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Riassunto La biotina & una vitamina idrosolubile del grup-
po B nota anche con altri nomi: coenzima R, vitamina H
(o piu raramente vitamina I) nella nomenclatura tedesca, vi-
tamina B7 in quella anglosassone e vitamina Bg in quella
francese. La molecola della biotina comprende due anelli:
uno tiofenico, a cui ¢ legata una catena laterale di acido vale-
rico, e uno imidazolidinonico. La biotina € un cofattore che
interviene nel trasferimento di una molecola di CO; in nu-
merose carbossilasi coinvolte nella sintesi degli acidi grassi,
dell’isoleucina, della valina e nella gluconeogenesi. Non ¢
definito in modo unanime il fabbisogno di biotina, anche se
diverse fonti lo collocano intorno a 30-100 pg/die. Un de-
ficit sublinico causa sintomi lievi come fragilita e perdita di
capelli e sono stati attribuiti a carenza di biotina nell’adul-
to sintomi neurologici (depressione, letargo, allucinazioni).
Deficit ereditari delle carbossilasi biotina-dipendenti impe-
discono alle cellule di utilizzare in modo efficiente la bio-
tina con conseguenze che possono essere molto gravi e ar-
rivare alla morte. Alla fine del secolo scorso ha cominciato
a diffondersi nei Laboratori e nell’industria dei diagnosti-
ci I'impiego di sistemi che sfruttano la capacita della bio-
tina di legarsi con grande affinita alla streptavidina, che si
trova in Streptomyces avidinii. Mentre le supplementazio-
ni tradizionali di biotina non hanno mai comportato interfe-
renze sui metodi immunometrici che si basano sul sistema
streptavidina-biotina, negli ultimi anni & stato segnalato che
I’assunzione di biotina a concentrazioni superiori centinaia
e migliaia di volte a quelle fisiologiche puo produrre interfe-
renze rilevanti. La streptavidina lega, secondo I’architettura
del metodo, 1’anticorpo o I’antigene biotinilato. Quando la
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concentrazione di biotina nel siero del paziente ¢ molto au-
mentata, le molecole di biotina interferiscono con il legame
degli anticorpi o degli antigeni biotinilati alla fase solida ri-
vestita di streptavidina. I risultati di laboratorio sono falsa-
mente diminuiti nel caso di metodiche sandwich o falsamen-
te aumentati nel caso di metodiche competitive. L’editoria-
le commenta brevemente quanto pubblicato fino al gennaio
2017 e contiene una proposta operativa oggettiva, equilibra-
ta e basata sulle “prove” a disposizione. 11 Laboratorio non
deve perdere I’occasione di svolgere un ruolo di consulente
per il medico prescrittore, il paziente e il cittadino nell’in-
terpretazione di un risultato di un esame. La possibilita di
interferenze della biotina sugli immunodosaggi deve esse-
re conosciuta, ma in Italia sembra comunque un fenomeno
molto limitato. Occorre, pertanto, intercettare le richieste al
momento dell’accettazione con la collaborazione dei medici
prescrittori e dei sistemi informativi aziendali e regionali.

Parole chiave Biotina - Interferenze - Metodi
immunologici - Metodo sandwich - Metodo competitivo -
Tiroide

Summary Biotin is a water-soluble B vitamin that is also
known by other names: coenzyme A, vitamin H (or more
rarely vitamin I) in German nomenclature, vitamin B7 in
the Anglo-Saxon and vitamin Bg in the French one. The
molecule of biotin comprises two rings: a thiophene ring,
which is linked to a side chain of valeric acid, and an im-
idazole ring. Biotin is a cofactor responsible for the trans-
fer of a molecule of CO;z in several carboxylase enzymes
involved in the synthesis of fatty acids, isoleucine, valine,
and in gluconeogenesis. It is not unanimously defined the
biotin requirements even though different sources place it
around 30-100 ug/day. A subclinical deficit causes mild
symptoms such as weakness and loss of hair and neurolog-
ical symptoms (depression, lethargy, hallucinations) have
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been attributed to lack of biotin. In adult hereditary biotin-
dependent carboxylase deficit the cells do not efficiently use
the biotin with consequences that can be very serious and
lead to death. Diagnostic systems that exploit the ability of
biotin to bind with great affinity to streptavidin, which is
found in Streptomyces avidinii entered in the Laboratories
and in the industry at the end of the last century. While tra-
ditional biotin supplementation has never caused interfer-
ences in immunoassays that are based on the system biotin-
streptavidin, in recent years it has been reported that the
intake of biotin at concentrations greater than the physio-
logical ones of hundreds and thousands of times can pro-
duce significant interferences. Streptavidin binds, depend-
ing on the architecture of the method the biotinylated an-
tibody or antigen. When the concentration of biotin in the
patient serum is very increased, the biotin molecules inter-
fere with the binding of biotinylated antibodies or antigens
to the solid phase coated with streptavidin. The Laboratory
results are falsely decreased in the case of sandwich meth-
ods or falsely increased when competitive methods. The ed-
itorial gives an overview of what has been published up
to January 2017 and includes an objective, balanced and
evidence-based working plan. The Laboratory should not
miss the occasion to fulfill the role of consultant for the re-
questing clinician, the patient and the citizen to interpret
a test result. The possibility of biotin interferences on im-
munoassays must be known, but in Italy it seems a very lim-
ited phenomenon. It is, therefore, necessary to intercept the
requests at the time of the order entry with the support of
the prescribing physicians and institution and regional in-
formation systems.

