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Accuratezza diagnostica di un’immunofissazione urinaria semplificata per la ricerca
e tipizzazione della proteina di Bence Jones

Daniele Frattolillo, Simona Peruzzi, Caterina Chiodino, Umberto Sartori, Silvia Storchi Incerti, Rossana Colla
UO Laboratorio Analisi, Ospedale Civile di Guastalla, Azienda Unita Sanitaria Locale di Reggio Emilia

ABSTRACT

Diagnostic accuracy of a simplified urine immunofixation for the Bence Jones (BJ) protein detection and
typing. We assessed the diagnostic accuracy of a modified routinely used commercial kit to screen for BJ. The study
consisted in the revision of 1077 urine immunofixation that included antisera against free light chains (full IF),
performed with Sebia Hydragel 2/4 BJ kit according to the manufacturer’s instructions. Two experts reassessed all
gels, comparing the results of the full IF against those obtained excluding the lanes treated with the anti-free light
chain antisera (simplified IF). 886 samples were negative and 123 samples were positive with both tests. One false
negative sample was observed by the simplified IF, while 67 samples could not be interpreted using this type of IF.
Sensitivity and specificity of the simplified IF were 99.3% and 94.8% respectively. On the basis of the obtained results,
the following algorithm to screen for BJ can be suggested: simplified IF as first step followed by a full IF only in case
of inconclusive results (e.g. in presence of monoclonal bands reacting both with heavy and total light chain antisera
or elevated concentrations of polyclonal immunoglobulins). By using the simplified IF alone, 86.6% of positive

samples would have been typed correctly without the need of a full IF.

INTRODUZIONE

La ricerca della proteina di Bence Jones (PBJ) € un
esame frequentemente richiesto. Tale esame dovrebbe
essere eseguito in presenza di sospetto clinico di
discrasie plasmacellulari e per [Iinquadramento
diagnostico e il monitoraggio di tali condizioni (1-3).
Tuttavia, in molte realta vi & un elevato numero di
richieste improprie per ricerca della PBJ, la piu comune
delle quali in previsione dell’esecuzione di un’indagine
radiologica con mezzo di contrasto iodato, sebbene vi
siano documenti di consenso sull'inappropriatezza di tale
indagine (4).

Uno dei metodi piu utilizzati per la ricerca della PBJ
'immunofissazione (IF) urinaria eseguita utilizzando
un’elettroforesi di riferimento e 5 antisieri: anti-
1gG/IgA/IgM (AGAM), anti-k, anti-A, anti-k libere e anti-A
libere (di seguito, IF intera). Secondo le linee guida per
la ricerca della PBJ & raccomandato [I'utilizzo di un
metodo con sensibilita non inferiore a 10 mg/L (5, 6).

Lo scopo di questo studio e stato quello di valutare
sensibilita e specificita dell’interpretazione dell’IF urinaria
effettuata mediante ispezione delle sole corsie trattate
con antisieri AGAM, anti-k totali e anti-A totali, eliminando

I'utilizzo degli antisieri anti-catene leggere libere e
dell’elettroforesi di riferimento, rispetto a quella ottenuta
con lispezione di tutte le corsie, utilizzata come
confronto. Il razionale dell'utilizzo routinario di un’lF a 3
corsie (di seguito, 13A), riservando I'lF intera per i
campioni non correttamente interpretabili senza I'utilizzo
degli antisieri anti-catene leggere libere, & basato sulle
seguenti considerazioni:

- lavidita degli antisieri anti-catene leggere totali
(libere e legate) € maggiore rispetto a quella degli
antisieri anti-catene leggere libere (5-7);

- la sensibilita degli antisieri anti-catene leggere totali
dichiarata dal produttore & ~4 volte superiore a quella
degli antisieri anti-catene leggere libere (3 mg/L
contro 12 mg/L);

- la presenza di una banda monoclonale reattiva con
antisiero anti-catena leggera in assenza di
corrispondente banda reattiva con antisiero anti-
catena pesante denota la presenza di PBJ;

- in molti casi l'utilizzo degli antisieri anti-catene
leggere libere non offre informazioni aggiuntive
rispetto all'utilizzo degli antisieri anti-catene leggere
totali (5-8);

- gli antisieri anti-catene leggere libere sono costosi e
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hanno avidita inferiore rispetto a quelli anti-catene
leggere totali (6);

- il tracciato di riferimento nella maggior parte dei casi
non aggiunge alcuna informazione rispetto a quelle
ottenute nelle corsie AGAM, anti-x e anti-i, sebbene
possa fornire indicazioni sulla presenza di altre
proteine non immunoglobuliniche.

