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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 descartar un adenoma 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 anticuerpos heterdfilos, macro TSH, anticuerpos anti-tiroideos, biotina,
y en menor medida anticuerpos anti-estreptavidina y anti-rutenio. Los analisis de la paciente se realizaron en
autoanalizador cuya plataforma emplea el sistema estreptavidina-biotina que es muy susceptible a varios inter-
ferentes. Un algoritmo propuesto incluye una serie de pruebas simples de realizar e interpretar que permiten
detectar o descartar la presencia de interferentes. De acuerdo al mismo, se efectué la comparacién con una
plataforma analitica diferente (que no utiliza el sistema estreptavidina-biotina), diluciones seriadas, precipitacion
con polietilenglicol 6000 y tratamiento con microparticulas recubiertas con estreptavidina. Los resultados obtenidos
confirmaron la presencia de anticuerpos anti-estreptavidina en el suero de la paciente. Ante discordancias entre
las manifestaciones clinicas y los resultados de laboratorio, se debe investigar la posibilidad de interferencias
metodoldgicas para evitar el riesgo iatrogénico potencial que implica una interpretacion bioquimica errénea.
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Abstract Anti-estreptavidin antibodies. Diagnostic confusion by biochemical interference. We pre-
sent the case of a patient who, during studies for fertility and subsequent pregnancy, showed an
altered thyroid profile with elevated levels of free T4 and normal TSH. After ruling out a thyrotropic adenoma and
in the absence of clinical symptoms of hyperthyroidism, the possibility of analytical interference in the immunoas-
says used to measure hormones was investigated. Interferences caused by heterophile antibodies, macro TSH,
anti-thyroid antibodies, biotin, and to a lesser extent anti-streptavidin and anti-ruthenium antibodies have been
described. The analysis of the patient was carried out in a self-analyzer whose platform uses the streptavidin-biotin
system that is very susceptible to several interferents. A proposed algorithm includes a series of simple tests to
perform and interpret that allow detecting or ruling out the presence of interferents. Accordingly, a comparison
was made with a different analytical platform (which does not use the streptavidin-biotin system), serial dilutions,
precipitation with polyethylene glycol 6000 and treatment with microparticles coated with streptavidin. Results
obtained confirmed the presence of anti-streptavidin antibodies in the patient’s serum. In the case of disagreements
between clinical manifestations and laboratory results, the possibility of methodological interferences should be
investigated in order to avoid the potential iatrogenic risk involved in an erroneous biochemical interpretation.
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Actualmente, las plataformas totalmente automatiza-
das para inmunoensayos (IE) son el método de eleccion
debido a su mayor sensibilidad, rapidez y alto rendimiento.
Sin embargo, son vulnerables a diferentes tipos de interfe-
rencias que producen resultados erréneos dando perfiles
hormonales alterados que afectan el diagnéstico. Se han
informado interferencias por la presencia de anticuerpos
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heterdfilos, macro TSH, autoanticuerpos, 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 algoritmo
que incluye la comparacion con una plataforma analitica
alternativa, diluciones seriadas, precipitacion con proteina
A/G agarosa o polietilenglicol 6000 (PEG), tubos con an-
ticuerpos bloqueantes y tratamiento con microparticulas
recubiertas con estreptavidina (m-E)" 2.

El sistema estreptavidina-biotina constituye un método
eficiente de separacion en |IE. No se ve alterado por la-
vados multiples ni variaciones de pH. Varias plataformas
analiticas lo utilizan, entre ellas, Roche Diagnostics®*.
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Cuando los anticuerpos anti-E estan presentes, inte-
ractuan con la estreptavidina produciendo una reduccion
de la sefal luminiscente, que se traduce en resultados
falsamente elevados de tiroxina total (T4T) y libre (T4L),
triiodotironina total (T3T) y libre (T3L) y disminuidos de
tirotrofina (TSH), lo que puede conducir a resultados
erroneos de laboratorio similares a un estado de hiper-
tiroidismo®.

Si bien las interferencias en los inmunoensayos cons-
tituyen una causa poco frecuente de error diagnéstico,
debe sospecharse cuando existe una falta de correlacion
entre los hallazgos bioquimicos y 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 determiné
que los anti-E podrian ser la causa més probable de in-
terferencia en los IE utilizados. Se obtuvo consentimiento
informado de la paciente

Caso clinico

Mujer de 32 afnos derivada al Servicio de Endocrinologia para
valoracién de funcidn tiroidea por presentar T4L elevada con
TSH normal en analisis solicitado por busqueda de fertilidad.
No tenia sintomas de hipertiroidismo ni antecedentes patolo-
gicos, consumo de farmacos o complejos vitaminicos. Tenia
un hijo de 3 afos saludable, sin antecedentes familiares de
relevancia. Al examen fisico, sus signos vitales estaban dentro
de parametros normales, sin bocio palpable ni oftalmopatia.

