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RIASSUNTO

Le interferenze analitiche nei metodi per la troponina (cTn) e la troponina ad alta sensibilita (hs-cTn) sono descritte ampiamente
in letteratura, ma di solito in modo frammentario e solo talvolta con 1’obiettivo di una sistematicita di revisione e di linee guida
per affrontare il problema nella pratica clinica. Anche se I’incidenza di falsi positivi (FP) e falsi negativi (FN) di ¢Tn e hs-cTn ¢
inferiore o vicina all’1%, tuttavia essi vanno riconosciuti perché potenzialmente pericolosi. Emerge, quindi, la necessita di racco-
mandazioni di buona pratica esaustive e utilizzabili nella quotidianita dell’attivita del Laboratorio clinico. I1 GdS MM SIPMeL,
con metodo Delphi modificato, ha stilato 10 “Raccomandazioni per la prevenzione e la correzione dei FP/FN”, utilizzando i
criteri di Forza delle Raccomandazioni e Livello delle Evidenze secondo LMPG NACB/AACC, e uno “Schema d’azione” per la
risoluzione del FP/EN di c¢Tn. Il Position Paper ¢ stato pubblicato sul sito societario dal 12 settembre al 18 dicembre 2018 ed ¢
stato sottoposto alla valutazione esterna della Commissione Qualita e del GdS EBLM di SIPMeL. Le prime tre Raccomandazioni
sintetizzano le misure preventive nei confronti di FP/FN strumentali a carico del Laboratorio. Le seconde tre Raccomandazioni
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sono finalizzate ad offrire una sequenza logica al clinico nel caso di sospetto FP/FN di c¢Tn e a sottolineare 1’esigenza della colla-
borazione clinica-laboratorio. Le Raccomandazioni 7-9 suggeriscono i percorsi logici che il Laboratorio dovrebbe seguire per la
soluzione del sospetto FP/FN analitico. Infine, la Raccomandazione 10 insiste sulla raccolta dei dati a fini di qualita del singolo
laboratorio e di costruzione di “evidenze” scientifiche ben strutturate e sul coinvolgimento dei produttori. Le Raccomandazioni
possono essere un utile strumento nella pratica quotidiana del laboratorio per la prevenzione e soluzione dei FP/FN di ¢Tn e un
riferimento per un colloquio con il clinico indispensabile per una gestione globale dei dati di ¢Tn incongruenti e le loro cause,
comprese quelle derivanti da interferenze analitiche e preanalitiche.

(Per citare questo articolo: Veneziani F, Moretti M, Stenner E, Manno M, Morandini M, Galli GA, et al.; Gruppo di Studio sui
Marcatori Miocardici (GdS MM) della Societa Italiana di Patologia Clinica e Medicina di Laboratorio (SIPMeL). Il problema dei
falsi positivi e falsi negativi di troponina. Parte IV: Raccomandazioni del Gruppo di Studio sui Marcatori Miocardici (GdS MM)
SIPMeL. Riv Ital Med Lab 2019;15:150-8. DOI: 10.23736/S1825-859X.19.00019-7)

Parole chiave: Troponina; Falsi positivi; Falsi negativi.

ABSTRACT

The analytical interferences in troponin (¢Tn) and high sensitivity troponin (hs-cTn) methods are extensively described in the
scientific literature, usually as clinical cases and rarely as systematic reviews with the aim to give guidance for clinical practice.
The incidence of false positives (FP) and false negatives (FN) of ¢Tn and hs-cTn is <1%, nevertheless they should be detected
for their potentially clinical risk. Then, comprehensive good practice recommendations for the everyday clinical laboratory are
needed. The GdS MM SIPMeL defined ten “Recommendations for the prevention and correction of FP/FN of ¢Tn”, using the
criteria of Strength of Recommendations and Level of Evidence according to NACB LMPG/AACC and by a modified Delphi
method, and a “Pattern of action” for the resolution the FP/FN of ¢Tn. The Position Paper was posted on the SIPMeL website from
12 September to 18 December 2018 and submitted to an external evaluation of GdS EBLM and Quality Committee of SIPMeL.
The first three Recommendations summarize the preventive measures against FP/FN to be implemented by the Laboratory. The
second three Recommendations are designed to provide a logical sequence to the clinician in the case of suspected FP/FN of cTn
and to highlight the need of clinical-laboratory collaboration. The Recommendations 7-to-9 suggest logical paths to solve the
suspicion of analytical FP/FN that the Laboratory should follow. Finally, the Recommendation 10 insists on collecting data for a
quality assurance of the laboratory as well as for the construction of scientific evidence and on the need of a positive collaboration
with the manufacturers. The Recommendations can be a useful tool in the laboratory daily practice for the prevention and solution
of FP/FN of ¢Tn and a reference to the clinical management of suspected analytical and preanalytical “false” ¢Tn results.

