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Interferens i iImmunologiske metoder -
erfaringer fra en laboratoriehverdag

Ulike faktorer kan medfere
usikkerhet i analyseresul-
tatene. For immunologiske
metoder er det spesielt vik-
tig a veere klar over analyse-
metodenes begrensninger og
kjenne til hva som kan inter-
ferere i analysen.

Av Siri Beisland Mortensen
Bioingenior/seksjonsleder, Seksjon for immunologi,

Tverrfaglig laboratoriemedisin og medisinsk biokjemi,
Akershus universitetssykehus HF

Seksjon for immunologi, ved avdeling for
Tverrfaglig laboratoriemedisin og medi-
sinsk biokjemi pa Akershus universitets-
sykehus HF, har et stort analyserepertoar
innen flere fagomrader. Analysemeto-
dene er heterogene immunoassay, der
man utnytter at spesifikke antistoffer kan
gjenkjenne og binde seg til bestemte anti-
gener. Ved hjelp av signalmerkete anti-
stoffer og en form for fast fase, kan man
med ulike teknikker separere bundet fra
ubundet materiale og dermed pavise og
kvantitere bade antigener og antistoffer.

For analyser innen allergi og autoim-
munitet, pavises ulike typer antistoffer. I
infeksjonsserologi kan vi pavise og kvan-
titere bdde antistoffer og antigener. I til-
legg bruker vi immunoassay til pavisning
og kvantitering av hormoner, vitaminer,
medikamenter, hjerte- og tumormarkg-
rer.

I analysedokumentasjonen fra pro-
dusent er det som regel en oversikt over
mulige interfererende stoffer som kan
pavirke analyseresultatet. I noen tilfel-
ler kan man derfor forebygge, og i andre
tilfeller informere rekvirenten dersom vi
mistenker interferens. Reagensprodusen-
tene jobber med kontinuerlig utvikling
og forbedring av analysedesign, men vi
opplever fortsatt tilfeller av interferens i
analysemetodene.
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P4 grunn av krav til kort svartid og
store provemengder er det ikke mulig,
rutinemessig, a vurdere hvert enkelt ana-
lyseresultat, eller se det opp mot tidligere
provesvar fra pasienten. Vi benytter oss
av regler i laboratoriedatasystemet som
gjor at analyseresultater som avviker, blir
stoppet for teknisk eller medisinsk vurde-
ring, men vi gnsker ikke a ha for mange
slike regler. Vi er derfor avhengig av at
rekvirenter som stusser pa at prgveresul-
tater ikke stemmer med pasientens kli-
nikk, tar kontakt med oss. Ved mistanke
om at et prgveresultat er feil, ma vi bruke
kunnskapen var til 3 sgke etter mulig
arsak og gjgre tiltak nar det er mulig.

I denne artikkelen vil jeg belyse ulike
typer interferens og dele noen eksempler
fra var laboratoriehverdag.

Kilder til interferens i immunologiske
analysemetoder

HIL - Hemolyse, ikterus, lipemi
Serumindeks for hemolyse, ikterus og
lipemi (HIL), gir viktig informasjon om
mulig interferens i flere typer analyse-
metoder. For de fleste av vare analyseme-
toder er grenseverdiene for HIL oppgitt i
pakningsvedlegget. Pa var automasjons-
lgsning har vi ingen visuell vurdering av
provene og maler derfor HIL i alle prover
der det har betydning for analysen. Vi
lager regler som stopper resultater, der-
som HIL verdiene er sa hgye at de kan
medfere interferens i analysen.

Matrikseffekter

Biologiske prosesser i pasienten, grun-
net ulike sykdommer, kan pavirke blodet
slik at den normale sammensetningen
forstyrres. Det kan veere forandringer i
struktur pa proteiner og peptider, eller
utskillelse av stoffer som normalt ikke
forekommer i blodet. Dette gjelder for
eksempel hos pasienter som far dialyse-
behandling, plasmaferese eller har kom-
plementaktivering, hvor blodprgven kan
ha en sd endret viskositet og sammenset-

ning at den vil oppfere seg annerledes i
analysen. Ytre pavirkning som fryse/tine-
sykluser eller oppbevaring ved feil tempe-
ratur kan ogsa endre matriks.

