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IL-6-ELISA

INTENDED USE

Immunoenzymetric assay for the in vitro quantitative measurement of human interleukin-6
(IL-6) in serum.

GENERAL INFORMATION
Proprietary name : DIAsource IL-6-ELISA Kit
Catalogue number : KAP1261 : 96 tests

Manufactured by : DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium.

For technical assistance or ordering information contact :
Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91

CLINICAL BACKGROUND

Biological activities

Human Interleukin 6 (IL-6) is a 184 A.A. polypeptide with potential O and N-glycosylation sites, and a
significant homology with G-CSF. It is produced by various cells, including T- and B-cells, monocytes,
fibroblasts, keratinocytes, endothelial cells, mesangial cells, astrocytes, bone marrow stroma cells and
several tumor cells. It regulates the growth and differentiation of various cell types with major activities on
the immune system, hematopoiesis, and inflammation. These multiple actions are integrated within a
complex cytokine network, where several cytokines induce (IL-1, TNF, PDGF, IFNs,...) or are induced by
IL-6 and the final effects result from either synergistic or antagonistic activities between 1L-6 and the other
cytokines (IL-1, IL-2, IL-4, IL-5,IFNy, IL-3, GM-CSF, M-CSF,CSF,...). IL-6 induces final maturation of B-
cells into antibody producing cells and is a potent growth factor for myeloma/plasmacytoma cells. It (co-)
stimulates T-cell growth and cytotoxic T-cell differentiation. It promotes megakaryocyte development and
synergizes with other cytokines to stimulate multipotent hematopoietic progenitors. It can also induce
differentiation and growth inhibition of some leukemia -or non hematopoietic tumoral cell lines. IL-6 is also
a major inducer of the acute phase reactions in response to inflammation or tissue injury. Along with IL-1
and TNF, it induces the synthesis of acute phase proteins (APP) by hepatocytes, each cytokine or
combination of cytokines showing a preferential pattern of APP production. IL-6 also interacts with the
neuroendocrine system, e.g. by inducing ACTH production. Thus, IL-6 is a pleiotropic cytokine with
multiple endocrine, paracrine and possibly autocrine activities in various tissues.

Clinical application

Although most normal controls have undetectable levels of IL-6 in their serum, huge quantities of IL-6 are
detected in severe inflammatory situations such as septicemia. The elevation of serum IL-6 precedes that of
acute phase proteins, e.g. in a postoperative phenomenon, and may thus be a sensitive early parameter to
investigate inflammatory conditions.

Serum IL-6 has already been described in association with surgical or traumatic tissue injuries, infectious
diseases, auto-immune diseases including arthritis, graft rejection, alcoholic liver cirrhosis, malignancies,
etc.



IV.  PRINCIPLES OF THE METHOD

The DIAsource IL-6-ELISA is a solid phase Enzyme Amplified Sensitivity
Immunoassay performed on microtiterplate.  The assay uses monoclonal
antibodies (MADbs) directed against distinct epitopes of IL-6. Calibrators and
samples react with the capture monoclonal antibody (MAb 1) coated on
microtiter well and with a monoclonal antibody (MAb 2) labelled with
horseradish peroxidase (HRP). After an incubation period allowing the formation
of a sandwich: coated MADb 1 — human IL-6 — MAb 2 — HRP, the microtiterplate
is washed to remove unbound enzyme labelled antibody. Bound enzyme-
labelled antibody is measured through a chromogenic reaction. Chromogenic
solution (TMB) is added and incubated. The reaction is stopped with the addition
of Stop Solution and the microtiterplate is then read at the appropriate
wavelength. The amount of substrate turnover is determined colourimetrically
by measuring the absorbance, which is proportional to the IL-6 concentration.

A calibration curve is plotted and IL-6 concentration in samples is determined by
interpolation from the calibration curve. The use of the ELISA reader (linearity
up to 3 OD units) and a sophisticated data reduction method (polychromatic data
reduction) result in a high sensitivity in the low range and in an extended
calibration range.

V. REAGENTS PROVIDED

Reagents 96 tests Color Reconstitution
Kit Code
Microtiterplate with 96
anti-1L-6 (monaclonal 96 wells blue Ready for use
antibodies) coated wells
Ab HRP q
1 vial re Ready for use
Conjugate: HRP labelled anti-IL-6 1ml
(monoclonal antibodies) in Borate buffer
with bovine serum albumin and thymol
o [
. yellow Add 1 ml distilled
Calibrator N=0to5 IG(\)/lra]Ii? water
(see exact values on vial labels) in yopnil.
human plasma with bovine serum
albumin, benzamidin and thymol
DIL SPE
2 vials black Add distilled water
Specimen Diluent: human plasma with lyophil. (iﬁz g:;;e\)()aﬁﬁ:]z?r
bovine serum albumin, benzamidin and
thymol
INC BUF black
1 vial ac Ready for use
Incubation buffer: Borate buffer with 11ml

bovine serum albumin, benzamidin and
thymol

Dilute 200 x with

WASH| SOLN |CONC| . T
| 1 vial distilled water (use

brown L
Wash Solution (Tris-HCI) 10 ml a magnetic stirrer).
-
2Vials | giver | Add 1mi distilled
Controls - N = 1 or 2 (see exact values yophil. water
on vial labels) in human plasma with
thymol
1 vial . Ready for use
25 ml white
Chromogenic TMB Solution
STOP SOLN 1 vial . Ready for use
12 m white

Stop Solution: HCI 2N

Note: 1. Use Specimen Diluent for sample dilutions.
2. 1 pg of the calibrator preparation is equivalent to 100 mlU of the
NIBSC 1 IS 89/548.

VI

SUPPLIES NOT PROVIDED

The following material is required but not provided in the kit:

1.
2.
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VIII.

High quality distilled water

Pipettes for delivery of: 50 pl, 100 pl, 200 pl, 1 ml and 10 ml (the use of
accurate pipettes with disposable plastic tips is recommended)

Vortex mixer

Magnetic stirrer

Horizontal microtiterplate shaker capable of 700 rpm + 100 rpm

Washer for Microtiterplates

Microtiterplate reader capable of reading at 450 nm, 490 nm and 650 nm
(in case of polychromatic reading) or capable of reading at 450 nm and
650 nm (bichromatic reading)

Optional equipment: The ELISA-AID™ necessary to read the plate
according to polychromatic reading (see paragraph XI.A.) can be
purchased from Robert Maciels Associates, Inc. Mass. 0.2174 USA.

REAGENT PREPARATION

Calibrators: Reconstitute the calibrators with 1 ml distilled water.
Controls: Reconstitute the controls with 1 ml distilled water.

Specimen Diluent: Reconstitute Specimen Diluent to the volume specified
on the vial label with distilled water

Working Wash solution: Prepare an adequate volume of Working Wash
solution by adding 199 volumes of distilled water to 1 volume of Wash
Solution (200x). Use a magnetic stirrer to homogenize. Discard unused
Working Wash solution at the end of the day.

STORAGE AND EXPIRATION DATING OF REAGENTS

Before opening or reconstitution, all kits components are stable until the
expiry date, indicated on the vial label, if kept at 2 to 8°C.

Unused strips must be stored, at 2-8°C, in a sealed bag containing a
desiccant until expiration date.

After reconstitution, calibrators, controls and Specimen Diluent are stable
for 4 days at 2 to 8°C. For longer storage periods, aliquots should be made
and kept at -20°C for maximum 2 months. Avoid successive freeze thaw
cycles.

The concentrated Wash Solution is stable at room temperature (18-25°C)
until expiration date.

Freshly prepared Working Wash solution should be used on the same day.
After its first use, the conjugate is stable until expiry date, if kept in the
original well-closed vial at 2 to 8°C.

Alterations in physical appearance of kit reagents may indicate instability
or deterioration.

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

Serum must be removed as soon as possible from the clot of red cells after
clotting and centrifugation, and kept at 4°C. If the samples are not used
immediately, they must be kept at -20°C for maximum 2 months, and at -
70°C for longer storage (maximum one year).

Avoid subsequent freeze thaw cycles.

Prior to use, all samples should be at room temperature (18-25°C). It is
recommended to vortex the samples before use.

Sampling conditions can affect values, therefore, strict precautions have to
be taken during sampling to avoid impurities contained in sampling
materials that would stimulate IL-6 production by blood cells and thus
falsely increase serum IL-6 values.

Collection tubes must be pyrogen-free.

PROCEDURE

Handling notes

Do not use the kit or components beyond expiry date.

Do not mix materials from different kit lots.

Bring all the reagents to room temperature (18-25°C) prior to use.
Thoroughly mix all reagents and samples by gentle agitation or swirling.
Perform calibrators, controls and samples in duplicate. Vertical alignment
is recommended.

Use a clean plastic container to prepare the Wash Solution.

In order to avoid cross-contamination, use a clean disposable pipette tip
for the addition of each reagent and sample.

For the dispensing of the Chromogenic Solution and the Stop Solution
avoid pipettes with metal parts.

High precision pipettes or automated pipetting equipment will improve the
precision.
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Respect the incubation times.

To avoid drift, the time between pipetting of the first calibrator and the
last sample must be limited to the time mentioned in section XIlII
paragraph E (Time delay).

Prepare a calibration curve for each run, do not use data from previous
runs.

Dispense the Chromogenic Solution within 15 minutes following the
washing of the microtiterplate.

During incubation with Chromogenic Solution, avoid direct sunlight on
the microtiterplate.

Each well can only be used once.

Procedure

Select the required number of strips for the run. The unused strips should
be resealed in the bag with a desiccant and stored at 2-8°C.

Secure the strips into the holding frame.

Pipette 50 ul of Incubation Buffer into all the wells

Pipette 100 pl of each Calibrator, Control and Sample into the appropriate
wells.

Incubate for 1 hour at room temperature (18-25°C) on a horizontal shaker
set at 700 rpm £ 100 rpm.

Aspirate the liquid from each well.

Wash the plate 3 times by:

= Dispensing 0.4 ml of Wash Solution into each well

= Aspirating the content of each well

Pipette 100 ul of anti-1L-6-HRP conjugate and 50 pl specimen diluent into
all the wells.

Incubate for 1 hour at room temperature (18-25°C) on a horizontal shaker
set at 700 rpm + 100 rpm.

Aspirate the liquid from each well.

Wash the plate 3 times by:

= Dispensing 0.4 ml of Wash Solution into each well

= Aspirating the content of each well

Pipette 200 pl of the Chromogenic Solution into each well within 15
minutes following the washing step.

Incubate the microtiterplate for 15 minutes at room temperature (18-25°C)
on a horizontal shaker set at 700 rpm + 100 rpm, avoid direct sunlight.
Pipette 100 pl of Stop Solution into each well.

Read the absorbencies at 450 nm and 490 nm (reference filter 630 nm or
650 nm) within 3 hours and calculate the results as described in section
XI.

CALCULATION OF RESULTS

Polychromatic Reading:

In this case, the ELISA-AID™ software will do the data processing.

The plate is first read at 450 nm against a reference filter set at 650 nm (or

630 nm).

A second reading is performed at 490 nm against the same reference filter.

The ELISA-AID™ Software will drive the reader automatically and will

integrate both readings into a polychromatic model. This technique can

generate OD’s up to 10.

The principle of polychromatic data processing is as follows:

L] Xi = 0D at 450 nm

. Yi=0D at 490 nm

. Using a standard unweighted linear regression, the parameters A &
B are calculated : Y = A*X + B

. If Xi <3 OD units, then X calculated = Xi

. If Xi > 3 OD units, then X calculated = (Yi-B)/A

. A 4-parameter logistic curve fitting is used to build up the
calibration curve.

. The IL-6 concentration in samples is determined by interpolation on
the calibration curve.

Bichromatic Reading

Read the plate at 450 nm against a reference filter set at 650 nm (or 630
nm).

Calculate the mean of duplicate determinations.

Plot the OD values (ordinate) for each calibrator against the corresponding
concentration of IL-6 (abscissa) and draw a calibration curve through the
calibrator points.

Read the concentration for each control and sample by interpolation on the
calibration curve.

Computer assisted data reduction will simplify these calculations. If
automatic result processing is used, a 4-parameter logistic function curve
fitting is recommended.

XIl.  TYPICAL DATA

The following data are for illustration only and should never be used instead of

the real time calibration curve.

IL-6-ELISA OD units
Polychromatic model
Calibrator 0 pg/ml 79
23.3 pg/ml 125
68 pg/ml 193
201 pg/ml 408
633 pg/ml 1036
2560 pg/ml 3579

X1,

A. Detection Limit

PERFORMANCE AND LIMITATIONS

Twenty zero calibrators were assayed along with a set of other calibrators. The
detection limit, defined as the apparent concentration two standard deviations
above the average OD at zero binding, was 2 pg/ml.

B. Specificity

No significant cross-reaction was observed in presence of 50 ng of IL-1a, IL-1p,
IL-2, IL-3, IL-4, IL-7, IL-8, IL-10, GM-CSF, IFN-a, IFN-y, LIF, MIP-10, MIP-
1B, MCP-1, OSM, RANTES, TGF-B, TNF-o and TNF-B. A very tenuous cross-
reaction (0.06%) is observed with G-CSF.

Interference with the soluble Receptors (sIL6R and sgp-130)
No significant cross-reaction was observed in presence of 100 ng of sIL6

Receptor and sgp-130.

IL6 conc IL6 measured with 100 1L6 measured with 100
ng/ml of sIL6R ng/ml of sgp-130
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
7.5 4.3 8.3
74.0 81.8 76.0
678.0 734.0 671.0
No interference was observed.
C. Precision
INTRA ASSAY INTER ASSAY
Serum N <X>+SD cv Serum N <X>+SD Ccv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 20 147 +£6,1 4.2 A 20 114 +5 4.4
B 20 623 + 27 4.3 B 20 270 £ 15 5.4
SD: Standard Deviation; CV: Coefficient of variation
D. Accuracy
RECOVERY TEST
Sample Added IL-6 Recovered IL-6 Recovery
(pg/ml) (pg/ml) (%)
Serum 1 1066 1035 97.1
547 541 98.9
228 234 102.6
Serum 2 1066 1110 104.1
547 531 97.1
228 250 109.6
DILUTION TEST
Sample Dilution Theoretical Concent. Measured Concent.
(pg/ml) (pg/ml)
Serum 11 - 966
1/2 483 478
1/4 2415 247
1/8 120.8 130
1/16 60.4 54
1/32 3 23

Samples were diluted with Specimen Diluent.




E. Time delay between last calibrator and sample dispensing

As shown hereafter, assay results remain accurate even when a sample is
dispensed 30 minutes after the calibrators have been added to the coated wells.

TIME DELAY
sample 0 min 10 min 20 min 30 min 40 min
1 61 53 56 61 76
2 196 179 205 213 273
3 1584 1478 1433 1418 1533

XIV. INTERNAL QUALITY CONTROL

L] If the results obtained for Control 1 and/or Control 2 are not within the
range specified on the vial label, the results cannot be used unless a
satisfactory explanation for the discrepancy has been given.

. If desirable, each laboratory can make its own pools of control samples,
which should be kept frozen in aliquots. Controls that contain azide will
interfere with the enzymatic reaction and cannot be used.

L] Acceptance criteria for the difference between the duplicate results of the
samples should rely on Good Laboratory Practises
. It is recommended that controls be routinely assayed as unknown samples

to measure assay variability. The performance of the assay should be
monitored with quality control charts of the controls.
. It is good practise to check visually the curve fit selected by the computer.

XV. REFERENCE INTERVALS

These values are given only for guidance; each laboratory should establish its
own normal range of values.

For guidance, the results of 34 serum samples from apparently healthy persons
with low CRP levels, ranged between 0 and 50 pg/ml. 31 samples obtained
values below 17 pg/ml.

XVI. PRECAUTIONS AND WARNINGS

Safety

For in vitro diagnostic use only.

The human blood components included in this kit have been tested by European
approved and/or FDA approved methods and found negative for HBsAg, anti-
HCV, anti-HIV-1 and 2. No known method can offer complete assurance that
human blood derivatives will not transmit hepatitis, AIDS or other infections.
Therefore, handling of reagents, serum or plasma specimens should be in
accordance with local safety procedures.

All animal products and derivatives have been collected from healthy animals.
Bovine components originate from countries where BSE has not been reported.
Nevertheless, components containing animal substances should be treated as
potentially infectious.

Avoid any skin contact with all reagents, Stop Solution contains HCI. In case of
contact, wash thoroughly with water.

Do not smoke, drink, eat or apply cosmetics in the working area. Do not pipette
by mouth. Use protective clothing and disposable gloves.

For more information, see Material Safety Data Sheet (MSDS).
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XVIIL.SUMMARY OF THE PROTOCOL

SAMPLE(S)
CALIBRATORS CONTROLS
(k) (1)
Incubation buffer 50 50
Calibrators (0-5) 100 -
Samples, Controls - 100

Incubate for 1 hour at room temperature (18-25°C) with continuous shaking at 700
rpm.

Aspirate the contents of each well.

Wash 3 times with 400 pl of Wash Solution and aspirate.

Anti-1L-6 -HRP conjugate 100 100
Specimen Diluent 50 50

Incubate for 1 hour at room temperature (18-25°C) with continuous shaking at 700
rpm.

Aspirate the contents of each well.

Wash 3 times with 400 pl of Wash Solution and aspirate.

Chromogenic Solution 200 200

Incubate for 15 min at room temperature (18-25°C) with continuous shaking at 700
rpm.

Stop Solution 100 100

Read on a microtiterplate reader and record the absorbance of each well at 450 nm
(and 490 nm) versus 630 (or 650 nm)

Diasource's Instrumentation Service can offer you the possibility of
acquiring a protocol adapted for this kit to be used on the Stratec Gemini
2PS + Combo platform including protocol assay file, reagent file and tips for
the good use of the kit on the instrument.
If you need any additional
1VDInstrumentation@diasource.be

information  please  contact

Other translations of this Instruction for Use can be downloaded from our
website: https://www.diasource-diagnostics.com/
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Lire entierement le protocole avant utilisation.

IL-6-ELISA

I.  BUT DU DOSAGE

Test Immuno-enzymétrique pour la mesure quantitative in vitro de ’interleukine-6 (IL-6) humaine
dans le sérum.

I1.  INFORMATIONS GENERALES
A. Nom du produit : DIAsource IL-6-ELISA kit
B. Numéro de catalogue : KAP1261: 96 tests

C. Fabriqué par: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2 B-1348 Louvain-la-Neuve Belgium.

Pour une assistance technique ou une information sur une commande :
Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91

I11. CONTEXTE CLINIQUE

A Activités biologiques

L’Interleukine humaine 6 (IL-6) est un polypeptide de 184 A.A. avec des sites de glycosylation O et N potentiels,
et une homologie importante avec G-CSF. Elle est produite par plusieurs cellules, y compris les cellules T- et B-,
les monocytes, les fibroblastes, les kératinocytes, les cellules endothéliales, les cellules mésangiales, les astrocytes,
les cellules stroma de la moelle osseuse et plusieurs cellules tumorales. Elle régule la croissance et la
différentiation de plusieurs types de cellules ayant une activité importante sur le systéme immunitaire,
I’hématopoiese et I’inflammation. Ces actions multiples sont intégrées dans un réseau complexe de cytokines, ou
plusieurs cytokines induisent (IL-1, TNF, PDGF, IFNSs,.) ou sont induites par IL-6 et les effets finaux découlent
soit des activités synergiques soit antagonistes entre IL-6 et les autres cytokines (IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IFNy, IL-3,
GM-CSF, M-CSF, CSF,...). L'IL-6 induit la maturation finale des cellules-B dans des cellules produisant des
anticorps et représente un facteur de croissance puissant pour des cellules myélomes/plasmacites. Elle (co-)
stimule la croissance des cellules-T et la différentiation des cellules-T cytotoxiques. Elle promeut un
développement mégakaryocyte et opére en synergie avec d’autres cytokines pour stimuler des progéniteurs
hématopoietiques multipotents. Elle peut aussi induire la différentiation et I’inhibition de la croissance de certaines
lignes de cellules leucémiques ou de cellules tumorales non hématopoietiques. 1L-6 est aussi un inducteur majeur
des réactions en phase aigué en réponse a une inflammation ou Iésion des tissus. Avec I'lL-1 et TNF, il induit la
synthése des protéines de la phase aigué (APP) par les hépatocytes, chaque cytokine ou combinaison de cytokines
affichant un modéle préférentiel de production d’APP. L'IL-6 interagit également avec le systeme
neuroendocrinien, par ex. en induisant la production d'/ACTH. Ainsi, I'lL-6 est une cytokine pléiotrope avec de
multiples activités endocrines, paracrines et, le cas échéant autocrines multiples dans des tissus divers.

