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CAJAZEIRAS

NOME DA CIDADE E UMA REFERENCIA A UMA FAZENDA FUNDADA
NO SECULO XVIII POR LUIZ GOMES DE ALBUQUERQUE ONDE
EXISTIAM PLANTADAS VARIAS “CAJAZEIRAS”
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Padre Inacio de Sousa
Rolim, fundador do
Colégio de Salesianos
gue deu origem a
Cajazeiras.



https://pt.wikipedia.org/wiki/In%C3%A1cio_de_Sousa_Rolim
https://pt.wikipedia.org/wiki/In%C3%A1cio_de_Sousa_Rolim

Interferéncia Analitica
em Imunoensaios

“66 laboratorios em 7 paises testaram
Imunoensaios de 74 analitos em soros
de 10 pacientes com fator reumatoide,
esclerose multipla e lUpus”

Marks, V, Clinical Chemistry. 48: 11, 2008-2016, 2002
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Interferéncia Analitica

Definicao

“Efeito de uma substancia ou outros fatores pre-
sentes em um sistema analitico que causam um
desvio do valor medido do valor verdadeiro,
usualmente expresso em concentracao ou ativi-

dade.”

Demers, L. M, Penn State University, Hershey, Pennsylvania,USA



Interferéncia Analitica
Implicacoes Clinicas

# RESULTADO FALSO REATIVO

realca falsamente a doenca
leva a exames adicionais

pode levar ao inicio de uma terap€éutica
cirurgia desnecessaria
terapia inadequada, incluindo quimioterapia toxica
morte

# RESULTADO FALSO NAO REATIVO

diagnostico nao esclarecido
falha no tratamento
aumento da morbidade e mortalidade



Interferéncia Analitica

Implicacoes Clinicas
# “Unnecessary thyroxin therapy due to false increase
In TSH probably caused by interfering antibody”

Ismail, et al, Clin. Chem. 2002; 48 : 2023-9

# “Digoxin intoxication due to negative interference in
digoxin assay”

Steimer, et al, LANCET. 1999; 354 (9185): 1176-7

# “Incorrect diagnosis of choriocarcinoma resulting in
Inappropriate chemotherapy (with complications) and
hysterectomy due to false positive hCG result proba-
bly caused by an interfering antibody”

Rothensch and Cole, LANCET. 2000; 355: 712-5



Interferéncia Analitica ( IA)
FORMAS de IA

# pode ser do analito ( ex.: MT, horménios ) €/ou
reativo ( qualidade ), ou outros ( muitos )

# pode aumentar ( interferéncia positiva ) OU
diminuir o valor medido (interferéncia negativa )

# ocorrem mais em imunoensaios que na
rotina bioguimica

# variam também diretamente na depen-

déncia da metodologia do Imunoen-
salo




Interferéncia Analitica
Como detectar IAs 7

# pobre ou auséncia de correlacao clinico / labora-
torial

# resultados atipicos com analitos fisiologicamente
relacionados ( baixo TSH com alto T4L )

# resultado incompativel ( PSAL alto ¢/ PSAt normal )

# perda do paralelismo nas diluicoes do analito (
estoiguiometria )

# resultados significativamente diferentes, obtidos

em diferentes metodologias
continua



Interferéncia Analitica
Como detectar IAs ? ( continuacao )

# uso de kit com reativo para absorcao ( tratamento
prévio da amostra )

EX. : tratar ¢/ Anti-HBs Ag na pesquisa de HBs Ag

# leitura se mantendo proxima ao CO apos tratamento — pen-
sar em INTERFERENTE

# leitura bem abaixo do CO apo0s tratamento — pensar em
QUADRO AGUDO de Hepatite B

# IMPORTANTE : usar Kit especifico com reativo de absorcao,
pPoiIS volumes e concentracoes dos analitos poderao ser
diferentes

# perda de paralelismo nos testes de recuperacao



Interferéncia Pré-Analitica

# Fatores Fisioldgicos : postura, movimen-
tacao, exercicio, dieta, jejum, idade, peso,
medicacao, obesidade, Idade, sexo,
doenca, aspecto geografico

# Fatores ambientals : fumo, stress
# Momento da coleta

# Coleta Inadequada ( vide quadro a seguir )

# Transporte e conservacdo da amostra
( congelada, cong. / desc )



Interferéncia Pré-Analitica

TABLE 3 Reasons and frequency for specimen rejection

Frequency (%)

Reason
Whole-blood EDTA tube Serum or plasmz

Specimen clotted —_— (4.8
Insufficient specimen quantity —> 100
Unacceptable variance (delta check) (Int. Analitica -Valor anormal observado) 53
Inadequately labeled (or unlabeled) or inadequately completed requisition —_— O]
Specimen lost/not received 2.9
Specimen hemolyzed 20
Improper collection container 1.4
Excessive delay time prior to centrifugation
Laboratory accident 0.6
Inadequate separation of serum or plasma from clotting cells
Specimen damaged in transit 0.4
Specimen hemolyzed and insufficient test quantity
Other Sl
No. of specimens collected —_— 7,894,882
Overall rejection rate 0.45 0.35