Key words: Troponin; False positive reactions; False negative reactions.
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di ¢Tn, infatti, dobbiamo distin-

1 problema dei falsi positivi (FP) e dei falsi negativi (FN)

di troponina (cTn), anche per i metodi ad alta sensibilita
(hs-cTn), rappresenta una costante nella letteratura scien-
tifica, dove perd non esistono raccomandazioni strutturate
e complete di buona pratica di laboratorio.! D’altra parte i
Laboratori italiani hanno consapevolezza del problema in
poco piu di un terzo dei casi e mettono in atto misure di
prevenzione e di contenimento in circa un quarto dei ri-
spondenti alla IV Indagine del GdS MM SIPMeL sull’uso
dei marcatori miocardici in Italia.2 Lo scopo del nostro la-
voro ¢ stato di fornire una guida comportamentale e inter-
pretativa facilmente applicabile nella pratica laboratoristi-
ca per prevenire le interferenze analitiche e preanalitiche e
risolvere il sospetto di un FP/FN di ¢Tn, minimizzando le
conseguenze di una tale evenienza.

Un punto da chiarire ¢ il diverso significato che viene
dato ai FP/FN di ¢Tn nella letteratura scientifica.2 Quando
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guere bene se parliamo di specificita tessutale (sono le ¢cTn
cardio-specifiche?), di specificita clinica (la ¢cTn individua
1 pazienti sani rispetto alla patologia ischemica?) o di spe-
cificita analitica (i metodi di ¢cTn sono interferiti?).

Le troponine sono cardio-specifiche

La specificita tessutale assoluta di c¢Tnl ¢ data dalla sua
genetica: 3 geni codificano per le 3 isoforme di cTnl car-
diaca, muscolo-scheletrica veloce € muscolo-scheletrica
lenta. Il gene per la c¢Tnl cardiaca ¢ posizionato sul cro-
mosoma 19 (19q13.4) ed ¢ costituito da 6 esoni e 7 introni.
L’esone 3 ¢ assente nei geni della ¢cTnl scheletrica; esso
determina gran parte del domain N-terminale, specifico
della cTnl cardiaca, che ¢ una proteina di 209 aa con massa
molecolare di 24 kDa.3

La storia della specificita tessutale di ¢TnT ¢ piu dina-
mica. Anche qui 3 geni per 3 isoforme. Il gene dell’iso-
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forma cardiaca ¢ posto sul cromosoma 1 (1q32.3) ed ¢ co-
stituito da 17 esoni e 16 introni che danno origine ad una
proteina di 287 aa e di 35.9 kDa. Lo splicing alternativo
e I’esone attivo solo nelle forme embrionali determinano
piu isoforme (da 1 a 4) nel miocardio fetale e in corso di
malattia muscolare.?

Riguardo alla cardio-specificita, i problemi ancora in
discussione riguardano il comportamento della cTnT nella
malattia renale cronica e la ri-espressione di forme fetali in
alcune malattie degenerative muscolo-scheletriche.

Gia con il test di 22 generazione, che utilizza la coppia di
anticorpi M11.7 e M7, fu dimostrata la cardio-specificita
delle isoforme cardiache di ¢TnT e la diversita in massa
molecolare delle forme ri-espresse nella malattia renale
cronica.# L’aumento di ¢TnT in corso di malattia rena-
le,5 in parte legata al catabolismo renale dei frammenti di
c¢TnT circolanti,® ¢ ben conosciuta, va interpretata (coman-
damento 6 di Jaffe: do not be intimidate by elevations in
patients with renal failure)’ e anzi puod essere utilizzata,
tenuto conto della aumentata sensibilita clinica, in partico-
lare sotto il profilo prognostico.8

Anche recentemente sono state segnalate alcune aspeci-
ficita legate alla ri-espressione di forme fetali nelle malattie
muscolari.® Tuttavia, si sottolinea come i risultati delle ri-
cerche non dimostrino chiaramente che gli aumenti di cTnT
sierica dipendano da ri-espressioni fetali di cTn scheletrica,
peraltro dimostrati con studi di proteomica ma senza giun-
gere alla definitiva prova di una identica sequenza aminoa-
cidica,!0 e non piuttosto da un coinvolgimento miocardico
legato alla malattia sistemica, messo in luce dall’aumentata
sensibilita delle troponine “high sensitivity”.11

Specificita clinica di cTn

Per specificita clinica di un marcatore miocardico di Sin-
drome Coronarica Acuta (SCA) si intende, per definizione,
la capacita di identificare i soggetti non affetti da patolo-
gia ischemica.!? Ma non ci si deve attendere dal marcatore
troponinico quello che non puo dare e cio¢ 1’etiologia del
danno miocardico, come chiarito dalle definizioni di in-
farto del miocardio (IMA) succedutesi dal 2000 fino alla
recentissima del 2018.12

I livelli di ¢Tn non sono, da soli, in grado di identificare
con diagnosi differenziale i pazienti con patologia cardia-
ca, perché essa non ¢ un biomarcatore di ischemia (che non
esiste),!3 ma esprime solo ’entita del danno miocardico.
Altri marcatori, come CK-MB massa, “sembravano” piu
specifici, solo perché erano meno sensibili e quindi “ve-
devano” solo i danni piu eclatanti di natura ischemica.!4
Questo concetto ampiamente descritto nella definizione di

152

LA RIVISTA ITALIANA DELLA MEDICINA DI LABORATORIO

FALSI POSITIVI E FALSI NEGATIVI DI TROPONINA: PARTE IV

IMA del 2018,12 peraltro, era gia insito nella prima defini-
zione di SCA/IMA: la troponina svela solo il danno mio-
cardico, I’origine ischemica deve essere provato con altri
mezzi (ECG, ecografia, imaging, prove da sforzo, ecc.).