Keywords Biotin - Interferences - Immunoassays -
Sandwich method - Competitive method - Thyroid

Il principio

La biotina ¢ una vitamina idrosolubile del gruppo B nota an-
che con altri nomi: coenzima R, vitamina H (o pil raramente
vitamina I) nella nomenclatura tedesca, vitamina B7 in quel-
la anglosassone e vitamina Bg in quella francese. Un primo
indizio dell’interesse rivolto verso questa vitamina & dato
dal numero di hit che si ottengono su Google: 16 milioni per
biotine, quasi 7 milioni per coenzyme R, quasi 4 milioni per
vitamin B7 e piu di un milione e mezzo per vitamin Bg.

La molecola della biotina comprende due anelli: uno tio-
fenico, a cui ¢ legata una catena laterale di acido valeria-
nico, e uno imidazolinico (Fig. 1). La biotina ¢ un cofat-
tore responsabile per il trasferimento di una molecola di
CO; in numerose carbossilasi coinvolte nella sintesi degli
acidi grassi, dell’isoleucina, della valina e nella gluconeo-
genesi. Nell’'uomo viene utilizzata da piruvato carbossilasi
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Fig.1 Molecola della biotina

(per la trasformazione di piruvato in ossalacetato), propionil
CoA carbossilasi (per la trasformazione di propionil-CoA in
metilmalonil-CoA), metilcrotonil carbossilasi e acetil-CoA
carbossilasi (per trasformare acetil-CoA in malonil-CoA)
[1,2].

La biotina, solubile in acqua, & assunta dagli alimenti in
forma libera o legata alle proteine e assorbita a livello dell’i-
leo e del digiuno (una biotinasi secreta nel succo pancrea-
tico interviene nella scissione della biotina dalle proteine
cui ¢ legata). La vitamina, che ¢ prodotta in elevate quan-
tita dai batteri intestinali, & contenuta in numerosi alimenti
come latte (umano e di mucca), latticini, tuorlo, fegato, frutti
di mare, arachidi, bietola e altre verdure a foglia larga (an-
che se nei vegetali ¢ legata in maniera forte alle proteine e
quindi meno biodisponibile) [3, 4]. Non sono definiti in mo-
do unanime Fabbisogno Medio Stimato (Estimated Average
Requirements) e Quantita Giornaliera Quotidiana (Recom-
mended Dietary Allowances) per la biotina, anche se fon-
ti diverse collocano il Fabbisogno Medio Stimato intorno a
30-100 pg/die [5, 6]. Fino a 12 mesi di eta si considera ade-
guato assumere 5 pg; il fabbisogno aumenta negli anni suc-
cessivi, arrivando a 30 pg/die nell’adulto (35 in gravidanza),
mentre non ¢ stato definito un limite massimo tollerabile.
Non si conoscono fenomeni di tossicita da biotina fino a li-
velli di 10 mg/die [5, 6]. 11 deficit di biotina pud essere cau-
sato da inadeguato introito dietetico o da disordini genetici
che interessano il metabolismo della biotina. Gli stati caren-
ziali di biotina sono rari e si possono verificare in individui
che assumono elevate quantita di uova crude (le uova cotte,
invece, non hanno tale effetto in quanto la cottura denatura
I’avidina). Sono stati anche descritti casi di carenza in indi-
vidui nutriti solo per via parenterale o dopo somministrazio-
ne di alte dosi di sulfamidici (attribuita all’alterazione della
flora batterica). Un deficit subclinico causa sintomi lievi co-
me fragilita e perdita di capelli e dermatite (in particolare al
volto), ma sono stati attribuiti a carenza di biotina nell’adul-
to sintomi neurologici (depressione, letargo, allucinazioni).
Si tratta di segnalazioni scarsamente supportate da “prove”,
ma che sono alla base della rutilante congerie dei trenta mi-
lioni di hit che affollano la rete contenenti offerte commer-
ciali relative a prodotti dietetici o cosmetici che “rinforzano”
unghie e capelli.

I disordini metabolici ereditari caratterizzati da deficit
delle carbossilasi biotina dipendenti sono denominati defi-
cit multipli delle carbossilasi e comprendono il deficit degli
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enzimi olocarbossilasi sintetasi o biotinidasi. La biotinidasi
libera la vitamina biotina dalla sua forma legata e la rende
disponibile; se I’enzima manca la vitamina & perduta [7, 8].
Questo deficit impedisce alle cellule di utilizzare in modo ef-
ficiente la biotina con conseguenze di diversa gravita (acido-
si chetolattica, aciduria organica, iperammoniemia, rash cu-
tanei, ipotonia, convulsioni, ritardo nella crescita, alopecia),
ma si puo arrivare al coma e alla morte. La ricerca del de-
ficit di biotinidasi (1 ogni 60.000 nascite) ¢ compresa nello
screening metabolico allargato neonatale [9].

