Anticuerpos Ahti—Estreptavidina.
Confusion diagnostica por interferencia

bioquimica

>>> Elperfiltiroideo es enlaactualidad una analitica de rutina, elmétodo de eleccién
es el inmunoensayo (IE) debido a su mayor sensibilidad, rapidez y alto rendimiento.
Sin embargo, son vulnerables a diferentes tipos de interferencias que producen

resultados erroneos, rara vez estos errores se traducen en un mal diagnéstico. En el
siguiente trabajo se expone el caso de una paciente con diagndstico incorrecto por
interferencias en ladeterminacion.
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RESUMEN:

Se presenta el caso de una paciente que,

durante los estudios por busqueda de fertilidad y
posterior embarazo, mostraba un perfil tiroideo
alterado con niveles elevados de T4 libre y TSH
normal. Luego de descartarunadenoma tirotropo
y ante la ausencia de sintomatologia clinica de
hipertiroidismo, se investigd la posibilidad de
interferencias analiticas en los inmunoensayos
utilizados para la medicion de las hormonas. Se
han descrito interferencias causadas por anti-
cuerpos heterdfilos, macro TSH, anticuerpos
antitiroideos, biotina, y en menor medida anti-
cuerpos anti-estreptavidina y anti-rutenio. Los
andlisis de la paciente se realizaron en autoanali-
zador cuya plataforma emplea el sistema estre-
ptavidina-biotina que es muy susceptible a varios
interferentes. Un algoritmo propuesto incluye
unaserie de pruebas simples derealizar einterpre-
tar que permiten detectar o descartarla presencia
deinterferentes. De acuerdo al mismo, se efectud
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la comparacién con una plataforma analitica dife-
rente (que no utiliza el sistema estreptavidina-
biotina), diluciones seriadas, precipitacién con
polietilenglicol 6000 y tratamiento con micropar-
ticulas recubiertas con estreptavidina. Los resulta-
dos obtenidos confirmaron la presencia de anti-
cuerpos anti-estreptavidina en el suero de la paci-
ente. Ante discordancias entre las manifesta-
ciones clinicas y los resultados de laboratorio, se
debe investigar la posibilidad de interferencias
metodoldgicas para evitar el riesgo iatrogénico
potencial que implica una interpretacion bioqui-
mica errénea.

Palabras clave: falso hipertiroidismo, adenoma
tirotropo, interferencia bioquimica, anticuerpos
anti-estreptavidina

Actualmente, las plataformas totalmente
automatizadas para inmunoensayos (IE) son el
método de eleccion debido a su mayor sensibili-
dad, rapidez y alto rendimiento. Sin embargo, son
vulnerables a diferentes tipos de interferencias
que producen resultados erréneos dando perfiles
hormonales alterados que afectan el diagndstico.
Se han informado interferencias por la presencia
de anticuerpos heteréfilos, macro TSH, autoanti-
cuerpos, biotina, y en menor medida anticuerpos
anti-estreptavidina (anti-E) y anti-rutenio. Para
detectar o descartar la presencia de interferentes,
se pueden utilizar una serie de test simples de
realizar e interpretar. Se ha propuesto un algo-
ritmo que incluye la comparacién con una plata-
forma analitica alternativa, diluciones seriadas,
precipitacion con proteina A/G agarosa o polieti-
lenglicol 6000 (PEG), tubos con anticuerpos
bloqueantes y tratamiento con microparticulas
recubiertas con estreptavidina (m-E) (1,2)

El sistema estreptavidina-biotina consti-
tuye un método eficiente de separacion en IE. No
se ve alterado por lavados multiples ni variaciones
de pH. Varias plataformas analiticas lo utilizan,
entre ellas, Roche Diagnostics (3,4)

Cuando los anticuerpos anti-E estan pre-
sentes, interactdian con la estreptavidina produ-
ciendo una reduccién de la sefal luminiscente,
que se traduce enresultados falsamente elevados
de tiroxina total (T4T) y libre (T4L), triilodotironina

total (T3T) y libre (T3L) y disminuidos de tirotro-
fina (TSH), lo que puede conducir a resultados
erroneos de laboratorio similares a un estado de
hipertiroidismo (5)

Si bien las interferencias en los inmuno-
ensayos constituyen una causa poco frecuente de
error diagndstico, debe sospecharse cuando
existe una falta de correlacién entre los hallazgos
bioquimicosy el cuadro clinico de un paciente.

