PATHOZYME® LUTEINIZING HORMONE

OD357

Test ImunoEnzimatic (EIA) pentru determinarea cantitativa a LH

in serul uman.

Depozitati la 2°C - 8°C . NU CONGELATI.

Doar pentru diagnostic in-vitro.

INTRODUCERE

Hormonul Luteinizant (LH) este produs atit la barbati cit si la
femei la nivelul hipofizei anterioare, ca raspuns la hormonul de
eliberare a LH (LH-RH) sau Gn-RH care este eliberat de
hipotalamuns. LH, numit si hormonul stimulant al celulelor
interstitiale (ICSH) la barbati, este o glicproteina cu o greutate
molecularé de 30.000 de daltoni. Este alcatuit din doua lanturi
non-covalent asociate si diferite de aminoacizi: alfa si beta.
Lantul alfa este similar cu lantul prezent si in hormonii TSH,
FSH si hCG. Diferentele dintre acesti hormoni se afla in
compozitia subunitatilor beta care sunt responsabile de
diferentierea imunologica.

Secretia bazald de LH la barbati este episodica si are ca
functie primara stimularea celulelor interstitiale ca sa produca
testosteron. Variatia concentratiilor de LH este secundara
ciclului ovulator la femeile sanatoase, fertile si depinde de
evenimentele hormonale ce includ hipotalamusul si hipofiza.
Scéaderea nivelurilor de progesteron si estradiol de la ovulatia
anterioara initiaza fiecare ciclu menstrual. Ca rezultat al
scaderii nivelului de hormoni, hipotalamusul mareste secretia
de factori eliberatori ai gonadotropinei (GnRF), care la rindul
sau stimuleaza hipofiza sa mareasca productia si secretia de
FSH.

Aceste niveluri crescute de FSH stimuleaza citiva foliculi
ovarieni in timpul fazei foliculare, iar unul din acestia se va
matura si va contine ovulul. Pe masura ce foliculul se dezvolta,
se secretd estradiol, mai incet la inceput, insa mult mai rapid
ulterior pina in ziua 12 sau 13. LH este eliberat ca rezultat al
stimularii directe a estradiolului de hipofiza, care la rindul ei va
creste nivelurile de GnRF si FSH. Aceste evenimente
marcheaza faza pre-ovulatorie.

Ovulatia are loc la 12 — 18 ore dupa ce LH atinge nivelul
maxim.

Dupa eliberarea ovulului, se formeaza corpus luteum care
secretd progesteron si estrogen care sunt regulatori de
feedback pentru LH.

Faza luteald urmeaza fazei ovulatorii care este caracterizata de
niveluri mari de progesteron, o a doua crestere a estradiolului
si niveluri scazute de LH si FSH. Nivelurile scazute de LH si
FSH sunt rezultatul efectelor de feedback negativ ale
estradiolului si progesteronului.

Dupé conceptie, embrionul in curs de dezvoltare produce hCG,
care determina corpul galben sa continud producere de
progesteron si estradiol. Corpul galben regreseaza daca sarcin
nu apare iar scaderea corespunzatoare de progesteron si
estradiol determin& aparitia ciclului menstrual. Hipotalamusul
initiaza ciclul menstrual din nou ca rezultat al nivelurilor scazute
de hormon.

Pacientii care sufera de hipogonadism aratd o concentratie
crescuta de LH seric. O scadere a producerii de hormon
steroid la femei este rezultatul unor ovare imature, al
insuficientei ovariene primare. al bolii polichistice ovariene sau
menopauzei si in aceste cazuri secretia de LH nu este
controlata.

O pierdere asemanatoare de control a hormonului are loc la
barbatii cu dezvoltare anormala a testiculelor sau cu anorhie. in
cazul sindromului Klinefelter si al insuficientei testiculare
primare, se pot gési concentratii mari de LH. Cu toate acestea
nivelurile de LH nu vor fi neaparat crescute daca secretia de
androgeni  continud. Concentratile mari de LH sunt
deasemenea prezente in timpul insuficientei renale, cirozei,
hipotiroidismului si inanitiei severe.