Specificita analitica di cTn

Se dunque sappiamo che cTn ¢ tessuto-specifica ma non
patologia-specifica, quando parliamo di FP/FN facciamo
riferimento agli aspetti analitici, cio¢ alle possibili inter-
ferenze che limitano la capacita dei metodi immunologici
utilizzati nella pratica diagnostica di identificare solo la
molecola di ¢Tn.

Tutte le successive generazioni (siamo alla 52) dei me-
todi per ¢TnT si basano sull’uso degli anticorpi di cattura
M7 MAD (che riconosce 1’epitopo definito dagli aminoa-
cidi 125-131 della porzione centrale della molecola, dedi-
cata al legame con la tropomiosina) e di rivelazione M11.7
MAD (che riconosce 1’epitopo definito dagli aminoacidi
136-141, sempre del domain centrale).!s

Viceversa, la grande variabilita analitica degli oltre 20
metodi per cTnl!5. 16 deriva:

* dai diversi anticorpi scelti: nonostante le indicazioni
delle specifiche di qualita IFCC (International Federation
of Clinical Chemistry) del 200117 di privilegiare epitopi di
parte stabile (aa 30-110) si assiste ad una dispersione dei
siti epitopici scelti dai vari produttori;

» dal diverso disegno del test (potenziamento segnale;
volumi; tempi di incubazione) e dai diversi segnali uti-
lizzati (spettrometria, fluorescenza, chemiluminescenza,
elettrochimica);

* dalla diversa sensibilita alle diverse forme di rila-
scio (complesso ternario TnTIC, complesso binario TnIC
predominante, forme libere): non esistono informazioni
esaustive su quali forme e in che percentuale vengano
riconosciute dai diversi kit e se la calibrazione avvenga,
come richiesto dalle specifiche di qualita IFCC del 2001,17
contro un mix rappresentativo di tutte le forme circolanti
possibili;

* dalle modificazioni post-traslazionali quali la fosfori-
lazione dei residui serinici 22/23 € 41/42, 1’ossidazione dei
gruppi SH delle cisteine 80 e 97, la produzione di fram-
menti (in letteratura si trovano segnalazioni di produzione
da 8 a 11 frammenti) e proteolisi.

11 tentativo di rendere omogenei i test per ¢Tnl passa at-
traverso lo sforzo di standardizzazione operato da AACC
(American Association of Clinical Chemistry) e NIST (Na-
tional Institute for Standardization and Technology) che
ha portato nel passato all’individuazione di un materiale di
riferimento (standard reference material SRM 2921) con-

Giugno 2019



This document is protected by international copyright laws. No additional reproduction is authorized. It is permitted for personal use to download and save only one file and print only one copy of this Article. It is not permitted to make additional copies (either sporadically

or systematically, either printed or electronic) of the Article for any purpose. It is not permitted to distribute the electronic copy of the article through online internet and/or intranet file sharing systems, electronic mailing or any other means which may allow access

to the Article. The use of all or any part of the Article for any Commercial Use is not permitted. The creation of derivative works from the Article is not permitted. The production of reprints for personal or commercial use is not permitted. It is not permitted to remove,

cover, overlay, obscure, block, or change any copyright notices or terms of use which the Publisher may post on the Article. It is not permitted to frame or use framing techniques to enclose any trademark, logo, or other proprietary information of the Publisher.

COPYRIGHT© 2019 EDIZIONI MINERVA MEDICA

FALSI POSITIVI E FALSI NEGATIVI DI TROPONINA: PARTE IV

tenente complesso TnTIC, la cui applicazione ha dimostra-
to di diminuire la variabilita dei kit per cTnl da 20-40 volte
a 2-5 volte.!8. 19 Un Working Group-IFCC sta provando
da tempo a produrre un materiale di riferimento seconda-
rio commutabile,2 ma i risultati si fanno attendere anche
perché SRM 2921 ha mostrato limiti di conservabilita e
di degradazione, al punto che molti considerano I’impresa
dell’armonizzazione e standardizzazione dei metodi ¢Tnl
non raggiungibile e auspicano piuttosto semplificazioni e
unificazioni metodologiche attuate dal mercato.

