CELKOVY BETA- ,
LUDSKY CHORIONICKY
GONADOTROPIN (B-hCG)

Ucel pouzitia

Test i-STAT® Total Beta-Human Chorionic Gonadotropin (3-hCG) je diagnosticky test in vitro na
kvantitativne a kvalitativhe stanovenie beta-fudského chorionického gonadotropinu vo vzorkach plnej krvi
alebo plazmy. B-hCG sa mézZe pouZzivat na detekciu raného tehotenstva.

Popis metédy

Testovacia kazeta i-STAT B-hCG vyuziva metédu dvojitej enzymovej imunoadsorbentnej analyzy

(ELISA). Protilatky Specifické pre B-hCG sa nachadzaju na elektrochemickom snimaci vyhotovenom

na kremikovom Cipe. Na inom mieste na kremikovom Cipe snimaca je tiez ulozeny konjugat
protilatky/enzymu alkalickej fosfatazy Specificky pre separatnu ¢ast molekuly fludského chorionického
gonadotropinu. Vzorka plnej krvi alebo plazmy sa dostane do kontaktu so snimaémi, €o umozni
rozpustenie konjugatu enzymu do vzorky. hCG vo vzorke sa oznacéi alkalickou fosfatdzou a zachytava sa
na povrch elektrochemického snimaca poc¢as inkubaéného obdobia priblizne siedmich minat. Vzorka, ako
aj zvySny konjugat enzymu, sa zmyje zo snimacov. V oplachovej tekutine je substrat pre enzym alkalickej
fosfatazy. Enzym naviazany na sendvi¢ protilatka/antigén/protilatka Stiepi substrat, pri€om sa uvolfiuje
elektrochemicky rozpoznatelny produkt. Elektrochemicky (ampérometricky) snima¢ meria tento enzymovy
produkt, ktory je priamo Umerny koncentracii B-hCG vo vzorke.

Obsah

Kazda kazeta i-STAT B-hCG ma otvor na vzorku, snimace na zistovanie B-hCG podla vysSie uvedeného
popisu a v3etky potrebné reagencie na vykonanie testu. Kazeta obsahuje timivy roztok a konzervaéné
latky. NizSie je uvedeny zoznam reaktivnych zloZiek:

Reaktivna zloZka Biologicky zdroj Minimalne mnoZstvo
Konjugat protilatky/alkalickej fosfatazy Mysi IgG : Hovadzie ¢reva 0,003 ug
IgG Mysi IgG 8 ug
IgM Mysi IgM 3 ug
Aminofenyl fosfat sodny Nevztahuje sa 1,8 mg
Heparin BravCové Creva 0,451U

) Abbott
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Metrologicka nadvaznost’

Test systému i-STAT pre B-hCG meria latkova koncentraciu hCG v plazme alebo plazmovej frakcii pine;j
krvi (rozmer IU/L) na diagnostické pouzitie in vitro. Hodnoty 3-hCG priradené kontrolam Abbott Point

of Care a kalibranym overovacim materialom nadvazuju na pracovné kalibratory Abbott Point of Care,
ktoré nadvazuju na World Health Organizations 5th International Standard (07/364) (5. medzinarodnu
normu (07/364) Svetovej zdravotnickej organizacie), pripravené zo zmieSanej plazmy a antigénu hCG
ziskaného zo zdrojov 3. stran. Kontroly systému i-STAT a kalibraéné overovacie materialy su schvalené
na pouzitie iba so systémom i-STAT a priradené hodnoty nemusia byt zamenitelné s inymi metodami.
DalSie informacie o metrologickej nadvaznosti mézete ziskat' od spolo¢nosti Abbott Point of Care Inc.

Vykazovany rozsah
Test i-STAT B-hCG vykazuje 5,0 az 2 000,0 IU/L. V pripade vzoriek pod vykazovanym rozsahom sa
na ru¢nom pristroji bude zobrazovat ,<5,0 IU/L". V pripade vzoriek nad vykazovanym rozsahom sa na

ruénom pristroji bude zobrazovat ,>2000,0 IU/L".