MATERIALI E METODI

Il lavoro & stato condotto mediante una revisione a
posteriori dell’archivio di IF eseguite nel periodo dal
01/10/2012 al 31/01/2015 su 1077 campioni di urina
estemporanea di pazienti ricoverati e ambulatoriali
afferenti allAzienda USL di Reggio Emilia pervenuti al
laboratorio con richiesta di determinazione di PBJ. Le
caratteristiche della popolazione sono riportate nella
Tabella 1.

| campioni erano stati sottoposti senza
concentrazione a IF su strumento Hydrasys Sebia,
utilizzando il kit “Hydragel 2/4 Bence Jones per
maschera dinamica” e i reattivi (colorante violetto acido,
soluzione fissativa per I'elettroforesi di riferimento,
antisieri AGAM, anti-k, anti-A, anti-k libere e anti-\ libere)
dello stesso produttore, seguendone le indicazioni.
L'interpretazione e la refertazione erano state eseguite
dal personale dirigente assegnato al settore elettroforesi
del laboratorio.

Due operatori hanno successivamente eseguito una
revisione di tutte le IF precedentemente eseguite: in
prima istanza, i gel sono stati interpretati ispezionando
visivamente solamente le corsie AGAM, anti-k totali e
anti-A totali (come fosse stata eseguita una I[3A),
trascurando le corsie trattate con antisieri anti-catene
leggere libere e I'elettroforesi di riferimento (comunque
non oscurate); subito dopo € stata eseguita la lettura
considerando anche le corsie trattate con gli antisieri
anti-catene leggere libere, di fatto ripetendo la lettura

Tabella 1

Caratteristiche della popolazione esaminata. La positivita per
proteinuria di Bence Jones (PBJ) e basata sui risultati della
immunofissazione urinaria a 6 corsie (IF intera)

No. 1077

Maschi 50,8%
Eta, anni (mediatDS) 69115
Eta (intervallo) 15-113

Componenti monoclonali rilevate ~ 188/1077 (17,5%)

Ig completa (PBJ negativi) 46/188 (27,6%)

PBJ di tipo k 52/188 (26,6%)
PBJ di tipo k + Ig completa 25/188 (13,3%)
PBJ di tipo 45/188 (23,9%)

PBJ di tipo A + Ig completa 14/188 (7,4%)
5/188 (2,7%)

1/188 (0,5%)

PBJ doppia k + A
PBJ doppia k + A + Ig completa

delle IF urinarie. Linterpretazione finale era quella
raggiunta per consenso tra i due operatori.

I3A veniva interpretata come positiva per PBJ
quando nelle corsie trattate con gli antisieri anti-catene
leggere totali era evidente una banda monoclonale non
accompagnata da una banda corrispondente nella corsia
trattata con gli antisieri anti-catene pesanti, come
negativa in assenza di bande monoclonali evidenti in
ogni corsia e come inconclusiva qualora la banda
monoclonale evidente nelle corsie trattate con gli
antisieri anti-catene leggere totali era accompagnata da
una banda corrispondente nella corsia trattata con gl
antisieri anti-catene pesanti oppure in presenza di uno
sfondo di immunoglobuline policlonali o di catene
leggere policlonali particolarmente rappresentate in
grado di mascherare una eventuale modesta banda
monoclonale (Figura 1).

L'IF intera veniva refertata come positiva per PBJ in
presenza di una banda monoclonale nelle corsie trattate
con gli antisieri anti-catene leggere totali non
accompagnata da una banda corrispondente nella corsia
trattata con gli antisieri anti-catene pesanti e/o in
presenza di una banda monoclonale nelle corsie trattate
con gli antisieri anti-catene leggere libere. L'eventuale
presenza di un’immunoglobulina monoclonale completa
veniva refertata come tale.