Se presenta el caso de una mujer joven
clinicamente eutiroidea con T4L elevada y TSH
normal, sugestivos de tumor hipofisario secretor
de TSH (adenoma tirotropo) o resistencia a
hormonas tiroideas, en quien se determind que
los anti-E podrian ser la causa mas probable de
interferencia en los IE utilizados. Se obtuvo
consentimientoinformado de la paciente

Casoclinico

Mujer de 32 afos derivada al Servicio de
Endocrinologia para valoracién de funcién tiroi-
dea por presentar T4L elevada con TSH normal en
analisis solicitado por busqueda de fertilidad. No
tenia sintomas de hipertiroidismo niantecedentes
patolégicos, consumo de farmacos o complejos
vitaminicos. Tenia un hijo de 3 afios saludable, sin
antecedentes familiares de relevancia. Al examen
fisico, sus signos vitales estaban dentro de para-
metros normales, sin bocio palpable ni oftalmo-
patia.

El laboratorio inicial presentdé T4L alta con TSH
normal.

Se repitid el perfil tiroideo en una nueva
muestra de suero confirmandose los resultados
anteriores (Tabla 1), sin compromiso del resto de
las hormonas antero-hipofisarias. Las mediciones
de TSH, T4T, T4L, T3T, T3L, anticuerpos anti-
peroxidasa (TPOAD) y anti-tiroglobulina (TGAD)
se efectuaron por electroquimioluminiscencia
(Cobas 8000 e602-Roche Diagnostics, Alemania).

En base a los hallazgos clinicos y bioqui-
micos, se planted el diagndstico diferencial entre
adenoma tirotropo y sindrome de resistencia alas
hormonas tiroideas. Los estudios de resonancia



magnética de hipdfisis con gadolinio y ecografia
tiroideafueron normales.

Tres meses después, la paciente asistid a
la consulta médica embarazada de once semanas,
continuaba asintomatica y con niveles de T4L
elevados (Tabla 1). Las ecografias fetales de
control no evidenciaron signos de hipertiroidismo
fetal; y se decidié conducta expectante. Dada la
estabilidad clinica, tanto materna como fetal, en
los controles sucesivos se sospechd la posibilidad
de una eventual interferencia bioquimica, para lo
cual se realizaron una serie de test que permiten
descartar o identificar el posible interferente (2).
Se derivd la muestra a otro laboratorio que utiliza
la plataforma analitica IMMULITE (Siemens), que
informd niveles de T4L, TPOAb y TGAb dentro de
los valores de referencia, mientras que, los valores
de TSH aunque mas elevados, estaban también
dentro del rango de referencia. Esto permitié
confirmar la presencia de algun interferente en la
muestra delapaciente.

Cuando se efectuaron diluciones seriadas
de la muestra de suero (1:2, 1:4, 1:8 y 1:16), se
observd pérdida de linealidad para todos los
analitos, lo que corroboré también la existencia de
unfactorinterferente (Fig.1).

Posteriormente, tres muestras diferentes
desuerosetrataroncon PEG al25%; se midieronen
el sobrenadante las concentraciones de TSH, T4T,
T4L,T3T,T3L, TPOAby TGADb.

Se valoraron también IgM e IgG antes y
después del tratamiento con PEG, como control
del método de precipitacion. Las concentraciones
de TSH, T3T y T3L no se modificaron después del
tratamiento con PEG y las de T4T y T4L disminu-
yeron, aunque no se normalizaron. TPOAb, TGAD,
IgG elgM descendieronavalores pordebajo delos
limites de deteccion.

Finalmente, se incubaron durante 60 mi-
nutos 200 pl de la muestra de la paciente y 200 pl
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del reactivo de Roche que contiene m-E. Las
concentraciones de TSH, T4T, T4L, T3T, T3L,
TPOADb y TGAb se midieron en el sobrenadante;
los valores de TSH aumentaron después de la
incubacién y los de T4T, T4L, T3L, TPOAb y TGAb
descendieron; T3T no mostro diferencias.