Rose, N R et al, eds., 1986 and 1997 eds., Manual of Clinical Laboratory
Imunology , American Society of Microbiology, Washington D.C., p. 1.184
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Fase Per-Analitica
Interferem nos Imunoensaios

Padroes Organicos
TECIDO X SANGUE X URINA, etc VARIOS EPITOPOS

Epitopes expressed on
the surface of
various molecules

Wu J., Nakamura R. : Human Circulating Tumor Markers, p 53.
ASCP Press, 1997

Propaganda Abbott
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Interferem nos Imunoensaios
Especificidade de um método

definicao : € a habilidade em se medir apenas o

analito desejado

ﬁda temperatura da reagao..... @ interferéncias
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Calich VLG, Vaz CAC : Imunologia Bésica, p 70 e p 76, Artes Médicas, 1988
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Sitio da Ligacao com o Antigeno




IMPORTANCIA DA CONFIGURACAO TRIDIMENCIONAL
DO ANALITO
EX : Dosagem deTroponina | X Troponina Complexo

«....cTro I — Troponina I cardiaca cTro I + cTro C
. = d [ CTI‘O ] Lnea( regression (x = IC)
Linear regression (x = free-) gsn S w_ b s
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| Assay  Slope
MEIA 1.20
FIA-2 0.43
CLIA-1  0.86
FIA-1 0.08
CLIA-2  0.21

| FIA2  1.37
| CLIA-1 0.92
FIA1 053
CLIA-2 0.26

erved, pg/L
N
(@]

b
o

\
\

\
\
oy

Y

\

o —
(e (93]

Assay cTnl

\

B =

o s 20 25 30 35
, IC complex added, pg/L (TnI+TnC )
ay response to | antigen to five commercial immun Yiffore MG TR SR
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munoassay, M A rr/uopar“lreﬂnhaﬂ”ed immunoassay.

roponin (+C) complex to five different commercial in

ac troponin |, CuA chemil ﬂnes:e/r/mmunoa»sa, cTnl, cardiac troponin |

s for card FIA, fluoroim-
nmoassay IC, ooonmf‘ MEIA, microparticle enhanced immunoassay.

seec mi Q) i Datta, Pet al :

Immunoassay Interference, p 59-60, Washington, AACC Press, 2013
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Interferem nos Imunoensaios

Especificidade de um método

ﬁ da temperatura da reacgao..... @ interferéncias

ANTIGEN ANTIGEN

(A) Good fit (B) Poor fit

Sheehan C : Clinical Immunology, Principles and Laboratory Diagnosis, p 112, p 115
. Philadelphia, Lippincott,1997



Interferéncia Analitica
CINETICA DA REACAO AG/AC X SUPORTES

# em suportes solidos ( microplaca, pérolas, fibras, etc
— em_minutos ) a reacao AG/AC é mais lenta que
guando ocorre em ambiente liguido ( turbidimetria
e nefelometria — em segundos )

# microplaca € o suporte com menor area de
adsorcao de AG e/ou AC ( menos sensivel )

# membranas ( Blots, DOTs, etc ), pérolas € micro-
particulas apresentam grandes areas de adsor-
cao de AG elou AC, dai serem metodologias
muito sensiveis ( desvantagem das membranas : 22 )
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Interferéncia Analitica
CINETICA DA REACAO AG/AC X SUPORTES
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Tubo/Microplaca & Pérola <& Microparticulas < Membrana

mais sensiveis mais sensiveis mais sensiveis
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SENSIBILIZACAO DE
SUPERFICIE
PELO ANTIGENO

# considerar tb a alteracao

espacial que a molécula de
AG sofre ao se ligar com o
suporte

Crowther J R : The Elisa Guidebook,
p 48. New Jersey, Humana
Press,2001
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SENSIBILIZACAO
DE SUPERFICIE
POR ANTICORPO

# considerar tb a alteracao

espacial que a moléecula
de AC sofre ao se ligar
com o suporte

Crowther J R : The Elisa
Guidebook, p 47. New Jersey,
Humana Press, 2001
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Interferéncia Analitica
FEfeito LAVAGENS

remove . marcadores nao desejados ligados aos
ACs e/ou AGs, substancias estranhas a reacao
Igadas nas superficies e sobrenadante

avagens mais rigorosas : em fases sélidas como
particulas, perolas e microplacas

lavagens menos rigorosas : em fases soélidas
como em membranas ( Blots, Dots, etc ) — necessitam
uso de detergentes ( podem tb interferir )

cuidado nas pressoes de lavagens
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Figura 6 - Ensaio imunoenzimatico indireto do tipo ELISA (do Inglés, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).

1* geracao — lisado viral | |
(c/ trestos de célula : 3 : -
hospedeira ) ; §

e

t Lavagem

2" geracao  AG

recombinate ou LY F ¥} ] f < i —>»
peptideo sintéticona ! ", 3 A% | | U, /N7 1 Lavagem
fase solida '

Degradacao do substrato
Reacdo de cor: presenca
de anticorpos

Manual Técnico Para o Diagnéstico da Infec¢ao pelo HIV, Portaria 29 de 17-12-1013, MS
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Figura 7 - Ensaio imunoenzimatico “sanduiche” ou imunométrico de terceira geracdo do tipo ELISA (do inglés, Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay).

