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1. USO PREVISTO

El kit Diametra LH es un método inmunoenzimético en fase
sélida para la determinacidon cuantitativa de la hormona
luteinizante (LH) en suero o plasma humano.

El kit LH esta destinado al uso en laboratorio
exclusivamente.

2. INTRODUCCION Y EXPLICACION DEL ENSAYO

La hormona luteinizante (LH) es una glicoproteina
compuesta por subunidades de peso molecular de
aproximadamente 30 000 dalton. La subunidad a es similar
a la de las otras hormonas pituitarias [hormona estimulante
del foliculo (FSH), hormona estimulante de la tiroides (TSH)
y gonadotropina coriénica (HCG)], mientras que la
subunidad B es Unica. Esta confiere a la molécula la
actividad biolégica. La subunidad a consta de 89 residuos
de aminoacidos, mientras que la subunidad (3 contiene 129
aminoacidos. El contenido de carbohidratos varia del 15%
al 30%. La utilidad clinica de la determinacién de la
hormona luteinizante (LH) en la evaluaciéon de la
homeostasis de la regulacion de la fertilidad a través del eje
hipotalamico-pituitario-gonadal ha sido ampliamente
demostrada (1,2). Ademas, la aparicion de las tecnologias
relacionadas con la fecundacion in vitro (FIV) dirigidas a la
resolucién de problemas de infertilidad ha dado un nuevo
impulso al rapido desarrollo de métodos para la
determinacion de la LH: desde el ensayo bioldgico
técnicamente complejo (3) hasta el ensayo méas simple y
rapido de tipo inmunoenzimatico.

3. PRINCIPIO DEL METODO

Ensayo inmunoenzimatico.

En este método, los calibradores, muestras y/o controles
(que contienen el antigeno LH nativo), se afladen a los
pocillos de la microplaca sensibilizados con estreptavidina.
A continuacién, se afiaden a los pocillos, en exceso,
anticuerpos anti-LH monoclonales biotinilados y anticuerpos
conjugados con la enzima; ambos tipos de anticuerpos son
de alta afinidad y especificidad, y reconocen epitopos
distintos. En los pocillos de la microplaca, la reaccién entre
el antigeno nativo y los anticuerpos se produce sin
competencia o impedimento estérico, y se forma un
complejo sandwich soluble.

La interaccion se ilustra mediante la siguiente ecuacion:

k-a = constante de disociacion

Al mismo tiempo, el complejo se deposita en el pocillo
mediante la reaccion de alta afinidad de la estreptavidina y
el anticuerpo biotinilado. Esta interaccion se ilustra a
continuacion:

EnzAb-AgLH-BtnAb(m) + estreptavidina CW.
complejo inmovilizado

ka
EnzAb(p) + AgLH + BtnAb(m) < EnzAb(p)-AgLH-BtnAb(m)
k-a

BtnAb(m) = anticuerpo biotinilado monoclonal (en exceso)
AgLH = antigeno nativo (cantidad variable)

EnzAb = anticuerpo marcado con una enzima (en exceso)
EnzAb—-AgLH-BtnAb(m) = complejo s&ndwich antigeno-
anticuerpos

ka = constante de asociacion

Estreptavidina C.W. = estreptavidina inmovilizada en el
pocillo

Complejo inmovilizado = enlace s&ndwich anticuerpo-
antigeno unido a la superficie

Tras lograr el equilibrio, la fraccién unida del anticuerpo se
separa del antigeno no unido mediante decantacion o
aspiracion. La actividad enzimatica en la fraccidon unida del
anticuerpo es directamente proporcional a la concentracion
de antigeno nativo libre. La actividad enzimética se
cuantifica mediante la reaccion con un substrato que
produce una coloracion. Usando distintos calibradores de
concentracion conocida de antigeno se puede generar una
curva dosis-respuesta con la que se puede determinar la
concentracion desconocida del antigeno.

