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Il test M.H. BCA/Hb combo & un test
immunocromatografico monofase rapido per la rilevazione
qualitativa della proteina legante il Fattore H del
complemento umano hCFHrp (noto anche come BCA,
antigene del cancro alla vescica) e dell’emoglobina (Hb)
nell’'urina. Questo test va utilizzato come supporto nella
diagnosi del cancro alla vescica.

2.
Il carcinoma della vescica costituisce circa il 2-3% dei tumori
maligni nell’'uomo. Dopo il carcinoma della prostata, il cancro
alla vescica e il secondo per incidenza tra tutti i tumori che
colpiscono il sistema genito-urinario.

Tra i fattori che aumentano il rischio di cancro della vescica ci
sono fumo, cistite cronica ed esposizione ad agenti
cancerogeni quali ad esempio la benzidina.

Gli stadi del cancro sono riassunti nella seguente tabella:

Tx Tumore primario, non pud essere valutato
TO Nessuna indicazione di un tumore primario della vescica
Ta Carcinoma papillare non invasivo

Tis Carcinoma in situ: “flat tumour”

T1 Il tumore penetra il tessuto connettivo subepiteliale

T2 Il tumore penetra le pareti della vescica

T3 Il tumore penetra il tessuto perivescicale.

T4 Il tumore penetra uno dei seguenti organi: la parete pelvica,

la parete addominale, la prostata, I'uretra oppure la vagina.

Un'altra importante classificazione dei tumori comprende la
determinazione del grado di tumore:
G1 Tessuto maligno ben differenziato (basso)

G2 Tessuto maligno moderatamente differenziato (intermedio)

G3 Tessuto maligno poco differenziato (elevato)

G4 Tessuto maligno non differenziato o anaplastico (elevato)

Le due procedure diagnostiche maggiormente utilizzate per la
rilevazione del cancro alla vescica sono I'esame citologico
urinario e la cistoscopia. Nell’'esame citologico urinario, i
sedimenti di urina vengono analizzati per la rilevazione di
cellule cancerogene. Purtroppo, il numero totale di cellule &
spesso proporzionalmente troppo basso. Inoltre, le condizioni
ambientali attaccano le cellule rendendo importanti
caratteristiche  diagnostiche di difficile identificazione.
Pertanto, il principale inconveniente dell’essame citologico
urinario e che la sensibilita clinica € soggetta a notevoli
fluttuazioni ed i tumori allo stato primario vengono spesso
sorvolati.

Per la sua sensibilita e specificita clinica, la cistoscopia viene
considerata come wuna procedura diagnostica standard
(insieme alla biopsia). La cistoscopia pero, € un intervento
invasivo, duro per il paziente ed in grado di identificare solo i
tumori visibili.

Gli svantaggi dei due metodi sopra citati hanno spinto ad
intensificare la ricerca ed identificazione di marker tumorali
molto efficaci nella diagnosi di tumori della vescica. E stato
scoperto che la proteina legante il Fattore H (BCA antigene del
cancro alla vescica) del complemento umano, & spesso
presente in quantita elevate nei pazienti affetti da cancro della
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vescica. Il test M.H. BCA/Hb combo utilizza una
combinazione unica di anticorpi monoclonali e policlonali per
determinare in maniera selettiva la proteina legante il Fattore
H del complemento umano e I'emoglobina (Hb). La rilevazione
di emoglobina aumenta la sensibilita del test soprattutto
durante gli stadi avanzati del cancro alla vescica che sono
generalmente caratterizzati dalla presenza di sangue nelle
urine.

