiloidosis asociada con cadenas livianas (AL),
- Plasmocitoma
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TÚBULO PROXIMAL
SATURADO

↑↑ [CLL] en
suero y orina

Relación k/λ = Anormal



Interés de la medición de CLL en suero

• Diagnóstico de gammapatías monoclonales, especialmente en presencia de CLL

monoclonales (amiloidosis AL, mieloma oligosecretor)

• Seguimiento del paciente

• Pronóstico y estratificación del riesgo

• Marcador de remisión y la detección temprana de recaídas debido a la corta vida 

media de la CLL

Sebia I 9



Medición de CLL en suero
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FREELITE N LATEX FLC DIAZYME SERALITE sebia FLC

Método
Inmunoensayo

potenciado con látex
Inmunoensayo

potenciado con látex
Inmunoensayo

potenciado con látex
Inmunocromatografía

competitiva
ELISA sandwich

Anticuerpos Policlonales Monoclonales Policlonales Monoclonales Policlonales

Instrumento
Nefelometría 
Turbidimetría

Nefelometría Turbidimetría Lector ADxLR5
Manual

Plataforma ELISA



Medición de CLL en suero
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• Uso de antisueros específicos que reconocen
únicamente las cadenas livianas libres no unidas

Cadenas Livianas Libres (CLL)

Cadena liviana
unida a una

cadena pesada

Sitios reconocidos por 
antisueros dirigidos contra 
cadenas ligeras libres



Kits sebia FLC
Una plataforma novedosa para el análisis CLL en suero



Principio del método: ELISA sandwich
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Anticuerpo de
captura

Antígeno

P

Anticuerpo de 
detección

P

Sustrato

Producto

Incubación Incubación Incubación



Método ELISA: 8 etapas sucesivas
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INCUBACION
30 minutos

Agregar solución 
STOP

1 2 3 4 5 6

< 5 minutosINCUBACION
30 minutos

INCUBACION
30 minutos

Agregar
muestra

Lavado 
microplaca

Agregar anticuerpo 
detección

Lavado 
microplaca

Agregar
sustrato Leer la microplaca 

a 450 nm

8

Cálculo concentración 
FLC Kappa y FLC Lambda

(mg/L)

7
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Kit FLC Kappa

ITEMS PN 5102

Microplaca Kappa (lista para usar)
1 microplaca de 12 segmentos

con 8 pocillos cada uno

Tampón de dilución (listo para usar) 1 vial de 100 mL

Solución de lavado (solución concentrada) 1 vial de 100 mL

Calibradores Kappa (listos para usar) 5 viales de 0,6 mL

Antisuero Anti-Kappa – PER (listo para usar) 1 vial de12 mL

Sustrato Kappa (listo para usar) 1 vial de 12 mL

Solución Stop (lista para usar) 1 vial de 12 mL

• Durante el transporte, el kit debe conservarse 

imperativamente entre 2-8 °C

• En el laboratorio, el kit debe almacenarse entre 2-8 °C

• Estabilidad del kit: 12 meses máximo
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Kit FLC Lambda

ITEMS PN 5103

Microplaca Lambda (lista para usar)
1 microplaca de 12 segmentos

con 8 pocillos cada uno

Tampón de dilución (listo para usar) 1 vial de 100 mL

Solución de lavado (solución concentrada) 1 vial de 100 mL

Calibradores Lambda (listos para usar) 5 viales de 0,6 mL

Antisuero Anti-Lambda – PER (listo para usar) 1 vial de12 mL

Sustrato Lambda (listo para usar) 1 vial de 12 mL

Solución Stop (lista para usar) 1 vial de 12 mL

• Durante el transporte, el kit debe conservarse 

imperativamente entre 2-8 °C

• En el laboratorio, el kit debe almacenarse entre 2-8 °C

• Estabilidad del kit: 12 meses máximo



Microplacas
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LambdaKappa



Controles de calidad
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Control FLC NIVEL 1

PN 5112 (x 1 vial)

Control FLC NIVEL 2

PN 5113 (x 1 vial)

Kappa & Lambda
VALORES NORMALES

Kappa & Lambda
VALORES ELEVADOS



Diseño de la microplaca
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Blanco

Calibrador 1

Calibrador 2

Calibrador 3

Calibrador 4

Calibrador 5

Control Nivel 1 

Control Nivel 2 

Pacientes

1    2     3     4     5     6     7     8    9     10   11  12

A

B

C

D

E

F

G

H

MICROPLACA 96 pocillos:
• 2 controles de calidad
• 88 pacientes



Muestras para el análisis

Sebia I 20

• Sueros frescos

• Almacenamiento:
- Entre 2-8°C → máximo de 14 días
- Entre - 18 / - 30 °C → 4 meses
- No congele y descongele un suero más de 5 veces