Interferenze nei metodi di cTn

Le interferenze analitiche nei metodi per la ¢Tn e la hs-
cTn sono descritte ampiamente in letteratura,! ma di solito
in modo frammentario (casi clinici pitt 0 meno approfon-
diti per gli aspetti chimici, fisici e immunologici del loro
meccanismo; casi con revisione di letteratura di solito non
sistematica) e solo talvolta con I’obiettivo di una sistema-
ticita di descrizione e di linee per affrontare il problema
nella pratica clinica.”- 10

Suggerimenti per la prevenzione, il contenimento e la
risoluzione dei problemi conseguenti alle interferenze ana-
litiche compaiono in un documento NACB del 19992! ¢ in
quello sulle specifiche di qualita di ¢Tn del 2001.17 Gia
nel 2006 Lum et al avevano pubblicato una sintesi delle
interferenze per i metodi cTn allora conosciuti riprenden-
do anche un alert di FDA su FP di ¢Tn.22 In era di hs-cTn
il tema ¢ riemerso! e sono stati presentati compendi della
variabilita ed errore nella determinazione di troponina23 e
algoritmi clinico-laboratoristici!? o prevalentemente clini-
ci?4 per la gestione dei risultati sospetti di cTn. Nel 2018,
le raccomandazioni del /Il LMPG Committee di AACC?25
contengono qualche indicazione utile per la prevenzione
dei FP/FN di cTn. Recentemente il GdAS MM SIPMeL ha
stilato un elenco ragionato delle cause di FP/FN di c¢Tn
sulla base di una revisione critica quasi-sistematica di let-
teratura,! che insieme alla rilevazione delle azioni messe
in atto dai laboratori italiani rispondenti alla IV Indagine
sui marcatori miocardici in Italia2 e alla ricerca delle infor-
mazioni fornite dai documenti dell’Industria produttrice2¢
offrono un quadro realistico della dimensione, percezione
e misure correttive del problema in ambito italiano. Le in-
terferenze di rilevanza clinica paiono essere rare (<1%),
anche se con dati riferiti variabili a 10-100 volte.2 In lette-
ratura si trovano indicazioni di sintesi di FP/FN inferiori o
vicini all’1%.25 Tuttavia, le interferenze vanno riconosciu-
te perché potenzialmente pericolose.’. 10,23, 24

Emerge, quindi, la necessita di raccomandazioni di buo-
na pratica esaustive e utilizzabili nella quotidianita dell’at-
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tivita del Laboratorio clinico. Il GdS MM, quindi, propone
le seguenti “Raccomandazioni per la prevenzione e la cor-
rezione dei FP/FN” e uno “Schema d’azione”.

Metodologia

La definizione delle Raccomandazioni si ¢ basata sulle
ricerche bibliografiche e sulle conoscenze pratiche del
GdS MM.1.2.26 La determinazione della forza della racco-
mandazioni e del livello delle evidenze ¢ secondo LMPG
NACB/AACC. Infatti, benché il metodo GRADE sia ormai
internazionalmente accettato per le valutazioni cliniche,
NACB (National Accademy of Clinical Pathology)?” non
lo considera adatto per le raccomandazioni di laboratorio
in quanto mancano lavori di alta evidenza come gli RCT
(Randomized Clinical Trials); il rapporto con gli outcome
¢ spazialmente e temporalmente distante; la qualita degli
studi, anche di accuratezza diagnostica, riconosce molti
bias (in primis di blinding); la maggior parte delle deci-
sioni ¢ presa per consenso (per definizione di bassa qualita
di evidenza) e, d’altra parte, ¢ (o dovrebbe essere) preva-
lente I’interesse e 1’obiettivo di raccomandazioni pratiche
di guidance. NACB adotta, quindi, le indicazioni di US
Preventive Services Task Force.?8:29 11 GdS MM SIPMeL,
per consentire un confronto con le raccomandazioni di ri-
ferimento e contestualmente per tenere conto della scarsa
disponibilita di evidenze forti su molti aspetti del proble-
ma, ha scelto di utilizzare come base il sistema utilizzato
per le “Raccomandazioni del GAS MM per I’implementa-
zione di POCT di ¢Tn”,2% per cui per ciascuna raccoman-
dazione se ne indica la classe/consenso della stessa (I devi;
Ila e ragionevole, 11b dovresti considerare; 111 non devi) e
il livello/ qualita delle evidenze (A, B, C), cosi graduato:
A - evidenze fondate su studi ben disegnati e ben condotti
in popolazioni rappresentative (RCT o revisioni sistema-
tiche o metanalisi); B - evidenze sufficienti ma limitate in
numero, qualita, consistenza degli studi individuali; gene-
ralizzabili nella pratica (linee guida); o di natura indiretta
(standard internazionali); C - evidenze insufficienti per
determinare effetti incontrovertibili sugli esiti clinici per
la limitatezza in numero o forza degli studi, debolezza di
disegno o svolgimento, buchi nella catena delle evidenze o
mancanza d’informazioni; opinioni di esperti.30

