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Abstract

Approximately 70% of medical decisions are made based on results of laboratory investigations. Inmunochemical methods are used most
commonly in routine laboratory diagnostics of endocrine disorders. Those methods are limited by susceptibility of the immunochemical
reaction to various interferences. Interference may be caused by the presence of autologous antibodies, heterophilic antibodies, or para-
proteins in the blood serum, by cross-reactions with similar reagents, haemolysis, significant lipidaemia, or hyperbilirubinaemia. Some
recent reports have indicated a significant effect of biotin on the reliability of laboratory investigations. Biotin is a water-soluble vitamin
belonging to the B group. It is present in popular dietary supplements — alone or as a component of multi-vitamin formulas — and it is
advertised as a remedy to falling out and fragility of hair and nails. Due to its low molecular weight and a strong affinity to streptavidin,
biotin is used in many immunochemical tests. Due to a strong and stable bond of streptavidin and biotin, analytical methods using the
streptavidin (avidin)-biotin system are characterised by superior sensitivity, and they allow determination of very low levels of the tested
substance in biological material. The presence of exogenous biotin in a sample may cause interference when using tests that utilise the
streptavidin (avidin)-biotin system. Interference of biotin with immunochemical tests depends on several factors: the construction of the
immunochemical test, the dose used by the patient, the biotin concentration in the sample, and most of all — the time from the last dose
to the collection of biological material for laboratory testing. In this paper we present some practical recommendations and a procedure
to be followed in the case of suspected interference of biotin in immunochemical assays, for clinicians and laboratory diagnosticians.

(Endokrynol Pol 2019; 70 (1): 102-111)

Keywords: biotin; interference; immunochemistry; dietary supplements; anti-streptavidin antibodies

Introduction

Approximately 70% of medical decisions are made
based on results of laboratory investigations [1]. A pre-
cise and reliable result of a laboratory investigation
allows a physician to make a correct diagnosis and to
choose an appropriate therapeutic method. Immuno-
chemical methods are used most commonly in routine
laboratory diagnostics of endocrine disorders. They are
extensively used because of their advantages, including:
high sensitivity, precision, specificity, direct determina-
tion of the level of a selected parameter in the serum,
plasma, or other biological material, and a relatively
short waiting time for the result [2]. Due to enormous
technological progress, the majority of these techniques
are fully automated, allowing determination of a broad
spectrum of laboratory parameters, including: hor-
mones, antibodies, cancer markers, organ injury and/or
dysfunction markers, viral infection markers, inflam-
matory and tissue necrosis markers, and some drugs
and vitamins. They include isotope-based methods:

radioimmunological assay (RIA) and immunoradiomet-
ric assay (IRMA), currently applied for approx. 15-20%
of immunochemical determinations. The vast majority
of immunochemical determinations used currently
in clinical practice are based on a numerous group of
non-isotope-based methods, such as: immunoenzymat-
ic method (ELISA), immunochemiluminescence meth-
od (CLIA), immunoelectrochemiluminescence method
(ECLIA), and others. These methods are limited by sus-
ceptibility of the immunochemical reaction to various
interferences. Those interferences may be caused by the
presence of autologous antibodies in a patient’s serum
and by in vivo formation of macro-molecules, presence
of heterophilic antibodies against animal IgG (HAMA
— human anti-mouse antibody, or HAAA — human
anti-animal antibody), cross-reactions, or other common
factors, including: haemolysis, significant lipidaemia,
or hyperbilirubinaemia. Recent reports indicate a pos-
sibility of interference caused by biotin. The compound
was a cause of false high or false low results of assays
based on the streptavidin (avidin)-biotin system [3, 4].
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When should biotin interference
be suspected in immunochemical assays?

Biotin interference may occur in various immunochemi-
cal tests — both manual and automated — using the
streptavidin (avidin)-biotin bond in their construction.

The streptavidin (avidin)-biotin bond is one of the
strongest non-covalent links that is resistant to pH chang-
es, repeated washing, chalotropic factors, and extreme
conditions of the reaction (e.g. temperature). Due to the
stability and high sensitivity allowing determination
of minor levels of a tested analyte (ng/mL, pg/mL) in
a biological material, analytical methods commonly use
the streptavidin (avidin)-biotin (SA/B) system. Because
of low molecular weight, introduction of a molecule
of biotin does not change the properties of numerous
compounds, such as: proteins, hormones, or antibodies,
used in immunochemical tests, and the biotinylation
itself does not cause any methodological difficulties. Avi-
din, an alkaline protein present in egg white, and its
non-glycolysed variant — streptavidin, produced by the
Streptomyces avidini strain — are easy to obtain.

Biotin interferences are a problem in patients with
high blood biotin level, resulting from the use of the
compound as a dietary supplement, and in patients
treated with high doses of biotin.

Biotin

Biotin (vitamin H, B7, B8) is a water-soluble vitamin
belonging to the B group. It is synthesised by intes-
tinal microflora, and therefore its deficiency is rare
and mostly associated with the use of broad-spectrum
antibiotics. Biotin is necessary for life. The compound
is a co-enzyme for various enzymes participating in
numerous metabolic pathways. It is an important
co-enzyme of carboxylases engaged in gluconeogen-
esis, synthesis of nucleic acids and fatty acids, the
Krebs cycle, and degradation of leucine. Exogeneous
biotin is rapidly absorbed by intestinal mucosa, and it
is eliminated mainly with urine, either in unchanged
form or as metabolites: bisnorbiotin, biotin sulphone,
bisnorbiotin-methyl-ketone, and others [5]. Its half-life
in blood is approx. 110 minutes [6]. The compound is
present in the following foods: pork, liver, egg yolk,
soya beans, almonds, and leafy vegetables. The daily
demand for biotin in children increases with age, and in
adults it is 30-75 ug [7]. Biotin is present in some popu-
lar dietary supplements, alone or as a component in
multi-vitamin formulas. It is advertised as a remedy for
loosing hair and for fragility of hair and nails. In Poland,
the most popular dietary supplements contain between
0.3 mg and 10 mg of biotin, which highly exceeds the
mean daily demand (by 6 to 200 times). People using

high doses of biotin are at particularly high risk of that
type of interference. Moreover, biotin may be bought
in unlimited amounts, and considering its exception-
ally low toxicity, the risk of overdose is also very low.

The other group atrisk of biotin interference are pa-
tients treated with high doses of biotin (5-300 mg/day)
in the course of therapy of congenital metabolic dis-
eases: biotinidase deficiency, thiamine transporter-2
deficiency, holocarboxylase synthetase deficiency [8].
At higher doses biotin is used in neonates and infants,
particularly if a metabolic disease is suspected, [9] and
in adults suffering from multiple sclerosis (SM) and
other demyelinisation diseases [10]. The legitimacy of
applying biotin in the treatment of some of those dis-
eases is questioned. Some biotin-containing medicinal
products were withdrawn from the market because of
their minor therapeutic effect. In Poland the problem
of biotin interference associated with those products
is practically non-existent because medical procedures
involving the use of biotin as a medicinal product are
not approved there.

The mechanism of biotin interference
in immunochemical assays

The presence of exogenous biotin in a sample may cause
interference when using tests that utilise the SA/B sys-
tem. The first reports of that type of interference were
published in 1996. However, only recently the prob-
lem has been of greater interest because increasingly
detected discrepancies between results of hormonal
assays and the clinical presentation. The discrepancy
could be potentially associated with extensive use of
biotin-containing dietary supplements.
Immunochemical methods are based on a specific
reaction between an epitope (3-8 amino acids) on the
surface of the antigen, and a corresponding binding
site in the molecule of an antibody. Antibodies used in
tests recognise a precisely determined chemical struc-
ture of the epitope and not the biological activity of the
test substance. The use of various systems of detection
(markers) allows tracking of the immunological reaction
and quantitative determination of the concentration
or titre of the test substance. There are two main types
of methods used in routine immunological tests. The
non-competitive method uses two antibodies: up-taking
and detective, which recognise two different determi-
nants of an antigen. A complex is formed: up-taking an-
tibody—-antigen—detective antibody; this system increases
the sensitivity and specificity of the assay. Itis referred to
as the “sandwich” type. The other type of reaction uses
a labelled antigen, or its analogue, as a detective factor,
which competes with the test antigen (non-labelled) for
binding sites in molecules of the antibody. This is a com-
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petitive method. The following complexes are formed:
labelled antigen—antibody, and test antigen—antibody:.
Immunochemical reactions may take place in the liquid
phase (the homogeneous type of reaction) or in the solid
phase (currently the most commonly used), e.g. in a test
tube, on a slide, or with paramagnetic micro-molecules
(the heterogeneous type of reaction).

In a sandwich test (non-competitive) exogenous
biotin binds to streptavidin-coated micro-molecules
of the solid phase, allowing further binding of the
biotinylated antibody-analyte-labelled antibody
complex. That results in reduced intensity of the mea-
sured marker signal, and in consequence leads to false
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low result because in non-competitive methods the
signal-to-concentration relationship is proportional to
the concentration of the test analyte. In the competi-
tive method, excess of exogenous biotin also binds to
streptavidin-coated micro-molecules of the solid phase,
thus blocking binding of both biotinylated antibody -
test analyte, and biotinylated antibody-labelled analyte
complexes. Similarly to the sandwich test, it results in
decreased intensity of the measured signal. But in this
case the obtained result will be false high, because the
number of complexes in the solid phase is inversely
proportional to the concentration of the test analyte.
Figures 1-4 present diagrams explaining the mecha-
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nisms of immunochemical reactions (competitive and
sandwich), as well as the mechanism of interference
with high biotin levels in both methods [11].

Non-competitive tests (sandwich) are used for
determination of large hormone molecules: thyroid
stimulating hormone (TSH), luteinizing hormone (LH),
follicle-stimulating hormone (FSH), human chorionic
gonadotropin (hCG), parathyroid hormone (PTH),
insulin-like growth factor 1 (IGF-1), insulin, thyroglobu-
lin, and C-peptide. In this type of test susceptible to high
biotin content (and containing the SA/B system) we ob-
serve false negative (low) results of assayed hormones.

