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Riassunto

Le possibili interferenze analitiche causate da com-
ponenti endogene del sangue quali bilirubina, emo-
globina, lipidi, coaguli di fibrina, ecc..., sono ben note
e la loro influenza viene spesso valutata sia dai pro-
duttori di sistemi diagnostici che dagli specialisti di
laboratorio, in fase di accettazione del campione o,
successivamente, in caso di risultati inattesi. Meno
note, ma non prive di importanti implicazioni, sono
le interferenze causate dalla presenza di anticorpi
endogeni: anticorpi eterofili, che nell’accezione piu
ampia comprendono sia anticorpi umani diretti ver-
so proteine animali che fattori reumatoidi e autoan-
ticorpi, e crioglobuline. Complessivamente la preva-
lenza di anticorpi potenzialmente interferenti, nella
popolazione generale, arriva al 40%. Naturalmente
solo una frazione di questi sara causa di alterazione
dei risultati delle indagini di laboratorio. La relazio-
ne esaminera i meccanismi mediante i quali anticor-
pi endogeni possono interferire, in particolare con i
dosaggi immunometrici eseguiti routinariamente nei
laboratori clinici, esemplificando alcune interferen-
ze di grande impatto clinico-diagnostico (in partico-
lare, hCG, mioglobina, troponina e CEA). Per I'im-
postazione scelta non verranno affrontati altri tipi di
interferenze, altrettanto importanti, quali quelle cau-
sate dalla presenza di crioglobuline nel campione, che
possono causare problemi soprattutto nelle indagini

Summary

Autoantibodies as a source of analytical mistakes

Many of interfering factors, such as blood components
bilirubin, haemoglobin, lipides, fibrin clots, etc..., have been
described and known for decades. Less studied, but not
less important, are the interferences caused by endogenous
antibodies: heterophilic antibodies, i.e. naturally occurring
human antibodies to immunoglobulins of animal origin,
but also i) high affinity, human antibodies specific for pro-
teins (Ig) from one or more animal species, ii) theumatoid
factor, iii) autoantibodies and iiii) cryoglobulins. Heterophi-
lic and other antibodies which can interfere in immunoas-

ematologiche, soprattutto nella corretta determina-
zione delle popolazioni cellulari del sangue median-
te sistemi automatizzati. L’obiettivo della relazione,
infatti, non ¢ quello di elencare tutti i fest/sistemi
passibili di interferenze da parte di anticorpi eterofili
e/o anti-Ig animali, ma ¢ quello di trasmettere la con-
sapevolezza circa la possibilita, 'incidenza e le pos-
sibili conseguenze della presenza di questo fenome-
no. E’ un messaggio che vorremmo potesse raggiun-
gere non solo gli specialisti di laboratorio ma anche i
clinici, che troppo spesso confidano nel dato di labo-
ratorio in maniera quasi fideistica. Proprio la comu-
nicazione con i richiedenti e le loro richieste di aiuto
nell’interpretazione di risultati non attesi, sono il pit
importante campanello d’allarme che puo portare alla
scoperta di anomalie e alla messa in atto di contro-
misure idonee. In questo contesto vengono discusse
alcune misure da adottare. Comunque, anche se il
pre-trattamento del campione o il ri-disegno del si-
stema possono ridurre le interferenze, al momento
nessuna misura ¢ completamente efficace.

In attesa di una soluzione radicale ¢ importante es-
sere consapevoli del problema e non sottostimarne
la frequenza, mettere in atto contromisure combina-
te e indagare per quanto possibile la presenza di fe-
nomeni di interferenza, eventualmente correndo in
parallelo un test non sense.

