Seguretat clinica i interferencies analitiques en
els procediments de mesura immunoquimics

Bernardi Barcelé Martin
Servei d'Analisis Cliniques
Hospital Universitari Son Dureta
Palma de Mallorca

L'informe "To err is human" realitzat per I'Institut de Medicina dels Estats Units
d'America (1), afirma que a aquest pais moren més persones com a
consequencia d'errors medics que pels accidents de transit, el cancer de mama
o la sida. Entre ells, hi ha errors relacionats amb el diagnostic (error o retard del
diagnostic, error a I'hora d'utilitzar determinades proves i I'iUs de proves
antiquades). Endemés, es recalca que la majoria d'aquests errors son
previsibles. Si tenim en compte que els examens de laboratori clinic
proporcionen fins un 80 % de la informacio que els clinics utilitzen per prendre
decisions clinicament importants (2), els errors relacionats amb aquests
examens no han tingut la mateixa repercussié que els errors terapeutics o
quirargics.

En general, la freqiiéncia d'errors en els laboratoris clinics €s molt variable.
S'estima que s'identifica 1 error per cada 900 o 2074 pacients, depenent de
I'estudi, o bé 1 error per cada 214 o 8316 resultats, segons l'estudi (3), si bé un
estudi (4) va estimar que fins a un 75 % d'aquests errors produeixen resultats
dins dels intervals de referencia.

Els resultats de mesura falsos poden desencadenar una serie de situacions
com sén un diagnostic erroni, una major ansietat per al pacient i també per al
metge i un major nombre de proves i de procediments terapeutics innecessaris
gue normalment sén més cruents i que, a més, poden tenir conseqiiencies molt
serioses per als pacients.

Respecte a la distribucié d'aquests errors en funcié de les tres etapes del
procés analitic, se sap que la majoria dels errors es produeixen a l'etapa
preanalitica (46-68 %), encara que a I'etapa analitica es produeixen entre un 7 i
un 13 %, dels quals fins a un 6 % tenen lloc per interferéncies (5).

Els procediments immunoquimics automatitzats son la columna vertebral dels
moderns laboratoris clinics, els quals fan possible la mesura d'un gran nombre
de magnituds biologiques diferents, d'una forma rapida i amb unes
caracteristiques metrologiques adequades. Pero existeixen una serie de factors
gue poden significar una important font d'error en les mesures del laboratori i
gue en determinades circumstancies poden posar en perill al pacient (6,7).
Malgrat que la imprecisié dels métodes analitics es monitoritza rutinariament
mitjancant el control intern de la qualitat i I'error sistematic pot verificar-se per



comparacié amb materials o procediments de referéncia, o amb la participacié
en programes de supervisié o avaluacio externa de la qualitat, els laboratoris no
poden detectar facilment els errors ocasionats per substancies interferents. Aixi
i tot, més de 2000 articles sobre interferéncies en procediments immunoquimics
s'han citat en els darrers 10 anys.

L'objectiu d'aquest treball és revisar els factors que interfereixen amb els
procediments immunoquimics, quin és el mecanisme que utilitzen (quan es
sapiga) i com detectar-los i eliminar-los.

Podem definir una interferéncia analitica com I'efecte d'una substancia diferent
a I'analit la concentracio del qual volem mesurar, present en el sistema analitic i
gue causa una desviacio del valor mesurat respecte al valor vertader,
normalment expressat com una concentracio (8).

Les interferencies en els procediments immunoquimics poden classificar-se en
funcio de si estan provocades per:

reactivitat encreuada
efecte ganxo
anticossos
interferéncies de senyal
efecte matriu

ogkrwbE

Al quadre sinoptic segient es mostren els efectes observats amb més
frequéncia en funcio del tipus de procediment immunoquimic i del tipus
d'interferencia.