Alla fine del secolo scorso ha cominciato a diffondersi
nei Laboratori e nell’industria dei diagnostici I’impiego di
sistemi che sfruttano la capacita della biotina di legarsi con
grande affinita alla streptavidina, che si trova in Streptomy-
ces avidinii. La biotina ¢ legata all’anticorpo analitico e la
separazione della quota legata avviene quando la biotina (e il
complesso a essa associata) si unisce all’avidina immobiliz-
zata sulla fase solida, indipendentemente dal tipo di ligando
a cui la biotina ¢ legata [10]; I’impiego di tale sistema ha
contribuito all’esplosiva diffusione dei metodi immunome-
trici nei Laboratori di ricerca e clinici [11, 12]. Le principali
caratteristiche del sistema steptavidina-biotina nelle metodi-
che messe a punto o impiegate in Laboratorio sono state le
seguenti:

e I’interazione non covalente della streptavidina con la bio-
tina & caratterizzata da una costante di affinitd di molti
ordini di grandezza (10°~10%) maggiore di quella dell’in-
terazione dei ligandi con i loro anticorpi specifici. Il com-
plesso, una volta formato, non ¢ influenzato da alterazioni
del pH e da manipolazioni come lavaggi ripetuti;

e streptavidina e biotina posseggono quattro siti di lega-
me per molecola facilitando il numero di complessi che
molecole biotinilate possono formare con la streptavidina;

e la biotina ¢ una molecola piccola (244 Da) e, una vol-
ta introdotta in macromolecole biologicamente attive non
influenza la loro attivita biologica (es. I’attivita catalitica
di un enzima o il legame a un anticorpo);

e la streptavidina puo essere derivatizzata a supporti solidi
senza perdere la capacita di legare la biotina.

Il passato

Le ultime due decadi del secolo scorso hanno rappresenta-
to I’eta dell’oro dell’immunometria, € attraverso successive
innovazioni hanno reso disponibili metodiche automatiche
per misurare un numero sempre maggiore di molecole con
sensibilita, rapidita e precisione elevate. A fronte di questi
progressi si sono palesati dei limiti per quanto riguarda I’ac-
curatezza e la specificita, legati non solo alla difficolta di
mettere a punto anticorpi in grado di rilevare la porzione
biologicamente attiva della molecola (che non sempre cor-
rispondeva a quella immunologicamente attiva), ma anche

alla dimostrazione di un numero crescente di interferenze.
Esiste ormai una ricca letteratura sulle interferenze (in so-
stanza ogni effetto di una sostanza presente nel campione
che altera il corretto valore del risultato) [10, 13—15].

Nel corso degli anni ¢ stato segnalato piu volte anche dal-
la stampa “laica” il pericolo costituito dall’assunzione di so-
stanze diverse come farmaci e integratori alimentari che pos-
sono interferire nei risultati degli esami misurati con meto-
di immunometrici. Uno degli ambiti per i quali vi sono piu
segnalazioni ¢ la diagnostica tiroidea, anche per la prepon-
deranza del numero degli esami di funzionalita tiroidea sul
totale degli esami immunometrici eseguiti. In questi casi ’u-
nico modo per interpretare correttamente i risultati & cono-
scere le sostanze assunte nelle ore e nei giorni precedenti
I’esecuzione della raccolta del campione sul quale sono sta-
ti eseguiti gli esami del sangue e, in particolare, gli esami
immunometrici che hanno dato risultati non coerenti con la
clinica [16].

Tornando alla letteratura scientifica, la prima segnala-
zione di interferenze che interessano i metodi basati su
streptavidina-biotina risale alla fine del secolo scorso. Nel
1994, Dale et al [17] hanno segnalato che il 10% dei sog-
getti studiati presentava anticorpi contro le proteine bioti-
nilate e una percentuale minore contro 1’avidina. Gli autori
concludevano che, anche se era improbabile che questi anti-
corpi avessero conseguenze in vivo, potevano interferire po-
sitivamente o negativamente sui metodi basati sul sistema
streptavidina-biotina. Negli anni successivi si sono aggiunte
altre segnalazioni [18-21].

Nel 1996, Henry et al hanno aperto un altro filone quan-
do hanno segnalato per la prima volta un caso clinico di in-
terferenza della somministrazione subito dopo la nascita di
un cocktail vitaminico che conteneva 10 mg di biotina. Nel
corso dello screening neonatale erano state rilevate un’inter-
ferenza negativa sulla determinazione del TSH e un’interfe-
renza positiva su quella dell’fT4 eseguendo la determinazio-
ne con I’analizzatore ES 300, che non era stata confermata,
eseguendo la determinazione con Amerlite [22].