B. Application clinique

Méme si la plupart des contrdles ordinaires montrent des niveaux non décelables d'IL-6 dans leur sérum, des
quantités énormes d'IL-6 sont détectées lors d'inflammations graves telles que la septicémie. La hausse en
IL-6 sérique précede celle des protéines en phase aigué, par ex. dans un phénoméne postopératoire, et peut
donc représenter un parametre précoce sensible pour faire des recherches sur les conditions inflammatoires.
L' IL-6 sérique a déja été décrite en association avec des lésions chirurgicales ou traumatiques des

tissus, des maladies infectieuses, des maladies auto-immunes y compris ’arthrite, des rejets de greffe,
des cirrhoses alcooliques du foie, des tumeurs malignes, etc.

I



IV.  PRINCIPES DU DOSAGE

Le kit DIAsource IL-6-ELISA est un test immunologique en phase solide a
Sensibilité Enzymatique Amplifiée réalisé sur des plaques de micro-titrage.
L’essai utilise des anticorps monoclonaux (MAbs) dirigés contre des épitopes
distincts de I'lL-6. Les calibrateurs et les échantillons réagissent avec 1’anticorps
monoclonal de capture (MAb 1) enduit sur un puit de micro-titrage et avec
I'anticorps monoclonal (MAb 2) marqué avec de la peroxydase de raifort (HRP).
Apreés une période d’incubation permettant la formation d’un sandwich : MAb 1
revétu — IL-6 humain — MAb 2 — HRP, la plaque de micro-titrage est lavée pour
¢liminer les anticorps marqués d’enzyme qui sont non liés. L’anticorps marqué
d’enzyme lié est mesuré par le biais d’une réaction chromogénique. La solution
chromogénique (TMB) est ajoutée et incubée. La réaction est arrétée par ’ajout
d’une Solution d’Arrét et la plaque de micro-titrage est alors lue a la bonne
longueur d’onde. La quantité de conversion de substrat est déterminée
colorimétriquement en mesurant 1’absorbance qui est proportionnelle a la
concentration en IL-6. Une courbe de calibration est tracée et la concentration en
IL-6 dans les échantillons est déterminée par interpolation & partir de la courbe de
calibration. L’utilisation d'un lecteur ELISA (linéarité jusqu’a 3 unités D.O.) et
une méthode de réduction des données sophistiquée (réduction des données
polychromatiques) donnent lieu a une sensibilité élevée dans la zone de faibles
concentrations et a une plage de calibration étendue.

V. REACTIFS FOURNIS

Réactifs 96 tests Code Reconstitution
Kit Couleur
Plaque de Micro-
titrage avec 96 puits
revétus d'anticorps 96 puits Bleu Prét a ’emploi
anti-1L-6 (anticorps
monoclonaux)
Ab HRP
Conjugué : anti-1L-6 marqué HRP 11f|larcnoln Rouge Prét a ’emploi
(anticorps monoclonaux) dans un
tampon au borate avec sérum-
albumine bovine et thymol
] v]
Cal_lbrateur ‘N=0a5 6 flacons Ajouter 1 ml d’eau
(voir valeurs exactes sur lyophil Jaune distillée
étiquette du flacon) dans du Yophil.
plasma humain avec sérum-
albumine bovine, benzamidine et
thymol
DIL SPE
Ajouter de I’eau
2 flacons Noir | distillée (voir I’étiquett
Diluant pour échantillons : plasma lyophil. strbiee (vorr  etiquetie
. . . pour le volume exact)
humain avec du sérum-albumine
bovine, benzamidine et thymol
Tampon d’Incubation : tampon au 1:{13;(1“ Noir Prét a ’emploi
Borate avec du sérum-albumine
bovine, benzamidine et thymol
|WASH | SOLN |CONC | Diluer 200 x avec de
1 flacon B I’eau distillée (utiliser
. 10 ml run un agitateur
Solution de Lavage magnétique)
(Tris-HCI) gnetique).
[eovror] o |
Contréle-N=10u2 2 flacons A Ajouter 1 ml d’eau
] ] rgent AP
(voir valeurs exactes sur lyophil. distillée
étiquette du flacon)
Dans du plasma humain avec
thymol
o
- 1 flacon Blanc | Préta 'emploi
25 ml
Solution TMB Chromogénique
| STOP | SOLN | 1 flacon R .
12 ml Blanc Prét a ’emploi
Solution d’Arrét : HCI, 2 N

Note: 1. Utiliser le Diluant pour échantillons pour les dilutions des échantillons.
2. 1 pg de la préparation du calibrateur équivaut a 100 mlU du NIBSC
1st IS 89/548.

V1.

MATERIEL NON FOURNI

Le matériel suivant est requis mais non fourni avec le kit:

1.
2.

3.
4.
5
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VIIL.

Eau distillée de haute qualité

Pipettes pour ajout de : 50 ul, 100 pl, 200 pl, 1 ml et 10 ml (il est
recommandé d’utiliser des pipettes de précision avec embouts jetables)
Meélangeur Vortex

Agitateur Magnétique

Agitateur horizontal de plaques de micro-titrage, capacité 700 tours/m +
100 tours/m

Dispositif de lavage de plaques de micro-titrage

Lecteur de plaques de micro-titrage capable de lire @ 450 nm, 490 nm et
650 nm (en cas de lecture polychromatique) ou capable de lire a 450 nm et
650 nm (lecture bi-chromatique)

Equipement facultatif : Le ELISA-AID™ nécessaire pour lire la plaque
selon la lecture polychromatique (voir paragraphe XI.A) peut étre acheté
aupres de Robert Maciels Associates, Inc. Mass. 0.2174 USA.

PREPARATION DES REACTIFS

Calibrateurs : Reconstituer les calibrateurs avec 1 ml d’eau distillée.
Controles : Reconstituer les contrdles avec 1 ml d’eau distillée.

Diluant pour échantillons : Reconstituer le Diluant pour échantillons au
volume spécifié sur 1’étiquette du flacon avec de I’eau distillée

Solution de lavage de travail: Préparer un volume adéquat de solution de
lavage de travail en ajoutant 199 volumes d’eau distillée a 1 volume de
Solution de Lavage (200x). Utiliser un agitateur magnétique pour
homogénéiser. Jeter la Solution de Lavage de travail non utilisée a la fin de
la journée.

STOCKAGE ET DATE D’EXPIRATION DES REACTIFS

Avant ’ouverture ou la reconstitution, tous les composants du kit sont
stables jusqu’a la date de péremption, indiquée sur I’étiquette du flacon, si
conservé a 2-8°C.

Les barrettes inutilisées doivent étre conservées a 2-8°C, dans un sachet
hermétique contenant un agent déshydratant jusqu’a la date de péremption.
Aprés reconstitution, les calibrateurs, les controles et le Diluant pour
échantillons sont stables pendant 4 jours a 2-8°C. Pour des périodes de
conservation plus longues, il faudra faire des aliquotes et les maintenir a
-20°C pour une période maximum de 2 mois. Eviter des cycles de
congélation/décongélation successifs.

La Solution de Lavage concentrée est stable & température ambiante (18-
25°C) jusqu’a sa date de péremption.

La solution de lavage de travail préparée devrait étre utilisée le méme jour.
Aprés sa premiére utilisation, le conjugué est stable jusqu’a la date de
péremption, si conservé dans le flacon original bien fermé, a 2-8°C.

Des altérations dans 1’aspect physique des réactifs du kit peuvent indiquer
une instabilité ou une détérioration.

PREPARATION ET STABILITE DE L’ECHANTILLON

Le sérum doit étre éliminé le plus rapidement possible de ’agrégation de
globules rouges apres formation de caillots et centrifugation, et conservé a
4°C. Si les échantillons ne sont pas utilisés immédiatement, ils doivent étre
conservés a -20°C pendant 2 mois maximum, et a -70°C pour un stockage
plus long (une année maximum).

Eviter des cycles de congélation et décongélation successifs.

Avant ’emploi, tous les échantillons doivent étre a température ambiante
(18-25°C). Il est conseillé de mélanger au vortex les échantillons avant leur
emploi.

Les conditions d’échantillonnage peuvent influencer les valeurs, par
conséquent, il faudra prendre des précautions strictes durant
I’échantillonnage afin d’éviter la présence d’impuretés dans la matiére
d’échantillonnage qui stimulerait la production de IL-6 par les cellules
sanguines et donc augmenterait faussement les valeurs d'IL-6 dans le sérum.
Les tubes collecteurs doivent étre apyrogenes.

MODE OPERATOIRE

Notes de manipulation

Ne pas utiliser le kit ou les composants aprés la date de péremption.

Ne pas mélanger le matériel provenant de lots de kits divers.

Avant I’emploi, amener tous les réactifs a température ambiante (18-
25°C).

Meélanger soigneusement tous les réactifs et les échantillons en agitant ou
en brassant doucement.

Tester les calibrateurs, les contrdles et les échantillons en double. On
recommande un alignement vertical.

Pour préparer la Solution de Lavage, utiliser un récipient propre en
plastique.
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Afin d’éviter toute contamination croisée, utiliser un embout de pipette
jetable propre pour I’ajout de chaque réactif et des échantillons.

Pour la distribution de la Solution Chromogénique et de la Solution
d’Arrét, éviter des pipettes ayant des parties métalliques.

Des pipettes a haute précision ou un systéme de pipetage automatisé
améliorera la précision.

Respecter les temps d’incubation.

Pour éviter une dérive, le délai entre le pipetage du premier calibrateur et
du dernier échantillon doit étre limité au délai mentionné dans la section
XI11.E (Délai de temporisation).

Préparer une courbe de calibration pour chaque test, ne pas utiliser des
données des tests précédents.

Distribuer la Solution Chromogénique dans les 15 minutes suivant le
lavage de la plaque de micro-titrage. Durant I’incubation avec la Solution
Chromogénique, éviter toute exposition directe au soleil de la plaque de
micro-titrage.

Chaque puits ne peut étre utilisé qu'une seule fois.

Mode opératoire
Sélectionner le nombre requis de barrettes pour le test. Les barrettes
inutilisées devraient étre scellées dans le sachet avec un agent déshydratant
et conservées a 2-8°C.
Fixer les barrettes dans le cadre de support.
Pipetter 50 pl du Tampon d’Incubation dans tous les puits
Pipetter 100 pl de chaque Calibrateur, Contréle et Echantillon dans les puits
appropriés.
Incuber pendant 1 heure & la température ambiante (18-25°C) sur un
agitateur horizontal réglé a 700 tours/m + 100 tours/m.
Aspirer le liquide de chaque puit.
Laver la plaque 3 foisen :
= Distribuant 0,4 ml de Solution de Lavage dans chaque puits
= Aspirant le contenu de chaque puit
Pipetter 100 pl de conjugué anti-IL-6-HRP et 50 pl de Diluant pour
échantillons dans tous les puits.
Incuber pendant 1 heure a température ambiante (18-25°C) sur un agitateur
horizontal réglé a 700 tours/m + 100 tours/m.
Aspirer le liquide de chaque puit.
Laver la plaque 3 fois en :
=  Distribuant 0,4 ml de Solution de lavage dans chaque puit
= Aspirant le contenu de chaque puit.
Pipetter 200 pl de Solution Chromogénique dans chaque puits dans les 15
minutes suivant I'étape de lavage.
Incuber la plaque de micro-titrage pendant 15 minutes & température
ambiante (18-25°C) sur un agitateur horizontal réglé a 700 tours/m + 100
tours/m, éviter I’exposition directe au soleil.
Pipetter 100 pl de Solution d’Arrét dans chaque puit.
Lire les absorbances a 450 nm et 490 nm (filtre de référence 630 nm ou 650
nm) dans les 3 heures et calculer les résultats tels que décrits a la section XI.

CALCUL DES RESULTATS
Lecture Polychromatique
Dans ce cas, le logiciel ELISA-AID™ réalisera le traitement des données.
La plaque est lue initialement & 450 nm contre un filtre de référence réglé
a 650 nm (ou 630 nm).
Une deuxiéme lecture est faite a 490 nm contre le méme filtre de
référence.
Le logiciel ELISA-AID™ guidera le lecteur automatiquement et intégrera
les deux lectures dans un modéle polychromatique. Cette technique peut
générer jusqu’a 10 D.O.
Le principe du traitement des données polychromatiques est le suivant:
= Xi=D.0.a450nm
. Yi=D.0.a490 nm
=  En utilisant une régression linéaire standard non pondérée, les
paramétres A & B sont calculés :
. Y=A*X+B
= SiXi<3D.O. unités, alors X calculé = Xi
= si Xi>3D.O. unités, alors X calculé = (Yi-B)/A
. Un ajustement logistique de la courbe a 4 paramétres est utilisé pour
construire la courbe de calibration.
=  La concentration en IL-6 dans les échantillons est déterminée par
interpolation sur la courbe de calibration.

Lecture Bi-chromatique

Lire la plaque & 450 nm contre un filtre de référence réglé a 650 nm (ou
630 nm).

Calculer la moyenne des déterminations en double.

Tracer les valeurs D.O. (ordonnée) pour chaque calibrateur par rapport a la
concentration correspondante en IL-6 (abscisse) et dessiner une courbe de
calibration a travers les points des calibrateurs.

Lire la concentration de chaque contrdle et échantillon par interpolation
sur la courbe de calibration.

5. Une réduction des données assistée par ordinateur simplifiera ces calculs.
Si on utilise un traitement automatique des résultats, on recommande un
ajustement de la fonction logistique a 4 paramétres.

X1l. DONNEES TYPES

Les données suivantes sont fournies exclusivement a titre d’illustration et ne
devraient jamais étre utilisées a la place de la courbe de calibration en temps réel.

IL-6-ELISA unites D.O.
Modeéle polychromatique
Calibrateur 0 pg/ml 79
23.3 pg/ml 125
68 pg/ml 193
201 pg/ml 408
633 pg/ml 1036
2560 pg/ml 3579

X11l. PERFORMANCE ET LIMITES

A. Limite de Détection

Vingt calibrateurs zéro ont été testés avec une série d’autres calibrateurs. La
limite de détection, définie en tant que concentration apparente a deux déviations
standard au-dessus du D.O. moyen correspondant a une fixation a zéro, était de 2
pg/ml.

B. Spécificité

Aucune réaction croisée significative n’a été observée en présence de 50 ng de
IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-3, IL-4, IL-7, IL-8, IL-10, GM-CSF, IFN-a, IFN-vy, LIF,
MIP-1a, MIP-1B, MCP-1, OSM, RANTES, TGF-B, TNF-a et TNF-B. Une
réaction croisée extrémement légere (0,06%) est observée avec G-CSF.

Interférence avec les Récepteurs solubles (sIL6R et sgp-130)
Aucune réaction croisée significative n’a été observée en présence de 100 ng de
Récepteur sIL6 et sgp-130.

IL6 conc IL6 mesuré avec IL6 mesuré avec
(pg/ml) ' 100 ng/ml de sIL6R 100 ng/ml de sgp-130
(pg/ml) (pg/ml)
75 4,3 8,3
74,0 81,8 76,0
678,0 734,0 671,0
Aucune interférence n’a été observée.
C. Précision
INTRA ESSAI INTER ESSAI
. CcvVv . CcVv
Sérum N <X>+SD (%) Sérum N <X>+SD (%)
A 20 147 + 6,1 4,2 A 20 1145 4.4
B 20 623 + 27 43 B 20 270 £ 15 54

SD: Ecart Standard; CV: Coefficient de variation
D. Exactitude

TEST DE RECUPERATION

- . IL-6 ajoutée IL-6 récupérée P
Echantillon Récupération (%
(pgimi) (pgimi) pération (%)
Sérum 1 1066 1035 97.1
547 541 98.9
228 234 102.6
Sérum 2 1066 1110 104.1
547 531 97.1
228 250 109.6




ESSAI DE DILUTION

Echant. Dilution Concent. théorique Concent. Mesurée
(pg/ml) (pg/ml)
Sérum 1/1 - 966
12 483 478
1/4 2415 247
1/8 120,8 130
1/16 60,4 54

Les échantillons ont été dilués avec du Diluant pour échantillons.

E. Délai de temporisation entre la distribution du dernier calibrateur et
celle de I’échantillon

Tel que montré ci-dessous, les résultats de 1’essai sont précis méme lorsqu'un

échantillon est distribué 30 minutes apres que les calibrateurs aient été ajoutés aux

puits revétus.

DELAI DE TEMPORISATION

2. MOSCOVITZ H. et al., (1994)
Plasma cytokine determination in emergency department patients as
predictor of bacteremia and infectious disease severity.
Critical care Medicine, 22:1102-1107.

3. SAKAMOTO K. et al., (1994)
Elevation of circulating interleukin 6 after surgery : factors
influencing the serum level.
Cytokine, 6:181-186.

4. KITAY. etal., (1994)
Evaluation of sequential serum interleukin-6 levels in liver allograft

Echant. 0 min 10 min 20 min 30 min 40 min
1 61 53 56 61 76
2 196 179 205 213 273
3 1584 1478 1433 1418 1533

XIV. CONTROLE DE QUALITE INTERNE

= Si les résultats obtenus pour le Controle 1 et/ou le Controle 2 ne sont pas
dans la plage spécifi¢e sur I’étiquette du flacon, les résultats ne peuvent pas
étre utilisés a moins qu’une explication satisfaisante ne soit fournie pour cet
écart.

. Si on le souhaite, chaque laboratoire peut réaliser ses propres groupes
d’échantillons de controle, qui devraient étre conservés congelés en
aliquotes. Les Controles contenant de 1’azoture vont interférer avec la
réaction enzymatique et ne peuvent pas étre utilisés.

. Les criteres d’acceptation pour la différence entre les doublets des
échantillons devraient étre basés sur les Bonnes Pratiques de Laboratoire

. Il est recommandé de tester les contrdles en routine en tant qu’échantillons
inconnus pour mesurer la variabilité du test. La performance du test devrait
étre surveillée par des diagrammes de contrdle de la qualité des contrdles.

. Il est recommandé d’examiner visuellement 1’ajustement de la courbe
sélectionnée par I’ordinateur.

XV. INTERVALLES DE REFERENCE

Ces valeurs sont données a titre indicatif; chaque laboratoire devrait établir sa
plage de valeurs normales.

A titre indicatif, les résultats de 34 échantillons de sérum de personnes
apparemment en bonne santé avec des niveaux de CRP bas, étaient compris entre
0 et 50 pg/ml. 31 échantillons ont obtenu des valeurs en-dessous de 17 pg/ml.

XVI. PRECAUTIONS ET AVERTISSEMENTS

Sécurité

A utiliser exclusivement pour le diagnostic in vitro.

Les éléments du sang humain compris dans ce kit ont été testés par des méthodes
agréées par I’Europe et/ou la FDA et on a constaté qu’ils étaient négatifs pour le
HBsAg, I’anti-HCV, I’anti-HIV-1 et 2. Aucune méthode connue ne peut offrir
une assurance compléte que les substances dérivées du sang humain ne
transmettront pas 1’hépatite, le SIDA ou d’autres infections. Par conséquent, la
manipulation des échantillons de réactifs, de sérum ou de plasma devrait étre
conforme aux procédures de sécurité locales.

Tous les produits ou substances dérivés des animaux ont été recueillis a partir
d'animaux en bonne santé. Les composants bovins proviennent de pays ou la ESB
n’a pas été constatée. Néanmoins, les composants contenant des substances
animales devraient étre traités comme potentiellement infectieux.

Eviter tout contact des réactifs avec la peau, la Solution d’Arrét contient du HCI.
En cas de contact, se laver soigneusement avec de ’eau.

Ne pas fumer, boire ou manger ou appliquer des produits cosmétiques dans
I’espace de travail. Ne pas transférer a la pipette en utilisant la bouche. Porter des
vétements de protection et des gants jetables.

Pour plus d'informations, consultez la fiche signalétique (MSDS).
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XVIII.RESUME DU PROTOCOLE

of bacterial infection

ECHANTILLON(S)
CALIBRATEURS CONTROLES
(1) (1)
Tampon d'Incubation 50 50
Calibrateurs (0-5) 100 -
Echantillons, Contrdles - 100

Incuber pendant 1 heure a température ambiante (18-25°C) sous une agitation continue
de 700 tours/m

Aspirer le contenu de chaque puit.

Laver 3 fois avec 400 pl de Solution de Lavage et aspirer.

Conjugué anti-1L-6 -HRP 100 100
Diluant pour échantillons 50 50

Incuber pendant 1 heure a température ambiante (18-25°C) sous une agitation continue
de 700 tours/m

Aspirer le contenu de chaque puit.

Laver 3 fois avec 400 pl de Solution de Lavage et aspirer.

Solution Chromogénique 200 200

Incuber pendant 15 min a température ambiante (18-25°C) sous une agitation continue
de 700 tours/m

Solution d'Arrét 100 100

Lire sur un lecteur de plaque de micro-titrage et enregistrer I'absorbance de chaque puit
a 450 nm (et 490 nm) contre 630 (ou 650 nm)

Le service d'instrumentation de Diasource peut vous offrir la possibilité
d'acquérir un protocole adapté a ce kit a utiliser sur la plate-forme Combo
Stratec Gemini 2PS +, y compris un fichier de test de protocole, un fichier de
réactifs et des conseils pour une bonne utilisation du kit sur I'instrument.