Tipus d'interferéncia

Tipus de procediment Reactivitat | Efecte . Efecte

. .. Anticossos | Senyal .

immunoquimic encreuada ganxo matriu

Competitiu Usual (+) Minim Minim +o0- +o0-

Nefelometria/Turbidimetria +o0- - Usual (+) U(S’J:l)al +o0-
.\ . -(sil

No competitius Minim (+ o0 -) pas) Usual (+) | +o- +o-

1. Interferéncies causades per reactivitat encreuad a

La interferéncia per reactivitat encreuada és la principal causa d'error sistematic
dels procediments immunoquimics, i es produeix com a consequencia de
I'existéncia a la mostra de components amb analogia estructural a I'analit, la
qual no sempre és aparent. Normalment, no son desitjades (9), com per
exemple, quan la reactivitat encreuada es produeix amb molécules de la
mateixa familia (substancies precursores o metabolits de I'analit), o quan es
produeix lI'administracié de farmacs amb estructura similar al que volem
analitzar. Solen produir resultats positius falsos en els procediments



immunoquimics de tipus competitiu i que utilitzen anticossos policlonals. Pero,
en algunes situacions, aquesta falta d'especificitat dels anticossos pot ser
beneficiosa (10), com per exemple, en el cribratge de drogues d'abus i en la
mesura de concentracions de farmacs i dels seus metabolits actius, de manera
gue es correlacionen millor amb I'eficacia clinica.

Entre les técniques per reduir la reactivitat encreuada podem destacar el
disseny d'anticossos més especifics, dels quals els monoclonals presenten una
menor probabilitat de reactivitat encreuada respecte als policlonals. Una altra
tecnica per reduir o eliminar la reactivitat encreuada és separar la substancia
interferent de I'analit per extraccio, cromatografia, filtracid, precipitacié, etc.
Finalment, altres tecniques emprades son la realitzacié de correccions a les
temperatures de reaccio i als temps d'incubacié o la realitzacio de dos
procediments de mesura no competitius simultaniament, encara que només
sigui util per molécules grans. En general, aguestes solucions no estan
habitualment a I'abast dels laboratoris clinics.

2. Interferéncies causades per I'efecte ganxo

L'efecte ganxo és pot definir com I'obtencio de resultats anormalmente baixos
en mostres que tenen concentracions d'analit molt elevades. Aquest efecte és
degut a una gran quantitat de causes: saturacio de llocs especifics de reaccio
antigen-anticos, cooperacié de barreges d'anticossos, agregats de molécules
que fan interaccions cooperatives entre elles, etc. L'efecte ganxo es produeix
en els procediments immunoturbidimetrics i immunonefelométrics i en els
procediments no competitius de tipus sandwich realitzats a un sol pas. Aquest
tipus d'interferéncia s'ha descrit en procediments de mesura de la concentracio
de coriogonadotrofina, antigen CA19-9, antigen CA 125, antigen especific de la
prostata, antigen carcinoembriogénic, mioglobina, IgG, IgA, IgM i ferritina entre
d'altres.

Les solucions per reduir aquest tipus d'interferencia passen per diluir les
mostres sospitoses 0 bé incloure en el disseny del procediment de mesura una
etapa de rentat previ a I'addicié del segon anticos.

3. Interferéncies causades per anticossos

La interferéncia per anticossos en els procediments immunoquimics €s un
fenomen conegut. L'efecte d'aquesta interferéncia depén del procediment de
mesura utilitzat i del lloc on I'anticés s'uneix amb l'analit. La consequéncia
d'aquesta interferencia pot ser un resultat falsament positiu o negatiu. Les
situacions que afavoreixen aquest tipus d'interferéncia son: artritis reumatoide,
vacunes, infeccions per virus i bactéris, animals domestics, al-lergies, dietes
especials, transfusions de sang, terapies alteratives, malalties autoimmunes,
dialisi, alguns medicaments, trasferencia materna, miopatia cardiaca, malaltia
de Chron, etc. Les propietats d'aquestes substancies interferents son (5): 1)
Gnica d'un individu, II) concentracio variable en el temps, IIl) poden produir
resultats positius falsos i negatius falsos, 1V) poden interferir en un o més tipus
de procediments immunoquimics perdo no necessariament en tots, V) diferents
analits poden estar interferits utilitzant un mateix procediment immunoquimic,



V1) anticossos interferents de baixa afinitat i especificitat poden estar presents a
altres concentracions o bé anticossos interferents d'alta afinitat i especificitat
poden estar presents a baixes concentracions, VII) la inclusio per part dels
fabricants de reactius d'un 0 més agents en I'equip de reactius, amb la finalitat
de bloquejar la interferéncia pot ser insuficient per eliminar-la.