Una recente rassegna di Piketty et al [23] riporta una sti-
ma del numero di partecipanti all’esercizio del Programma
francese di Verifica Esterna di Qualita Probioqual del giu-
gno 2016 che impiegano metodi a rischio di interferenze le-
gate alla biotina. Anche solo considerando cinque produtto-
ri, nel 2016 piu della meta dei Laboratori (500 su 953 per
il TSH, 509/810 per I’'fT4; 442/709 per I'fT3; 242 su 513
per il PTH; 221 su 535 per la 25 OH vitamina D) utilizza-
va metodiche interessate da tale interferenza. In generale le
aziende mettono a disposizione nei singoli inserti e sulla re-
te le informazioni relative alle concentrazioni che possono
interferire sui singoli metodi, le quali sono ben al di sopra
di quelle assunte nella dieta o contenute nei comuni prepa-
rati polivitaminici presenti sul mercato e, in qualche caso,
raccomandano che i pazienti che assumono pit di 5 mg/die
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ANEMIA PAPP-A HIV Ag p24
Eritopoietina PIGF HIV Ag Conferma
Ferritina Progesterone HIV Combo
Folato Prolattina HSV-1/2 1gG
Vitamina B12 SHBG Rosolia IgG, IgM
Testosterone Sifilide
CARDIOLOGIA Toxo Avidity
BNP TIROIDE Toxo IgG, IgM
CK-MB Anti Tg
D-Dimero Anti TPO FARMACI
Mioglobina Anti-TRAb Carbamazepina
NT-proBNP Calcitonina Ciclosporina
Troponina I T3, FT3 Digitossina
Troponina T T4, FT4 Digossina
TBG Gentamicina
ORMONI Tireoglobulina Lidocaina
ACTH TSH Litio
AMH T-Uptake Micofenolato
Androstenedione Fenobarbital
Cortisolo MAL.INFETTIVE Fenitoina
Peptide P Ag HBe Procainamide
DEA-solfato Ag HBs Sirolimus
Estradiolo Anti-HAV Valproato
Estriolo, libero Anti-HBc Tacrolimus
FSH, LH Anti-HBc IgM Teofillina
HbAlc Anti-Hbe Tobramicina
HCG Anti-HBs Vancomicina
hGH Anti-HCV 2
IGF-1 Anti-HIV 172 METAB. OSSEO
IGFBP-3 C. difficile Tossina Anti-CCP
Inibina A CMV IgG, IgM Beta cross Laps
Insulina H. pylori IgG Osteocalcina
Herpes I & 11 IgG

PTH LBP
PINP Prealbumina
Pyrilinks-D Procalcitonina
Vitamina D TNF-a

Transferrina
ONCOLOGIA
ACE FIBROSI EPATICA
AFP Acido ialuronico
B-microglobulina PITIINP
BR 27.29 TIMP-1
CA 125
CA 15-3 TOSSICOLOGIA
CA 199 6-Acetilmorfina (6-AM)
CA 72-4 Acetaminofene
Cyfra 21-1 Amfetamine
HE4 Barbiturati
HER-2/neu Benzodiazepina
Gastrina Caffeina
NSE Cannabinoidi (THC)
PAP Cocaina Metaboliti
ProGRP Ecstasy
PSA Metadone
S100 Metadone Metaboliti, EDPP
sFlt-1 Metaqualone
TPS Methotrexate

Oppiacei
INFIAMMAZIONE Fenciclidina
Cl inibitore Propossifene
C3,C4 Salicilato
CRP Antidepressivi triciclici

IgA, IgE, IgG, IgM
IL-6, IL-8, IL-10

Fig. 2 Determinazioni potenzialmente interferite se misurate con metodi basati sul sistema streptavidina-biotina

eseguano il prelievo per gli esami interferiti dopo almeno 8
ore I’assunzione [24] e provvedono a tenere aggiornate le
informazioni direttamente [25, 26] (Fig. 2) o attraverso le
informazioni messe a disposizione tramite Enti governativi
di sorveglianza [27, 28].

La differenza di molti ordini di grandezza tra la po-
sologia con cui era assunta la biotina e quella che pote-
va interferire le decine di metodiche di laboratorio basate
sul sistema streptavidina-biotina ha segregato inizialmente
il problema nell’ambito della segnalazione aneddotica. La
situazione ha cominciato a cambiare con la diffusione (an-
che nel nostro Paese) di prodotti proposti per rinforzare e~ ®
proteggere unghie e capelli che contengono decine di mil-
ligrammmi di biotina e non le decine di microgrammi dei
polivitaminici tradizionali [29] anche se una compressa ri- M
vestita di Supradyn® contiene 1,8 mg di biotina e una ef-
fervescente 2,3 mg. In ambito pediatrico e neurologico (es.
per la terapia della sclerosi multipla) ¢ aumentato il ricor-
so alla somministrazione di biotina a posologie ben al di
sopra del fabbisogno quotidiano (da decine a centinaia di
milligrammi/die).
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Le segnalazioni si sono successivamente infittite:

