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R I A S S U N T O
Premesse: Il tema dei risultati falsi positivi (FP) e falsi negativi (FN) di troponina (cTn) è un problema emergente anche nell’era 
della troponina ad alta sensibilità (hs-cTn). Abbiamo voluto verificare con una revisione critica quasi-sistematica della letteratura 
il livello di conoscenza sulle interferenze nei metodi di cTn (specificità analitica), in particolare nell’epoca della hs-cTn, e la di-
sponibilità di suggerimenti per opportune misure di contenimento e risoluzione del problema.
Metodi: Sono state eseguite ricerche su PubMed con i termini “false positive”, “false negative” “troponin” “cTn” e i risultati 
sono stati esaminati per identificare i lavori attinenti all’aspecificità analitica e quelli utili a fornire indicazioni per una classifica-
zione delle interferenze analitiche e suggerire criteri per la prevenzione e la risoluzione del problema dei FP/FN di cTn.
Risultati: Le ricerche hanno fornito 106 lavori su 279 totali riguardanti le interferenze analitiche dal 1991 ad oggi, di cui 46 negli 
ultimi 5 anni che hanno visto la diffusione delle troponine ad alta sensibilità (hs-cTn). Sulla base delle revisioni non sistemati-
che disponibili e della selezione di lavori significativi è stato redatto un elenco ragionato delle possibili cause di FP/FN di cTn, 
distinguendo cause preanalitiche legate al paziente e al prelievo e cause strettamente analitiche legate allo strumento, al metodo, 
all’analita e al campione.
Conclusioni: In letteratura esistono diverse segnalazioni di FP/FN analitici di cTn e hs-cTn e alcune revisioni non sistematiche. 
Tuttavia, mancano raccomandazioni di buona pratica standardizzate, esaustive e utilizzabili nel laboratorio quotidiano.
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scorso e, in particolare, nell’ultimo quinquennio caratte-
rizzato dall’introduzione della hs-cTn.

Sono stati eliminati i lavori che comparivano in più di 
una ricerca. Successivamente, tra i risultati delle ricerche 
sono stati selezionati i lavori attinenti all’aspecificità ana-
litica. Questi lavori riguardanti le interferenze analitiche, 
integrati da conoscenze dirette, sono stati esaminati per 
identificare quelli utili a fornire indicazioni per una clas-
sificazione delle interferenze analitiche e suggerire criteri 
per la prevenzione e la risoluzione del problema dei FP/
FN di cTn.

Risultati

Le ricerca generale su PubMed ha fornito 106 lavori, su 
279 totali, riguardanti le interferenze analitiche dal 1991 
ad oggi. Quella ristretta agli ultimi 5 anni, che hanno visto 
la diffusione delle troponine ad alta sensibilità (hs-cTn), ha 
prodotto 46 riferimenti bibliografici utili.

Tra questi quarantasei lavori, il 37% riguarda la cosid-
detta aspecificità clinica, 11% la aspecificità tissutale, 43% 
la aspecificità analitica comprendente interferenze preana-
litiche legate al paziente (da biotina,7-9 fosfatasi alcalina 
(ALP),10, 11 anticorpi monoclonali,12, 13 trasfusione14) o al 
prelievo (da matrice15) e di interferenze analitiche legate al 
campione (da anticorpi eterofili (HA),16-23 fattore reuma-
toide,12 macrotroponina24) o al metodo/strumento (effetto 

Introduzione

La letteratura scientifica dedica spazio al tema dei fal-
si positivi (FP) e dei falsi negativi (FN) di troponina 

(cTn) anche nell’era della troponina ad alta sensibilità 
(hs-cTn). Tuttavia questi termini vengono usati indiffe-
rentemente in relazione alla specificità tessutale (sono le 
cTn cardio-specifiche?),1, 2 alla specificità clinica (la cTn 
individua i pazienti sani rispetto alla patologia cardiaca di 
etiologia ischemica?)3, 4 o alla specificità analitica del bio-
marcatore (i metodi di cTn sono interferiti?)5, 6 e tale con-
fusione non aiuta una chiara visione del problema ed una 
armonizzazione dei metodi per prevenirlo e minimizzarlo.