Tenendo conto delle interpretazioni ottenute con
questi criteri, sono stati calcolati gli indici di accuratezza
diagnostica (sensibilita, specificita, valori predittivi,
rapporti di verosimiglianza, accuratezza diagnostica e
“diagnostic odds ratio”) (9) dell’'l3A rispetto all'lF intera
ed é stato utilizzato il test di McNemar per confrontare i
risultati delle due tecniche (10). In particolare, abbiamo
eseguito il calcolo di sensibilita e specificita sia
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Figura 1

Immunofissazione (IF) semplificata.

Schema interpretativo: No. 1, corsie 1-2-3: PBJ negativa; corsie 4-
5-6: Ilg monoclonale; se si suppone una sovrapposizione con catene
leggere libere di tipo k eseguire IF intera. No. 2, corsie 1-2-3; PBJ
positiva tipo 2; corsie 4-5-6: doppia PBJ tipo « e 4. No. 3, corsie 1-2-
3: 1g policlonali; se si suppone un mascheramento, eseguire IF
intera; corsie 4-5-6: PBJ positiva tipo 1. No. 4, corsie 1-2-3: PBJ
positiva tipo «; corsie 4-5-6: Ig monoclonale e Ig policlonali; se si
suppone sovrapposizione eseguire IF intera.

biochimica clinica, 2015, vol. 39, n. 4




.__________________________________________________________________________
SCIENTIFIC PAPERS

CONTRIBUTI SCIENTIFICI

266

escludendo i risultati dubbi dai calcoli sia includendoli
(11). Nel calcolo che include i risultati dubbi all’interno
dei positivi e dei negativi, questi sono stati classificati
come ‘veri positivi’ qualora all’'l3A dubbia corrispondesse
un’lF intera positiva e ‘falsi positivi’ qualora all'l3A dubbia
corrispondesse un’lF intera negativa.

Per I'esecuzione dei calcoli statistici & stato utilizzato
Microsoft Excel. Nella registrazione dei dati, i campioni
dei pazienti sono stati resi anonimi. Durante lo studio &
stata rispettata e applicata la Dichiarazione di Helsinki.

RISULTATI

886 campioni sono risultati negativi e 123 campioni
sono risultati positivi con entrambi i sistemi; un campione
e risultato negativo per PBJ con I3A, ma positivo
utilizzando IF intera (falso negativo, Figura 2A). In 67
campioni (6,2%), I3A si & dimostrata inconclusiva, in 3
casi per la presenza di catene leggere policlonali molto
rappresentate, che potrebbero mascherare una modesta
PBJ (un esempio & presentato nella Figura 2B) e in 64
per la presenza di una banda monoclonale nella corsia
AGAM co-migrante con una banda monoclonale in una
delle due corsie trattate con antisieri anti-catene leggere.
AIlIF intera, 49 (73%) di questi campioni sono risultati
negativi (un esempio & presentato nella Figura 2C),
mentre i imanenti 18 erano positivi per PBJ (un esempio
€ presentato nella Figura 2D). Utilizzando tale
classificazione abbiamo calcolato sensibilita, specificita,
valore predittivo positivo e negativo dell’'I3A rispetto al
riferimento e lintervallo di confidenza (IC) per ogni
parametro. | dati sono presentati nella Tabella 2.

Dei 142 campioni positivi per PBJ all'lF intera, I'I3A
ne ha correttamente classificato 123 (pari all'86,6% dei
campioni positivi per PBJ). Analogamente a quanto
osservato in studi precedenti (8), in nessun caso si
ottenuto un segnale maggiore con gli antisieri anti-
catene leggere libere rispetto a quello ottenuto con gl
antisieri anti-k e anti-A totali.

Catene leggere o immunoglobuline policlonali in
assenza di immunoglobulina monoclonale completa o
PBJ sono state evidenziate nel 29,5% dei casi.

Secondo il test di McNemar, escludendo le IF
inconclusive, i due metodi non forniscono risultati diversi,
nonostante il riscontro del caso “falso negativo”, mentre
includendo le IF inconclusive con i criteri
precedentemente specificati si osserva una differenza
statisticamente significativa (P <0,0001).

