CDG AMH ELISA
(HORMONA ANTI-MULLERIANA)
Product Code: HM-AMH-96E

Seccién 1 — INTRODUCCION Y USO PREVISTO

El CDG AMH ELISA es un inmunoensayo para la determinacion
cuantitativa in vitro de Hormona Anti-Mulleriana (AMH) en muestras
de suero humanas. Este kit esta desarrollado para el laboratorio
de investigacion y no para el uso en diagndstico y procedimientos
terapéuticos.

Seccion 2 - RESUMENY EXPLICACION DE LA PRUEBA
La AMH es una glicoproteina dimeral conformada por dos
monoémeros de 72 kDa que pertenece a la superfamilia TGFR (factor
de crecimiento transformante beta). Su nombre proviene de su
descubridor Johannes Peter Miller. También ha sido llamada Factor
Inhibidor Mulleriano (FIM), Hormona Inhibidora Miilleriana (HIM) o
sustancia inhibidora Mulleriana (SIM) (1).

En la mujer, es producida por las células de la granulosa de foliculos
preantrales y primordiales en el ovario, cuya funcién es inhibir
de manera paracrina el reclutamiento de foliculos primordiales
y disminuir la sensibilidad de los foliculos antrales pequefios a la
FSH (2). Al ser secretada por foliculos que todavia no han sufrido el
reclutamiento ciclico, no es dependiente del eje hipotalamo-hipdfiso-
gonadal, caracteristica que la diferencia de los demas marcadores
clasicos de reserva ovarica, y le confiere ciertas ventajas, como una
escasa o casi nula variabilidad durante el ciclo menstrual, y una
disminucién mas “notoria” durante el trayecto de edad fértil femenino;
lo cual, le convierte en un excelente marcador de reserva ovarica
(2). Adicionalmente la AMH es util en tratamiento de fertilizacion in
vitro, prediccién de la transiciéon a la menopausia (3), Sindrome de
Ovarios Poliquisticos (se ha visto que en las mujeres con ovarios
poliquisticos la AMH esta un 75% mas elevada de lo normal) (4),
Tumor de células granulosas (7), entre otros.

Seccion 3 — PRINCIPIO

EL kit CDG AMH ELISA es un inmunoensayo cuantitativo tipo
sandwich. En el primer paso, se agregan calibradores, controles
y muestras desconocidas en los pozos de microtitulacion
recubiertos con anticuerpo Anti-AMH y se incuban con anticuerpo
Anti- AMH conjugado con Peroxidasa de Rabano Picante (HRP).
Posteriormente, los pozos se incuban con una solucién de sustrato
cromogénico y por Ultimo se agrega una solucién de parada que
detiene la reaccion estabilizando el color. En principio, el anticuerpo
conjugado se une al complejo Antigeno -Anticuerpo en fase sélida.
Posteriormente, el complejo Antigeno-Anticuerpo-Conjugado fijado
al pozo es detectado mediante la adicion de un sustrato cromogénico.
Las absorbancias medidas, son directamente proporcionales a la
concentraciéon de AMH en las muestras y los calibradores.

Seccién 4 - CONTENIDO DEL KIT
La caja del kit CDG AMH ELISA contiene:
1. 96 pozos de reaccién recubiertos con anticuerpo de Anti-AMH.

2. Conjugado Enzimatico: Anticuerpo Anti-AMH conjugado con Pe-
roxidasa de Rabano (6 mL).

3. 6 Viales de Calibrador de AMH (6 niveles) Liofilizados (1 mL).
4. 2 Viales de Controles de AMH (2 niveles) Liofilizados (1mL).

5. Sustrato: Tetrametilbenzidina (TMB) y Peréxido de hidrogeno en
buffer transparente (12 mL).

6. 1 frasco de Solucién de Parada: Contiene un &cido fuerte
(H2S04) (8 mL).

7. 1 Frasco CDG ELISA® Buffer de Lavado 20x Tampdn fosfato que
contiene Tween R-20 y Proclin ® (20 mL).

MATERIALES NECESARIOS PERO NO SUMINISTRADOS
- Micropipetas con capacidad de dispensar 50 - 100 pl.

- Cronometro.

- Lector de microplacas con filtros de 450 y 630nm.

- Alternativamente, un procesador automatico de ELISA.

Seccion 5 — ALMACENAMIENTO

Almacenar a 2-8 ° C. Fecha de vencimiento es valida solo si los
reactivos se almacenan cerrados a la temperatura sefalada.

Nota: No use los reactivos del kit después de la fecha de
vencimiento.