Abbiamo, pertanto, voluto verificare con una revisione 
critica quasi-sistematica della letteratura scientifica dispo-
nibile il livello di conoscenza della tematica delle interfe-
renze sui metodi di cTn (specificità analitica), in particola-
re nell’era della hs-cTn, e la disponibilità di suggerimenti 
ed indicazioni per opportune misure di contenimento e 
risoluzione del problema nel laboratorio clinico di tutti i 
giorni.

Materiali e metodi
Sono state eseguite ricerche su PubMed con i termini “fal-
se positive”, “false negative”, “troponin”, “cTn”, “hs-
cTn” con il limite “human”, dall’introduzione del test 
nella pratica clinica alla fine negli anni novanta del secolo 

(Per citare questo articolo: Veneziani F, Manno M, Stenner E, Moretti M, Morandini M, Galli GA, et al.; Gruppo di Studio sui 
Marcatori Miocardici (GdS MM) della Società Italiana di Patologia Clinica e Medicina di Laboratorio (SIPMeL). Il problema 
dei falsi positivi e falsi negativi di troponina. Parte I: revisione critica della letteratura. Riv Ital Med Lab 2019;15:132-9 .DOI: 
10.23736/S1825-859X.19.00016-1)
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A B S T R A C T
Background: The issue of false positive (FP) and false negative (FN) results of troponin (cTn) continues also in the era of high 
sensitivity troponin (hs cTn). The aim of the present work was a critical review of literature to understand the level of awareness 
of the issue of analytical interferences of cTn methods and the availability of indications for the prevention and the solution of 
the problem.
Methods: Researches were conducted on PubMed with the terms “false positive”, “false negative” “troponin” “cTn” for identi-
fying specific literature on analytical interferences of cTn methods, and for a useful classification of FP/FN and recommendations 
for their prevention and solution.
Results: One hundred and six articles from 279 selected by PubMed focused on analytical interferences of cTn, 46 in the last 
five years i.e. in the hs-cTn era. From reviews of literature and some selected articles, a reasoned list of causes of FP/FN of cTn 
was defined, considering preanalytical (patient and phlebotomy) and the analytical (instrument, method, analyte, sample) phases.
Conclusions: In the scientific literature several articles and some reviews exist about FP/FN of cTn. Nevertheless, in our opinion, 
robust and exhaustive recommendations for the everyday laboratory practice are still lacking.
Key words: Troponin; False positive reactions; False negative reactions.
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analitici di Biomerieux (Bagno a Ripoli, FI, Italia), Ortho 
Clinical Diagnostics (Milano, Italia), Radiometer Me-
dical (Brønshøj, Denmark) (cTnI), Roche (Monza, MB, 
Italia), Siemens (Milano, Italia), Singulex (Alameda, CA, 
USA). Sono state riportate interferenze FN (-37%) nel 
metodo LOCI Siemens oltre i 300 ng/ml7 e le conseguen-
ze negative sul piano diagnostico dell’interferenza sono 
state descritte per il metodo Roche Gen58 ma non Gen4.30 
FDA il 28 novembre 2017 ha emesso uno specifico war-
ning.33 Una recente pubblicazione del Committee on Car-
diac Biomarkers di IFC,34 che riporta una tabella con le 
caratteristiche dei metodi di cTn e hs-cTn suscettibili o 
meno all’interferenza, suggerisce misure analitiche per 
fronteggiare il problema (utilizzare metodi non interferiti, 
adsorbire l’eccesso di biotina nel siero) ma ammette che 
non sono pratici e possono indurre comunque inaccura-
tezze di determinazione di cTn.9 Poiché si tratta di situa-
zioni piuttosto rare (<0.5%) (la concentrazione di biotina 
nel sangue è compresa di norma tra 0,12 e 0,36 nmol/l, 
mentre le concentrazioni che possono interferire in al-
cune metodiche sono più alte di centinaia di volte da 30 
nmol/l a 300 nmol/l), Dorizzi35 suggerisce di intercettare 
i pazienti conosciuti come supplementati di vitamina B7 
a livelli interferenti e applicare correttivi rivolti al pazien-
te (sospendere per qualche giorno le assunzioni massicce 
di biotina) e/o alla fase analitica utilizzando metodi con 

gancio,21 carry-over,25 outliers26). 11% sono revisioni non 
sistematiche del problema.5, 6, 27-29

Sulla base delle revisioni di letteratura e di alcuni artico-
li selezionati, anche per conoscenza diretta da parte degli 
Autori, è stato possibile stilare un elenco ragionato delle 
cause di FP/FN di cTn, seguendo uno schema modificato 
da Herman et al.,5 che viene presentato di seguito e, sinte-
ticamente, in Tabella I.