DISCUSSIONE

| risultati ottenuti mostrano come I'l3A abbia un’alta
sensibilita rispetto al metodo di confronto e un elevato
valore predittivo negativo, sebbene non sia sufficiente
da sola per l'identificazione della PBJ in tutti i casi,
poiché la presenza di un’immunoglobulina monoclonale
integra completa, indipendentemente dalla presenza
(Figura 2D) o dall’assenza (Figura 2C) della PBJ, o la
presenza di immunoglobuline e/o catene leggere
policlonali fortemente rappresentate (Figura 2B)
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possono richiedere I'utilizzo degli antisieri anti-catene
leggere libere per un’interpretazione corretta (5, 8).

Il metodo da noi proposto & una modifica del metodo
gia descritto da Graziani et al. (5). Non esistono in
commercio metodi allineati a tali indicazioni; & possibile
tuttavia eseguire I'I3A modificando la modalita di
esecuzione del kit in commercio precedentemente
descritto, dividendo in due ogni settore del gel. Ogni
settore pud cosi ospitare due campioni: nelle piste da 1
a 3 di ogni settore viene deposto il primo campione, in
quelle da 4 a 6 il secondo. Gli antisieri deposti sono
AGAM nelle piste 1 e 4, anti-x totali nelle corsie 2e 5 e
anti-A totali nelle corsie 3 e 6.

Nell’'unico campione falso negativo della nostra
esperienza la PBJ era mascherata dalle catene leggere
policlonali, anche se presenti in concentrazioni non
particolarmente elevate (Figura 2A). L'utilizzo della
corsia anti-k libere ha permesso la rilevazione della
PBJ di tipo k, mascherata nella corsia anti-x totali dal
fondo delle catene leggere policlonali; il segnale delle
catene leggere era tuttavia superiore a quello delle
catene pesanti, come osservato da altri Autori (5).
Pertanto, in presenza di catene leggere policlonali,
nell'ipotesi di un mascheramento della banda
monoclonale, & necessario eseguire I'lF intera anche in
assenza di bande evidenti nelle corsie corrispondenti
alle catene leggere; per contro, in presenza di una
banda netta, I'I3A risulta adeguata per la corretta
tipizzazione e per rispondere quindi al quesito clinico.

Su 142 casi positivi per PBJ o immunoglobulina
monoclonale integra, 123 casi (pari all’86,6%) erano
identificabili solo con 'esame delle corsie AGAM, anti-
k e anti-A; in questi casi I'utilizzo degli antisieri anti-
catene leggere libere non forniva alcuna informazione
aggiuntiva, poiché non vi erano evidenti componenti
monoclonali nella corsa AGAM, analogamente a quanto
riportato da osservazioni precedenti (8).

Potrebbe essere utile in alcuni casi inconclusivi
alll3A per sospetta escrezione di una piccola
immunoglobulina completa, eseguire I'lF intera dopo
idonea concentrazione del campione, in modo da
portare la sensibilita del’esame sotto la soglia
raccomandata dei 10 mg/L, in considerazione della
minore sensibilita degli antisieri anti-catene leggere
libere. Ad esempio, in presenza di due bande comigranti
entrambe reattive con AGAM e con l'antisiero anti-
catena leggera totale, ma con segnale non
particolarmente intenso, che potrebbe non essere
rilevato chiaramente all'lF con antisiero anti-catena
leggera libera. Occorre tenere conto tuttavia che in
presenza di catene leggere policlonali la concentrazione
del campione potrebbe rendere piu difficoltosa la
visualizzazione di una banda monoclonale a causa
dellaumento del segnale di fondo. Per contro, in
presenza di catene leggere policlonali molto
rappresentate, come nella Figura 2B, potrebbe essere
utile una diluizione del campione.

L’esecuzione dell'lF intera, anche in caso di
presenza di immunoglobuline o catene leggere
policlonali, eliminerebbe il problema dei falsi negativi
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Figura 2

A) Immunofissazione intera del campione “falso negativo” con il metodo proposto. L'utilizzo della corsia anti-x libere (Kf) permette la
rilevazione di proteinuria di Bence Jones (PBJ) di tipo k, mascherata nella corsia anti-x totali dal fondo delle immunoglobuline
policlonali. Il paziente presentava una componente monoclonale IgGxk nel siero.

B) Campione inconclusivo allimmunofissazione semplificata (corsie GAM, K e L) per la presenza di immunoglobuline policlonali
molto rappresentate, che potrebbero mascherare la presenza di una modesta PBJ. Nella corsia di riferimento e presente una banda
netta in zona f3-y di natura non immunoglobulinica, compatibile con -2 microglobulina, ma non ulteriormente caratterizzata. L utilizzo
degli antisieri anti-catene leggere libere (Kf e Lf) conferma I'escrezione policlonale: campione negativo per PBJ .

