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ABSTRACT

Evaluation of the Innotrac Aio!™ 2nd-generation cardiac troponin I assay

We evaluated the 2nd-generation cardiac troponin I (cTnI) assay performed on the Innotrac Aio! immunoanalyzer. The
assay is based on "all-in-one" dry chemistry technology, in which all the reagents are pre-coated in assay cups (total
analysis time of <20 min). The assay demonstrated a detection limit of 0.006 µg/L. Five cTnI-positive sera (native cTnI,
5 to 80 µg/L) were tested for linearity. For all samples, the hypothesis of a linear fit was accepted. In the imprecision
study, the following results were obtained (mean cTnI, µg/L, and total CV): 0.019, 14.2%; 0.044, 8.2%; 0.065, 6.3%;
0.086, 6.3%; 0.14, 8.1%; 0.22, 6.0%; 0.39, 4.3%. Since a total CV ≤10% at the decision limit for myocardial infarction
is recommended, the cTnI concentration corresponding to this imprecision was also derived (0.036 µg/L). 97% of cTnI
values in 150 healthy subjects were <0.01 µg/L. The calculated 99th percentile of the value distribution was 0.015 µg/L.
The Aio! 2nd-generation cTnI assay revealed improved performance and was close to meet the 10% CV at 99th percentile
value, demonstrating a 10%/99th ratio of 2.4.

RIASSUNTO

In questo lavoro è stato valutato il metodo di 2^ generazione per la determinazione della troponina I cardiaca (cTnI),
eseguito su analizzatore Innotrac Aio!. Il metodo si basa su una tecnologia di chimica secca, definita "all-in-one" ("tutto
in uno", Aio), nella quale tutti i reagenti sono già presenti nelle coppette di reazione e la reazione rivelatrice è fluorimetrica
(tempo totale di analisi <20 min). Il metodo ha mostrato un limite di rivelabilità pari a 0,006 µg/L. Per tutti i 5 campioni
analizzati era confermata la linearità della risposta alla diluizione. Nell’esperimento di valutazione dell’imprecisione erano
ottenuti i seguenti risultati (concentrazione media di cTnI e CV totale): 0,019 µg/L, CV 14,2%; 0,044 µg/L, CV 8,2%;
0,065 µg/L, CV 6,3%; 0,086 µg/L, CV 6,3%; 0,14 µg/L, CV 8,1%; 0,22 µg/L, CV 6,0%; 0,39 µg/L, CV 4,3%. Era quindi
costruito il profilo di imprecisione e da esso era derivata la concentrazione di cTnI corrispondente al CV del 10%, che
era pari a 0,036 µg/L. Nel gruppo di riferimento studiato (n=150), il 97% dei valori di cTnI era <0,01 µg/L e la
concentrazione di cTnI pari al 99° percentile della distribuzione dei valori era 0,015 µg/L, con un rapporto concentrazione
con CV 10%/limite superiore di riferimento di 2,4. 

INTRODUZIONE

La troponina cardiaca è stata recentemente indicata
dai comitati scientifici internazionali come il marcatore
biochimico di scelta per la diagnosi di infarto miocardico
acuto (IMA) (Tabella 1) (1, 2). Se da una parte è noto che
l’impiego della troponina come principale criterio diagno-
stico, più sensibile e specifico dei precedenti, possa por-
tare ad un aumento medio del numero di IMA pari al
20-30% nel gruppo di pazienti affetti da sindrome corona-
rica acuta, è altrettanto vero che la percentuale di pazienti
che, in base ai nuovi criteri, vengono ricategorizzati da
angina ad IMA è anche significativamente dipendente
dalle prestazioni del metodo usato per la determinazione
della troponina stessa (3-5). Dati recentemente pubblicati
confermano una notevole diversità tra metodi di determi-
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Il presente lavoro è stato in parte presentato durante il 36° Congresso Nazionale SIBioC, 8-11 giugno 2004, Padova (Biochim Clin
2004;28:163).