Seccidn 6 - ESTABILIDAD Y MANEJO DE REACTIVOS
Maneje los reactivos en condiciones limpias para minimizar la
contaminacion microbiana.

No deje que la placa se seque entre el lavado y la adicion de reactivos.

La solucién de sustrato no debe entrar en contacto con acidos,
materiales combustibles y agentes oxidantes o reductores fuertes.
Asegurese de que ninglin componente metalico entre en contacto
con el sustrato sin haber probado previamente su compatibilidad.
CDG Biotech Corp. no se hace responsable por el mal manejo de los
reactivos incluidos en el kit.

Seccion 7 - PRECAUCIONES
1. Sdlo para diagnéstico in vitro. Sélo para uso profesional.

2. Use s6lo los componentes del kit. No mezcle componentes de
diferentes kits o fabricantes a menos que se especifique.

3. Se deben utilizar puntas de pipeta nuevas y limpias para cada paso
del ensayo. Use s6lo material limpio, preferiblemente desechable.

4. Use guantes protectores desechables, bata de laboratorio y pro-
teccion para los ojos al manipular muestras. Lavese bien las ma-
nos después de manipular las muestras. Ademas, siga todos los
protocolos de seguridad en uso en su laboratorio.

5. No utilizar en caso de dafos al empaque.
6. Nunca pipetear con la boca.

7. El diluyente de suero, los pocillos de reaccién, los conjugados
y el calibrador en este kit incluyen sustancias de origen animal.
Todos los componentes han sido evaluados y han resultado ne-
gativos para, Antigeno de Superficie de la Hepatitis B (HBsAg),
Anticuerpos contra la Hepatitis C y Anticuerpos contra el Virus
de la Inmunodeficiencia Humana, los sueros de control y las

muestras de pacientes deben manipularse como potencialmente
infecciosos. Los pozos de reaccién estan recubiertos con antige-
no inactivado. Sin embargo, deben considerarse potencialmente
infecciosos y manejarse con cuidado. Ningiin método actual pue-
de ofrecer una garantia completa de que los agentes infecciosos
estan ausentes.

8. La solucion de sustrato puede ser irritante para los ojos, el siste-
ma respiratorio y la piel. En caso de contacto con esta solucion,
enjuague bien con agua y busque atencién médica. Para obtener
mas informacion, se encuentra disponible a solicitud la Hoja de
datos de seguridad del material.

9. No use este producto en procesadores automatizados a menos
que hayan sido previamente validados para ese proposito.

10.Todo el material debe manipularse y eliminarse como potencial-
mente infeccioso. Observe las regulaciones locales para la elimi-
nacion de residuos clinicos.

11.CDG Biotech Corp. no se hace responsable por el mal manejo de
los reactivos incluidos en el kit.

Seccién 8 - RECOLECCIONY PREPARACION DE MUESTRAS
Todas las muestras de venopuncién ya sean sangre, plasma o
suero deben tomarse con las precauciones habituales. Para una
comparacion precisa con los valores normales establecidos, se
debe obtener una muestra de suero en ayunas por la mafana. La
muestra debe ser recolectada en un tubo tapa roja simple o (para
plasma) en un tubo vacio que contenga heparina. Permita que la
sangre se coagule para obtener muestras de suero. Centrifugue la
muestra para separar el suero o el plasma de las células. Asegurese
de procesar las muestras dentro de las 3-6 horas después de la
recoleccion, o guardelas de acuerdo con lo especificado en la Tabla
1 (evite congelar y descongelar repetidamente). Cuando se analizan
por duplicado, se requieren 0.100 mL (100 uL) de muestra mas el
volumen muerto del tubo.

Tabla 1. Recomendaciones para la conservacion de la muestra antes
de la realizacion del analisis

2-8°C 24 horas
Temperatura ambiente (20-25°C) | 9 horas
Congelar a -20°C 2 meses

Secciéon 9 - CONTROL DE CALIDAD

Cada laboratorio estd a cargo de probar sus propios controles
como desconocidos en rangos bajo, normal y alto. Todos los rangos
utilizados deben tener limites. Con el fin de seguir el desempefio
en cada procedimiento realizado, se deben usar graficos de CC y
los métodos estadisticos pertinentes para determinar la tendencia.
La luminiscencia maxima debe ser consistente con experiencias
pasadas. Si se observa cualquier desviacion de los estandares de
rendimiento establecidos, puede indicar algun cambio o degradacion
en los reactivos del kit. En este caso se deben utilizar reactivos
frescos para determinar la razén de la variacion.

