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Resumen

El hallazgo casual de resultados discrepantes en la determinacion de un parametro
bioquimico cuando se realiza en distintas diluciones de la misma muestra, puede orientar
hacia una interferencia analitica. Se presenta el estudio de 3 pacientes en los que se
demostré una interferencia positiva en la medida inmunoturbidimétrica de antiestrepto-
lisina-O debido a la presencia de una inmunoglobulina monoclonal IgM-k.
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Interference in the immunoturbidimetric assay of antistreptolysin-O by monoclonal
IgM-Kappa in 3 patients

Abstract

The casual finding of disparate results in the determination of an analyte when it is
measured at different dilutions on the same sample can lead us to suspect the presence of
analytical interference. We present the study of 3 patients in whom a positive interference
was proved on the immunoturbidimetric measurement of antistreptolysin-O due to the
presence of a monoclonal immunoglobulin IgM Kappa.
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Introduccion

Las inmunoglobulinas monoclonales son una patologia
relativamente frecuente, y pueden encontrarse en un 1%
de personas mayores de 50 afios y hasta en mas del 3% en
mayores de 70 afios'. En ensayos automaticos de diferentes
metodologias, incluyendo nefelometria, turbidimetria y
diversos ensayos inmunoldgicos, se ha demostrado la
presencia de interferencia con inmunoglobulinas monoclo-
nales debido a la formacion de precipitados durante el
analisis de la muestra.

Dependiendo del momento en el que ocurra la agrega-
cion, se obtendran resultados falsamente aumentados o
disminuidos. Dado que una forma de detectar dicha
interferencia es observar la falta de correlacion de los
valores de una magnitud en diferentes diluciones, podemos
aprovecharnos de la observacion de las discrepancias en
dichos resultados cuando el analizador realiza automatica-
mente una dilucion.

Se presenta el estudio de 3 pacientes en los que se
detecta una interferencia en la determinacion de anties-
treptolisina-O (ASLO). En los 3 casos la interferencia se
sospecho al obtener en la primera determinacion un valor de
ASLO alto junto con alarma de absorbancia excesiva y
posteriormente un valor indetectable en la dilucién auto-
matica de 1:6 que el analizador realiza ante dicha alarma.

Se estudia ademas la posible interferencia en otros
parametros que segln la bibliografia cientifica revisada®™
pueden alterarse en casos de presencia de componentes
monoclonales cuando se utilizan técnicas nefelométricas o
inmunoturbidimétricas, como es nuestro caso (proteina
C-reactiva [PCR], ferritina, transferrina y factor reuma-
toide), no observandose interferencia para ninguno de ellos.

Material y métodos

La determinacion de ASLO se realiz6 mediante una técnica
inmunoturbidimétrica, Tina-quant de Roche, en un analiza-
dor modular P de Roche Diagnostic, Tokio, Japdn. Este test
consta de 2 pasos:

— Pipeteo de muestra y adicion de tampoén TRIS (tris
hidroximetil amino metano) 170 mmol/l, pH 8,2.

— Adicion de particulas de latex recubiertas de estreptoli-
sina en tampon borato 10 mmol/l, pH 8,2; los anticuerpos
de la muestra reaccionan con la estreptolisina que
recubre el latex formando un complejo antigeno-antic-
uerpo y esta aglutinacion se mide turbidimétricamente.

El intervalo de medicion de esta magnitud es de 20-600 U1/
ml y el rango de referencia en un autoanalizador modular de
Roche es<200 UI/ml en adultos y<150UI/ml en ninos.

Ante la sospecha de interferencia se realizaron las
siguientes acciones:

— Diluciones seriadas de las muestras desde 1:2 hasta 1:8
con NaCl al 0,9% y determinacion de ASLO, PCR, factor
reumatoide, ferritina y transferrina en todas ellas,
mediante inmunoturbidimetria Tina-quant de Roche, en
el mismo analizador modular P de Roche Diagnostic,
Tokio, Japon.

— Determinacion de ASLO por una técnica alternativa
(ASO-latex Spinreact, Sant Esteve de Bas, Espaia).

— Solicitud de proteinograma e inmunofijacion en las 3
muestras.

— Solicitud de determinacion de inmunoglobulinas en las 3
muestras.

La técnica ASO-latex de Spinreact estd basada en la
aglutinacion en porta de la mezcla de una gota de suero del
paciente con una de reactivo que contiene una suspension
de particulas de latex recubiertas con estreptolisina O. La
presencia de aglutinacion indica una concentracion de ASLO
>200Ul/ml.