R e<| Detectalg GeIgM I

i)\cubacaeg NN A g Lavagem
& A 4

3% geracao — AG
recombinate ou pepti-
deo sintético na fase

sélida e no conjugado

i Degradacao do substrato
Reac3o de cor: nresenca
> ‘ - !

de anticorpos

Legenda

Antigeno de HIV {Ag)

Ligado a fase solida - poco da piace

IgM Anti-HIV (AC

Fonte: Adaptado de HIV Estratégias para Diagndstico no Brasil - Telelab/MS

Manual Técnico Para o Diagnéstico da Infeccao pelo HIV, Portaria 29 de 17-12-1013, MS
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—— EIA de 4° GERACAO

Figura 8 - Ensaio imunoenzimatico sanduiche ou imunométrico de quarta geracao do tipo ELISA (do inglés, Enzyme-

Linked Immunosorbent Assay).
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Manual Técnico Para o Diagndstico da Infeccao pelo HIV, Portaria 29 de 17-12-1013, MS,



Universidade Federal
de Campina Grande

ECENTRALLAB

LABORATORIO CLINICO

CAJAZEIRAS

2009/12/28



Interferéncia Analitica
Efeito MATRIZ (1)

Definicao : “fatores inespecificos presentes nas solugcoes / suspen-
sOes gue interferem nareacao AG/AC

Dependem : diretamente do formato do ensaio e qualidade do AC

# Interferem : proteinas, sais, fosfolipideos, complemento, anti-AC,
drogas, contaminantes da amostra (sujeira)

# agentes guelantes : EDTA, Heparina, Fluoreto

# uso de gel separador

# soro, plasma, urina, LCR, saliva

# presenca de contraste radiografico

# hemolise, lipemia, icterico, hiperproteinemia

# condicoes de estocagem da amostra ( temperatura ideal ? )
# soros controles liofilizados ( necessitam reconstituicéo )




ELISA

Interferéncia Analitica
Efeito MATRIZ sobre o AG Adsorvido

Substancias no soro/
plasma ou solugées /
suspensoes que
podem se ligar ao AG
adsorvido a uma
superficie alterando a
configuragao
molecular




ELISA

Interferéncia Analitica
Efeito MATRIZ sobre o AC Adsorvido

Substancias no soro/
plasma ou solugées /
suspensoes que
podem se ligar ao AC
adsorvido a uma
superficie impedindo
a ligacao do analito
pesquisado




Interferéncia Analitica
Efeito MATRIZ (2)

# Calibradores : matriz dos calibradores ( industria usa
matriz semelhante ao soro humano/animal ou artificial +

oroteinas ) — ATENCAO a TROCA DE LOTE

Microplacas usam soros controles “R” e “NR” humanos (
menos AC ... vantagem ?? ) — nao usam calibradores

HORMONIOS - calibradores de dosagens hormonais S&o
sempre matriz de soro humano ( lembrar gue os hormonios
se ligam a proteinas séricas )

H I sais ..... 1 reacao Ag/AC . reacGes imunoldgicas em
URINA onde as [ sais | variam muito

# Complemento : interfere dificultando a ligacdo AG/AC
- como eliminar : Inativar Soro ou usar substancia guelante




e Interferéncia Analitica
Efeito MATRIZ (3)

= . interfere dificultando a ligacao AG/AC
-como eliminar:
-- [nativar soro ( cuidado : alguns analitos sédo sensiveis ao calor )

--- usar substancia quelante ( plasma com EDTA) ( cuidado:

guelantes interferem em alguns marcadores nao 1Isotopicos
, ex.. Europium — DELFIA e em algumas enzimas — FAL
utilizam Mg ++ para sua acao catalitica )

# . encontram-se No Soro como :
formas inativas, pro-hormonios ( ACTH ), fragmentos (PTH e ACTH
), sub-unidades e “big” formas ( PROLACTINA E GASTRINA ).
IDEAL : dosar molecula inteira ativa -

todas estas formas apresentardao em suas moleculas pequenas ou grandes
alteracoes da conformidade espacial




Interferéncia Analitica

Efeito MATRIZ (4 )
EM EIA QUE EMPREGAM FOSFATASE ALCALINA

# também presente na amostra

# lavagens inadequadas dos equipamentos automatizados
podem permitir residuos de FAL

# levara a um falso aumento do
resultado
# FAL serica acima de 332 IU/mL
podera interferir nos resultados
# dosar por outro metodo sem ey g
400 600 800 1000
FAL ( EX. Quimio ) ALP concentration, U/L

Datta, P et al : Immunoassay Interference, p 65, Washington, AACC Press, 2013
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Interferéncia Analitica

Efeito MATRIZ (5)

# variantes geneéticas : interfere dificultando a ligacéo do
, Ex.: alfa 1 — antitripsina — Individuos poderao
apresentar geneticamente moleculas com diferentes pontos
Isoeletricos (@ avidez na ligacao AG/AC)

naptoglobina - individuos poderao apresentar
geneticamente moléculas com diferentes graus de polimerizacao (
moleculas com diferentes configuracOes espaciais )