• No analizar:
- Muestras de plasma
- Muestra incorrectamente almacenadas, degradadas

• Dilución de las muestras y controles 1:1000 con el tampón de dilución



Criterios de validación de la microplaca
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KAPPA

Blanco 0,091

CAL 1 0,213

CAL 2 0,325

CAL 3 0,744

CAL 4 1,780

CAL 5 2,729

• DO Blanco < 0.25
• DO Blanco < DO CAL 1

LAMBDA

Blank 0,141

CAL 1 0,293

CAL 2 0,397

CAL 3 0,725

CAL 4 1,333

CAL 5 1,963

KAPPA

ID mg/L

CTL L1 11,5

CTL L2 30,1

LAMBDA

ID mg/L

CTL L1 18,0

CTL L2 26,7

Controles dentro del rango
especificado en el inserto



Valores de referencia
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• Kappa 4.9 – 13.7 mg/L

• Lambda 7.6 – 19.5 mg/L

• Ratio k/λ 0,27 - 1,67 

Cadenas livianas 

libres Kappa

(22.5 kDa)

Cadenas livianas 

libres Lambda

(45 kDa)



Enfermedad renal crónica

• En pacientes con enfermedad renal crónica
(ERC) que tienen una tasa de filtración
glomerular reducida:

- el clearence renal de las CLL policlonales
disminuye

- y la [CLL] séricas aumentan

• Es por eso, que se estableció un rango de
referencia extendido de la relación k/λ para
estos pacientes:
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Relación k/λ: 0,46 – 2,23 

Pacientes con ERC



Realización de la técnica sebia FLC
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ELISA manual

Instrumento ELISA 

automatizado

AP22 ELITE (DAS)

Otros instrumentos 

ELISA automatizados



Instrumentos & Accesorios
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• Densitómetro por espectrofotometría de absorbancia a 450 nm

• Pipeta monoclonal (5, 100 y 1000 µL)

• Pipeta multicanal (100 y 300 µL)

• Reservorio para reactivos (10 y 30 mL)

• Microtubos

• Tips

ELISA manual



AP22 ELITE (DAS)
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• Tamaño: 62 x 83 x 72h cm 

• Lector de códigos de barras para muestras y racks de muestras

• Tanques de lavado y residuos con sensores de nivel

• Dilución de las muestras en bloques de dilución

• 1 aguja para dilución de muestras y dispensación de reactivos

• Lavador automático

• Lector de placa con filtro de 450 nm

• 2 microplacas en paralelo

• Capacidad de carga: 7 racks x 13 muestras (91 muestras)

• Volumen mínimo de muestra: 200 µL

• Mantenimiento diario muy simple

• Configuración B1 = hasta 55 muestras (2h 45min)

• Configuración C1 = hasta 90 muestras  (3h 36min)



AP22 ELITE (DAS) – Área de trabajo
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1 Racks de muestras

2 Racks de reactivos ELISA

3 Rack de reactivos comunes

4 Rack para 2 diluyentes

6 Bloques de dilución

5 Soporte para 5 bloques de dilución

1

2

3

4

5

6



AP22 ELITE (DAS) – Área de trabajo
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AP22 ELITE (DAS) – Reporte
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• Cálculo automático de FLC 
Kappa y FLC Lambda (mg/L)

• Cálculo automático de la 
relación k/λ



Otros instrumentos ELISA automatizados
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Adaptación de los kits sebia FLC
a un instrumento ELISA automatizado
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Adaptación de los kits sebia FLC
a un instrumento ELISA automatizado



Características analíticas



Ventajas de los kits sebia FLC: Ausencia de exceso de antígeno

Sebia I 34



Sebia, title title title I 35

Ventajas de los kits sebia FLC: Baja tasa de re-análisis
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Ventajas de los kits sebia FLC: Consistencia lote a lote
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Ventajas de los kits sebia FLC: Precision
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Ventajas de los kits sebia FLC: Linearidad
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Ventajas de los kits sebia FLC: Consistencia en la 
cuantificación del pico monoclonal en EPS
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Ventajas de los kits sebia FLC: Consistencia en la 
cuantificación del pico monoclonal en EPS



Sebia FLC kits: en resumen…
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Rangos clínicos de referencia
✓ FLC Kappa
✓ FLC Lambda
✓Relación k/λ
✓ Enfermedad crónica renal

Características analíticas
✓Ausencia de exceso de antígeno
✓Baja tasa de reanálisis
✓Buena linealidad
✓Preciso
✓Baja variabilidad entre lotes

Especificaciones técnicas
✓Automatización completa en AP22 ELITE
✓Adaptable a otras plataformas de ELISA



Muchas Gracias por su atención

Nieves SANZ

Asesora Científica