Kvalitativna interpretacia vysledkov

Predvolené nastavenie na ru€nom pristroji zobrazuje kvantitativhu hodnotu 3-hCG, ako aj kvalitativnu
interpretaciu vysledku testu B-hCG. Rucny pristroj sa da prispdsobit na deaktivaciu alebo aktivaciu
kvalitativnej interpretacie B-hCG.

Kvantitativny vysledok Kvalitativna interpretacia Na displeji ruéného
B-hCG B-hCG* pristroja
B-hCG < 5,0 IU/L Negativny hCG QUAL (-)
5,0 <B-hCG < 25,0 IU/L Nejednoznacny hCG QUAL ( )
B-hCG = 25,0 IU/L Pozitivny hCG QUAL ( +)

Ak su kvalitativne interpretacie aktivované, vzdy sa budu zobrazovat s kvantitativnymi hodnotami.

* Poznamka: Kvalitativna interpretacia 3-hCG zobrazena na obrazovke analyzatora i-STAT 1 je zalozena
na kvantitativnom vysledku B-hCG pred zaokruhlenim. Kvéli zaokruhlovaniu sa teda mbze
kvantitativny vysledok B-hCG s hodnotou 5,0 |U/L zobrazit bud s negativhym (-), alebo
nejednoznacnym ( ) kvalitativnym vysledkom B-hCG. Podobne sa méze kvantitativny vysledok
B-hCG s hodnotou 25,0 IU/L zobrazit bud s nejednoznacnym ( ), alebo pozitivnym (+)
kvalitativnym vysledkom 3-hCG.

Ocakavané hodnoty

Pretoze hCG zvyc€ajne syntetizuju a vyluCuju bunky placenty alebo jej prekurzora, Urovne tohto horménu
u beznych, netehotnych jedincov su nizke az nezistitelné." Koncentracie hCG namerané v sérach
netehotnych jedincov, ako sa uvadza v literatdre, su <5 1U/L.22% Koncentracia hCG sa rychlo zvySuje
pocas prvych tyzdriov tehotenstva a kazdé dva dni sa priblizne zdvojuje. Hodnoty celkového B-hCG

od 5 do 25 IU/L preto m6zu signalizovat rané tehotenstvo.? Tieto vysledky sa v§ak musia vzdy hodnotit
v kontexte klinickej situacie, datumu posledného menstruacného obdobia, vySetrenia panvy a inych
klinickych nalezov alebo diagnostickych modalit.* (Pozrite si nizSie ¢ast Obmedzenia postupu.) V pripade
hrani¢nych vysledkov medzi 5 IU/L a 25 IU/L alebo ak sa vysledky B-hCG nezhoduju s klinickym
kontextom, zopakujte test 3-hCG znova o 48 hodin neskér.® Urovne hCG >25 IU/L signalizuju rané
tehotenstvo.2 Hodnoty pre hCG vaésinou kulminuju pocas prvého trimestra a po¢as zvysku tehotenstva
pomaly klesaju.

Zhrnutie a popis testu

Ludsky chorionicky gonadotropin (hCG) je glykoproteinovy hormén, ktory vylu€uju syncytiotrofoblastové
bunky placenty. Je to komplexna molekula, ktoru tvoria dve antigénne odliSné glykoproteinové
podjednotky, alfa (a) a beta (B). Podjednotka a sa nachadza v inych hypofyzovych glykoproteinovych
hormoénoch (luteinizagny hormén [LH], folikulostimulaény hormén [FSH] a tyreostimulaény hormén [TSH]),
ako aj hCG. Podjednotka B je Specificka pre hCG, ale vykazuje zna¢nd homolégiu s LH. V ranom
tehotenstve sa vyskytuje neporuSsena molekula hCG aj volna podjednotka. Tento test odhaluje obidve
formy B (neporusenu a volnu).
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Zda sa, ze z fyziologického hladiska B-hCG udrziava zlté teliesko, ¢im umoznuje syntézu progesterénu