Meany et al [30] hanno segnalato un caso di un paziente
che assumeva 10 mg/die di biotina in cui le basse concen-
trazioni di PTH misurate con Roche Elecsys 2010 (Mon-
za, Italia) contrastavano con la clinica; rianalizzando il
campione con Immulite 2000 (Siemens, Milano, Italia)
¢ stato ottenuto il risultato marcatamente elevato atteso
dal quadro clinico (dimostrando, al contempo, che nei pa-
zienti con insufficienza renale 1’interferenza dalla biotina
puo durare fino a 2 settimane);

Waghray A et al [31] hanno confermato la segnalazione
qualche anno dopo sulla rivista ufficiale dell’American
Association of Clinical Endocrinologists;

Kwok et al [32] hanno studiato nel 2012 il caso di un bam-
bino di 3 anni trattato con 10 mg/die di biotina in cui era-
no state ripetutamente misurati con Roche Modular E170
basse concentrazioni di TSH e concentrazioni nei limi-
ti di fT4. La ripetizione dei due esami utilizzando Beck-
man Coulter Access (Cassina de’ Pecchi, MI, Italia) aveva
presentato un TSH nei limiti e un T4 aumentato. Roche
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impiegava il sistema biotina-streptavidna sia nella meto-
dica per TSH sia per fT4, mentre Beckman solo per fT4 e
gli autori hanno attribuito alla biotina I’interferenza.

Questa segnalazione ha portato al commento di Wijeratne
et al [33], che hanno segnalato il caso di un bambino tratta-
to alla posologia di 30 mg/die per insufficienza epatica da
acidosi lattica, in cui fT4 e fT3, misurati con Dxi (Beckman
Coulter), erano risultati marcatamente elevati e TSH nei li-
miti. I campioni rianalizzati, utilizzando Architect (Abbott,
Roma, Italia) e Centaur (Siemens) erano risultati nei limi-
ti. Il gruppo neo-zelandese ha arricchito la segnalazione con
due informazioni: (1) la biotina interferisce anche con al-
tre determinazioni sia di Roche sia di Beckman Coulter (es.
testosterone e DEA solfato); (2) numerosi supplementi vita-
minici da banco contengono quantita di biotina comparabili
a quelle impiegate nel deficit di biotinidasi.

Il presente

Il presente di questa storia si pud far partire da un case re-
port pubblicato sul fascicolo di giugno 2016 di Thyroid [34]
e da una lettera pubblicata sul fascicolo del 18 agosto 2016
del New England Journal of Medicine [35], la rivista con il
pit alto Impact Factor tra le riviste di medicina non specia-
listica (59,55 per il 2015). L’autorevolezza e la diffusione
delle due riviste hanno amplificato rapidamente la risonan-
za della questione dell’interferenza della biotina sugli esami
immunometrici.

Barbesino [34] riporta il caso di una paziente con sclerosi
multipla (che non presentava segni o sintomi di ipertiroidi-
smo) che aveva iniziato da poco 1’assunzione di 300 mg/die
di biotina in cui erano state misurate concentrazioni di fT4,
fT3, TSH e TRAb coerentemente compatibili con malattia
di Graves. Due settimane dopo I’interruzione dell’assunzio-
ne, gli esami erano rientrati nell’intervallo di riferimento.
I medici del Massachusetts General Hospital hanno ripre-
so la somministrazione con biotina e hanno concluso che in
questi casi va consigliato di sospenderne 1’assunzione per 48
ore prima di eseguire gli esami di funzionalita tiroidea. Non
tutti gli ormoni (es. la Sex Hormone Binding Globulin) ri-
sultavano interferiti anche se Barbesino ipotizzava che I’in-
terferenza della biotina poteva interessare altri ormoni e tutti
gli esami che erano eseguiti con metodiche che impiegano il
sistema streptavidina-biotina.

Nella lettera del New England Journal of Medicine Kum-
mer et al [35] hanno segnalato che 6 bambini di eta com-
presa tra 1 mese e 9 anni che assumevano una posologia
compresa tra 2 e 16 mg/kg/die di biotina avevano un quadro
laboratoristico compatibile con malattia di Graves (concen-
trazione di TSH compresa tra 0,02 e 0,08 mU/L, concentra-
zione di fT4 e di anticorpo antirecettore per il TSH (TRAD)
molto elevata e in 6 casi su 7 superiore al limite di linearita).

Gli autori hanno dimostrato che occorrono piu di 8 ore per
eliminare I’interferenza della biotina (24—48 ore per TSH e
fT4 e 7 giorni per TRADb) e procedono in una precisa, anche
se sintetica, spiegazione del fenomeno.