El laboratorio inicial presentdé T4L alta con TSH normal.
Se repitio el perfil tiroideo en una nueva muestra de suero
confirmandose los resultados anteriores (Tabla 1), sin com-
promiso del resto de las hormonas antero-hipofisarias. Las
mediciones de TSH, T4T, T4L, T3T, T3L, anticuerpos anti-
peroxidasa (TPOADb) y anti-tiroglobulina (TGAb) se efectuaron
por electroquimioluminiscencia (Cobas 8000 e602-Roche
Diagnostics, Alemania).

En base a los hallazgos clinicos y bioquimicos, se planteé
el diagndstico diferencial entre adenoma tirotropo y sindrome
de resistencia a las hormonas tiroideas. Los estudios de
resonancia magnética de hipdfisis con gadolinio y ecografia
tiroidea fueron normales.

Tres meses después, la paciente asistio a la consulta
médica embarazada de once semanas, continuaba asintoma-
tica 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?. Se
derivod la muestra a otro laboratorio que utiliza la plataforma
analitica IMMULITE (Siemens), que informé 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 con-
firmar la presencia de algun interferente en la muestra de
la paciente.

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

Posteriormente, tres muestras diferentes de suero se
trataron con PEG al 25%; se midieron en el sobrenadante
las concentraciones de TSH, T4T, T4L, T3T, T3L, TPOAb
y TGAb. Se valoraron también IgM e IgG antes y después
del tratamiento con PEG, como control del método de pre-
cipitacion. Las concentraciones de TSH, T3T y T3L no se
modificaron después del tratamiento con PEG y las de T4T
y T4L disminuyeron, aunque no se normalizaron. TPOAb,
TGAD, IgG e IgM descendieron a valores por debajo de los
limites de deteccion.

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

Simultdaneamente, se incubaron muestras de suero de dos
sujetos eutiroideos y dos hipertiroideos con m-E, no obser-
véandose variaciones de importancia (Tabla 1).

Se concluyé que la interferencia se debia a la presencia
de anticuerpos anti-E en la muestra como causa de alteraciéon
del perfil tiroideo.

La paciente tuvo una cesarea programada a las 38.5
semanas (por eleccion personal), dando luz a un nifio con
un peso y una prueba de Apgar normales. Diez semanas
después, el perfil tiroideo continué alterado por la metodologia
Roche (Tabla 1).

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. El mecanismo de interferencia depende del
tipo de interferente y del formato del |IE, afectando con
mayor frecuencia la unién de los anticuerpos. Las inter-
ferencias analiticas ocurren aproximadamente en 1% de
los casos, son dificiles de determinar y pueden dar lugar
a interpretaciones diagnodsticas erréneas, tratamientos
inadecuados y potencial riesgo para la salud? 5 ©.

La paciente en estudio se presenté con niveles eleva-
dos de T4L y normales de TSH sin sintomas ni signos de
hipertiroidismo. Los estudios por imagenes permitieron
descartar la existencia de un adenoma tirotropo, por lo
que se procedid a evaluar posibles interferencias en los IE.

Los inmunoensayos de Roche utilizan m-E y anticuer-
pos de captura o analitos biotinilados para los ensayos
competitivos y no competitivos®. La plataforma Siemens
funciona diferente a la de Roche, la emisién de luz depen-
de de la unién de la hormona a un anticuerpo conjugado
con fosfatasa alcalina, sin participacion del sistema bioti-
na-estreptavidina“. La repeticion de las determinaciones
por quimioluminiscencia en IMMULITE permitié confirmar
la presencia de un interferente.

En el test de dilucion se observé pérdida de linealidad
con incremento de las concentraciones séricas del analito
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TABLA 1.— Peffiles tiroideos de la paciente antes y durante el embarazo y posparto. Pruebas de comparacion de métodos,
deplecion de anticuerpos con PEG 6000 y tratamiento con microparticulas recubiertas de estreptavidina