a estrogénov, ktoré podporuju endometrium. V priebehu nekomplikovanych tehotenstiev placenta
prebera produkciu tychto horménov. Urovne B-hCG narastaju na maximalnu koncentraciu, potom

klesaju a ustalia sa. B-hCG cirkuluje ako neporuSena molekula v sére zien, ktoré maju nekomplikované
tehotenstvo. Podjednotky sa rychlo Stiepia a vylucuju oblickami.® S dostupnostou citlivych kvantitativnych
analyz na meranie 3-hCG sa preukazalo, ze urovne hCG mozu byt uzitoéné pri predikcii spontannych
potratov,”® pomahat pri odhalovani mimomaternicového tehotenstva’®'® a mnohopocetného tehotenstva.’

Lekari bezne vyzaduiju rychlu a presnu diagnostiku tehotenstva. Zeny v plodnom veku &asto prichadzaju
na pohotovostné oddelenia, do centier urgentnej starostlivosti, ambulancii, klinik a k inym poskytovatelom
starostlivosti so symptomami tehotenstva alebo inymi klinickymi stavmi, ako napr. bolesti brucha, poSvové
krvacanie, synkopa alebo Sok — stavy, ktoré moZu suvisiet' s tehotenstvom. Pocas tehotenstva su mnohe
bezné lieky kontraindikované a ak je to mozné, nepouziva sa diagnostické zobrazovanie. Casto je
potrebné rychlo zistit, ¢i su Zeny tehotné, a menstruacna anamnéza samotna nie je spolahliva." Z tychto
dbévodov mézu lekari vyzadovat rychly, kvantitativny test B-hCG v mieste starostlivosti.

Charakteristiky vykonu

Presnost’

Test i-STAT B-hCG je navrhnuty na presnost <10 % (CV).* Vykonala sa Studia presnosti podla CLSI EP5-
A2."2 Duplicitne sa testovali tri Grovne kontrolnych vzoriek, dvakrat denne, poc¢as 20 dni pomocou troch
réznych Sarzi kaziet pre celkovo 80 vysledkov na uroven kontroly na SarZu kaziet. Priemernd Statistika je
uvedena nizsie:**

Uroven Priemer, V ramci dia, Medzi Celkové

kontroly IU/L %CV driami, %CV %CV
1 20,8 53 % 0,4 % 55 %
2 725,3 3,0% 0,6 % 3,7 %
3 10641 4,0 % 0,9 % 4,2 %

* Presnost pri nizsich urovniach je obmedzena nepresnostou pozadia uréenou na <1,4 |U/L.
** Reprezentativne Udaje; vysledky v jednotlivych laboratériach sa od tychto vysledkov moézu [isit.

Porovnanie metéd

Udaje na porovnanie metdd sa zozbierali pomocou pokynov CLSI EP9-A2."® Komer&ne dostupné
vzorky zmrazenej plazmy obsahujuce B-hCG sa pridali do zilovych vzoriek pinej krvi odobratej do
heparinizovanych vakuovych skimaviek a analyzovali duplicitne na systéme i-STAT. Cast vzorky sa
odstredila a oddelené vzorky plazmy sa analyzovali duplicitne na systéme i-STAT a systéme Architect do
4 hodin od odberu.

Na prvej replike kazdej vzorky sa vykonala Demingova regresna analyza. V porovnavacej tabulke
metadd je n polet vzoriek v prvom datovom subore a Sxx a Syy oznaéuju odhady nepresnosti na zaklade
duplikatov komparativnych metod, respektive metdd i-STAT. Sy.x je Standardna chyba odhadu a r je
korelany koeficient.***

Porovnavania metdd sa budu liSit' na jednotlivych pracoviskach z dévodu rozdielov pri manipulacii so
vzorkou, kalibracie komparativnych metdd a inych premennych Specifickych pre jednotlivé pracoviska.

