IL6/ELISA

Kit de ELISA para la deteccidn de Interleucina 6 en
suero/plasma

Hoja de datos del producto.
Para uso exclusivo en investigacion.

Almacenamiento de 2 a 8 °C.
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IL6/ELISA

Kit de ELISA para la deteccién de Interleucina é en suero/plasma

1. Uso deseado

Kit de ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) para la deteccion cualitativa de Interleucina é en muestras de
suero o plasma. Prueba inmunoenzimatica in vitro.

"Solo para uso en investigacion. No para uso en procedimientos de diagndstico”.

2. Resumen

La interleuguina 6 (IL-6) es una citoquina clave en el sistema inmunitario con funciones muy variadas. Estimulos
como infecciones, lesiones (e]. una quemadura) u ofras citoquinas como la interleuquina 1 favorecen la sintesis de
la interleuquina 6 en células T, macréfagos, fibroblastos o incluso en células musculares. Ademds, media la fiebre y
de la llamada reaccidn de fase aguda, proceso en el cual se activa o inhibe respectivamente la produccién de
determinadas proteinas en el higado (u ofros érganos). Estas proteinas juegan un papelimportante en la regulacién
de la funcién inmune, asi como en procesos de coagulacion y reparacion de heridas. También es importante
destacar la accién de la IL-6 sobre los linfocitos B, en los que favorece la sintesis de anticuerpos.

Por ofro lado, esta citoquina juega un papel muy importante en la regulacién de los denominados linfocitos TH17
y T reguladores. Los primeros tienen una funcién crucial en la proteccién contra las infecciones bacterianas,
mienfras que los segundos se encargan de suprimir la actividad del sistema inmune. La interleuquina 6 participa
junto con ofras citoquinas, en la activaciéon de los linfocitos TH17 y la inhibicidén de los T reguladores.

No obstante, la IL-6 también es capaz de controlar la amplitud de la respuesta inflamatoria aguda, ejerciendo, por
tanto, también un efecto antiinflamatorio.

Una disminucién de los niveles de la IL-6 se asocia con una defensa deficiente frente a diversos patégenos. Por el
contrario, su sobreproduccion puede ser el causante primario de muchas enfermedades inflamatorias y
autoinmunes, como la artritis, esclerosis multiple u osteoporosis. Es por ello que es de vital importancia controlar los
niveles de esta citoquina, sobre todo en aquellas patologias en las que la IL-6 estd implicada.

3. Principio de la prueba

Este ensayo emplea la técnica de inmunoensayo enzimdtico cualitativa tipo sdndwich. Un anticuerpo anti-ILé
humana de tipo especifico y monoclonal se ha recubierto previamente a la microplaca. Los estandares y muestras
son se pipetean en los pocillos y cualquier IL-6 presente se une al anticuerpo inmovilizado. Después del lavado
donde se cualquier sustancia no unida, se utiliza un anticuerpo policlonal ligado a enzimas especifico para la IL-6
humana, el cual es afadido alos pozos. Después de un lavado para eliminar cualquier reactivo anticuerpo-enzima
no unido, se utiliza un sustrato. Se agrega la solucidn alos pocillos y el color se desarrolla en proporcién ala cantidad
de IL-6 unida en el paso inicial. Se detiene el desarrollo del color y se mide la intensidad del color.
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4, Reactivos vy materiales suministrados

Tabla 1. Cantidad de reactivos suministrados.

Reactivos y materiales del kit No. de c?ntenedores/ Cantidad
unidades

Placa ELISA 12 x 8 pozos'! 1 microplaca de 96 pozos 2 No Aplica
Solucidn de Lavado (10X) 1 frasco 50 mL
Solucidn A concentrada 1 tubo 50 pL
Solucién B concentrada? 1 tubo 20 UL
Solucién diluyente 1 frasco 80 mL
Sustrato (TMB)3 1 tubo 15 mL
Solucién de Paro 1 tubo 15mL
Control Negativo 1 tubo 200 pL
Control Positivo Bajo 1 tubo 200 pL
Control Positivo Alto 1 tubo 200 pL

1. Las tiras de pozos se pueden usar por separado.
2. Se presenta en un soporte para pozos blanco y sellado en una bolsa de aluminio con desecante.
3. Proteger de la luz para su almacenamiento o podria comprometerse los resultados.

5. Reactivos vy materiales requeridos, pero no suministrados

Agua bidestilada

Micropipetas y puntas desechables para micropipeta.

Depdsitos de reactivos y buffer (RPBI).

Toallas de papel o papel absorbente.

Lector de microplacas/Espectrofotédmetro con capacidad para leer la absorbancia a 450 nm o
doble longitud de onda a 450/600 ~ 650 nm.