El proteinograma y la inmunofijacion se realizaron en un
equipo Hydrasys (Sebia Hispania S.A., Barcelona, Espafa),
mientras que la dosificacion de inmunoglobulinas (IgG, IgA e
IgM) y las cadenas ligeras totales (x, A) se realizd en un
nefelometro BNII (Dade-Behring, Barcelona, Espana), calcu-
landose el cociente x/\.

Las curvas de reaccion de los pacientes problema
(obtenidas en el propio analizador modular P Roche) se
comparan con las de un paciente control. Se utilizé un
paciente control con una concentracion elevada de ASLO
(575 UI/ml), que no presentaba patologia monoclonal (no se
observo pico monoclonal en el proteinograma, y la dosifica-
cion de inmunoglobulinas estaba dentro del rango de
referencia).

Resultados

En la medicion de ASLO en el modular P de Roche se obtuvo
un valor 1.245Ul/ml en el caso A, de 480Ul/ml en el By de
535Ul/mlen el C, y en todos ellos aparecio la alarma “Z” de
absorbancia excesiva. El analizador realiza automatica-
mente una dilucion 1:6 de la muestra obteniéndose valores
con signo negativo en los 3 casos junto con la alarma “$”
que corresponde a resultados por debajo del limite de
deteccion de la técnica.

En las curva de reaccion de las muestras de los 3 pacientes
se puede observar un aumento drastico de la turbidez al
anadir el segundo reactivo (fig. 1), lo que contrasta con una
reaccion mas lenta en el caso del paciente control (fig. 2).

Los resultados de la medicion de ASLO en las diluciones
seriadas de cada uno de los pacientes se muestran en la
tabla 1. Se observa como la alarma de absorbancia excesiva
esta presente hasta la dilucion 1:2 (pacientes Ay B) y 1:3
(paciente C), lo que invalida la medicion. A partir de estas
diluciones, los valores de ASLO van disminuyendo hasta dar
un valor indetectable con la dilucion 1:6 en los casos Ay C, y
con la dilucién 1:4 en el caso B.

Los valores del resto de las magnitudes analizadas en las
diluciones seriadas (transferrina, ferritina, PCR y factor
reumatoide) fueron muy similares a los del suero sin diluir, y
no se encontré evidencia de interferencia para estos
constituyentes. El resultado de la medicion de ASLO por la
técnica alternativa de Spinreact fue negativo en los 3 casos.

En el proteinograma realizado en las muestras de los 3
pacientes se observé la presencia de pico en la fraccion
gamma sin inhibiciéon del resto de la zona gamma (fig. 3),
que en la inmunofijacion se revelé como una inmunoglobu-
lina IgM-x en todos ellos (fig. 4).
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En la determinacion de inmunoglobulinas se obtuvo un
valor de IgM de 7,64 g/l en el caso A, de 2,85g/lenel By de
7,85g/l en el C (valores de referencia: 0,34-2,40g/l). Los
valores de IgG e IgA en los 3 pacientes se encontraban
dentro de los rangos de referencia.

En la determinacion de cadenas ligeras totales, en
los casos A y B no se encontré ninguna alteracion; las
cadenas ligeras k se encontraban dentro de los rangos de
normalidad (valores normales: 1,7-3,7g/l), asi como
las cadenas ligeras A (valores normales: 0,92-2,1g/l) y el
cociente «/A (valores normales: 1,35-2,65). En el paciente B
también se encontraban dentro de los rangos de normalidad
las cadenas ligeras x y A, pero el cociente k/A estaba
aumentado (3,19).
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Figura 1 Curva de reaccion de la muestra del paciente C.

Figura 2 Curva de reaccion de paciente control (antiestrepto-
lisina-O [ASLO] 575 Ul/ml).

Discusion

En la literatura cientifica se han descrito numerosas
interferencias, tanto por hipergammaglobulinemia mono-
clonal'® como policlonal” en la determinacién de diversas
magnitudes cuando se utilizan técnicas inmunologicas,
turbidimétricas o nefelométricas debido a la formacion de
precipitados durante la reaccién. Entre estas inmunoglobu-
linas interferentes la IgM parece encontrarse frecuente-
mente®. En nuestro estudio se dio la circunstancia de que los
3 pacientes presentaban una banda monoclonal IgM-k, con
unos valores normales de proteinas totales séricas y ninguno
tenia un diagnostico previo de gammapatia.