4. REACTIVOS, MATERIALES E INSTRUMENTACION

4.1 Reactivos y materiales suministrados en el kit
1. Estandares (STD) de LH (6 frascos, 1 mL cada uno)

STDO REF DCE002/0906-0
STD1 REF DCE002/0907-0
STD2 REF DCE002/0908-0
STD3 REF DCE002/0909-0
STD4 REF DCE002/0910-0
STD5 REF DCE002/0911-0

2. LH Control (1 frasco, 1 mL)
La concentracién del Control se indica en el certificado de
calidad (Quality Control Report) DCE045/0903-0

3. Conjugado (1 frasco, 12 mL)
Anticuerpos anti LH conjugado con peroxidasa de rabano
(HRP) y anti LH biotinilado DCE002/0902-0

4. Microplaca recubierta (1 microplaca)
Estreptavidina absorbida en la microplaca
ﬁ DCE002/0903-0
5. Substrato TMB (1 frasco, 15 mL)
H20,-TMB 0,26 g/L
(evitar el contacto con la piel) DCE004-0
6. Solucion de parada (1 frasco, 15 mL)
Acido sulfarico 0,15 mol/L
(evitar el contacto con la piel) DCE005-0

7. Solucién de lavado conc. 50X (1 frasco, 20 mL)
NaCl 45 g/L; Tween-20 55 g/L  |REF DCEO006-0




4.2 Notas
- Conservar todos los reactivos a 2+8 °C, protegidos de la
luz.
- Abrir la bolsa del reactivo 4 (microplaca recubierta) solo
cuando se encuentre a temperatura ambiente y cerrarla
inmediatamente después de extraer las tiras que se vayan
a utilizar.
- Este método permite determinar concentraciones de LH
de 5 mlU/mL a 200 miU/mL

- Los estandares tienen aproximadamente las siguientes
concentraciones:

So S: S S3 Sy Ss
miU/mL 0 5 25 50 100 | 200

Para muestras con una concentracion superior a 200
mlU/mL, diluir la muestra con estandar 0.

Una vez abiertos, los estandares permanecen estables
durante 6 meses a 2-8 °C.

5. CONSERVACION Y ESTABILIDAD TRAS LA
APERTURA INICIAL
- Los componentes del kit deben conservarse a 2+8 °C y
no deben usarse después de la fecha de caducidad.
- Los reactivos abiertos se mantienen estables durante 60
dias si se conservan a 2+8 °C.

6. Materiales e instrumentos necesarios no

suministrados en el kit

- Agua destilada o desionizada y un cilindro de 1 litro
limpio para la dilucion de la solucion de lavado.

- Pipetas adecuadas para suministrar volimenes de 50 pl
con una precision superior a 1,5%.

- Pipetas secuenciales para suministrar volimenes de
0,100 mL y 0,300 mL con una precision superior a 1,5%.

- Lavador automatico de microplaca o una botella
comprimible (opcional).

- Lector de microplaca con capacidad de leer las DO con
absorbancias de 450 nm, 405 nm y 620 nm.

- Papel absorbente para secar los pocillos de la
microplaca.

- Envoltura de plastico para cubrir la microplaca durante
la incubacion.

- Aspirador (opcional) para las fases de lavado.

- Temporizador.

- Materiales de control de calidad

7. ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

7.1 MEDIDAS DE SEGURIDAD
Este kit solo debe usarse para diagnéstico in vitro

- No apto para uso interno o externo en humanos o
animales

- Todos los productos que contienen suero humano han
resultado negativos en la presencia del antigeno de
superficie de la hepatitis B, los anticuerpos de VIH 1y 2,
y de VHC. Todos los materiales han sido analizados
mediante ensayos. Puesto que ninglin método conocido
puede ofrecer una seguridad completa de la ausencia
de agentes infecciosos, todos los productos que
contienen suero humano deben manipularse como
potencialmente peligrosos y capaces de transmitir
enfermedades

- Seguir las buenas practicas de laboratorio para
manipular los productos sanguineos.

- Evitar el contacto con los reactivos que contienen
perdxido de hidrégeno, acido sulfarico y conservantes
gue pueden ser téxicos si se ingieren. No utilizar la
pipeta con la boca.