Vi snakker ogsa om matrikseffekt i
kontrollmaterialer. Ved produksjon av
store porsjoner kontrollmateriale kan
de bli manipulert ved a tilsette stoffer
for gkt stabilitet og for a ligne pasientse-
rum. Oppkonsentrering, fortynning, eller
fryseterring kan ogsa gjere at kontrollma-
terialet oppforer seg ulikt, analysert med
ulike analysemetoder. Det er viktig a vaere
klar over ved kjgp av kommersielle kon-
trollmaterialer til bruk i rutine, eller ved
deltakelse i sammenlignende laboratorie-
pregvinger (SLP) (1).

Kryssreaktivitet

Kryssreaktivitet forekommer som regel
fordi preven inneholder forbindelser som
har liknende strukturelle egenskaper, og
dette kan for eksempel forekomme med
hormoner. Kjgnnshormonet human cho-
rionic gonadotropin (HCG) ligner kjemisk
pa tyreoideastimulerende hormon (TSH),
luteiniserende hormon (LH) og follik-
kelstimulerende hormon (FSH). Ved lig-
nende molekyleere strukturer er det en
mulighet for at disse kan kryssreagere i
analysen, og gi feil analyseresultat.

Kryssreaktivitet kan ogsa forekomme
ved behandling med medikamenter som
har strukturlikheter med hormonet man
skal male. Et eksempel er behandling av
brystkreft med gstrogenreseptorantago-
nisten fulvestrant. Dette virkestoffet lig-
ner pa gstradiol og kan gi kryssreaksjon i
analysen og feil analyseresultat (2).

I infeksjonsimmunologi er det flere
muligheter for kryssreaktivitet. Dette
opptrer som regel tidlig i infeksjonsfor-
lep, med hey konsentrasjon av IgM-anti-
stoff, som basert pa storrelse og struk-
tur kan gi kryssreaktivitet. Epstein Barr
virus (EBV)-infeksjon kan fore til positiv
cytomegalovirus (CMV)-IgM pd grunn
av polyklonal stimulering av B-celler, og



CMV-antistoffer kan kryssreagere i [gM-
tester for EBV (3).

For allergianalyser er det stor grad av
kryssreaksjon, men det er godt kjent og
dokumentert, og ogsd med pa a gi et hel-
hetsbilde ved allergidiagnostikk. Pasien-
ter som er allergiske har lett for a veere
allergisk overfor flere allergener. Ulike
pasienter reagerer og danner antistoffer
mot forskjellige deler av proteinet. Kryss-
reaktivitet i analysen kan skyldes reell
symptomgivende kryssreaktivitet hos
pasienten, men det kan ogsa vere uten
klinisk betydning.

Heterofile antistoffer

Heterofile antistoffer er humane anti-
stoffer rettet mot antistoffer fra dyr. Som
regel er det IgM antistoff, og det er ikke
kjent hvorfor noen danner heterofile
antistoffer eller om disse har en funksjon
iimmunforsvaret. Noen har heterofile
antistoffer i en periode, mens andre ser ut
til & ha dem permanent.

Man tenker seg at heterofile antistoffer
kan oppsta etter eksponering for terapeu-
tiske eller diagnostiske museantistoffer
(HAMA) eller behandling med biolo-
giske medikamenter (Mab). Det antas
ogsa dannet etter neerkontakt med dyr,
eller opphold i miljg med ekskrementer
fra for eksempel mus. Heterofile antistof-
fer binder seg lett til andre antistoffer og
kan derfor gi problemer med interferens
iimmunologiske analysemetoder (2, 4)
(figur1).