HLuteinizante — ha uma variacao genética que nao
é reconhecida pelo AC-monoclonal

# glicosilacao por acido _sialico : comum em alguns MT (
escondem os epitopos )

# polimorfismo antigénico : tb comum em alguns MT (
dificultam a ligacao contra AC mononucleares )




Interferéncia Analitica
Efeito MATRIZ (6 )

DIMINUEM O EFEITO MATRIZ
# uso de AC de alta-afinidade
# B volume da amostra/ volume total do ensaio

t volume da amostra ......I[protel’nas] ..... tinterfere
- - volume da amostrade 10 a 15 % do volume total da reacao

# adicionar previamente ao soro AC ou fragmento de AC ao
soro ( retira anti-AC — FR, HAMA, etc ) ( agentes blogueadores )

# aumentar o tempo de incubacao
# aumentar a temperatura de reacao




ELISA

Crowther J R : The Elisa Guidebook, p 61. New
Jersey, Humana Press,2001



Interferéncia Analitica
Causas Gerais

# auto-anticorpo ( LES, AR, Sjogren, Tireoidites )

# fator reumatoide e

# anticorpos heterofilos ( afinidade baixa )

# HAMA ( Anticorpo humano anti-AC de camundongo usado como
AC marcado em imunoensaios e radioimagem )

# anticorpo anti-mecanismo de deteccao ( anti-FAL, anti
-peroxidase, anti-avidina )

# anticorpo anti-analito ( anti-T4, anti-T4, anti-insulina )
# drogas e metabolitos
# doencas ( renal, hepatica )
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Interferéncia Analitica

http/LLicdn.intachoren.com/

EIA sem l/\J blocki.ng protein
interferéncia ®) ki EIA com
AATA A /\X Falso NR reagdo cruzada
/\/\ analyte
a b
B
Interf. POSITIVAS interfering/cross

EIA sem subst. 42 TR EIA com intetf.
bloqueadora na fase [A] FalsoR /\K AN por AC heterdfilo,
solida interferéncia - ’ capture antibody HAMA, etc

Prot. se hga 20 Fc \A heterophilic antibody Interferente se

complexa ao analito

do AC conjugado e Falso NR -
altera espacialmente /9 escondendo o

/\/\/\ abeled detector L4 < <
o Fab impedindo a N\FA i epitopo, impedindo

ligagao a ligacao AG-AC

http//:cdn.intechopen.com/pdfs-wm/33740.pdf



Interferéncia Analitica
FR - Interferéncia Positiva

Falso Reativo - FR Sem Interferéencia - VR



Interferéncia Analitica
FR - Interferéncia Negativa

‘9( *‘

‘*
| |

Falso Nao Reativo Falso Nao Reativo Sem interferéncia
- FNR - FNR - VR
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L centraLLae G , SiStema AVidina - BiOtina

# Avidina — proteina tetrdmera derivada da clara do 6vo com alta afini-
dade a BIOTINA ( pode se ligar a até 4 moléculas de BIO-

TINA ) < biotina
- se liga a enzimas, fluorocromos, etc
- DESVANTAGEM : molécula altamente b4dsica que permite
ela se ligar a vdrias substancias da MATRIZ
- STREPTAVIDINA — avidina do “Streptomyces” MENOS
BASICA ( menos aa bisicos ) e portanto MENOR CAPA-
CIDADE de se ligar a substincias da MATRIZ , dai
MENOS REACOES INESPECIFICAS

# Biotina — vitamina H ou B7 ou B8 ( é um cofator ) soliivel em dgua
- é polar e se liga a AC

CONCLUSAO — melhor usar STREPTOAVIDINA que a AVIDINA

avidina




Sistema Biotina-Estreptavidina

[Anticorpo biotinilado | —> §

Pontes de Hidrogénio +
Forcas de Van de Walls

| Testes rapidos |

L CenTRALLAB (AP AT
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( saNnDwiICH - grandes moleculas )

LEITURA NORMAL ou
, L ALTA
o ,A,X T4L normal ou elevado

‘ T4L ( paciente )

Anti-T4L ‘ +¥+
biotinilado
estreptavidina

T AT

Superficie solida
( microplaca, tubo, pérola )

LEITURA BAIXA
T4L baixo

»

A Anti-T4L Conjugado LEITURA “MUITO

BAIXA”