Tutte le determinazioni sono state eseguite con strumen-
tazione Roche che impiega il sistema streptavidina-biotina.
La streptavidina lega, secondo D’architettura del metodo,
I’anticorpo o I’antigene biotinilato. Quando la concentrazio-
ne di biotina nel siero del paziente ¢ molto aumentata, le mo-
lecole di biotina interferiscono con il legame degli anticorpi
o degli antigeni biotinilati alla fase solida rivestita di strep-
tavidina. I risultati di laboratorio sono falsamente aumenta-
ti o diminuiti secondo il principio impiegato dalla specifica
metodica.

La metodica del TSH ¢ sandwich e un anticorpo mono-
clonale specifico per il TSH biotinilato e un anticorpo mo-
noclonale specifico per il TSH marcato con rutenio formano
un complesso con il TSH. Dopo aggiunta di microparticelle
rivestite di streptavidina, il complesso si lega alla fase solida
mediante I’interazione streptavidina-biotina. L’intensita del
segnale chemiluminescente della molecola di rutenio ¢ diret-
tamente proporzionale alla concentrazione di TSH. Quando
la concentrazione di biotina nel siero del paziente ¢ molto
aumentata, compete con il legame del complesso sandwich
del TSH alle microparticelle rivestite di streptavidina e causa
risultati di TSH falsamente diminuiti.

Le metodiche per fT4 e TRAb sono, invece, competiti-
ve. Le molecole di fT4 nel siero del paziente e quelle di
T4 biotinilato competono con il legame con un anticorpo
specifico per il T4 marcato con rutenio. Dopo 1’aggiunta
di microparticelle rivestite di streptavidina, il T4 biotinila-
to e il complesso anticorpo marcato con rutenio-T4 com-
petono per il legame alla fase solida mediante I’interazione
biotina e streptavidina. In questo caso I’intensita del segnale
chemiluminescente della molecola di rutenio & inversamente
proporzionale alla quantita di T4 nel siero.

Quando la concentrazione di biotina nel siero del pazien-
te € molto aumentata, diminuisce il legame del complesso
T4 biotinilato-anticorpo marcato con rutenio alle micropar-
ticelle rivestite di streptavidina. Dal momento che queste
metodiche hanno un’architettura competitiva, la diminuzio-
ne dell’intensita del segnale aumenta falsamente i valori di
fT4.

La metodica per il TRAb contiene TRAD suina solubiliz-
zata, immobilizzata su microparticelle rivestite di streptavi-
dina da un anticorpo monoclonale di cattura biotinilato. Il
TRADb contenuto nel siero del paziente ¢ rilevato dalla ca-
pacita di inibire il legame con 1’anticorpo monoclonale anti-
TRADb marcato con rutenio. L’intensita del segnale chemilu-
minescente causato dalla molecola di rutenio ¢ inversamente
proporzionale alla quantita di TRAb contenuto nel campio-
ne. Quando la concentrazione di biotina nel siero del pazien-
te ¢ molto aumentata, diminuisce la quantita TRAb suina
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catturata sulle microparticelle rivestite di streptavidina. Per-
tanto, il legame del TRAb marcato con rutenio ¢ diminuito
e, poiché questa metodica ha un’architettura competitiva, la
diminuzione dell’intensita del segnale aumenta falsamente i
valori di TRAb.

Trambas et al [36] aggiungono, sempre sul New England
Journal of Medicine, che un quadro analogo (concentrazio-
ni di fT4, T3, testosterone, estradiolo, progesterone, DEA
solfato e vitamina B, aumentate e concentrazioni di TSH,
PSA, PTH, LH e FSH diminuite anche in modo estremo) si
verifica nei pazienti con sclerosi multipla sottoposti a terapia
con 300 mg di biotina.

La replica di Kummer et al [37] allarga lo scenario
segnalando che la biotina ¢ utilizzata, oltre che nei pa-
zienti con sclerosi multipla, anche in quelli con alope-
cia, onicoressi, dermatite, diabete mellito e depressione e
“mega-compresse” come quelle impiegate e facilmente ac-
quistabili da chiunque senza prescrizione, anche su Web,
possono interferire non solo con gli esami della funziona-
lita tiroidea, ma con tutti gli esami che impiegano il siste-
ma streptavidina-biotina (marcatori tumorali, ormoni, ita-
mine, esami di infettivologia e molti altri) confermando le
informazioni messe a disposizione dalle aziende di diagno-
stici. E facile seguire nei mesi successivi I’estensione del
dibattito:

e Elston et al [38] hanno segnalato sul fascicolo di settem-
bre 2016 del piu autorevole giornale di Endocrinologia
clinica (Journal of Clinical Endocrinology and Metaboli-
sm, Impact Factor = 6.91) il caso di un donna di 63 anni
in cui era stata diagnosticata la sclerosi multipla 15 anni
prima, che aveva cominciato ad assumere biotina (alla po-
sologia di 300 mg/die). Gli esami di funzionalita tiroidea,
eseguiti su due dei piu diffusi analizzatori che impiega-
no il sistema streptavidina-biotina (Modular, Roche e Ac-
cess, Beckman-Coulter) erano compatibili con ipertiroi-
dismo anche se non coerenti con la clinica; 3 giorni di so-
spensione dell’assunzione di biotina hanno riportato i ri-
sultati di fT4, T3, TSH e TRAD all’interno dell’intervallo
di riferimento;

