GONADOTROPINA
CORIONICA UMANA TOTALE
(B-hCG)

Uso previsto

L'analisi i-STAT® della gonadotropina corionica umana totale (3-hCG) & un test diagnostico “in vitro” per la
determinazione quantitativa e qualitativa della beta-gonadotropina corionica umana in campioni di sangue
intero o plasma. La B-hCG pud essere usata per la diagnosi precoce di gravidanza.

Spiegazione del metodo

La cartuccia del test i-STAT B-hCG utilizza il metodo del saggio di immunoassorbimento enzimatico
(ELISA) a due siti. Gli anticorpi specifici per la 3-hCG si trovano su un sensore elettrochimico collocato su
un chip in silicio. In un altro punto del chip in silicio del sensore si trova un coniugato enzimatico anticorpo/
fosfatasi alcalina specifico per una porzione distinta della molecola della gonadotropina corionica umana.
Il campione di sangue intero o di plasma & portato a contatto con i sensori, consentendo al coniugato
enzimatico di dissolversi nel campione. La hCG all'interno del campione diviene marcata con fosfatasi
alcalina ed & catturata sulla superficie del sensore elettrochimico nel corso di un periodo di incubazione di
circa sette minuti. Il campione e il coniugato enzimatico in eccesso vengono lavati via dai sensori. Il liquido
di lavaggio contiene un substrato dell’enzima fosfatasi alcalina. L'enzima legato al sandwich anticorpo/
antigene/anticorpo scinde il substrato, rilasciando un prodotto rilevabile elettrochimicamente. |l sensore
elettrochimico (amperometrico) misura questo prodotto enzimatico, proporzionale alla concentrazione di
B-hCG nel campione.

Contenuto
Ciascuna cartuccia di i-STAT 3-hCG comprende una porta per il campione, sensori di rilevazione della

B-hCG come descritto sopra e tutti i reagenti necessari per eseguire il test. La cartuccia contiene un
tampone e dei conservanti. Di seguito € riportato un elenco di ingredienti reattivi:

Ingrediente reattivo
Coniugato anticorpo/fosfatasi

Quantita minima

Origine biologica

alcalina IgG murina : Intestino bovino 0,003 ug
IgG IgG murina 8 ug
IgM IgM murina 3 ug
Sodio amminofenil fosfato Non applicabile 1,8 mg
Eparina Intestino di maiale 0,451U

Rev. Date: 29-APR-19

Art:730474-05F

) Abbott



Tracciabilita metrologica

Il test per 3-hCG di i-STAT System misura la concentrazione di quantita di sostanza hCG nel plasma o
nella frazione plasmatica del sangue intero (unita di misura IU/L) per uso diagnostico “in vitro”. | valori di
B-hCG assegnati ai controlli e ai materiali di verifica della calibrazione di i-STAT sono tracciabili rispetto
alla soluzione di calibrazione di i-STAT, a sua volta tracciabile secondo il 5° Standard Internazionale
dell'Organizzazione Mondiale della Sanita (07/364), e sono preparati a partire da un pool di plasma,
mentre I'antigene hCG é ottenuto da terze parti. | controlli e i materiali di verifica della calibrazione di
i-STAT System sono convalidati esclusivamente per 'uso con i-STAT System, pertanto i valori assegnati
possono non essere trasferibili ad altri metodi. Ulteriori informazioni sulla tracciabilitd metrologica
possono essere richieste ad Abbott Point of Care Inc.

Intervallo rilevabile

Il test i-STAT B-hCG dara come risultato valori compresi tra 5,0 e 2000,0 IU/L. Per i campioni al di sotto
dell'intervallo rilevabile, 'analizzatore portatile visualizzera la “<5.0 IU/L”. Per i campioni al di sopra
dell’intervallo rilevabile, 'analizzatore portatile visualizzera “2000.0 1U/L”.

Interpretazione qualitativa dei risultati

L'impostazione predefinita dell’analizzatore portatile mostra un valore quantitativo della B-hCG e
un’interpretazione qualitativa del risultato del test B-hCG. L’analizzatore portatile pud essere impostato in
modo da disabilitare o abilitare I'interpretazione qualitativa della p-hCG.

Rlsulta:jtiopo!:gr(l;tltatlvo Interpret:iz;z(e:ggal|tat|va Display portatile
B-hCG < 5,0 IU/L Negativo hCG QUAL (-)
5,0 < B-hCG < 25,0 IU/L Non determinato hCG QUAL ( )
B-hCG = 25,0 IU/L Positivo hCG QUAL ( +)

Se abilitate, le interpretazioni qualitative saranno sempre visualizzate con i valori quantitativi.

