


Anti-animal antibodies
Mouse, goat, horse, cow, sheep, pig, rabbit, rat 

 Can be of different 
classes (IgG,IgM, IgA, rarely IgE) 

 They can have anti-
isotype and anti-idiotype 
specificity
 Their magnitude and 
duration show great 
variability  



Anti-animal antibodies

Sources of HAAAs:
Diagnostic and 
pharmaceutical agents 
derived from animal sources
Affinity purified (with 
mouse monoclonals) 
recombinant proteins 
Vaccination (some vaccines 
have residuals from chick 
embryo or egg culture, or 
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HAMA blocking interference
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Heterophile antibody and RF



NATURE OF INTERFERENCES.

 1. Interferences that alter the measurable 

analyte concentration in the sample

 • Hormone binding proteins

 • Pre-analytical factors, e.g., anticoagulants, 

sample storage

 • Autoanalyte antibodies

 2. Interferences that alter antibody binding

 • Heterophile antibodies

 • Human anti-animal antibodies

 • High-dose hook effect



Mechanisms of interference by heterophilicantibodies





Antibody to label marker

The label in an enzyme conjugate can also be a 
target for circulating antibodies

 Anti-HRP
 Anti-ruthenium label 
 Anti-streptavidin 



Normal blood components in excess 

Elevated levels of lipides, hemoglubin, and bilirubin 
have been shown to cause interference in certain 
immunoassays.

Bilirubin: negative interference in cTnI concentration.
Hemoglobin and RBC proteases: negative interference in ACTH, 
Gastrin, insulin, PTH, and cTnT.
Lipemia: negative interference in ECL testosterone measurement.



Blood collection tubes

A blood collection tube is a 
complex device that is 
fabricated from multiple
components made of different 
materials  that can interact 
with the components of a 
specimen or shed interfering 
material into the specimen.

- Siliconization
- Separator gel
- Other surfactants



Cross-reacting substances







Anti-analyte antibodies & macrocomplexes

Macroprolactinemia is a heterogeneous condition
with different etiologies;  87% of macroprolactin
was PRL-IgG complex and 67% of macroprolactin 
was autoantibody-bound PRL



Anti-analyte antibodies

 Anti-insulin 
 Anti-thyroglobulin 



Anti-analyte antibodies







نحوه محاسبه ماکرو پرولاکتین در ازمایشگاه


رسوب می کند PEGپرولاکتینی که بعدازمجاورت با

ولا به برای گزارش ماکروپرولاکتین معم. نمایانگرماکروپر لاکتین است

:دوصورت می توان عمل کرد

تعیین نسبت پرولاکتین رسوب یافته-۱

PEG-Precipitation ratio

Total PRL-Free PRL/Total PRLx100 

باشد نشانه ماکروپرولاکتینمی است٪۶۰که اگراین نسبت بیش از.

. کم می کنیم۱۰۰تعیین درصدریکاوری که عددفرمول قبلی رااز-۲

.نشانه ماکروپرولاکتینمی است٪۴۰بنابراین ریکاوری کمتراز





اندازه گیری  ماکرو پرولاکتین باpeg 
سانتریفیوژ به نسبت مساوی مخلوط نموده و با pegدرصد ۲۵سرم بیمار که با محلول ضریب رقت

اشند توجه داشته باز سوپرناتانت آن مجددا پرولاکتین اندازه گیری میشودرسوب گیری نموده و سپس

. را در نتیجه بدست آمده ضرب نمایندآنو

مونومر معمولا به نسبت مساوی مخلوط میشود لذا باید عدد بدست آمده از سوپرناتانت را که موید پرولاکتین

م اینکه بنا به توصیه اکثر مراجع معتبر لازمطلب بعدی..نماییم  ۲یا فرم آزاد پرولاکتین هست را ضربدر 

علاوه بر اینکه است برای تفسیر نتیجه آزمایش و افتراق موارد پرولاکتینمیای حقیقی از ماکروپرولاکتینمیا ،
را بصورت جداگانه گزارش مینماییم  pegمقدار پرولاکتین توتال و پرولاکتین بعد از رسوب با 

فرمولرا با استفاده از % recovery rateدرصد ریکاوری حتما

(total prl - free prl )/total prl ×100)