Cause pre-analitiche di FP e FN di troponina

Paziente

• Biotina (vitamina B7 per gli autori anglosassoni e B8 
per gli autori francesi). La dose terapeutica può arrivare a 
100-300 mg per giorno in alcune malattie specifiche come 
la sclerosi multipla (MS) con una concentrazione emati-
ca di biotina circolante fino a 1200 ng/ml. La biotina è 
contenuta in molti prodotti usati come “integratori” anche 
per finalità cosmetiche a concentrazioni fino a 10 mg/d.30 
La biotina interferisce con il sistema streptavidina-biotina 
usato in molti test immunometrici per potenziare il segna-
le, con effetti di FP nei metodi competitivi e FN in quel-
li sandwich.31 In relazione alle concentrazioni ematiche, 
può produrre risultati FN o solo diminuzione dei valori, 
in presenza di elevate quantità di cTn circolante. Secondo 
IFCC,32 componenti biotinilati sono presenti nei disegni 

Tabella I.— Schema delle interferenze FP/FN di cTn.
Fasi ttP interferenza FP f+ interferenza Fn f+

Preanalitiche
Paziente

biotina + Raro
digiuno/Lipemia + Raro
iperfosfatasemia FPia,

beckman
Raro

ittero + Raro
emolisi in vivo

ctni abbott e oRtHo ctnt; ctni LociPrelievo 3% 3%
emolisi in vitro

Fibrina +/- 2,2% +/- 2,2%
Materiali * *
Matrice + +

analitiche
strumento + Raro + Raro
Metodo +/- Raro +/- Raro
analita * *
campione

Ha/HaMa + 3,1% +/- Raro
Fattore reumatoide + 1%

Macrotroponina ctni abbott 5%
autoanticorpi anti-ctn ctni 10%

f+: frequenza; ttP: Total Testing process; *dati non rilevabili.
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corretta anamnesi del paziente indicherà il meccanismo 
patogenetico. Le misure di rivelazione e risoluzione sono 
comuni all’emolisi da prelievo.40

Prelievo
• Emolisi in vitro. I campioni chiaramente emolitici 

sono circa il 3% dei campioni giornalieri nella routine, di 
più (8.8%) in urgenza (DE); definiti dalla modifica visibile 
del colore del campione (da rosa a rosso) che corrispon-
de a >0,3 g/l di emoglobina libera nel plasma.41 L’inter-
ferenza può essere negativa (FN) come su cTnT Roche o 
cTnI LOCI Siemens oppure positiva (FP) come su cTnI 
ORTHO o Abbott a livelli però molto diversi: 0,3 g/l,41 
0,6 g/l,36 <1 g/l,42 1,9 g/l.43 Secondo Bais,43 un’alterazio-
ne del 20% di concentrazione di troponina (considerata 
critica nel rise and fall diagnostico) è rinvenibile a 150 
indice di emolisi. In ogni caso l’effetto dipende dall’enti-
tà dell’emolisi (tanto maggiore l’emolisi, tanto maggiore 
l’effetto interferente) e dalle concentrazioni di cTn (tanto 
più basse, tanto più evidente l’effetto interferente). L’effet-
to è diretto tipo “quenching” ma se l’attesa del campione 
è prolungata anche per rilascio di proteasi. Una recente 
pubblicazione di IFCC C-CB33 riassume i dati conosciu-
ti dell’interferenza dell’emoglobina sui metodi per cTn e 
hs-cTn: in generale essi dovrebbero essere non interferiti 
fino a concentrazioni di 2, 5 o 10 g/l. I criteri generali di 
non accettabilità dei campioni emolitici sono sufficienti a 
controllare il problema, ma esistono resistenze diffuse alla 
loro applicazione.40