says have been found up to 40% of normal blood do-
nors. In this report we describe the mechanisms by which
heterophilic antibodies can be source of interference in
immunometric routine assays and some examples are di-
scussed, in particular human chorionic gonadotropin, myo-
globin, troponin, and carcinoembryonic antigen. Other kind
of important interferences are not considered in this re-
port, i.e. cryoglobulins that can cause some of interferen-
ces on cell count by automatic counters. The aim of this
presentation, in fact, is not to list all the test/systems su-
sceptible of interferences from heterophilic antibodies and/
or anti-animal immunoglobulins.
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The purpose of this report is to attempt to highlight the
possibility and the consequences of interferences caused
by circulating endogenous antibodies in immunoassays
performance, and to point out that the phenomenon is,
and will remain, an insidious and unpredictable problem.
To detect heterophilic antibody interference in the sample,
the first critical step is to suspect it. The starting point is
often a clinician contacting the laboratory about a misma-
tch between the clinical information and laboratory resul-
ts. On the contrary, clinicians generally trust that the results
they get are correct, but this is not always the case. Non
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specific interferences producing misleading results in im-
munoassays, should be discussed with the laboratory staff.
This is an important discussion to which all clinical chemi-
sts should feel invited to plan possible countermeasures.
In this paper some methods for avoiding interferences are
discussed. However, the current countermeasures do not
avoid heterophilic antibody interference completely. Awai-
ting a radical solution to come, such interferences must be
fought on several front, and the use of a simultaneous
nonsense assay should be included when possible.

Premesse

Nonostante gli indubbi vantaggi derivati dall’utilizzo dei
metodi immunometrici per il dosaggio di proteine, pepti-
di e altre piccole molecole presenti in quantita infinitesimali
net liquidi biologici, la specificita e accuratezza dei dati
possono essere influenzati dalla presenza di interferenze.
Accanto a tutte le variabili di reazione controllabili quali
forza ionica, pH, osmolalita..., sono possibili interferenze
dipendenti unicamente dalla reazione tra uno o piu costi-
tuenti presenti nel campione da esaminare ed uno o piu
componenti del sistema analitico.

In questa presentazione ci riferiremo, salvo diversa indi-
cazione, a campioni biologici di plasma/siero.

Tra le sostanze potenzialmente interferenti piu impor-
tanti ci sono gli anticorpi (Abs); tra questi: a) autoAbs di-
retti verso 'analita ricercato (es autoAbs anti-insulina), b)
fattori reumatoidi (RFs), ¢) Abs eterofili, Abs diretti verso
proteine (Ig) animali (HAAAs). Gli Abs umani endogeni
sono nel loro complesso una popolazione policlonale con
diversa affinita/avidita.

Esiste una certa confusione nella definizione della popo-
lazione degli anticorpi umani endogeni eterofili, che talvol-
ta viene intesa in senso molto ampio a comprendere anti-
corpi umani anti-proteine animali, autoanticorpi, fattori
reumatoidi, altre volte in senso piu restrittivo'.

Gli anticorpi eterofili per definizione reagiscono con
epitopi diversi e scarsamente definiti, con bassa affinita e
attivita multispecifica (anche se possono, talvolta, mostrare
specificita definite quali human anti-mouse antibodies HAMA
0 human anti-animal [immunoglobulins] antibodies HAAAs). Gli
anticorpi eterofili si differenziano dagli anticorpi umani anti-
proteine [Ig] animali. Questi ultimi sono infatti dotati di
elevata avidita e specificita ben definita e si sviluppano a
seguito di trattamenti diagnostici/ terapeutici con anticorpi
monoclonali (MoAbs) o esposizione professionale/am-
bientale agli antigeni bersaglio (cause iatrogene o non-ia-
trogene).

Le trasfusioni di sangue sono associate ad una aumenta-
ta incidenza di HAAAs ed anche le vaccinazioni contro
agenti infettivi sono una possibile fonte favorente la pro-
duzione di questi anticorpi.

Tra le cause non-iatrogene possiamo includere il passag-
gio transplacentare di anticorpi dalla madre al feto e il pas-
saggio per via intestinale di antigeni proteici di origine ani-
male introdotti con la dieta.

I fattori reumatoidi sono un gruppo eterogeneo di au-
toanticorpi diretti contro le IgG umane che possono cross-

reagire con 1gG di altre specie; sono presenti con frequenza
variabile in associazione a patologie reumatologiche ma
talvolta anche in soggetti apparentemente sani, soprattutto
in eta avanzata (Tab. I) (Fig. 1 e 2).

Sebbene queste famiglie anticorpali producano interfe-
renze nei metodi di dosaggio immunologici con meccani-
smi simili, le strategie per la loro identificazione e possibile
“neutralizzazione” possono invece differire.