Si vous avez besoin d'informations supplémentaires, veuillez contacter
IVVDInstrumentation@diasource.be
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Vor Gebrauch des Kits lesen Sie bitte diese Packungsbeilage.

IL-6-ELISA

VERWENDUNGSZWECK

Ein immunenzymetrischer Assay flr die quantitative in vitro Bestimmung von humanem Interleukin-6
(IL-6) in Serum.

ALLGEMEINE INFORMATION
Handelsbezeichnung:  DIAsource IL-6-ELISA Kit
Katalognummer: KAP1261: 96 Tests

Hergestellt von: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgien

Fur technische Unterstiitzung oder Bestellungen wenden Sie sich bitte an:
Tel.: +32 (0)10 84.99.11 Fax: +32 (0)10 84.99.91

KLINISCHER HINTERGRUND

Biologische Aktivitat

Humanes Interleukin-6 (IL-6) ist ein aus 184 Aminosduren bestehendes Polypeptid mit potentiellen O- und N-
Glykosylierungsstellen und mit einer signifikante Homologie mit G-CSF. Es wird durch verschiedene Zellen,
einschlieflich T- und B-Zellen, Monozyten, Fibroblasten, Keratinozyten, Endothelzellen, Mesangiumzellen, Astrozyten,
Knochenmark-Stromazellen und verschiedene Tumorzellen produziert. Es reguliert das Wachstum und die
Differenzierung verschiedener Zelltypen mit signifikanter Auswirkungen auf das Immunsystem, die Hdmatopoese und
Entzindung. Diese vielfdltigen Aktivitaten sind in ein komplexes Zytokinnetzwerk eingebunden, in dem mehrere
Zytokine IL-6 induzieren (IL-1, TNF, PDGF, IFNs ...) oder durch IL-6 induziert werden und die endgtltigen Effekte sich
durch synergistische oder antagonistische Wirkung zwischen IL-6 und anderen Zytokinen ergeben (IL-1, IL-2, IL-4, IL-5,
IFNy, IL-3, GM-CSF, M-CSF, CSF ..). IL-6 induziert die endgiltige Reifung von B-Zellen zu Antikérper-
produzierenden Zellen und ist ein potenter Wachstumsfaktor fiir Myelom-/Plasmazytomzellen. Es (co-) stimuliert T-
Zellwachstum und zytotoxische T-Zell-Differenzierung. Es fordert die Entwicklung von Megakaryozyten und stimuliert
in Synergie mit anderen Zytokinen multipotente hdmatopoetische Vorlduferzellen. Es kann ebenso die Differenzierung
und die Wachstumshemmung einiger Leukdmie- oder nicht-hdmatopoetischer Tumorzelllinien induzieren. IL-6 ist auch
ein wichtiger Ausldser der Akute-Phase-Reaktionen als Antwort auf Entziindung oder Gewebeverletzung. Zusammen mit
IL-1 und TNF induziert es die Synthese von Akutphasenproteinen (APP) durch Hepatozyten, wobei jedes Zytokin oder
jede Kombination von Zytokinen durch ein spezielles Muster der APP-Produktion gekennzeichnet ist. IL-6 interagiert
auch mit dem neuroendokrinen System, z. B. durch Induzieren der ACTH-Produktion. Somit ist IL-6 ein pleiotropes
Zytokin, das je nach Gewebetyp vielféltige endokrine, parakrine und méglicherweise autokrine Aktivitaten aufweist.

Klinische Anwendung

Obwohl die meisten normalen Kontrollen nicht nachweisbare Konzentrationen an IL-6 im Serum haben, findet man grofRRe
Mengen an IL-6 bei schwerwiegenden entziindlichen Zustdnden wie etwa Blutvergiftung. Der Anstieg von IL-6 im
Serum geht dem von Akute-Phase-Proteinen voraus, z. B. in einer postoperativen Phase, wodurch IL-6 méglicherweise
ein empfindlicher, friher Parameter bei der Untersuchung entziindlicher Erkrankungen darstellt.

Serum-1L-6 wurde bereits mit traumatischen Gewebsverletzungen, Infektionskrankheiten, Autoimmunerkrankungen wie
Avrthritis, TransplantatabstoBung, alkoholischer Leberzirrhose, Krebserkrankungen usw. in Verbindung gebracht.



IV. GRUNDSATZLICHES ZUR DURCHFUHRUNG

Der DIAsource IL-6-ELISA ist ein solid phase-Enzyme Amplified Sensitive
Immunoassay (ELISA) im Mikrotiterplattenformat. Der Assay benutzt
monoklonale Antikorper (MAKs), die gegen verschiedene Epitope von IL-6
gerichtet  sind. Kalibratoren und Proben reagieren mit dem priméren
monoklonalen Antikorper (MAk 1), mit dem die Wells der Mikrotiterplatte
beschichtet sind, und mit einem monoklonalen Antikérper (MAK 2), der mit
Meerrettich-Peroxidase (MRP) markiert ist. Nach einer Inkubationsphase bildet
sich ein Sandwich-Komplex: MAk 1 - IL-6 - MAk 2 - MRP; nicht gebundene
enzymmarkierte Antikorper werden durch Waschen der Mikrotiterplatte entfernt.
Gebundene enzymmarkierte Antikorper werden durch eine Farbreaktion
gemessen. Chromogene Losung (TMB) wird hinzugefiigt und inkubiert. Die
Reaktion wird durch Hinzufiigen einer Stopplésung beendet und die
Mikrotiterplatte wird bei adéquater Wellenlénge ausgewertet. Die Menge an
Substratumsatz wird kolorimetrisch durch Messung der Absorption bestimmt, die
proportional zur IL-6-Konzentration ist.

Es wird eine Kalibrationskurve erstellt und die I1L-6-Konzentration in den Proben
wird durch Interpolation von der Kalibrationskurve bestimmt. Die Verwendung
des ELISA-Lesegerats (Linearitat bis zu 3 OD-Einheiten) und eine komplexe
Datenreduktionsmethode (polychromatische Datenreduktion) ergeben eine hohe
Sensibilitat im niedrigen Bereich und einen breiten Kalibrationsbereich.

V. MITGELIEFERTE REAGENZIEN

Reagenzien 96 Tests Farbe Rekonstitution
Kit Code
M_ikrotiter_platte .
mit 9§ anti-1L-6- 96 Wells Blau gebrauchsfertig
beschichteten
Wells
Ab HRP
x Rot :
1 GefaR gebrauchsfertig
Konjugat: MRP markierte anti-1L-6 11ml
(monoklonaler Antikdrper) in Boratpuffer
mit Rinderserumalbumin und Thymol
o ]
" 1 ml destilliertes
Kalibrator N = 0 bis 5 6| C:)Efsi?e Gelb Wasser zugeben
(genaue Werte auf GefaRetiketten) in yopnil.
Humanplasma mit Rinderserumalbumin
und Thymol
Dest. Wasser
piL SPE Schwarz zugeben (das exakte
2 Gefale Volumen bitte dem
Probenverdinner: Humanplasma mit lyophil. Etikett entnehmen)
Rinderserumalbumin, Benzamidin und
Thymol
INC BUF h
1 GefaR Schwarz gebrauchsfertig
Inkubationspuffer: Boratpuffer mit 11 ml
Rinderserumalbumin, Benzamidin und
Thymol
200 x mit
1 Geféall Braun destilliertem Wasser
Waschlgsung (Tris-HCI) 10ml verdinnen
(Magnetriihrer
benutzen).
.-
2| C:)efh;?e Silber 1 ml destilliertes
Kontrollen - N = 1 oder 2 yophil. Wasser zugeben
(genaue Werte auf GefaRetiketten)
in Humanplasma mit Thymol
CHROM T™MB 4 i
- 1 Geféal WeiR gebrauchsfertig
25ml
Chromogene TMB-L6sung
STOP SOLN 4 i
-- 1 Gefal Weil gebrauchsfertig
12 ml
Stopplésung: HCL 2N

Bemerkung:1. Benutzen Sie den Probenverdiinner zur Probenverdiinnung.
2. 1 pg der Kalibratorzubereitung ist aquivalent zu 100 mlU des
NIBSC 1 1S 89/548.

VI.  ZUSATZLICH BENOTIGTES MATERIAL

Folgendes Material wird bendtigt, aber nicht mit dem Kit mitgeliefert:

1. Hochwertiges destilliertes Wasser

2. Pipetten: 50 pl, 100 pl, 200 pl, 1 ml und 10 ml (Verwendung von

Préazisionspipetten mit Einwegplastikspitzen wird empfohlen)

Vortex-Mixer

Magnetriihrer

Horizontaler Schittler fur Mikrotiterplatte Kap. 700 rpm + 100 rpm

Waschgerét fiir Mikrotiterplatten

Mikrotiterplatten-Lesegerat zur Auswertung bei 450 nm, 490 nm und 650

nm (bei polychromatischer Auswertung) oder zur Auswertung bei 450 nm

und 650 nm (monochromatische Auswertung)

8. Optional: ~ ELISA-AID™  zur  Auswertung der Platte nach
polychromatischer Methode (siehe Abschnitt XI.A.), erhéltlich bei Robert
Maciels Associates, Inc. Mass. 0.2174 USA.

Nookw

VIl. VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

A. Kalibratoren: Rekonstituieren Sie die Kalibratoren mit 1 ml destilliertem
Wasser.

B. Kontrollen: Rekonstituieren Sie die Kontrollen mit 1 ml destilliertem
Wasser.

C. Probenverdinner: Rekonstituieren Sie den Probenverdiinner bis zu dem
genau auf dem Etikett des Flaschchens angegebenen Volumen mit dest.
Wasser

D. Waschldsung: Bereiten Sie ein angemessenes VVolumen Waschlésung aus
einem Anteil Waschldsung (200x) mit 199 Anteilen destilliertem Wasser
zu. Verwenden Sie einen Magnetrithrer zum gleichmaRigen Durchmischen.
Werfen Sie die nicht benutzte Waschlésung am Ende des Tages weg.

VIIl. AUFBEWAHRUNG UND LAGERUNG DER REAGENZIEN

Ll Vor dem Offnen oder der Rekonstitution sind die Reagenzien des Kits bis
zum Ablaufdatum (Angaben auf Etikett) bei Lagerung bei 2 °C bis 8 °C
stabil.

Ll Nicht verwendete Mikrotiterstreifen sollten bis zum Verfallsdatum wieder
dicht in der Folie verschlossen mit Trockenmittel bei 2 bis 8 °C gelagert
werden.

Ll Nach Rekonstitution sind die Kalibratoren, Kontrollen und

Probenverdiinner bei 2 bis 8 °C fiir 4 Tage stabil. Aliquots miissen bei
langerer Aufbewahrung bei -20°C eingefroren werden, dann sind Sie 2
Monate haltbar. Vermeiden Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen.

Ll Die konzentrierte Waschlésung ist bei Raumtemperatur (18-25°C) bis zum
Verfallsdatum haltbar.

Ll Frisch zubereitete Waschldsung sollte am selben Tag benutzt werden.

Ll Nach der ersten Benutzung ist das Konjugat bei Aufbewahrung im
OriginalgefaR bei 2 bis 8 °C bis zum Ablaufdatum stabil.

Ll Verénderungen im Aussehen der Kitkomponenten konnen ein Anzeichen

flir Instabilitat oder Zerfall sein.

IX.  PROBENSAMMLUNG UND -VORBEREITUNG

= Das Serum muss so schnell wie mdglich vom Blutgerinnsel der roten
Zellen nach Gerinnung und Zentrifugation getrennt und bei 4°C
aufbewahrt werden. Werden die Proben nicht direkt benutzt, mussen sie
bei -20°C flir maximal 2 Monate gelagert werden. Eine l&ngere
Lagerdauer ( maximal 1 Jahr) erfordert eine Lagerung bei -70°C.

= Vermeiden Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen.

Ll Vor Gebrauch missen alle Proben Raumtemperatur (18-25°C) erreichen.
Vortexmischen der Proben wird vor Gebrauch empfohlen.

= Die Bedingungen der Probennahme kdnnen Werte beeinflussen, weshalb

strenge Vorsichtsmanahmen wéhrend des Sammelns ergriffen werden

mussen, um Unreinheiten im gesammelten Material, die die IL-6

Produktion durch Blutzellen stimulieren und somit IL-6-Serumwerte

falschlicherweise erhdhen wiirden, zu vermeiden.

Probenbehélter miissen pyrogenfrei sein.

DURCHFUHRUNG

A Bemerkungen zur Durchfiihrung
Verwenden Sie den Kit oder dessen Komponenten nicht nach dem
Ablaufdatum.
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Vermischen Sie Materialien von unterschiedlichen Kit-Chargen nicht.

Bringen Sie alle Reagenzien vor der Verwendung auf Raumtemperatur
(18-25°C).

Mischen Sie alle Reagenzien und Proben grindlich durch sanftes

Schiitteln oder Riihren.

Fuhren Sie Kalibratoren, Kontrollen und Proben doppelt aus. Vertikale

Ausrichtung wird empfohlen.

Verwenden Sie zur Zubereitung der Waschlésung einen reinen

Kunststoffbehélter.

Verwenden Sie saubere Einwegpipettenspitzen, um Kreuzkontamination

zu vermeiden.

Verwenden Sie zur Pipettierung der chromogenen L&sung und der

Stoppldsung keine Pipetten mit Metallteilen.

Prézisionspipetten oder ein automatisches Pipettiersystem erhthen die

Préazision.

Achten Sie auf die Einhaltung der Inkubationszeiten.

Zur Vermeidung von Drift muss die Zeit zwischen dem Pipettieren des

ersten Kalibrators und der letzten Probe auf die Zeit beschrankt werden,

die in Abschnitt XIII Absatz E (Zeitverzdgerung) erwahnt wird.

Erstellen Sie fir jeden Durchlauf eine Kalibrationskurve, verwenden Sie

nicht die Daten von friheren Durchl&ufen.

Pipettieren Sie die chromogene Lésung innerhalb von 15 Minuten nach

dem Waschen der Mikrotiterplatte.

Wéhrend der Inkubation mit der chromogenen Lésung ist die

Mikrotiterplatte vor direktem Sonnenlicht zu schiitzen.

Jeder Brunnen kann nur einmal verwendet werden.

Durchfiihrung

Wabhlen Sie die erforderliche Anzahl der Streifen fiir den Lauf aus. Nicht
verwendete Mikrotiterstreifen sollten wieder dicht in der Folie
verschlossen mit Trockenmittel bei 2 bis 8 °C gelagert werden.

Befestigen Sie die Streifen im Halterahmen.

Pipettieren Sie jeweils 50 pl Inkubationspuffer in alle Wells

Pipettieren Sie jeweils 100 pl Kalibrator, Kontrolle und Probe in die
entsprechenden Wells.

Inkubieren Sie 1 Stunde bei Raumtemperatur (18-25°C) auf dem
horizontalen Schiittler bei 700 rpm + 100 rpm.

Saugen Sie die Flussigkeit aus jedem Well ab.

Waschen Sie die Platte dreimal:

= pipettieren Sie 0,4 ml Waschldsung in jedes Well

= saugen Sie den Inhalt jedes Wells ab.

Pipettieren  Sie 100 I anti-IL-6-HRP-Konjugat und 50 pl
Probenverdiinner in jeden Well.

Inkubieren Sie 1 Stunde bei Raumtemperatur (18-25°C) auf dem
horizontalen Schittler bei 700 rpm + 100 rpm.

Saugen Sie die Flissigkeit aus jedem Well ab.

Waschen Sie die Platte dreimal:

= pipettieren Sie 0,4 ml Waschldsung in jedes Well

= saugen Sie den Inhalt jedes Wells ab.

Pipettieren Sie 200 pl der chromogenen Ldsung innerhalb von 15 Minuten
nach dem Waschvorgang in jeden Well

Inkubieren Sie die Mikrotiterplatte 15 Minuten bei Raumtemperatur (18-
25°C) auf dem horizontalen Schiittler bei 700 rpm + 100 rpm. Vermeiden
Sie direktes Sonnenlicht.

Pipettieren Sie 100 pl der Stopplésung in jedes Well.

Werten Sie die Absorptionen bei 450 nm und 490 nm (Referenzfilter 630
nm oder 650 nm) innerhalb 3 Stunden aus und berechnen Sie die Resultate
wie in Abschnitt X1 beschrieben.

BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

Polychromatische Auswertung

In diesem Fall werden die Daten durch die ELISA-AID™ Software

verarbeitet.

Die Platte wird zundchst bei 450 nm gegen einen Referenzfilter auf 650

nm (oder 630 nm) ausgewertet.

Eine zweite Auswertung erfolgt bei 490 nm gegen denselben

Referenzfilter.

Die ELISA-AID™ Software steuert das Lesegerdt automatisch und

integriert beide Auswertungen in ein polychromatisches Modell. Diese

Technik kann ODs bis 10 erstellen.

Das Prinzip der polychromatischen Datenauswertung funktioniert wie

folgt:

= Xi=0D bei 450 nm

. Yi = OD bei 490 nm

= Standard nicht gewichtet lineare Regression, Parameter A & B
werden berechnet: Y = A*X + B

. Wenn Xi < 3 OD Einheiten, dann X berechnet = Xi

= Wenn Xi >3 OD Einheiten, dann X berechnet = (Yi-B)/A

L] Die Kalibrationskurve wird unter Verwendung einer 4 Parameter
logistischen Kurve erstellt.

L] Die IL-6-Konzentration in den Proben wird durch Interpolation auf
der Kalibrationskurve bestimmt.

B. Bichromatische Auswertung

Werten Sie die Platte bei 450 nm gegen einen Referenzfilter auf 650 nm

(oder 630 nm) aus.

Berechnen Sie den Durchschnitt aus den Doppelbestimmungen.

3. Tragen Sie die OD-Werte (Ordinate) fur jeden Standard gegen die
entsprechende IL-6 Konzentration (Abszisse) auf und zeichnen Sie eine
Kalibrationskurve durch die Kalibrationspunkte.

[
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4. Berechnen Sie die Konzentration fir jede Kontrolle und Probe durch
Interpolation aus der Kalibrationskurve.
5. Computergestitzte Methoden kdnnen ebenfalls zur Erstellung der

Kalibrationskurve verwendet werden. Falls die Ergebnisberechnung mit
dem Computer durchgefuhrt wird, empfehlen wir die Berechnung mit
einer “4 Parameter”-Kurvenfunktion.

XIl.  TYPISCHE WERTE

Die folgenden Daten dienen nur zu Demonstrationszwecken und sollten nicht als
Ersatz fur die Echtzeitstandardkurve verwendet werden.

IL-6-ELISA OD-Einheiten
Polychromatisches Modell
Kalibrator 0 pg/ml 79
23,3 pg/ml 125
68 pg/ml 193
201 pg/ml 408
633 pg/ml 1036
2560 pg/ml 3579

XII. LEISTUNGSMERKMALE UND GRENZEN DER METHODIK

A. Nachweisgrenze

Zwanzig Null-Kalibratoren wurden zusammen mit einem Satz anderer
Kalibratoren gemessen. Die Nachweisgrenze, definiert als die scheinbare
Konzentration bei zwei Standardabweichungen (iber dem gemessenen
Durchschnittswert bei Nullbindung, entsprach 2 pg/ml.

B. Spezifitat

Es wurde keine signifikante Kreuzreaktion beobachtet beim Vorhandensein von
50 ng IL-lo, IL-1B, IL-2, IL-3, IL-4, IL-7, IL-8, IL-10, GM-CSF, IFN-o, IFN-y,
LIF, MIP-1a, MIP-1B8, MCP-1, OSM, RANTES, TGF-B, TNF-a und TNF-B
beobachtet. Eine sehr schwache Kreuzreaktion (0,06 %) wurde mit G-CSF
beobachtet.

Interferenz mit den léslichen Rezeptoren (sIL6R und SGP-130)
Keine signifikante Kreuzreaktion wurde in Gegenwart von 100 ng sIL6 Rezeptor
und SGP-130 beobachtet.

IL-6 Konz IL-6 gemessen mit 100 IL-6 gemessen mit 100
(pg/ml) ng/ml sIL6R ng/ml SGP-130
(pg/ml) (pg/ml)
7,5 43 83
74,0 81,8 76,0
678,0 734,0 671,0

Es wurde keine Interferenz festgestellt.

C. Préazision

INTRA-ASSAY INTER-ASSAY
Serum N <X>+*SD cVv Serum N <X>+*SD CVv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 20 147 +6,1 4,2 A 20 114 +5 4.4
B 20 623 + 27 43 B 20 270+ 15 54

SD: Standardabweichung, CV: Variationskoeffizient




D. Genauigkeit

WIEDERFINDUNGSTEST

Probe Zugegebenes IL-6 Wiedergefunden Wiedergefunden
(pg/ml) IL-6 (pg/ml) (%)
Serum 1 1066 1035 97,1
547 541 98,9
228 234 102,6
Serum 2 1066 1110 104,1
547 531 97,1
228 250 109,6
VERDUNNUNGSTEST
Probe Verdinnung Theoretische Konz. Gemessene Konz.
(pg/ml) (pg/ml)
Serum 171 483 966
1/2 478
2415
1/4 120.8 247
1/8 60 4 130
1/16 30 54
1/32 23

Die Proben wurden mit Probenverdinner verdiinnt.