***Zvy€ajné varovanie tykajlce sa pouzivania regresnej analyzy je tu uvedené ako pripomienka. V pripade akéhokolvek analytu, ,ak Udaje predstavuju
uzky rozsah, odhad regresnych parametrov je relativne nepresny a moéze byt skresleny. Predikcie z odhadov preto mézu byt neplatné.“™®* Korela¢ny
koeficient, r, sa méze pouzit ako pombcka na posudenie primeranosti rozsahu komparativnej metédy pri predchadzani tomuto problému. Ako
pomécku je mozné povazovat rozsah udajov za primerany, ak r > 0,975.
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Porovnanie metdéd: i-STAT a Abbott Architect (IU/L)

i-STAT (pIna krv) a Architect i-STAT (Cerstva plazma) a
(Cerstva plazma) Architect (Cerstva plazma)
n 288 287
Sklon 1,01 1,00
Priesecnik 2,40 =-3,21
Sy.x 0,0084 0,0044
Syy 57 % 4,0 %
Sxx Nevzt'ahuje sa 2,4 %
r 0,990 0,997
Xmin 8,8 7,9
Xmax 2024,8 1983,6
Analyticka Specifickost’

Metdda B-hCG je Specificka pre podjednotku beta (volnu a neporusenu) ludského chorionického
gonadotropinu. Testovali sa nasledovné krizové reaktanty a zistilo sa, Ze maju zanedbatelny vplyv na
namerany 3-hCG.

Krizovy reaktant Koncentracia Krizova reaktivita (%)
LH 450 IU/L <10 %
FSH 300 IU/L <10 %
TSH 100 mIU/L <10 %

Limit kvantifikacie, detekény limit, limit blanku

Limit kvantifikacie (LOQ), limit detekcie (LOD) a limit blanku (LOB) boli vSetky odhadnuté (podla pokynov
CLSI EP17-A"') ako nizSie nez dolny koniec vykazovaného rozsahu, 5 IU/L.

Obnova

Linearita riedenia testu i-STAT B-hCG sa preskumala pomocou vzoriek heparinizovanej plnej krvi

a plazmy ziskanych od troch samostatnych darcov. Pre kazdého darcu sa pripravila pdvodna negativna
vzorka B-hCG a obohatenda vzorka B-hCG. Pri tomto procese sa ziskali tri pozitivne vzorky plnej krvi
B-hCG, ktoré sa potom analyzovali v 10 kazetach pre kazdu z troch osobitnych Sarzi kaziet i-STAT
B-hCG. Tieto vzorky plnej krvi sa potom zriedili pomocou rovnakého objemu pévodnej neobohatenej pinej
krvi a analyzovali v 10 kazetach z kazdej z troch osobitnych Sarzi kaziet i-STAT B-hCG. Z tychto udajov
plnej krvi sa vypocitala obnova (3-hCG.

Plazma odvodena od tychto troch darcov sa skombinovala v rovnakych objemoch a vSetkych parovych
kombinaciach. Tieto kombinacie sa potom analyzovali na 10 kazetach pre kazdu z troch osobitnych Sarzi
kaziet i-STAT B-hCG. Obnova B-hCG sa vypocitala pomocou priemeru 30 vysledkov. Obnovy v % su
uvedené v tabulkach nizsie.
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PIna krv

Koncentracia Zriedena koncentracia Obnova v %
(IU/L) 1U/L
A 104,1 52,9 101,8 %
B 288,9 132,0 91,4 %
C 899,8 467,2 103,8 %
Plazma
Vzorka Kon((iﬁr;t;écia Zriedena IILolrlzcentrécia Obnova v %
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 %

Obmedzenia testu
Tento test je schopny odhalit celt (neporusenu) molekulu hCG, ako aj volné podjednotky B-hCG.

Test i-STAT Total B-hCG je urCeny na pouzitie iba pri skorej detekcii tehotenstva a nema sa vykonavat
na ziadny iny ucel.