• Fibrina. Errate manovre di prelievo, trasporto e centri-
fugazione possono determinare presenza di fibrina fino al 
2,2% dei campioni,44 che può determinare intrappolamen-
to dell’enzima indicatore o falsi legami tra fibrina e anti-
corpi di riconoscimento. L’utilizzo di plasma e di provette 
con acceleratori e separatori ha diminuito il problema. La 
ri-centrifugazione è apparsa in grado di diminuire l’inter-
ferenza,45 ma è stata contestata perché potrebbe diminuire 
la concentrazione di cTn non per risoluzione del proble-
ma fibrina ma per degradazione dell’analita, con rischio 
di mis-classificazione dei pazienti.46 Tuttavia, esperimenti 
seppur parziali, eseguiti dal GdS MM SIPMeL mostrano 
che i metodi hs-cTn non sarebbero proni agli effetti nega-
tivi della ri-centrifugazione a differenza di quelli cTn.47, 48

• Materiali (provette e matrice). Non ci sono studi 
definitivi sull’impatto dei materiali di prelievo come in-
terferenti nella determinazione della cTn,5 anche se po-
tenzialmente importanti nell’accurata separazione siero/
plasma e nella formazione del coagulo. Tuttavia, l’uso di 
provette a separazione rapida (RST) non ha portato quei 
benefici attesi in termini di diminuzione di FP in cTnT e 

separazione magnetica. Tuttavia, Frame et al.30 notano 
che il primo di tali accorgimenti non è applicabile nei pa-
zienti con sospetta Sindrome Coronarica Acuta (SCA) e 
che strategie di blocco della biotina esogena determinano 
ritardi inaccettabili nella risposta del marcatore cardiaco. 
Un’accurata anamnesi del paziente sembra essere in que-
sti casi l’unica via percorribile, purché si conosca la pos-
sibile interferenza. Si rimanda a quest’ultime referenze 
bibliografiche per un’approfondita e generale trattazione 
del tema.

• Digiuno/lipemia. Non vi sono dati sull’effetto del 
mancato digiuno (light meal) ma ci sono sull’effetto della 
lipemia che dipende dalle caratteristiche del paziente.36 La 
lipemia interferisce con l’apparato strumentale (difficoltà 
di aspirazione) e per riduzione del volume disponibile per 
i substrati (FN). Non si può usare il Lipoclear perché non 
vi è accettabile recupero di cTn;37 meglio l’ultracentrifu-
gazione,38 oppure, ripetere il prelievo in condizioni più fi-
siologiche (se possibile). Sono situazioni rare.

• Iperfosfatasemia alcalina. Era stata descritta un’in-
terferenza (FP) da fosfatasi alcalina nei metodi FPIA che 
usavano ALP come substrato (STRATUS) già a valori di 
129 U/l.39 Più recentemente è stata segnalata per il metodo 
chemiluminescente Beckman Coulter (Cassina de’ Pecchi, 
MI, Italia) Access AccuTnI+311 e hs, anche a concentra-
zioni nella norma (58 U/L) di fosfatasi alcalina serica.10 
Interferenza rara.

• Ittero/iperbilirubinemia. Valori molto elevati di bili-
rubina (>10 mg/dl) sono stati segnalati interferire negati-
vamente (FN) i metodi Abbott (Roma, Italia) sia cTn che 
hs-cTn, ma non i metodi Siemens (cTn e hs) e Roche.15 
Situazioni rare.

• Emolisi in vivo. Può dipendere da malattie del sog-
getto, ma più frequentemente da manovre di prelievo.40 Le 
anemie emolitiche ereditarie possono dipendere da difetti 
della sintesi emoglobinica (talassemia, anemia falcifor-
me), da difetti della membrana eritrocitaria (sferocitosi 
ed ellissocitosi ereditarie, emoglobinuria parossistica not-
turna), da difetti del metabolismo eritrocitario e da deficit 
di glucosio-6-fosfato deidrogenasi e piruvato-chinasi. Le 
patologie acquisite comprendono quelle immunomediate 
(da micoplasma pneumonie, nelle patologie autoimmuni 
come LES, LLC, da anemia emolitica autoimmune), l’i-
persplenismo, i traumi e le ustioni, le infezioni da mala-
ria o clostridi, il danneggiamento “meccanico” in circo-
lo (coagulazione intravascolare disseminata, sindrome 
emolitico-uremica, porpora trombotica trombocitopenica, 
da valvole cardiache, sindrome HELLP), le trasfusioni in-
congrue, da farmaci, tossine ed altre cause più rare. Una 
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meglio non oltrepassare le 2 ore;54 sul lungo termine c’è 
qualche studio che segnala decrementi di 0.4 ng/l/anno ma 
anche qui dipende in parte dai metodi.55