E. Zeitverzdgerung zwischen letzter Kalibrator- und Probenzugabe

Es wird im Folgenden gezeigt, dass die Genauigkeit der Tests selbst dann
gewdhrleistet ist, wenn die Probe 30 Minuten nach Zugabe der Kalibratoren in

die beschichteten Wells zugegeben wird.

Zeitdifferenz

Probe 0 Min 10 Min 20 Min 30 Min 40 Min
1 61 53 56 61 76
2 196 179 205 213 273
3 1584 1478 1433 1418 1533

XIV. INTERNE QUALITATSKONTROLLE

L] Entsprechen die Ergebnisse fiir Kontrolle 1 und/oder Kontrolle 2 nicht den
auf den Flaschchen angegebenen Sollwertbereichen, konnen die
Ergebnisse nicht ohne treffende Erklarung der Abweichungen verwendet
werden.

L] Falls zusatzliche Kontrollen erwinscht sind, kann jedes Labor seine
eigenen Pools herstellen, die in Aliquoten eingefroren werden sollten.
Azidhaltige Kontrollen stdren die Enzymreaktion und kdnnen nicht
verwendet werden.

= Akzeptanzkriterien fur die Differenz zwischen den Resultaten einer

Doppelbestimmung von Proben sollten auf Guter Laborpraxis beruhen.

L] Es wird empfohlen, Kontrollen im Assay routinemafRig wie unbekannte
Proben zu behandeln, um die Assayvarianz zu messen. Die Leistung des
Assays sollte mit Qualitatskontrollkarten der Kontrollen tberpriift werden.

. Es hat sich bewahrt, die durch den Computer ausgewéhlte
Kurvenanpassung visuell zu Gberpriifen.

XV. REFERENZINTERVALLE

Diese Werte sind nur Richtwerte; jedes Labor muss seinen eigenen
Normalwertbereich ermitteln.

Als allgemeiner Richtwert lagen die Ergebnisse von 34 Serumproben gesunder
Personen mit niedrigem CRP-Spiegel zwischen 0 und 50 pg/ml. 31 Proben
ergaben Werte unter 17 pg/ml.

XVI. VORSICHTSMASSNAHMEN UND WARNUNGEN

Sicherheit

Nur furr diagnostische Zwecke.

Die menschlichen Blutkomponenten in diesem Kit wurden mit in Europa
und/oder FDA-anerkannten Methoden getestet, sie waren negativ fiir HBSAG,
anti-HCV und anti-HIV 1 und 2. Keine bekannte Methode kann jedoch
vollkommene Sicherheit dariiber liefern, dass menschliche Blutbestandteile nicht
Hepatitis, AIDS oder andere Infektionen Ubertragen. Deshalb sollte der Umgang
mit Reagenzien, Serum oder Plasmaproben in Ubereinstimmung mit den
Sicherheitsbestimmungen erfolgen.

Alle tierischen Produkte und deren Derivate wurden von gesunden Tieren

gesammelt. Komponenten von Rindern stammen aus Landern in denen BSE nicht
nachgewiesen wurde.

Trotzdem sollten Komponenten, die tierische Substanzen enthalten, als potenziell
infektids betrachtet werden.

Vermeiden Sie Hautkontakt mit allen Reagenzien; Stoppldsung enthalt HCI, Bei
Kontakt griindlich mit Wasser spulen.

Bitte rauchen, trinken, essen Sie nicht in Ihrem Arbeitsbereich, und verwenden
Sie keine Kosmetika. Pipettieren Sie nicht mit dem Mund. Verwenden Sie
Schutzkleidung und Wegwerfhandschuhe.

Weitere Informationen finden Sie im Sicherheitsdatenblatt (MSDS).
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XVIHI.ZUSAMMENFASSUNG DES PROTOKOLLS

PROBE(N)
KALIBRATOREN KONTROLLEN
(H) ()
Inkubationspuffer 50 50
Kalibratoren (0-5) 100 -
Proben, Kontrollen - 100

1 Stunde bei Raumtemperatur (18-25°C) unter standigem Schiitteln bei 700 rpm
inkubieren.

Inhalt jedes Well absaugen.

Dreimal mit 400 pl Waschlosung waschen und absaugen.

Anti-1L-6-HRP-Konjugat 100 100
Probenverdiinner 50 50

1 Stunde bei Raumtemperatur (18-25°C) unter stdndigem Schiitteln bei 700 rpm
inkubieren.

Inhalt jedes Well absaugen.

Dreimal mit 400 pl Waschlosung waschen und absaugen.

Chromogene Ldsung 200 200

15 Minuten bei Raumtemperatur (18-25°C) unter standigem Schiitteln bei 700 rpm
inkubieren.

Stoppldsung 100 100

Auf einem Mikrotiterplatten-Lesegerat auswerten und Absorption jedes Well bei 450
nm (und 490 nm) gg. 630 nm (oder 650 nm) vermerken.

Der Instrumentierungsservice von Diasource bietet Ihnen die Méglichkeit, ein fiir
dieses Kit angepasstes Protokoll fiir die Verwendung auf der Stratec Gemini 2PS
+ Combo-Plattform zu erwerben, einschlieflich  Protokoll-Assay-Datei,
Reagenzien-Datei und Tipps fiir die ordnungsgeméRe Verwendung des Kits auf
dem Instrument.

Wenn Sie weitere Informationen bendtigen, wenden Sie sich bitte an
1VDInstrumentation@diasource.be
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Prima di utilizzare il kit leggere attentamente le istruzioni per I’uso

IL-6-ELISA

USO DEL KIT

Kit immunoenzimetrico per la determinazione quantitativa in vitro dell’interleuchina -6
(IL-6) in siero.

. INFORMAZIONI DI CARATTERE GENERALE

Nome commerciale: DIlAsource IL-6-ELISA Kit
Numero di catalogo: KAP1261 : 96 tests
Prodotto da: DIAsource ImmunoAssays S.A.

Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgio.

Per informazioni tecniche o su come ordinare il prodotto contattare:
Tel: +32 (0)10 84.99.11 Fax: +32 (0)10 84.99.91

INFORMAZIONI CLINICHE

Attivita biologiche

L’interleuchina 6 (IL-6) umana & un polipeptide di 184 aa che presenta siti di potenziale O- e N- glicosilazione e
significativa omologia con il G-CSF. Viene prodotta da vari tipi di cellule tra cui linfociti T e B, monociti, fibroblasti,
cheratinociti, cellule endoteliali, cellule mesangiali, astrociti, cellule stromali del midollo osseo e varie cellule tumorali.
Regola la crescita e la differenziazione di vari tipi di cellule che rivestono un ruolo chiave nel sistema immunitario ed
emopoietico e nella risposta infiammatoria. Tali molteplici effetti sono integrati in un complesso network citochinico
nell’ambito del quale diverse citochine inducono la IL-6 (IL-1, TNF, PDGF, IFNSs,...) o vengono indotte dalla IL-6, con
effetti finali derivanti da attivita sinergiche o antagonistiche tra IL6 e altre citochine (IL-1, IL-2, IL-4, IL-5,IFNy, IL-3,
GM-CSF, M-CSF,CSF,...). La IL-6 induce la maturazione finale dei linfociti B in cellule produttrici di anticorpi ed ¢
un potente fattore di crescita e di differenziazione delle cellule del mieloma/plasmocitoma. Essa (co-)stimola la crescita
dei linfociti T e la differenziazione in linfociti T citotossici. Promuove lo sviluppo dei megacariociti e, per effetto
sinergico con altre citochine, stimola la proliferazione dei precursori multipotenti ematopoietici. Pud inoltre indurre la
differenziazione e I’inibizione della crescita di alcune linee cellulari tumorali leucemiche o non ematopoietiche. La IL-
6 ¢ altresi un importante induttore delle reazioni della fase acuta in risposta all’infiammazione 0 a un danno tissutale.
Unitamente all’IL-1 e al TFN, induce la sintesi delle proteine della fase acuta (APP) da parte degli epatociti, con
ciascuna citochina o combinazione di citochine caratterizzate da un preferenziale pattern produttivo di APP. La IL-6
interagisce con il sistema neuroendocrino, inducendo ad esempio la produzione di ACTH. Pertanto, la IL-6 €& una
citochina pleiotropica capace di svolgere molteplici attivita endocrine, paracrine e probabilmente\ autocrine in diversi
tessuti.

Applicazione clinica

Mentre nella maggior parte dei soggetti normali di controllo i livelli sierici di IL-6 sono indeterminabili, nei soggetti
che presentano gravi condizioni infiammatorie quali una setticemia sono rilevabili ingenti quantita di IL-6.
L’incremento dei livelli sieri di IL-6 precede quello delle proteine della fase acuta, es. nella fase post-operatoria, e pud
essere pertanto considerato un parametro sensibile e precoce, utile alla valutazione di uno stato infiammatorio.

La presenza di IL-6 nel siero ¢ stata gia descritta in associazione a danno tissutale chirurgico o traumatico, malattie
infettive 0 autoimmuni come 1’artrite, rigetto di trapianto, cirrosi epatica alcolica, neoplasie maligne ecc.



IV.  PRINCIPIO DEL METODO

DIAsource IL-6-ELISA é un immunosaggio a sensibilita amplificata a fase solida
eseguito su piastre di microtitolazione. Il dosaggio utilizza anticorpi monoclonali
(Mabs) diretti contro epitopi distinti dell’IL-6. | calibratori e i campioni
reagiscono con la cattura dell’anticorpo monoclonale (MAb 1) che riveste il
pozzetto di microtitolazione e con un anticorpo monoclonale (MAb 2) marcato
con horseradish perossidasi (HRP). Dopo un periodo di incubazione che consenta
la formazione di un sandwich: MAb 1 di rivestimento —IL-6 umana — MADb 2 —
HRP, la piastra di microtitolazione viene lavata per rimuovere I’anticorpo marcato
con enzima non legato.  L’anticorpo marcato con enzima non legato viene
misurato attraverso una reazione cromogenica. Si procede quindi con 1’aggiunta
della soluzione cromogena (TMB) e successiva incubazione. La reazione viene
interrotta con I’aggiunta di Soluzione di arresto; quindi la piastra di
microtitolazione viene letta alla lunghezza d’onda adeguata.  La quantita di
turnover del substrato viene determinata colorimetricamente misurando
I’assorbanza che ¢ proporzionale alla concentrazione di IL-6.

Viene tracciata una curva di calibrazione e la concentrazione IL-6 nei campioni
viene determinata per interpolazione dalla curva di calibrazione. L’utilizzo del
lettore ELISA (linearita fino a 3 unita OD) associato all’impiego di un sofisticato
metodo di riduzione dati (riduzione dati policromatica) garantisce un’elevata
sensibilita nel range basso dei valori e un esteso range di calibrazione.

V. REATTIVI FORNITI

1 flacone
.
12 ml Bianco

Soluzione di arresto: HCI 2N

Pronto per 1’uso

Reattivi Kit da 96 Codice
test colore

Volume di
ricostituzione

Piastra di microtitolazione

con 96 pozzet_ti , r_ivestiti 96 pozzetti Blu Pronte per 1’uso
||| I anti IL-6 (anticorpi
monoclonali)
Ab HRP
1 flacone Rosso Pronte per 1’uso

Coniugato:  anti-IL-6  (anticorpi

monoclonali) marcato con HRP in ml
tampone borato con albumina di siero
bovino e timolo
Calibratore N= 05 (le
concentrazioni esatte degli | 6 flaconi Giallo Aggiungere 1 ml di
calibratore sono riportate sulle s -
. . O liofiliz. acqua distillata
etichette dei flaconi), in plasma q
umano con albumina di siero bovino,
benzamidina e timolo
DIL SPE
2 flaconi nero Agglu_ngere acqua
Diluente del Campione: plasma liofiliz. distillata (vedi
X e . etichetta per volumi
umano con albumina di siero bovino, .
. . esatti)
benzamidina e timolo.
INC BUF
1 flacone nero Pronte per I’uso
Tampone di Incubazione: Tampone 11 ml
borato con albumina di siero bovino,
benzamidina e timolo.
| WASH | SOLN |CONC | Diluire 200 x con
1 flacone Bruno acqua d'St'I.Iata
usando un agitatore
Tampone di lavaggio (TRIS HCI) 10ml magnetico)..
Controlli: N=102, 2 flaconi Argento Aggiungere 1 ml di
liofiliz. acqua distillata

(le concentrazioni esatte degli
calibratore sono riportate sulle
etichette dei flaconi)

in plasma umano con timolo

1 flacone
CHROM | TMB
25 ml

Bianco Pronto per I'uso

Soluzione Cromogena TMB

Note: 1. Usare Diluente del Campione per diluire i campioni.
2.1 pg della preparazione standard e equivalente a 100 mIU dell’NIBSC
15 1S 89/548.

VI. REATTIVI NON FORNITI

Il seguente materiale € richiesto per il dosaggio ma non é fornito nel kit.

1. Acqua distillata di qualita elevata

2. Pipette per dispensare 50 pl, 100 pl 200 pl, 1 ml e 10 ml (Si raccomanda di

utilizzare pipette accurate con puntale in plastica monouso).

Agitatore tipo vortex.

Agitatore magnetico.

Agitatore orizzontale per micropiastre da 700 + 100 rpm.

lavatrice per piastra di microtitolazione

Lettore di micropiastre per letture a 450, 490 e 650 nm (in caso di lettura

policromatica) o per letture a 450 e 650 nm (in caso di lettura

bicromatica).

8. Strumentazione aggiuntiva: 1’ ELISA-AID™ necessario per la lettura
policromatica delle piastre (vedi paragrafo XI.A) & acquistabile presso
Robert Maciels Associates, Inc. Mass. 0.2174 USA.
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VIl. PREPARAZIONE DEI REATTIVI

Calibratore: Ricostituire i calibratori con 1 ml di acqua distillata.

Controlli: Ricostituire i controlli con 1 ml di acqua distillata.

Diluente del Campione: Ricostituire il Diluente del Campione aggiungendo
acqua distillata fino al volume riportato sull’etichetta del flacone.

Soluzione di lavoro del tampone di lavaggio: Preparare la quantita
necessaria di soluzione di lavoro del tampone di lavaggio aggiungendo 199
parti di acqua distillata ad una parte di tampone di lavaggio concentrato
(200x). Usare un agitatore magnetico per rendere la soluzione omogenea. La
soluzione di lavoro va scartata al termine della giornata.

O owp

VIIl. CONSERVAZIONE E SCADENZA DEI REATTIVI

L] | reattivi non utilizzati sono stabili a 2-8°C fino alla data riportata su
ciascuna etichetta.

. Le strisce reattive inutilizzate devono essere conservate a 2-8°C, in un
contenitore sigillato che contenga un essiccante fino alla data di scadenza.

L] Dopo la ricostituzione, i calibratori, i controlli e il Diluente del Campione
sono stabili 4 giorni a 2-8°C. Per periodi di conservazione molto lunghi,
preparare e mantenere le aliquote a —20°C per un massimo di 2 mesi..
Evitare ripetuti cicli di congelamento-scongelamento dei campioni.

L] La soluzione di lavaggio concentrata € stabile a temperatura ambiente (18-
25°C) fino alla data di scadenza.

. La soluzione di lavoro del tampone di lavaggio deve essere preparata fresca
ogni volta e usata nello stesso giorno della preparazione.

L] Dopo apertura del flacone, il coniugato é stabile fino alla data di scadenza
riportata sull’etichetta, se conservato a 2-8°C nel flacone originale ben
tappato.

. Alterazioni dell’aspetto fisico dei reattivi possono indicare una loro
instabilita o deterioramento.

IX. RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

= A coagulazione e centrifugazione avvenute, il siero dovra assere rimosso al
piu presto dal coagulo di eritrociti e conservato a 4°C. In caso di utilizzo
non immediato, i campioni dovranno essere conservati a -70°C per un anno
al massimo.

. Evitare ripetuti cicli di congelamento-scongelamento dei campioni.

=  Prima dell’impiego, tutti i campioni devono essere a temperatura ambiente
(18-25°C). Siraccomanda di vortexare i campioni prima di utilizzarli.

. Le condizioni di raccolta possono influenzare i valori. Adottare pertanto le
massime precauzioni durante la raccolta per evitare che eventuali impurita
contenute nei campioni possano stimolare la produzione di IL-6 da parte
delle cellule ematiche con conseguente aumento falsato dei livelli sierici di
IL-6.

. Le provette di raccolta devono essere apirogene.

X. METODO DEL DOSAGGIO

A Avvertenze generali
Non usare il kit 0 suoi componenti oltre la data di scadenza.
Non mescolare reattivi di lotti diversi.
Prima dell’uso portare tutti i reattivi a temperatura ambiente (18-25°C).
Mescolare delicatamente i campioni per inversione o rotazione.
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Eseguire calibratori, controlli e campioni in doppio. Si raccomanda
I’allineamento verticale.

Utilizzare un contenitore di plastica pulito per preparare la soluzione di
lavaggio.

Per evitare cross-contaminazioni, cambiare il puntale della pipetta ogni
volta che si usi un nuovo reattivo o campione.

Per la distribuzione della soluzione cromogena e la Soluzione di arresto
evitare pipette con parti metalliche.

L’uso di pipette ben tarate e ripetibili o di sistemi di pipettamento
automatici migliora la precisione del dosaggio.

Rispettare i tempi di incubazione.

Per evitare derive, ’intervallo tra il pipettaggio del primo calibratore e
I’ultimo campione deve essere limitato ai tempi riportati nella sezione XIlI,
paagrafo E (Tempo Trascorso).

Allestire una curva di calibrazione per ogni seduta analitica, in quanto non
& possibile utilizzare per un dosaggio curve di calibrazione di sedute
analitiche precedenti.

Distribuzione della soluzione cromogena entro 15 minuti dopo il lavaggio
della piastra di microtitolazione.

Durante ’incubazione con la soluzione cromogena evitare la luce diretta
del sole sulla piastra di microtitolazione.

Ogni pozzetto puo essere utilizzato solo una volta.

Metodo del dosaggio

Selezionare il numero di strisce reagenti necessario per il test. Le strisce
reagenti inutilizzate devono essere risigillate nel contenitore con un
essiccante e conservate a 2-8°C.

Assicurare le strisce reagenti nel telaio di supporto.

Pipettare 50 pl di Tampone di Incubazione in ogni pozzetto.

Pipettare 100 pl di ogni calibratore, controllo e campione nei pozzetti
adeguati.

Incubare per 1 ora a temperatura ambiente (18-25°C) su un agitatore
orizzontale a 700 + 100 rpm.

Aspirare il liquido da ogni pozzetto.

Lavare la piastra 3 volte :

= versando 0,4 ml di soluzione di lavaggio in ogni pozzetto

= aspirando il contenuto di ogni pozzetto

Pipettare 100 pl di coniugato anti-IL-6-HRP e 50 pl di diluente del
campione in tutti i pozzetti.

Incubare per 1 ora a temperatura ambiente (18-25°C) su un agitatore
orizzontale a 700 + 100 rpm.

Aspirare il liquido da ogni pozzetto.

Lavare la piastra 3 volte :

= versando 0,4 ml di soluzione di lavaggio in ogni pozzetto

. aspirando il contenuto di ogni pozzetto

Pipettare in ogni pozzetto 200 pl di Soluzione Cromogena entro 15 minuti
dal termine della fase di lavaggio.

Incubare la piastra di microtitolazione per 15 minuti a temperatura
ambiente (18-25°C) su un agitatore orizzontale a 700 + 100 rpm ; evitare la
luce diretta del sole.

Pipettare 100 pl di soluzione di arresto in ogni pozzetto.

Leggere le assorbanze a 450 nm a 490 nm (filtro di riferimento a 630 nm o
650 nm) entro 3 ore e calcolare i risultati come descritto nella sezione XI.

CALCOLO DEI RISULTATI

Lettura policromatica:

In questo caso, I’elaborazione dati verra effettuata dal software ELISA-

AID™,

La piastra viene letta a 450 nm rispetto a un filtro di riferimento regolato a

650 nm (0 630 nm).

Verra quindi effettuata una seconda lettura a 490 nm rispetto allo stesso

filtro di riferimento.

Il Software ELISA-AID™ guidera automaticamente il lettore e integrera le

due letture utilizzando un modello policromatico. Tale tecnica pud

generare valori fino a 10 OD.

11 principio dell’elaborazione policromatica dei dati & la seguente:

= Xi=0Da450nm

= Yi=0Dat490 nm

= Utilizzando una regressione lineare standard non pesata, i parametri A
& B sono calcolati: Y = A*X + B

= Se Xi<3unita OD, X calcolato = Xi

= Se Xi >3 unita OD, X calcolato = (Yi-B)/A

= Per tracciare la curva di calibrazione viene utilizzato un modello
di adattamento della curva logistica a 4 parametri.

= La concentrazione di IL-6 nel campione viene determinata per
interpolazione sulla curva di calibrazione.