11 Position Paper “Raccomandazioni per la gestione dei
FP e dei falsi negativi (FN) di troponina (¢cTn)”, ¢ stato
costruito durante il 2018 da parte del GdS MM e presen-
tato, per parti, al convegno del GdS tenutosi a Lecce il 5
maggio 2018 e nella sessione del GdS al congresso nazio-
nale SIPMeL di Catania 23-25 ottobre 2018. E stato reso
disponibile ai professionisti, per commenti ¢ osservazioni,
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dal 12 settembre al 18 dicembre 2018 sul sito di SIPMeL
(https://www.sipmel.it/notizie/112061-Raccomandazio-
niGdS-MM-cTN _2018.pdf) e sottoposto a validazione
esterna del GdS EBLM SIPMeL e della Commissione
Qualita SIPMeL, che hanno fornito alcune osservazioni
critiche. Il punto di vista degli utilizzatori clinici ¢ stato
espresso dai componenti del GdS appartenenti alle disci-
pline di Cardiologia (MC) e Medicina d’Urgenza (AG) e
quello degli utilizzatori di Laboratorio dagli altri compo-
nenti che rappresentano le professionalita costituenti I’e-
quipe di Laboratorio (MD, DSLB, TSLB). La versione qui
presentata, anche sulla base delle osservazioni raccolte, ¢
stata definita con il metodo Delphi modificato (scambio di
e-mail, confronto diretto) tra i componenti del GdS MM.

Raccomandazioni per la prevenzione
e correzione di FP/FN di cTn

1. Si raccomanda una perfetta conoscenza del proprio
metodo/strumento, in particolare per quanto attiene la sua
robustness (% attesa di outlier), la matrice suggerita dal
produttore e la sensibilita analitica, al fine di prevenire
le possibili interferenze. CLASSE I; LIVELLO DI EVI-
DENZA B.

Le principali “evidenze” che sottolineano I’importan-
za della strumentazione,?3, 31, 32 della matrice!0 22-25, 33 ¢
del metodo?s. 32 per la prevenzione dei FP/FN contengo-
no le recenti Raccomandazioni ufficiali2s di Academy of
the American Association for Clinical Chemistry e Task
Force on Clinical Applications of Cardiac Bio-Markers
of the International Federation of Clinical Chemistry and
Laboratory Medicine e quindi possono essere classificate
di livello B.

2. Si raccomanda la scrupolosa osservanza delle regole
di calibrazione e ri-calibrazione (lotto-lotto), dell’uso di
CQI e VEQ e delle caratteristiche della manutenzione per
minimizzare la variabilita analitica e gli outlier. CLASSE
I; LIVELLO DI EVIDENZA B.

L’effetto di queste basilari regole di buona pratica di la-
boratorio sui FP/FN ¢ sottovalutato ma fondamentale per
“flyers” e per discrepanze tra punti curva.23 Le principali
“evidenze” che sottolineano 1I’importanza della calibrazio-
ne, del controllo di qualita interno (a piu livelli e vicino
ai valori del 99° percentile e del limit of detection - LoD)
ed esterno e di una attenta manutenzione per la preven-
zione dei FP/FN si riferiscono alle recenti raccomandazio-
ni ufficiali2’ di Academy of the American Association for
Clinical Chemistry e Task Force on Clinical Applications
of Cardiac Bio-Markers of the International Federation
of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine ¢ quindi
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possono essere classificate di livello B. Per quanto riguar-
da la frequenza della calibrazione, i fattori principali di cui
tenere conto sono I’imprecisione analitica del metodo in
uso e le caratteristiche della curva di calibrazione.3

3. Si raccomanda di seguire le linee guida per 1’accet-
tabilita dei campioni, in particolare per emolisi e fibrina.
CLASSE I; LIVELLO DI EVIDENZA B.

La qualita e integrita del campione ¢ uno dei primi co-
mandamenti per risultati analitici certi e interpretazioni
diagnostiche efficaci e una sistematica valutazione della
qualita del campione per la determinazione di ¢Tn ¢ for-
temente raccomandata.!0 | riferimenti bibliografici com-
prendono linee guida nazionali ed europee,’5-37 alle quali
si rimanda, e quindi possono essere classificati di livello B.

4. Nella valutazione dei valori di ¢Tn tenere conto del-
le caratteristiche del soggetto (eta, genere, attivita fisica,
ritmo circadiano), della variabilita biologica (in partico-
lare per la stima di reference change value (RCV) e delle
caratteristiche analitiche del metodo/strumento utilizzato.
CLASSE Ila; LIVELLO DI EVIDENZA B.

I due punti iniziali per la valutazione di un dato di ¢cTn
sono da un lato le caratteristiche analitiche del metodo del
Laboratorio (LAB),25. 33,38 in particolare rispetto alla va-
riabilita di risultati tra cTnT e cTnl?4 e tra 1 diversi metodi
di ¢Tnl,24.38 ¢ dei metodi POCT tra di loro e con il LAB,3°
e dall’altro quelle del soggetto,”- 25 38 in particolare per
I’attivita fisica.” I riferimenti contengono le recenti Rac-
comandazioni ufficiali2s di Academy of the American As-
sociation for Clinical Chemistry ¢ Task Force on Clinical
Applications of Cardiac Bio-Markers of the International
Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medici-
ne e quindi possono essere classificate di livello B. Il GdS
sottolinea I’importanza di considerare le condizioni basali
del soggetto e I’impatto della variabilita biologica, a suo
avviso poco considerati nella pratica clinica.