Competitive tests are used for determination
of concentration/titre of small hormone molecules
and antibodies: thyroxine (T4/fT4), triiodothyronine
(T3/fT3), vitamin D3 (25-OH-D3), steroid hormones (e.g.
androstenedione, aldosterone, 17-OH-progesterone),
and antibodies: TSH receptor autoantibodies (TRAb),
anti-thyroid peroxidaseantibodies (a-TPO), and thyro-
globulin antibodies (a-Tg). In this type of test susceptible
to high biotin content (and containing the SA/B system)
we observe false positive (high) results of assayed hor-
mones and antibodies.

Immunochemical tests based
on the streptavidin (avidin)-biotin system
— susceptible to biotin interference

Six out of the seven currently most often used immu-
nochemical analysers are equipped with tests based on
the streptavidin (avidin)-biotin system. In the Elecsys®

analyser (from Roche) 81 of immunochemical tests out of
the 81 that are available are susceptible to biotin interfer-
ence, in the Vitros® analyser (from Ortho) — 43 (29), in
Dimension® (from Siemens) — 26 (21), in Centaur (from
Siemens) — 67 (18), in Access® and DXI® (from Beckman
Coulter) — 48 (14), and in Architect i2000® (from Ab-
bott) —46(2). The Liaison XL® analyser (from DiaSorin)
is an exception; none of 42 available immunochemical
tests uses the streptavidin (avidin)-biotin reaction. Sum-
ming up, of 353 available tests 165 may be susceptible to
biotin interference. That corresponds to 47% of all avail-
able tests. Table I presents immunochemical tests from
various manufacturers, used in laboratory diagnostics of
endocrine disorders, and susceptible to biotin interfer-
ence. Some manufacturers mention biotin as one of the
interfering factors in reagent pack leaflets. Depending on
the manufacturer and the type of used test, the threshold
level of biotin above which it will interfere with the as-
say is between 2.4 and 1968 ug/L (between 10 and 8200
nmol/L) (in the previously mentioned analysers) [12].
For the majority of tests that threshold value is < 51 ug/L
[13]. Unfortunately, that kind of data is not available for
all tests. Manufacturers also do not indicate what doses
of the vitamin used by a patient those concentrations
refer to [4]. Some more precise information on the effect
of various concentrations of biotin on determination of
selected parameters was provided by the in vitro experi-
ment carried out on the Elecsys® analyser from Roche,
which simulated administration of biotin in doses of
5-10 mg and 100-300 mg, which corresponded to se-
rum biotin levels of 15.6 ug/L, 31.3ug/L, and 500 ug/L.

Table 1. Immunochemical tests susceptible to biotin interference, used in biochemical endocrinological diagnostics

Endocrine laboratory tests

Immunochemistry

analyser Number Vulnerable to Biotin interference L .
v of tests biotin interference  threshold [ug/L] Test and direction of interference

Roche Elecsys 46 46 5.04-117.84 TSH{ TG FSHY LH{ SHBGY PTH PRLY hCGY 14T T47
fT317 737 CORTT E27T PRGT TestostT DHEAST 250HD T
TGAbT TPOAbT TSHRALT

Ortho Vitros 17 1 4.8-19.68 TSH{ FSHY LHY iPTHY PRLY hCGY PRGT E27 TestostT
CORT?T 250HDT

Siemens 10 9 49.20-196.80 TSHY FSHY LHY PRLY hCGY fT4T 13T PRGT TestostT

Dimension

Siemens Centaur 20 4 98.16-981.60 SHBGY fT4T iPTHT DHEAST

Beckman Coulter 26 6 98.16—240.00 TGY TGAbJ TPOAbY fT47 137 TT3T

Access/DXI

Abbott Architect 18 1 No data 250HD

i2000

DiaSorin Liaison XL 20 0 - -

T4 — free thyroxine; T4 — thyroxine; fT3 — free triiodothyronine; T3 — triiodothyronine; CORT — cortisol; E2 — estradiol; PRG — progesterone; Testost — testosteron;
DHEAS — dehydroepiandrosterone; 250HD — calcifediol; TGAb — thyroglobulin autoantibody; TPOAb — anti-thyroid peroxidase autoantibody; TSHRAb — thyrotropin
(TSH) receptor antibody; LH — luteinizing hormone; hCG — human chorionic gonadotropin; FSH — follicle-stimulating hormone; PTH — parathyroid hormone;

SHGB — sex hormone binding globulin
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Troponin T and anti-thyroid antibodies were the most
susceptible to low biotin levels, and all tests proved to
be significantly susceptible to interference of high biotin
levels. The experiment demonstrated a high variability
of test susceptibility to the interference caused by the
presence of biotin in the serum, and provided more
precise data compared to those in the manufacturer’s
leaflet [14]. The in vitro experiment was also done with
the Dimension® analyser from Siemens. The experi-
ment investigated the effect of various concentrations
of biotin in patients’ samples based on results of immu-
nodiagnostic tests. No interference was demonstrated
for biotin concentrations between 50 and 200 ug/L. The
biotin level of 300 ug/L interfered with assays of troponin
and fT3, and levels over 400 ug/L interfered with assays
of troponin, digoxin, N-terminal pro b-type natriuretic
peptide (NT-pro-BNP), {T3, fT4, TSH, progesterone,
and oestradiol [15]. Although both experiments offered
numerous pieces of valuable information, they were con-
ducted with “pure” biotin, and they might not reflect the
conditions existing in a patient’s sample, where, besides
biotin itself, there were also its metabolites [8, 15, 16].
Interference of biotin with immunochemical tests
depends on several factors: the construction of the im-
munochemical test, the dose used by a patient, the biotin
concentration in a sample, and, most of all, the time from
the last dose to collection of biological material for labo-
ratory testing. The serum level of biotin ingested with
food is 0.12-0.36 nmol/L (0.0288-0.0864 ug/L) and does
not interfere with tests using the SA/B system [5, 17]. Li
et al. designed a study in which six healthy people took
biotin at the dose of 10 mg for seven days. The mean
baseline biotin level was 0.774 ugL (774 pg/mL), and

after seven days the level was 3.6 ug/L (3600 pg/mL).
On the day 7 interference was observed for 39% (9 of
23) of the tests using the SA/B system. Another seven
days after discontinuation of biotin supplementation,
no changes in test results were observed [11]. Biotin in
a single dose of 30 mg interferes with assays of fT4, fT3,
and thyroglobulin (the analyser from Beckman Coulter),
and the interference is maintained for up to 24 h [18].
Three days after discontinuation of biotin, levels of TSH,
T4, £T4, and T3 were back to normal in a patient who had
been administered 100 mg of biotin three times a day [19].
For children and neonates treated with biotin at doses
of 15-20 mg/kg/day, TSH, T4, and T3 levels were back
to normal within 2448 h of discontinuation of supple-
mentation, and a false high titre of antibodies against
the TSH receptor was maintained for up to seven days.

Why is biotin interference important
in the diagnostics of thyroid diseases?

False low TSH levels, false high levels of free thyroid
hormones, and the presence of antibodies against the
TSHreceptor (TRAb) may suggest hyperthyroidism, in
absence of any clear clinical symptoms. Table II presents
test results of thyroid hormones levels in the presence
of high biotin concentration (developed after Kummer
et al. [20]).

Biotin interference in hormonal assays
— case studies

Papers presenting cases of biotin interference in immu-
nochemical assays have emerged recently. Most com-

Table II. Thyroid hormone levels in the presence of a high biotin level [20]

Patient 1 Patient 2 Patient 3 Patient 4 Patient 5 Patient 6
Sex/age F/9yr F/2yr M/2yr M/5 mo M/ 1mo M/1mo
Biotin dose [mg/kg/day] 10 14 15 2 7 8

Laboratory results

During biotin treatment
TSH [ulU/mL] 0.05 0.02 0.04 0.02 0.08 0.03
fT, [ng/dL] 6.24 > 1.71 > 1.71 > 1.71 > 1.71 > 1.71
T, [ng/dL] > 6.5 - > 6.5 > 6.5 > 6.5 -
TRAD [1U/L] 38.6 > 40.0 > 40.0 > 40.0 > 40.0 > 40.0
1-17 days after discontinuation of biotin
TSH [ulIU/mL] 1.80 3.75 6.07 2.20 8.12 2.87
T, [ng/dL] 1.58 1.70 1.16 113 1.84 1.91
T, [ng/dL] 2.0 - 1.8 - 1.8 2.3
TRAD [1U/L] <03 - 0.7 1.0 0.4 <03

TSH — thyroid-stimulating hormone; fT4 — free thyroxine; T3 — triiodothyronine; TRAb — TSH receptor autoantibody
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monly they are papers presenting individual clinical
cases. They refer to various age groups: from neonates
to the elderly. The majority of them reported abnormal
results of concentration of thyroid hormones (fT4, fT3)
and TSH [17-25], but also of PTH, adrenocorticotropic
hormone (ACTH), prolactin, testosterone, cortisol, and
oestradiol [6, 16, 26]. The number of those reports were
so high thatin November 2017 the American Food and
Drug Administration (FDA) issued a warning indicating
possible interference of biotin with immunochemical
assays. Particularly disturbing was the fatal case of
a patient with false low blood troponin (cardiomyocyte
necrosis marker) levels in a test based on the SA/B sys-
tem. The patient was using high doses of biotin. That
case indicates possible serious consequences of false test
results caused by the presence of exogenous biotin in
a tested sample [27].