- Realizar la eliminacién de los residuos observando las
leyes vigentes

7.2 PRECAUCIONES TECNICAS

- Evitar la exposicion de la solucion TMB/H;0; a la luz
directa del sol, metales u oxidantes.

- Evitar la contaminacion microbiana de los reactivos.

- Los datos de ejecucion que se muestran aqui se han
obtenido usando los reactivos especificos indicados en
estas instrucciones de uso.

- Es importante que el tiempo de reaccion en cada pocillo
se mantenga constante para obtener resultados
reproducibles.

- El pipeteado de muestras no debe exceder los 10
minutos para evitar resultados incorrectos.

- Si se usa méas de una placa, se recomienda repetir la
curva dosis-respuesta.

- La adicion de la solucién de substrato inicia una reaccion
cinética que se termina con la adicién de la solucion de
interrupcién. Por lo tanto, la adicién del substrato y de la
solucién de interrupcién debe realizarse en la misma
secuencia para eliminar cualquier desviacion temporal
durante la reaccion.

- Los lectores de microplacas miden verticalmente. No
tocar el fondo de los pocillos.

- Si no se retira adecuadamente la soluciéon de incubacién
y lavado durante las fases de aspiracién o decantacion se
pueden producir resultados falsos o replicaciones pobres.

- Usar componentes del mismo lote. No mezclar reactivos
de distintos lotes.

8. OBTENCION Y CONSERVACION DE LAS
MUESTRAS
Usar muestras séricas y observar las precauciones
habituales en la recogida de muestras obtenidas por via
venosa.
Obtener las muestras de suero por la mafiana y en
ayunas para una comparacion precisa que permita
establecer valores normales.
Para el suero, la sangre se debe recoger en un tubo de
extraccibn por via venosa, sin aditivos ni
anticoagulantes. Dejar que la sangre se coagule.
Centrifugar las muestras para separar el suero de las
células.
Las muestras pueden conservarse a una temperatura
de 2+8 °C durante un periodo maximo de 5 dias. Si no
se van a usar en este periodo, pueden conservarse a
una temperatura de -20°C durante 30 dias como
maximo.
No volver a congelar las muestras una vez
descongeladas.
Si el ensayo se realiza por duplicado, se requieren
0,040 mL de la muestra.

9. PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO

9.1 Preparacién de los reactivos
Esperar hasta que los reactivos se encuentren a
temperatura ambiente (22+28 °C).
Calcular los pocillos necesarios para la determinacion
por duplicado para cada calibrador, control y muestra.
Volver a colocar los pocillos no usados en la bolsa de
aluminio. Sellar y conservar a 2+8 °C.

9.2 Preparacién de la solucién de lavado

Antes del uso, diluir el contenido de cada ampolla de
solucién de lavado tamponada concentrada (50x) con agua
destilada hasta un volumen de 1000 mL. Para preparar
volimenes menores, respetar la relacion de dilucion de



1:50. La solucion de lavado diluida se mantiene estable a
2+8 °C durante al menos 30 dias.

10. Procedimiento

Reactivos Estandar Muestras/ Blanco
Control
s 20w
g:_téégdares 20 L
Conjugado 100 pL 100 pL

Incubar 1 h a temperatura ambiente (22+28°C).

Retirar la mezcla de reaccion. Lave los pozos 3 veces con 0,3

mL de solucién de lavado diluida.

Substrato TMB 100 pL 100 pL 100 pL

Incubar 15 minutos a temperatura ambiente (22+28°C),
protegida de la luz.

Solucién de

varada 100 pL 100 pL 100 pL

Agitar la microplaca con cuidado.
Leer la absorbancia (E) a 450 nm frente al blanco.