Reumatoide faktorer (RF) er humane
antistoffer rettet mot humane antistof-
fer. RF er polyklonale autoantistoffer som
binder seg til Fc-fragmentet pa IgG-mole-
kyler. De er oftest av type IgM, men det
kan ogsa vaere IgG eller IgA. Noen RF-
antistoffer reagerer med dyreantistoffer
og vil derfor ogsa kunne veere heterofile
antistoffer og veere arsak til interferens

(2).

Makroprolaktin

Prolaktin er et hormon som skilles ut fra
hypofysen, og stimulerer blant annet til
vekst og modning av de melkeproduse-
rende kjertlene i brystvev. Hormonet kan
forekomme i forskjellige molekylzere for-
mer, blant annet som sakalt "big-big”-
prolaktin (makroprolaktin) (5). Dette er et
kompleks av prolaktin og bindeprotein,
oftest IgG, som antas d ha liten eller ingen
biologisk aktivitet. Ulike prolaktinanaly-
ser medbestemmer makroprolaktin i ulik
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Signalmerket IgG analyseantistoff
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F1GUR 1: Heterofile IgM-antistoffer kan binde seg til flere IgG-analyseantistoffer, og dermed

skape et falskt hoyt signal.

grad, og analysen vi benytter medbestem-
mer iliten grad makroprolaktin. I alle for-
stegangsprever med prolaktinkonsentra-
sjoner over 800 mlIE/L vil det likevel bli
utfert felling med polyetylenglykol (PEG)
for 3 undersgke mulig tilstedeveerelse av
makroprolaktin.

Biotin og streptavidin

Biotin og streptavidin benyttes ofte i
immunologiske analyseprinsipper for

a forsterke signalet og gke fglsomhe-

ten i deteksjonstrinnet. Bindingen mel-
lom dem er en av de sterkeste ikke-kova-
lente bindingene som finnes. Man kan for
eksempel ha paramagnetiske mikropar-
tikler dekket av streptavidin, og biotiny-
lerte antistoffer.

Biotin er et biologisk aktivt vitamin
(B7/B8) som deltar i energiomsetningen
av fett og karbohydrater. Det markeds-
fores som et vidundermiddel for hér og
negler i skjpnnhetsindustrien, og kan
kjopes pa nett og i utlandet, i sveert hoye
konsentrasjoner. I tillegg er sveert hoye
doser av biotin foreslatt & ha positiv effekt
ibehandling av multippel sklerose (MS)
(6). Biotinpreparater med lavere konsen-
trasjoner er ogsa a finne pa apoteket, og
brukes til behandling av biotinasemangel
hos nyfedte eller til pasienter med ernze-
ringsutfordringer.

Tilskudd av biotin vil kunne medfgre
falsk for hgye, eller for lave resultater,
avhengig av om det er et kompetitivt eller
ikke-kompetitivt bindingsprinsipp i ana-
lysen. Biotinet i progven vil konkurrere
med de biotinylerte antistoffene om bin-
dingssetene pa mikropartiklene (7).

Streptavidin produseres av bakterien
Streptomyces avidinii, og funksjonen er
trolig 3 hemme vekst av konkurrerende
bakterier. Noen personer danner uspesi-
fikke IgG- og IgM-antistoffer mot Strepta-
vidin, av ukjent drsak. Mekanismen for
denne typen interferens er at de uspesi-

fikke antistoffene mot Streptavidin mas-
kerer Streptavidin pa mikropartiklene,
slik at biotinylert antistoff ikke kan binde
seg.

Monoklonal komponent

Hos noen kan aktivering av plasmacel-
ler gi en overproduksjon av monoklonalt
antistoff, og det blir en opphopning av
sakalt M-komponent i serum. Dette kan
forekomme ved myelomatose, mono-
klonal gammopati av usikker betydning
(MGUS) eller andre lymfoproliferative
lidelser (8). M-komponent kan kryssrea-
gere pa grunn av strukturlikhet med anti-
stoffer i analysen, og kan ogsa pavirke
viskositeten i serumet og gi matrikseffek-
ter (5).