Gli anticorpi eterofili, a partire dal loro riconoscimento
in associazione alla mononucleosi (agglutinine delle emazie
di pecora) sono stati identificati in numerosi sistemi.

Inoltre la sempre maggiore diffusione dell’utilizzo di
MoAbs nella diagnostica per immagini e nella terapia, han-
no portato ad un sensibile aumento del numero di sogget-
ti esposti a questi antigeni, con conseguente aumentata pro-
duzione di Abs diretti verso queste proteine animali
(HAMA)?.

Recentemente molta attenzione si ¢ focalizzata sull’inci-
denza e le implicazioni di risultati alterati, attribuibili princi-
palmente, se non esclusivamente, alla presenza nel cam-
pione di siero/plasma del paziente di sostanze che interfe-
riscono in una o piu fasi dei Zesz, in particolare nei cosiddet-
tl two-site (sandwich) immunoassays. Tuttl 1 sistemi immunome-
trici sono basati sul riconoscimento degli analiti da parte di
anticorpi e, pur differenti nei dettagli, comprendono ne-
cessariamente alcuni reagenti: a) uno o piu Abs specifici
pet uno (competitive) o due (sandwich) epitopi dell’analita da
identificare, b) calibratori/controlli in una matrice simile
(meglio la stessa) a quella dei campioni da esaminare e c)
un sistema defector che permette la rivelazione e la misura-
zione dell’avvenuta reazione, in un intervallo appropriato,
mediante idonea strumentazione.

L’anticorpo capture ¢ immobilizzato su una fase solida, il
secondo anticorpo o detector puo essere aggiunto contem-
poraneamente in alcuni metodi (ome-szep), 0 successivamen-
te dopo I'esecuzione di alcuni lavaggi in altri (Zwo-step). L’an-
ticorpo detector puo essere coniugato a differenti sistemi
rivelatori quali molecole radioattive (oggi meno che nel
passato), fluorescenza, chemiluminescenza, enzimi.

Gli anticorpi policlonali sono prodotti in diverse specie
animali mentre i monoclonali sono prevalentemente muri-
ni.

11 laboratorio ha introdotto nella rouzine diagnostica nu-
merosi e sofisticati schemi di controllo e assicurazione del-
la qualita in grado di identificare errori sistematici, questi
sistemi non sono comunque in grado di identificare gli
errori provocati da campioni “aberranti”. Poiche le so-
stanze interferenti sono presenti soltanto nel campione, 'uti-
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Tabella I. condizioni associate alla presenza di fattore reumatoide.
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Malattie reumatologiche

Altre condizioni

Artrite reumatoide (75%)
Sindrome di Sjogren (90%)
Lupus  (20%)
Crioglobulinemia mista (95%)
Altre connettiviti

Fibrosi polmonare

Silicosi

Sarcoidosi

Epatite virale C

Altre infezioni batteriche o virali
Neoplasie

Eta avanzata

lizzo di calibratori e controlli non puo in alcun modo aller-
tare lo specialista di laboratorio sull’esistenza del proble-
ma, cosi come neppure la riproducibilita intra/inter labo-
ratorio di un risultato, utilizzando uno/diversi sistemi ana-
litici, ¢ garanzia della correttezza del dato.

In letteratura la prevalenza del fenomeno, con conse-
guenti possibili errori diagnostici o interpretativi, ¢ assai
variabile, compresa tra 0.5 e 8%, stima peraltro certamen-
te in difetto in quanto il problema viene rilevato soltanto
quando i risultati anomali vengono riconosciuti come tali.

Abs umani endogeni eterofili, capaci di legare Ig di altre
specie animali, che possono essete presenti nel siero/pla-
sma dei pazienti con una prevalenza fino al 10%, possono
legarsi agli anticorpi di provenienza animale utilizzati nei
test immunologici e produrre risultati alterati. La proble-
matica ¢ rilevante poiche molti dei sistemi di dosaggio
immunologici in uso per la rilevazione /misurazione di or-
monli, farmaci, zarkers tumorali, etc..., utilizzano tra i loro
componenti anticorpi di origine animale.