O lipséd de secretie a hipofizei anterioare poate determina
niveluri scazute de LH. Aceste niveluri pot determina
infertilitate atit la barbati cit si la femei. Nivelurile mici se pot
datora unei secretii scazute de GnRH de cétre hipotalamus sau
unei inabilitati a hipofizei de a raspunde la acesti factori.

Cu alte cuvinte, nivelurile mici de LH pot indica disfunctia
hipofizei sau hipotalamusului, insa sursa disfunctiei trebuie
confirmaté de alte teste.

Tn colaborare cu testele pentru FSH, testele LH sunt realizate
de rutina in diagnosticul diferential al disfunctiei hipotalamice,
hipofizare si gonadale. Aceste niveluri hormonale mai sunt si
pentru determinarea menopauzei, pentru a indica ovulatia si
pentru monitorizarea terapiei endocrine.

Urmétoarele preparate au fost testate ca negative: HCG (al Il-
lea Preparat de Referinta International OMS 61/2) la mai putin
de 1.000 mU/ml, FSH (al ll-lea Preparat de Referinta
International OMS HMG) la mai putin de 125 mUOm si TSH (al
doilea Preparat de Referinté International 80/558) la mai putin
de 62,5 puUl/ml.

UTILIZARE

PATHOZYME LH este un test ImunoEnzimatic (EIA) pentru
determinarea cantitativd a hormonului luteinizant (LH) in serul
uman.

A fi folosit doar de personalul medical.

PRINCIPIUL TESTULUI

Anticorpi specifici anti-LH sunt pregatiti, purificati si fixati de
godeurile de microtitrare. Se aplica serul de testare. Apoi se
adauga anticorpi monoclonali anti-LH marcati cu peroxidaza
din hrean (conjugat). Daca LH uman este prezent in proba, se
va combina cu anticorpii din godeuri si cu conjugatul enzimatic,
astfel ca moleculele de LH au o structurd de LH flancate de
faza solida si anticorpii legati de enzimad. Dupa incubare,
godeurile sunt spalate cu apa pentru a indeparta anticorpii
marcati si care nu sunt legati.

La adaugarea substratului (TMB), va apare o culoare doar in
godeurile in care este prezentd enzima, indicind prezenta LH.
Reactia enzimatica este oprita de addugarea de acid clorhidric
dliulat iar absorbanta este apoi masuratd la 450nm.
Concentratia LH este direct proportionala cu intensitatea culorii
probei.

Testul a fost calibrat cu Primul Preparat de Referinta
International OMS 68/40.

CONTINUT
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12 x 8 godeur x 1
Godeuri detagabile “captusite” cu anticorpi
specifici continuti ntr-o pungé de folie ce
contine un desicant..
1
Standard Referinta: Ser uman fara LH.
Liofilizat. (Incolor)
1
Standard Referinta: LH diluat n ser uman.
Liofilizat. (Incolor)
1
Standard Referinta: LH diluat in ser uman.
Liofilizat. (Incolor)
1
Standard Referinta: LH diluat in ser uman.
Liofilizat. (Incolor)
Cal [ E [ 100miU/ml__| 1
Standard Referinta: LH diluat in ser uman.
Liofilizat. (Incolor)
Cal | F | 200miUu/ml__| 1
Standard Referinta: LH diluat in ser uman.
Liofilizat. (Incolor)
Conj 11 ml
Conjugat Anti-LH HRP: Anti-LH conjugat
de peroxidaza hrean. Gata de lucru. (roz)
1mi
Solutie Substrat: 3,3’, 5,5’ Tetrametil Benzidina
n tampon citrat. Gata de lucru. (Incolor)
Soln [ Stop [ HCI Y| 11ml
Solutie Stopare: Acid clorhidric diluat in apa purificata.
Gata de lucru. (Incolor)

Brosura instructiuni si Fisa de inregistrare a datelor EIA. 1+1

MATERIALE NECESARE DAR CARE NU SUNT PREZENTE
KIT

zZ

Micropipete: 100pl, 200ul si 1000u!
Virfuri de pipeté de unicé folosinta
Hirtie absorbanta

Cititor de micropléci cu filtru de 450nm
Hirtie milimetrica

Sticlarie de laborator foarte curata.