Kasuistikker
Kasus 1
Pasienten er en kvinne, fodt i 1942, som
far oppfelging pa grunn av atrieflimmer.
Som et ledd i videre behandling beslut-
tes det & utfare elektrokonvertering. Pasi-
enten star pa behandling med digoksin,
som er et digitalisglykosid som benyttes i
behandling av blant annet hjertesvikt og
atrieflimmer. Digoksin skal seponeres fgr
planlagt elektrokonvertering kan utfgres,
og legemiddelkonsentrasjonen blir derfor
malt. Ved normal nyrefunksjon er halver-
ingstiden for digoksin 1,5 - 2 degn.

Kvinnen tar den forste blodpreven og
far beskjed om & avslutte digoksinbe-
handlingen. Etter en uke er verdien bare
halvert. Legen mistenker at hun har tatt
medisin likevel. Det blir tatt flere prover
uten at verdien gar ned, og legen er nad
sikker pa at pasienten ikke tar digoksin
(tabell 1). Laboratoriet blir kontaktet med
beskjed om at det mistenkes a veere noe
feil i analysen.

Serum fra pasienten ble sendt til leve-
randgrens testlaboratorium for utvidede
undersgkelser: >
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F1GUR 2 Analyseprinsipp for digoksin, Electrochemiluminescence immunoassay
(ECLIA) med konkurrerende binding.

Trinn 1
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Prgve inkuberes med et digoksinspesifikt ruteniummerket antistoff og det dannes et immuno-
logisk kompleks. Mengden kompleks avhenger av analyttkonsentrasjonen i proven.

Trinn 2

Etter tilsetning av streptavidinmerkede mikropartikler og et digoksinderivat merket med bio-

tin, vil de ledige plassene pa de ruteniummerkede antistoffene bli opptatt, og det dannes et

antistoff-haptenkompleks. Hele komplekset bindes til fast fase via interaksjon mellom biotin

og streptavidin. De ruteniummerkede digoksinkompleksene vil konkurrere med biotinmerket
digoksin om bindingssetene pé de streptavidinmerkede mikropartiklene. Signalet som males
er omvendt proporsjonalt med mengde analytt i proven.

Interferens med Streptavidin-antistoff

Nar pasienten har antistoff mot streptavidin, vil disse maskere
streptavidin-bindingssetene pa mikropartiklene, slik at biotinylert
antistoff ikke kan binde seg. Analyseresultatet vil bli falsk forhayet.

TABELL 1: Analyseresultater for Digoksin, fra pasienten i Kasus 1.

Dato Digoksinniva (nmol/L) Kommentar

2.1.2013 3,8 Digoksin seponert

9.1.2013 1,9 Ikke brukt Digoksin siden seponering
16.1.2013 1,7

30.1.2013 2,3

7.2.2013 2,8

11.2.2013 2,8

TABELL 2: Analyseresultater for pasienten i Kasus 2 utfort 3. og 14. september 2018. Referan-
severdier til hoyre.

Analyse Resultater 3.9.2018 Resultater 14.9.2018  Referanseomrade
P-TSH (mIE/L) 0,06 0,03 0,5-3,6

P-T3, fritt (pmol/L) 8,2 13,2 2,8-7,0

P-T4, fritt (omol/L) 46 > 100 12,0-22,0

P-TPO as (kIE/L) 381 > 600 <34
P-TRAS(KIE/L) 57 <18

P-Vit D (nmol/L) 443 > 500 > 375 gir fare for

toksiske effekter
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Originalprgven ble analysert i testlabo-
ratoriet og resultatet ble bekreftet. Prgven
ble deretter fortynnet 1:5 og reanalysert
med fortsatt forhgyet resultat. Fortyn-
net prove ble deretter forbehandlet pa
ulike mater. Tre prgver ble behandlet med
antistoff som inngar i analysen, en prove
ble behandlet med streptavidinmerkede
mikropartikler (SA kuler) og en prgve ble
behandlet med umerkede mikropartikler.