ZvySené hladiny hCG su spojené s niektorymi abnormalnymi fyziologickymi stavmi, ako

gestacné trofoblastické ochorenie a netrofoblastické novotvary vratane prechodného celularneho
karcindbmu moCového mechura a moc€ovych ciest, rakoviny obli€iek, rakoviny prostaty, rakovin
gastrointestinalneho traktu, neuroendokrinnych nadorov, rakoviny pluc, rakoviny prsnika,
gynekologickych rakovin a hematologickych rakovin.™'® Vysledky tohto testu sa nemaju pouzivat
pri diagnostike tychto abnormalnych stavov. Trvalé nizke hladiny hCG (napr. <50 IU/L) sa m6zu
vyskytovat jeden az pat rokov pred malignym gestaénym trofoblastickym ochorenim.' Vyskytli sa
pripady, kedy pacienti podstupovali zbyto¢né lekarske o3etrenie a operaciu vratane chemoterapie
a hysterektomie, ked sa pri diagnostike abnormalnych stavov pouzili vysledky hCG.

Na diagnostické ucely sa vysledky hCG musia vzdy pouzivat' v spojeni s dalSimi udajmi, napr.
kauzistikou pacienta, symptomami, vysledkami inych testov, klinickymi hodnoteniami atd. 3-hCG sa
na stanovenie diagnézy mimomaternicového tehotenstva neméze pouzivat samostatne.®'® Vysledky
i-STAT total B-hCG sa musia vzdy pouzivat a interpretovat iba v kontexte celkového klinického obrazu.

Zistenie velmi nizkych urovni hCG nevyluCuje tehotenstvo.”® Nizke urovne hCG sa mdzu vyskytovat
u zdanlivo zdravych, netehotnych subjektov.'*?° Pretoze hodnoty hCG sa v beznom tehotenstve
zdvojnasobuju priblizne kazdych 48 hodin,'® od pacientov s velmi nizkymi hladinami hCG by sa mali
po 48 hodinach znovu odobrat vzorky a zopakovat' testy.

Vzorky od postmenopauzalnych zien mézu mat slabé pozitivne vysledky z dévodu nizkych hladin
hCG, ktoré nesuvisia s tehotenstvom. V pripade slabého pozitivneho vysledku je dobrou laboratérnou
praxou znovu odobrat vzorku a zopakovat' test po 48 hodinach.

VVzhladom na vysoky stupen citlivosti testu sa pozitivne vysledky po€as prvych dni po po¢ati mbézu
neskdr zmenit na negativne z dévodu prirodzeného ukoncenia tehotenstva. Prirodzené ukoncenie
sa vyskytuje u 22 % klinicky nezistenych tehotenstiev a 31 % tehotenstiev celkovo.?' Dobrou
laboratérnou praxou je znovu odobrat’ vzorky a zopakovat' test v pripade slabych pozitivnych
vysledkov po dalSich 48 hodinach.
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Interferujuce latky (napriklad heterofilné protilatky, neSpecifické proteiny alebo latky podobné hCG) mézu
faloSne znizit' alebo falo$ne zvysit vysledky.'®2728 Tieto interferujluce latky moézu spdsobit nespravne
vysledky v celom rozsahu analyzy, nie len pri nizkych drovniach. Hoci tento produkt obsahuje reagencie,
ktoré minimalizuju uCinok tychto interferentov, a algoritmy na kontrolu kvality, ktoré maju odhalit’ ich
ucinky, moznost interferencie spdsobujucej chybné vysledky by sa mala starostlivo posudit v pripadoch,
ked su vysledky testu nekonzistentné s klinickymi informaciami. V tychto pripadoch je nutné potvrdit
vysledky alternativhou metédou hCG.??

Vzorky od pacientov, ktori dostali pripravky mySich monoklonalnych protilatok na diagnostiku alebo
terapiu, mézu obsahovat ludské anti-mysie protilatky (HAMA). Takéto vzorky mézu vykazovat bud
faloSne zvysené, alebo falodne zniZené vysledky, ked sa budu testovat s testovacimi supravami,

v ktorych sa pouzivaju mysie monoklonalne protilatky.?*?* Tieto vzorky sa s testom i-STAT 3-hCG nemézu
testovat.