Gli anticorpi endogeni possono causare o meno interfe-
renza nei sistemi di dosaggio immunometrici, comunque,
quando cio avviene, non sono facilmente prevedibili n¢ la
direzione né entita del fenomeno, né sono state dimostra-
te differenze significative nella distribuzione dei fenomeni
di interferenza attribuibili a carattetistiche demografiche ¢/
o stili di vita. Inoltre il fenomeno non ¢ costante nello stes-
so paziente, un comportamento suggestivo per un pro-
cesso antigene-guidato.

Nella maggior parte dei casi gli Abs eterofili sono gene-
rati precocemente nel corso del naturale processo di di-
versificazione anticorpale. Gli Abs specifici monoreattivi
ad elevata affinita potrebbero essersi evoluti da questi an-
ticorpi naturali’.

Questi Abs polireattivi spesso mostrano attivita auto-
anticorpale, sono frequentemente FR IgM, sono piu co-
muni nei neonati. Per le loro caratteristiche di multispecifi-
cita mostrano un ampio spettro di attivita verso globuline
non immuni delle diverse specie, perd posseggono anche
attivita anti-idiotipo (che non sono presenti nei preparati
di globuline non immuni) e anti-anticorpi coniugati (dezector),
di conseguenza la loro timozione/neutralizzazione ¢ piu
complicata rispetto agli HAAAs specifici®.

Scopo

Lo scopo di questo lavoro non ¢ identificare, descrivere
ed elencare tutti i fest/sistemi passibili di interferenze da
patrte di Abs eterofili ¢/o anti-Ig animali, poiché un ap-
proccio di questo tipo sarebbe, oltre che noioso, irrealiz-
zabile. Il nostro obiettivo ¢ invece trasmettere la consape-

volezza circa la possibilita, I'incidenza e le conseguenze della
presenza di questo fenomeno, in particolare nell’ambito
dei metodi immunometrici. E” un messaggio che vorrem-
mo potesse raggiungere, non solo gli specialisti di labora-
torio, ma anche i clinici, che troppo spesso confidano nel
dato di laboratorio in maniera quasi fideistica. Proprio la
comunicazione con i richiedenti e le loro richieste di aiuto
nell’interpretazione di risultati non attesi, sono il pit im-
portante campanello d’allarme che puo portare alla sco-
perta di anomalie e alla messa in atto di contromisure ido-
nee.

Nonostante 'FDA richieda ai produttori di zzmunoassay
di mettere in atto tutte le misure idonee a ridurre le interfe-
renze, di esplicitare le potenziali problematiche causate dalla
presenza di auto/eteroanticorpi ed i limiti del dato di la-
boratorio in s¢ quale strumento per la diagnosi e le deci-
sioni terapeutiche, questi avvertimenti non sono probabil-
mente recepiti in tutta la loro importanza, forse perche
I'incidenza di queste evenienze ¢ percepita come estrema-
mente trara.

Esemplificazione delle interferenze e possibili
interventi

Per rilevare le interferenze causate dagli anticorpi umani
endogeni ¢ in primo luogo necessario sospettarne la pre-
senza. Il primo allarme deve essere 'evenienza di un dato
di laboratorio discordante rispetto alla clinica del paziente
e/o agli altri dati disponibili.

Gli anticorpi interferenti possono avere attivita anti-iso-
tipo (verso la regione costante delle Ig), anti-idiotipo (ver-
so la regione ipervariabile delle Ig) e anti-anti-idiotipo (che
riconosce la regione di legame dell’anticorpo anti-idioti-
po). (Fig. 3)°.

La capacita di legare 'anticorpo “catturante” ¢ il prere-
quisito per il verificarsi di una interferenza da anticorpi
endogeni.

I fenomeni di interferenza possono risultare da mecca-
nismi diversi e le loro conseguenze dipendono anche dalla
localizzazione dei siti di legame coinvolti.

Nei sistemi immunometrici a sandwich l'interferenza ¢
causata dalla capacita degli Abs interferenti di fare da pon-
te tra gli Abs animali utilizzati in funzione di caprure e di
detector anche in assenza dell’analita, con conseguente se-
gnale aumentato. Talvolta invece il legame con 'anticorpo
capture determina un blocco del sito di legame per I'anti-
corpo diagnostico e una diminuzione del segnale.