Arya et al. described a case of four neonates with
suspected metabolic disease, who were administered
biotin. Abnormal thyroid hormone levels were ob-
served in all of them, with absence of any clinical
symptoms suggesting thyrotoxicosis (the analyser used
was from Roche Diagnostics). Biotin was discontinued
in three of those neonates, following exclusion of the
suspected metabolic disease. All results returned to
normal. In the case of the one neonate who was further
administered biotin, thyroid hormone levels proved
to be within their reference ranges, when assays were
completed using a different type of analyser (Centaur
from Siemens) [9]. In a three-year-old girl with propi-
onic acidaemia, the investigation of thyroid hormones
was recommended as a part of further diagnostics. The
TSH results were below the normal range, but levels
of fT4 and fT3 were within their reference ranges (the
analyser from Roche Diagnostics). The clinical symp-
toms observed in the patient did not indicate thyrotoxi-
cosis. For that reason, repeated tests using a different
analyser were recommended. In the obtained results
the TSH level was normal, and levels of fT4 and T3
were significantly increased (the analyser used was
from Beckman Coulter). The patient was treated with
10 mg of biotin four times a day, and differences in
results of assays were because not all applied tests
were based on the SA/B system (TSH assay, analyser
from Beckman Coulter)[17]. In May 2018 a report was
published describing a case of a 47-year-old male
with SM, who was administered biotin at the dose
of 300 mg/day. Investigations of his thyroid function
indicated hyperthyroidism (significantly decreased
TSH and increased fT4 and {T3 levels). Those results,
combined with increased titres of antibodies against
TPO (a-TPO) and the TSH receptor (TRADb), suggested
Graves-Basedow’s disease (G-B). Considering the ab-
sence of any clinical symptoms of hyperthyroidism,

repeated assays were recommended two weeks after
discontinuation of biotin supplementation. All results,
except for TRAD, returned to normal [28]. Biotin inter-
ference of immunochemical tests caused a suspicion
of G-B disease in two other patients [23, 29, 30], and
additionally of hyperoestrogenism on one of them
[6]. In mid-2018 a 48-year-old woman with hirsutism,
increased body weight, and suspected thyroid disease
was ordered additional hormonal investigations. Con-
sidering her increased testosterone and cortisol levels,
and decreased ACTH and prolactin levels (analysers
from Roche Diagnostics and OCD Vitros), imaging
diagnostics (MRI and CT) was ordered for the patient.
The obtained images did not confirm a suspicion of
inactive adenoma and adrenal disease. Considering
the increased testosterone level, testosterone-secreting
ovarian cancer was suspected, and hysterectomy with
oophorectomy was performed needlessly. The assay
of free and total testosterone with the LC-MS/MS
technique demonstrated that the results were normal.
Following discontinuation of biotin supplementation
at the dose of 5 mg/day for two weeks, the majority
of laboratory parameters, except for TSH, returned to
normal. However, determination of TSH using a dif-
ferent analyser indicated that the results were within
the reference range (TSH 1.1 mIU/mL, analyser from
Beckman Coulter), and clinically the patient was in
euthyreosis [31]. Biotin interference was reported also
for the determination of PTH [16, 26]. False low PTH
level was found in two patients: women aged 60 and
62 years using 1.5 mg and 5 mg biotin, respectively [26].

Table III presents results of hormonal assays for
patients in whom the presence of interference caused
by various doses of biotin was found (developed after
Samarasinghe et al. [12]).

Due to their character,immunochemical tests based
on the interaction between antibodies and antigens are
susceptible to interference of antibodies demonstrating
an affinity to components of the test. The procedure of
this type of test may be affected by antibodies against
streptavidin [32, 33], heterophilic antibodies interact-
ing with biotin [34, 35], antibodies against murine IgG
[36], antibodies against ruthenium [37], or antibodies
against biotin [38].

Conclusions

False low or false high results of hormone assays result-
ing from biotin interference with immunochemical
tests based on the SA/B system may lead to incorrect
diagnosis and inappropriate treatment, exposure of
a patient to long-term stress, and needless additional
laboratory and imaging diagnostic procedures that
increase the cost of treatment. Both physicians and
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Table III. Hormone levels in patients with confirmed interference resulting from the use of various doses of biotin

Ne° Author (year) Age / Sex Biotin dose Changes in laboratory Immunochemistry analyser
tests
1 Koehler et al. (2018) 47-year-old man 300 mg/d JTSH TT4 TT3 TTPOAb  No data
TTRAb
2 Stieglitz et al. (2018) 48-year-old woman 5 mg/d JTSH JACTH {PRL Roche Cobes 601 OCD Vitros 5600
TTESTO TCORT Beckman Coulter UniCel DxI 800
3 Evans et al. (2018) 15-month-old boy ~ 15-100 mg/d <TSH 1114 Beckman Coulter DxI
4 Arya et al. (2018) 9-months-old gil 2.5 mg/kg/d JTSH T4 T3 Roche Diagnostics
5 Arya et al. (2018) 9-month-old girl 2.5 mg/kg/d JTSH T4 T3 Roche Diagnostics
6 Arya et al. (2018) Boy < 1 monthold 4 mg/kg/d JTSH T4 T3 Roche Diagnostics Siemens Centaur
7 Arya et al. (2018) Boy < 1 monthold 5.2 mg/kg/d JTSH 114 T3 Roche Diagnostics
8 Cusini et al. (2017) 69-year-old woman 100 mg/3 X d JTSH 114 T3 Roche Diagnostics
9 Willeman et al. (2017)  39-year-old man 50 ug/d JTSH «>fT4 «fT3 Siemens Dimension Vista 1500
Intelligent Lab System
10 Sulaiman (2016) 3 patients 1-10 mg/kg/d LTSH 114 MT3 <>TSH  Roche Modular Cobas 602 Abbott
—fT4 <fT3 Architect 1-2000
11 Minkovsky et al. (2016)  74-year-old woman 100 mg/3 X d JTSH T4 T3 Roche Diagnostics
12 Kummeretal. (2016)  9-year-old girl 10 mg/kg/d JTSH TfT4 TT3 TTRAb  Roche Diagnostics
13 Kummeretal. (2016)  2-year-old girl 14 mg/kg/d JTSH TT4 TTRAb Roche Diagnostics
14 Kummeretal. (2016)  2-year-old boy 15 mg/kg/d LTSH T4 TT3 TTRAb  Roche Diagnostics
15 Kummeretal. (2016)  5-month-old boy 2 mg/kg/d JTSH T4 7T3 TTRAb  Roche Diagnostics
16 Kummeretal. (2016)  1-month-old boy 7 mg/kg/d JTSH T4 T3 TTRAb  Roche Diagnostics
17 Kummeretal. (2016)  1-month-oldboy 8 mg/kg/d JTSH T4 TTRAb Roche Diagnostics
18 Batista et al. (2016) 52-year-old woman 10 mg/d LTSH ©fT4 fT3 0CD Vitros 5600 Roche E170/Cobas
TESTRADIOL TRAb+ 602 Modular
19 Elston et al. (2016) 63-year-old woman 100 mg/3 x d JTSH 1TT4 713 TTRAb  Roche Diagnostics Cobas 6000
<TSH T4 T3 Beckman Coulter Dx
20  Barbesio (2016) 55-year-old man 100 mg/3 x d JTSH T4 TT3 TTRAb  Roche Diagnostics Elecsys
21 Waghray et al. (2013) 60-year-old woman 1.5 mg/d JPTH Siemens Advia Centaur Roche
Cobas E411
22 Waghray et al. (2013)  62-year-old woman 5 mg/d JPTH Siemens Advia Centaur Roche
Cobas E411
23 Wijeratne (2012) 1-week-old child 30 mg/d <TSH TfT4 1413 Beckman Coulter DxI
24 Kwok et al. (2012) 3-year-old girl 10 mg/4 x d JTSH ©fT4 &fT3 Roche Cobas e601 Beckman
TSH T4 173 Coulter Access
25 Meany et al. (2009) 64-year-old woman 10 mg/d JPTH Roche Elecsys 2010
26 Henry et al. (1996) Newborn 10 mg/d JTSH 1T4 Boehringer Mannheim ES700

TSH — thyroid-stimulating hormone; fT4 — free thyroxine; fT3 — free triiodothyronine; TPOAb — anti-thyroid peroxidase autoantibody; TRAb — TSH receptor
autoantibody; ACTH — adrenocorticotropic hormone; PRL — prolactin; TESTO — testosterone; CORT — cortisol; PTH — parathyroid hormone

laboratory diagnosticians should cooperate for elimina-
tion of that problem.

the biotin interference:
— getting information about any biotin-containing di-

Actions to be taken by a physician in order to limit

— if the medical history indicates the use of biotin-con-
taining formulas, laboratory investigations should
be performed some time after their discontinuation
(depending on time and dose, the period should be
from 1 (for low doses) to 3-7 days (higher doses), but

etary supplements used by a patient when gathering
the medical history (dose, duration of use);

— contacting a laboratory to determine if a particular
diagnostic test is susceptible to biotin interference
and to what extent;
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individual differences influencing the correlation
between biotin supplementation and laboratory
investigations have to be considered as well;

— in the case of discrepancy between laboratory results
and the clinical presentation, repeating the test us-
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Suspected biotin interference
— inconclusive interpretation of laboratory results
— patients using biotin as a drug or dietary supplement

Taking the medical history ask:
— if the patient used biotin as a drug or dietary supplement (multi-vitamin formulas)?
— for hwo long, and at what doses?

.

AN

Recommend discontinuation of biotin supplementation
for at least 24 hours before drawing blood
(doses < 5 mg/day), or in case of high doses
(> 5-300 mg/day) for 3-7 days.

Repeat the assay after the grace period using
a fresh sample

A 4

Results significantly different from the previous one
(consistent with the patient’s clinical status)

!

A high probability of biotin interference

Contact the laboratory
Obtain information on the construction of the test
and the manufacturer’s recommendations
regarding maximum blood biotin level (see Fig. 6)

!

If possible, order the hormone level determination
using a non-biotin/streptavidin
dependant immunoassay

!

No significant difference in concentration results

!

Contact the laboratory
Search for other types of interference

Figure 5. Algorithm of actions in case of suspected biotin interference, to be used by a clinician

ing an immunochemical test from a different manu-
facturer, containing no streptavidin (avidin)-biotin
system, is recommended. In this case a physician
should contact the laboratory in order to determine
areference centre (laboratory) that does not use tests
based on the SA/B system;

— if the result of a test (repeated with another test)
is still discordant with the clinical presentation,
another cause of interference to immunochemical
assays has to be considered — repeated contact with
the laboratory is recommended.