Campione

Si tratta di interferenze immunologiche legate ad anticorpi 
eterofili (HA) e/o anticorpi umani anti-topo (HAMA), Fat-
tore Reumatoide (RF), macrotroponina — che danno pre-
valentemente FP — e anticorpi anti cTn o contro reagenti 
come biotina o streptavidina — che danno FN.

• HA sono prodotti in corso di infezioni, contro anti-
geni non ben definiti, hanno specificità multipla e debole; 
HAMA sono, invece, anticorpi contro antigeni ben definiti 
e sono dotati di forte affinità, prodotti di solito dopo tratta-
mento con immunoglobuline animali o altre forme di con-
tatto.56 I dati sulla loro prevalenza sono contraddittori ma 
quello che viene più citato proviene da Fleming et al.:57 
fino al 3.1% dei pazienti in generale e fino al 14.8% dei pa-
zienti con sospetta SCA. Determinano più frequentemen-
te FP perché legano i 2 anticorpi del metodo sandwich in 
assenza di antigene (cTn); talora FN in quanto ostacolano 
il legame tra l’antigene e uno dei 2 anticorpi di cattura o 
rivelazione. I metodi più semplici di individuazione sono 
una prova di diluizione (il valore non cambia nelle succes-
sive diluizioni al raddoppio) e/o un blocco con agenti anti 
HA (del commercio o sieri animali) che rimuovono l’in-
terferenza. I metodi attuali contengono agenti bloccanti 
HA/HAMA e hanno ridotto l’incidenza dei FP/FN ma non 
del tutto e metodi diversi si comportano diversamente con 
plasmi identici, quindi testare con un altro sistema (meto-
do/strumento) può essere utile. Anche negli anni recenti è 
l’interferenza più comune.58

• Fattore reumatoide. È presente in molti pazienti di 
malattie autoimmuni ma anche nel 5% dei soggetti sani 
e nell’1% dei pazienti con sospetta SCA.59 Può dare FP 
con un’interferenza simile a quella degli HA in particolare 
quelli IgM. Dopo segnalazioni degli anni 90 in particolare 
nei metodi MEIA (Abbott), l’uso di antisieri policlonali 
aggiunti ha di fatto eliminato il problema,12 che si è di-
mostrato essere almeno in parte legato alla co-presenza di 
HA.60

• Macrotroponina. Si tratta di immunocomplessi di tro-
ponina e gammaglobuline che producono molecole di cir-
ca 500 kD in grado di reagire con gli anticorpi dei metodi 
sandwich. Segnalate con cTnI,60 sono presenti anche con 
hs-cTnI in prevalenze fino a 5% dei pazienti con sospetta 
SCA con il metodo Abbott.24 I valori sono di solito sotto 
i 100 ng/l ma possono essere confondenti. Talora presen-
tano valori molte volte superiori a URL. La verifica (una 

cTnI Beckman.49 Neanche per l’effetto della matrice ci 
sono studi definitivi,5 tuttavia ciascun metodo ha indivi-
duato la propria: plasma- eparina (cTnT e hs-cTnT, cTnI e 
hs-cTnI Siemens nelle diverse versioni e strumenti, cTnI 
ORTHO, cTnI e hs-cTnI Beckman, cTnI Abbott Architect 
e i-STAT) o EDTA (cTn Alere Triage, hs-cTn Abbott, cTn 
Pathfast) o siero.50 Poiché variazioni in senso negativo o 
positivo sono state segnalate un po’ per tutti i metodi sia 
cTn che hs-cTn con l’uso alternato di plasma e/o siero, si 
raccomanda di utilizzare tassativamente la matrice indica-
ta come preferenziale dal produttore e di non mescolare 
dati provenienti da matrici diverse (Raccomandazione 6 
di Wu et al.).51

Cause analitiche di FP e FN di troponina

Strumento

I fliers o outliers sono quei dati spuri, random, non ripeti-
bili, di solito FP, molto variabili in dimensioni (da piccole 
variazioni a 100x) non legati alla variabilità analitica, non 
clinicamente motivati e dipendenti da micro-coaguli o de-
bris e/o pulizia non ottimale del sistema e/o robustness del 
sistema.5 Con i metodi hs-cTn sono probabilmente meno 
frequenti (0,13% per hs-cTnT; 0.59% per hs-cTnI).26 In 
ogni caso non sono state segnalate mis-classificazioni, 
perché non rilevanti clinicamente oppure facilmente inter-
cettati.