Lettura bicromatica
Leggere la piastra a 450 nm rispetto a un filtro di riferimento regolato a
650 nm (0 630 nm).

2. Calcolare la media delle determinazioni in duplicato.

3. Costruire la curva di calibrazione ponendo lineare in ordinata le medie dei
OD dei replicati degli standard e in ascissa le rispettive concentrazioni di
IL-6.

4. Determinare le concentrazioni e controlli per interpolazione sulla curva di
taratura.

5. E’ possibile utilizzare un sistema di interpolazione dati automatizzato. Con
un sistema automatico di interpolazione dati, utilizzare la curva a 4
parametri.

XIl.  CARATTERISTICHE TIPICHE
| dati qui di seguito riportati sono esclusivamente indicativi e non dovranno

assolutamente essere utilizzati in sostituzione della curva di calibrazione tracciata
in tempo reale.

IL-6-ELISA Unita OD
Modello policromatico
Calibratore 0 pg/ml 79
23,3 pg/mi 125
68 pg/ml 193
201 pg/ml 408
633 pg/ml 1036
2560 pg/ml 3579

XII. CARATTERISTICHE E LIMITI DEL METODO

A.  Sensibilita

Venti replicati dello standard zero sono stati dosati insieme agli altri standard.

La sensibilita, calcolata come concentrazione apparente di un campione con OD
pari alla media pit 2 deviazioni standard di 20 replicati dello standard zero, ¢
risultata essere 2 pg/ml.

B. Specificita

Nessuna reazione crociata significativa € stata osservata in presenza di 50 ng di
IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-3, IL-4, IL-7, IL-8, IL-10, GM-CSF, IFN-a, IFN-y, LIF,
MIP-1a, MIP-1B, MCP-1, OSM, RANTES, TGF-B, TNF-a and TNF-B. Una
reattivita crociata molto lieve (0,06%) € stata osservata con il G-CSF.

Interferenza con i Recettori solubili (sIL6R e sgp-130)
Nessuna reazione crociata significativa é stata osservata in presenza di 100 ng di
Recettore sIL6 e sgp-130.

conc. di IL-6 IL-6 misurata con 100 IL-6 misurata con 100 ng/ml
(p.g/ml) ng/ml di sIL6R di sgp-130 (pg/ml)
(pg/ml)
75 43 8,3
74,0 81,8 76,0
678,0 734,0 671,0

Non é stata osservata alcuna interferenza.

C. Precisione

INTRA SAGGIO INTER SAGGIO
Siero N <X>+SD CcVv Siero N <X>+SD CcVv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 20 147 £6,1 4,2 A 20 114 £5 4.4
B 20 623+ 27 43 B 20 270+ 15 54
SD : Deviazione Standard; CV: Coefficiente di Variazione
D. Accuratezza
TEST DI RECUPERO
Campione IL-6 aggiunta IL-6 Recupero
(pg/ml) recuperata (%)
(pg/ml)
Siero 1 1066 1035 97,1
547 541 98,9
228 234 102,6
Siero 2 1066 1110 104,1
547 531 97,1
228 250 109,6




TEST DI DILUIZIONE

Campione Diluizione Concentrazione Concentrazione
teorica misurata
(pg/ml) (pg/ml)
Siero 11 - 966
1/2 483 478
1/4 2415 247
1/8 120,8 130
1/16 60,4 54
1/32 30 23

| campioni sono stati diluiti con Diluente del Campione.

E. Tempo trascorso tra I’aggiunta dell’ultimo calibratore e il campione
Come mostrato nella seguente tabella, il dosaggio si mantiene accurato anche
quando un campione viene aggiunto nelle provette sensibilizzate 30 minuti dopo
I’aggiunta del calibratore.

TEMPO TRASCORSO
campione 0 min 10 min 20 min 30 min 40 min
1 61 53 56 61 76
2 196 179 205 213 273
3 1584 1478 1433 1418 1533

XIV. CONTROLLO DI QUALITA’ INTERNO

=  Se i risultati ottenuti dosando il Controllo 1 e il Controllo 2 non sono
all’interno dei limiti riportati sull’etichetta dei flaconi, non ¢ opportuno
utilizzare i risultati ottenuti per i campioni, a meno che non si trovi una
giustificazione soddisfacente.

= Ogni laboratorio pud preparare un proprio pool di sieri da utilizzare come
controllo, da conservare congelato in aliquote. | controlli che contengono
azide interferiscono con la reazione enzimatica e quindi non possono essere
utilizzati.

L] | criteri di accettazione delle differenze tra i risultati in duplicato dei
campioni devono basarsi sulla buona prassi di laboratorio.

= Si raccomanda di saggiare i controlli con regolarita come campioni
sconosciuti per misurare la variabilita del saggio. La resa del saggio deve
essere monitorata con tabelle di controllo qualita dei controlli.

L] E buona pratica verificare visivamente il modello di curva selezionato dal
computer.

XV. INTERVALLI DI RIFERIMENTO

Questi valori vengono dati solo come guida; ogni laboratorio deve stabilire i
propri intervalli normali di valori.

Come riferimento, i risultati di 34 campioni di siero appartenenti a soggetti
apparentemente sani con bassi livelli di PCR, hanno mostrato valori interni al
range 0 — 50 pg/ml. In 31 campioni, si sono ottenuti valori inferiori a 17 pg/ml.

XVI. PRECAUZIONI PER L’USO

Sicurezza

11 kit & solo per uso diagnostico in vitro.

| reattivi di origine umana presenti nel kit sono stati dosati con metodi approvati
da organismi di controllo europei o da FDA e si sono rivelati negativi per HBs Ag,
anti HCV, anti HIV1 e anti HIV2. Non sono disponibili metodi in grado di offrire
la certezza assoluta che derivati da sangue umano non possano provocare epatiti,
AIDS o trasmettere altre infezioni. Manipolare questi reattivi o i campioni di siero
o0 plasma secondo le procedure di sicurezza vigenti.

Tutti i prodotti di origine animale o loro derivati provengono da animali sani. |
componenti di origine bovina provengono da paesi dove non sono stati segnalati
casi di BSE. E’ comunque necessario considerare i prodotti di origine animale
come potenziali fonti di infezioni.

Evitare qualsiasi contatto della cute con tutti i reagenti, la soluzione di Arresto
contiene HCI. In caso di contatto, lavare abbondamentemente con acqua.

Non fumare, bere, mangiare o applicare cosmetici nell’area di lavoro. Non
pipettare i reattivi con pipette a bocca. Utilizzare indumenti protettivi e guanti
monouso.

Per ulteriori informazioni, consultare la scheda di sicurezza (MSDS).
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XVIII. SCHEMA DEL DOSAGGIO
CALIBRATORE CAMPIONI
(u) CONTROLLI
(D)
Tampone di Incubazione 50 50
Calibratore (0 - 5) 100 o0
Campioni, controlli

Incubare per 1 ora a temperatura ambiente (18-25°C) in agitazione continua
a 700 rpm.

Aspirare il contenuto di ogni pozzetto.

Lavare 3 volte con 400 pl di soluzione di lavaggio e aspirare.

Coniugato anti-IL-6-HRP 100 100
Diluente del Campione 50 50

Incubare per 1 ora a temperatura ambiente (18-25°C) in agitazione continua
a 700 rpm.

Aspirare il contenuto di ogni pozzetto.

Lavare 3 volte con 400 pl di soluzione di lavaggio e aspirare.

Soluzione chromogena 200 200

Incubare per 30 minuti a temperatura ambiente (18-25°C) in agitazione
continua a 700 rpm.

Soluzione di arresto 100 100

Leggere su un lettore per piastra da microtitolazione e registrare
I’assorbanza di ogni pozzetto a 450 nm (e 490 nm) rispetto a 630 (o 650
nm)

Il servizio di strumentazione di Diasource puo offrirti la possibilita di
acquisire un protocollo adattato per questo kit da utilizzare sulla piattaforma
Stratec Gemini 2PS + Combo che include il file di test del protocollo, il file di
reagente e suggerimenti per il buon uso del kit sullo strumento.

Se hai bisogno di ulteriori informazioni, contatta
IVVDInstrumentation@diasource.be
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Lea todo el protocolo antes de usar.

IL-6-ELISA

I.  INDICACIONES

Ensayo inmunoenzimétrico para la determinacion cuantitativa in vitro de interleucina-6 (IL-6) humana en
suero.

1.  INFORMACION GENERAL
A. Nombre comercial: Kit DIAsource IL-6-ELISA
B. NoOmero de catédlogo:  KAP1261: 96 pruebas

C. Fabricado por: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Bélgica.

Para recibir asistencia técnica o informacion sobre pedidos contacte con:
Tel: +32 (0)10 84.99.11 Fax: +32 (0)10 84.99.91

I1l. ANTECEDENTES CLINICOS

A. Actividades biol6gicas

La interleucina 6 (IL-6) humana es un polipéptido de 184 aminoacidos con potenciales sitios de O y N-glicosilacion, y
una considerable homologia con el G-CSF. La producen varias células, incluidas las células T y B, monocitos,
fibroblastos, queratinocitos, células endoteliales, células mesangiales, astrocitos, células estromales de la médula 6sea y
células tumorales. Regula la proliferacion y la diferenciacion de varios tipos de células con actividades importantes en
el sistema inmune, la hematopoyesis y la inflamacion. Estas maltiples acciones estan integradas dentro de una compleja
red de citocinas, donde varias citocinas inducen (IL-1, TNF, PDGF, IFN, ...) o son inducidas por la IL-6 y los efectos
finales son el resultado de actividades o sinérgicas o antagonistas entre la IL-6 y las otras citocinas (IL-1, IL-2, IL-4,
IL-5, IFNy, IL-3, GM-CSF, M-CSF, CSF, ...). La IL-6 induce la maduracidn final de células B en células productoras
de anticuerpos y es un potente factor de crecimiento de células de mieloma/plasmacitoma. (Co-) estimula la
proliferacion de células T y la diferenciacion de células T citotoxicas. Promueve el desarrollo de megacariocitos y se
sinergiza con otras citocinas para estimular progenitores hematopoyéticos pluripotentes. También puede inducir la
diferenciacién y la inhibicién de la proliferacion de algunas lineas de células tumorales no hematopoyéticas o de
leucemia. La IL-6 es ademas un inductor importante de las reacciones de fase aguda en respuesta a la inflamacién o a
una lesion tisular. Junto con la IL-1y el TNF, induce la sintesis de proteinas de fase aguda (APP) por los hepatocitos,
mostrando cada citocina o combinacién de citocinas un patrén preferente en la produccién de APP. IL-6 interactia
asimismo con el sistema neuroendocrino, por ejemplo, induciendo la producciéon de ACTH. De modo que la IL-6 es
una citocina pleiotropica con multiples actividades endocrinas, paracrinas y posiblemente autocrinas en diversos
tejidos.

B.  Aplicacién clinica

Aunque la mayoria de los controles normales tienen niveles indetectables de IL-6 en su suero, se detectan grandes
cantidades de IL-6 en situaciones de inflamacién grave como la septicemia. La elevacion de la IL-6 sérica precede a la
de proteinas de fase aguda, por ej. en un fendmeno posoperatorio, y puede por tanto ser un pardmetro sensible temprano
para investigar afecciones inflamatorias.

La IL-6 sérica ya se ha descrito asociada a lesiones tisulares quirirgicas o traumaticas, enfermedades infecciosas,
enfermedades autoinmunes incluida la artritis, rechazo a injertos, cirrosis hepatica alcohdlica, neoplasias malignas, etc.



IV. PRINCIPIOS DEL METODO

El DIAsource IL-6-ELISA es un inmunoensayo enzimatico de sensibilidad
amplificada en fase sélida que se realiza en placa de microvaloracion. El ensayo
utiliza anticuerpos monoclonales (AcM) dirigidos contra distintos epitopos de la
IL-6. Los calibradores y las muestras reaccionan con el anticuerpo monoclonal
de captura (AcM 1) que recubre el pocillo de microvaloracién y con un
anticuerpo monoclonal (AcM 2) marcado con peroxidasa de rabano picante
(HRP). Tras un periodo de incubacion que permite la formacion de un sandwich:

AcM 1 recubierto — IL-6 humana — AcM 2 — HRP, se lava la placa de
microvaloracion para eliminar el anticuerpo marcado con enzimas no unidas. El
anticuerpo marcado con enzimas unidas se mide a través de una reaccion
cromogénica. Se afiade la solucién cromogénica (TMB) y se incuba. Se detiene
la reaccion afiadiendo solucion de parada y a continuacion se lee la placa de
microvaloracion a la longitud de onda adecuada. La cantidad de sustrato
transformado se determina colorimétricamente midiendo la absorbancia, que es
proporcional a la concentracion de IL-6.

Se representa una curva de calibracion y se determina la concentracion de IL-6 de
las muestras mediante interpolacion en la curva de calibracién. El uso del lector
de ELISA (linealidad hasta 3 unidades de DO) y de un método sofisticado de
reduccion de datos (reducciéon de datos policrométicos) da lugar a una
sensibilidad alta en el intervalo bajo y a un intervalo de calibracién extendido.

V. REACTIVOS PROPORCIONADOS

STOP SOLN 1 vial bl
12 ml anco Lista para usar

Solucién de parada: HCI 2N

Reactivos Kit de Codigo Reconstitucion
96 de color
pruebas
Placa de microvaloracion ]
de 96 pocillos recubiertos % a2l Lista para usar
con anti-1L-6 pocillos
Ab HRP
1 vial
Conjugado: anti-1L-6 (anticuerpos 11ml rojo Listo para usar
monoclonales) marcada con HRP en
tampén de borato con albimina de suero
bovino y timol
o o]
. Afiadir 1 ml de
CalibradorN=0a5 6 yla_les . agua destilada
" liofil. amarillo
(véanse los valores exactos en las
etiquetas del vial) en plasma humano
con albimina de suero bovino,
benzamidina y timol
bIL SPE Afadir agua
destilada (véase en
2 viales la etiqueta el
Diluyente de muestras: plasma humano liofil. negro volumen exacto)
con albimina de suero bovino,
benzamidina y timol
INC BUF
1 vial
Tampdn de incubacion: tampén de borato 11 ml negro Listo para usar
con albmina de suero bovino,
benzamidina y timol
|WASH| SOLN |CONC| ) Diluir 200 x con
1 vial . agua destilada (usar
i ; 10 ml marron un agitador
Solucién de lavado (Tris-HCI) gita
magnético)
-
ZIY'?.IIES plata Afadir 1 ml de
Controles-N =102 fofil. agua destilada
(véanse los valores exactos en las
etiquetas del vial)
en plasma humano con timol
25 ml anco Lista para usar
Solucién de TMB cromogénica

Nota: 1. Usar el diluyente de muestras para las diluciones.
2. 1 pg de la preparacion del calibrador es equivalente a 100 miU del 1*
estandar internacional 89/548 del NIBSC.

VI.  SUMINISTROS NO PROPORCIONADOS

El material siguiente es necesario, pero no se proporciona en el kit:

1. Agua destilada de alta calidad

2. Pipetas para dispensacion de: 50 pl, 100 pl, 200 pl, I ml y 10 ml (se
recomienda usar pipetas de precision con puntas de plastico desechables)

3. Agitador vortex

4. Agitador magnético

5 Agitador de placas de microvaloracion con capacidad de 700 rpm + 100

rpm
6. Lavador de placas de microvaloracion
7. Lector de placas de microvaloracion con capacidad para leer a 450, 490 y

650 nm (en el caso de lectura policromatica) o con capacidad para 450 y
650 nm (lectura bicromatica)

8.  Equipo opcional: El software ELISA-AID™ que hace falta para leer la
placa segln la lectura policromatica (véase el parrafo XI.A.) se puede

adquirir en Robert Maciels Associates, Inc. Mass. 0.2174 EE UU.

VII. PREPARACION DE LOS REACTIVOS

A. Calibradores: reconstituya los calibradores con 1 ml de agua destilada.

B. Controles: reconstituya los controles con 1 ml de agua destilada.

C. Diluyente de muestras: reconstituya el diluyente de muestras al volumen
especificado en la etiqueta del vial con agua destilada.

D. Solucién de lavado de trabajo: prepare un volumen adecuado de solucién

de lavado de trabajo afiadiendo 199 volimenes de agua destilada a 1
volumen de solucion de lavado (200 x). Use un agitador magnético para
homogeneizar. Deseche la solucién de lavado de trabajo no utilizada al final
de la jornada.

VIIl. CONSERVACION Y FECHA DE CADUCIDAD DE LOS REACTIVOS

Ll Antes de abrir o de la reconstitucion, todos los componentes del kit son
estables hasta la fecha de caducidad, indicada en la etiqueta del vial, si se
conservan entre 2y 8 °C.

Ll Las tiras sin usar deben conservarse entre 2 y 8 °C en una bolsa sellada
que contenga desecante hasta la fecha de caducidad.
= Tras la reconstitucion, los calibradores, los controles y el diluyente de

muestras se mantienen estables durante 4 dias a 2-8 °C. Para periodos de
tiempo maés largos, deben tomarse partes alicuotas y conservarse a -20 °C
durante un méximo de 2 meses. Evite ciclos posteriores de congelacion y
descongelacion.

Ll La solucion de lavado concentrada es estable a temperatura ambiente (18-
25°C) hasta la fecha de caducidad.

= La solucién de lavado de trabajo recién preparada debera utilizarse en el
mismo dia.

. Después del primer uso, el conjugado se mantiene estable hasta la fecha
de caducidad si se conserva en el vial original bien cerrado entre 2y 8 °C.

= Las alteraciones del aspecto fisico de los reactivos del kit pueden indicar

inestabilidad o deterioro.

IX. RECOGIDAY PREPARACION DE LAS MUESTRAS

= El suero debe eliminarse lo antes posible del codgulo de hematies tras la
coagulacion y centrifugacion, y conservarse a 4°C. Si las muestras no se
utilizan inmediatamente, deben conservarse a -20 °C durante un maximo
de 2 meses, y a -70 °C para periodos mas largos (méximo un afio).

= Evite ciclos posteriores de congelacion y descongelacién.

. Todas las muestras deben estar a temperatura ambiente (18-25°C) antes de
usar. Se recomienda agitar las muestras en un vortex antes de usar.

. Las condiciones de obtencién de las muestras pueden influir en los

valores; por tanto, deben tomarse estrictas precauciones durante su
recogida para evitar impurezas contenidas en los materiales de obtencion
de las muestras que estimulen la produccién de IL-6 por las células
sanguineas y aumentar asi incorrectamente los valores de IL-6 en suero.

= Los tubos de recogida deben ser apirégenos.
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XI.

PROCEDIMIENTO

Notas sobre la manipulacién

No utilice el kit o sus componentes pasada la fecha de caducidad.

No mezcle materiales de distintos lotes de Kit.

Todos los reactivos deben estar a temperatura ambiente (18-25°C) antes
de usar.

Mezcle bien todos los reactivos y muestras agitandolos o revolviéndolos

suavemente.

Realice los calibradores, los controles y las muestras por duplicado. Se

recomienda alinear verticalmente.

Utilice un recipiente de plastico limpio para preparar la solucién de

lavado.

Para prevenir que se produzca contaminacion cruzada, utilice una punta de

pipeta desechable al afiadir cada reactivo y muestra.

No utilice pipetas con partes metalicas para dispensar la solucion

cromogénica y la solucién de parada.

Las pipetas de alta precisién o un equipo de pipeteo automatizado

mejoraran la precision.

Respete los tiempos de incubacion.

Para que no haya desvios, el tiempo entre el pipeteo del primer calibrador

y la dltima muestra debe limitarse al tiempo indicado en el apartado XIlI,

parrafo E (Tiempo de demora).

Prepare una curva de calibracion para cada analisis, no utilice datos de

analisis anteriores.

Dispense la solucién cromogénica antes de transcurridos 15 minutos desde

el lavado de la placa de microvaloracion.

Durante la incubacién con solucién cromogénica, evite la luz solar directa

en la placa de microvaloracion.

Cada pozo solo se puede usar una vez.

Procedimiento

Seleccione el nimero necesario de tiras para el analisis. Las tiras no
utilizadas deberian volverse a guardar herméticamente en la bolsa con un
desecante y conservarse entre 2y 8 °C.

Fije las tiras en el marco de soporte.

Pipetee 50 pl de tampon de incubacion en todos los pocillos.

Pipetee 100 pl de cada calibrador, control y muestra en los pocillos
adecuados.

Incube durante 1 hora a temperatura ambiente (18-25°C) en un agitador
horizontal configurado a 700 + 100 rpm.

Aspire el liquido de cada pocillo.

Lave la placa 3 veces:

= Dispensando 0,4 ml de solucion de lavado en cada pocillo

= Aspirando el contenido de cada pocillo

Pipetee 100 pl de conjugado anti-IL-6-HRP y 50 pl de diluyente de
muestras en todos los pocillos.

Incube durante 1 hora a temperatura ambiente (18-25°C) en un agitador
horizontal configurado a 700 + 100 rpm.

Aspire el liquido de cada pocillo.