Papel adherente para cubrir la placa.

e Microcentrifuga

6. Almacenamiento y estabilidad del kit

El kit debe almacenarse a 2-8 °C a su recepcién, en su caja, evitando exposiciones de luz. Todos los reactivos
deben equilibrarse a temperatura ambiente antes de su uso. Se debe retirar las tiras recubiertas de antigeno no
utilizadas de la microplaca, devolverlas a la bolsa de aluminio con su desecante y sellar la bolsa nuevamente. Una
vez abiertas, las tiras pueden almacenarse a 2-8 °C por hasta un mes. Para asegurar el méximo rendimiento, proteja
los reactivos de la contaminacién con microorganismos o productos quimicos durante el almacenamiento.

7.Precausiones

e  Para uso profesional in vitro.

e No utilice después de la fecha de caducidad.

e No mezcle componentes de diferentes lotes.

e Siempre analice la muestra inmediatamente después de ser tomada.

e Elalmacenamiento, fransporte o colecta demuestras realizados de forma inadecuada, puede generar
resultados falsos.

e No coma, beba o fume en el drea donde se manejan las muestras o las pruebas.

e No utilice la prueba si el paguete estd danado.

e Manipule todas las muestras como si contuvieran agentes infecciosos.

e Observar las precauciones establecidas contra riesgos microbiolégicos durante la prueba vy siga los
procedimientos estdndar para la eliminacidén adecuada de las muestras.

e Use ropa protectora como bata de laboratorio, guantes desechables y proteccién para los ojos cuando
las muestras se analicen.
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e Asegurese de utilizar una cantidad adecuada de muestra para la prueba. Demasiada o muy poca
muestra puede conducir a una desviacién de los resultados.

e El material utilizado debe desecharse de acuerdo con las normativas locales para el manejo de residuos
peligrosos bioldgicos-infecciosos.

e Latemperatura puede afectar negativamente los resultados.

Preparacién de reactivos suministrados

Solucién de lavado

Prepare Solucidon de lavado 1X: Contemple el volumen de solucién a utilizar y prepare. Por cada 1 mL de
Solucién de lavado a preparar cologue 0.1 mL de Solucién de lavado 10X y 0.9 mL de agua bidestilada. Si se
observan precipitados en el frasco de la Solucidon de lavado 10X, caliente el contenedor en un bano maria a
37 ° C y mezcle hasta que desaparezcan los precipitados. La solucién de lavado 1X se puede almacenar a 2-
8 °C hasta por un mes.

Solucién A

Prepare Solucion: Contemple la solucidon a utilizar y prepare. Por cada 200 ulL de Solucién A necesaria coloque
1 yL de Solucién A concentrada y 199 uL de Solucidn diluyente. La solucién es poco estable y siempre se debe
preparar al momento de usar.

Solucién B

Prepare Solucién: Contemple la solucién a utilizar y prepare. Por cada 2000 uL de Solucidn B necesaria coloque
1 yL de Solucidn A concentrada y 1999 ulL de Solucidn diluyente. La solucion es poco estable y siempre se debe
preparar al momento de usar.
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8.Procedimiento del ensayo

El kit IL6/ELISA se ha desarrollado utilizando procedimientos de lavado y pipeteo manuales.
Equilibre todos los reactivos a temperatura ambiente (20-25 °C) durante al menos 30 minutos, antes de usar.
El ensayo se debe realizar minimo por duplicado en el caso de las muestras.