T4L FALSAMENTE
BAIXO ou FALSO
NAO REATIVO

O BIOTINA SUPLEMENTAR




Urce R ;
SBPC - ML de Campina Grande

Luminescéncia

Sistema Avidina - Biotina
Eletroguimioluminescéncia

composto excitado

+
AG * '//*\ — LUZ
Y 1 A~ N~
AVIDINA biotina 3 + TPA*
ode se ligar a varios .« g |
c%mponengtes do soro avidina & ‘ TPA™ - g TPA
* /
EFEITO MATRIZ ~~N “cletron” s )
' . “eletron

v

Anodo +

Ima

pErola pararhagnética TPA=tripropylamine



REACAO AG - AC
Anticorpo Heterofilo

TABLE 10-2
Examples of Heterophile Antibodies

ANTIBODY TO CROSSREACTS WITH

Group A streptococci Human myosin

Epstein-Barr virus Surface antigen on SRBC, HRBC
Selected rickettsia Selected Proteus vulgaris antigen
Mycoplasma priewmmoniae [ antigen on adult human RBC
Treponema palliditim Cardiolipin-lecithin-cholesterol
Enterobacteriaceae A and B antigens on human RBC
Forsmann Guinea pig antigen

PR C - 3 7 T ¥ > 1 y 1.7 P
SRBC, Sheep red blood cells; HRBC, horse ved blood ce

Sheehan C : Clinical Immunology, Principles and Laboratory Diagnosis,
p 115. Philadelphia, Lippincott,1997
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Interferéncia Analitica
Riscos para Aparecimento de Anti-AC

# transfusao sanguinea prévia ( politransfundido )

# Individuos expostos a agentes diagnosticos e
farmacéeuticos de origem animal
terapia, vacinacao, diagnostico

# individuos expostos a animais

pesquisadores, tratadores, trabalhadores em zoologicos e
pet shop

# infeccOes bacterianas recentes (anticorpos heterofilos)
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Interferéncia Analitica
Medicamentos de Origem Animal

# anticorpos para terapia alvo — camundongo, rato
# anti-timocitos — cavalo, coelho

Table 1. Animal-derived pharmaceuticals.

# anti-veneno de cobra cavalo | g Soure

Antibody-targeted imaging reagents Mouse

# C al C I tO n I n a - S a.l m éO Antibody-targeted drugs ;ituse
Rat

# anti-Fab digoxina — carneiro S e S

Anti-snake venom Horse

# fator VIl — POrco Calcitonin Salmon

Digibind (anti-digoxin Fab) Sheep

# insulina — porco
# vacinas — coelho, galinha

Factor Vill
Insulin
Vaccines

Patent medicines

Kricka, L. J., Cli.Chem. 45-7, 943, 1999

Pig

Pig
Rabbit
Chicken
Rabbit
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Interferéncia Analitica

HAAAs
( Human Anti Animals Antibodies )

AMA — anti-AC de camundongo
ASA — anti-AC de carneiro

HARA — anti-AC de coelho ou rato

AGA — anti-AC de cabra

ACA ( HABA ) — anti-Ac de vaca ( bovino )
APA — anti-AC de porco

ARA — anti-AC de cavalo

AM — anti-microrganismos
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Interferéncia Analitica

HAA As

Human Anti Animals Antibodies

i=a]
1

Monocional
Mouse
B-E8
OKT3

B4

BW 4

BW 250/183
BW 431/26
BW 494

CCR 086

CD21 AND
CcD24

EMD 55,900

IMMU-4

LL2

Lym-1

MN-14

NP-4

NR-M1-05

OKB7

XMMEN-OES

13G2a

30.6

96.5

Rat
YTH 24.5
338B3.1

Table 2. Anti-animal response to monoclional antibodies.

Specificity

Interleukin-6
CcD3

CcD19
Platelet
Granulocyte
CEA

Pancreatic carcinoma-associated
glycoprotein

Mucin
CD21, CD24

Epidermal growth factor receptor
CEA

B cells

B cells

CEA

CEA

Melanoma antigen

B cells

Bacterial endotoxin lipid A
GD-2

Anti-colon cancer

P97 and 48.7 proteoglycan
melanoma antigen

CcD45S
CD25

Condition

Metastatic renal cell carcinoma
Organ transplantation

Cardiac allograft

Cardiac transpiant

B-cell malignancy

Thrombosis

Inflammation

Colorectal carcinoma
Pancreatic ductal carcinoma

Pancreatic carcinoma
Colorectal carcinoma

Epstein-Barr virus-induced
lymphoproliferative syndrome

Malignant gliomas

Colon and rectum carcinoma
Non-Hodgkin lymphoma
B-cell malignancy
CEA-producing tumors
Small volume tumors
Malignant melanoma
Non-Hodgkin lymphoma
Bacteremia
Neuroectodermal tumors
Colorectal carcinoma
Melanoma

Renal
Bone marrow transplant

No. of patients developing
antibodies (dose)

—_— 9 of 12
— 695 of 12 133
8 of 55
6 of 20
9 of 25
O of 4
1 of 20
29% of 141
150 of 150

— 8 of 8
4 of 5 (20 mg), O of 5 (5 mg)
Oof 1

1 of 16
2 of 210
3 o0of 8
2 of 10
O of 18
5 of 6
69% of 20
5 of 18
30of9
16 of 18
10 of 10
4 of 5

Kricka, L. J., Cli.Chem. 45-7, 944, 1999
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HAAAs
Prevaléncia de Human Anti Animals Antibodies

Table 3. Studies to assess prevalence of
anti-animal antibodies.
Prevalence Populiation
Human anti-mouse IgG Pesqulsada
7TS6% —> &7 blood donors
80%%6 10 infants
O.72% 10 O00 biood donors
S.12% —_— 1008 blood donors
Human anti-rabbit 1IgG
5%
O.13% 10 261 neonates
O0.09% TS5 734 neonates
O.3% 22413 infants
Human ant-chicken Ig
150 patients and bicod donors

— 28 healthy subjects

Human anti-bovine I1IgG
7% —_— Blood donors
Human anti-sheep IgG
7% —_— Blood donors
Human anti-guinea pig 1IgG
O.51%6 Bilood donors
Multivalent antibody-
binding substances”®
40%% —_— 668 blood donors, laboratory 5
personnel, and patients

< Antibody-binding substances are substances that react with a capture and a
iabeled detection antibody to forrm a sandwich.