3. P o del Test

I test M.H. BCA/Hb combo & un immunodosaggio
sandwich. Il test a cassetta contiene due strisce interne di
membrana di nitrocellulosa. Gli anticorpi di topo anti-
emoglobina sono immobilizzati sulla regione della linea del
test (T) di una delle membrane interne. Gli anticorpi di topo
anti-hCFHrp sono immobilizzati sulla regione della linea del
test (T) dell’altra membrana interna. Il tampone coniugato di
una delle strisce di test (rilevazione dell’emoglobina) contiene
anticorpi policlonali anti- emoglobina e IgG di topo entrambi
coniugati con particelle oro colloidali. Il tampone coniugato
dell‘altra striscia (rilevazione dell’hCFHrp) contiene anticorpi
anti-hCFHrp ed IgG di topo entrambi coniugati con particelle
oro colloidali. Gli anticorpi di pecora anti-topo sono
immobilizzati nella regione della linea di controllo (C) di
ciascuna membrana. In caso di risultato positivo del test, gli
analiti (hCFHrp e/o HB) contenuti nel campione reagiscono
con gli anticorpi anti-emoglobina o anti-hCFHrp del tampone
coniugato formando complessi anticorpi-antigeni oro-
colloidali. Quando i complessi anticorpi-antigeni oro-colloidali
raggiungono gli anticorpi di topo immobilizzati sulla rispettiva
linea del test (T), i complessi si legano agli anticorpi formando
il complesso cosiddetto sandwich costituito da anticorpi
immobilizzati - antigeni - anticorpi — oro colloidali
rispettivamente per hCFHrp e/o Hb. Solo nel caso in cui il
campione contenga una certa concentrazione di emoglobina o
di hCFHrp, tale complesso sandwich risultera visibile nella
formazione di una linea colorata nelle rispettive regioni del
test (T). Nel caso di assenza di hCFHrp o emoglobina nel
campione non compare alcuna linea nella regione della linea
del test (T) corrispondente.

Quando il campione raggiunge la regione della linea di
controllo (C), gli 1gG di topo coniugati alle particelle oro
formeranno un complesso con anticorpi di pecora anti-topo
immobilizzati sulla regione della linea di controllo (C) visibile
nella formazione di linee colorate. In qualita di controllo
procedurale, le linee colorate devono sempre comparire nelle
regioni della linea di controllo (C) a riprova del fatto che &
stato aggiunto il corretto volume di campione e che il test
stato eseguito correttamente.

4. Reagenti e Matreriali Forniti

e 10 test a cassetta, incluse pipette monouso (confezionate
singolarmente)

e 10 contenitori per la raccolta del campione di urina

e 10 coperchi per i contenitori

e 1istruzioni per I'uso

5. Ulteriori materiali richiesti

e Timer
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6. Conservazione e Stabilita

Conservare i test a 2-30°C (35.6-86°F). | test a cassetta sono
molto sensibili a umidita e calore. Eseguire il test
immediatamente dopo averlo rimosso dalla sua confezione.
Non utilizzare i test oltre la data di scadenza.

7. Avvertenze e Precauzioni

Esclusivamente per uso diagnostico professionale in vitro
Non riutilizzare i test.

Non utilizzare il test se la confezione dovesse risultare
danneggiata.

Non mangiare, bere o fumare nei luoghi in cui vengono
trattati i campioni ed i test.

Considerare tutti i campioni come potenzialmente infettivi.
Indossare abiti protettivi quali camici da laboratorio, guanti
monouso ed occhiali protettivi quando vengono trattati i
campioni.

Lavare accuratamente le mani dopo I'esecuzione del test.
Pulire energicamente gli spruzzi utilizzando un disinfettante
appropriato.

Considerare tutti i campioni, i test ed altri materiali
potenzialmente contaminati come infettivi e smaltirli in
contenitori appropriati.

8. Preparazione e Raccolta del Campione

Il campione non puo essere raccolto tre giorni prima o dopo il
ciclo mestruale. Se si ottiene un risultato positivo su pazienti
che assumono aspirina, si consiglia di ripetere il test sette
giorni dopo che il trattamento con il medicinale e stato
sospeso.

Per questo test dovrebbero essere utilizzati solo campioni di
urina. Evitare la contaminazione del campione con I'acqua del
water.

Nel caso in cui i campioni non possano essere testati nello
stesso giorno della loro raccolta, si consiglia di conservarli al
fresco tra 4° e 8°C e testarli entro 3 giorni.

9. Procedura del Test

Portare i test a cassetta ed i campioni a temperatura

ambiente (15-30°C) prima di eseguire il test.

1. Estrarre il test a cassetta dalla confezione e posizionarlo su
una superficie piana e pulita.

. Utilizzando la pipetta fornita, versare

3 gocce di urina in ogni pozzetto di
raccolta del test a cassetta.
Appena il test comincia a funzionare,
la migrazione lungo la membrana sara
visibile nelle rispettive aree di
risultato al centro del test a cassetta.