.به دست می آوریم 

نانچه و چدرصد پرولاکتین راسب شده داردلازم به ذکر است عدد حاصل از فرمول در واقع اشاره مستقیم به

..عدد بدست آمده را از صد کم کنیم درصد ریکاوری را به ما میدهد

..مثالی آورده میشوددر پست بعدی
کمتر  pegبر روی سوپرناتانت بعد از رسوب با در صورتیکه درصد ریکاوری پرولاکتین انداره گیری شده

 pegبا درصد پرولاکتین توتال باشد یا بعبارت دیگر میزان رسوب پرولاکتین بعد از مجاورت۴۰یا مساوی 
ینمیای در غیر اینصورت بعنوان پرولاکت.. درصد باشد وجود ماکروپرولاکتین به اثبات میرسد۶۰بیشتر از 

درصد را در نظر ۵۰رفرنسها کلا عدد لازم به ذکر است تعداد کمی از) واقعی در نظر گرفته میشود 

انجام نکته دیگر اینکه لازمست هر دو اندازه گیری لزوما با یک روش و ترجیحا در یک ران کاری(  میگیرند
از پرولاکتین توتال و گزارش  pegضمنا معمولا توصیه چندانی به کسر نمودن پاسخ پرولاکتین بعد از .. شود

.آن بعنوان پرولاکتین مونومر یا آزاد یا حقیقی یا بیواکتیو نمیشود



Prolactin: multiple interferences



High-dose Hook effect











Investigating suspected antibody interference

 Confirmation of results by other immunoassay methods
 Dilution and recovery studies
 Treatment with heterophilic blocking reagents
 Addition of non-immune animal serum
 Polyethylene glycol precipitation 
 Confirmation of serum results by testing in the urine (HCG)
 Sample extraction
 Confirmation by mass spectrometry
 Gel filtration chromatography
 Immunoadsorption chromatography on immobilized IgG   

binding proteins (protein A, Protein G)
 Assessment in  a “non-sence” assay









Heterophilic  blocking tube







Case story 1

The laboratory director was consulted by a 
gynecologist about discrepant CA-125 results on a 
patient being monitored for recurrence of a 
surgically removed ovarian tumor. CA-125 results 
from a private laboratory had been consistently 
high and increasing, while results from the hospital 
laboratory were within normal limits.



CA-125
 A large glycoprotein expressed by tissues originating 

from the müllerian ducts
 Useful for detecting and monitoring ovarian tumors

 Also elevated in endometrial, pancreatic, breast, colorectal, lung 
and GI carcinomas

 Lacks sensitivity and specificity as a screening test for 
ovarian cancer
 Normal in 50% of stage I ovarian cancers
 PV+  5%

 Very sensitive indicator of recurrence following surgical 
resection
 Failure to return to normal after chemotherapy is indicative of 

drug-resistant disease



Conclusion
 HAMA can cause clinically significant elevations in 

CA-125 assays

 Different immunoassays may not respond equally to 
the presence of HAMA

 The population frequency of HAMA is not known, but 
is likely to increase

 Interference may occur at modest concentrations of 
HAMA



Follow-up studies
 HAMA quantitation (IRMA)*

 Result = 196 ng/mL (0 – 188)

 CA-125 with heterophilic blocking reagent*
 Without blocking reagent: 211.5 U/mL

 With blocking reagent: 11.0 U/mL



 CONCLUSION  interference of immunoassay 

Interference in immunoassays is a serious problem which 
can have important clinical consequences and may lead to 
unnecessary clinical investigation as well as inappropriate 
treatment with potentially unfavorable outcome for the 
patient.

There is no single procedure that can rule out all 
interferences. It is important to recognize the potential for 
interference in immunoassay and to put procedures in place 
to identify them wherever possible. Process need to be in 
place in order

to make both laboratories and physicians aware of the 
potential for immunoassay interference, which can lead to 
clinical misinterpretation. In table 2. are shown some of the 
most common interferen



ی کنترل کیفی اب در آزمایشگاه بالین
دکتر مهرداد ونکی 

مستندات سیستم مدیریت کیفیت در آزمایشگاه : مرجع 