Kricka, L. J., Cli.Chem. 45-7, 944, 1999
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HAA As

( Human Anti Animals Antibodies )
Ex.: AC de cabra

Label Label

\Antibody

Capture
Antibody

Heterophlllc
Antibody

http:/ /scantibodies.com/hbr.html#blockingreagent
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HAAAs
( Human Anti Animals Antibodies )

w

human anti-idiotype antibody
animal antibody 4

human anti-anti-idiotype antibody

A

human anti-isotype antibody

Human Anti-Animal Antibody Interferences in
Immunological Assays

Larry J. Kricxka
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HAAAs
( Human Anti Animals Antibodies )

#Tipos—IgG/IgA/IlgM/IgE (raro )

# Especificidade
Anti-isotipo ( regiao constante )
Anti-idiotipo ( regiao variavel )

# Prevaléncia — isotipo > > idiotipo

- em Imunizacao contra CA prevalece anti-idiotipo

# Concentragcao — mcg/L a g/L
# Duracao — dias a anos



Agentes Bloqueadores

Onde siao empregados na reacao ?

# sao adicionados normalmente ao
TAMPAO da reacao



Agentes Bloqueadores

Estratégias dos Fabricantes em como

Proceder com AC Heterofilos / HAAAs, etc
# usar Ilg G mono ou policlonal nao imune de camundongo

# usar captura e deteccao de AC de diferentes especies (
AC anti-AC especie isotipo ex: tratar antes o soro com AC humano anti-AC

camundongo )
# usar AC anti-AC heterofilos ( haproduto especifico )
# usar soro humano total com todos 0s AC ( pacientes que

fazem AC anti-AC humano , ex: Doenca do Soro )

# remover Fc dos ACs analiticos
# usar kits com AC de galinha (ave )
# elucidar o problema a médicos e profissionais de labor.



Agentes Bloqueadores

“66 laboratorios em 7 paises testaram
Imunoensaios de 74 analitos em soros
de 10 pacientes”

21 96 de falsos reativos altos foram corrigidos com
0 emprego de agentes blogueadores

49 96 de falsos reativos altos nao se consequiu
COrrigir com o emprego de agentes blogueadores
( muito dificil prever a quantidade certa do bloqueador para cada

amostra )

Marks, V, Clinical Chemistry. 48: 11, 2008-2016, 2002
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Agentes Blogueadores Comercializados

# Immunoglobulin Inhibiting Reagent ( IIR —
Bioreclamation ) ( http://www.bioreclamationivt.com/human-

biologicals/diagnostic-tools )

# Heterophilic Blocking Reagent ( HBR —
Scantabodies )

# Heteroblock ( Omega Biologicals )

# Poly MA33 (Ilg G monoclonal polimérica —
Boehringer Mannheim )

# Heterophilic Blocking Tubes ( Scantabodies )



http://www.bioreclamationivt.com/human-biologicals/diagnostic-tools
http://www.bioreclamationivt.com/human-biologicals/diagnostic-tools
http://www.bioreclamationivt.com/human-biologicals/diagnostic-tools
http://www.bioreclamationivt.com/human-biologicals/diagnostic-tools
http://www.bioreclamationivt.com/human-biologicals/diagnostic-tools

Interferéncia Analitica

Kits Comercializados para Deteccao de HAMA

# Immuno STRIP HAMA ( Immunomedics )
# ETI-HAMA ( Scantabodies )

# HAMA ELISA Medac ( Medac )
# HAMA RIA ( Scantabodies Inc )
# Enzygnost HAMA ( Behring-Werke )



Interferéncia Analitica
PERGUNTAS IMPORTANTES

. N
E CENTRALLAB G AP IA(T

Table 6. Roles and responsibilities in guarding against the
adverse effects of analytical interferences caused by
circulating anti-animal antibodies.

Patient

inform clinician of any prior exposure to animal-based therapeutic
or diagnostic agents (e.g., imaging agents).
Clinician
Ask patient about prior exposure to animal-based therapeutic or
diagnostic agents or exposure to animals (pets, animal

husbandry). As appropriate, provide this information toc the
laboratory.

Laboratory

Flag immunoassay results from patients known to have been
exposed to animal-based agents. Provide foillow-up to clinical
staff on significance of the possible interferences and
strategies to identify, confirm, and overcome the interferences.