The Figure 5 presents the algorithm of actions to
be used by a clinician in the case of suspected biotin
interference

Actions to be taken by a medical diagnostic labora-
tory in order to limit the biotin interference:

— biotin level determination in a patient’s sample, be-
fore the assay itself, is not possible, because no fully
automatic tests for determination of biotin level are
currently available for routine laboratory operation;

— a method of removing excess of exogenous biotin
from a tested sample has been developed recently
[8,40]. The method involves preliminary addition of
an appropriate amount of micro-molecules coated
with streptavidin (obtained from used reagents) to
a sample of serum collected from a patient. The mix-
ture is then incubated (with shaking) for 45 minutes

at room temperature. The selected laboratory pa-
rameter is determined in the supernatant obtained
by centrifugation [8, 39, 40]. Although the whole
procedure is not expensive (reagents to be discarded
are used), and the time of the procedure is approx.
1h, the method is hard to adapt to routine operation
of alaboratory. Another method used for removal of
biotin from a test sample may be chromatography
of affinity. Neither of these methods is currently
commonly used, and they both require a certain
level of expertise in identification of various types
of interference;

it is recommended that a laboratory develop its
own algorithm of actions to be taken in the case
of suspected biotin interference — use of tests
containing no SA/B system, access to manual
isotope-based methods, chromatographic methods
(particularly LC/MS/MS), or — most commonly
— cooperation with a laboratory using methods
(automatic, manual) that are not susceptible to
biotin interference;

a search for other types of interference (e.g. pres-
ence of antibodies against streptavidin, heterophilic
antibodies, hormone macro-molecules, etc.).
Figure 6 presents the algorithm of actions in case of

suspected biotin interference, to be used by a laboratory
diagnostician.
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Suspected biotin interference
— inconclusive interpretation of laboratory results
— patients using biotin as a dietary supplement (a dose up to 5 mg/day or > 5 mg/day)

Check in the IFU of the immunochemical test:
— does the immunoassay involve the biotin/streptavidin interaction?
— What are the manufacturer’s recommedations regarding the maximum blood biotin level?
— type of the test (competitive — false positive result; sandwich — false negative result)

/

N\

Measure the hormone level
with a test that does not involve
the biotin/streptavidin interaction,
e.g. for fT3; fT4; TSH Architect
(Abbott)

Remove biotin from the sample
(incubation with streptavidin-coated
microparticles). Re-test

Discontinue biotin supplementation
for 1 day (if doses of < 5 mg/day),
for 3-7 days (if doses > 5 mg/day).
Re-test after a grace period,
using a fresh sample

A 4

y

No significant difference
in concentration results

Results significantly different from the previous one
(consistent with the patient’s clinical status)

I

!

No biotin interference
(check for presence
of anti-streptavidin antibodies)

A high probability
of biotin interference

Determine the biotin level
in the original sample

Figure 6. Algorithm of actions in case of suspected biotin interference, to be used by a laboratory diagnostician
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Streszczenie

Okolo 70% decyzji medycznych podejmowanych jest na podstawie wynikéw badan laboratoryjnych. W rutynowej diagnostyce laborato-
ryjnej zaburzen endokrynologicznych stosuje si¢ gldownie metody immunochemiczne. Pewnym ograniczeniem tych metod jest podatnosé
na zakl6cenie reakcji immunochemicznej przez r6znego typu interferencje. Przyczyna interferencji moze by¢ obecnosé w surowicy pacjenta
przeciwcial autologicznych, przeciwciat heterofilnych, paraprotein, reakcje krzyzowe z podobnymi zwigzkami, hemoliza, znaczna lipemia
lub hiperbilirubinemia. W ostatnich kilku latach pojawily sie doniesienia o istotnych zafalszowaniach wynikéw badan spowodowanych
przez biotyne. Biotyna jest rozpuszczalna w wodzie witaming z grupy B. Wystepuje w popularnych suplementach diety, pojedynczo
lub jako skladnik preparatow multiwitaminowych. Reklamowana jest jako $rodek na problemy z wypadaniem i tamliwoscia wloséw
i paznokci. Biotyna ze wzgledu na maly rozmiar czasteczki oraz bardzo silne powinowactwo do streptawidyny znajduje zastosowanie
w wielu testach immunochemicznych. Metody analityczne wykorzystujace uklad streptawidyna (awidyna)-biotyna — ze wzgledu na
mocne, stabilne i specyficzne polaczenie streptawidyny z biotyng — sg bardziej czule i umozliwiaja oznaczenie bardzo niewielkich stezen
badanej substancji w materiale biologicznym. Obecnoé¢ egzogennej biotyny w prébce moze by¢ przyczyna interferencji w przypadku
testéw wykorzystujacych uklad streptawidyna (awidyna)-biotyna. To, czy biotyna bedzie interferowala w oznaczeniach testéw immu-
nochemicznych, zalezy od kilku czynnikéw: konstrukgji testu immunochemicznego, wielkosci dawki, jaka przyjmuje pacjent, stezenia
biotyny w badanej prébce, a przede wszystkim od czasu, jaki uplynie od przyjecia ostatniej dawki do pobrania materialu do badan labora-
toryjnych. W prezentowanej pracy przedstawiono praktyczne zalecenia i algorytm postepowania w przypadku podejrzenia interferencji
biotyny w oznaczeniach immunochemicznych dla lekarza klinicysty i diagnosty laboratoryjnego. (Endokrynol Pol 2019; 70 (1): 112-121)

Stowa kluczowe: biotyna; interferencja; immunochemia; suplementy diety; przeciwciata anty-streptowidynowe

Wstep

Okoto 70% decyzji medycznych podejmowanych jest na
podstawie wynikéw badan laboratoryjnych. Dokladny
i wiarygodny wynik badania laboratoryjnego pozwala
lekarzowi na postawienie odpowiedniej diagnozy
i wybodr wlasciwego sposobu leczenia. W rutynowej dia-
gnostyce laboratoryjnej zaburzen endokrynologicznych
maja zastosowanie gldwnie metody immunochemiczne.
Stosuje sie je powszechnie ze wzgledu na ich zalety,
takie jak: duza czulos¢, precyzje, specyficznosé, mozli-
wos¢ bezposredniego oznaczenia stezenia wybranego
parametru w surowicy, osoczu lub innym materiale
biologicznym oraz relatywnie krétki czas oczekiwania
na wynik badania [2]. Ze wzgledu na ogromny postep

technologiczny wigkszos¢ z tych technik jest w pelni
zautomatyzowana i pozwala na oznaczanie szero-
kiego spektrum parametréw laboratoryjnych, takich
jak: hormony, przeciwciala, markery nowotworowe,
markery uszkodzenia narzadéw i/lub ich dysfunkgji,
markery zakazen wirusami, markery stanéw zapalnych
i martwicy tkanek oraz niektore leki i witaminy. Okoto
15-20% oznaczen immunochemicznych wykonuje sie
z zastosowaniem metod izotopowych: metody radio-
immunlogicznej (RIA, radioimmunological assay) i immu-
noradiometrycznej (IRMA, immunoradiometric assay).
Znaczaca wiekszoé¢ oznaczen immunochemicznych
stosowanych w diagnostyce klinicznej bazuje na licznej
grupie metod nieizotopowych, np. metodzie immu-
noenzymatycznej (ELISA, immunoenzymatic method),

@ Dr n. med. Piotr Glinicki, Klinika Endokrynologii, Centrum Medyczne Ksztalcenia Podyplomowego, Szpital Bielaniski, ul. Ceglowska 80,
01-809 Warszawa, Polska, tel.: +48 22 569 02 96; e-mail: piotr.glinicki@bielanski.med.pl
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immunochemiluminesencyjnej (CLIA, immunochemilumi-
nescence method), immunoelektrochemiluminescencyjnej
(ECLIA, immunoelectrochemiluminescence method) iinnych.
Pewnym ograniczeniem tych metod jest podatnos¢ na
zaklécenie reakcji immunochemicznej przez réznego
typu interferencje. Przyczyna takich interferencji moze
by¢ obecnos$é w surowicy pacjenta przeciwcial autolo-
gicznych i tworzenie sie in vivo makroczasteczek, obec-
nos¢ przeciwcial heterofilnych skierowanych przeciwko
zwierzecym IgG (HAMA, human anit-mouse antibody albo
HAAA, human anti-animal antibody), rekcje krzyzowe
oraz takie powszechnie znane czynniki, jak: hemoliza,
znaczaca lipemia albo hiperbilirubinemia. W ostatnich
kilku latach zaczely ukazywac sie publikacje na temat
interferencji spowodowanych biotyna, ktéra byta przy-
czyna falszywie zawyzonych lub falszywie zanizonych
wynikéw badan w testach wykorzystujacych uklad
streptawidyna (awidyna)-biotyna (SA/B) [3, 4].

Kiedy mozna podejrzewa¢ wystapienie
interferencji biotyny w oznaczeniach
immunochemicznych?

Interferencje biotyny moga wystepowac¢ w roznych
testach immunochemicznych (zaré6wno manualnych,
jak i w metodach zautomatyzowanych) wykorzy-
stujacych w swojej konstrukcji uklad streptawidyna
(awidyna)-biotyna.

Wiazanie streptawidyna (awidyna)-biotyna jest
jednym z najsilniejszych, niekowalencyjnych polaczen.
Jest odporne na zmiany pH, wielokrotne plukanie,
czynniki chalotropowe i ekstremalne warunki reakcji
(np. temperature). Ze wzgledu na stabilnos¢ i wysoka
czulos$¢ pozwalajaca na oznaczenie nawet niewielkich
stezen badanego analitu (ng/ml, pg/ml) w materiale
biologicznym metody analityczne powszechnie wyko-
rzystuja ukliad streptawidyna (awidyna)-biotyna. Ze
wzgledu na male rozmiary czasteczki wprowadzenie
biotyny nie zmienia wlasciwosci wielu zwiazkow, takich
jak np. biatka, hormony czy przeciwciala uzywane
w testach immunochemicznych, a sama biotynylacja nie
nastrecza trudnosci metodycznych. Awidyna — zasado-
we biatko obecne w bialku jaja kurzego oraz jej niegliko-
zylowany wariant — streptawidyna wytwarzana przez
szczep Streptomyces avidini — sa tatwe do pozyskania.

Interferencje biotyny dotycza pacjentéw z wysokim
stezeniem biotyny we krwi na skutek jej stosowania
jako suplementu diety lub u pacjentéw leczonych
wysokimi dawkami biotyny.