e Minkovsky et al [39] hanno confermato che la sommini-
strazione di 300 mg/die di biotina, come previsto da studi
recenti [40], a 3 pazienti con sclerosi multipla ha portato
a un quadro laboratoristico dei risultati di TSH e fT4 ot-
tenuti con una metodica (Roche) che impiega il sistema
biotina-streptavidina di ipertiroidismo;

e Piketty et al [23] hanno curato la rassegna piu comple-
ta sull’argomento e hanno valutato non solo gli ormoni
ma anche i principali analizzatori interessati al problema
e concludendo con proposte operative per gestire e, quan-
do possibile, rimuovere le interferenze che interessano il
sistema biotina-streptavidina;

o Batista et al [41] riportano un caso di quadro laboratori-
stico di ipertiroidismo e di aumento di estrogeni associa-
to a diminuzione di FSH, in cui le determinazioni erano
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state eseguite in parte con analizzatore Roche e in parte
con analizzatore Ortho. La paziente assumeva 10 mg/die
di biotina per un problema di perdita di capelli. Gli autori
hanno dimostrato interferenze nella determinazione anche
di altri ormoni in 25 soggetti che assumevano biotina per
la stessa motivazione. Oggi il Laboratorio di San Paolo in
cui ¢ stato condotto lo studio informa, prima della raccolta
del prelievo per I’esecuzione degli esami interessati dalle
interferenze, della necessita di sospendere I’assunzione di
biotina per almeno 2 giorni prima di eseguire il prelievo e
inserisce nel referto di questi esami una nota che informa
della possibilita di interferenza in caso di assunzione di
biotina nelle 48 ore precedenti.

Anche I’American Association for Clinical Chemistry
(AACC) si occupa delle interferenze legate al sistema
streptavidina-avidina. Il Journal of Applied Laboratory Me-
dicine ha discusso diffusamente un caso sospettato di inter-
ferenze da biotina a cui ha dedicato un editoriale [42, 43]
e sul bollettino dell’associazione Barbesino [44] ha sotto-
lineato I’importanza che il Laboratorio informi i clinici di
possibili interferenze e convinca i clinici dell’importanza di
chiedere ai loro pazienti se assumono biotina o, meglio an-
cora, se assumono farmaci, integratori, vitamine, e in quale
quantita.

I siti di autorevoli Societa scientifiche quali Endocrine
Society e College of American Pathologists segnalano le in-
terferenze della biotina su alcuni metodi di laboratorio per
misurare ormoni [45, 46].

Anche i servizi sanitari e i singoli Laboratori hanno co-
minciato a informare circa le possibili interferenze sugli
esami immunometrici di mega-assunzioni di biotina. Per
esempio:

e il servizio sanitario dello stato di Alberta in Canada racco-
manda di rimandare il prelievo a 48 ore dopo I’assunzione
di piu di 1 mg/die di biotina [47];

e Laboratori come il Calgary lab services, quello dell’ Uni-
versita della Florida e quello della Mayo Clinic informano
i propri utilizzatori (clinici e pazienti) [48-50];

e anche blog [51, 52] e siti di aziende farmaceutiche che
producono preparati contenenti quantita di biotina centi-
naia di volte piu elevate del fabbisogno quotidiano comin-
ciano a fornire informazioni dettagliate sui metodi e sui
meccanismi con cui la biotina puo interferire sui risultati
di esami di laboratorio ottenuti con alcuni metodi [53].

1l futuro

Le sintetiche informazioni che abbiamo riportato richiedo-
no una valutazione attenta e meditata. Sono molto pochi
i Laboratori che non impiegano metodi basati sul sistema
streptavidina-biotina e forse ancora meno quelli che rice-
vono in modo sistematico informazioni circa i farmaci, gli
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integratori e le vitamine assunti, talvolta in concentrazioni
straordinariamente elevate, dai pazienti e dai soggetti in cui
sono eseguiti esami di laboratorio a rischio di interferenza
da biotina. E possibile che I'impiego di sostanze di cui non
sono conosciuti spettro ed entita delle possibili interferenze
si diffonda anche in Italia. I professionisti che operano nei
Laboratori non devono perdere 1’occasione di dare il loro
contributo alla gestione del paziente. Il contributo deve esse-
re efficace, appropriato ed equilibrato. Questo atteggiamen-
to sembra essere particolarmente raccomandabile se consi-
deriamo alcuni dei commenti degli autori degli articoli che
abbiamo citato in precedenza:

e Kummer et al concludono: “High-dose biotin treatment
can fully mimicking the typical laboratory pattern of Gra-
ves’ disease and sometimes. .. . Although manufacturers
are aware of this potential problem, this source of error
is usually not referenced to the clinician in laboratory re-
ports. Therefore, we believe that it is crucial to increase
the awareness of this problem in the medical communi-
ty” [35] e “Therefore, every clinician should be aware
of biotin-interfering assays used in his or her laborato-
ry examinations, and patients should be asked about bio-
tin intake. In turn, clinical laboratories should indicate
potential biotin interference whenever possible and keep
alternative laboratory methods in mind [37];