- Il marcatore di scelta è la troponina cardiaca;

- Se la troponina non è disponibile, la migliore alternativa è
rappresentata dalla CK-MB (misurata in concentrazione
proteica);

- CK, AST e LDH non devono essere più utilizzate a questo
scopo;

- La mioglobina dovrebbe essere considerata per la diagnosi
rapida di esclusione di IMA;

- L’aumento della troponina indica danno miocardico, ma non
può differenziarne il meccanismo;

- Essendo il grado di aumento del marcatore
proporzionalmente correlato al rischio clinico, è consigliato
per il suo impiego un unico livello decisionale.

Tabella 1
Consenso 2000: marcatori cardiaci e infarto miocardico acuto
(IMA)
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nazione delle troponine cardiache riguardo ad importanti
aspetti analitici, primo fra tutti l’imprecisione dei metodi di
determinazione (6, 7). Sebbene una più alta precisione
analitica a più basse concentrazioni di troponina non
corrisponda automaticamente ad una più alta sensibilità
clinica nella rilevazione del danno miocardico, l’impiego di
metodi per la determinazione della troponina ad alta sen-
sibilità potrebbe condurre all’identificazione di una sostan-
zialmente maggiore proporzione di pazienti con IMA in
confronto a metodi di determinazione meno sensibili e
precisi (5).

Da questo punto di vista, i risultati ottenuti con i più
recenti test di nuova generazione mostrano che vi è un
sostanziale miglioramento nella performance analitica of-
ferta (8). In questo lavoro è stato valutato uno di questi test
di nuova generazione per la determinazione della troponi-
na I cardiaca (cTnI), eseguito su analizzatore Innotrac Aio!
(A. De Mori Strumenti, Milano), mediante la definizione
delle sue principali caratteristiche (limite di rivelabilità,
linearità, imprecisione, valori di riferimento e livello deci-
sionale per la diagnosi di IMA), secondo quanto racco-
mandato dalla IFCC (9).

 MATERIALI E METODI

Strumentazione e metodo
Il metodo si basa su una tecnologia di chimica secca,

definita "all-in-one" ("tutto in uno", Aio), nella quale tutti i
reagenti sono già presenti nelle coppette di reazione e la
reazione rivelatrice è fluorimetrica (10). Il tutto è comple-
tamente automatizzato su analizzatore Innotrac Aio! con
un tempo totale di analisi inferiore a 20 minuti (11). Per
ciascun lotto di reagente, una curva di calibrazione ad 8
punti è fornita su codice a barre dalla ditta produttrice e la
verifica della stessa calibrazione è effettuata mediante
l’impiego di apposite coppette ("calibration pen"). Come
campione (volume 20 µL) può essere utilizzato sangue
intero, plasma oppure siero (12). Una preparazione purifi-
cata da cuore umano del complesso troponinico ternario
TnI-TnT-TnC è impiegata come calibratore (13, 14), men-
tre la configurazione anticorpale del test associa un anti-
corpo monoclonale con un epitopo nella regione N-termi-
nale della cTnI ed uno con un epitopo nella regione
C-terminale a due anticorpi prodotti verso il frammento
intermedio stabile della cTnI (15). 

Protocollo
Nel corso dello studio l’analizzatore Aio! era utilizzato

seguendo le istruzioni fornite dal produttore stesso. Se non
diversamente indicato, come campione era impiegato sie-
ro fresco. 

Limite di rivelabilità. La minima concentrazione dosa-
bile di cTnI è stata valutata mediante l’analisi di 20 replicati
del diluente privo di cTnI in una singola serie e definita
come la concentrazione di cTnI corrispondente al segnale
medio più 3 DS di questo campione (9). 