Les interferencies per anticossos es poden classificar en quatre tipus:

3.1. Interferéncies per autoanticossos

Els autoanticossos son anticossos que estan dirigits contra substancies que
normalment estan presents a I'organisme. Alguns d'aquests anticossos estan
associats a neoplasies i malalties autoimmunes i presenten un isotip de tipus
IgG policlonal i afinitat variable. Poden produir resultats positius falsos i
negatius falsos. Diferents analits s'han vist afectats (macro-creatina-cinasa,
macro-aamilasa, hormones tiroidals, tiroglobulina, insulina, prolactina,
somatotropina, testosterona, etc.). Per exemple, els anticossos contra la
tiroglobulina s’han trobat fins a un 30 % dels pacients amb carcinoma
diferenciat de tiroide (11). Altres tipus d'interferéncies per autoanticosssos sén
aguelles que ocasionen la generacio de complexos circulants analit-anticés de
gran tamany i fisiologicament inactius, com és el cas dels anticososs contra la
prolactina i contra la somatotropina. La presencia d'aquest tipus d'anticossos en
el plasma pot ocasionar resultats falsament incrementats i conduir a realitzar
procediments medics o quirdrgics innecessaris (12).

3.2 Interferencies per anticossos heterofils

Per anticossos heterofils entenem a aquells anticossos endogens amb un ampli
espectre de reactivitat, poc definits i caracteritzats per la falta d'especificitat i
afinitat i que es formen com a resposta a un antigen poc clar (13). Es calcula
gue aquest tipus d'anticossos es troben presents en un 30-40 % de la poblacié
en general i poden ser de dos tipus: anticossos contra l'idiotip naturals (anti-
Fab) i anticossos contra l'isotip (anti-Fc o factors reumatoides). La interferencia
pot ocorrer tant en procediments de mesura competitius com, i més
freqientment, en els no competitius. En aquests darrers, els anticossos
heterofils presents en el plasma poden interferir en els procediments de mesura
per formacié d'un pont entre l'anticos de captura i I'anticos de deteccio o
conjugat, essent la causa de resultats positius falsos. Pero també es poden
produir resultats negatius falsos quan I'anticos heterofil s'uneix amb I'anticos de
captura o bé amb el conjugat sense que es pugui formar el complex amb l'analit
a mesurar. Tots els procediments immunoquimics sén susceptibles d'aquesta
interferéncia. Els anticossos contra l'isotip o factors reumatoides (14) estan
dirigits contra la regio constant o Fc del complex antigen-anticos. Generalment
sén anticossos de tipus IgM i la incidencia a la poblacio general és d'un 5 % i
fins a un 70 % en els pacients amb artritis reumatoide, perd no sén especifics
d'aquesta malaltia i poden trobar-se en altres entitats nosologiques com el
lupus eritematdés sistemic, la crioglobulinémia i I'esclerodérmia. Generalment,
produeixen resultats positius falsos i s'han descrit en diferents procediments
immunoquimics com, per exemple, els dedicats a la mesura de la concentracié
de troponina, hormones tiroidees, antigen CA19-9, anticos (IgM) contra el virus



de I'hepatitis C, etc.

3.3 Interferéncies per anticossos humans contra animals

Els anticossos humans contra animals, s6n anticossos endogens amb un limitat
espectre de reactivitat, altament definits i caracteritzats per una alta especificitat
I afinitat, ja que es desenvolupen com a resposta a un immunogen conegut
(15). L'etiologia de la seva presencia es pot dividir en dos tipus: iatrogénica
(immunoterapia, immunoradiodiagnostic, vacunes contra agents infecciosos i
les transfusions de sang) i no iatrogéenica (transferéncia materna via
placentaria, contacte amb animals de companyia o de granja, transferéncia
d'antigens de la dieta en pacients celiacs; també s'ha associat a certes
malalties que presenten un substrat etiopatogénic immunologic com per
exemple, la cardiomiopatia idiopatica). La seva produccio és el resultat final
d'una resposta fisiologica normal contra antigens exogens d'origen animal. Els
anticossos humans contra animals millor coneguts i meés frequients sén els
produits contra antigens murins, encara que també s'han descrit procedents
d'altres animals (conill, cabra, ovella). Els anticossos humans contra animals
sén normalment del tipus 1gG, IgA i IgM; poden ser anticossos contra l'isotip o
contra l'idiotip i les concentracions a les qué arriben al sérum poden oscil-lar
entre els um/L i els g/L, i la duracio de la resposta és variable. La prevalenca a
la poblacio d'aquests anticossos és encara desconeguda. EI mecanisme de
produccio de la interferéncia és semblant al dels anticossos heterofils i tan
poden produir resultats falsament positius com negatius.

