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Bio-HCG

Ensayo inmunoenzimético por Quimioluminiscencia para la cuantificacion
de Gonadotrofina Corionica Humana (HCG) en suero.

INTENCION DE USO
El equipo HCG CLIA se destina para la determinacion cuantitativa de
concentracion de HCG en suero humano.

RESUMEN Y APLICACION

La hormona gonadotropina coriénica (HCG) es una glicoproteina con
un peso molecular de 46,000 Daltons. La HCG es inicialmente
secretada por las células del sincitiotrofoblasto placentario poco
después de la implantacién del ovulo fecundado en el Gtero.

El rapido aumento de los niveles de HCG en suero después de la
concepcion hace a esta hormona un excelente marcador para la
confirmacion temprana y monitoreo del embarazo.

Los niveles de HCG pueden ser medidos en sangre u orina. Mas
comunmente, es utilizada como una prueba de embarazo, realizada
para indicar la presencia o ausencia de un embrién implantado. La
prueba de HCG también es usada para el diagndstico o seguimiento de
tumores de células germinales y enfermedad gestacional trofoblasticas.
La hormona placentaria, HCG, es similar a la hormona luteinizante
(LH), hormona foliculo estimulante (FSH) y a la hormona estimulante
de la tiroides (TSH). Todas estas son glicoproteinas que consisten en
dos subunidades no similares unidas no covalentemente, designadas
como alfa y beta, con cadenas laterales de carbohidratos. Las
subunidades alfa de estas glicoproteinas son muy similares. En
contraste, la subunidad beta determina la funcién biol6égica y
especificidad inmunoquimica.

PRINCIPIO DEL ENSAYO

La prueba de HCG CLIA es una fase soélida de dos sitios de
inmunoensayo. Un anticuerpo monoclonal se aplica sobre la superficie
de los pocillos de microtitulacién y otro anticuerpo monoclonal marcado
con rabano picante peroxidasa se utiliza como trazador. Las moléculas
de HCG presente en la solucion estandar o suero forman un “sandwich”
entre los dos anticuerpos. Después de la formacion de la cubierta de
anticuerpos antigeno-anticuerpo-complejo enzimatico, la enzima no
unida se elimina por el lavado. La actividad de peroxidasa de rabano
unido en los pozos de entonces se analiza con las reacciones de
Quimioluminiscencia. La unidad de luz relacionada es proporcional a la
concentracion de hCG presente en la de la muestra.

MATERIALES SUMINISTRADOS

1. 96 pocillos impregnados con anti HCG

2. Reactivo Enzima conjugada 2 frascos de 6 ml.
3. HCG estandar de referencia (10, 25, 50, 100, 500, y 1000
mlU/ml) estandar liofilizado

CLIA Sustrato A, 6.0ml

CLIA Sustrato B, 6.0ml

Control 1, 1.0 ml

Control 2, 1.0 ml

PBS en polvo, 2 bolsas de 5 g.

Papel adhesivo para placa, 2 piezas.

0. 1 bolsa zip-lock.

1. Instructivo de uso.
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MATERIALES REQUERIDOS PERO NO SUMINISTRADOS

1. Agua destilada.

2. Pipetas de precision 20ul-200 pl , 100uI-1000 pl (se recomienda
el uso de puntillas desechables)

Luminémetro.

Mezclador Vértex o Equivalente.

Lavador de Micropozos.

Papel absorbente o una toalla de papel.

Sueros para el control de calidad.

Incubadora.
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ALMACENAMIENTO DE EQUIPO E INSTRUMENTACION

1. Almacene todos los componentes a 2-8°C. No lo congele. Evitar
la luz intensa.

2. Colocar los pocillos no utilizados en la bolsa zip-lock con
desecante proporcionado y volver a 2-8°C condiciones en que los
pozos se mantendran estables durante 2 meses, o hasta la fecha
de caducidad marcada, lo que ocurra primero.

3. Almacene los calibradores reconstituidos entre 2-8°C,
condiciones en que los reactivos se mantendran estables durante
3 dias. Para usar por mas tiempo los calibradores, almacene en
alicuotas y congelar a -20°C, condiciones en que se mantendra la
estabilidad por 2 semanas.

4. Selle y devuelva todos los demas reactivos no utilizados a 2-8°C,
condiciones en que se mantendra la estabilidad durante 2 meses,
o hasta la fecha de caducidad marcada, lo que ocurra primero.

RECOLECCION Y PREPARACION DE LA MUESTRA

1. El suero es el tipo de muestra recomendado para este ensayo.
Las muestras de plasma con EDTA, heparina u oxalato pueden
interferir con los procedimientos de prueba y debe ser evitado.

2. Recoger todas las muestras de sangre y observar las

precauciones universales para la venopuncién.

Permita que la muestra se coagule antes de la centrifugacion.

Evite muestras excesivamente hemoliticas, lipémicas o turbias.

Las muestras pueden almacenadas hasta 48 horas de 2-8°C

Durante més tiempo de almacenamiento congelar a -20°C. Las

muestras descongeladas deben mezclarse antes de la prueba
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PREPARACION DEL REACTIVO

1. Mantener los reactivos a temperatura ambiente antes de su uso
durante al menos 30 minutos. Mezclar todos los reactivos por
inversion suavemente o girando antes de su uso. No provocar la
formacién de espuma.