3. Interpretare i risultati dopo 9 minuti.

Non interpretare i risultati dopo 10
minuti.

N

Nota bene:

Il lasso di tempo indicato per l'interpretazione dei risultati &
calcolato in base alla lettura dei risultati a temperatura
ambiente (15-30°C). Nel caso in cui la temperatura del vostro
ambiente di lavoro dovesse essere inferiore ai 15°C, il tempo
di lettura dei risultati va aumentato in proporzione ad essa.
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10. Interpretazione dei Risultati

e Compare una linea colorata nella regione della linea di
controllo (C) sulla finestra di risultato: cio indichera il
corretto funzionamento del test.

e Una linea colorata nella regione del test (T) della finestra di
risultato per I'Hb (contrassegnata con le lettere HB)
comparira se il livello di emoglobina nel campione & uguale
o pil alto di 250 ng/ml.

e Se nell’'urina sono presenti tracce di BCA, compare una linea
colorata nella regione della linea del test (T) della finestra di
risultato per BCA (contrassegnata dalla sigla BCA).

Positivo al BCA:

Si sviluppa una linea colorata in ogni

area della linea di controllo (C) e una

linea rossa nella regione della linea del HB

test (T) per BCA.

Positivo all'Hb:

Si sviluppa una linea colorata in ogni

area della linea di controllo (C) e una

linea rossa nella regione della linea del HE

test (T) per I'Hb.

Positivo per BCA ed Hb:

Insieme alle linee di controllo (C), si

sviluppa una linea colorata in ogni

regione della linea del test per BCA e Hb.

Negativo:

Si sviluppa una linea colorata nella
regione della linea di controllo (C). Non
compare alcuna linea nella regione della o
linea del test. ‘

Non valido:
La linea di controllo (C) non compare.

Un volume insufficiente di campione e

tecniche procedurali scorrette sono tra 3 I
le principali cause che potrebbero
impedire la comparsa della linea di HI I

controllo. In tal caso si consiglia di

rivedere la procedura e ripetere il test

utilizzando un nuovo test a cassetta. Se il

problema persiste, si consiglia di

interrompere immediatamente ["utilizzo

dello stesso lotto di test e contattare il

proprio distributore.

Nota bene: Se dopo 9 minuti compare un risultato positivo, il
risultato del test non cambiera nei minuti successivi.
Comunque, al fine di evitare risultati scorretti, il risultato del
test non andrebbe interpretato dopo piu di 10 minuti.
Interpretazione dei Risultati:

e Un risultato positivo per I'Hb e/o per il BCA indichera una
probabilita di cancro alla vescica. Si consiglia, in ogni caso,
di eseguire ulteriori analisi di conferma.

Nel caso di risultato positivo all'Hb, le cause della presenza
di sangue nelle urine potrebbero essere anche calcoli renali
o prostata ingrossata. Il paziente dovrebbe quindi essere
sottoposto ad ulteriori trattamenti.

Risultati negativi non escludono il rischio di cancro alla
vescica. In caso di risultati incerti si consiglia di eseguire
ulteriori analisi cliniche. Come per tutti i test diagnostici, la
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diagnosi finale non dovrebbe basarsi esclusivamente sui
risultati di un singolo test ma dovrebbe essere elaborata dal
medico solo dopo la valutazione di tutte le analisi cliniche e
di laboratorio condotte.

11. Controllo Qualita

Un controllo procedurale interno € inserito nel test a cassetta.
La linea colorata che compare in corrispondenza della regione
della linea di controllo (C) & da considerarsi un controllo
procedurale positivo interno. Tale controllo conferma che e
stato utilizzato un volume sufficiente di campione e che sono
state applicate le tecniche procedurali corrette.