Podem esperar que aquest tipus d'interférencia augmenti exponencialment
donat el nombre creixent d'immunoglobulines d'origen animal que ja s'utilitzen
en medicina. Kaplan i Levinson (16) suggereixen que ha de fer-se una distincio
entre els anticossos heterofils i els anticossos humans contra animals, de tal
manera, que quan no hi hagi una historia de tractament medic amb
immunoglobulines animals o no es pugui demostrar un immunogen ben definit
es parli d'anticossos heterofils. Quan hi hagi una historia de tractament amb
immunoglobulines d'origen animal i immunoglobulines de la mateixa especie
s'utilitzin com a reactius en els procediments immunoquimics es parli
d'anticossos humans contra animals.

Entre els diferents mecanismes que s'han utilitzat per preveure la formacio d'
anticossos humans contra animals, estan: 1) administrar terapia previa
immunosupressora (amb ciclosporina, per exemple), 2) dissenyar farmacs que
anicament contenen la fraccié Fab o F(ab')2 o bé que s’han humanitzat o
quimeritzat, és a dir, que la regi6 variable de la immunoglobulina és d'origen
animal i la regi6é constant és humana i 3) recobrir les immunoglobulines amb
polietilenglicol.

Aixi mateix, s'han proposat diferents graus de responsabilitats per minimitzar
I'efecte de les interferencies causades per anticossos humans contra animals.
Les autoritats sanitaries estadounidenques han recomenat a la industria que
prengui mesures per disminuir o eliminar aquestes interferencies, a traves de la
reformulacio dels reactius o la inclusio d'avisos de les interferencies a les
instruccions incloses en els equips de reactius. El pacient també hauria d'estar



informat d'aquesta possibilitat i hauria d'informar al metge d'una anterior
exposicié a agents terapeutics o diagnostics d'origen animal. Per la seva part,
el clinic hauria de demanar al pacient si ha tingut alguna exposicié anterior a
agents terapéutics o diagnostics d'origen animal i proporcionar aquesta
informacio al laboratori; finalment, el laboratori ha de conéixer la composicio
dels diferents equips de reactius, les seves prestacions i limitacions i investigar
la sospita d'una interferencia mitjancant un protocol establert.

3.4 Interferéncies per paraproteines

Diferents entitats nosologiques cursen amb la preséncia de paraproteines en el
plasma (gammapatia monoclonal de significat incert, mieloma multiple,
macroglogulinémia de Waldenstrom, amiloidosi, leucemia, infeccié i malalties
inflamatories croniques). Fins fa poc temps, aquestes interferencies nomes es
coneixien en els procediments de mesura dels analitzadors de "bioguimica
general” (concentracions de bilirubina, colesterol d'HDL, fosfat, calci(ll),
creatinini, glucosa, etc), en els quals les paraproteines interferents precipiten en
el transcurs de la reaccio quimica. Recentment, han aparegut casos
d'interferencies per paraproteines en procediments immunoquimics (17,18) que
han generat resultats falsos en la mesura de les concentracions de tirotropina,
proteina-C-reactiva, troponina |, a-fetoproteina, antigen CA125 i
coriogonadotropina en el plasma. El mecanisme de produccié pareix ser
l'impediment esteéric.

3.5 Deteccid i eliminaci6 de les interferéncies per anticossos

Quant a la detecci6 i eliminacio de les interferencies per anticossos en general,
podem enumerar els seguents elements a tenir en compte (5): 1) la sospita
clinica, 2) la falta de correlacio clinica amb altres resultats, 3) la mesura amb un
metode alternatiu, 4) la dilucié de la mostra preferiblement amb un diluent
subministrat del fabricant dels reactius que contingui globulines no immunes, 5)
el pretractament de la mostra i 6) la modificacio dels anticossos dels reactius.
Quant a les técniques de pretractament de la mostra podem dividir-les en dos
grups: 1) eliminacié o reduccio de I'anticos interferent i 1l) addicio
d'immunoglobulines procedents de la mateixa especie que els anticossos dels
reactius utilitzats. Quant a la modificacio dels anticossos dels reactius, la
indUstria ha optat per utilitzar fragments Fab o F(ab')2 com a reactius de
captura i deteccid, o bé anticossos monoclonals quimerics (19). Finalment,
existeixen en el mercat diferents equips de reactius especifics per detectar i
quantificar anticossos humans contra animals.