Numero de Actividad
paso
1. Prepare todas las soluciones como se indica en las secciones anteriores. Homogenice todos sus
Paso 1: reactivos, antes de ser usados.
Preparacion 2. I|dentifique el nUmero de pozos/tiras a usar, el resto regréselas a la bolsa de aluminio que contiene el
paqguete desecante y vuelva a sellar.
3. Agregue 45 L de solucion diluyente a cada pozo a usar.
Paso 2: 4. Agregue 5 pL de cada control y muestra por pozo.
Captura 5. Mezclar golpeando suavemente la placa.
6. Cubrirla placa con papel adherible e incubar a temperatura ambiente (T.A) y en agitacion por 30
minutos.
7. Retirar el papel adherible y de un solo evento desechar la solucion de todos los pozos.
Paso 3: 8. Agregar 300 uL de Solucion de lavado 1X a cada pozo usado.
9. Mezclar golpeando suavemente la placa e inmediatamente desechar la solucidn de lavado.
Lavado . B
10. Repetir pasos 8 y 9 dos veces mas.
11. Retirar completamente los residuos de la solucion de lavado golpeando la placa contra un papel
absorbente hasta dejar seca.
Paso 4: 12. Agregue 50 pL de solucién A en cada pozo.
Deteccién 13. Mezclar golpeando suavemente la placa.
14. Cubrirla placa con papel adherible e incubar a temperatura ambiente (T.A) y en agitacién por 30
minutos.
15. Retirar el papel adherible y de un solo evento desechar la solucién de todos los pozos.
Paso 5: 16. Agregar 300 L de Solucién de lavado 1X a (.2CIC|C| pozo usado. 5
Lavado 17. Mezclar golpeando suavemente la placa e inmediatamente desechar la solucidn de lavado.
18. Repetir pasos 16y 17 dos veces mds.
19. Retirar completamente los residuos de la solucién de lavado golpeando la placa contra un papel
absorbente hasta dejar seca.
Paso 6: 20. Agregar 50 pL de la Solucién B a cada pozo.
Marcaje 21. Mezclar golpeando suavemente la placa. )
22. Cubirirla placa con papel adherible e incubar a temperatura ambiente (T.A) y en agitaciéon por 30
minutos, proteger de la luz.
23. Retirar el papel adherible y de un solo evento desechar la solucidn de todos los pozos.
Paso 7: 24. Agregar 300 uL de Soluciéon de lavado 1X a cada pozo usado.
25. Mezclar golpeando suavemente la placa e inmediatamente desechar la solucién de lavado.
Lavado . .
26. Repetir pasos 24 y 25 dos veces mas.
27. Retirar completamente los residuos de la solucién de lavado golpeando la placa contra un papel
absorbente hasta dejar seca.
Paso 8: 28. Agregar 50 pL del Sustrato a cada pozo usado.
Revelado 29. Mezclar golpeando suavemente la placa. Cubrir la placa con papel adherible e incubar a
temperatura ambiente (T.A) y en agitacién por 15 minutos, proteger de la luz.
Paso 9: 30. Agregar 50 pL de la Solucién de Paro a cada pozo usado.
Paro 31. Mezclar golpeando suavemente la placa.
Paso 10: . . . . .
Andlisis 32. Mida la absorbancia de cada pocillo a 450 nm inmediatamente. Interprete resulfados.
Nota: Leer la absorbancia dentro de los 10 minutos después de detener la reaccién de paro.
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10.

a)
b)
c)

11,

12,

Interpretacidéon de resultados

Promediar las lecturas de los duplicados.
Identificar que los resultados de los Controles suministrados correspondan a lo esperado segun la tabla 2.
Analizar los resultados obtenidos por las muestras e identificar si es positivo o en su caso negativo.

Tabla 2. Promedio de los valores esperados

Muestra/Control Valor de D.O. esperado a 450 nm
Control negativo >0.100
Control positivo Bajo <0.200
Control positivo Alto <0.500
Muestras Concentracién Baja >0.200
Muestras Concentracién Normal <0.200
Muestras Concentracién Alta <0.500

Control de Calidad

Cada microplaca debe considerarse por separado al calcular e interpretar los resultados del ensayo,
independientemente del nUmero de placas procesadas simultdneamente.

Los resultados de la prueba son vdlidos si se cumplen los criterios de control de calidad (los valores de los
controles concuerdan con los resulfados esperados).

Si no se cumplen los criterios para los controles, el resulfado debe ser cuestionado y se tendrd que repetir
el ensayo.

Se recomienda que cada laboratorio establezca un sistema de control de calidad apropiado con material
de control de calidad similar o idéntico a la muestra analizada.

Limitaciones del procedimiento

La presencia de azida de sodio en la muestra afecta los resultados del ensayo. La azida de sodio no se
debe utilizar como conservador de muestras.

Si la microplaca no se lava adecuadamente o presenta liquidos residuales, puede causar alteraciones a
los resultados.

Si elintervalo de tiempo de adicién de muestra o reactivos es demasiado largo, puede causar alteraciones
ala prueba vy los resultados.

Una mala preparacién de las soluciones A y/o B puede causar alteraciones a los resultados.

Las soluciones concentradas deben almacenarse adecuadamente para evitar resultados erréneos.
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13. Caracteristicas de desempeno

e Sensibilidad y especificidad con muestras clinicas
Se realizd un andlisis comparativo usando el kit IL6/ELISA de Amunet y ofro ELISA para deteccidon de
Anfetamina disponible en el mercado. El examen fue hecho a 88 especimenes clinicos recolectados con
anterioridad con sujetos presentes para pruebas de deteccidn de drogas. Los resultados se presentan a
continuacién:

Método Oftra ELISA Total de
RESULTADO | Positivo (+) | Negativo (-) |resulfados
IL6/ELISA Positivo (+) 31 0 31
Negativo (-) 1 52 53
Total de Resultados 32 52 84

e Sensibilidad: 96.88% (95% Cl: 90.65% ~ 99.00%)
e Especificidad: 100% (95% Cl: 95.63% ~ 100%)

14, Precauciones y segvuridad
Los ensayos ELISA son sensibles al fiempo y a la temperatura. Para evitar resultados incorrectos, se recomienda
seguir los pasos del procedimiento de ensayo.