*Nota: 'interpretazione qualitativa di B-hCG visualizzata sullo schermo dell’analizzatore i-STAT 1 si basa sul
risultato quantitativo di B-hCG prima dell'arrotondamento. Pertanto, a causa di tale arrotondamento,
potrebbe essere visualizzato un risultato quantitativo di 3-hCG di 5,0 IU/L con un’interpretazione
qualitativa di B-hCG corrispondente a “Negativo” (-) o “Non determinato” ( ). Analogamente, un risultato
quantitativo di B-hCG pari a 25,0 IU/L potrebbe essere visualizzato con un’interpretazione qualitativa di
B-hCG corrispondente a Non determinato ( ) o Positivo (+).

Valori previsti

Dal momento che la hCG & normalmente sintetizzata e secreta dalle cellule della placenta o del suo
precursore, i livelli del’ormone in soggetti normali non in gravidanza sono bassi o non rilevabili." Le
concentrazioni di hCG misurate nel siero di soggetti non in gravidanza, secondo quanto riferito in
letteratura, sono < 5 IU/L.2% La concentrazione di hCG aumenta rapidamente nelle prime settimane di
gravidanza, all'incirca raddoppiando ogni due giorni. Ne consegue che valori di B-hCG totale compresi tra
5 e 25 IU/L possono essere indicativi di gravidanza in fase iniziale.® Questi risultati vanno perd sempre
valutati nel contesto della situazione clinica, in base alla data dell’ultima mestruazione, allesame pelvico
e ad altri reperti clinici o modalita diagnostiche* (Vedere la sezione Limiti del test seguente.) In caso di
risultati ambigui tra 5 IU/L e 25 IU/L o di valori di B-hCG in contrasto con il quadro clinico, ripetere il test
della B-hCG dopo 48 ore.35 Livelli di hCG >25 IU/L sono indicativi di gravidanza in fase iniziale.? | valori di
hCG raggiungono generalmente i livelli massimi durante il primo trimestre e calano lentamente durante |l
restante periodo della gravidanza.

Riepilogo e descrizione del test

La gonadotropina corionica umana (hCG) € un ormone glicoproteico secreto dalle cellule
sinciziotrofoblastiche della placenta. E una molecola complessa, formata da due subunita glicoproteiche
antigenicamente differenti: alfa (a) e beta (). La subunita a si rileva in altri ormoni glicoproteici pituitari
(ormone luteinizzante [LH], ormone follicolo-stimolante [FSH] e ormone tireostimolante [TSH]), oltre che
nella hCG. La subunita 8 € specifica della hCG, anche se mostra notevole omologia con 'ormone LH. Sia
la molecola hCG integra che le subunita libere sono presenti all’inizio della gravidanza. Questa analisi
rileva entrambe le forme 3 (intatta e libera).

B-hCG - 2 Art: 730474-05F Rev. Date: 29-APR-19



A livello fisiologico, la B-hCG sembra preservare il corpo luteo, consentendo cosi la sintesi di
progesterone ed estrogeni che sostengono I'endometrio. Con il progredire di una gravidanza non
complicata, € la placenta a farsi carico della produzione di questi ormoni. | livelli di -hCG aumentano fino
a una concentrazione massima, quindi si riducono e si mantengono stabili. La f-hCG circola sotto forma
di molecola intatta nel siero di donne che portano avanti una gravidanza non complicata. Le subunita
vengono scisse rapidamente ed eliminate attraverso i reni.® Con la disponibilita di dosaggi quantitativi
sensibili per la misurazione della B-hCG, é stato dimostrato che i livelli di hCG possono essere utili per
prevedere aborti spontanei”® e facilitare la diagnosi di gravidanze ectopiche®'° e gravidanze multiple.”

La diagnosi rapida e accurata di gravidanza € un'esigenza comune dei medici clinici. Si presentano
frequentemente nei reparti di pronto soccorso (PS), nei centri di terapia d’'urgenza, presso studi medici,
cliniche o altri centri di assistenza sanitaria donne in eta fertile con sintomi di gravidanza o altre condizioni
cliniche come dolore addominale, emorragia vaginale, sincope o shock, problemi che possono essere
correlati alla gravidanza. Durante la gravidanza, molti farmaci di uso comune sono controindicati, e dove
possibile si preferisce evitare I'imaging diagnostico. E spesso necessario determinare rapidamente
I'eventuale stato di gravidanza e la data dell’'ultima mestruazione da sola non é affidabile." Per questi
motivi, gli specialisti possono avere bisogno di test quantitativi rapidi della f-hCG presso il centro di cura.