Simultaneamente, seincubaron muestras
de suero de dos sujetos eutiroideos y dos hiperti-
roideos con m-E, no observandose variaciones de
importancia (Tabla1).

Se concluyd que la interferencia se debia
a la presencia de anticuerpos anti-E en la muestra
como causade alteracion del perfil tiroideo.

La paciente tuvo una cesdrea progra-
mada a las 38.5 semanas (por eleccién personal),
dando luz a un nifio con un peso y una prueba de
Apgar normales. Diez semanas después, el perfil
tiroideo continud alterado por la metodologia
Roche (Tabla1).

DISCUSION

Seis son las principales interferencias
conocidas que afectan especialmente la medicién
de TSH, T4L y T3L: macro TSH, anticuerpos
heterdfilos, anticuerpos antiti-roideos (anti-T4,
anti-T3), biotina, anticuerpos anti-E y anti-rutenio.
Elmecanismo deinterferencia depende deltipo de
interferente y del formato del IE, afectando con
mayor frecuencia la unién de los anticuerpos. Las
interferencias analiticas ocurren aproximada-
mente en 1% de los casos, son dificiles de deter-
minar y pueden dar lugar a interpretaciones
diagndsticas erréneas, tratamientos inadecuados
y potencial riesgo paralasalud(2,5,6)

La paciente en estudio se presentd con
niveles elevados de T4L y normales de TSH sin
sintomas ni signos de hipertiroidismo. Los estu-
dios por imagenes permitieron descartar la exis-
tencia de un adenoma tirotropo, por lo que se
procedid a evaluar posibles interferencias en los
[E. Los inmunoensayos de Roche utilizan m-E y
anticuerpos de captura o analitos biotinilados para
los ensayos competitivos y no competitivos (3). La
plataforma Siemens funciona diferente a la de
Roche, la emision de luz depende de la unidn dela

hormona a un anticuerpo conjugado confosfatasa
alcalina, sin participacion del sistema biotina-
estreptavidina (4). La repeticién de las determina-
ciones por quimioluminiscencia en IMMULITE
permitié confirmar la presencia de un interfe-
rente.

En el test de dilucidn se observé pérdida
de linealidad con incremento de las concentra-
ciones séricas del analito (Fig. 1). Sin embargo, la
utilidad del test de dilucidn es limitada; un 40% de
muestras con anticuerpos enddgenos conocidos
pueden mostrar linealidad, por lo que el test,
como unica prueba, no debe ser utilizado para
autenticar elresultado de un IE o excluir la presen-
ciadeanticuerpos enddgenosinterferentes(1,7).

Tabla 1: Perfiles tiroideos de la paciente
antes y durante el embarazo y posparto. Pruebas
de comparaciéon de métodos, deplecién de anti-
cuerpos con PEG 6000 y tratamiento con micro-
particulasrecubiertas de estreptavidina

Método| TSH |T4 total|T4 libre|T3total|T3libre| TPOAb | TGAb
(LUI/mI)| (ug/dD | (ng/d)|(ng/dl) [(pg/ml)| (UI/ml) | (UI/ml)

12 consulta)

EQL 2.52 ND 5.34 ND ND ND ND
B EQL 0.94 ND 2.18 216 ND 202 102

Gestacion

(11 semanas) EQL 1.53 ND 3.50 ND ND ND ND

22 consulta)

Comparacion con plataforma alternativa

Gestacion

(25 semanas)] EQL 1.58 18.9 5.56 257 838 115 71

QL 394 ND 097 ND ND 2410
Posparto | Eql 097 108 338 175 ND 93 47
10semanas aL 1.08 ND 120 100 ND 7 10

Tratamiento con PEG 6000

Pre-PEG| EQL 1.58 18.9 5.56 257 8.38 115 71
Pos-PEG| EQL 148 138 232 277 7.44 5 10

Tratamiento con microparticulas de estreptavidina

PreeE | EQL 098 108 3.68 180 5.63 89 51
PossE | EQL 166 722 193 178 466 5 10
Eu
Pre-E [ EQL 152 741 128 114 275 12 12
Eu
PossE [ EQL 182 986 232 176 488 10 20
h+
Pre-E | EQL 001 13550 277 240 7.79 494 15

h+

Pos-E EQL 0.01 1470 472 342 10.66 598 20

EQL: electroquimioluminiscencia; QL: quimioluminiscencia; PEG:
polietilenglicol 6000; Pre-E: pre-tratamiento con estreptavidina;
Pos-E: pos-tratamiento con estreptavidina.