5. Valutare il risultato in riferimento al motivo della
richiesta (sospetta SCA; prova di danno miocardico; va-
lutazione prognostica di soggetto critico; ecc.). Il dato va
sempre interpretato nella serie. Escludere patologie car-
dio-vascolari che possano sostenere un risultato positivo
di ¢Tn. Escludere patologie non cardio-vascolari in cui
¢ noto esservi aumenti di cTn (es. malattie renali). Solo
dopo (da un punto di vista logico; puo essere concomitante
da un punto di vista pratico) questa attenta analisi clinica,
pensare ad un FP/FN pre-analitico e/o analitico. CLASSE
ITa; LIVELLO DI EVIDENZA C.

11 dato troponinico deve essere inserito nel sospetto cli-
nico, di solito SCA, ma anche di prova di danno miocar-
dico non ischemico. Tale indicazione ¢ patrimonio clinico
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consolidato, almeno in letteratura,” ed ¢ ben descritto dagli
autori che si occupano di FP/FN di ¢Tn dal versante clini-
€0,10,24 cui si rimanda.

6. La gestione della ricerca dell’interferente va eseguita
in sinergia con il clinico, sia perché il quadro clinico puo
indirizzare il sospetto (anche nelle situazioni molto rare
come supplementazione di biotina), sia perché vanno evi-
tate interpretazioni fuorvianti. CLASSE [; LIVELLO DI
EVIDENZA B.

La soluzione dei FP/FN di ¢Tn di piu alto impatto clini-
co passa senza dubbio attraverso un’analisi condivisa dei
possibili fattori del paziente (malattie, terapia) conosciuti
solo dal clinico, dei fattori preanalitici condivisi tra per-
corso extra e intra laboratorio e dei fattori analitici cono-
sciuti solo dal Laboratorio. La qualita dei rapporti clinica-
laboratorio determina largamente il risultato di risoluzione
del problema.’. 10, 23,25 Alan Jaffe nel secondo comanda-
mento invita esplicitamente i clinici a chiedere al Labora-
torio lumi sulla soluzioni dei sospetti falsi risultati di cTn.?

7. Nel sospetto di FP/FN pre-analitico e/o analitico, si
raccomanda di ripetere il dosaggio su un nuovo campio-
ne, con attenzione alla fase pre-analitica (prelievo) e dopo
verifica dello stato analitico del metodo/strumento. La ri-
centrifugazione puo essere un’opzione veloce, purché si
sia certi che non induca mis-classificazioni. Se possibile, si
suggerisce di determinare la ¢Tn con un altro metodo (T/I
o diverso metodo I), non con metodi POCT. CLASSE I;
LIVELLO DI EVIDENZA C.

L’utilizzo di un nuovo campione ¢ la scelta preferenzia-
le, se accompagnata da raccomandazioni di una corretta
fase preanalitica.!0. 24 Tuttavia, la ri-centrifugazione ¢ un
metodo comunemente utilizzato perché pratico (si esperi-
sce sul campione a disposizione), veloce (la tempestivita
della risposta di ¢Tn ¢ critica per i pazienti con sospetta
SCA e non solo) e risolve le interferenze da fibrina (che
sono tra le interferenze piu frequenti secondo la lettera-
tura). Secondo alcuni autori, andrebbe operata di routine
per scoprire i possibili FP di ¢Tn.40 Essa, pero, puo indur-
re mis-classificazione di pazienti*! e quindi vi sono delle
note di cautela sul suo utilizzo indiscriminato.42 Poiché da
alcuni esperimenti condotti dal GdS MM#%3. 44 sembra che
questo fenomeno sia presente con le ¢Tn contemporanee e
non con i metodi ad alta sensibilita, si raccomanda di veri-
ficare I’effetto della ri-centrifugazione sul metodo in uso.

8. Se si tratta di un sospetto FP, eliminate le cause pre-
analitiche (matrice, fibrina, emolisi, ecc.), si raccomanda
di utilizzare, in sequenza, prove di diluizione, prove con
bloccanti per eterofili (HBR/HBT) e prove di mixing con
sieri animali per testimoniare I’interferenza da anticorpi
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eterofili (HA) e anticorpi umani anti-murini (HAMA). In
caso di negativita delle prove precedenti, si raccomanda
la ricerca del fattore reumatoide e di utilizzare precipitanti
come PEG 8000/6000 o ultracentrifugazione per eviden-
ziare macrotroponina. Se possibile, si suggerisce di testi-
moniare la specie molecolare con cromatografia per gel
filtrazione. CLASSE Ila; LIVELLO DI EVIDENZA C.