C) Campione inconclusivo all'immunofissazione semplificata (corsie GAM, K e L) per escrezione di un’immunoglobulina monoclonale
completa. L'utilizzo degli antisieri anti-catene leggere libere (Kf e Lf) non evidenzia alcuna componente monoclonale: campione
negativo per PBJ.

D) Campione inconclusivo allimmunofissazione semplificata (corsie GAM, K e L) per escrezione di un’immunoglobulina monoclonale
completa. L utilizzo degli antisieri anti-catene leggere libere (Kf eLf) evidenzia una componente monoclonale nella corsia Kf: campione
positivo per PBJ di tipo k.

Tabella 2

Misure di accuratezza diagnostica ottenute, rispettivamente, senza e con esclusione dei casi dubbi. Tra parentesi e riportato l'intervallo
di confidenza al 99%

Parametro Con esclusione dei casi dubbi Senza esclusione dei casi dubbi
Sensibilita 99,2% (98,0+99,7) 99,3% (98,2+99,7)
Specificita 100% (99,3+100) 94,8% (92,7+96,3)

Valore predittivo positivo
Valore predittivo negativo

Valore predittivo positivo
(test dubbio)

Rapporto di verosomiglianza +
Rapporto di verosomiglianza -
Accuratezza diagnostica
“Diagnostic odds ratio”

100% (99,3+100)
99,9% (99,1+100)
26,9% (14,9+43,2)

Non calcolabile (specificita 100%)
0,008 (0,008+0,008)
99,9% (99,1+100)

Non calcolabile (specificita 100%)

74,2% (70,6+77,5)
99,9 (99,1+100)

18,9 (18,4:19,5)
0,007 (0,007+0,008)
95,4% (93,4+96,8)
2706,7
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Figura 3

Approccio di lavoro proposto in funzione dei risultati dello studio.

IF, immunofissazione; I3A, IF urinaria semplificata; PBJ, proteinuria di Bence Jones.

riscontrati, sebbene comporterebbe I'esecuzione di una
quota di IF intere in piu e una riduzione della specificita.
Operando in questo modo, I'l3A diventerebbe utilizzabile
anche come test di screening. Sottoponendo a
concentrazione i campioni con due bande comigranti e
segnale debole, si otterrebbe un aumento di sensibilita
senza un aggravio eccessivo dei costi. L'algoritmo
proposto & rappresentato nella Figura 3.

Abbiamo individuato alcune possibili limitazioni di
questo lavoro: i medesimi operatori hanno interpretato
sia I'lF intera che I'l3A; in tutti i campioni erano disponibili
comunque le piste anti-kappa libere e anti-lambda libere
(non oscurate) e linterpretazione & avvenuta per
consenso. Un altro possibile problema & 'assenza di un
controllo di migrazione e colorazione costituito
dall’elettroforesi di riferimento, specialmente in caso di
campioni negativi. Tale problema é& superabile
utilizzando un siero opportunamente diluito (ad es., un
campione con 70 g/L di proteine totali diluito 1:200 con
soluzione fisiologica) in posizioni non occupate dai
campioni su cui deporre la soluzione fissativa.

In conclusione, l'utilizzo dellI3A, seguita in caso di
esito dubbio dall’'IF intera, potrebbe avere effetti positivi
nella pratica di laboratorio poiché permetterebbe di
raddoppiare la produttivita del sistema analitico in uso
contenendo i costi (in pratica si avrebbe una riduzione
fino al 50% del costo per test), riducendo il tempo di
refertazione e permettendo di ottenere in un unico tempo
la tipizzazione della PBJ in quasi i due terzi dei casi non
negativi, che non necessitano di ulteriori indagini. Inoltre,
e possibile eseguire contemporaneamente I13A e IF
intere utilizzando lo stesso gel e lo stesso programma di
migrazione, semplicemente modificando la deposizione
degli antisieri. Il sistema, nonostante le limitazioni
sottolineate, appare flessibile e facilmente
standardizzabile e pud permettere un aumento della
produttivita senza costi aggiuntivi.
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