1. No intercambie reactivos de diferentes lotes ni use reactivos de otros kits disponibles comercialmente. Los
componentes del kit se combinan con precisidén para un rendimiento éptimo de los ensayos.

2, Asegurese de que todos los reactivos no presenten fecha de caducidad vencida (indicada en la caja del
kit). No use reactivos con fecha de caducidad vencida (indicada en las etiquetas o caja).

3. Paso critico. Permita que los reactivos y las muestras alcancen la temperatura ambiente (20-25 °C) antes

de su uso. Agite el reactivo suavemente antes de usar teniendo la precaucién de no generar espuma.
Regrese a 2-8 °C inmediatamente después de su uso.

4, Use solo el volumen suficiente de muestra cdmo se indica en los pasos del procedimiento de ensayo, de lo
contrario, puede provocar baja sensibilidad del ensayo.
5. No foque el fondo exterior o interior de los pozos, las huellas digitales o los rasgunos pueden interferir con

la lectura. Al leer los resultados, asegurese de que el fondo de la placa esté seco y que no haya burbujas
de aire denfro de los pozos.

6. Nunca permita que los pozos de la microplaca se sequen después del paso de lavado. Inmediatamente
proceda al siguiente paso. Evite la formacién de burbujas de aire al agregar los reactivos.

7. Evite interrupciones prolongadas de los pasos del ensayo. Asegure las mismas condiciones de frabajo para
todos los pozos.

8. Cadlibre la pipeta con frecuencia para asegurar la precision de la distribucion de muestras/reactivos.

Cambie puntas entre muestras y reactivos para evitar confaminaciones cruzadas.
. Mida con un lector de placa o espectrofotémetro, determine la absorbancia a 450 nm.
10. La actividad enzimdtica del conjugado HRP podria verse afectada por el polvo y los quimicos reactivos
y/o sustancias como hipoclorito de sodio, dcidos, dlcalis, etc. No realice el ensayo en presencia de estas
sustancias y utilice siempre puntas nuevas.

11. Los productos quimicos deben manipularse y eliminarse solo de acuerdo con las buenas prdcticas de
laboratorio vigentes y las reglamentaciones locales o nacionales aplicables.

12. Algunos reactivos pueden causar toxicidad, irritacién, quemaduras o tener un efecto cancerigeno. Se
debe evitar el contacto con la piel y mucosas.

13. La soluciéon de paro es un dcido, Uselo con el cuidado apropiado, limpie los derrames inmediatamente y
lave sus manos con abundante agua si entra en contacto con la piel o los ojos.

14. No pipetear con la boca. Tome las precauciones normales requeridas para el manejo de reactivos de
laboratorio.

15. Los reactivos deben ser utilizados Unicamente para el propdsito previsto por personal de laboratorio

debidamente calificado, en condiciones de laboratorio apropiadas.
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15.

Resumen del procedimiento

Agregar
45 L de Solucién diluyente de muestra
5 pL de muestra y/o control
Homogenice

l

Incubar por 30 minutos a T.A en agitacién

l

Retirar residuos. Lavar con 300 uL de solucién de
lavado 1X, repitiendo 3 ocasiones

l

Agregar
50 pL de Solucion A en todos los pozos
Homogenice

l

Incubar por 30 minutos a T.A en agitacion.

l

Retirar residuos. Lavar con 300 L de solucidon de
lavado 1X, repitiendo 3 ocasiones.

l

Agregar 50 uL de Solucién B a cada pozo.

l

Incubar a T.A en agitacion durante 30 minutos.
Proteger de la luz.

l
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Retirar residuos. Lavar con 300 L de solucién de
9 lavado 1X, repitiendo 3 ocasiones. -

l

Agregar 50 uL de Sustrato a cada pozo.

10 ¢

Incubar a T.A en agitacion durante
‘I ‘I 15 minutos. Proteger de la luz.

l

g si

Tommoow®>

‘I 2 Agregar 50 ulL de solucidn de paro a cada pozo.

l

,I 3 Medir la absorbancia de cada pozo a 450 nm.

l

Positivo
‘I 4 Interprete los resultados. Negativo
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17. Emision

EAN 0225/01

KEIL601

18. Simbologia vutilizada

Simbolo

Descripcion

REF

NUmero de catdlogo

Lote

Fabricante

Fecha de fabricacion

Fecha de caducidad

No use si el empaqgue se encuentra danado

wl
!
-
®
L1

Consulte instrucciones de uso

+8°C
+2°c/ﬂ/

Temperatura limite 2°C~8°C.

Contiene 96 pozos

No se reUse

Precaucioén

Mantener seco

P

Uso para Investigacion

Para mds informacién ingresa a:

www.amunet.com.mx
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