Los resultados de laboratorio destacados en negrita corresponden
a valores que se modificaron después de aplicar los test perti-
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nentes. Se muestran los resultados de un paciente eutiroideo (Eu)y
uno hipertiroideo (h+) antes y después del tratamiento de las
muestras de suero con microparticulas recubiertas de
estreptavidina.

Valores de referencia EQL: TSH (0.27-4.20 pUl/ml), T4 total (4.6-
12.0 pg/dl), T4 libre (0.93-1.70 ng/dl), T3 total (80-200 ng/dl), T3 libre
(2.0-4.4 pg/ml), TPOAb (menor a 34 Ul/ml), TGAb (menor a 115
Ul/ml).

Valores de referencia QL: TSH (0.3-5.0 pUI/ml), T4 libre (0.89-1.76
ng/dl), T3 total (81-178 ng/dl), TPOAb (menor a 35 Ul/ml), TGAb
(menora4o Ul/ml).

> > Figura 1: Pérdida de linealidad de las
concentraciones de TSH, T4 total, T4 libre, T3 total
yT3libre
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Cuando se precipitaron los complejos con
PEG, los niveles de T4T y T4L disminuyeron sin
normalizarse, afectando en mayor medida la
recuperacion de T4L. La eficacia de PEG en la
precipitacion de anticuerpos e inmunoglobulinas
se demostré con el descenso de los valores de
TPOADb, TGAD, IgG e IgM por debajo de los limites
de deteccidn. Si bien los valores pos-PEG no
reflejan las concentraciones verdaderas, las varia-
ciones de los parametros después del trata-
miento demuestran la presencia de macrocom-
plejos entre hormonas libres con inmunoglobu-
linas o proteinas que interfieren con los ensayos
deRoche (8).

La presencia de anti-E es causa muy rara
de interferencia en IE. Se presenta en forma
similar a lainterferencia por biotina, con elevacion
de T4L y disminucién de TSH, aunque el efecto es
mas pronunciado en los ensayos competitivos
(T4L) que en los no competitivos (TSH) (9). En los
limitados casos publicados, la presencia de anti-E
fue revelada por tratamiento de las muestras de
suero con m-E (10-13). Aplicando esta metodologia



pudimos confirmar que la causa de la interferencia
analiticaen el suero delapaciente eraanti-E.

La estreptavidina es una proteina produ-
cidaporbacterias del género Streptomyces avidinii
muy abundantes enla tierra, donde descomponen
y reincorporan la materia orgdanica para ser apro-
vechada por plantas y otros organismos (14,15).
Anti-E pueden encontrarse en individuos que se
hallan en contacto con suelos de cultivos, huertas
organicas, barro o plantas en descomposicion
donde habita la bacteria. Hasta el momento se
desconocen las circunstancias que llevan a la
aparicion de estos anticuerpos (12). Reinterro-
gando a la paciente, refiri¢ aficidon al trabajo de la
tierra en una huerta domiciliaria, por lo que con-
cluimos que ésta podria ser la posible fuente de
contacto con estreptavidina.

En conclusidn, cuando los resultados de
laboratorio no coinciden con la signo-sintoma-
tologia del paciente, la presencia de interferentes
enlos |E debe ser considerada. Unainterpretacion
bioquimica errénea puede conducir a prescrip-
ciones innecesarias, demoras de diagndsticos,
modificaciones inapropiadas del tratamiento o
estudios innecesarios, por lo que la comunicacion
entre médicos y bioquimicos es fundamental para
poder limitar el riesgo iatrogénico que implican
estas fallas del laboratorio clinico.
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