I FP sono I’evenienza prevalente, sia in letteratura! sia
nell’esperienza giornaliera,? perché rilevanti per I’impatto
sul percorso clinico e perché i FN da autoanticorpi anti-
¢Tn sono una scoperta piuttosto recente. La loro indagine
deve seguire una logica derivante dalla prevalenza e dal
metodo di ¢Tn utilizzato.!0.24 Tra i FP, la causa piu comu-
ne sono HA/HAMA,45 anche in era di hs-cTn,? nonostante
tutti 1 Produttori abbiano inserito nel disegno dei metodi
molecole chimiche (PEG) o immunoglobuliniche per mi-
nimizzare il loro effetto.24 I1 fattore reumatoide non appare
essere una causa principale e di solito si accompagna ad
HA, tuttavia va ricercato se HA/HAMA non sono la cau-
sa dimostrabile.4¢ La macrotroponina ¢ un’evenienza rara,
segnalata per la cTnl Abbott (Roma, Italia) anche ad alta
sensibilita, cui pensare se le altre cause sono state elimina-
te.47 Questa interferenza andrebbe studiata identificando la
specie molecolare.4” Pur nella grande messe di dati, in par-
ticolare per I’interferenza di HA, non esistono linee guida
o studi sistematici che consentano di classificare di livello
B le evidenze a sostegno di questa Raccomandazione.

9. In caso di sospetto FN, eliminate le cause preanaliti-
che (matrice, fibrina, emolisi, ecc.) si raccomandano prove
di mixing con sieri umani per testimoniare la presenza di
autoanticorpi anti-cTn. Quando possibile, si suggerisce di
testimoniare il tipo di epitopo coinvolto. CLASSE Ila; LI-
VELLO DI EVIDENZA C.

I FN sono meno percepiti sia in letteratura! sia nella
pratica di laboratorio? e, di solito vengono riferiti a comu-
ni cause preanalitiche.!0. 23, 24 Tuttavia, esclusi questi in-
terferenti, si deve pensare agli autoanticorpi anti-cTn!0. 24
che appaiono una causa emergente in relazione ad insulti
cardiovascolari in condizioni di indurre la loro produzio-
ne.48-50 Le prove di mixing con sieri umani mostrano la
loro presenza e studi molecolari consentono di precisarne
le caratteristiche immunologiche.50

10. Tutti 1 casi FP/FN, anche di lieve entita, vanno ricer-
cati e registrati per un’opportuna misura della loro preva-
lenza e per testimonianza delle azioni correttive. Devono
essere comunicati in modo formale al fornitore del sistema
diagnostico e alla comunita scientifica. CLASSE IIb; LI-
VELLO DI EVIDENZA C.

La necessita della registrazione dei casi FP/FN ¢ rite-
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nuta importante dal GdS MM, in relazione all’incertez-
za intorno alla reale incidenza2: 25. 45 del problema e alle
misure raccomandate e messe in atto.2 10, 24 Tuttavia non
vi sono se non scarse indicazioni in letteratura rispetto a
tale raccomandazione. Il rapporto con i produttori € racco-
mandato, in generale, nella politica di minimizzazione del
rischio di errori analitici da interferenze nei metodi immu-
nometrici.S!

Discussione e conclusioni

In letteratura si trovano poche indicazioni sulla prevenzio-
ne dei FP/FN: dopo la revisione di Lum ef a/.22 sulle inter-
ferenze sui metodi di ¢Tn, Herman et al.23 hanno presenta-
to una pregevole sintesi generale delle cause di variabilita
ed errore nella determinazione di (hs)-cTn, distinte per la
fase preanalitica, analitica e postanalitica, dalla quale sono
desumibili alcune regole per la prevenzione delle interfe-
renze da strumento/metodo, rafforzata dalle raccomanda-
zioni di Wu et al.25

Le prime tre raccomandazioni del GdS MM (raccoman-
dazioni 1-3) sintetizzano e mettono in ordine le misure
preventive nei confronti di FP/FN strumentali a carico del
Laboratorio.