Investigate and confirm anti-animal interferences by adding
biocking agents to samples and retesting, performing serial
dilution studies, testing for presence of anti-animal antibodies,
and retesting with another analytical method (antibodies from
another animal species).

Kricka, L. J., Cli.Chem. 45-7, 951, 1999
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Fase Per-Analitica
Interferem nos Imunoensaios
Estabilidade dos componentes do sistema (1)

sa0 componentes : reativos antes do uso, reativos
em uso, curvas de calibragao e o proprio analito

TEMPO DE PRATELEIRA : define a estabilidade
do reativo antes de ser utilizado

0 o ideal € TP longo para o lote
LLOTE NOVO - fazer nova calibragao

- devemos lembrar o que € um LOTE
NOVO?

continua



CERTIFICADO DO LOTE (1)

PRODUCT TE L

ProductName: [

Lot Number: ] Expiration Date:  2010-10-3

Number of kits manufactured; -

LOT DATE OF EXPIRATION
COMPONENTS NUMBER MANUFACTURE DATE

HTLV-I/HTLV-II Ag Coated 3o 2010-02-03 2011-05-03
Microwell Plates

Conjugate 2010-03-08 2011-06-08

Specimen Diluent 2010-02-08 2011-05-08

HTLV-I Positive Control 2010-04-06 2011-07-06

HTLV-II Positive Control , 2010-03-11 2011-06-11
Negative Control ' 2010-02-08 2011-05-08

OPD Tablets | 2009-04

Substrate Buffer 2011-04-09




CERTIFICADO DO LOTE (2)

PRODUCT TESTING DATA

LotNamber: [

HTLV-I/HTLV-II QA Release Panel:

Panel Lot: -l Expiration date: 18 JAN 11

Blank/Contro® Acceptance Criteria Result
Blank -0.020 to 0.050 0.006
Negative Control -0.005 to 0.300 0.178
HTLV-I Positive Control . 0.500 to 2.500 1.087
HTLV-II Positive Control 0.500 to 2.500 1.001

Cutoff Value: Mean of Negative Control + 0.150 = 0.328

Panel Member Observed Observed Signal/ Criteria
Value 1 Value 2 Cutoff Signal/
(OD) (OD) Value 1 Cutoff

2,35 2.025 6.5 =33
1.440 1.431 4.4 : > 1.6
0.668 0.595 2.0 ; = 1.0
0.308 0.330 0.9 = = 0.5
0.243 0.257 0.74 < 1.00
1.426 1.492 4.3 @ =21
0.622 0.672 1.9 . =1.0
0.388 0.367 1.2 < =0.6
0.270 0.258 0.82 < 1.00
0.217 0.234 0.66 < 1.00
0.097 0.092 0.30 < 1.00

Acceptance Criteria Result
00 non-reactive specimens All specimens must be non-reactive Pass




s ANALISE DO CERTIFICADO

EoCENTRALLAB (GAPIAIC

Analisar valores ??7?
Caso 1

BATCH RELEASE

lﬁ’il‘g)rdwucl Name HTLV-I&Il Ab]| P: oduct Code ~  HTLVAB.CE|
| Lot number Cc4T1T5/30 Manufacturing Date APR 2014 ’

Expiration Date JUL 2015

CALIBRATION
OD450nm

Blank well
Negative Control (NC) . 150nm value after blnnkin_'g_ = JJ
No international

Calibrator
Standard delined

Positive Control Q0 ODA50nm value
(*) Internal Gold Standard (1GS) Lot 1

- Leitura do CN
Controle reativo menor que o

com leitura alta BLANK 22?7




ANALISE DO CERTIFICADO

Analisar valores ???
Caso 2

. AN
E CENTRALLAB (o AP AT

A ANTI HCV PLUS VERSION 2 - 5§ PLAQUES
CERTIFICATE OF ANALYSIS

LOT = 4B0597

STANDARDS

7) CONTROL QOF ACTIVITY

The following results were obtained with
generic reagents :

R2 : 4A0142 R8 : 4B0453
RY : 4B0444 R10 : 4A0390

- OD R3 <or=0.100 PL1 :0.030
PL2:0.029
- OD R4 ; <9 PL1 :1.849

Corretamente estipula faixa CR com leituras 6timas
Ideal de indice parao CR — Kit de boa qualidade
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Fase Per-Analitica
Interferem nos Imunoensaios

Estabilidade dos componentes do sistema (2)
1l a estabilidade :

Oabertura dos frascos dos reativos

Omanter reativos de refrigeragcao obrigatoria fora
da temperatura ideal (em bancada X “on board’)

Oapos mistura de 2 ou mais reativos no preparo do
reativo de uso, este tera estabilidade menor

Oevaporagao dos reativos

Ocontaminacao dos reativos

continua



Fase Per-Analitica
Interferem nos Imunoensaios

CURVA DE CALIBRACAO

ESTABIT.IDADE da curva de calibracao : tem um
efeito no CUSTO

Maior AMPLITUDE possivel

Controles com alta [ ] — dificeis de se obter

Calibrador “ZERO” — geralmente ¢ TAMPAO
- leva a “falsa sensibilidade”