Seppure meno frequentemente, gli anticorpi eterofili
possono interferire anche nei metodi competitivi, per es.
legando Planticorpo del sistema ed inibendone il legame
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Tabella II. distribuzione dei “falsi positivi™.
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Risultati alterati Correggibili con HBR

Non correggibili con HBR Interpretazione

a) oltre la soglia o liv. decisionale 1.8% (21% dei falsit+)
b) oltre la soglia o liv. decisionale

c) entro la soglia o liv. decisionale 2.6% (30% dei falsi+)

Abs endogeni interferenti
4.2% (49% dei falsi+) Incerta

Abs endogeni interferenti

a+ b+ c=299/3445 risultati

a + b = 6% di campioni passibili di eventi avversi

all’analita. Poiche gli anticorpi interferenti possono sia bloc-

care che favorire la separazione del complesso Ag-Ab

dall’antigene libero, il loro impatto ¢ veramente difficile da
prevedere.

Gli anticorpi eterofili provocano interferenze di grado
pit modesto nei metodi competitivi (importanza del for-
mal), proprio perché sono anticorpi con bassa affinita in
grado di funzionare da ponte tra anticorpi capture e detector
ma incapaci di competere con un antigene specifico.

Per comprendere la complessita e la non prevedibilita
delle reazioni immunologiche causate dalla presenza di Abs
interferent ¢ utile ricordare che:
1.1a concentrazione dei reagenti nel sistema ¢ costante men-

tre il titolo degli Abs endogeni ¢ largamente variabile da

paziente a paziente;

2.¢gli Abs interferenti possono appartenere alle diverse classi
e sottoclassi immunoglobuliniche sono una popolazio-
ne policlonale caratterizzata da affinita, avidita e cinetica
di reazione variabili per I'antigene, a differenza degli an-
ticorpi costitutivi del zesz;

3. titoli elevati di Abs interferenti, anche a bassa affinita,
possono esercitare effetti importanti nei sistemi auto-
matizzati che prevedono tempi di incubazione molto
brevi e reazioni non all’equilibrio;

4.gli Abs interferenti possono essere coinvolti in una ri-
sposta immunologica tipo “network idiotipico™ e/o ti-
conoscere I'analita oppure il complesso formato dallo
stesso con Panticorpo del sistema;

5.¢li Ags possono avere piu di un epitopo e gli Abs piu di
un paratopo (I'anticorpo riconosce I'antigene mediante
il suo sito combinatorio detto paratopo e viene a sua
volta riconosciuto da altri anticorpi mediante 1 suoi idio-
tipi) percio le reazioni possono coinvolgere piu siti sulle
molecole interagenti. Le caratteristiche quantitative e qua-
litative degli interferenti, la localizzazione del loro sito di
legame sulla molecola bersaglio immobilizzata e le con-
dizioni di reazione, possono determinare una riduzione
o un incremento del legame dell’analita e, di conseguen-
za, dare luogo a risultati falsamente negativi o positivi.
Un bel lavoro multicentrico, pubblicato nel 20027, ha

valutato i risultati prodotti da 10 sieri nella determinazione

di 74 analiti in 66 laboratori, mediante metodiche immu-

nometriche competitive o sandwich. 1 donatori dei sieri era-

no stati scelti in quanto affetti da patologie associate alla
presenza di RFs (ma sotto gli altri aspetti in buona salute),
quindi selezionati per la loro elevata probabilita di avere
interferenti nel siero. Gli analiti dosati comprendevano ot-
moni (n.21), markers tumorali (n.18), farmaci (n.8), markers
cardiaci (n.5), proteine (n.4), vitamine (n.2), antivirali, auto-
anticorpli, altro (n.10).

L’8.7% dei 3445 risultati complessivi risultava “falso
positivo”. Erano considerati “falsi positivi” quei risultati,
patologici per il metodo utilizzato, che rientravano nell’in-
tervallo di normalita dopo pretrattamento dei campioni
con agenti bloccanti le interferenze (heterophil blocking
reagent HBR) e/o inconsistenti con le condizioni cliniche
del soggetto e/o elevati seppure entro i limiti di normalita
e comunque sostanzialmente correggibili per aggiunta di
HBR. (Tab. II).