Lave la placa 3 veces:

= Dispensando 0,4 ml de solucion de lavado en cada pocillo

= Aspirando el contenido de cada pocillo

Pipetee 200 pl de la solucién cromogénica en cada pocillo en los 15
minutos siguientes al paso de lavado.

Incube la placa de microvaloracion durante 15 minutos a temperatura
ambiente (18-25°C) en un agitador horizontal configurado a 700 + 100
rpmy evite la luz solar directa.

Pipetee 100 pl de solucidn de parada en cada pocillo.

Lea las absorbancias a 450 y 490 nm (filtro de referencia a 630 0 650 nm)
antes de 3 horas y calcule los resultados conforme se describe en el
apartado XI.

CALCULO DE LOS RESULTADOS

Lectura policromatica

En este caso, el software ELISA-AID™ realizara el procesamiento de
los datos.

La placa se lee primero a 450 nm con respecto a un filtro de referencia
configurado a 650 nm (o0 630 nm).

Se realiza una segunda lectura a 490 nm con respecto al mismo filtro de
referencia.

El software ELISA-AIDT™ controlara el lector autométicamente e
integrard ambas lecturas en un modelo policromético. Esta técnica puede
generar densidades opticas (DO) de hasta 10.

El principio del procesamiento de datos policromaticos es el siguiente:

= Xi=DOa450nm

=  Yi=DOa490 nm

. Utilizando una regresion lineal no ponderada estandar, se calculan
los parametros Ay B: Y = A*X + B

. Si Xi < 3 unidades de DO, entonces la X calculada = Xi

= Si Xi>3unidades de DO, entonces la X calculada = (Yi-B)/A

L] Se emplea un ajuste de la curva logistica de 4 pardmetros para
generar la curva de calibracion.

. La concentracion de IL-6 de las muestras se determina mediante
interpolacion en la curva de calibracién.

B. Lectura bicromatica

Lea la placa a 450 nm con respecto a un filtro de referencia configurado a

650 nm (0 630 nm).

Calcule la media de las determinaciones por duplicado.

3. Represente los valores de DO (en las ordenadas) de cada calibrador en
funcion de la concentracion correspondiente de IL-6 (abscisas) y trace una
curva de calibracion por los puntos de los calibradores.
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4. Lea la concentracion de cada control y muestra mediante interpolacién en
la curva de calibracion.
5. La reduccién de datos con programas informaticos simplificard estos

calculos. Si se emplea un procesamiento automatico de los resultados, se
recomienda un ajuste de la curva mediante funcién logistica de 4
parametros.

XI1l. DATOS TIPICOS

Los datos siguientes son solo a efectos ilustrativos y no deben utilizarse nunca en
lugar de la curva de calibracién generada en tiempo real.

IL-6-ELISA Unidades de DO
Modelo policromatico
Calibrador 0 pg/ml 79
23,3 pg/ml 125
68 pg/ml 193
201 pg/mi 408
633 pg/ml 1036
2560 pg/ml 3579

XII. EFICACIAY LIMITACIONES

A. Limite de deteccion

Se analizaron veinte calibradores cero junto con un conjunto de otros
calibradores. El limite de deteccién, definido como la concentracién aparente dos
desviaciones estandar por encima del promedio de DO en la unién cero, fue de 2
pag/ml.

B. Especificidad

No se observé ninguna reaccion cruzada significativa en presencia de 50 ng de
IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-3, IL-4, IL-7, IL-8, IL-10, GM-CSF, IFN-a, IFN-y, LIF,
MIP-1a, MIP-1f3, MCP-1, OSM, RANTES, TGF-B, TNF-a. y TNF-B. Se observa
una reaccion cruzada muy tenua (0,06 %) con G-CSF.

Interferencia con los receptores solubles (SIL6R y sgp-130)
No se observo ninguna reaccion cruzada significativa en presencia de 100 ng del
receptor sIL6 ni de sgp-130.

Conc. de IL6 1L6 medido con 100 ng/ml IL6 medido con 100 ng/ml
de sIL6R (pg/ml) de sgp-130
(pg/ml) (pg/ml)
7,5 4,3 8,3
74,0 81,8 76,0
678,0 734,0 671,0
No se observé ninguna interferencia.
C. Precision
INTRAENSAYO INTERENSAYO
Suero N <X>+DE Ccv Suero N <X>+DE Ccv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 20 147 +£6,1 4,2 A 20 114 +5 4,4
B 20 623 + 27 4,3 B 20 270 £ 15 54

DE: desviacién estandar; CV: coeficiente de variacion
D. Exactitud



PRUEBA DE RECUPERACION

Muestra IL-6 afadida IL-6 recuperada Recuperacion
(pg/ml) (pg/ml) (%)
Suero 1 1066 1035 97,1
547 541 98,9
228 234 102,6
Suero 2 1066 1110 104,1
547 531 97,1
228 250 109,6

PRUEBA DE DILUCION

Muestra Dilucién Concent. tedrica Concent. medida
(pg/ml) (pg/ml)
Suero 171 - 966
12 483 478
1/4 2415 247
1/8 120,8 130
1/16 60,4 54
1/32 30 23

Las muestras se diluyeron con diluyente de muestras.

E. Tiempo de demora entre el Gltimo calibrador y la dispensacion de la
muestra

Como se muestra a continuacion, los resultados del ensayo siguen siendo precisos

incluso cuando se dispensa una muestra 30 minutos después de haber afiadido los
calibradores a los pocillos recubiertos.

TIEMPO DE DEMORA

Muestra 0 min 10 min 20 min 30 min 40 min
1 61 53 56 61 76
2 196 179 205 213 273
3 1584 1478 1433 1418 1533

XIV. CONTROL DE CALIDAD INTERNO

L] Si los resultados obtenidos para el control 1 o el control 2 no se
encuentran dentro del intervalo especificado en la etiqueta del vial, no se
pueden utilizar dichos resultados, salvo que se proporcione una
explicacion satisfactoria sobre la discrepancia.

L] Cada laboratorio puede, si lo desea, realizar sus propias mezclas de
muestras control, que deberian conservarse congeladas en alicuotas. Los
controles que contienen azida interferiran con la reaccion enzimatica por
lo que no se pueden utilizar.

L] Los criterios de aceptacion de la diferencia entre los resultados duplicados
de las muestras deben basarse en las Buenas Practicas de Laboratorio.
. Se recomienda analizar los controles de forma rutinaria como muestras

desconocidas para medir la variabilidad del ensayo. La eficacia del
ensayo debe monitorizarse con gréficas de control de calidad de los
controles.

. Es una buena practica comprobar visualmente el ajuste de la curva
seleccionada por el ordenador.

XV. INTERVALOS DE REFERENCIA

Estos valores se proporcionan solo como guia; cada laboratorio deberia establecer
su propio intervalo de valores normales.

Como guia, los resultados de 34 muestras séricas de personas aparentemente
sanas con bajos niveles de PCR, se encontraron entre 0 y 50 pg/ml. En 31
muestras se obtuvieron valores inferiores a 17 pg/ml.

XVI. PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS

Seguridad

Solo para uso diagnéstico in vitro.

Los componentes de la sangre humana incluidos en este kit se han analizado
mediante métodos europeos aprobados y/o métodos aprobados por la FDA,
siendo negativos para HBsAg, anti-VHC y anti-VIH-1 y 2. Ningin método
conocido puede ofrecer una garantia total de que los hemoderivados humanos no
transmitan hepatitis, SIDA u otras infecciones. Por tanto, la manipulacién de
reactivos y las muestras de suero o plasma debe realizarse de conformidad con
los procedimientos de seguridad locales.

Todos los productos y derivados de animales se han obtenido de animales sanos.
Los componentes bovinos son originarios de paises en los que no se ha notificado
EEB. Sin embargo, los componentes que contengan sustancias animales deben
tratarse como potencialmente infecciosos.

Evite el contacto con la piel de los reactivos; la solucién de parada contiene HCI.
En caso de contacto, lavese bien con agua.

No fume, beba, coma ni use cosméticos en la zona de trabajo. No pipetee con la
boca. Lleve ropa protectora y guantes desechables.

Para obtener mas informacion, consulte la Hoja de datos de seguridad del
material (MSDS).
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XVIII.RESUMEN DEL PROTOCOLO

MUESTRA(S)
CALIBRADORES CONTROLES
(H) ()
Tampon de incubacion 50 50
Calibradores (0-5) 100 -
Muestras, controles - 100

Incube durante 1 hora a temperatura ambiente (18-25°C) con agitacion continua a 700
pm.

Aspire el contenido de cada pocillo.

Lave 3 veces con 400 pl de solucién de lavado y aspire.

Conjugado anti-1L-6-HRP 100 100
Diluyente de muestras 50 50

Incube durante 1 hora a temperatura ambiente (18-25°C) con agitacion continua a 700
rpm.

Aspire el contenido de cada pocillo.

Lave 3 veces con 400 pl de solucién de lavado y aspire.

Solucién cromogénica 200 200

Incube durante 15 min a temperatura ambiente (18-25°C) con agitacién continua a 700
pm.

Solucién de parada 100 100

Lea en un lector de placas de microvaloracion y registre la absorbancia de cada pocillo
a 450 nm (490 nm) frente a 630 (0 650 nm).

El servicio de instrumentacién de Diasource puede ofrecerle la posibilidad
de adquirir un protocolo adaptado para este kit que se utilizara en la
plataforma Combo Stratec Gemini 2PS + que incluye un archivo de ensayo
de protocolo, un archivo de reactivos y consejos para el buen uso del kit en el
instrumento.

Si necesita informacién adicional, pdngase en contacto con
1\VDInstrumentation@diasource.be
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Leia todo o protocolo antes de utilizar.

IL-6-ELISA

UTILIZACAO PREVISTA

Kit imunoenzimatico para a dete¢do quantitativa in vitro da interleucina -6 (IL-6) no soro.

A

INFORMACAO GERAL
Nome do proprietario DIAsource IL-6-ELISA Kit
N° de catalogo : KAP1261 : 96 testes

Produzido por : DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium.

Para assisténcia técnica ou encomendas, contacte:
Tel : +32 (0)1084 99 11 - Fax: +32(0)1084 99 91

FUNDAMENTAGAO CLINICA

Actividades bioldgicas

A interleucina 6 (IL-6) humana é um polipeptideo de 184 aa que apresenta sitios de glicosilagdo potencial de tipo O- e
N- e uma homologia significativa com o G-CSF. E produzida por vérios tipos de células, entre os quais linfécitos T e
B, mondcitos, fibroblastos, queratindcitos, células endoteliais, células mesangiais, astrdcitos, células estromais da
medula dssea e varias células tumorais. Regula o crescimento e a diferenciacdo de varios tipos de células que revestem
um papel fundamental no sistema imunitario e hematopoiético e na resposta inflamatdria. Estes efeitos maltiplos séo
integrados numa rede citoquimica complexa em que as diferentes citocinas induzem a IL-6 (IL-1, TNF, PDGF, IFNs,
...) ou sdo induzidas pela IL-6, com efeitos finais que derivam de atividades sinérgicas ou antagonisticas entre a IL-6 e
outras citocinas (IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IFNy, IL-3, GM- CSF, M-CSF,CSF,...). A IL-6 induz a maturacédo final dos
linfécitos B em células que produzem anticorpos e & um fator importante do crescimento das células do
mieloma/plasmocitoma. (Co-)estimula o crescimento dos linfocitos e a diferenciacdo em linfdcitos T citotdxicos.
Promove o desenvolvimento dos megacaridcitos e, por efeito sinérgico com outras citocinas, estimula a proliferagdo
dos precursores multipotentes hematopoiéticos. Além disso, pode induzir a diferenciagdo e inibi¢do do crescimento de
algumas linhas celulares tumorais leucémicas ou ndo hematopoiéticas. A IL-6 é também um indutor importante das
reacOes da fase aguda em resposta a inflamacdo ou a um dano tecidular. Juntamente com a IL-1 e o TFN, induz a
sintese das proteinas da fase aguda (APP) por parte dos hepatdcitos, sendo cada citocina ou combinagdo de citocinas
caracterizadas por um padrdo de producdo preferencial de APP. A IL-6 interage com o sistema neuroenddcrino,
induzindo, por exemplo, a produgdo de ACTH. Assim, a IL-6 é uma citocina pleiotropica que pode executar multiplas
atividades enddcrinas, paracrinas e provavelmente autcrinas em varios tecidos.

B. Aplicagdo clinica

Na maior parte dos controlos normais, 0s niveis no soro de IL-6 ndo podem ser detetados; contudo, nas situagdes
com condigdes inflamatérias graves, como uma septicémia, podem ser detetadas quantidades elevadas de IL-6. O
aumento de niveis de IL-6 no soro antecede o das proteinas na fase aguda, por exemplo, na fase pds-operatoria e
pode por isso considerar-se um parametro sensivel e precoce, Util para a avaliagdo de um estado inflamatorio.

A presenca de IL-6 no soro ja foi descrita em combinagdo com danos tecidulares cirGrgicos ou traumaticos, doencgas
infeciosas, doengas autoimunes como a artrite, rejeicdo de transplante, cirrose hepatica alcodlica, neoplasias
malignas, etc.



IV.  PRINCIPIOS DO METODO

O DIAsource IL-6-ELISA é um imunoensaio enziméatico de sensibilidade
amplificada em fase solida em placas de microtitulagdo. O ensaio utiliza
anticorpos monoclonais (mAbs) dirigidos contra epitopos distintos da IL-6. Os
calibradores e as amostras reagem contra o anticorpo de monoclonal de captura
(mAb 1) que reveste o pogo de microtitulagdo e com um anticorpo monoclonal
(mAb 2) marcado com peroxidase de rabano (HRP). Ap6s um periodo de
incubacdo que permite a formacdo de uma sandwich: mAb revestido - IL-6
humana - mAb 2 — HRP, a placa de microtitulagdo é lavada para remover o
anticorpo marcado com enzima ndo ligado. O anticorpo marcado com enzima
ligado é medido mediante uma reagdo cromogena. E adicionada a solucdo
cromdgena (TMB) e procede-se com a incubag&o. A reacéo é interrompida com a
adigdo de solucdo de blogueio e, em seguida, a placa de microtitulacéo é lida no
comprimento de onda adequado. A quantidade de substrato transformado é
determinada colorimetricamente medindo a absorvéncia, que é proporcional a
concentracdo de IL-6.

E representada uma curva de calibragio e a concentragio de IL-6 nas amostras é
determinada mediante interpolagéo da curva de calibragéo. A utilizagéo do leitor
ELISA (linearidade até 3 unidades DO), em conjunto com um método sofisticado
de redugdo de dados (redugdo de dados policromética) garante uma sensibilidade
elevada no intervalo baixo dos valores e um intervalo alargado de calibrag&o.

V. REAGENTES FORNECIDOS

Reagentes Kit 96 testes | Codigo Reconstituicao
de cor
Placa de microtitulacéo
- com 96 pogos revestidos azul
com anti-IL-6 (anticorpos 96 pogos Pronta a usar
monoclonais)
Conjugado: anti-1L-6 (anticorpos 1frasco | vermelho | pronto a usar
monoclonais) marcado com rabano 11ml
em tampdo de borato com albumina
de sero bovino e timol
Calibrador N=0-5 6 frascos lo | Adicionar 1 ml de agua
(As concentragdes exatas dos liofiliz. amarelo | 4o ilada
calibradores sdo indicadas nos
rétulos dos frascos),em plasma
humano com albumina de soro
bovino, benzamidina e timol
DIL SPE Adicionar agua
2 frascos reto destilada (consultar no
Diluente da amostra: liofiliz. P rétulo os volumes
plasma humano com albumina de exatos)
soro bovino, benzamidina e timol
INC BUF
N . N 1 frasco preto Pronto a usar
Tampéo de incubagéo: 11 ml
tampdo de borato com albumina de
soro bovino, benzamidina e timol.
WASH | SOLN |CONC | 1 frasco Dilua 200 x com 4gua
| 10ml castanho | destilada (use um
Tampéo de lavagem (TRIS-HCI) agitador magnético).
Controlos -N =1 ou 2 . ,
2 frascos rata Adicionar 1 ml de 4gua
(As concentracdes exatas dos liofiliz. P destilada
calibradores sédo indicadas nos
rétulos dos frascos)
em plasma humano com timol
CHROM 12f;a§]cio branco | Pronta a usar
Solugdo cromdgena TMB
STOP | SOLN 112'35C|0 branco | Pronta a usar
m
Solugéo de bloqueio: HCI 2N

Note: 1. Usar o diluente da amostra para diluir as amostras.

VI.

2. 1 pg da preparagdo do calibrador é equivalente a 100 mlU do 1.°
padréo internacional 89/548 do NIBSC.

REAGENTES NAO FORNECIDOS

O material seguinte é necessario, mas ndo é fornecido com o kit.

\
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Agua destilada de qualidade elevada

Pipetas para dispensar de 50 pl, 200 pl 200 pl, 1 ml e 10 ml
(recomenda-se usar pipetas precisas com pontas de plastico
descartavel)

Agitador tipo vortex

Agitador magnético

Agitador horizontal para microplacas de 700 + 100 rpm
Lavadora de placas de microtitulagéo

Leitor de microplacas para leituras a 450, 490 e 650 nm

(leitura policromatica) ou para leituras a 450 e 650 nm

(leitura bicromética)

Ferramentas adicionais: o0 ELISA-AID™, necessario para a leitura
policromética das placas (ver paragrafo XI.A) pode ser adquirido
junto a Robert Maciels Associates, Inc. Mass. 0.2174 EUA.

PREPARAGAO DOS REAGENTES

Calibradores: Reconstituir os calibradores com 1 ml de 4gua destilada.
Controlos: Reconstituir os controlos com 1 ml de agua destilada.

Diluente da amostra: Reconstituir o diluente da amostra adicionando 4gua
destilada até ao volume indicado no rétulo do frasco.

Solucéo de lavagem de trabalho: Preparar a quantidade necesséaria de
solucéo de lavagem de trabalho adicionando 199 partes de 4gua destilada a 1
parte de tampé&o de lavagem concentrado (200x). Usar um agitador magnético
para tornar a solugdo homogénea. A solucio de trabalho deve ser descartada
ao final do dia.

VIII. CONSERVAGAO E PRAZO DE VALIDADE DOS REAGENTES

Antes da abertura ou da reconstitui¢do, os componentes do kit mantém-se
estaveis a 2- 8°C até a data indicada em cada rétulo.

As tiras-reagentes ndo usadas devem ser conservadas a 2- 8°C num
recipiente hermeticamente fechado que contenha dessecante, até ao prazo de
validade.

Ap6s a reconstituicdo, os calibradores, os controlos e o diluente da amostra
mantém-se estaveis por 4 dias a 2-8°C. Em caso de periodos de conservagao
muito longos, devem ser aliquotados e conservados a -20°C até um maximo
de 2 meses. Evitar ciclos repetidos de congelacéo e descongelagéo das
amostras.

A solucdo de lavagem concentrada mantém-se estavel a temperatura
ambiente (18-25°C) até ao prazo de validade.

A solucdo de lavagem de trabalho deve ser recém-preparada caso a caso e
usada no mesmo dia da preparag&o.

Ap6s abrir o frasco, o conjugado mantém-se estavel até ao prazo de validade
indicado no rétulo, se conservado a 2-8°C no frasco original bem fechado.
As alteracBes no aspeto fisico dos reagentes podem ser sinais de
instabilidade ou deterioracéo.

RECOLHA E PREPARAQAO DAS AMOSTRAS
Ap6s realizar a coagulacéo e centrifugacdo, o soro devera ser removido logo
que possivel do coagulo de eritrdcitos e conservado a 4°C. Se ndo forem
utilizadas de imediato, as amostras deverdo ser conservadas a -20 °C
durante um méaximo de 2 meses, e a -70 °C por periodos mais longos (um
ano, no maximo).
Evitar ciclos repetidos de congelagéo e descongelagdo das amostras.
Antes da utilizacdo, todas as amostras devem estar a temperatura ambiente
(18-25°C). Recomenda-se agitar todos os reagentes e as amostras antes de
os utilizar.
As condigdes de colheita podem influenciar os valores. Adotar as maximas
precaucdes durante a recolha para evitar que eventuais impuridades contidas
nas amostras possam estimular a producdo de IL-6 por parte das células
hematicas e aumentar incorretamente os niveis de IL-6 no soro.
As provetas de colheita devem ser apirogénicas.

PROCEDIMENTO

Notas de manipulacéo

N&o usar o kit e os seus componentes ap6s o prazo de validade.

N&o misturar reagentes de lotes diferentes.

Antes da utilizagdo, todos os reagentes devem estar & temperatura
ambiente (18-25°C).

Misturar delicadamente todos os reagentes e as amostras agitando-os ou
rodando-os.
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10.
11.

12.

13.

Realizar os calibradores, os controlos e as amostras em duplicado.
Recomenda-se alinha-los verticalmente.

Utilizar um recipiente de pléstico limpo para preparar a solucdo de
lavagem.