PRECAUTIUNI

PATHOZYME LH contine materiale de origine umana care au
fost testate si confirmate negative prin proceduri aprobate de
FDA pentru anticorpi HCV, HIV | si Il si pentru HbsAg, la nivel
de donor unic. Deoarece nici un test nu poate oferi o garantie
completd ca produsele derivate din surse umane nu vor
transmite agenti infectiosi, se recomanda ca reactivii din acest
kit sa fie manipulati cu grija si atentia corespunzatoare atit in
timpul utilizarii cit si sunt deseuri. Nu ingerati.

Reactivii PATHOZYME LH nu contin substante periculoase
asa cum sunt definite de legislatia Chimicad a Marii Britanii
(Informatii si Ambalare substante periculoare pentru Furnizare).
Toti reactivii trebuie totusi tratati ca substante cu potential risc
biologic atit cind sunt folosite cit si cind sunt deseuri.
Rezolvarea finald a deseurilor trebuie facuta in conformitate cu
legislatia locala.

Solutia de Stopare PATHOZYME LH este acid clorhidric diluat
si este deci coroziva. Manipulati cu grija. In caz de contact cu
tegumentul spélati cu grija cu apa.

Reactivi PATHOZYME LH contin Proclin™ 300* fin
concentratie de 1% ca si conservant. Este toxica atunci cind
este ingerata. In caz de contact, spélati bine cu apa de la
robinet si consultati un medic.

* Proclin™ 300 este o marca inregistratd a ROHM & HAAS
Limited.

DEPOZITARE
Reactivii trebuie depozitati la temperaturi de 2°C - 8°C.

Data expirarii este ultima zi a lunii mentionate pe eticheta
recipientului si pe ambalajul kit-ului. Performanta kit-ului va fi
cea specificatd pina la data expirarii mentionata asa cum este
determinaté de la data producerii si dupd cum este mentionat
pe kit si componentele acestuia. Nu folositi reactivii dupa data
expirdrii.

Evitati expunerea reactivilor la temperaturd excesivd. Nu
expuneti reactivii la lumina directa a soarelui.

NU CONGELATI NICI UN REACTIV (cu exceptia depozitarii
standardelor) deoarece acesta va fi iremediabil alterat.



RECOLTAREA S| PREGATIREA PROBEI

Recoltati o proba de singe venos de la pacient si Iasati s& se formeze si retracte cheagul. Centrifugati
proba de singe coagulat si colectati serul limpede. Este nevoie de ser proaspat.

Nu folositi pentru testare ser hemolizat, contaminat sau lipemic deoarece aceasta va influenta nedorit
rezultatele.

Serul poate fi depozitat la 2°C - 8°C timp de 48 de ore inainte de testare. Daca este nevoie de
depozitare pe duratd mai lunga, puteti pastra serul la -20°C pe o duraté de 1 an. Probele decongelate
trebuie amestecate bine Tnainte de a fi utilizate.

Nu folositi ca si conservant Azida sodica deoarece aceasta va inhiba sistemul enzimatic Peroxidaza.
Nu congelati-decongelati in mod repetat probele — veti obtine rezultate false.
PREGATIREA REACTIVILOR

Toti reactivii trebuie lasati sa ajunga la temperatura camerei (20°C-25°C) si amestecati usor pentru a
resuspenda latex-ul inainte de utilizare. Evitati formarea spumei.

Adaugati 1ml de apa distilaté in fiecare flacon de standad pentru a reconstitui standardele liofilizate.
Lasati n repaus cel putin 20 de minute si apoi amestecati usor. Standardele reconstituite vor fi stabile
timp de 30 de zile daca sunt depozitate la 2°C - 8°C. Pentru o depozitare mai indelungata fractionati si
congelati la - 20°C. Decongelati o singura data. Standardele dezghetate trebuie amestecate inainte de
testare.

LIMITELE UTILIZARIl

Folosirea altor tipuri de probe, altele decit serul nu a fost validata pentru acest test. Nu exista protocol
de reutilizare pentru acest produs.