4. Interferencies de senyal

Tots els procediments immunoquimics requereixen la preséncia d'un
mecanisme tragcador per detectar la formacié del complex anticos-antigen (per
exemple, tracadors radiactius, reaccions enzimatiques, dispersio de la llum,
etc). Algunes mostres contenen substancies endogenes o exogenes que
artefactualment poden incrementar o disminuir I'efecte d'aquest tracador sense
afectar a I'unié del complex anticos-antigen. Aquesta és I'anomenada
interférencia de senyal. Entre les substancies endogenes, les causants de



lipemia afecten a composts liposolubles com els esteroides i a aquelles
magnituds que es mesuren mitjangant procediments immunoturbidimetrics i
immunonefelomeétrics, a punt final més que cinétics, (20) com les
concentracions d'immunoglobulines G, A i M. D'altra banda, encara que
I'nemolisi i la hiperbilirubinémia semblen tenir menors efectes sobre els
procediments immunoquimics, no han de menysprear-se com una potencial
font d'error. Recentment, s'ha descrit com poden produir-se resultats falsament
disminuits de la concentracié de troponina T (21) en mostres hemolitzades
secundaries a l'accio de proteases alliberades dels eritrocits.

També poden produir-se interferéncies en mostres de pacients amb una
elevada concentracio catalitica de I'enzim que s'utilitza com a tragador, com,
per exemple, la fosfatasa alcalina.

Entre les substancies exogenes, s'ha vist que altes concentracions de biotina
en el plasma poden provocar resultats falsos si el sistema d'amplificacio del
senyal es fonamenta en la interaccio entre la biotina i I'estreptovidina.

Les solucions per reduir aquest tipus d'interferéncies en el cas de les
espectrals, és utilitzar procediments immunoquimics en dues etapes, on l'etapa
de rentat elimina la substancia interferent, o bé, realitzar dilucions de la mostra.
Per aquelles interferencies dependents del tipus de tracador utilitzat, podria
eliminar-se mitjancant un procediment de mesura alternatiu que utilitzés un
tracador diferent.

5. Interferéncies per efecte matriu

Es denomina efecte matriu a la suma dels efectes, tant qualitatius com
guantitatius, de tots els components que es troben en la mostra excepte I'analit
que cal analitzar (8). En aquesta definicio estan també inclosos els efectes dels
reactius utilitzats. Entre els elements de la mostra que poden produir una
interferéncia per efecte matriu podem citar, a més dels diferents tipus
d'anticossos comentats anteriorment, I'efecte d'altres proteines (albumina,
complement, proteines transportadores, lisozima, etc.) i altres substancies de
naturalesa no proteica (acids grassos lliures, acids biliars, esteroides i altres
lipids). Entre els components del reactiu que poden produir una interferéncia
per efecte matriu, podem citar les solucions amortidores, els detergents i els
bacteriostatics utilitzats, i també la naturalesa dels anticossos (policlonals,
monoclonals), les substancies tragadores i els mecanismes de separacio.

6. Conclusions

Els mecanismes de les interferencies en els procediments immunoquimics
encara son poc coneguts. Endemés, no existeix un unic procediment que ens
permeti eliminar qualsevol tipus d'interferencia i, fins que no es demostri el
contrari, el millor mecanisme per detectar-les és establir una comunicacio fluida
amb els clinics i entre els propis laboratoris. En general, les consequiéncies de
les interferéncies analitiques i les repercussions que poden provocar son
infraestimades, per la qual cosa é€s necessari un canvi cultural en aquest
aspecte. Aquest canvi hauria de produir-se a través d'una actitud, no tan sols



dels laboratoris sin6 també dels propis clinics i de la indUstria del diagnostic in
vitro, per tal de minimitzar els errors derivats de les interferencies. Finalment,
els laboratoris clinics han d'estar preparats per investigar qualsevol sospita
d'interférencia, preferiblement amb la guia d'un protocol.
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