Linearità. Per lo studio della linearità sono state effet-
tuate diluizioni seriate di cinque campioni di siero conte-

nenti cTnI con concentrazioni da ~5 µg/L a ~80 µg/L
mediante pool di sieri contenenti concentrazioni indosabili
di cTnI (inferiori al limite di rivelabilità del metodo) oppure
mediante la soluzione tampone dello strumento. Il campio-
ne non diluito e quattro diverse diluizioni (3:4, 1:2, 1:4, 1:8)
erano determinate in duplicato nella stessa serie analitica.
La curva ottenuta era valutata per la linearità come sug-
gerito da Burnett (16). Dopo aver dimostrato la linearità,
era effettata un’analisi dei dati mediante regressione linea-
re e calcolato il coefficiente di correlazione. Infine, era
anche effettuata una valutazione del recupero alle varie
diluizioni. 

Imprecisione. Per la valutazione dell’imprecisione
sono stati preparati sette pool di sieri con concentrazioni
di cTnI comprese tra 0,02 µg/L e 0,40 µg/L. I pool erano
aliquotati e conservati a -80 °C fino al momento dell’impie-
go. I campioni erano analizzati in duplicato in ciascuna
serie analitica, una volta al giorno per 20 giorni, utilizzando
due lotti di reattivo e due differenti calibrazioni (7). Median-
te l’analisi della varianza è stato calcolato il CV totale alle
diverse concentrazioni e i valori di CV così ottenuti per i
diversi campioni sono stati utilizzati per costruire il profilo
di imprecisione del metodo (7). 

Valori di riferimento. Per lo studio dei valori di riferimen-
to erano selezionati ’a priori’ 150 soggetti apparentemente
sani (75 uomini e 75 donne; età mediana, 60 anni; inter-
vallo tra 23 e 89 anni) usando i criteri di esclusione/inclu-
sione suggeriti nelle raccomandazioni sulla teoria dei va-
lori di riferimento dell’IFCC (17). Sulla distribuzione dei
valori di cTnI ottenuti in questa popolazione era calcolata,
mediante analisi statistica non parametrica, la concentra-
zione corrispondente al 99° percentile. 

 RISULTATI E DISCUSSIONE

Il metodo ha mostrato un limite di rivelabilità pari ad
una concentrazione di cTnI di 0,006 µg/L. La Tabella 2
mostra i risultati delle prove di linearità. Per tutti i campioni
analizzati era confermata l’ipotesi di un andamento lineare
della risposta alla diluizione (p >0,10). I coefficienti di
correlazione (r) erano >0,9989 quando la diluizione era
eseguita con pool di sieri negativo e >0,9978 quando la
diluizione era eseguita con tampone. Con l’eccezione
delle due più alte diluizioni (1:4 e 1:8) del campione S2,
che fornivano recuperi compresi tra 82% e 88%, tutte le
percentuali di recupero erano entro ±10% delle concentra-
zioni native. I risultati confermavano quindi la linearità della
risposta analitica, mostrando l’assenza di sostanze endo-
gene potenzialmente interferenti nel metodo e testimo-
niando appropriate condizioni di misura (18). L’impiego di
un pool di sieri cTnI-negativo per la diluizione sembrava
fornire risultati leggermente migliori, consigliandone
l’eventuale uso in caso di necessità di diluizione di cam-
pioni con concentrazioni di cTnI oltre il limite superiore
della curva di calibrazione (100 µg/L).

Nell’esperimento di valutazione dell’imprecisione era-
no ottenuti i seguenti risultati (concentrazione media di
cTnI e CV totale): 0,019 µg/L, CV 14,2%; 0,044 µg/L, CV
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8,2%; 0,065 µg/L, CV 6,3%; 0,086 µg/L, CV 6,3%; 0,14
g/L, CV 8,1%; 0,22 µg/L, CV 6,0%; 0,39 µg/L, CV 4,3%. In
base a quanto raccomandato dalle società scientifiche
internazionali, al livello decisionale per la diagnosi di ne-
crosi miocardica con l’impiego della troponina si dovrebbe
associare un’imprecisione totale (espressa come CV) non
superiore al 10% (9). Dal profilo di imprecisione costruito
con i risultati sopra riportati era quindi derivata la concen-
trazione di cTnI corrispondente al CV del 10%, che era pari
a 0,036 µg/L (Figura 1). 