Metodo

Va sempre ricordato che dati provenienti da metodi diversi 
(cTn T vs cTn I; 22 metodi per I; diverse generazioni dello 
stesso test; diverso strumento per stessa metodica; diver-
sa matrice) non sono immediatamente comparabili;51 che 
TAE (Total Analytical Error)52 e RCV (Reference Change 
Value)53 sono elevati; che i valori di troponina vanno con-
siderati nella serie nella diagnostica di sindrome coronari-
ca acuta (SCA). Quindi la variabilità analitica è grande e 
gli sforzi di armonizzazione sono per ora contraddittori.5, 6 
Tuttavia, sono assolutamente critici per risultati affidabili 
la verifica delle performance all’inizio del nuovo metodo 
(Raccomandazione 2 di Wu et al.),51 la verifica giornalie-
ra della calibrazione e la calibrazione lotto-lotto,5 il CQI 
(Controllo di Qualità Interno) giornaliero su 3 livelli di cui 
uno vicino al 99° percentile (Raccomandazione 1 di Wu 
et al.)51 e il controllo sistematico dei reagenti.5

Analita

La stabilità dell’analita non sembrerebbe avere problemi 
sul breve termine a 4 °C, -20 °C, -70 °C ma non tutti i me-
todi sono uguali e i dati non sono conclusivi: è comunque 
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culative che di dati approfonditi da ricerche analitiche e 
causali.12, 13

La consapevolezza della possibilità di interferenze con 
FP/FN nei metodi della troponina e indicazioni per la pre-
venzione, il contenimento e la risoluzione dei problemi 
conseguenti a FP/FN erano presenti già nel documento 
NACB del 199969 e più dettagliatamente nel documen-
to sulle specifiche di qualità di cTn del 2001 (specificità 
anticorpale, calibrazione, imprecisione analitica, speci-
ficità del metodo; matrice, provette, stabilità in vitro).70 
Nell’agosto 2005, l’Office of In vitro Diagnostic Device 
Evaluation and Safety (OVID) di United States Food and 
Drug Administration (FDA), su input di Advanced Medi-
cal Technology Association (AdvaMed), emette un Alert 
riguardo FP di troponina, ripreso e pubblicato da Lum et 
al. nel 2006.60

Più recentemente, vi è stata una ripresa di attenzione 
legata a nuovi fattori interferenti venuti alla ribalta (FN 
da autoanticorpi anti cTn; biotina, anticorpi monoclonali 
terapeutici o diagnostici) e dalla necessità di puntualizza-
re questi aspetti con le nuove hs-cTn. Nel 2014 Vafaie et 
al.28 presentano un algoritmo clinico-laboratoristico per la 
gestione dei risultati sospetti, nel 2017 Herman et al.5 de-
scrivono le caratteristiche della variabilità ed errore nella 
determinazione di troponina che contiene anche i FP/FN 
e sempre nel 2017 Mair et al.6 propongono un algoritmo 
prevalentemente clinico di gestione dei valori problema-
tici di cTn. Nel 2018, le Raccomandazioni del III LMPG 
Committee di AACC51 contengono indicazioni generali 
(Raccomandazione 1 su CQ) e specifiche (Raccomanda-
zione 6 e 7 su variabili analitiche e preanalitiche) utili ai 
fini del contenimento dei FP/FN.

Conclusioni

A nostro avviso e sulla base della presente ricerca, rispetto 
al tema dei FP/FN di troponina mancano a tutt’oggi rac-
comandazioni di buona pratica standardizzate, robuste ed 
esaustive e facilmente utilizzabili nella quotidianità del la-
boratorio di patologia clinica.
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