Método TSH T4 total T4 libre T3 total T3 libre TPOADb TGADb
(pUl/mI) (pg/dl) (ng/dl) (ng/dl) (pg/ml) (Ul/ml) (Ul/ml)
12 consulta EQL 2.52 ND 5.34 ND ND ND ND
22 consulta EQL 0.94 ND 2.18 216 ND 202 102
Gestacion EQL 1.53 ND 3.50 ND ND ND ND
(11 semanas)
Comparacioén con plataforma alternativa
Gestacion EQL 1.58 18.9 5.56 257 8.38 115 71
(25 semanas) QL 3.94 ND 0.97 ND ND 24 10
Posparto EQL 0.97 10.8 3.38 175 ND 93 47
(10 semanas) QL 1.08 ND 1.20 100 ND 7 10
Tratamiento con PEG 6000
Pre-PEG EQL 1.58 18.9 5.56 257 8.38 115 71
Pos-PEG EQL 1.48 13.8 2.32 277 7.44 5 10
Tratamiento con microparticulas de estreptavidina

Pre-E EQL 0.98 10.8 3.68 180 5.63 89 51
Pos-E EQL 1.66 7.22 1.98 178 4.66 5 10
Eu

Pre-E EQL 1.52 7.41 1.28 114 2.75 12 12
Eu

Pos-E EQL 1.82 9.86 2.32 176 4.88 10 20
h+

Pre-E EQL 0.01 13.50 2.77 240 7.79 494 15
h+

Pos-E EQL 0.01 14.70 4.72 342 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 pertinentes. 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 uUl/ml), T4 total (4.6-12.0 ug/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 uUl/ml), T4 libre (0.89-1.76 ng/dl), T3 total (81-178 ng/dl), TPOAb (menor a 35 Ul/ml), TGAb (menor

a 40 Ul/ml)

(Fig. 1). Sin embargo, la utilidad del test de dilucion 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
el resultado de un IE o excluir la presencia de anticuerpos
enddgenos interferentes’”.

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 demostrd con el descenso de
los valores de TPOAb, TGAD, IgG e IgM por debajo de
los limites de deteccién. Si bien los valores pos-PEG no

reflejan las concentraciones verdaderas, las variaciones
de los parametros después del tratamiento demuestran
la presencia de macrocomplejos entre hormonas libres
con inmunoglobulinas o proteinas que interfieren con los
ensayos de Roche®.

La presencia de anti-E es causa muy rara de interferen-
cia en IE. Se presenta en forma similar a la interferencia
por biotina, con elevacién de T4L y disminucién de TSH,
aunque el efecto es mas pronunciado en los ensayos
competitivos (T4L) que en los no competitivos (TSH)®. En
los limitados casos publicados, la presencia de anti-E fue
revelada por tratamiento de las muestras de suero con
m-E'%'3, Aplicando esta metodologia pudimos confirmar



422

MEDICINA - Volumen 79 - N° 5, 2019

Fig. 1. — Pérdida de linealidad de las concentraciones de TSH, T4 total, T4 libre, T3 total y T3 libre
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que la causa de la interferencia analitica en el suero de
la paciente era anti-E.

La estreptavidina es una proteina producida por
bacterias del género Streptomyces avidinii muy
abundantes en la tierra, donde descomponen y rein-
corporan la materia organica para ser aprovechada
por plantas y otros organismos' '®. 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'?. Re-
interrogando a la paciente, refirio aficion al trabajo
de la tierra en una huerta domiciliaria, por lo que

concluimos que ésta podria ser la posible fuente de
contacto con estreptavidina.

En conclusién, cuando los resultados de laboratorio
no coinciden con la signo-sintomatologia del paciente,
la presencia de interferentes en los IE debe ser consi-
derada. Una interpretacion bioquimica erronea puede
conducir a prescripciones innecesarias, demoras de
diagndsticos, modificaciones inapropiadas del tratamien-
to o estudios innecesarios, por lo que la comunicacién
entre médicos y bioquimicos es fundamental para poder
limitar el riesgo iatrogénico que implican estas fallas del
laboratorio clinico.

Conflicto de intereses: Ninguno para declarar
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Los tedlogos afirman que, si la divinidad se distrajera del universo durante una
fraccion de segundo, toda esta maquina de constelaciones y de atomos, desde mi
mano hasta la mas lejana estrella del firmamento, se esfumaria como un suefo.
La conservacion es una perpetua creacion; continuamente estamos labrando
el arca que ha de salvarnos del diluvio. Fritz Mauthner ha observado que todos
los hombres descubren que les ha tocado vivir en una época de transicion. La
nuestra no lo es menos que las demads, futuras o pretéritas. La educacion no es
un instrumento infalible (ninguno lo es), pero es el mas precioso de todos. Tal

vez sea el unico.

Jorge Luis Borges (1899-1986)

En: El Circulo Secreto. Prélogos y Notas. Buenos Aires: Emecé, 2003, p 124