2. Ajustar la incubadora a 37 grados.

3. Reconstituir cada calibrador liofilizado con 1 ml de agua destilada.
Mezclar bien con un vértex antes de su uso.

4. Reconstituir cada control con 1 ml de agua destilada y mezclar
bien con vortex durante 1 minuto. Permita que el material
reconstituido repose durante al menos 10 minutos.

5. Para preparar Buffer de Lavado: afiadir una bolsa de PBS-T en
Polvo a 500ml de agua destilada y mezclar. El buffer de lavado es
estable a temperatura ambiente durante dos meses.

6. Determinar la cantidad que de la solucidon de sustrato necesario y
preparar mezclando volimenes iguales de sustrato Ay B en un
recipiente limpio. Por ejemplo, afiadir 1 ml de sustrato Ay 1 ml de
sustrato B por 2 tiras de ocho pocillos (quedara un ligero exceso
de material preparado). Deseche la porcion no utilizada si no se
utiliza dentro de 20 minutos después de la mezcla.

PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO

1. Utilizar s6lo el nimero de pozos requeridos y el formato de
microplacas de pozos para cada calibrador y las muestras a
analizar.

2. Afadir 20 pl de los calibradores o controles o muestras al pozo
asignado.

3. Anadir 100 pl de Enzima Conjugada a cada pocillo. Agitar durante
10 minutos para mezclar completamente.

4. Cubrir la placa con papel adhesivo blanco,
durante 60 minutos.

5. Retire la mezcla de incubacién vaciando el contenido de la placa
en un recipiente de residuos. Enjuague los pocillos 5 veces con
solucion PBS de lavado. Golpee los pozos enérgicamente sobre
papel absorbente para eliminar las gotas de agua residual.

6. Afadir 100 pl de la solucion de sustrato a cada pocillo y mezclar
por 10 segundos.

7. Poner la microplaca en la camara de deteccion del Luminémetro
durante 5 minutos, a continuacion, leer el valor de RLU de cada
pocillo.

incubar a 37°C



NOTAS IMPORTATES

1. No utilizar los reactivos después de la fecha de caducidad

2. No mezclar o usar componentes con diferentes lotes.

3.  Se recomienda que no se monten mas de 32 pozos en cada
ensayo, si el pipeteado es manual, ya que todas los estandares,
muestras y controles deben ser completados dentro de 5 minutos.
Un plato de 96 pozos puede ser utlizado si la pipeta es
automatica.

Vuelva a colocar las tapas de los reactivos inmediatamente.

El procedimiento de lavado es critico. Un lavado insuficiente
producira una mala precision y resultados invalidos.
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CALCULO DE RESULTADOS

Construya una curva estandar trazando el RLU obtenido a partir de
cada Standard de referencia en contra de su concentracion en plU/ml
en papel logaritmico cuadriculado, con valores RLU en la vertical o eje
Y las concentraciones en la horizontal o eje X. Utilice el RLU valores
para cada muestra para determinar la concentracion correspondiente
de la HCG en plU/ml de la curva estandar. Cualquier espécimen
diluido debe ser corregido por el factor de disolucion apropiado.

VALORES DE REFERENCIA

Cada laboratorio debe establecer su propio rango normal. La siguiente
informacién se da s6lo para orientacion. Aproximadamente el 95% de
la poblacién sana normal tiene los niveles de HCG menores a
10mIU/ml.

EJEMPLO DE CURVA STANDARD

HCG (mIU/mL) RLU’s

10 916

25 2541

50 5786

100 11808

500 58514

1000 105607
s -
s
Dost
b

a
a 1 2 3 1
Log(Standard Conc.)

PERFOMANCE

1. Sensibilidad

La sensibilidad analitica definida como la concentracion
correspondiente a la media de RLU’s de 10 repeticiones del diluyente
del calibrador mas 2 desviaciones estandar, es <5 miU/mL.

2. Especificidad

Este ensayo fue disefiado para tener una especificidad analitica de no
mas de 5 mlU/mL, con las substancias enlistadas enseguida con las
concentraciones ahi marcadas, en suero humano sin HCG.

Sustancias de

. . ncentracion
interferencia Concentracio

TSH 500 plU/ml
LH 500 miU/ml
FSH 500 mIU/ml

3. Precisién
Intra-ensayo. Se determin6 analizando 20 repeticiones de cada uno de
los sueros de control

Suero Nlamero Media Desv’lauon CV (%)
estandar
Titulacion 20 88.23 6.15 6.97
Baja
Titulacion 20 279.65 12.06 4.37
Alta

Inter-ensayo. Se determind analizando duplicados de cada uno de los
sueros de control en 10 corridas por separado.

Suero NGmero Media Desv’lauon cV (%)
estandar
Titulacion 10 91.27 7.25 7.94
Baja
Titulacion 10 281.64 16.34 5.80
Alta

No se produjo efecto gancho con concentracién de HCG hasta 100,000
mlU/mL.

CONTROL DE CALIDAD

Las buenas practicas de laboratorio requieren que las muestras de
control de calidad deben procesarse con cada curva de calibracién
para verificar el rendimiento del ensayo. Para asegurar el
funcionamiento adecuado, un nimero estadisticamente significativo de
los controles deben ser analizados para establecer los valores medios
y rangos aceptables. Controles que contengan &cido de sodio no debe
ser utilizado.
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