11. RESULTADOS

11.1 Validez del ensayo
La DO del calibrador 5 debe ser 3 1,3.

11.2 Control de calidad

Cada laboratorio debe analizar los controles internos a
niveles de los rangos bajo, medio y alto para supervisar el
rendimiento del ensayo. Estos controles deben tratarse
como muestras desconocidas y sus valores deben
determinarse en cada procedimiento de ensayo realizado.
Se deben mantener los graficos de control de calidad para
seguir el rendimiento de los reactivos suministrados.

Se deben emplear métodos estadisticos pertinentes para
determinar las tendencias.

Desviaciones significativas del rendimiento establecido
pueden indicar un cambio inadvertido en las condiciones
experimentales o la degradacién de los reactivos del Kkit.
Se deben usar reactivos frescos para determinar la causa
de las variaciones.

11.3 Conversion de las do
Las densidades opticas (DO) de algunos calibradores y
muestras pueden ser superiores a 2,0. En ese caso,
podrian estar fuera del rango de medicion del lector de
microplacas. Por lo tanto, en estos casos es necesario
realizar una lectura a 405 nm (= longitud de onda de
entrada pico) ademas de a 450 nm (longitud de onda pico)
y a 620 nm (filtro de referencia para la disminucion de
interferencias debidas al plastico).
Si se utilizan lectores no aptos para la lectura a tres
longitudes de onda simultdneamente, se recomienda
realizar lo siguiente:

- leer la microplaca a 450 nmy a 620 nm.

- volver a leer la microplaca a 405 nmy a 620 nm.

- seleccionar los pocillos cuyas DO a 450 nm sean
superiores a 2,0.

- seleccionar las DO correspondientes leidas a 405 nm y
multiplicar estos valores a 405 nm por el factor de

conversion 3,0 (donde DO 450/DO 405 = 3,0), es decir:
DO 450 nm = DO 405 nm x 3,0

Advertencia: El factor de conversién 3,0 es solo una
sugerencia. Para mayor precisidon, se recomienda calcular
el factor de conversion especifico del lector empleado.

11.4 Procesamiento de datos — método automatico
Utilizar los métodos: modelo logistico de 4 pardmetros
(preferido) o modelo spline cibico suavizado como
algoritmo de célculo.

NOTA: Si para calcular los resultados se ha usado un
programa de calculo, es imprescindible que los valores
calculados para los calibradores se encuentren dentro del
10% de las concentraciones asignadas.

11.5 Procesamiento de datos — método manual

- Se usa una curva dosis-respuesta para determinar la
concentracion de LH en muestras desconocidas.

- Registrar las DO obtenidas en el informe impreso del
lector de microplacas.

- Trazar en papel milimetrado una curva dosis-respuesta
(DRC) usando la DO media para cada calibrador por
duplicado frente a las concentraciones correspondientes
de LH en mlU/mL.

- Trazar la curva que pasa por los puntos.

Para determinar la concentracién de LH de una muestra

desconocida, localizar la DO media de los duplicados

correspondientes en el eje vertical del gréafico, localizar el
punto de interseccion de la curva y leer la concentracion

(en mIU/mL) en el eje horizontal del gréfico (se puede

calcular el promedio de los duplicados de la muestra

desconocida).

12. VALORES ESPERADOS
Los intervalos de referencia se indican del siguiente modo:

LH Diametra (mIU/mL)
HOMBRES: 0,7-7,4
MUJERES:
Fase folicular 0,5-10,5
Fase ovulatoria 18,4 -61,2
Fase lGtea 0,5-10,5
Menopausia 8,2-40,8

Es importante tener en cuenta que el establecimiento de un
intervalo de valores esperados con un método dado para
una poblacién dada de personas “normales” depende de
numerosos factores: la especificidad del método, la
poblacién examinada y la precision del método que
depende del usuario. Por estos motivos, cada laboratorio
solo debera usar el intervalo de valores esperados
establecido por el fabricante hasta que los analistas puedan
determinar un intervalo propio usando el método con una
poblacién autéctona de la zona en la que se encuentre el
laboratorio

13. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

La hormona LH es suprimida por los estrégenos, pero en
mujeres que toman anticonceptivos orales, los niveles
pueden ser bajos 0 normales. Dietas demasiado radicales y
pérdidas de peso repentinas pueden reducir la
concentracion de gonadotropina. La hormona luteinizante
depende de factores distintos de la homeostasis pituitaria.
Por lo tanto, limitarse a una determinacion no es suficiente
para realizar una estimacion del estado clinico.