La distribuzione dei risultati alterati non era confinata ad
un donatore individuale (sebbene un paio di loro produ-
cessero un numero particolarmente elevato di falsi positi-
vi) ne ad alcun produttore o sistema analitico. I fenomeni
di interferenza non erano costantemente presenti in tutti i
campioni di uno stesso donatore.

Esempio 1: gonadotropina corionica (hCG)

Era I'analita piu frequentemente ricercato nei laboratori
partecipanti allo studio, pit probabilmente per il suo ruolo
nello sereening dello stato di gravidanza nelle donne da sot-
toporre ad indagini radiologiche piuttosto che quale marker
tumorale.

La hCG ¢ una glicoproteina costituita da due subunita
(@ e B) e da otto catene laterali di carboidrati, quindi con
una struttura eterogenea, prodotta dalle cellule del trofo-
blasto della placenta, dalle cellule del trofoblasto nelle ma-
lattie trofoblastiche gestazionali e nelle patologie maligne
delle linee germinali del testicolo. Esiste anche in una for-
ma molecolare leggermente diversa di origine pituitaria
(forma variante). Anche alcuni tumori non-trofoblastici
esprimono livelli variabili di hCG.

La presenza di entrambe le forme di hCG viene misu-
rata, nel sangue o nelle urine, mediante metodi immuno-
metrici a sandwich, taluni disegnati per rilevare principal-
mente la forma placentare.

11 dosaggio della hCG plasmatica di uno stesso donato-
re, valutato in 38 laboratori, dava luogo ad una grande
variabilita di risultati. In tutti i casi i risultati elevati erano
falsi positivi non correggibili mediante utilizzo di HBR; la
ripetizione dei dosaggi in alcuni Centri confermava i dati
precedenti e clinicamente errati. Solo un laboratorio, utiliz-
zando gli stessi reagenti ma una diversa strumentazione ¢
pretrattando 1 campioni, riusciva ad abolire i falsi positivi.

In uno stesso laboratorio veniva misurata la hCG di 9
donatori, senza o con pretrattamento dei plasmi con HBR:
in tutti i casi tranne uno 'uso di HBR portava a diminuzio-
ne del livello apparente dell’analita e, in 2 casi, da dati pato-
logici a valori compresi nel range di normalita.

Questo esempio a dimostrazione di come, di volta in
volta, tutti gli “attori” della reazione (campioni, reattivi,
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Anticorpo anti-Tghd umnane coniugato (detector)

Anticorpo anti-Ighd umnane coniugato (detector)

IgG Ag-specifico

IgM Ag-specifico

Reazione normale

Falso positive

Figura 1. Possibile meccanismo di interferenza del fattore
reumatoide (RF) nel dosaggio di IgM specifiche.

\
e

RFIgM

anticorpo anti-Ag coniugate (datector)

antigene

anticorpe (caplura)

anticarpo feapiung]

_

Reazione normale Falso positive
Figura 2. Possibile meccanismo di interferenza del fattore
reumatoide (RF) in un sandwich immunoassay.

format, strumentazione) possano contribuire ad un risultato
alterato.

Risultati falsi positivi per hCG sono stati segnalati avere
causato errori diagnostici e trattamenti inopportuni, inclusi
la somministrazione di chemioterapici e interventi chirur-
gici maggiori (comunicazione FDA 11 novembre 2005).

Esempio 2: mioglobina

La determinazione della mioglobina, insieme al dosag-
gio della troponina, riveste un ruolo importante nella dia-
gnostica dell’infarto miocardico acuto (AMI), del reinfar-
to e nella valutazione del successo della riperfusione dopo
terapia trombolitica. La concentrazione della mioglobina
aumenta entro 2-3 ore dall’attacco cardiaco o dal danno
muscolare e, a seconda dei provvedimenti terapeutici di
riperfusione, raggiunge livelli massimi nel flusso circolato-
rio entro 8-12 ore, per poi tornare a valori normali in circa
24 ore dall’evento. E’considerata un marcatore molto pre-
coce di AMI e la sua determinazione ¢ utile ad escludere
tale evento in situazioni di emergenza.

Poiche valori di mioglobina elevati possono riscontrarsi
anche in caso di disturbi della muscolatura scheletrica e di
gravi limitazioni della funzionalita renale, il suo valore dia-
gnostico ¢ limitato alla esclusione dell’infarto.