Nel gruppo di riferimento studiato il 97% dei valori di

cTnI era <0,01 µg/L. Quattro soggetti (due maschi e due
femmine) mostravano concentrazioni misurabili di cTnI
(da 0,010 a 0,029 µg/L). La concentrazione di cTnI pari al
99° percentile della distribuzione dei valori era 0,015 µg/L,
con un intervallo di confidenza (90%) di 0,014-0,016 µg/L.
E’ quindi chiaro che l’impiego come livello decisionale di
una concentrazione pari a 0,036 µg/L, alla quale il metodo
in esame fornisce un’adeguata imprecisione e che è pari
a 6 volte il limite di rivelabilità e a 2,4 volte il limite superiore
di riferimento, può ampiamente garantire dal pericolo di
ottenere risultati erronei nella classificazione clinica dei
pazienti, dovuti ad una elevata imprecisione analitica a
concentrazioni troppo basse ed alla conseguente incapa-
cità di discriminare un piccolo aumento di concentrazione
della cTnI dal semplice rumore di fondo del test (Tabella
3) (9, 19).
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ID campione Origine Concentrazione
cTnI nativa, µg/L

F testb F testc pb pc rb rc Recupero
medio %
(± SE) b

Recupero
medio %
(± SE) c

S1 Siero
fresco/singolo
donatore

79,5 3,75 0,48 0,20 0,56 0,9990 0,9978 99,6 ± 2,4
9

4,3 ± 2,9

S2 Siero
congelato/singo
lo donatore

46,9 0,41 0,68 0,59 0,50 0,9989 0,9996 91,0 ± 3,7 89,7 ± 4,1

S3 Siero
congelato/singo
lo donatore

27,6 8,11 0,03 0,11 0,85 0,9992 0,9990 97,2 ± 1,2 96,0 ± 2,8

S4 Pool di sieri
congelato 9,2 1,16 6,48 0,40 0,13 0,9999 1,0000 95,2 ± 1,9 97,4 ± 1,7

S5 Siero
congelato/singo
lo donatore

4,3 0,69 0,08 0,49 0,79 0,9995 0,9987 99,4 ± 1,8 98,0 ± 2,4

a L’ipotesi di risposta lineare è rigettata se p<0,05
b Diluizione con pool di sierir cTnI negativo
c Diluizione con soluzione tampone

Tabella 2 
Valutazione della linearitàa

Figura 1
Profilo di imprecisione del metodo Innotrac Aio! di 2^ generazione
per la determinazione della troponina I cardiaca (cTnI). 
La freccia indica la concentrazione di cTnI misurabile con un CV
totale del 10% (0,036 µg/L).

Limite di
rivelabilità
 (LR)

Limite superiore
di riferimento
(LSR)
(99° percentile)

Concentrazione
con 
CV=10%

cTnI, µg/L 0,006 0,015 0,036

Volte x LR 1 2,5 6,0
Volte x LSR - 1 2,4

Tabella 3 
Riassunto delle concentrazioni rilevanti relative al metodo di 2^
generazione Innotrac Aio! per la determinazione della troponina I
cardiaca (cTnI)
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In conclusione, il metodo Innotrac Aio! di 2^ generazio-
ne per la determinazione della cTnI ha mostrato un com-
portamento senz’altro migliore se confrontato con i dati
precedentemente ottenuti con il corrispondente metodo di
1^ generazione (12). E’ importante soprattutto il fatto che
il metodo mostri un rapporto tra la concentrazione di cTnI
con CV 10% e quella pari al 99° percentile della distribu-
zione di riferimento attorno a 2, assimilabile a quanto
ottenuto con i metodi che attualmente forniscono le migliori
prestazioni analitiche (7).
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