Seccién 10 - PREPARACION DE LOS REACTIVOS
Todos los reactivos suministrados estan listos para usar, a menos
que se especifique lo contrario:

1. 1.Bufer de Lavado: Disuelva el contenido (20 mL) de - CDG ELISA
Solucion de Lavado (20x) hasta 1 litro con agua destilada. Si se
forman cristales de sales en la solucion concentrada durante el
almacenamiento, caliente la solucién a 37 ° C antes de diluir. Una
vez diluido, almacene a 2-8.

2. Reconstituir los calibradores y Controles liofilizados con 1 mL
de agua destilada o desionizada. Los calibradores reconstitui-
dos son estables por 10 dias a 2-8 °C. Para periodos de alma-
cenamiento mas largos congelar a -20 °C. No descongelar mas
de dos veces.

Seccion 11 - PROCEDIMIENTO DE PRUEBA
Nota: La prueba debe ser realizada por un individuo calificado o
profesional capacitado.

MANUAL

1. Llevar la Solucién de Lavado (Diluida de acuerdo con las instruc-
ciones) a temperatura ambiente 20-25 °C (sacar de la nevera
aproximadamente 1 hora antes de usar).

2. Enumere los pozos a utilizar para cada calibrador, control y mues-
tra a procesar. Los pozos que no se vallan a utilizar deben colo-
carse nuevamente en la bolsa de aluminio sellada y se deben
almacenar nuevamente a 2-8°C.

3. Dispense 50 pl del calibrador, control o muestra en el pozo co-
rrespondiente.

. Dispensar 50 pl de Conjugado Enzimatico.
. Mezclar A 600 RPM por 20-30 segundos.

. Cubrir e Incubar 60 minutos a temperatura ambiente.
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Descartar el contenido de los pozos mediante aspiracién o de-
cantacion (en caso de decantacién golpear gentilmente contra un
papel absorbente para secar los pozos).

8. Dispensa 350 pl de CDG ELISA Solucién de Lavado (diluida de
acuerdo a las instrucciones) por pozo. Descartar el contenido de
los pozos por aspiracion o decantacién (en caso de decantacion
golpear gentilmente contra un papel absorbente para secar los
pozos). Repetir 2 veces mas para un total de 3 lavados.

9. Dispense 100 pl de sustrato TMB en cada pozo e incubar a tem-
peratura ambiente por 20 minutos en camara oscura. NO MEZ-
CLAR LUEGO DE AGREGAR EL SUSTRATO.

10.Dispense 50 pl de solucion de parada en cada pozo. Mezclar
gentilmente 15 - 20 segundos.

11.Leer las absorbancias de cada pozo con filtro de 450nm y un filtro
de referencia de 630nm. La lectura debe ser realizada dentro de
15 minutos de haber agregado la solucién de parada.

12.En caso de muestras con valores superiores a 15 ng/ml diluir con
suero o plasma con valores bajos de AMH procesar nuevamente
y multiplicar el valor de acuerdo a la dilucion utilizada.

Seccién 12 -CALCULO DE RESULTADOS

Los resultados del CDG AMH ELISA se reportan en ng/mL.

Para el célculo de los resultados se debe crear una curva de respuesta
a la dosis trazando las absorbancias de cada suero de referencia en
el eje Y, y las concentraciones correspondientes en el eje X. una vez
realizado dibujar la curva que mejor se ajuste a los puntos.

Para determinar la concentracion de una muestra desconocida
se debe ubicar la absorbancia en el eje Y, y buscar el punto de
intercepcion en la curva para localizar la concentracion en el eje X.

Se puede utilizar un software de reduccién de datos disefiado para
ELISA. Es necesario realizar una validacién del software antes de
utilizarlo.
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Curva de respuesta a la dosis:
Una curva tipica para CDG AMH ELISA se presenta en las siguientes
Tablas y figuras:

Tabla 2. Ejemplo de Curva de Calibracién
ID Muestra Media ABS Concentracion de AMH
(ng/mL)

Calibrador 1 0,03 0,00
Calibrador 2 0,07 0,20
Calibrador 3 0,11 0,50
Calibrador 4 0,25 1,00
Calibrador 5 0,98 5,00
Calibrador 6 3,38 15,00

CDG Biotech AMH/MIS ELISA Curva de Calibracion

3,00 /

2,50

2,00

Absorbance

0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00
AMH Concentration ng/mL

Figura 1

* Los datos presentados en la Tabla 2 y la Figura 1 son solo
ilustrativos y no deben usarse en lugar de una curva de respuesta
a la dosis preparada con cada ensayo. No usar para calcular sus
resultados

Seccion 13 - ANALISIS DE RIESGO

Andlisis de riesgo y SDS, segun lo exige la Directiva CE Mark IVD
98/79/EC para este y otros dispositivos fabricados por CDG Biotech
Corp, se pueden solicitar por correo electrénico a info@cdgbiotech.
com.