Caratteristiche

Precisione

L'analisi i-STAT B-hCG é realizzata per offrire una precisione pari a <10% (CV)*. E stato condotto uno
studio della precisione secondo CLSI EP5-A2."? Sono stati testati tre livelli di controllo in duplicato, due
volte al giorno per 20 giorni utilizzando diversi lotti di cartucce, per un totale di 80 risultati per livello di
controllo per lotto di cartucce. | dati statistici medi sono i seguenti:**

Livello del Media, Intragiorna- Intergiorna-

controllo IU/L liero, %CV liero, %CV
1 20,8 5,3% 0,4% 5,5%
2 725,3 3,0% 0,6% 3,7%
3 1064,1 4,0% 0,9% 4,2%

* La precisione a livelli inferiori & limitata da un’imprecisione di base concepita per essere <1,4 IU/L.

** Dati rappresentativi; i risultati dei singoli laboratori possono differire da questi valori.
Confronto metodologico

| dati per il confronto metodologico sono stati raccolti secondo la linea guida CLSI EP9-A2."* Campioni

di plasma congelato disponibili in commercio contenenti 3-hCG sono stati aggiunti a campioni di sangue
intero venoso raccolti in provette eparinizzate sottovuoto e sono stati analizzati in duplicato con i-STAT
System. Una parte del campione & stata centrifugata e i campioni di plasma separato sono stati analizzati
in duplicato con i-STAT System e il sistema Architect entro 4 ore dal prelievo.

Sul primo replicato di ciascun campione € stata eseguita un’analisi della regressione di Deming. Nella
tabella di confronto metodologico, n rappresenta il numero di campioni nel primo set di dati e Sxx e Syy si
riferiscono, rispettivamente, alle stime dell'imprecisione basate sui duplicati del metodo di confronto e del
metodo i-STAT. Sy.x € I'errore standard della stima e r & il coefficiente di correlazione.***

| confronti metodologici risulteranno differenti da un laboratorio all’altro a causa di variazioni nella
manipolazione dei campioni, nella calibrazione del metodo di confronto e per altre variabili specifiche
della sede.

*** ’abituale avvertenza relativa all’'uso dell'analisi della regressione & presentata in sintesi in questa sede, come promemoria. Per qualsiasi analita,
“se i dati sono compresi in un intervallo ristretto, la stima dei parametri di regressione & relativamente imprecisa e puo essere soggetta a errore. Le
previsioni ricavate dalle stime possono quindi risultare non valide”." Il coefficiente di correlazione r puo essere utilizzato come guida per valutare
'adeguatezza dell'intervallo del metodo di confronto nel superamento di questo problema. Indicativamente, l'intervallo dei dati pud essere considerato
adeguato se r>0,975.
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Confronto metodologico: i-STAT vs Abbott Architect (IU/L)

i-STAT (sangue intero) vs

i-STAT (plasma fresco) vs

Architect (plasma fresco)

Architect (plasma fresco)

n 288 287
Pendenza 1,01 1,00
Intercetta 2,40 -3,21
Sy.x 0,0084 0,0044
Syy 5,7% 4,0%
Sxx N/D 2,4%
r 0,990 0,997
Xmin 8,8 7,9
Xmax 2024,8 1983,6

Specificita analitica

Il metodo B-hCG & specifico per la subunita beta (libera e intatta) della gonadotropina corionica umana.
| seguenti fattori sono stati testati rilevandone un effetto irrilevante sulla 3-hCG misurata.

Agente con reattivita crociata

Concentrazione

Reattivita crociata (%)

LH 450 IU/L <10%
FSH 300 IU/L <10%
TSH 100 mIU/L <10%

Limite di quantificazione, Limite di rilevamento, Limite del bianco

Limite di quantificazione (LOQ), Limite di rilevamento (LoD) e Limite del bianco (LOB) sono tutti stimati
(secondo la linea guida CLSI EP17-A") al di sotto del limite inferiore dell'intervallo rilevabile, 5 IU/L.