Biotyna

Biotyna (witamina H, B7, B8) jest rozpuszczalng w wo-
dzie witaming z grupy B. Moze by¢ syntetyzowana

przez flore¢ bakteryjna jelit, w zwigzku z czym do
jej niedoboréw dochodzi rzadko, najczesciej w sku-
tek stosowania szerokiego spektrum antybiotykéw.
Biotyna jest czlowiekowi niezbedna do Zycia. Bierze
udziat jako koenzym kilku ré6znych enzyméw w wielu
szlakach metabolicznych. Jest waznym koenzymem
karboksylaz zaangazowanych w proces glukoneoge-
nezy, synteze kwaséw nukleinowych oraz kwaséw
tluszczowych, cykl Krebsa, czy degradacje leucyny.
Egzogenna biotyna jest szybko wchlaniana przez
blone S§luzowaq jelit i wydalana gléwnie z moczem
w postaci niezmienionej lub w postaci metabolitow,
takich jak: bisnorbiotyna, sulfon biotyny, bisnorbio-
tyno-metylo-keton i inne [5]. Jej okres péitrwania we
krwi wynosi okolo 110 min [6]. W diecie wystepuje
m.in. w takich produktach, jak: wieprzowina, watroba,
z6ltko jaja, ziarno soi, migdaly czy warzywa liSciaste.
Dzienne zapotrzebowanie biotyny u dzieci zwieksza
sie wraz z wiekiem, natomiast dla osoby doroslej wy-
nosi 30-75 ug [7]. Biotyna wystepuje w popularnych
suplementach diety, pojedynczo lub jako sktadnik pre-
paratéow multiwitaminowych. Jest ona reklamowana
jako srodek przeciwdzialajacy wypadaniu i tamliwosci
wloséw i paznokci. W Polsce najpopularniejsze suple-
menty diety zawierajg od 0,3 mg do 10 mg biotyny, co
wielokrotnie (okolo 6200 razy) przekracza jej Srednie,
dzienne zapotrzebowanie. Osoby stosujace wysokie
dawki biotyny sa szczegdlnie narazone na ten typ
interferencji, tym bardziej, ze biotyne mozna kupié
w dowolnej ilosci, a ze wzgledu na jej niezwykle ni-
ska toksycznos¢ istnieje bardzo niewielkie ryzyko jej
przedawkowania.

Druga grupe zagrozong interferencja biotyny
stanowia pacjenci leczeni wysokimi dawkami bioty-
ny (5-300 mg/dzien) w terapii wrodzonych choréb
metabolicznych: niedoborze biotynidazy, niedoborze
transportera-2 tiaminy, niedoborze syntetazy holo-
karboksylazowej [8]. W wiekszych dawkach biotyne
stosuje sie u noworodkow i niemowlat, zwlaszcza przy
podejrzeniu choroby metabolicznej [9] oraz u oséb
dorostych ze stwardnieniem rozsianym i innymi cho-
robami demielinizacyjnymi [10]. Stosowanie biotyny
w leczeniu niektérych choréb jest kwestionowane.
Na skutek niewielkiego efektu terapeutycznego czes¢
lekéw na bazie biotyny wycofano z handlu, np. Med-
day Pharmaceuticals wycofalo w Europie lek Qizenday
stosowany w leczeniu postepujacego stwardnienia
rozsianego. Problem interferencji biotyny zwigzany
zleczeniem tymi preparatami praktycznie w Polsce nie
wystepuje, poniewaz nie sa zarejestrowane procedury
medyczne dopuszczajace jej stosowanie w wysokich
dawkach jako leku. Jedynym zarejestrowanym lekiem
jest Biotebal (Biotinum) z rekomendowanymi dawkami
do 5 mg na dobe.
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Mechanizm interferencji biotyny
w oznaczeniach immunochemicznych

Obecnosé egzogennej biotyny w badanej prébce moze
by¢ przyczyna interferencji w przypadku testéw wyko-
rzystujacych uklad SA/B. Pierwsze doniesienia o tym
typie interferencji pojawily sie w 1996 roku. Jednak
dopiero w ostatnich kilku latach temat ten wzbudzil
wieksze zainteresowanie. Wigze sie to z coraz czedciej
wykrywana niezgodnoécig wynikéw oznaczen hormo-
nalnych z obrazem klinicznym, co mozna potencjalnie
wynikaé z powszechnego stosowania suplementéw
diety zawierajacych biotyne.

Metody immunochemiczne opieraja sie na swo-
istej reakcji miedzy epitopem (3-8 aminokwaséw)
na powierzchni antygenu a odpowiednim miejscem
wigzania na czasteczce przeciwciata. Przeciwciala
stosowane w teécie rozpoznaja Scisle okreélong struk-
ture chemiczng epitopu, a nie aktywnos¢ biologiczna
substancji badanej. Stosowanie réznego rodzaju sys-
temow detekcji (znacznikdw) pozwala Sledzi¢ reakcje
immunologiczng oraz oznaczy¢ iloéciowo stezenie lub
miano badanej substancji. Wyréznia sie dwa gléwne
rodzaje metod stosowane w rutynowych testach im-
munochemicznych. Metoda niekompetencyjna wyko-
rzystuje dwa przeciwciala: wychwytujace i detekcyjne,
ktoére rozpoznajg dwie rézne determinanty antygenu.
Powstaje kompleks przeciwcialo wychwytujace—anty-
gen—przeciwcialo detekcyjne. Taki ukiad testu zwieksza
czulo$é i specyficznosé oznaczenia. Okreslany jest jako
test typu sandwich (,kanapkowy”). Drugi typ reakcji
wykorzystuje jako czynnik detekcyjny znakowany
antygen lub jego analog, ktéry konkuruje z badanym
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Rycina 1. Schemat metody kompetycyjnej
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Rycina 2. Schemat metody niekompetycyjnej
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antygenem (nieznakowanym) o miejsca wigzania na
czasteczkach przeciwciala. Jest to metoda kompety-
cyjna. Powstaja kompleksy antygen znakowany—prze-
ciwcialo oraz antygen badany-przeciwcialo. Reakcje
immunochemiczne moga zachodzi¢ w fazie cieklej
(typ reakcji homogenny) lub na fazie stalej (najczesciej
obecnie stosowany), np. w probéwce, na plytce czy
z zastosowaniem mikroczasteczek paramagnetycznych
(typ reakcji heterogenny).

Egzogenna biotyna w tedcie ,kanapkowym” (nie-
kompetycyjnym) taczy sie z oplaszczonymi streptawi-
dyna mikroczasteczkami fazy stalej, uniemozliwiajac
przylaczenie sie do nich kompleksu przeciwciato bio-
tynylowane-analit-przeciwcialo znakowane. Powoduje
to zmniejszenie intensywno$ci mierzonego sygnatu
znacznika, a w konsekwencji prowadzi do otrzymania
wyniku falszywie zanizonego, poniewaz w metodach
niekompetycyjnych zaleznos¢ sygnatu od stezenia jest
wprost proporcjonalna do stezenia badanego analitu.
W metodzie kompetycyjnej nadmiar egzogennej bio-
tyny rowniez wiaze sie z oplaszczonymi streptawidyna
mikroczasteczkami fazy stalej, blokujac mozliwos¢
przylaczenia sie do nich komplekséw zaréwno przeciw-
cialo biotynylowane-analit badany, jak i przeciwciato
biotynylowane-analit znakowany. Podobnie jak w te-
Scie ,kanapkowym” skutkuje to zmniejszeniem inten-
sywnosci mierzonego sygnatu, lecz w tym przypadku
uzyskany wynik bedzie falszywie zawyzony, poniewaz
liczba powstatych komplekséw zwigzanych na fazie
statej jest odwrotnie proporcjonalna do stezenia bada-
nego analitu. Na rycinach 1-4 przedstawiono schematy
wyjasniajace mechanizmy reakcji immunochemicznych
(metoda kompetycyjna oraz typu ,kanapkowego”) oraz
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Rycina 3. Test kompetycyjny — wysokie stezenie biotyny
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Rycina 4. Test niekompetycyjny — wysokie stezenie biotyny

mechanizm interferencji z wysokim stezeniem biotyny
w obu metodach [11].

Testy niekompetycyjne (typ ,kanapkowy”) stuza
do oznaczania stezenia duzych czasteczek hormo-
now, takich jak: hormon tyreotropowy (TSH, thyro-
id-stimulating hormone), hormon lutenizujacy (LH,
luteinizing hormone), hormon folikulotropowy (FSH,
follicle-stimulating hormone), gonadotropina kosméwko-
wa (hCG, human chorionic gonadotropin), parathormon
(PTH, parathyroid hormone), insulinopodobny czynnik
wzrostu (IGF-1, insulin-like growth factor), insulina, ty-
reoglobulina, C-peptyd. W tym typie testu podatnego
na dzialanie biotyny (zawierajacego uklad SA/B) obser-
wuje sie falszywie ujemne (zanizone) wyniki stezenia
oznaczanych hormonéw.

Testy kompetycyjne stuza do oznaczania steze-
nia/miana malych czasteczek hormonéw i przeciwciat:
tyroksyny (T4/fT4), tréjjodotyroniny (T3/fT3), witaminy
D3 (25-OH-D3), hormonéw steroidowych (np. andro-
stendionu, aldosteronu, 17-OH-progesteronu), prze-
ciwcial: przeciwko receptorowi TSH (TRAb, TSH recep-
tor autoantibody), przeciwko tyreoperoksydazie (a-TPO)
i przeciwko tyreoglobulinie (a-Tg). W tym typie testu
podatnego na dzialanie biotyny (zawierajacego uklad
SA/B) obserwuje sie falszywie dodatnie (zawyzone) wy-
niki stezenia/miana badanych hormonéw i przeciwcial.

Testy immunochemiczne wykorzystujace
uktad streptawidyna (awidyna)-biotyna
— ich podatnos¢ na dziatanie
interferencyjne biotyny

Sposréd siedmiu obecnie najczesciej stosowanych
analizatoréw immunochemicznych w szesciu z nich
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wykorzystano uklad streptawidyna (awidyna)-biotyna.

Do analizatoréw podatnych na zakl6cenia ze strony

biotyny ze wzgledu na wykorzystanie w nich uktadu

streptawidyna (awidyna)-biotyna naleza:

— Elecsys® (firmy Roche) — wszystkie 81 testow im-
munochemicznych;

— Vitros® (firmy Ortho) — 29 sposréd 43 testow;

— Dimension® (firmy Siemens) — 21 sposréd 26
testow;

— Centaur (firmy Siemens) — 18 sposrdd 67 testow;

— Access® i DXI® (firmy Beckman Coulter) — 14
sposrod 48 testow;

— Architect i2000® (firmy Abbott) — 2 sposréd 46
testow.