A fim de evitar contaminagBes cruzadas, mudar a ponta da pipeta sempre
que se utilize um novo reagente ou amostra.

Evitar pipetas com partes metélicas ao dispensar a solugcdo cromdgena e a
solucdo de blogueio.

Pipetas de alta precisdo ou um sistema de pipetagem automatizado
melhoram a precisdo da dosagem.

Respeitar os tempos de incubagéo.

Para evitar desvios, o intervalo entre a pipetagem do primeiro calibrador e
a Ultima amostra deve limitar-se ao tempo indicado na sec¢do XIIIL.E
(Tempo decorrido).

Preparar uma curva de calibracdo para cada sessdo analitica, ndo utilizar
dados de anlises anteriores.

Dispensar a solugdo cromdgena dentro de 15 minutos a contar da lavagem
da placa de microtitulacéo.

Durante a incubagdo com a solucédo cromdgena, evitar a luz direta do sol
na placa de microtitulagéo.

Cada poco pode ser usado apenas uma vez.

Procedimento

Selecionar o nimero de tiras-reagente necessarias para o teste. As tiras-
reagente ndo utilizadas devem ser hermeticamente guardadas de volta no
recipiente com um dessecante e conservadas a 2-8°C.
Fixar as tiras-reagente na estrutura de suporte.
Pipetar 50 pl de tampé&o de incubagdo em cada pogo.
Pipetar 100 pl de cada calibrador, controlo e amostra nos pocos
apropriados.
Incubar durante 1 hora & temperatura ambiente (18-25°C) num agitador
horizontal a 700 + 100 rpm.

Aspirar o liquido de cada pogo.
Lavar a placa 3 vezes:

. dispensando 0,4 ml de solucdo de lavagem em cada pogo

e  aspirando o contetido de cada pogo
Pipetar 100 pl de conjugado anti-1L-6-HRP e 50 pl de diluente de amostras
em cada pogo.
Incubar durante 1 hora a temperatura ambiente (18-25°C) num agitador
horizontal a 700 + 100 rpm.
Aspirar o liquido de cada poco.
Lavar a placa 3 vezes:

e  dispensando 0,4 ml de solugéo de lavagem em cada pogo

. aspirando o conteddo de cada pogo
Pipetar 200 pl de solugdo cromdgena em cada pogo dentro de 15 minutos a
contar da lavagem.
Incubar a placa de microtitulagdo durante 15 minutos a temperatura
ambiente (18-25°C) num agitador horizontal a 700 + 100 rpm ; evitar a luz
solar direta.
Pipetar 100 pl de solugéo de bloqueio em cada poco.
Ler as absorvéncias a 450 nm e 490 nm (filtro de referéncia a 630 nm ou
650 nm) dentro de 3 horas e calcular os resultados tal como descrito na
seccdo XI.

CALCULO DOS RESULTADOS
Leitura policromatica
Neste caso, a elaboragdo dos dados sera efetuada pelo software ELISA-
AID™,
A placa é lida a 450 nm em relagéo a um filtro de referéncia regulado a 650
nm (ou 630 nm).
Em seguida, é realizada uma segunda leitura a 490 nm em relacdo ao
mesmo filtro de referéncia.
O software ELISA-AID™ controlard automaticamente o leitor e integrara
ambas as leituras mediante um modelo policromatico. Esta técnica pode
gerar valores de DO até 10.
O principio da elaboragéo policromatica dos dados é o seguinte:
. Xi=0Da450 nm
. Yi=0D a490 nm
. Utilizando uma regressao linear padrdo ndo ponderada, os parametros
A & B séo calculados: Y = A*X + B
. Se Xi < 3 unidades DO, entéo o X calculado = Xi
. Se Xi >3 unidades DO, entéo o X calculado = (Yi-B)/A
e  Ajusta-se a curva logistica de 4 pardmetros para gerar a curva de
calibragéo.
e A concentragdo de IL-6 nas amostras é determinada mediante
interpolagdo na curva de calibragéo.

B. Leitura bicromética

1. Ler a placa a 450 nm em relacdo a um filtro de referéncia regulado a 650
nm (ou 630 nm).

2. Calcular a média das determinacdes em duplicado.

3. Representar a curva de calibragdo nas ordenadas os valores médios dos DO
de cada calibrador em fun¢do da concentracdo correspondente de IL-6 nas
abcissas e conectando os pontos.

4. Determinar as concentragbes de cada controlo e amostra mediante
interpolagéo na curva de calibragéo.

5. E possivel utilizar um sistema de interpolagéo dos dados automatizado para
simplificar estes calculos. Com um sistema automatico de interpolacdo dos
dados, recomenda-se um ajuste da curva mediante fungdo logistica de 4
parametros.

XIl.  DADOS TIPICOS

Os dados indicados em seguida séo exclusivamente indicativos e ndo deverdo ser
utilizados em substitui¢do da curva de calibragéo gerada em tempo real.

IL-6-ELISA Unidade DO
Modelo policromatico
Calibrador 0 pg/ml 79
23,3 pg/ml 125
68 pg/ml 193
201 pg/ml 408
633 pg/ml 1036
2560 pg/ml 3579

X1Il. DESEMPENHO E LIMITACOES

A. Limite de detec&o

Foram analisados vinte calibradores com padrdo zero juntamente com um
conjunto de outros calibradores. O limite de dete¢do, definido como a
concentragao aparente de dois desvios padrao acima da média de DO no padrdo
zero, foi de 2 pg/ml.

B. Especificidade

N4o foram detetadas reagdes cruzadas significativas em presenca de 50 ng de IL-
la, IL-1B, IL-2, IL-3, IL-4, IL-7, IL-8, IL-10, GM-CSF, IFN-a, IFN-y, LIF, MIP-
la, MIP-1B, MCP-1, OSM, RANTES, TGF-B, TNF-a e TNF-B. Foi detetada uma
reagao cruzada muito leve (0,06%) com o G-CSF.

Interferéncia com recetores soltveis (SIL6R e sgp-130)
Néao foram detetadas reacdes cruzadas significativas em presenca de 100 ng do
recetor sIL6 e sgp-130.

Conc. de IL-6 I1L-6 medida com 100 ng/ml IL6 measured with 100
(pg/ml) de sIL6R ng/ml of sgp-130
(pg/ml) (pg/ml)
75 4,3 8,3
74,0 81,8 76,0
678,0 734,0 671,0
Né&o foram detetadas interferéncias
C. Precisao
INTRAENSAIO INTERENSAIO
<X>+SD CcvVv <X>+SD CcVv
soro | N g | @) | o0 | N (pg/ml) | (%)
A 20 147 + 6,1 4,2 A 20 1145 4.4
B 20 623 £ 27 43 B 20 270 £ 15 54

SD: desvio padréo, CV coeficiente de variagdo

D. Exatiddo ~
TESTE DE RECUPERACAO
Amostra IL-6 adicionada L-6 recuperada Recuperacéo (%)

(pg/ml) (pg/ml)

Soro 1 1066 1035 97,1

547 541 98,9

228 234 102,6

Soro 2 1066 1110 104,1

547 531 97,1

228 250 109,6




TESTE DE DILUICAO

Amostra Diluicéo Concent. tedrica Concent. medida
(pg/ml) (pg/ml)
Soro 171 - 966
1/2 483 478
1/4 2415 247
1/8 120,8 130
1/16 60,4 54
1/32 3 23

As amostras foram diluidas com diluente da amostra.

E. Tempo decorrido entre o Gltimo calibrador e a dispensacdo da
amostra
Como ¢é exibido na seguinte tabela, a dosagem mantém-se exata mesmo
quando uma amostra é adicionada 30 minutos apds a adicdo dos
calibradores nos pogos revestidos.

TEMPO DECORRIDO

Amostra 0 min 10 min 20 min 30 min 40 min
1 61 53 56 61 76
2 196 179 205 213 273
3 1584 1478 1433 1418 1533

XIV. CONTROLO DE QUALIDADE INTERNO

L] Se os resultados obtidos doseando o Controlo 1 e o Controlo 2 néo se
encontrarem dentro do intervalo de limites indicado no rétulo dos frascos,
ndo convém utilizar os resultados obtidos, a ndo ser que se encontre uma
justificagdo apropriada para a discrepancia.

L] Cada laboratorio pode preparar as suas proprias misturas de soros a utilizar
como controlo, que devem ser conservadas congeladas e aliquotadas. Os
controlos que contém azida interferem com a reagdo enzimatica e, portanto,
ndo podem ser utilizados.

. Os critérios de aceitacdo das diferengas entre os resultados em duplicado
das amostras devem basear-se nas boas préticas de laboratério.

L] Recomenda-se o ensaio dos controlos com regularidade como amostras
desconhecidas para medir a variabilidade do ensaio. A eficacia do ensaio
deve ser monitorizada com tabelas de controlo de qualidade dos controlos.

L] E uma boa prética verificar visualmente o ajuste da curva selecionada pelo
computador.

XV. INTERVALOS DE REFERENCIA

Estes valores sdo fornecidos apenas como orientacdo; cada laboratério deve
estabelecer os seus intervalos normais de valores.

Como referéncia, os resultados de 34 amostras de soro pertencentes a pessoas
aparentemente sds com niveis baixos de PCR apresentam valores dentro do
intervalo 0 - 50 pg/ml. Em 31 amostras, obtiveram-se valores inferiores a 17
pg/ml.

XVI. AVISOS E PRECAUGCOES

Seguranca

O kit destina-se exclusivamente a diagnéstico in vitro.

Os componentes de sangue humano presentes no kit foram analisados com
métodos europeus aprovados ou métodos aprovados pela FDA e resultaram
negativos para HBs Ag, anti-HCV, anti-HIV1 e anti-HIV2. Nenhum método
conhecido pode oferecer uma garantia total de que os hemoderivados humanos
ndo transmitam hepatite, SIDA ou outras infegdes.

Manusear estes reagentes ou amostras de soro ou plasma em conformidade com
0s procedimentos de seguranca em vigor.

Todos os produtos de origem animal ou derivados provém de animais sdos. Os
componentes de origem bovina provém de paises onde ndo foram denunciados
casos de EEB. E, contudo, necessario considerar os produtos de origem animal
como potenciais fontes de infe¢des.

Evitar qualquer contacto da pele com os reagentes, a solu¢éo de bloqueio contém
HCI. Em caso de contacto, lavar abundantemente com agua.

Néo fumar, beber, comer ou usar cosméticos na area de trabalho. N&o pipetar os
reagentes com a boca. Utilizar fatos de protecéo e luvas descartaveis.

Para mais informagdes, consulte Folha de Dados de Seguranca do Material
(MSDS).
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XVI11.RESUMO DO PROTOCOLO

AMOSTRA(S)
CALIBRADORES CONTROLOS
(ul) ()
Tampéo de incubacéo 50 50
Calibradores (0-5) 100 -
Amostras, Controlos - 100

Incubar por 1 hora a temperatura ambiente (18-25°C) agitando constantemente a 700
rpm.

Aspirar os conteidos de cada pogo.

Lavar 3 vezes com 400 pl de solugdo de lavagem e aspirar.

Conjugado Anti-1L-6 -HRP 100 100
Diluente de Amostra 50 50

Incubar por 1 hora a temperatura ambiente (18-25°C) agitando constantemente a 700
rpm.

Aspirar os contetidos de cada poco.

Lavar 3 vezes com 400 pl de solucdo de lavagem e aspirar.

Solugdo cromégena 200 200

Incubar por 15 min a temperatura ambiente (18- 25°C) agitando constantemente a 700
rpm.

Solugdo de blogqueio 100 100

Ler no leitor de placas de micro titulacéo e registar a absorvéncia de cada pogo a 450
nm (contra 630 ou 650 nm)

O Servigo de Instrumentagdo da Diasource pode oferecer a possibilidade de
adquirir um protocolo adaptado para este kit para ser usado na plataforma
Stratec Gemini 2PS + Combo, incluindo arquivo de ensaio de protocolo,
arquivo de reagente e dicas para o bom uso do kit no instrumento.

Se precisar de mais informacdes, entre em contato com
IVVDInstrumentation@diasource.be



mailto:IVDInstrumentation@diasource.be

L

Awpaote 0AOKANPO TO TPOTOKOALO TPV A6 TN XP1ION.

IL-6-ELISA

XPHXH I'lA THN OIIOIA IIPOOPIZETAI

Avoc0eV{LHOUETPIKOG TPOGIIOPIGUAG YioL TNV IN VItro mocotikh pétpnon g avlpdmvng vtepievkivng-6 (IL-6) og 0po.

TENIKEZX [IAHPO®OPIEX

Epmopuc) ovoposia: Kurt IL-6-ELISA ¢ DIAsource
Ap1Opog kataroyov: KAP1261: 96 mpocdlopiopol
Kataokevaleton omo tv: DIAsource ImmunoAssays S.A.

Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium.

Ta teyvikn Bondera 1| TAnpo@opics 6yeTIKA pe TOPAYYELIEG EMKOIVOVI|OTE OTA:
Tni.: 432 (0)10 84.99.11 Dak: +32 (0)10 84.99.91

KAINIKO YITOBAOPO

Bioioyixy opaon

H avBpomwvn wrepievkivny 6 (IL-6) givor éva molvmentido 184 apuvoééwv pe dvvnrikég O kot N Béoeig
yhokoluMmong Kot onpovtiky opoAoyia pe tov mapdyovta G-CSF. Tlapdyeton omd d1dpopa KOTTOPA,
ovumeplopfavopévov tov T- kot B-kuttdpov, povokvttdpmv, woPAOCTOV, KEPATIVOKVTTAP®V,
EVOOONMOKOY KUTTAPWYV, LECAYYELNKAOV KUTTAP®OV, OGTPOKVTTAP®V, GTPOUATIKOV KUTTAP®V TOL HVELOD
TOV 00TAOV KOl OPKETOV VEOTAACUATIKOV KuTtdpv. PuvOuilet v avamtuén kot v dapopomoinon
SlPOP®V KLTTAPIKOV TOTOV HE KVPLEC SPAUGEI GTO OVOGOTOWTIKO GUOTNHO, TNV OLLOTOINoT Kol TN
@Aeypoviy. Ot mOAAATAEG OVTEG OPAGELG OTOTEAOVV UEPOG EVOC TOADTAOKOD SIKTVOL KLTTAPOKIVAV, OTOL
apketég kvttopokiveg (IL-1, TNF, PDGF, IFN,...) endyovv 1| emdyovtor and v IL-6 kot ot tehikég
emdpaoels eival omoTéAEoLO €ITE GUVEPYIKMV €lTE OVIAYOVIOTIKOV dpdoewv petald g IL-6 ko tov
vrorowmov kuttapokwvaov (IL-1, 1L-2, IL-4, IL-5,IFNy, IL-3, GM-CSF, M-CSF,CSF,...). H IL-6 endyst qv
TeMK @pipaven tov B-kuttdpov oe kOTTOPO TOPAYOYNG OVTICOUATOV Kol otoTeAEl 1oYvpd avéNTikd
TOPAYoVTOL Y10, KOTTOPO HVEAMDUOTOG/TAOGHOTOKVTTONATOC. Aleyeipel (Kol 68 GLVOLAGHO) TV avATTLEN
tov T-kuttdpov kot ) Stpopornoinen tovg o Kuttopoto&ikd T-kotrapa. [Ipodyst v avantuén tov
LLEYAKOPVOKVTTAP®OV KOl Jp0l CUVEPYIKO HE GAAEG KLTTOPOKIVEG Yo TN OLEYEPOT TOALIVVOAUMV
OLLOTIOMTIK®OV TPodpopmv. Mmopel emiong va endyet avoctol] TG Slopopomoincng Kot TG ovamntuéng
OPLOUEVOV AEVYOUUIKAV -1} U1 OLULOTOUTIKOV VEOTANCUOTIKOV KuTtaptk®v oepdv. H IL-6 sivar emiong
KOPLOG EMAYMYENS TOV AVTIOPACEDV 0EEL0G PAOTG OG ATAVTNONG GE PAEYLOVI 1 TPOVHATIGHO 1oTdV. Mali
pe to IL-1 kou TNF, endyet ) ovvbeon mpwteivov ofeiog edong (APP) amd mmatokvttapo, pe potifo
mpotiunong Tev mapayopeveov APP, avdloya pe tnv kvttopokivin M to cvvdvacud tovg. H IL-6
OAANAETIOPE EMioNG e TO VEVPOEVIOKPLVIKO GVGTNUA, T.X. emdryovTag TNV mapaywyn ACTH. ‘Etol, H IL-6
amotelel pio TAEOTPOTIKY KVTTOPOKIVY UE TOAAUTALG EVOOKPLVELS, TOPAKPLVEIG Kot TOUVAOG OVTOKPLVEIG
dpaoels o€ SLUPOPETIKOVG TOTOVGS IGTAOV.

Kimixés epapuoyés

Av ka1 o1 TEPLEGOTEPOL PVGLOAOYLKOL 0poi EAEYYOV TTapovotdalovv un avyvedowo enineda IL-6, tepdotieg
nocotnteg IL-6 aviyvevovtar oe PBapléc preypovmddels KoTaoTdoels, Onmg 1 onyouio. H adénon g IL-6
oTOV 0pO TPONYELTOL EKEIVNG TOV TPOTEWVOV 0EEI0G PAONG T.X. DG LETEYXEIPNTIKO POLVOLEVO, KOl EVOEXETAL
ywo. t0 Aoyo ovtd vo amoteAel pion gvoicOntn PO TAPAUETPO Yoo TN SlEPEVVNON QAEYLOVEOIDV
KOTOGTACEMV.

H IL-6 0po?¥ éxe1 oM TepLypapel 6€ GLVAPTNOT LE YELPOVPYIKOVG 1| U1 TPOVHATIGHOVG 16TAV, AOUDIELS KoL
0VTOAVOGEG VOGOVGS, cuumeptlappavoprévng g apbpitidag, g amdpPYNG LOGYEOUATOC, TG OAKOOAIKNG
KIpp®OoNGg NTOTOG, KakoNO®V VEOTAAGIDV KTA.



IV. BAXIKEX APXEX THX MEOOAOY

O mpoodiopiopdg  IL-6-ELISA g DIAsource eivar  évog  eviopkdg
OVOGOTPOGOIOPICUOG  EVICXVHEVNG  gvatcOnoiog, otepeng @dong, o omoiog
ekteleitonr og mAGKEG pkpoTitAoddtnong. O mpoodopiopds xpnoyomotet
povokAmvikd avticopato. (MAbs) mov koatevBouvoviar evavtiov Sokprimdv
emtonov g IL-6. Ou Pabpovountéc kot to deiypota avtidpodv pe T0
povorAovikd avticopo cuAnyng (MAD 1) mov eivon emotpmpévo otnv vrodoyn
™G TAGKOG HIKPOTITAOSOTNONG Kot HE €va HOVOKAOVIKO avticope (MAb 2)
onuacpévo pe papavidikn vrepoéeddon (HRP). Metd amd pua nepiodo endaong
OV EMTPENEL TO CYNUOTIGUO EVOS GAVTOVLTS: emoTPpOUéEVO MAD 1 — avBpdmivn
IL-6 — MAb 2 — HRP, n mAdka pikpotithodotnong voPdAiietar og mAvon o vo.
amopakpuviel To onpoopévo pe Eviupo adéopevto avticopa. To onpacuévo pe
£VDILO OECUEVUEVO OVTIOOUE HETPATOL UEGH HLOG YPOUOYOVOL OVTISPACT|C.
TIpootifeton ko enwaletor ypwpoyovo ddivpoa (TMB étoo yuwr xprion). H
avtidpaoTn oTapaTd pe TNV TPOGHNKN OVOCKETUICOD SLHADLATOC KO GTI] GUVEYELD.
yivetat avayvmon g TAGKG KPOTITAOSOTNONG 6TO KATAAANAO UKOG KOLATOS.
H mocdémta petatpomic TOov LIOOTPOMOTOS KabopileTar ypoOUOTOHETPUCE
UHETPAOVTOG TV 0moppdPNoN, 1 omoia. givar avaAoyn TTPOG T GLYKEVIPMOOT TNG
IL-6.

Topotdvetor ypopwd e kopmOAn Pabpovounong kor mpoodiopiletor m
ovykévipoon g IL-6 oto deiypoto pe ovoyoyn omd TV KOUTOAN
Babpovounong. H xprion tov cvetipartog aviyvoong ELISA (ypappkémta Emg
3 povadeg OD) kot poag ToAdTAOKNG HeBOSd0oV avaywyng dedopévav (ovayoyn
TOAMYPOUATIKOV dEOOUEVOV) €X0VV MG OTOTELESHA VLYNAN gvoicbncio 6to
YOUNAO TTEDI0 TIHMV KoL 6TO EKTETOUEVO TESI0 TGV Padpovounong.