Recupero

La linearita di diluizione del test i-STAT B-hCG ¢ stata studiata con campioni di sangue intero eparinizzato
e di plasma prelevati da tre donatori diversi. Per ciascun donatore sono stati preparati il campione
originale B-hCG-negativo e un campione con aggiunta di B-hCG. Questo processo ha generato tre

campioni di sangue intero B-hCG-positivi, che sono stati testati in 10 cartucce per ciascuno dei tre diversi
lotti di cartucce i-STAT B-hCG. Questi campioni di sangue intero sono stati quindi diluiti utilizzando lo
stesso volume di sangue intero originale senza aggiunte e sono stati testati in 10 cartucce per ciascuno
dei tre diversi lotti di cartucce i-STAT B-hCG. In base ai dati relativi a questo sangue intero € stato quindi
calcolato il recupero di B-hCG.

Il plasma prelevato da questi tre donatori &€ stato combinato in volumi uguali e in tutte le combinazioni
accoppiate. Queste combinazioni sono state quindi testate in 10 cartucce per ciascuno dei tre diversi
lotti di cartucce i-STAT B-hCG. Il recupero di B-hCG ¢ stato calcolato in base alla media dei 30 risultati.
| recuperi % sono elencati nelle tabelle seguenti.

Sangue intero

Concentrazione diluita

Concentrazione

Campione (IUIL) UL Recupero %
A 104,1 52,9 101,8%
B 288,9 132,0 91,4%
C 899,8 467,2 103,8%
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Plasma

Campione Concentrazione Concentrazione diluita Recupero %
(IU/L) IU/L

A 88,8 - -

B 298,0 - -

C 971,6 - -
A+B - 203,4 105,2%
B+C - 655,3 103,2%
A+C - 532,2 100,4%

Limiti del test

Questa analisi & in grado di rilevare sia la molecola intera (intatta) di hCG che le subunita 3-hCG libere.

Il dosaggio i-STAT per la B-hCG totale & destinato esclusivamente alla diagnosi precoce di gravidanza
e non deve essere eseguito per nessun altro scopo.

Livelli elevati di hCG sono stati associati ad alcuni stati fisiologici anomali, come malattia trofoblastica
gestazionale e neoplasmi non trofoblastici, quali carcinoma a cellule transizionali della vescica e delle
vie urinarie, carcinoma renale, carcinoma prostatico, tumori dell’apparato gastrointestinale, tumori
neuroendocrini, tumore polmonare, tumore della mammella, carcinomi ginecologici ed ematologici.'®'®
| risultati di questo test non devono essere usati nella diagnosi di queste condizioni anomale. Livelli
bassi persistenti di hCG (ad es. <50 IU/L) possono essere presenti da uno a cinque anni prima

della malattia trofoblastica gestazionale maligna.'” Sono stati segnalati casi di persone sottoposte a
trattamenti medici e interventi chirurgici non necessari, come chemioterapia e isterectomia, in casi in
cui ci si & basati sui valori di hCG per la diagnosi di stati anomali.

A fini diagnostici, i valori di hCG devono essere sempre utilizzati insieme ad altri dati, ad es. anamnesi
della paziente, sintomi, risultati di altri test, impressioni cliniche, ecc. La B-hCG da sola non pud essere
usata per determinare la diagnosi di gravidanza ectopica.®'° | risultati di i-STAT per la B-hCG totale
vanno sempre utilizzati e interpretati esclusivamente nel contesto del quadro clinico complessivo.

Il rilevamento di valori molto bassi di hCG non esclude la gravidanza.'® Bassi livelli di hCG possono
manifestarsi in soggetti apparentemente sani non in stato di gravidanza.'®*?° Dal momento che i valori
di hCG raddoppiano all'incirca ogni 48 ore in una gravidanza normale, le pazienti con livelli molto
bassi di hCG dovrebbero essere sottoposte a ulteriore prelievo e test dopo 48 ore.

| campioni di donne in post-menopausa possono generare risultati debolmente positivi a causa di
livelli bassi di hCG non correlati a gravidanza. In presenza di un risultato debolmente positivo, &€ buona
pratica di laboratorio ripetere il prelievo e il test dopo 48 ore.

A causa dell’alto grado di sensibilita del dosaggio, risultati positivi nei primi giorni dopo il concepimento
possono diventare negativi successivamente per interruzione naturale della gravidanza. L'interruzione
naturale si verifica nel 22% delle gravidanze non riconosciute clinicamente e nel 31% di tutte le
gravidanze.?' In presenza di risultati debolmente positivi, & buona pratica di laboratorio ripetere il
prelievo e il test dopo altre 48 ore.