e Wijeratne et al [33] concludono: However, it is important
that clinicians actively inquire about biotin intake with
their patients;

e Barbesino [34] conclude: Based on in vivo data pa-
tients taking biotin should be advised to withhold the
supplement for at least two days preceding their blood
tests;

o Batista et al [41] & piu perentorio quando conclude: The
simplest way to prevent this problem is to instruct labo-
ratory personnel to specifically ask patients about biotin
and recommend them to stop it for 2 days prior to hormo-
ne testing. ...In our laboratory, we have instructed our
personnel and introduced in our LIS a recommendation
to suspend biotin prior to ormone testing and also inclu-
ded in our reports a warning about biotin interference in
our iImmunoassays.

I commenti e le proposte della letteratura sono formal-
mente corretti, ma non trasferibili facilmente nel modo reale
quotidiano e si devono considerare anche altri aspetti:

e nel valutare un qualunque problema considerare il nume-
ratore non ha senso senza conoscere il denominatore. Ann
Paxton [46] ci ricorda, per esempio, che con i reagenti
Roche sono eseguiti 628 milioni di esami tiroidei 1’anno
e sono state riportate interferenze in 14 casi;

e quotidianamente la popolazione assume per os, per via
nasale, endovena le molecole piu diverse; qualcuna dan-
nosa o, addirittura mortale, in qualunque quantita ¢ assun-

ta, altre del tutto innocue a meno che siano assunte in una
quantita mille o diecimila volte superiore al fabbisogno.

Gia in passato si ¢ rilevato che i clinici si trovano fre-
quentemente a richiedere esami per i quali sono privi delle
basi teorico-tecniche e dell’esperienza necessaria a ottimiz-
zarne la sequenza di richiesta e la corretta interpretazione
[54]. Ci0 contrasta con I’atteggiamento di alcuni clinici, di
solito specialisti, di sostituire i laboratoristi nel ruolo di con-
sulenti nell’impiego degli esami di laboratorio. Tuttavia, nel
corso degli anni la complessita sempre maggiore delle tec-
nologie analitiche e informatiche impiegate ha cominciato a
limitare addirittura 1’expertise dei laboratoristi nei dettagli
analitici piu fini, dal momento che essi dipendevano sempre
pit dal produttore della strumentazione e dei reagenti.

La letteratura esaminata nel caso della biotina conferma
che in tutti i casi solo il Laboratorio disponeva delle co-
noscenze che gli ha consentito di informare il prescrittore
ospedaliero e territoriale e il paziente della necessita di so-
spendere I’assunzione di biotina per almeno 3 giorni (15 in
presenza di insufficienza renale) prima dell’esecuzione del
prelievo.

Se la concentrazione di biotina nel sangue ¢ compresa di
norma tra 0,12 e 0,36 nmol/L [23] e se le concentrazioni
che possono interferire in alcune metodiche sono piu alte di
centinaia di volte (da 30 nmol/L a 300 nmol/L) il numero
di soggetti che deve sospenderne 1’assunzione per qualche
giorno per evitare qualsivoglia problema ¢ davvero mode-
sto. Nel corso dell’intero 2016 le farmacie dei presidi ospe-
dalieri della Romagna hanno distribuito 600 compresse di
biotina da 5 mg per un solo paziente con una malattia ra-
ra [F. Pieraccini, W. Giannessi, comunicazione personale].
Con numeri di questo genere non sono convinto che sia utile
inserire una nota ai referti di tutti gli esami immunometrici
eseguiti dal Laboratorio. Non ¢ pil razionale, semplice ed
efficace intercettare questi soggetti al momento dell’accetta-
zione? In alcune regioni, come 1’Emilia Romagna, pratica-
mente la totalita delle prescrizioni ¢ fatta in forma elettro-
nica. I dirigenti dei Laboratori possono e devono segnalare
alle strutture regionali responsabili dell’infrastruttura per la
richiesta degli esami diagnostici a livello territoriale e al for-
nitore del Sistema Informatico di Laboratorio o di Ospeda-
le, responsabili dell’infrastruttura per la richiesta degli esa-
mi diagnostici a livello di presidio ospedaliero, la necessita
che I’'informazione circa 1’assunzione di alte dosi di biotina
(e di molti altri farmaci e sostanze) sia fornita al momento
dell’accettazione dell’esame.

In conclusione, il Laboratorio pud/deve trovare il modo di
occupare un vero ruolo di consulente per il clinico, il pazien-
te e il cittadino per poter interpretare correttamente il risul-
tato di un esame. Ancora una volta la raccomandazione, an-
che a costo di essere noioso, ¢ quella di dare I’'informazione
giusta, nel modo giusto alla persona giusta.
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