Secmon 154- INTERPRETACION DE RESULTADOS
1. Las mediciones y la interpretacion de los resultados deben ser
realizadas por personal capacitado.

2. Los resultados de laboratorio por si solos son solo un aspecto
para determinar la atencién del paciente y no deben ser la tGnica
base para la terapia, especialmente si los resultados entran en
conflicto con otros factores determinantes.

3. Los reactivos para el sistema de ensayos se han formulado para
eliminar la mayoria de las interferencias; sin embargo, la inte-
raccion potencial entre muestras de suero raras y los reactivos
del ensayo pueden causar resultados erréneos. Los anticuerpos
heterdfilos a menudo causan estas interacciones y se sabe que
ocasionan problemas para todo tipo de inmunoanalisis. Para fines
de diagndstico, los resultados de este ensayo deben ser usados

en combinacion con el examen clinico, el historial del paciente y
todos los demas hallazgos clinicos7.

4. Para obtener resultados de ensayos validos, los controles ade-
cuados y otros parametros deben estar dentro de los rangos y los
requisitos de ensayo enumerados.

5. CDG Biotech Corp no tendra ninguna responsabilidad si se reali-
zan modificaciones a los kits de ensayo, (como mezclar partes de
diferentes kits) que pudiesen producir resultados falsos del ensa-
yo, o si los resultados son interpretados incorrectamente.

6. Si se utiliza el sistema de reduccién de datos controlados por
Computador para interpretar los resultados del ensayo, es ne-
cesario que los valores de prediccion para los calibradores se
ubiquen dentro del 10% de las concentraciones asignadas.

Seccién 16 - RENDIMIENTO
SENSIBILIDAD

La sensibilidad analitica se calculé a partir de la media menos
dos desviaciones estandar de veinte (20) andlisis repetidos del
Calibrador 0 y se encontré que era de 0.08 ng/mL

LIMITE MAXIMO DE DETECCION
16 ng/mL

RANGO DINAMICO
0.08 — 16 ng/mL

PRECISION, INTRA E INTER ENSAYO CV%

La precisién intra e inter ensayo del CDG AMH ELISA fue
determinado mediante analisis de tres diferentes niveles de grupos
de suero control. EI nimero, el valor de la media, la desviacion
estandar y el coeficiente de variacién para cada uno suero control
es presentado en las Tabla 4 y la Tabla 5.

Tabla 4. Precision Intra-ensayo (Valores en ng/mL)
Qc N Concentracion de PSA Libre ng/ml  CV %
Nivel 1 15 0,85 5,4%
Nivel2 15 4,2 3.6%
Tabla 4. Precision Inter-ensayo (Valores en ng/ml)
Qc N Concentracion de PSA Libre ng/ml  CV %
Nivel 1 15 0,94 72%
Nivel2 15 41 4.2%

Seccion 17—-REACTIVIDAD CRUZADA E INTERFERENCIAS
Hemoglobina (hasta to 4 mg/mL), Bilirrubina (hasta 0.5 mg/mL) Y
Triglicéridos (hasta 30 mg/mL) no tienen influencia en los resultados
del ensayo.

Hasta ahora no se conoce ninguna sustancia (droga) que tenga
influencia en la medicion de la AMH en una muestra.

La reactividad cruzada de el CDG AMH ELISA fue probada al
agregar la sustancia interferente a una matriz de suero a las
siguientes concentraciones.

La reactividad cruzada se calculé derivando una relacién entre la
dosis de sustancia interferente y la dosis de AMH necesaria para
producir la misma sefial.

Seccién 18 - RANGO DE VALORES ESPERADO

Se aconseja a cada laboratorio que establezca sus propios rangos
para poblaciones normales y anormales. Estos rangos siempre
dependen del lugar, la poblacion, el laboratorio, la técnica y la
especificidad del método.

Estos rangos solo deben usarse como guias:

Los valores de referencia obtenidos al evaluar grupos de mujeres
aparentemente sanas de diferentes grupos etarios con el kit de CDG
ELISA AMH son:

Substance Cross Reactivity Concentration SIMBOLOS UTILIZADOS EN ETIQUETAS:
FSH <0.001 100 mIU/mL

HCG <0.001 1000 mlU/mL Dispositivo de diagnostico In vitro
LH <0.001 200 mIU/mL

Prolactina <0.001 100 ng/mL Fecha de vencimiento

Almacenar a x-y °C

Contiene suficiente para <n> pruebas

=S
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