14. CARACTERISTICAS DEL ENSAYO

14.1. Precision

14.1.1. Intraensayo
La variabilidad dentro del mismo kit se ha determinado
replicando (20x) la medicion de tres sueros de control
distintos. La variabilidad intraensayo es < 9.21%.

14.1.2. Interensayo
La variabilidad entre distintos kits se ha determinado
replicando (10x) la medicion de tres sueros de control
distintos con Kkits pertenecientes a lotes distintos. La
variabilidad interensayo es < 7.91%.

14.2. Correlacion con la dosis RIA
El kit LH (Diametra) se ha comparado con un kit disponible
en el mercado. Se han comprobado 36 muestras de suero.
La curva de regresion es:
Dziametra:O,Ql*(ensayo comercial)+0,05
r°=0,971

El kit LH Diametra (Y) se ha comparado con el kit LH
Diametra del método anterior (X). Se probaron 36 muestras
de suero.

La curva de regresion es la siguiente:

Y =1.08*(X)-1.22

r’=0.981

14.3. Sensibilidad
La concentracion minima de LH que puede distinguirse del
estandar cero es de 0,22 mlU/mL.

14.4 Especificidad
La reactividad cruzada del kit LH Diametra a las sustancias
potencialmente interferentes se estimé mediante la adicién
de estas sustancias, en concentraciones diferentes, a una
matriz de suero. La reactividad cruzada se calculé mediante
una relacion entre dosis de sustancia interferente y dosis de
hormona luteinizante necesaria para producir la misma DO.

. Reactividad
Sustancia

cruzada
LH 100 %
HCG 0,007 %
Prolactin N.D.
FSH N.D.
TSH N.D.

14.4 Exactitud

La prueba de recuperacion realizada en una muestra
enriquecida con 5.63 — 11.25 — 22.5 — 45 — 90 mlU/mL de
LH ha dado un valor medio (xDE) de 97.17% % 4.00%.

La prueba de diluciéon conducta en tres muestras diluidas 2 -
4 - 8 - 16 veces con estandar 0 dio una media (+ DE) de
99.13% + 7.37%.

145 Efecto "Hook"
Este método no afecta “Hook” se observd hasta 400
mlU/mL.

15. DISPOSICIONES PARA LA ELIMINACION
Los reactivos deben eliminarse de acuerdo con las
leyes locales.
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PACKAGING INFORMATION SHEET

plegazione dei simboli xplanation of symbols xplication des symboles Ignificado de los simbolos

Verwendete Symbole Explicacao dos simbolos
DE | In vitro Diagnostikum DE | Hergestellt von
ES | Producto sanitario para diagndstico in vitro ES | Fabricante
o FR | Dispositif medical de diagnostic in vitro u FR | Fabriqué par
GB | In vitro Diagnostic Medical Device GB | Manufacturer
IT | Dispositivo medico-diagnostico in vitro IT | Produttore
PT | Dispositivos medicos de diagnostico in vitro PT | Produzido por
DE | Bestellnummer DE | Herstellungs datum
ES | Ndmero de catélogo ES | Fecha de fabricacion
REF FR | Réferénces du catalogue &I FR | Date de fabrication
GB | Catalogue number GB | Date of manufacture
IT | Numero di Catalogo yyyy-mm IT | Data di produzione
PT | Numero do catélogo PT | Data de producédo
DE | Verwendbar bis DE | Biogefahrdung
g ES | Estable hasta (usar antes del Gltimo dia del mes) #% ES | Riesgo bioldgico
FR | Utiliser avant (dernier jour du mois indiqué) FR | Risque biologique
yyyy-mm-dd GB | Use by (last day of the month) \w, GB | Biological risk
IT | Utilizzare prima del (ultimo giorno del mese) IT | Rischio biologico
PT | Utilizar (antes ultimo dia do més) PT | Risco biologico
DE | Gebrauchsanweisung beachten DE | Chargenbezeichnung
ES | Consultar las instrucciones de uso ES | Codigo del lote
I:E_] FR | Consulter le mode d 2mploi Lot FR | Numero de lot
GB | Consult instructions for use GB | Batch code
IT | Consultare le istruzioni per | Uso IT | Codice del lotto
PT | Consultar instru¢Bes para uso PT | Codigo do lote
DE | Ausreichend fur “h”*Tests DE | Inhalt
ES | Contenido suficiente para *h’’ensayos ES | Contenido del kit
W FR | Contenu suffisant pour “h”’tests FR | Contenu du coffret
_ GB | Contains sufficient for “h>’tests GB | Contents of kit
L= XX IT | Contenuto sufficiente per “h”’saggi IT | Contenuto del kit
PT | Contém o suficiente para “h”*testes PT | Conteldo do kit