MARCADORES TUMORAIS — cuidados com os
calibradores : teciduais X séricos X urina
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Cemmmuse SAPAC Fase Per-Analitica
Interferem nos Imunoensaios

CARREAMENTO DO SISTEMA

definicao : processo em que uma amostra ou reativo con-
tamina previamente sucessivos testes em uma batelada,
levando-os a resultados aberrantes

¢ mais observado com analitos de altas [ ]

( Ex.: Beta-HCG, etc)

> IMPORTANTE — CUIDADO COM ACESSO RANDOMICO
QUANDO APOS UM TESTE PARA PESQUISA DE BETA-HCG
POSITIVO SE SOLICITAR OUTRO BETA-HCG ( “falsos positivos”

carreamento de reativos € comum em equipamentos
RANDOMICOS e que reutilizam cuvetas com lavagens
insuficientes em cada etapa do teste
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L CentrALLAB A PIAT CARREAMENTO DO SI STEMA
COMO CONFIRMAR ??

Repetir o teste da seguinte forma :
Ex: POSICAO 33 POSICAO 34

Nnao carreou

Amostra conhecida
com baixa [ analito ]

Amostra de Paciente

] Observar leituras da
sem o analito

amostra do paciente sem
Ex: POSICAO 47 POSICAO 48 o analito se ocorreu

carreamento 27?7

@ carreou E

Amostra conhecida Amostra de Paciente
com alta [ analito | sem o analito
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Fase Per-Analitica
Interferem nos Imunoensaios

PROBES

TIPOS : # por pressao
# por ondas eletromagnéticas

- celular



Universidade Federal

L SenTRALLAB G5 A PIACT

=
=
=
o
<
L
o
a_
L
o
'._
=
=
-
-
<X

REACAO AG - AC

Curva de Formacg¢ao de Complexo

PROZONE ! POST ZONE

ANTIBODY . ANTIGEN
EXCESS | . EXCESS

ZONE OF
EQUIVALENCE

’

ANTIGEN CONCENTRATION INCREASING
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L GenTraLLAE G ARIAIT REA(;AO AG _ AC
Efeito PRE e POS-ZONA

PROZONE ZONE OF EQUIVALENCE POST ZONE

Yr
pa i A

e

NO PRECIPITATE PRECIPITATE NO PRECIPITATE
FORMED FORMED FORMED

( NO LATTICE) (LATTICE) (NO LATTICE)

@® —=ANTIGEN
j/ = ANTIBODY




L SENTRALL Y ﬁa;’f;\ ;’:] -
REACAO AG - AC
Efeito Hook ( gancho )

FALSO
NAO
REATIVO

# em casos de excesso de AG

# em reacoOes de apenas 1 (uma) etapa
( tipo sandwich)
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Enzimas - Cromoforos — Stops USADOS EM ELISA

Table 5
Enzyme Labels, Chromophores, and Stopping Conditions in ELISA /k \

Color l/Rcading ( ””)N

Enzyme label System Not sloppod Stopped Not stopped ~ Stopped Stop solution

HRP

AP
B-Galac

497 1.25 M sulfuric acid
45() SDS (1%)

OPD Green/orange ~ Orange/brown 45(
TMB Blue Yellow 63

5-As Brown Brown " 45(
Diaminobenzidine  Brown Brown N
pnpp Yellow/green  Yellow/green 405 40 2 M sodium carbonate
tosidase  ONPG ~ Yellow Yellow 470 420 2 M sodium carbonate

450 Nostop
' No stop

50
)
ABTS Green (reen 414 414 No stop
)
A

Urease Urea bromocresol ~ Purple Purple 588 ahit Merthiolate (1%)

Crowther J R : The Elisa Guidebook, p 66. New Jersey,
Humana Press,2001
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Substratos e Cromoforos USADOS EM ELISA

Table 4 Diferentes [ ] | | Diferentes tampoes
Substrates and Chromophores Commonly Used in ELISA . I
Enzyme label (mol wt) Substrate / Chromophore ¢ Buffer
0.004%) | OPD Phosphate/citrate, pH 5.0
(0.004% TMB Acetate buffer, 0.1 M, pH 5.6
(0.0(

(
(

HRP (40,000) Hydrogen peroxide (
Hydrogen peroxide
Hydrogen peroxide

)
)
)2% ABTS Phosphate/citrate, pH 4.2
Hydrogen peroxide (0.006% 5-AS Phosphate, 0.2 M, pH 6.8
Hydrogen peroxide (0.02%)__J Diaminobenzidine Tris or PBS, pH 7.4
AP (100,000) pnpp (2.5 mM) pnpp Diethanolamine (10 mM)
: and magnesium chloride
(0.5 mM), ph 9.5
B-Galactosidase (540,000) ONPG (3 mM) ONPG Magnesium chloride and
2-mercaptoethanol in PBS,
pH 7.5
Urease (480,000) jre: Bromocresol pH 4.8

)
)
)
)

)
)
)

Crowther J R : The Elisa Guidebook, p 65. New Jersey,
Humana Press,2001
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Muito obrigado

eduemery@bighost.com.br