Esistono anche pochi suggerimenti di algoritmi per la
soluzione del sospetto FP/FN di c¢Tn, una volta presentato-
si. Vafajie et al.10 suggeriscono i seguenti passaggi sequen-
ziali per confermare un sospetto FP clinico: ripetere il pre-
lievo per valutare la conferma del dato non congruente con
I’ipotesi clinica ed eliminare il possibile effetto dell’emoli-
si; escludere patologie non SCA con test clinici (ecografia)
e di laboratorio (?); prendere quindi in considerazione un
FP analitico: altro metodo di ¢cTn, verifica di HA, controllo
dello strumento (malfunzionamento), controllo del cam-
pione (fibrina, micro-particelle), inviare a laboratori di ri-
ferimento e/o al produttore; infine, escludere patologie car-
diache con test clinici piu sensibili (risonanza magnetica
cardiaca, angiografia coronarica, TAC, biopsia miocardi-
ca). Gli autori considerano solo i FP ¢ non i FN (I’emolisi
espressamente citata come interferente piu frequente puo
dare anche FN!), affidano al Laboratorio una sequenza di
interventi che non segue una logica laboratoristica e non
distinguono misure preventive e risolutive. Concludono,
pero, con la raccomandazione di una valutazione inter-
disciplinare, derivante da un colloquio tra il clinico e il
suo laboratorio, per risolvere tempestivamente il dubbio
e minimizzare i rischi connessi. Mair et al.2* affrontano il
problema da un punto di vista totalmente clinico: in pre-
senza di un sospetto FP analitico, rideterminare hs-cTn per
ricercare un cambiamento di valori >20% che attesta un
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danno miocardico, da confermare con metodi di imaging
per un corretto rule in/rule out, se non vi ¢ il delta del
20%, testare se possibile con un diverso metodo di hs-cTn
e se si attesta la presenza di differenti risultati contattare il
Laboratorio per indagare sull’interferenza analitica; vice-
versa se il dato ¢ confermato pensare a un danno miocar-
dico cronico da confermare con imaging. Se non ¢ dispo-
nibile un secondo metodo hs-cTn, cercare la conferma di
un’ipotesi operativa di danno miocardico cronico da CAD
(coronary artery disease) o da malattia cardiaca strutturale
con imaging e, se non confermata, escludere interferenze
analitiche. Gli autori hanno ben presente che il cosiddetto
FP di cTn ¢ raramente un’interferenza analitica e piu co-
munemente un FP clinico rispetto all’ipotesi di SCA, ma
rispetto al ruolo del Laboratorio non distinguono misure
preventive e risolutive e non suggeriscono una sequenza
logica di interventi.

Sospetto clinico (cTn non corrisponde a quadro clinico)
o di laboratorio (dati seriali non congruenti)

A\ 4
e D
Valutazione clinica (in riferimento al motivo della ricerca): soggetto (eta, genere,
attivita fisica, ritmo circadiano); patologia cardiaca non SCA; patologia non

g cardiaca (es. ESRD) )

v
a R\

FP/FN pre/analitico: controllo metodo/strumento; nuovo campione (prelievo;
materiali, matrice); ripetere determinazione, anche con altro metodo

< >
A\v4
e N
Conferma FP/FN
- 4

}

e

FP
Prove di diluizione
Prove con HBR
Mixing con sieri animali
Ricerca RF
\ Precipitazione con PEG

FN
Mixing con sieri umani

-
Cromatografia gel filtrazione
Adsorbimento con Proteina A o Ig
“

Mutazioni genetiche (DCM/ICM)

Figura 1.—Schema d’azione per la risoluzione di sospetti FP ¢ FN di
cTn.

FP: falsi positivi; FN: falsi negativi; SCA: Sindrome Coronarica Acuta;
ESRD: end-stage renal disease; HBR: heterophilic blocking agents; RF:
fattore reumatoide; PEG: glicole polietilenico; DCM: miocardiopatia
dilatativa cronica; ICM: miocardiopatia ischemica.
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Le seconde tre raccomandazioni del GdS MM (racco-
mandazioni 4-6) sono finalizzate ad offrire una sequenza
logica al clinico nel caso di sospetto FP/FN di cTn e a
sottolineare 1’esigenza della collaborazione clinica-labo-
ratorio.

Le raccomandazioni 7-9 del GdS MM, che sintetizza-
no molti spunti sparsi di letteratura e le convinzioni del
Gruppo, cercano di suggerire i percorsi logici che il La-
boratorio dovrebbe seguire per la soluzione del sospetto
FP/FN analitico, proponendo misure generali di verifica
della fase preanalitica e quindi delle interferenze deri-
vanti dal campione, lungo sequenze ragionate sulla base
dell’incidenza dell’interferenza e dei successivi livelli di
approfondimento, per FP e FN separatamente. Il percorso
clinico-laboratoristico di risoluzione di un sospetto FP/
FN di ¢Tn ¢ illustrato in forma di flow-chart in Figura 1,
dove ¢ evidente che il sospetto nasce sia a livello clinico
sia a livello di Laboratorio, si sviluppa in un colloquio
interdisciplinare e trova soluzione definitiva nelle sequen-
ze laboratoristiche di approfondimento e accertamento
dell’interferente.

Infine, la raccomandazione 10 insiste sulla raccolta dei
dati a fini di qualita del singolo Laboratorio e di costru-
zione di “evidenze” scientifiche ben strutturate e sul coin-
volgimento dei produttori, sia per 1’individuazione finale
della possibile interferenza sia per I’eventuale stimolo al
miglioramento del disegno del metodo. Quest’ultimo pas-
saggio rappresenta bene uno dei compiti misconosciuti del
Laboratorio (il miglioramento delle performance metodo/
strumento) e I’insieme delle raccomandazioni, al di Ia
dell’utilita specifica che ci auguriamo possano avere nel
lavoro quotidiano, mostra il ruolo essenziale del lavoro
all’interfaccia clinica-laboratorio nelle fasi pre-pre e post-
post analitiche del Total Testing Process.>?
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