Wyjatek stanowi analizator Liaison XL® firmy Dia-
Sorin, ktéry wéréd 42 dostepnych testéw immunoche-
micznych nie oferuje zadnego testu wykorzystujacego
reakcje streptawidyna (awidyna)-biotyna. Podsumo-
wujac, sposréd 353 dostepnych testéw 165 moze by¢
wrazliwych na interferujaca biotyne, co stanowi 47%
wszystkich testéw. W tabeli I przedstawiono testy
immunochemiczne réznych producentéw stosowane
w laboratoryjnej diagnostyce zaburzen endokrynnych,
ktore sg podatne na interferencje biotyny. Niektorzy
producenci w ulotkach dofagczanych do zestawéw od-
czynnikéw wymieniajg biotyne jako jeden z czynnikéw
zaklécajacych oznaczenia. W zaleznosci od produ-
centa i rodzaju stosowanego testu progowe stezenie
biotyny, powyzej ktérego bedzie ona interferowata
w oznaczenie, wynosi 2,4-1968 ug/l (10-8200 nmol/l)
(wsréd wcezesniej wymienionych analizatoréw) [12].
W wiekszosci testow prog ten wynosi < 51 ug/l [13].
Niestety, nie dla wszystkich testow te dane sg dostep-
ne, ponadto producenci nie informuja, jakiej dawce
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Tabela L. Testy immunochemiczne stosowane w biochemicznej diagnostyce endokrynologicznej podatne na interferencje biotyny

Testy endokrynologiczne

Liczba testow

Stezenie, przy ktérym

Analizator i i H H
LICZ!]a |_10datnych na biotyna mt_e rferul'e Test i kierunek interferenciji
testow interferencje W 0znaczenia testow
biotyny [pg/

Roche Elecsys 46 46 5,04-117,84 TSH{ TGY FSH{ LHY SHBGY PTHY PRLY hCGY fT47
1471 1317 731 CORTT E2T PRGT Testost™ DHEAST
250HDT TGAbT TPOAbT TSHRADT

Ortho Vitros 17 " 4,8-19,68 TSH{ FSHY LHY iPTHY PRLY hCGY PRGT E27T TestostT
CORTT 250HDT

Siemens 10 9 49,20-196,80 TSH{ FSH{ LH{ PRLY hCGY 147 fT3T PRGT Testost™T

Dimension

Siemens Centaur 20 4 98,16-981,60 SHBGY fT4T iPTHT DHEAST

Beckman Coulter 26 6 98,16-240,00 TG TGAb! TPOAbY T47T 13T TT3T

Access/DXI

Abbott Architect 18 1 Nieznany 250HD

i2000

DiaSorin Liaison XL 20 0 -

fT4 (free thyroxine) — wolna tyroksyna; T4 (thyroxine) — tyroksyna; fT3 (free triiodothyronine) — wolna trijodotyronina; T3 (triiodothyronine) — trijodotyronina;
CORT — kortyzol; E2 — estradiol; PRG — progesteron; Testost — testosteron; DHEAS (dehydroepiandrosterone) — siarczan dehydroepiandrosteronu;

250HD — kalcyfediol; TGAb (thyroglobulin autoantibody) — przeciwciato przeciw tyreoglobulinie; TPOAb (anti-thyroid peroxidase autoantibody) — przeciwciato
przeciwko tyreoperoksydazie; TSHRAb (TSH receptor antibody) — przeciwciato przeciw receptorom TSH; LH (luteinizing hormone) — hormon lutenizujacy;

hCG (human chorionic gonadotropin) — gonadotropina kosméwkowa; FSH (follicle-stimulating hormone) — hormon folikulotropowy; PTH (parathyroid hormone) —
parathormon; SHGB (sex hormone binding globulin) — globulina wigzaca hormony piciowe

witaminy przyjmowanej przez pacjenta odpowiadaja
te stezenia [4]. Bardziej szczeg6lowych informacji na
temat wplywu réznych stezen biotyny na oznaczenie
wybranych parametréw dostarczyl przeprowadzony
na analizatorze Elecsys® (firmy Roche) eksperyment
in vitro, w ktérym symulowano przyjecie biotyny
w dawkach 5-10 mg oraz 100-300 mg, co odpowiadalo
stezeniu biotyny w surowicy 15,6 ug/1i 31,3ug/l oraz 500
ug/l. Na niskie stezenia biotyny najbardziej wrazliwa
byla troponina T i przeciwciala przeciwtarczycowe,
a w przypadku wysokich stezen biotyny wszystkie
testy okazaly sie znaczaco podatne na interferencje
ze strony tej witaminy. W eksperymencie wykazano
duza zmienno$¢ wrazliwosci testbw na zakldcenie
spowodowane obecnoéciag w surowicy biotyny oraz
uzyskano dokladniejsze dane niz te zawarte w ulotce
od producenta [14]. Eksperyment in vitro przeprowa-
dzono takze z uzyciem analizatora Dimension® (firmy
Siemens). Badano w nim wplyw r6znych stezeni biotyny
w probkach pacjenta na wyniki testow immunodiagno-
stycznych. Przy stezeniu biotyny 50-200 ug/l nie wyka-
zano zadnych interferencji w oznaczeniach. Stezenie
biotyny 300 ug/l interferowalo w oznaczenie troponiny
i fT3, powyzej 400 ug/l w oznaczeniach: troponiny, di-
goksyny, N-koncowego propeptydu natriuretycznego
typu B (NT-pro-BNE N-terminal pro b-type natriuretic
peptide), T3, fT4, TSH, progesteronu i estradiolu [15].
Cho¢ wyniki obu eksperymentéw dostarczaja wielu
cennych informacji, przeprowadzono je z uzyciem
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~czystej” biotyny i moga nie odzwierciedla¢ warunkoéw,
jakie istnieja w probce pacjenta, w ktérej oprocz samej
biotyny wystepuja tez jej metabolity [8, 15, 16].
Wystapienie interferencji biotyny w procedurze te-
stow immunodiagnostycznych zalezy od kilku czynni-
kéw: od konstrukcji testu immunologicznego, wielkosci
dawki, jaka przyjmuje pacjent, od stezenia biotyny
w badanej prébce, a przede wszystkim od czasu, jaki
uplynie od przyjecia ostatniej dawki przez pacjenta
do pobrania materialu do badan. W przypadku bioty-
ny przyjmowanej razem z pozywieniem jej stezenie
w surowicy wynosi 0,12-0,36 nmol/1 (0,0288-0,0864 ug/1)
inie zakl6ca reakcji w testach z zastosowaniem uktadu
SA/B[5,17]. Lii wsp. przeprowadzili badanie, w ktérym
6 zdrowych os6b przez 7 dni przyjmowalo biotyne
w dawce 10 mg. Srednie wyjéciowe stezenie biotyny
wynosito 0,774 ugl (774 pg/ml), a po 7 dniach — 3,6 ug/l
(3600 pg/ml). W 7. dniu interferencje w oznaczeniach
zaobserwowano w przypadku 39% (9 sposréd 23) bada-
nych testow wykorzystujacych ukltad SA/B. Natomiast
po 7 dniach od zaprzestania przyjmowania biotyny nie
odnotowano juz zadnych zmian w wynikach [11]. Bio-
tyna w pojedynczej dawce 30 mg powoduje zaklécenia
w oznaczeniach stezenia fT4, fT3 i tyreoglobuliny (ana-
lizator firmy Beckman Coulter), ktére utrzymuja sie do
24 godz. [18]. U pacjentki przyjmujacej 100 mg biotyny
3 razy dziennie stezenie TSH, T4, fT4, T3 powrdcilo do
normy po 3 dniach [19]. Wsréd dzieci i noworodkéw
leczonych dawkami biotyny 15-20 mg/kg/dz. wyniki
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Tabela II. Wyniki stgzenia hormonow tarczycy w obecnosci wysokiego stezenia biotyny [20]

Pacjent 1 Pacjent 2 Pacjent 3 Pacjent 4 Pacjent 5 Pacjent 6
Pte¢/wiek K/9lat K/ 2 lat M/ 2 lat M /5 mies. M/ 1 mies. M/ 1 mies.
Dawka biotyny [mg/kg/dz.] 10 14 15 2 i 8

Wyniki oznaczen hormonalnych

Stosowanie biotyny
TSH [uIU/ml] 0,05 0,02 0,04 0,02 0,08 0,03
fT, [ng/dl] 6,24 > 1,77 > 1,71 > 1,77 > 1,77 >1,71
T, [ng/dl] > 6,5 - >6,5 > 6,5 > 6,5 -
TRAb [IU/] 38,6 > 40,0 > 40,0 > 40,0 > 40,0 > 40,0
1-7 dni po odstawieniu biotyny
TSH [uIU/ml] 1,80 3,75 6,07 2,20 8,12 2,87
fT, [ng/dl] 1,58 1,70 1,16 1,13 1,84 1,91
T, [ng/dl] 2,0 - 1,8 - 1.8 2,3
TRAb [IU/] <03 - 0,7 1,0 0.4 <03

TSH (thyroid-stimulating hormone) — hormon tyreotropowy; fT4 (free thyroxine) — wolna tyroksyna; T3 (triiodothyronine) — trijodotyronina; TRAb (TSH receptor

autoantibody) — przeciwciato przeciwko receptorowi TSH

stezenia TSH, fT4 i T3 unormowaly sie po 24-48 godz.
od odstawienia biotyny, natomiast falszywie podwyz-
szone miano przeciwcial przeciwko receptorowi TSH
utrzymywalo sie do 7 dni.

Dlaczego interferencje biotyny
sa szczegoOlnie istotne w diagnostyce
chor6b tarczycy?

Falszywie zanizone wyniki stezenia TSH, falszywie
podwyzszone wyniki stezenia wolnych hormonéw
tarczycy i obecnos¢ przeciwcial przeciwko receptorowi
TSH (TRAb) moga sugerowac nadczynnos¢ tarczycy bez
wyraznych objawéw klinicznych. W tabeli Il przedsta-
wiono wyniki stezenia hormondw tarczycy w obecnosci
wysokiego stezenia biotyny (opracowano na podstawie
pracy Kummer i wsp. [20]).