En algunos casos, se ha sugerido que la interferencia
puede deberse a las particulas de latex utilizadas en algunos
ensayos’, aunque éste no parece ser nuestro caso debido a
que no se ha encontrado interferencia en el resto de las
técnicas que utilizan latex (ferritina, PCR y factor reuma-
toide).

Yamada et al* describieron un caso de interferencia
positiva simultanea en la determinacion de ASLO y PCR en un
paciente que presentaba una inmunoglobulina monoclonal
IgM-x. Estos autores sugieren que dicha IgM se uniria a
una parte de los complejos latex-anticuerpo anti-PCR y
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Proteinograma en suero

) o Intervencion Intervencion
Fracciones % de referencia % g/dl g/di
Albumina 49,9 55,1-65,7 3,71 3,58-5,53
Alfa 1 75 3,1-5,6 0,56 > 0,20-0,46
Alfa 2 13,3 8,0-12,7 0,99 0,52-1,05
Beta 1 6,9 4,9-7,2 0,51 0,32-0,60
Beta 2 5,0 3,1-6,1 0,37 0,20-0,51
Gamma 17,4 10,3-18,2 1,29 0,67-1,51

Proteinas totales: 7,43 (referencia: 6,5-8,8,3)

Figura 3 Proteinograma del suero del paciente A.

Tabla 1 Resultados del antiestreptolisina-O (ASLO) (UlI/ml) en los 3 pacientes a las distintas diluciones realizadas

Sin diluir 1:2 1:3 1:4 1:5 1:6 1:7 1:8
Paciente A 1,245 Z 1,160 Z 764 168 24 <20 <20 <20
Paciente B 480 Z 638 Z 322 <20 <20 <20 <20 <20
Paciente C 5352 1016 Z 1096 Z 1432 280 <20 <20 <20

Z: alarma de absorbancia excesiva. Muestra muy concentrada o lipémica. Los valores de ASLO se expresan multiplicados por su
dilucion, excepto en caso de que el resultado estuviera marcado con alarma (medicion invalida).
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Figura 4 Inmunofijacion del suero del paciente A.
latex-antigeno estreptolisina-O pero no llegaron a determi-
nar qué parte del complejo estaria implicada.

En la mayoria de los inmunoanalisis comerciales para
determinar anticuerpos antiestreptolisina-O se utiliza es-
treptolisina-O purificada a partir de cultivos de Streptococ-
cus pyogenes, aunque ya se ha conseguido construir y
expresar estreptolisina-O recombinante®. Los inmunoanalisis
que emplean este tipo de purificados de estreptolisina,
presentan una variacion entre lotes mayor, y pueden incluir
otros antigenos extracelulares solubles que también se
uniran luego a las particulas de latex.

Dado que la estreptolisina del reactivo de Roche se
obtiene de cultivo, creemos que la interferencia podria
deberse a la union de IgM monoclonal a una parte del
complejo latex-antigeno estreptolisina-O que se encuentra
en el reactivo de Roche pero no en el de Spinreact.

Hay un método alternativo, Rantz-Randall'®, que utiliza
hematies de carnero, conejo o humanos tipo 0, que evitaria
este problema ya que se basa en el principio de que los
anticuerpos neutralizan la actividad hemolitica de la
estreptolisina-0. Sin embargo, este método presenta difer-
entes inconvenientes derivados del empleo de hematies
frescos, y es dificilmente automatizable, lo que hace que no
esté habitualmente disponible en los laboratorios clinicos.

Como conclusion queremos destacar la utilidad de
comparar el resultado de la determinacion inicial y del
valor de la diluciéon automatica que hace el aparato a fin de
detectar discrepancias que nos hagan sospechar una inter-
ferencia. En estos casos es recomendable revisar la curva de

reaccion y compararla con una curva normal a fin de
detectar anomalias en el desarrollo de la reaccion. Seria
recomendable una diluciéon automatica de al menos 1:6,
acorde con nuestros datos, aunque no podemos descartar
que haya otros pacientes en los que la interferencia sea
mayor y precisen diluciones superiores.

Por otra parte, hay que recordar que una vez detectada
una interferencia debida a la presencia de una inmunoglo-
bulina monoclonal se debe pensar en la posibilidad de que
haya otras magnitudes afectadas cuando se utilizan métodos
con fundamentos similares.
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