Sostanze interferenti (come anticorpi eterofili, proteine non specifiche o sostanze simili alla hCG)
possono ridurre o innalzare falsamente i risultati.'®?72® Queste sostanze interferenti possono generare
risultati falsati nell'intero intervallo del dosaggio, non soltanto a livelli bassi. Sebbene questo prodotto
contenga reagenti che riducono al minimo gli effetti di questi interferenti e utilizzi algoritmi di controllo
qualita (QC) progettati per rilevare tali effetti, la possibilita di un'interferenza in grado di generare
risultati errati deve essere valutata attentamente nei casi in cui i risultati del test non siano in linea con
le informazioni cliniche. In questi casi i risultati vanno confermati da un metodo hCG alternativo.?
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| campioni di pazienti che hanno ricevuto preparati di anticorpi monoclonali murini per scopi diagnostici
o terapeutici possono contenere anticorpi umani antimurini (HAMA). Tali campioni possono generare
risultati falsamente elevati o falsamente ridotti se testati con kit che impiegano anticorpi monoclonali
murini?*24 e pertanto non devono essere testati con il dosaggio i-STAT B-hCG.

Interferenze sconosciute da parte di farmaci possono condizionare i risultati.
Effetto gancio: non ¢ stato rilevato alcun effetto gancio significativo in campioni fino a 300.000 1U/L.

Campioni parzialmente coagulati possono generare letture elevate di hCG nonché errori nei codici di
controllo della qualita. Per prevenire la coagulazione dei campioni prelevati in provette eparinizzate,
il campione deve essere capovolto delicatamente almeno 10 volte per assicurare la miscelazione
omogenea dell’anticoagulante eparina.

| campioni emolizzati grossolanamente possono causare una riduzione dell’attivita della fosfatasi
alcalina riducendo il rilevamento di hCG o determinando errori nei codici di controllo della qualita.

[l dosaggio B-hCG & stato caratterizzato in campioni di sangue intero con livelli di ematocrito fino
a 55% PCV. E stata osservata un’imprecisione superiore al 10% (CV) nei campioni con livelli di
ematocrito superiori al 50% PCV.

Durante I'analisi, I'analizzatore portatile deve essere collocato su una superficie piana con il display
rivolto verso l'alto. Lo spostamento dell'analizzatore portatile durante il test pud aumentare la
frequenza di risultati eliminati o errori nei codici di controllo qualita. Per superficie piana si intende
anche I'utilizzo dell'analizzatore portatile sul downloader/caricabatterie.

La frequenza di risultati eliminati & influenzata dalla pressione atmosferica. | risultati eliminati possono
aumentare con l'incremento dell’altitudine (riduzione della pressione barometrica) e possono divenire
persistenti se il test &€ eseguito a oltre 2286 metri sul livello del mare. Se I'indisponibilita dei risultati &
inammissibile, Abbott Point of Care raccomanda di tenere a disposizione un metodo di test alternativo.

Prima di riempire la cartuccia i-STAT B-hCG, invertire la provetta di raccolta del sangue e osservare
I'eventuale sedimentazione degli eritrociti. Se si osserva sedimentazione, continuare a miscelare
invertendo ripetutamente la provetta fino alla scomparsa del fenomeno. | campioni di pazienti B-hCG
positivi o sottoposti a terapia ormonale possono presentare velocita di eritrosedimentazione (VES)
superiori, che potrebbero causare sedimentazione visibile degli eritrociti sul fondo della provetta di
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raccolta se il test non viene eseguito immediatamente.2°%
Test delle interferenze
Gli studi sulle interferenze sono stati eseguiti in base alla linea guida CLSI EP7-A2.5 E stato riscontrato

che le seguenti sostanze non incidono significativamente (meno del 10%) sul metodo B-hCG se aggiunte
a un pool di plasma contenente circa 40 IU/L di B-hCG alle concentrazioni indicate:

Livello di analisi

(SRR (umol/L se non diversamente indicato)
Acido acetilsalicilico 3620
Acetaminofene 1660
Allopurinolo 294
Ampicillina 152
Acido ascorbico 342
Atenololo 37,6
Caffeina 308
Captopril 23
Cloramfenicolo 155
Diclofenac 169
Digossina 6,53
Dopamina 5,87
Enalaprilato 0,86
Eritromicina 81,6
Furosemide 181
Ibuprofene 2425
Isosorbide dinitrato 636
Nicotina 6,2
Nifedipina 1156
Fenitoina 198
Propranolol 7,71
Acido salicilico 4340
Eparina sodica 90 U/mL
Teofillina 222
Verapamil 4.4
Warfarin 65,2
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