Interferencja biotyny w oznaczeniach
hormonalnych — opisy przypadkow

W ostatnim okresie zaczely ukazywac sie artykuly
przedstawiajace przypadki interferencji biotyny
w oznaczeniach immunochemicznych. Najczesciej sa
to pojedyncze prace opisujace konkretne przypadki
kliniczne. Prace te obejmowaly rézne grupy wieko-
we: od noworodkéw po osoby w zaawansowanym
wieku. W znacznej czesci dotyczyly nieprawidlowych
wynikéw oznaczen stezenia hormonéw tarczycy (fT4,
fT3) i stezenia TSH [17-25], ale réwniez stezenia PTH,
kortykotropiny (ACTH, adrenocorticotropic hormone),
prolaktyny, testosteronu, kortyzolu i estradiolu [6, 16,
26]. Doniesienia te byly na tyle liczne, ze w listopadzie

2017 roku amerykanska Agencja ds. Zywnosci i Lekow
(FDA, Food and Drug Administration) wydala komunikat
ostrzegawczy dotyczacy mozliwosci interferencji bioty-
ny w oznaczenia immunochemiczne. W opublikowa-
nym raporcie szczegélnie niepokojaca byla informacja
o $mierci jednego pacjenta, u ktérego wyniki stezenia
troponiny (markera martwicy kardiomiocytéw) we
krwi byly bledne — falszywie zanizone w tescie wy-
korzystujacym ukiad SA/B. Pacjent ten przyjmowat
wysokie dawki biotyny. Zdarzenie to uwidacznia, jak
powazne konsekwencje moga wynikaé z uzyskania
nieprawidlowych wynikéw badan, spowodowanych
obecnoscig egzogennej biotyny w badanej probcee [27].

Aryaiwsp. opisuja przypadek czterech noworod-
kow, ktérym podano biotyne w zwiagzku z podejrze-
niem wrodzonej choroby metabolicznej. U wszystkich
zaobserwowano nieprawidlowe stezenia hormonéw
tarczycy przy braku objawoéw klinicznych wskazu-
jacych na tyreotoksykoze (analizator firmy Roche
Diagnostics). U trzech noworodkéw po wykluczeniu
podejrzenia choroby metabolicznej zaprzestano poda-
wania biotyny. Wszystkie wyniki wrocily do normy.
W przypadku jednego noworodka, u ktérego dalej
kontynuowano podawanie biotyny, wyniki stezenia
hormonéw tarczycy oznaczone z wykorzystaniem
innego analizatora (analizator Centaur, firmy Siemens)
mieScily sie w zakresie referencyjnym [9]. U 3-letniej
dziewczynki z kwasicg propionowa w celu dalszej
diagnostyki zlecono badanie hormonéw tarczycy.
Stezenie TSH bylo ponizej normy, a stezenia fT4
ifT3 miescily sie w zakresie referencyjnym (analizator
firmy Roche Diagnostics). Objawy kliniczne pacjentki
nie wskazywaly na tyreotoksykoze, dlatego zlecono
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powtérzenie badani na innym analizatorze, na ktérym
wynik stezenia TSH okazal sie w normie, natomiast
stezenia T4 i fT3 byly znaczaco podwyzszone (ana-
lizator firmy Beckman Coulter). Pacjentke ta leczono
biotyna w dawce 10 mg 4 razy dziennie, a przyczyna
réznic w oznaczeniach byl fakt, ze nie wszystkie uzyte
testy wykorzystywaty uklad SA/B (oznaczenie stezenia
TSH, analizator firmy Beckman Coulter) [17]. W maju
2018 roku ukazat sie artykul opisujacy przypadek
47-letniego mezczyzny ze stwardnieniem rozsianym,
ktéry przyjmowal biotyne w dawce 300 mg/dzien.
Zlecone badania funkcji tarczycy wskazywaly na
nadczynnos¢ (znacznie obnizone TSHi podwyzszone
stezenie fT4 i fT3), a w polaczeniu z podwyzszonymi
mianami przeciwcial a-TPO i TRAb sugerowaly cho-
robe Gravesa-Basedowa (G-B). W zwiazku z tym, ze
u pacjenta nie wystepowaly zadne objawy kliniczne
nadczynnosci tarczycy, zlecono powtérzenie badan po
2 tygodniach od zaprzestania przyjmowania biotyny.
Wszystkie wyniki z wyjatkiem TRAb wrécily do normy
[28]. Interferencja biotyny w testy immunochemiczne
u dwoch innych pacjentéw powodowala, ze wyniki
badan réwniez wskazywaly na chorobe G-B [23, 29,
30], a w jednym dodatkowo na hiperestrogenizm [6].
W polowie 2018 roku u 48-letniej pacjentki zlecono
dodatkowe badania hormonalne w zwiazku z hir-
sutyzmem, zwiekszeniem wagi oraz podejrzeniem
choroby tarczycy. U chorej stwierdzono podwyzszone
stezenie testosteronu i kortyzolu oraz obnizone ste-
zeniem ACTH i prolaktyny (analizatory firm: Roche
Diagnostics i OCD Vitros). W celu dalszej diagnostyki
zlecono badania obrazowe: rezonans magnetyczny
(MRI, magnetic resonance imaging) i tomografie kompu-
terowa (TK). Badania te nie potwierdzily podejrzenia
nieczynnego gruczolaka oraz choroby nadnerczy.
W zwiazku z podwyzszonym stezeniem testostero-
nu, podejrzewano nowotwor jajnika wydzielajacy
testosteron i niepotrzebnie wykonano histerektomie
z owariektomia. Natomiast po oznaczeniu wolnego
i catkowitego testosteronu z uzyciem wysokosprawnej
chromatografii cieczowa sprzezona z tandemowym
spektrometrem mas (LC-MS/MS, liquid chromatogra-
phy-tandem mass spectrometry) okazalo sie, ze wyniki
sa prawidlowe. Po odstawieniu suplementu biotyny
(przyjmowana dawka 5 mg/dz.) na okres 2 tygodni
wartoéci wiekszodci parametréw laboratoryjnych
(oprécz TSH) wroécily do normy. Po oznaczeniu
stezenia TSH na innym analizatorze okazalo sie, ze
rowniez ten wynik miesci sie w zakresie wartosci
referencyjnych (TSH — 1,1 mIU/ml, analizator firmy
Beckman Coulter), a klinicznie u pacjentki potwier-
dzono eutyreoze [31]. Interferencje biotyny opisywano
takze w przypadku oznaczenia stezenia PTH [16,
26]. Falszywie zanizone stezenie PTH stwierdzono
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u dwoch pacjentek: 60-letniej i 62-letniej, przyjmu-
jacych odpowiednio po 1,5 mg i 5 mg biotyny [26].

W tabeli IlI przedstawiono wyniki oznaczei hormo-
nalnych pacjentéw, u ktérych stwierdzono obecno$é
interferencji w zwiazku ze stosowaniem r6znych dawek
biotyny (opracowano na podstawie pracy Samarasin-
ghe i wsp. [12]).

Testy immunochemiczne ze wzgledu na swoja
specyfike, wykorzystujaca interakcje przeciwcial z an-
tygenami, sa podatne takze na interferencje ze strony
przeciwcial, ktére wykazuja powinowactwo do sktad-
nikow testu. Procedure takich testéw moga zakt6cac
przeciwciala przeciwko streptawidynie [32, 33] albo
przeciwciala heterofilne oddziatujace z biotyna [34,
35], przeciwciala przeciw mysim IgG [36], przeciwcia-
la przeciwko rutenowi [37], przeciwciala przeciwko
biotynie [38].

Podsumowanie

Otrzymanie falszywie zanizonych lub falszywie zawy-
zonych wynikéw stezenia hormonéw w nastepstwie
interferencji biotyny w testach immunochemicznych
wykorzystujacych uklad SA/B moze skutkowaé posta-
wieniem blednej diagnozy i zastosowaniem niepra-
widlowego leczenia, narazeniem pacjenta na dlugo-
trwaly stres oraz na niepotrzebne dodatkowe badania
laboratoryjne i obrazowe, ktére podwyzszaja koszty
leczenia. Zaréwno lekarze, jak i diagnoéci laboratoryjni
powinni wspdlnie dziala¢ na rzecz wyeliminowania
tego problemu.

Do dzialan, jakie powinien podja¢ lekarz w celu
ograniczenia wystapienia interferencji biotyny, naleza:
— pozyskanie informacji o stosowanych suplementach

diety zawierajacych biotyne podczas wywiadu

z pacjentem (stosowana dawka, czas przyjmowania

preparatu biotyny);

— kontakt z laboratorium — ustalenie, czy dany test
diagnostyczny i w jakim stopniu test jest podatny
na interferencje z biotyna;

— w przypadku informacji zebranych podczas wywia-
du lekarskiego wskazujacych na stosowanie przez
pacjenta preparatéw z biotyna — zlecenie badan
laboratoryjnych po okresie zaprzestania ich przyj-
mowania; w zaleznoéci od czasu i stosowanej dawki
biotyny okres ten powinien wynosi¢ od jednego
(w przypadku matych dawek) do 3-7 dni (wyzsze
dawki), nalezy przy tym pamieta¢ o indywidual-
nych, osobniczych réznicach, mogacych wplywac
na wynik badania laboratoryjnego;

— w przypadku niezgodnosci wynikéw badan labo-
ratoryjnych z obrazem klinicznym — wykonanie
oznaczenia testem immunochemicznym innego
producenta, ktéry w swojej konstrukcji nie zawiera
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Tabela III. Wyniki stgzenia hormonow u pacjentow ze stwierdzong interferencjq w zwiqzku ze stosowaniem roznych