Vysledky mézu ovplyvnit nezname interferencie z liekov.
Hakovy efekt: nezistil sa ziadny vyznamny hakovy efekt vo vzorkach do 300 000 IU/L.

Ciastoéne koagulované vzorky mézu viest k zvy$enym vysledkom hCG, ako aj kédom pri kontrole kvality.
Aby sa zabranilo zrazaniu vo vzorkach odobratych do heparinizovanych skumaviek, vzorka by sa mala
aspon 10-krat pozvolna otoéit, aby sa heparinovy koagulant rovhomerne rozpustil.

Silno hemolyzované vzorky mdzu spdsobit znizenu aktivitu alkalickej fosfatazy, ¢o vedie k znizenej
detekcii hCG alebo kédom pri kontrole kvality.

Test B-hCG bol charakterizovany vo vzorkach plnej krvi s hladinami hematokritu do 55 % PCV. V pripade
vzoriek s hladinami hematokritu nad 50 % PCV bola pozorovana nepresnost vyssia ako 10 % (CV).

Ruény pristroj musi po€as testovania zostat na rovnom povrchu s displejom obratenym nahor. Pohyb
ru¢ného pristroja po€as testovania méze zvysit frekvenciu potlatenych vysledkov alebo kédov kontroly

kvality. Vodorovny povrch zahffia pouzivanie ruéného pristroja v stahovaci/nabijacke.

Na frekvenciu potlacenych vysledkov ma vplyv atmosféricky tlak. Miery potlacenych vysledkov sa mézu
zvysit pri vy8Sich nadmorskych vyskach (nizSi barometricky tlak) a mézu byt trvalé, ak sa testovanie
vykonava viac ako 2 286 m (7 500 stép) nad morom. V pripade, Ze nedostupnost vysledkov je
neprijatelna, spolo¢nost’ Abbott Point of Care odporu¢a mat k dispozicii alternativhu metddu testu.

Pred naplnenim kazety i-STAT B-hCG obratte odbernu skimavku krvi a skontrolujte, &i nenastava
sedimentéacia Cervenych krviniek. Ak si vS§imnete sedimentaciu, pokracujte v mieSani opakovanym
otacanim, kym sedimentacia nezmizne. Vzorky od B-hCG pozitivhych pacientov alebo pacientov
podstupuijucich hormoénovu terapiu mézu mat vyssiu mieru sedimentacie erytrocytov (ESR), ktora, ak
sa nevykona test okamzZite, mézZe spdsobit’ viditelnu sedimentaciu Eervenych krviniek na dne odbernej
skumavky.?®-%

B-hCG -6 Art: 730474-23C Rev. Date: 29-APR-19



Testovanie interferencie

Studie interferencie boli zaloZzené na pravidlach CLSI EP7-A2.% Zistilo sa, Ze nasledovné latky nemaju
Ziadny vyznamny vplyv (menej neZz 10 %) na metddu B-hCG, ked sa pridaju do plazmy obsahujucej
priblizne 40 IU/L B-hCG pri uvedenych koncentraciach:

Zlucenina

Uroven testu (umol/L, ak nie je uvedené inak)

Kyselina acetylsalicylova 3620
Acetaminofén 1660
Alopurinol 294
Ampicilin 152
Kyselina askorbova 342
Atenolol 37,6
Kofein 308
Kaptopril 23
Chloramfenikol 155
Diklofenak 169
Digoxin 6,53
Dopamin 5,87
Enalaprilat 0,86
Erytromycin 81,6
Furosemid 181
Ibuprofen 2425
Izosorbid dinitrat 636
Nikotin 6,2
Nifedipin 1156
Fenytoin 198
Propranolol 7,71
Kyselina salicylova 4 340
Heparin sodny 90 U/mL
Teofylin 222
Verapamil 4.4
Warfarin 65,2
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