Atunci cind faceti interpretarea testului este recomandat sa luati in considerare toate datele clinice.
Diagnosticul nu trebuie sé fie stabilit doar pe baza rezultatelor unui singur test clinic.

Sarcina determina niveluri crescute de hCG si deci utilizarea diagnosticd a PATHOZYME LH nu este
recomandata in timpul sarcinii sau a perioadei imediat post-sarcina.

PROCEDURA DE TESTARE

1. Aduceti toate componentele kit-ului si serul de testat la temperatura camerei (20°C-25°C)
inainte de a incepe testarea.
2. Se recomanda rularea unui set de standarde la fiecare procesare de probe. Fixati numarul

dorit de godeuri in stativ. Inregistrati pozitia standardelor si a serului de testat pe Fisa de
Inregistrare a Datelor EIA.

3. Stripurile nefolosite trebuie resigilate in punga de folie continind desicant si plasate apoi la 2°C
-8°C.

4, Pipetati 50ul de Standarde si de ser de testat in godeurile stabilite.

5. Pipetati 100ul de Conjugat Anti-LH in fiecare godeu.

6. Amestecati viguros timp de 30 de secunde. Este foarte important ca in acest stadiu sa

amestecati complet.

7. Incubati placa timp de 45 de minute la temperatura camerei (20°C-25°C).

8. La sfirsitul perioadei de incubare, aruncati continutul godeurilor rasturnind brusc continutul
placii cu partea superioara n jos deasupra unui container de deseuri cu risc biologic si apoi
loviti placa (cu partea superioara in jos) pe o bucatd de hirtie absorbanta. Aveti grija ca in
recipientul pentru deseuri sa se afle un dezinfectant corespunzator.

9. Spalare Manuala. Umpleti godeurile cu minimum 300ul de apé distilata pentru fiecare godeu.
intoarcegi brusc placa deasupra recipientului de deseuri biologice. Loviti placa de hirtie
absorbanta.

10. Loviti din nou placa (cu partea superioara in jos) de o bucata de hirtie absorbanté pentru a
indepérta toate picaturile de apa reziduala.

11. Spalare Automata: controlati ca 300l de apa distilaté sé fie pipetati in fiecare godeu si ca in

recipientul cu deseuri sa fie adaugat un dezinfectant potrivit. Spalati godeurile de 5 ori. Dupa
ce spélati indepartati excesul de lichid lovind placa inversata de o hirtie absorbanta.

12. Pipetati 100ul de Solutie Substrat in fiecare godeu si amestecati usor timp de 5 secunde.

13. Incubati la intuneric timp de 20 de minute la temperatura camerei (20°C-25°C).

14. Opriti reactia addugind 100l de Solutie de Stopare in fiecare godeu.

15. Amestecati ugor timp de 30 de secunde pentru a asigura virarea completa a culorii albastre in
galben.

16. Cititi imediat densitatea optica (pina in 10 minute) folosind un cititor de microplaci cu un filtru
de 450nm.

EVITAREA ERORILOR
Poate fi folosit de personalul cu minimé pregétire bazica de laborator.
Nu folositi componente ale kit-ului care sunt deteriorate sau contaminate.

Folositi un virf de pipetd de unica folosinta pentru fiecare proba pentru a preveni contaminarea
ncrucisata.

Desi nu este necesara se recomanda rularea probelor si standardelor in duplicat.

Probele si standardele trebuie rulate simultan pentru a avea conditii de testare similare.

Se recomanda sa nu folositi mai mult de 32 de godeuri odata atunci cind pipetati manual, deoarece
pipetarea Standardelor si probelor trebuie sa fie completa in decurs de 3 minute. Se poate folosi o
placa completa de 96 de godeuri doar daca este disponibiléd pipetarea automata.

Puneti la loc capacul pe recipientele cu reactivi imediat dupa utilizare.

Evitati pipetarea repetatéa din reactivii de stoc, deoarece se poate produce contaminare.

Nu amestecati reactivii sau stripurile provenind de la kit-uri diferite. Atunci cind pipetati aveti grija sa nu
atingeti suprafata godeului. Nu pipetati reactivul pe partea laterald a godeului. Inainte de Tnceputul
testarii, lasati reactivii s& ajungé la temperatura camerei (20°- 25°C). Amestecati usor toti reactivii cu
miscéri blinde de rotatie.