Max | DE | Temperaturbereich

ES | Limites de temperatura
FR | Limites de température de conservation
GB | Temperature limitation

Min IT | Limiti di temperatura
PT | Temperaturas limites de conservacdo
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SUGERENCIAS PARA LA SOLUCION DE PROBLEMAS/TROUBLESHOOTING

ERROR / POSIBLES CAUSAS / SUGERENCIAS

No se produce ninguna reaccion colorimétrica del ensayo

- no se ha dispensado el conjugado

- contaminacion del conjugado y/o del substrato

- errores en la ejecucion del ensayo (p. ej., dispensacidn accidental de los reactivos en orden incorrecto o
procedentes de frascos equivocados, etc.)

Reaccion escasa (DO demasiado bajas)

- conjugado no idéneo (p. ej., no procedente del kit original)

- tiempo de incubacién demasiado corto, temperatura de incubacion demasiado baja

Reaccion demasiado intensa (DO demasiado altas)

- conjugado no idéneo (p. ej., no procedente del kit original)

- tiempo de incubacién demasiado largo, temperatura de incubacion demasiado alta

- calidad escasa del agua usada para la solucion de lavado (bajo grado de desionizacion)

- lavados insuficientes (el conjugado no se ha retirado completamente)

Valores inexplicablemente fuera de escala

- contaminacion de pipetas, puntas o contenedores- lavados insuficientes (el conjugado no se ha retirado
completamente)

CV% intraensayo elevado

- los reactivos y/o tiras no se encontraban a temperatura ambiente antes del uso

- el lavador de microplacas no funciona correctamente (sugerencia: limpiar el cabezal del lavador)
CV% interensayo elevado

- condiciones de incubacion no constantes (tiempo o temperatura)

- controles y muestras no dispensados al mismo tiempo (con los mismos intervalos) (controlar la secuencia de
dispensacion)

- variacion en funcion de los operadores

ERROR POSSIBLE CAUSES / SUGGESTIONS

No colorimetric reaction

- no conjugate pipetted reaction after addition

- contamination of conjugates and/or of substrate

- errors in performing the assay procedure (e.g. accidental pipetting of reagents in a wrong sequence or from the
wrong vial, etc.)

Too low reaction (too low ODs)

- incorrect conjugate (e.g. not from original kit)

- incubation time too short, incubation temperature too low

Too high reaction (too high ODs)

- incorrect conjugate (e.g. not from original Kit)

- incubation time too long, incubation temperature too high

- water quality for wash buffer insufficient (low grade of deionization)

- insufficient washing (conjugates not properly removed)

Unexplainable outliers

- contamination of pipettes, tips or containers

insufficient washing (conjugates not properly removed) too high within-run

- reagents and/or strips not pre-warmed to CV% Room Temperature prior to use

- plate washer is not washing correctly (suggestion: clean washer head)

too high between-run - incubation conditions not constant (time, CV % temperature)
- controls and samples not dispensed at the same time (with the same intervals) (check pipetting order)
- person-related variation