12. Caratteristiche Tecniche

Sensibilita relativa:
Un totale di 225 pazienti per i quali la biopsia aveva gia
confermato la presenza di cancro alla vescica, ha partecipato
allo studio. Dei 225 analizzati, la presenza di cancro alla
vescica in diversi stadi di avanzamento é stata confermata su
223 campioni, diversi gradi di avanzamento delle cellule
tumorali sono stati riscontrati in 210 pazienti.
| campioni raccolti sono stati analizzati con il test M.H.
BCA/Hb combo. | risultati ottenuti sono stati poi comparati
con i risultati citologici.
Tutti gli studi comparativi condotti sono rimasti anonimi, cioé
il tecnico che ha eseguito le analisi non sapeva quali campioni
erano positivi o negativi al BCA (hCFHrp)/Hb.
Sensibilita relativa del test M.H. BCA/Hb combo in
rapporto ad un esame citologico (n=225)

Stadio

del
tumore

Sensibilita
(BCA e Hb)

Sensibilita
(solo BCA)

Grado del
tumore

Numero

(solo BCA) (BCA e Hb)

47 38,2 % 42,5%
2 61 63,9 % 70,5%
3 102 89,2 % 97,1%

Conclusione: La sensibilita del test M.H. BCA/Hb combo
varia tra 42,5% e 97,1% in base a stadio e grado del tumore.
Specificita

La specificita viene definita come la probabilita di ottenere un
risultato negativo in assenza di condizioni particolari. La
specificita del test M.H. BCA/Hb combo & 89,5%.

Studio delle interferenze

Sostanze chimiche potenzialmente interferenti quali
analgesici, lipidi, biliburina e glucosio sono stati integrati come
campioni normali clinicamente definiti negativi e campioni
normali clinicamente definiti positivi. Questi campioni sono
stati analizzati utilizzando il test M.H. BCA/Hb combo su
una serie di 10. Il campione veniva considerato negativo se la
linea del test non era visibile e se la linea di controllo (C)
compariva dopo 10 minuti. Il campione veniva considerato
positivo se, entro 10 minuti, comparivano sia la linea del test
che quella di controllo.

| risultati sono riassunti nella seguente tabella:
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test Meridian H.
BCA/Hb combo
Risultato del test
(Linee del test e di
controllo visibili =
positivo (+))
(linea del test non
Vi le, linea di
controllo visibile =
negativo (-))

Sostanze aggiunte a
campioni definiti
clinicamente negativi al
tumore

Numero di

test eseguiti

Acetaminofene, 20 mg/dI Totale (-)
10 Acido acc-::‘i;slzllicilico, 20 Totale (-)
10 Acido Ascorbico, 20 mg/dl| Totale (-)
10 Atropina, 20 mg/dI Totale (-)
10 Biliburina, 60 mg/dl Totale (-)
10 Caffeina, 20 mg/d| Totale (-)
10 Creatinina, 20 mg/d| Totale (-)
10 Acido Gentisico, 20 mg/d| Totale (-)
10 Glucosio, 2000 mg/d| Totale (-)
10 Chetoni, 40 mg/d| Totale (-)
10 Mestranolo, 3 mg/dl Totale (-)
10 Nitriti, 20 mg/d| Totale (-)
10 Penicillina, 40,000 U/dI Totale (-)
10 Eparina sodica, 3 mg/d| Totale (-)
10 Litio eparina, 3 mg/d| Totale (-)

Nessuna delle sostanze sopraindicate non hanno mostrato
alcuna interferenza con il test M.H. BCA/Hb combo.
Campioni negativi ai quali sono state aggiunte sostanze
potenzialmente interferenti, hanno dato rispettivamente
risultati negativi mentre i campioni positivi hanno mostrato
rispettivamente risultati positivi.

Studi di riproducibilita

La riproducibilita & stata ottenuta in tre step differenti. Sono
stati analizzati dei campioni negativi, positivi deboli e positivi
utilizzando 120 test M.H. BCA/Hb. | campioni sono stati
analizzati utilizzando due saggi al giorno per 20 giorni.

| risultati sono riassunti nella seguente tabella:

Test MERIDIAN HEALTHCARE® BCA/Hb combo

Stadio del - Debole Fortemente
Negati
test positivo

positivo
Legenda Test
N=negativo, P=po 0 test)

— N (40) P (40) P (40)
N
I

N (40) P (40) P (40)
N (40) P (40) P (40)

| risultati ottenuti per tutti e tre gli stadi hanno mostrato il
100% di accordo.
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