dawek biotyny [12]
Lp. Autor i rok Wiek i pte¢ Dawka biotyny Zmiany w badaniach Analizator immunochemiczny
pacjenta laboratoryjnych
1 Koehler i wsp. 2018 47-letni mezczyzna 300 mg/dz. JTSH T4 713 TTPOAb  No data
TTRAb
2 Stieglitz i wps. 2018 48-letnia kobieta 5 mg/dz. JTSH JACTH {PRL Roche Cobes 601 OCD Vitros 5600
TTESTO TCORT Beckman Coulter UniCel DxI 800
3 Evans i wps. 2018 15-miesigczny 15-100 mg/dz. ~TSH T4 Beckman Coulter DxI
chtopiec
4 Aryaiwsp. 2018 9 miesiecy 2,5 mg/kg/dz. JTSH T4 T3 Roche Diagnostics
dziewczynka
5 Aryaiwsp. 2018 9 miesiecy 2,5 mg/kg/dz. JTSH 114 T3 Roche Diagnostics
dziewczynka
6 Aryaiwsp. 2018 < 1 miesigc 4 mg/kg/dz. JTSH T4 T3 Roche Diagnostics Siemens Centaur
chiopiec
7 Aryaiwsp. 2018 < 1 miesigc 5,2 mg/kg/dz. JTSH T4 113 Roche Diagnostics
chtopiec
8 Cusini i wsp. 2017 69-letnia kobieta 100 mg/3 X dz. JTSH T4 113 Roche Diagnostics
9 Willeman i wsp. 2017  39-letni mezczyzna 50 ug/dz. JTSH &fT4 —fT3 Siemens Dimension Vista 1500
Intelligent Lab System
10 Sulaiman 2016 3 pacjentéw 1-10 mg/kg/dz. JTSH T4 TT3 «<>TSH  Roche Modular Cobas 602 Abbott
fT4 —fT3 Architect 1-2000
11 Minkovsky i wsp. 2016  74-letnia kobieta 100 mg/3 X dz. JTSH T4 T3 Roche Diagnostics
12 Kummeriwsp. 2016  9-letnia 10 mg/kg/dz. UTSH 114 773 TTRAb  Roche Diagnostics
dziewczynka
13 Kummeriwsp. 2016 2-letnia 14 mg/kg/dz. JTSH T4 TTRADb Roche Diagnostics
dziewczynka
14 Kummeriwsp. 2016 2-letni chiopiec 15 mg/kg/dz. JTSH TT4 T3 TTRAb  Roche Diagnostics
15 Kummeriwsp. 2016 5-miesigczny 2 mg/kg/dz. JTSH T4 T3 TTRAb  Roche Diagnostics
chiopiec
16 Kummeriwsp. 2016 1-miesieczny 7 mg/kg/dz. JTSH 774 T3 TTRAb  Roche Diagnostics
chiopiec
17 Kummeriwsp. 2016 1-miesigczny 8 mg/kg/dz. JTSH T4 TTRAb Roche Diagnostics
chiopiec
18 Batista i wsp. 2016 52-letnia kobieta 10 mg/dz. JTSH &fT4 —fT3 0CD Vitros 5600 Roche E170/Cobas
TESTRADIOL TRAb+ 602 Modular
19 Elston i wps. 2016 63-letnia kobieta 100 mg/3 x dz. JTSH TT4 713 TTRAb  Roche Diagnostics Cobas 6000
~TSH T4 T3 Beckman Coulter Dx|
20  Barbesio 2016 55-letni mezczyzna 100 mg/3 X dz. JTSH T4 TT3 TTRAb  Roche Diagnostics Elecsys
21 Waghray i wsp. 2013 60-letnia kobieta 1,5 mg/dz. JPTH Siemens Advia Centaur Roche
Cobas E411
22 Waghray i wsp. 2013 62-letnia kobieta 5 mg/dz. JPTH Siemens Advia Centaur Roche
Cobas E411
23 Wijeratne 2012 1-tygodniowe 30 mg/dz. TSH 1114 1113 Beckman Coulter DxI
dziecko
24 Kwok i wsp. 2012 3-letnia 10 mg/4 X dz. JTSH <fT4 —fT3 Roche Cobas e601 Beckman
dziewczynka TSH T4 173 Coulter Access
25 Meany i wsp. 2009 64-letnia kobieta 10 mg/dz. JPTH Roche Elecsys 2010
26 Henry i wsp. 1996 Noworodek 10 mg/dz. JTSH T4 Boehringer Mannheim ES700

TSH (thyroid-stimulating hormone) — hormon tyreotropowy; fT4 (free thyroxine) — wolna tyroksyna; fT3 (free triiodothyronine) — wolna trijodotyronina;
TPOADb (anti-thyroid peroxidase autoantibody) — przeciwciato przeciwko tyreoperoksydazie; TRAb (TSH receptor autoantibody) — przeciwciato przeciwko receptorowi
TSH; ACTH (adrenocorticotropic hormone) — kortykotropina; PRL — prolaktyna; TESTO — testosteron; CORT — kortyzol; PTH (parathyroid hormone) — parathormon
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Podejrzenie wystgpowania interferencji z biotyng

— niejednoznaczna interpretacja badan laboratoryjnych

— pacjenci przyjmujacy biotyne jako suplement

W wywiadzie z pacjentem (i w historii choroby) uzyskaé informacje:
— czy pacjent stosuje biotyng jako lek, suplement diety (preparaty multiwitaminowe)?

— jak dtugo i jakie dawki?

Magdalena Ostrowska i wsp.

/

AN

Zleci¢ odstawienie suplementacii biotyna
na co najmniej 24 godziny przed pobraniem krwi
(dawki < 5 mg/dobeg), w przypadku wysokich dawek
(> 5-300 mg/dobg) na 3-7 dni.
Powtdrzy¢ oznaczenie po okresie karencii
z nowej probki

Wynik znacznie rézniacy sie od poprzedniego
(zgodny ze stanem klinicznym pacjenta)

!

Duze prawdopodobienstwo interferencii z biotyng

Kontakt z laboratorium
Uzyskac informacje na temat konstrukcji testu
i zalecen producenta co do maksymalnego stezenia
biotyny we krwi (patrz ryc. 6)

!

0 ile to mozliwe, zleci¢ pomiar stezenia hormonu
testem niewykorzystujacym uktadu
streptawidyna (awidyna)—biotyna

!

Brak znacznej réznicy w wynikach stezen

|

Kontakt z laboratorium
Poszukiwanie innych typow interferenciji

Rycina 5. Algorytm postepowania w przypadku podejrzenia interferencji biotyny dla lekarza klinicysty

ukladu streptawidyna (awidyna)-biotyna. W takim

przypadku lekarz powinien skontaktowac sie z la-

boratorium w celu ustalenia o$rodka (laboratorium),
ktéry korzysta z testéw diagnostycznych niewyko-
rzystujacych ukladu SA/B;

— w przypadku gdy wynik badania (powt6rzony in-
nym testem) jest nadal niezgodny z obrazem klinicz-
nym — rozwazenie innej przyczyny interferencji
w oznaczeniach immunochemicznych — ponowny
kontakt z laboratorium.

Narycinie 5 przedstawiono algorytm postepowania
w przypadku podejrzenia interferencji biotyny dla
lekarza klinicysty.

Dzialania, jakie powinno podja¢ medyczne labo-
ratorium diagnostyczne w celu analizy wystapienia
interferencji biotyny:

— oznaczenie stezenia biotyny w prébce pacjenta
przed wykonaniem wlasciwego badania nie jest
mozliwe, poniewaz obecnie nie sa dostepne w pelni
zautomatyzowane testy do oceny stezenia biotyny,
ktére moglyby by¢ uzyte podczas rutynowej pracy
w laboratorium;

— w ostatnim okresie opracowano metode pozwa-
lajacg na usunigcie z badanej prébki nadmiaru
egzogennej biotyny, ktéra moze potencjalnie
interferowa¢ w oznaczeniach immunochemicz-
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nych [8, 40]. Polega ona na wstepnym dodaniu
do prébki surowicy pacjenta odpowiedniej ilosci
mikroczasteczek oplaszczonych streptawidyna
(uzyskanych ze zuzytych odczynnikéw). Nastep-
nie mieszanina jest inkubowana (z wytrzasaniem)
przez 45 minut w temperaturze pokojowej. Po
wirowaniu w zebranym supernatancie ozna-
czany jest wybrany parametr laboratoryjny [8,
39, 40]. Cho¢ cala procedura nie jest kosztowna
(wykorzystywane sa odczynniki, ktére i tak byty
przeznaczone do utylizacji), a czas wykonania wy-
nosi okoto 1 godz., to trudno bedzie zastosowac te
metode podczas rutynowej pracy w laboratorium.
Inna metoda usuniecia biotyny z badanej probki
moze by¢ uzycie metody chromatografii powino-
wactwa. Obie metody nie sa obecnie powszechnie
stosowane i wymagaja od laboratorium pewnego
doswiadczenia w identyfikowaniu réznego typu
interferencji;

wskazane jest, aby laboratorium opracowalo wiasny
algorytm postepowania w przypadkach podejrzenia
interferencji biotyny: stosowanie testéw niezawie-
rajacych uktadéw SA/B, dostep do manualnych
metod izotopowych, metod chromatograficznych
(zwlaszcza LC/MS/MS) lub — najczesciej — wspol-
praca z laboratorium korzystajacym z metod
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Podejrzenie wystepowania interferencji z biotyna
— niejednoznaczna interpretacja wynikow badan laboratoryjnych
— pacjenci przyjmujacy biotyne jako suplement (dawka do 5 mg/dobeg lub > 5 mg/dobe)

Sprawdzi¢ w ulotce zataczonej do testu immunochemicznego:
— czy test wykorzystuje uktad streptawidyna—biotyna?
— jakie sg zalecenia producenta co do maksymalnego stgzenia biotyny we krwi?
— typ testu (kompetencyjny — wyniki fatszywie dodatnie; kanapkowy — wyniki fatszywie ujemne)

/ | AN

Zmierzy¢ stezenie hormonu
testem niewykorzystujacym
uktadu biotyna-streptawidyna
np. dla fT3; fT4; TSH Architect

Odstawi¢ suplementacje biotyny
na 1 dobg (dawki < 5 mg/dobe),
na 3-7 dni (dawki > 5 mg/dobe).
Wykona¢ oznaczenie po okresie

Usuna¢ biotyne z probki
(inkubacja z mikroczasteczkami
optaszczonymi streptawidyna).
Wykona¢ ponownie oznaczenie

(Abbott) karencji z nowej probki
v
Brak znacznej roznicy Wynik znacznie réznigcy sie od poprzedniego
w wynikach stezen (zgodny ze stanem klinicznym pacjenta)

| !

Brak interferencii z biotyng
(sprawdzi¢ obecno$¢ przeciwciat
anty-streptawidynowych)

Duze prawdopodobieristwo
interferenciji z biotyng

Oznaczy¢ stezenie biotyny
w pierwotnej prébce

Rycina 6. Algorytm postepowania w przypadku podejrzenia interferencji biotyny dla diagnosty laboratoryjnego

(automatycznych, manualnych) niepodatnych na Narycinie 6 przedstawiono algorytm postepowania

interferencje biotyny; w przypadku podejrzenia interferencji biotyny dla
— poszukiwanie innych typéw interferencji  diagnosty laboratoryjnego.

(np. obecno$¢ przeciwcial anty-streptawidynie,

przeciwcial heterofilnych, makroczasteczek hor- ~ Wspdtautorstwo pracy

mondw itd.). M.O.iZ.B. — réwny udzial w pracy.
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