Un aumento della mioglobina ¢ indicativo di un danno
recente a livello cardiaco o di altri tessuti muscolari. Per
contro, se la concentrazione di mioglobina non aumenta
entro 5 ore dall’evento sospetto, 'attacco cardiaco ¢ assai
improbabile.
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Figura 3. Struttura schematica di una immunoglobulina (molecola
bersaglio) con i possibili siti di riconoscimento per i diversi anticorpi
endogeni potenzialmente interferenti.

La mioglobina era ’analita che mostrava in questo lavo-
ro la piu elevata percentuale da falsi positivi causati da an-
ticorpi eterofili.

Nella valutazione dei livelli di mioglobina nel siero di 8
donatori, effettuata nello stesso laboratorio, gli Autori di-
mostravano che il pretrattamento con HBR era in grado
di ridurre sostanzialmente la [mioglobina apparente] in tutti
i campioni, tre dei quali con valori falsamente positivi (per
questo test non ¢ disponibile un razge di riferimento e poi-
che 1 valori di riferimento dipendono da molte variabili
quali eta, sesso, popolazione, metodo di dosaggio, i dati
numerici assumono un diverso significato nei diversi labo-
ratott).

Esempio 3: troponina (cTn)

La troponina cardiaca, oltre che un marcatore impor-
tante di infarto miocardico, ¢ un indicatore prognostico
per gli eventi cardiaci acuti. Numerosi r¢pors hanno segna-
lato la possibilita di risultati falsamente elevati nel dosaggio
della troponina I cardiaca, causati da sostanze interferenti,
identificate o meno, presenti nel campione. Nella maggior
parte dei casi I’analita non era piu rilevabile dopo pretrat-
tamento del siero con polietilenglicole, un polimero ad ele-
vato peso molecolare capace di precipitare gli immuno-
complessi di dimensioni sufficientemente grandi. Tale com-
portamento supporta la presenza di anticorpi eterofili o
fattori reumatoidi, che danno luogo a fenomeni di interfe-
renza mediante meccanismi analoghi. (Fig. 1 e 2).

Nel sospetto di un fenomeno di interferenza 'approc-
cio classico consiste nell’effettuare diluizioni scalari del cam-
pione, poiche la maggior parte dei campioni nei quali sono
presenti sostanze interferenti mostra un comportamento
non lineare®.

In alcuni casi i fenomeni di interferenza possono essere
aboliti o limitati pretrattando 1 campioni con Ig prove-
nienti dalla stessa specie animale degli anticorpi caprure e
detector impiegati nel zesz.

Esempio 4: antigene carcino-embrionario (CEA)

A questo proposito uno studio molto interessante del
gruppo notrvegese di Bjerner® ha dimostrato che la sup-
plementazione del tampone di reazione con Ig di topo
non specifiche aggregate al calore (ma non quelle native)
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e/o la rimozione enzimatica del frammento Fc dell’anti-

corpo in fase solida, erano efficaci nel migliorare la perfor-

mance di un sistema immunometrico non competitivo, ba-
sato sull’utilizzo di monoclonali di topo quali capture e de-
tector, per il dosaggio del CEA. La supplementazione con

BSA riduceva invece solo modestamente le interferenze.
In questo poderoso lavoro i sieri di 210 pazienti (4% del

totale) positivi per la presenza di interferenza e mai prece-
dentemente afferiti al laboratorio per il dosaggio di CEA,
venivano rivalutati manualmente in diverse condizioni, in
presenza/assenza nel tampone di lavoro di albumina bo-
vina (BSA), in presenza di 15mg/1 Ig monoclonali di topo
non specifiche (MAK33) native o aggregate al calore, le
tre condizioni precedenti + rimozione enzimatica del Fc
dell’anticorpo in fase solida.

11 confronto tra le concentrazioni apparenti del CEA nel
siero di 3 pazienti noti per la presenza di interferenze, do-
sato in diverse condizioni: i) tampone base, i) tampone
base + 15mg/l MAK33 aggregate al calore a differenti
temperature; iii) metodo di riferimento con rimozione
del Fc dell’anticorpo, confermava efficacia delle Ig ag-
gregate nel ridurre significativamente il problema. Il tratta-
mento di MAK33 per 10” a 60°C era la condizione otti-
male allo scopo.