Det var bare prgven som var forbehand-
let med SA kuler som ble negativ, og dette
bekrefter at pasienten hadde antistof-
fer mot streptavidin som ble bundet opp
av kulene. Siden dette er et kompetetivt
immunoassay, hvor luminescens-signalet
er omvendt proporsjonalt med konsen-
trasjonen, vil det bli lavere signal og falsk
for hey konsentrasjon fordi streptavidin-
antistoffer maskerer bindingssetet for
biotin (figur 2).

Kasus 2

En kvinne fgdt i 1974 gikk til oppfelging
pa nevrologisk avdeling, hvor det ved
hver konsultasjon blant annet ble malt
tyreoideastimulerende hormon (TSH) og
fritt tyroksin (T4FR). Hun har normal TSH
og T4FR i februar 2018. Det tas utvidede
tyreoideaprgver samt Vitamin D i begyn-
nelsen av september 2018. Alle prgvere-
sultatene er patologiske og viser sveert
hypertyreoide verdier som passer med
Graves sykdom, i tillegg til at Vitamin D
er over toksisk grense (tabell 2).

Analyseresultatene stemmer ikke med
klinikk hos pasienten, og legen rekvirerer
nye prgver. Resultatene fra midten av sep-
tember 2018 er enda mer ekstreme (tabell
2) og vi forstar at det ma veere noe feil i
vare analyser. Prgvene blir videresendt
til et annet laboratorium som benytter en
analysemetode fra en annen leverandgr.
Her er provesvarene helt normale.

Det viser seg at pasienten har MS, og vi
far derfor mistanke om biotininterferens.
Vi ber legen undersgke med pasienten, og
det viser seg at hun via internett har fun-
net rad om bruk av biotin i behandling av
MS, og har kjgpt dette utenlands. Hun har
tatt heye doser biotin, som forklarer de
sveert unormale resultatene. Analyseprin-
sippene for alle tyroidea-parameterene,
samt vitamin D, er biotin-baserte. TSH
benytter ikke-kompetitiv sandwich-tek-
nikk og de resterende benytter et kompe-
titivt analyseprinsipp (figur 3 og 4).

Pasienter som tar heye biotindoser,
bor i henhold til reagensleverandgrenes

>
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F1GUR 3: Analyseprinsipp for TSH, ECLIA med sandwichprinsipp — med og uten interferens
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Et biotinylert monoklonalt TSH-spesifikt antistoff, TSH i preven og et
monoklonalt TSH-spesifikt antistoff merket med et ruteniumkompleks
danner et sandwichkompleks.

Etter tilsetning av streptavidinmerkede mikropartikler, bindes komplekset
til mikropartiklene via interaksjon mellom biotin og streptavidin. Signalet
som males er proporsjonalt med mengde analytt i preven.
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Ved biotininterferens i praven, vil streptavidinets biotinbindingsseter
blokkeres, og ruteniumkompleksene vil ikke kunne binde seg til mikro-

partiklene. Lyssignalet blir falsk lavt og gir dermed falsk lav konsentra-
sjon av TSH.

FIGUR 4: Analyseprinsipp for T4FR (ECLIA) med konkurrerende bindingsprinsipp — med og uten interferens
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Prgve inkuberes med et T4-spesifikt, ruteniummerket antistoff. Etter til-
setning av biotinylert T4 og streptavidinmerkede mikropartikler, vil de
ledige plassene pa det merkede antistoffet bli opptatt, og det dannes et
antistoff-haptenkompleks. Hele komplekset bindes til mikropartiklene via
interaksjon mellom biotin og streptavidin. De ruteniummerkede T4-kom-
pleksene vil konkurrere med biotinmerket T4, om bindingssetene pa de

streptavidinmerkede mikropartiklene. Lyset som males er omvendt pro-
porsjonalt med mengde analytt i praven.

Paramagnetiske
kuler dekket med
streptavidin

"Solid-phase” capture antibody
Streptavidin Biotin koblet til biotin

) Hormoen i prgven

> '@
> Ra

Hormen med «luminescens»
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Biotin i preven vil binde seqg til ledige streptavidin-bindingsseter. Min-

dre antistoff vil binde seg, som gir lavere signal og falsk for hey kon-
sentrasjon av analytt.
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anbefaling, vente minst 8 timer etter inn-
tak, for provetaking.