Odata testarea pornita, godeurile nu trebuie sa se usuce n cursul derulérii testului.

Nu contaminati Solutia Substrat deoarece kit-ul va deveni nefunctional.

Controlati precizia si acuratetea echipamentului de laborator folosit in timpul procedurii pentru a
asigura rezultate reproductibile.

Strip-urile nefolosite ar trebui re-sigilate in punga de folie care contine desicant si apoi depozitate la
2°C - 8°C.

CALCULAREA REZULTATELOR

Calculati valoarea absorbantei medii (Asso) pentru fiecare set de standarde si seruri de testat. Creati
o curba standard facind un grafic cu absorbanta medie pentru fiecare Standard in functie de
concentratia in mU/ml pe hirtie milimetrica, cu valorile absorbantei pe axa Y si concentratiile pe axa
X

Folositi valorile absorbantei medii pentru fiecare ser de testat pentru a determina concentratia
corespunzatoare de LH in mU/ml din curba standard.

Daca nivelurile controaleleor sau ale probelor cu valori cunoscute nu dau rezultatele scontate,
rezultatele testului trebuie considerate invalide.

Daca folositi un pachet software alegeti o curba de regresie quadratica care sa se potriveasca.

VALORI PREDICTIONATE $I SENSIBILITATE

Graficul produs de calibratori trebuie sa aiba o forma hiperbolica cu densitatea optica (DO) citita la 450
nm proportionala cu concentratia lor. DO a calibratorului A trebuie s& fie mai mica de 0,75 iar DO a
calibratorului F mai mare de 1,5 pentru ca rezultatele testului sa fie valide.

Fiecare laborator trebuie s& stabileascé propriul domeniu de valori normale bazat pe populatia de
pacienti. Rezultatele oferite mai jos sunt bazate pe probe aleatorii recoltate intr-o policlinica.

Nr. de LH(mU/mI)
Virsta Pacienti Virsta
Bérbati <10 25 Barbati <10
Bérbati 15-60 56 Bérbati 15-60
Femei <10 25 Femei <10
Femei 20-35 60 Femei 20-35
Femei 46-60 40 Femei 46-60

Concentratia minim detectabilda de hormon luteinizant uman cu kit-ul PATHOZYME LH este estimata
afide ImU/ml.

Cu PATHOZYME LH au fost masurate concentratii de LH de 4.000 mU/ml fara efect de prozona
(Hook).

DATE DE EVALUARE

Calibrat cu competitori importanti si cu standarde interne.

Coeficientul de variatie al PATHOZYME LH este mai mic sau egal cu 10%.

La o evaluare dintre kit-ul PATHOZYME LH produs de Omega si kit-ul Nichols Allegro LH IRMA pentru
probe cu niveluri intre 0,2 si 55,8 mU/ml au fost generate urmétoarele date.

Numar de Probe 113
Coeficient de Corelare 0,958
Panta 1,115
Intercept 0,49

Medie Omega 10,1 mU/ml
Medie Nichols Allegro 8,6 mU/ml

Aceste kit-uri au avut o buna corelare.
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GHID RAPID AL PROCEDURII DE TESTARE

1. Pipetati 50ul de Standard sau probe si 100ul de Conjugat Anti-LH in fiecare godeu si apoi
amestecati bine timp de 30 de secunde.

2. Incubati timp de 45 de minute la temperatura camerei (20°C-25°C)

3. Aruncati continutul godeurilor si spalati de cinci ori cu apa distilata.

4. Adaugati 100ul de Solutie Substrat in fiecare godeu si amestecati bine timp de 5 secunde.
5. Incubati la intuneric timp de 20 de minute la temperatura camerei (20°C-25°C)

6. Adaugati 100ul de Solutie de Stopare in fiecare godeu si amestecati usor timp de 30 de
secunde.

7. Cititi imediat (nu mai tirziu de 10 minute) densitatea optica folosind un cititor de microplaci cu un
filtru de 450nm.
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