L’efficacia della rimozione del Fc, Peffetto bloccante
dell’aggiunta di Ig e la non costante presenza di interferen-
za nei campioni dello stesso donatore, sono tutte condi-
zioni suggestive per il coinvolgimento di sostanze interfe-
renti quali gli anticorpi eterofili.

Lefficacia dell’aggiunta di Ig di topo aggregate rispetto
alle analoghe native puo essere spiegata almeno in due modi:
1) gli Abs eterofili sono caratterizzati da bassa affinita e in
soluzione potrebbero formare soltanto un legame debole
e transitorio con un monomero di MAK33, I'aggregazio-
ne al calore di MAK33 porterebbe alla formazione di com-
plessi piu grandi e con numerosi siti di legame per gli Abs
eterofili, promuovendo quindi la formazione di interazio-
ni multiple, con una forza complessiva maggiore, 2) gli
Abs eterofili potrebbero legare epitopi non espressi sulle
Ig monoclonali native ed esposti dopo aggregazione®.

Per analiti con epitopi singoli, 'esecuzione di un zest non
sense consente di smascherare la presenza del fenomeno di
interferenza prodotto da Abs umani diretti verso proteine
di altre specie animali’. 11 zest non sense si esegue come il
metodo usuale, utilizzando pero Ianticorpo “catturante”
sia in qualita di capture che di detector, in assenza di interfe-
renza I’assorbanza assumera valori nel range del bianco.

Naturalmente I'approccio piu efficace sarebbe quello di
eliminare le interferenze, cosi da non dovere trovare i modi
per rilevatle. Ricapitoliamo alcune azioni che possono es-
sere attuate preventivamente:

- Rimozione o inattivazione delle 1g interferenti dai campioni: a)
precipitazione con PEG e rimozione degli aggregati per
centrifugazione o filtrazione, limiti: 'efficienza del tratta-
mento dipende dalla [Ig], coprecipitazione di altri analiti,
aumento costi e tempo; b) trattamento al calore, limita-
to ai zest per il dosaggio del CEA ed altri analiti “robu-
st

- Modifiche nelle componenti o nel format dei metodi per renderli nreno
proni a subire fenomeni di interferenza: produzione di anticor-
piin animali diversi e pit lontani filogeneticamente (dro-
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medari, cammelli e lama producono anticorpi che, sep-
pure costituiti dalla sola catena pesante, interagiscono ef-
ficientemente con gli antigeni), modifiche degli Abs del
sistema attraverso processi di umanizzazione, rimozione
del frammento Fc [uso di F(ab’), ed eventualmente dei
piccoli frammenti di singola catena scEFv] o sostituzione
degli Abs con leganti artificiali (peptidi, oligonucleotidi...).

- Agginnta di additivi nei tamponi: 1g animali meglio se aggre-
gate (della stessa specie degli anticorpi usati nell’ zmmnnoas-
say), detergenti.

Conclusioni

Anche se il pre-trattamento del campione o il ri-disegno
del sistema possono ridurre le interferenze, nessuna misu-
ra ¢ completamente efficace ed in tutte le situazioni.

Ci aspettiamo in un futuro ormai prossimo un impor-
tante contributo dall'ingegneria genetica per il superamen-
to di queste problematiche. Fino ad oggi queste tecniche
sono state utilizzate principalmente per produrre anticorpi
o frammenti anticorpali a scopo terapeutico ma, con la
sempre maggiore diffusione e accessibilita alla tecnologia,
potrebbero essere prodotti migliori reagenti diagnostici.

In attesa di una soluzione radicale ¢ importante essere
consapevoli del problema e non sottostimarne la frequen-
za, mettere in atto contromisure combinate e indagare per
quanto possibile la presenza di fenomeni di interferenza,
eventualmente correndo in parallelo un zest non sense. Senza
dimenticare che un’attenta valutazione della storia clinica
del paziente, dei dati laboratoristici disponibili compresi
gli storici, insieme ad una stretta collaborazione e comuni-
cazione tra clinici e specialisti di laboratorio, sono la mi-
glior garanzia per produrre risultati corretti e clinicamente
rilevanti e per il benessere dei pazienti.
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