Tiltak ved mistanke om interferens i analy-
sen

Ved mistanke om feil prgvesvar, vil man i
forste omgang reanalysere prgven og der-
etter eventuelt fortynne pregven, for a se
om utslag av interferens blir mindre.

Videre tiltak vil veere avhengig av type
analyse og aktuell form for interferens.

Ved spegrsmdl om makroprolaktin utfg-
res felling med PEG, rutinemessig.

Dersom man har tilgang pa blokke-
ringsreagens, IgG antistoff fra mus, kan
dette tilsettes preven for & blokkere/
binde heterofile antistoffer fgr reanalyse.
Hensikten vil i sa fall veere & dokumentere
sannsynlig interferens (9).

Enkelte analyser kan utfgres med LC/
MS (veeskekromatografi med massespek-
trometer), hvor interfererende stoff vil
kunne skilles fra analytten.

Generelt er et godt tips a ha oversikt
over hvilke analysemetoder som benyt-
tes pa andre laboratorier, slik at man kan
videresende prgven for analyse med en
annen analysemetode.

Hvis man blir kjent med en type inter-
ferens er det viktig & informere rekviren-
ten slik at vedkommende kan gi pasien-
ten beskjed om forholdsregler i forkant av
neste prgvetaking, der det er aktuelt.

Det er svert viktig 3 melde inn mis-
tanke om interferens til leverander /pro-
dusent av analysen. Leverandgr har ofte
et stgrre apparat for utvidet testing slik at
interferens kan bli pavist og konkludert.
Dersom flere melder fra om samme pro-
blem vil produsenten se behovet for vide-
reutvikling og forbedring av analysen.

Oppsummering

Interferens i analyser er ikke et hyppig
problem, men vi ma likevel veere bevisst
pa at det forekommer, uavhengig av leve-
randgrens dokumentasjon. Bevissthet
rundt gkt bruk av biologiske legemidler i
for eksempel behandling av kreft, alvor-
lige betennelsessykdommer og sannsyn-
ligvis flere indikasjoner i fremtiden, er
viktig.

Reagensprodusentene ma jobbe kon-
tinuerlig for & forbedre reagensene og
blokkere for antistoffinterferens. Flere
analyser kommer nd med produktopp-
dateringer, der terskelverdi for biotin
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er gkt betraktelig. I tillegg har noen av
analysene fitt et bedre streptavidin-blok-
kerende protein, som gjgr dem mindre
utsatt for streptavidininterferens.

Det er en fordel at ikke alle laboratorier
har samme analysemetoder, slik at man
har mulighet til & kontrollere resultater
med en annen metode.

Et godt samarbeid mellom klinikere
og bioingenigrer og leger i laboratoriene
er viktig, slik at de i storre grad er i stand
til d vurdere prgvesvar pa sine pasienter.
Vi er i mange tilfeller avhengige av at kli-
nikerne gir tilbakemelding om uventede
resultater slik at vi kan starte jakten pa
mulig interferens!

Takk

Jeg vil takke avdelingsoverlege Gunnhild
Kravdal for 1an av tabeller og enkelte figu-
rer. H
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Immunologisk

Immunologiske mekanis-
mer for sykdom, diagnostikk
og behandling er godt etab-
lert innen somatikken, men
ogsa psyKisk stress pavir-
ker immunsystemet - og
immunsystemet kan vaere
involvert i utvikling og ved-
likehold av psykisk lidelse.

Av Solveig Klabo Reitan
Lege og avdelingssjef, Divisjon psykisk helsevern,
St. Olavs hospital

Iantikken hadde man en idé om at psyk-
iske lidelser, som annen sykdom, var for-
arsaket av ubalanse i kroppsveesker /galle.
Irenessansen og opplysningstiden leerte