V. ITAPEXOMENA ANTIAPAXTHPIA

Avtidpootipro Kur 96 Xpopa- Avacvotaon
TPOGIL0- TIKOG
POPAV | KOIIKOG
Mk pkpotithodotnong pe 96 umle | ‘Etowpo yo yprion
96 vmodoyEs EMOTPOUEVES UE | ymodoxée
avtt IL-6 (povokiwvikd
OVTIOMHOTO)

1 pukido | Koxkwo | "Etopo yur xpnon
Ab HRP 11 ml

Zolevypa: Avit-1L-6 (novokhovikd
avTioOpaTe) 6g puOuoTikd dtdivpa
Bopkdv pe Bosto oporevKkmpoTivy Kot
Bupoin

c “ 6 poAidia | witpwo | MposBéote 1 ml
AL . ,
Avo@piro- OTECTAYIEVOD VEPOD

Bafpovopntig N = 0 éog 5 Tompévo

(dsite TG oxprPeic TIpéG TAVO 6TIG
ETIKETEG TOV QLoMdinv) oe
avOpdmvo TAdopa pe Posta
opoievkmporivy, Bevioudivn kot

Bopoin
2 oA | padpo | MpooBiote
DL SPE Avogiro- OMEGTAYUEVOL VEPOL
TOUHEVO (deite Tig axpiPeic Tipég
, , . AV OTIG ETIKETEG TOV
Ardhopa apoimong detypdtov: QLMoY

avOpdmvog TAdcpa pe Boeto
oporevkmpativy, Beviopdivn kot
Bupoin

1 puwkido | povpo | "Etopo yur xprion
INC BUF 11 ml

Pubpioticd ddlopo endoong:
PuBpuoticd Sidhopa Bopkdv pe Bocto
oporevkmpativn, Beviopdivn kot
Bupoin

1 puridio Koupé Aparddete 200 X pe

10 ml OMECTAYUEVO VEPO
(xpnoylomom|ote
HOYVITIKO avadeuThpQL).

|WASH| SOLN |CONC|

Adopa mvong (Tris-HCI)

2 poAido | mpdowo | MpooBicte 1 ml
CONTROL N

Avo@iro- OMESTAYUEVOD VEPOL
mAdopo eréyyov - N =112

TOUHEVO
(dsite TIc axpifeic Tipég TAVO 6TIG
ETIKETEG TOV PLOAMSIOV)
oe avOpdmivo Thdopa pue Bupoin

Ahopa ypopoyévov TMB

1 poAidio | Aevkd | "Etowpo yio yprion
12 ml

STOP SOLN

Avoaoyetikd didhopa: HCI 2N

Inpeioon: 1. Xpnoponoote StdAvpa apoimong SEYHATOV Yo apoinon TOV SeryHdtmy.
2. 1 pg tov mapackevdopatog Tov Padpovounty givar 1wodvvapo pe 100 miu
tov NIBSC 1° IS 89/548.

VI.  ANAAQXIMA ITIOY AEN IIAPEXONTAI

Ta akdrovbo vVAKA amantovvTat oALE dev TapEYOVTOL GTO KLT:

1. Ameotaypévo vepd VYNNG TolOTNTOG

2. IMnéteg yio dtovopn: 50 pl, 100 pl, 200 pl, 1 ml kot 10 ml (cuviotdron 1
¥PNON TIETOV oKPPEiag pe ovoADGO TAUGTIKA pOYYN)

3. Avapeiktng otpopilicpon
4. Mayvntikdg avadevtnpog
5. Opiovtio 6VoKELT AVASEVOTIG TAOKADV LKPOTITAOSOTNONG Le duvaTdOTNTOL

700 rpm £ 100 rpm

6. FVoKeLT TAVGTG Y10 TAGKESG HIKPOTITAOSOTNONG

7. YUOKEV]  OVAYVOONG TAUK®V  HIKPOTITAOSOTNONG  pe  duvordtnta
avayvoong ota 450 nm, 490 nm xor 650 nm (ce mepintwon
TOAYPOUATIKNG AVAYV®GTS) 1 e duvaToTnTa aviyvoons ota 450 nm ko
650 nm (Syypopatiky aviyvoon)

8. TIpoarpeticods  eEomhopos: O eomhopdg ELISA-AID™  mov  eivon
OOPOITNTOG Y10 TV TOAVYPOUATIKY aviyvwon (deite v mapdypapo
XILA.) umopel va ayopaoctel amd v Robert Maciels Associates, Inc.
Mass. 0.2174 USA.

VIl. HAPAXKEYH ANTIAPAXTHPIOY

A.  BaBpovopntéc: Avacvotiote toug Babpovountés pe 1 ml oneotaypévon
vePOL.

B. Opoi gléyyov: Avoovotiote toug opolg gdéyyov pe 1 ml aneotaypévov
vePOD.

I'.  Awdlvpa opaioong derypdrov: Avoovotiote 10 Sdlvpa  apaimong

detypdrov ctov oyko mov kabopiletar oV €TKETAL TOL ELOAWIOL pe

AMECTOYHEVO VEPD.

A, Awdvpa midong epyaciog: Ilpoctoyidote emapki] OyKo SOAVHOTOG

TAVOG epyaciog pe mpocbnkn 199 dykwv amectaypévov vepov oe 1 dyko

Srakdpartog mhvong (200x). XpNoWOTOMGTE HayVNTIKO AVASELTHPA Y10 TV

opoygvomoinon. Amopplyte To un xpnoonompévo  dtdAvpo  TAVGNG

epyaciog oTo TEAOG TG NUEPAS.

V. ®YAAZH KAl HMEPOMHNIA AHEHY TQN ANTIAPAXTHPIQN

. Ilpwv omd to Gvorypo M TNV ovocvoTacTh, OO TO GUGTOTIKG TOL KIT
TapopéVovy otabepd £mg v nuepopunvia AEng, n onola avaypagetor oty
£TIKETAL TOV PLoldion, epdoov dlotnpovvot og Oeppokpacio 2 Emg 8° C.

. Ot pn xpnoHoTOMUEVES Tavieg TPEMEL va. pVAdGGovTal otovg 2-8° C, oe
GOPUYICHEVT) GOKOVAN OV TEPLEXEL OMOENPAVTIKO TTapdyovTa, HEYPL TNV
nuepopnvia AnEne.

. Metd v ovacvotaon, ot fabpovountés, ot opoi eréyyov Kot to Stéhvpa
apainong detypdtov tapapévovy otabepd eni 4 nuépeg otovug 2-8°C. Ta
peyahdtepeg  meplddovg  evialng, Bo  mpémer  va  dnpovpynBovv
KAGopato/docels piog xpriong kot vo dtoutnpnbovv oe Oeppokpacio -20°C
eni 2 pnves 10 HEYIOTO. ATOQUYETE TOVG EMAVEMNUUEVOLG KOKAOVG
AmOYLENG-KOTAYVENG.

. To ocvumvkvepévo Sdlvpo mAvong eivor otabepd oe  Oeppokpacio
dwpoatiov (18-25°C) péypt v nuepopnvio AnEng.

. Dpécko, MAPACKEVOCHEVO OldAvpe TADONG epyociog Oo mpémer va
xpnotponoteitar v idlo nuéPa.

. Metd v mpdT™ YpNRon tov, 10 ovlevypa mopopével otobepd £mg TV
nuepopmvio. AREng, epdoov dSatnpeitar 6to OopyKkd, ePUNTIKE KAEGTO
puaAidio oe Beppokpacio 2 £mg 8° C.

. Toydv petaforés TG QUOIKAG EUPAVIONG TOV AVTIOPACTNPIOV TOL KIT
£VOE ETAL VO VTOdNADVOLY aoTdbelo 1 alhoimon.

IX. XYAAOIrH KAI IIPOETOIMAXIA AEITMATQN

. O opdg Oa Tpémet va anopakpuvhel 660 T0 FVVOTOV VOPITEPD OTO TO TNYLOL
TV PLOPOKVLTTAP®Y HETA TNV TEN KOl TN GLYOKEVTPLOT| Kat Vo StatnpnOet
otovg 4°C. Av 1o detypota dev ypnoiponombBodv apéowg, Ba mpimet va
SwatnpnBovv otovg -20°C eml 2 pnveg 10 péyioto kot otovg -70°C yu
peyarvtepng didpketog eUAaEN (og éva £10C).

. Amo@ebyete Toug EMaKOA0VH0VE KOKAOVG KATAWLENG-OTOYLENG.
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Dépete Oha to deiypata og Oeppokpacio dwpatiov (18-25°C) mpw amd ™
xpNon. Zuviotdror 1 avapeln TV SEYUATOV GE CUOKELT| GTPOPIAIGHOD
TPV amd TN YPNoN.

Ot cuvONKeg detyLaTOANYING LTOPOVY Vo EXNPEAGOVY TIG TIHES. 1o To Adyo
avtd Bo mpémer va Aapfdvoviar ovotnpd pETpa. TPoOAAENG KoTd T
Subprelor ™G detypoToAnyiog yioo v amo@uyn Tpoopiemv oto delypato
Ay, ta omoia Oo diéyepav v mapayeyn IL-6 and aporxvtTopa kot Oo
av&avav ec@uApéva Tig Tipég g IL-6 otov 0pod.

Ta coAnvaplo cuALoyiG Ba Tpémel va givor ELedBepa TUPOYEVGDV.

AIAAIKAXTA

ZNUEIDGELS GYETIKA PE TO YEPLONG

Mn %pNGHOTOLEITE TO KIT 1) TO GUGTOTIKA HETA TNV NUEPOUN ViDL ANENG.

Mnv avoperyvOETe VAIKG otd S10pOPETIKES TOPTISES KIT.

Dépete OO T0. avTdpacTiplo oe Beppokpacio dopatiov (18-25°C) mpwv
amd ™

xpfion.

Avapeifte KoAd Olo To avTdpacTiplo. Kol To OelypoTo HE ool

avakivnon N avadevon.

Extedéote €1 dumhovv avdinym tov Babpovountdv, tTov opmdv gAEyXov

Kot ToVv detypdtov. Tovietdtor Kabet gvbuypdpuon.

Xpnotpwonomote éva kabapd, TAUCTIKO G0Yel0 Y100 VO ETOUACETE TO

Stlopo TAvONG.

Xpnoylornoteite Eva kabapd ovol®Oo pOYY0G TITETAS Yo TNV TPOGSHNKN

KGBe  S10QOPETIKOD  aAVTIOPACTNPIOL Kot OElYHOTOG TPOKEWWEVOL VoL

OTOPVYETE TNV EMUOAVVOT).

T ™ dwvouny Tov XPOROYOVOL SADHOTOS KOL TOV  OVOGXETIKOD

SADLATOG ATOPVYETE MMETEG LLE LETOAAKA HEPT).

H oaxpifeio Peltudveton pe yprion mmetdv vynAfig okpifewag 1

OVTOUOTOTOUEVOD EEOTAMGHOD SLOVOUNG LLE TUTETEG.

Trnpeite TovG XPOVOLS ETDAONGC.

T'o vo amoQUYETE T HETATOTION, O YPOVOG HETAED TNG SIOVOUNG HE TITETOL

T0V TPDOTOL Pobuovounty Kot Tov TEAELTRiOL OElypaTOg TPEMEL Vo

mepropiletar 6to ypovikd Stdotnua mov avapépetor oty gvotra X,

nmapdypapog E (Mesodiaotua).

Tlpogtoydote po KapmoAn Pobpovounong ywr kabs ovaivon kot pn

xpNotomoteite dedopéva amd PO YOOUEVEG OVOADGELS.

Awveipete to ypopoydvo dddvpa evtdg 15 Aemtdv amd v TAdon g

TAGKOG [UcpOTITAOSOTNONG.

Katd ) duapkelo g endaong pe 10 xpopoyovo dtdivpo, oaro@dyete TV

dpeon €kBeon TG TAGKAG LKPOTITAOSOTNONG GTO NALIKO PMG.

Kabe myddt pmopel va ypnoyomomOei povo pio gopd.

Awdwcacio
EnéEte tov amartodpevo aplbpd towvidv yioo v oavdivon. Ov pn
APNOLOTOUEVEG TUVIEG TTPEMEL VAL EAVACOPAYIGTOVY LECO GTN COKOLA
He Tov amo&npavTikd TapdyovTa Kot vo. puioytodv o Beppokpacio 2-8° C.
Aocopaiiote Tig Touvieg péca oto TAAiclo oTPENS
Awveipete pe mméta 50 pl puBuictikod Swekdpatog endaong oe OAES TIG
VTOS0YEG.
Awoveipete pe mméta 100 pl omd xabe Pabpovounti, opd eréyyov war
detlypa oTig KatdAANAeS VTOSOYEC.
Enodote eni 1 dpa oe Oeppokpoocio dwpatiov (18-25°C) oe oplovtio
avadevtnpo otig 700 rpm + 100 rpm.
Avappoenote 1o vypod and kabe vrodoyn.
IIdvete v mhdka 3 popéc:

. Swavépovtog 0,4 ml Sraddpatog Thbong og kGbe vrodoyn.

. AVOPPOPAVTAG TO TEPLEXOUEVO KABE VITOSOYNG
Awveipete pe muéto 100 pl ovlevypatog Avti-lL-6-HRP xou 50 pl
S10A0H0TOG apoimong delyHAT®V o8 OAES TIG VTOS0YEC.
Enodote eni 1 dpa og Beppokpacio dopatiov (18-25°C) oe opilovtio
avadgvtnipo otig 700 rpm + 100 rpm.
Avoppognote T0 VYPO and KAOe VIOdOYN.
IM\bvete v mhdka 3 popéc:

. Savépovtog 0,4 ml Saddpatog Thbong og kGbe vrodoyn

- aAvOPPOPAVTIG TO TEPIEXOUEVO KAOE VITOSOYNG
Awoveipete pe muméto 200 pl ypopoydvov doddpotog o kdbe vmodoyn
evtog 15 demtdv omd o fripo TAvong.
Enodote v mhdko pikpotithoddmong emt 15 Aentd oe Ogppokpocio
dopoatiov (18-25°C) og opilovtio avadevtipa otig 700 rpm + 100 rpm,
amo@OyeTe TNV Gueomn £kbeon oty nAoky axtvoPoria.
Awoveipete pe mméto 100 pl avaoyetikod avidpactnpiov og kGbe vrodoyn
Kavte avayvoon tov amoppopncemv ota 450 nm kot 490 nm (eiktpo
avapopds 630 nm M 650 nm) evidg 1 opoag Kot vroloyicte To
amoterécpata Onmg Teptypdeetol oty evotnta X1

YIIOAOTIEMOZX TQN AIIOTEAEXMATQN

Molvypopatiki avayvoon:

Ymv mepintoon avty, mv enefepyacio Tov dedopévov Bo kdver To
Aoyopd tov ELISA-AID™,

2. H avdyveon g nhdkag yiveton npdto ota 450 nm évavtt evog gidtpov
avapopdg mov puBuiletor ota 650 nm (1) Ta 630 nm).

3. Exteleiton devtepn avayvoon ota 490 nm évavtt tov idov @idtpov
aAvoQOPaG.

4. To Aoyiopikd tov ELISA-AID™ Ba evepyomomGeL GUTOHATO TH GUOKELT

avayvoong kot o evoopotd®ost Kot TG 000 UETPACES O £va
TOAVYPOUOTIKO HOVTELD. AVTN 1) TEYVIKN UTOPEL VOL STLLLOVPYNGEL OTTIKEG
mokvomeg (OD) €mg ko 10.

5. Boaown apyn g emefepyaciog TOV TOAVYPOUATIKOV Oe30UEVOV ExeL
wegng:
. Xi = OD oto 450 nm

. Yi=0D ota 490 nm

. XPNOLOTOLOVTAG TUTIKH U1 CTOOUGUEVT YPOLLUIKT TOAVOPOUNGT,
vroAoyilovtat ot mapdpetpor A & B: Y = A*X + B

. Av Xi < 3 povadeg OD, tote vmoroyiohév X = Xi

= Av Xi>3 povadeg OD, tote vohoyioBév X = (Yi-B)/A

. Xpnoyonoteitol TPocapproyn AOYIGTIKNG KAUUTOANG 4 TOpapETpOV
Yo TN dnpovpyio g KapmoAng Pabpovoumong.

. H ovykévipoon IL-6 ota deiypato kabopiletor péoo ovoaymyng
0TV KoumoAn Badupovopunong.

B. Ay popotiki avayveon

1. Kavte avayvoon g mhdkog ota 450 nm évavtt evog GiATpov avapopds
nov puuiletor ota 650 Nm (1 Ta 630 Nm).
2. Ymoloyiote T péon T TOV SITAGY TPOGIOPICUMV.

3. TOPUoTHOTE YPAPIKA TG Tiég OD (tetaypévn) yo kabe Padpovount
£vavtl g avtiotoyng ovykévipmong g IL-6 (tetunuévn) kou oxedidote
o KopwoAn Babpovounong péow tov onpeiov tov fabpovopnm

4. Awpdote ™ cvykévipmon Yo KaBe opd eAEyYOL Kal detypo pe avaywyn
oTNV KopmoAn Badpovopunong.
5. Avoyoyh dedopévov pe ™ Ponbewe mlektpovikod vmoloyioth Oo

OMAOTOUGEL AVTOVG TOVG VIOAOYIoHoVS. Edv ypnoylomoteitor avtdpotm
enelepyacio.  OMOTEAEOSUATOV, GUVIGTATOL  TPOCOPHOYN  KOUTOANG
AOYIGTIKNG GLUVAPTNONG 4 TAPOUETPOV.

XIl.  TYIIIKA AEAOMENA
Ta akorovba dedopéva mpoopiloviar pOVo ®G ToPASEYHO Kol OV TPEMEL Vo
XPNOHOTOLOVVTOL TOTE VT TG KAUTOANG Pafpovounong mpoypratikod ypovov.

IL-6-ELISA Movadeg OD
Morvygpopatukd povrého
Babpovountrg 0 pg/ml 79
23,3 pg/ml 125
68 pg/ml 193
201 pg/ml 408
633 pg/ml 1036
2560 pg/ml 3579

XII. AIIOAOXH KAI ITEPIOPIZMOI

A ‘Opuo aviyvevong

MetpnOnkav eikoct pndevikoi Pobpovopntés pali pe éva ovvoro GAAV
Babuovountdv. To dpro aviyvevong, opllOUEVO ®G 1 PAVOLEVIKY] GUYKEVTIPOON
300 TumIKAOV anokAicewv Tave omd Tig péoeg petprioelg OD oe pndeviky
déopevon, firav 2 pg/ml.

B. Ewwomra

Aev napotnpiOnke onpavtikh Stectavpoduevn avtidpaon mapovsia 50 ng of IL-
la, IL-1B, IL-2, IL-3, IL-4, IL-7, IL-8, IL-10, GM-CSF, IFN-a, IFN-y, LIF, MIP-
la, MIP-1B, MCP-1, OSM, RANTES, TGF-B, TNF-a and TNF-B. EAdyom
Sotavpovpevn avtidpaon (0.06%) mapatnpeitor pe tov mapdyovia G-CSF.

Eridpacn Tov Stalvtdv vrodoyiwv (SIL6R kot sgp-130)
Aev mopatnpnonke onpavTikn dtectavpovevn avtidpacn mapovsio 100 ng tov
vrodoyéa SIL6 kot tov vrodoyéa sgp-130.

IL6 cuyk. IL6 petpnbeica pe 100 IL6 petpnbeica pe 100
ng/ml tov SIL6R ng/ml tov sgp-130
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
75 43 8,3
74,0 81,8 76,0
678,0 734,0 671,0

Aev aviyvedOnkay emdpacelg



I. Axpipera

TTA TON IAIO ITPOZAIOPIZMO METAZY AIAOOPETIKQN

ITPOZAIOPIZMON
Opég N <X>=*T.A. Z.A. Opog N <X>*T.A. A
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 20 147+6,1 4,2 A 20 114 +5 4,4
B 20 623 + 27 43 B 20 270+ 15 54

T.A.: Tomkn amdkhion, T.A.: Zovtekeotng StokOpavVoNg

A. OpBétTO

AOKIMAZIA ANAKTHXHXE
Agiypa Ipoctedeica AvaktnOsica Avaktnon
IL-6 IL-6 (%)
(pg/ml) (pg/ml)
Onée 1 1066 1035 97.1
pos 547 541 98.9
228 234 102.6
Onbe 2 1066 1110 104.1
pos 547 531 97.1
228 250 109.6
AOKIMAZIA APAIQYXHXE
Agiypa Apuinon OcopnTukn) MetpnOsica
GUYKEVTPOON CUYKEVTPOON
(pg/ml) (pg/ml)
008 11 - 966
pog 12 483 478
1/4 2415 247
1/8 120,8 130
1/16 60,4 54
1/32 30 23
To deiypota apoardOnKay pe 1o StAvpa apainong detypdtov.
E. Mecodwdotnpo petold T otavopns teievtaiov Pabpovopnty ko

dsiypatog

Onwg @oivetar ©TN CLVEYEWL, TO OTOTEAECUOTO TOV TPOGOLOPLGHOV
mapapévouy aédmota axdpa kot 6tav dwavépetar éva deiypa 30 Aemtd
HETE TV TPOSHNKN TOV BAOUOVOUNTOV GTO ETGTPOUEVO COAVAPLAL.

MEXZOAIAZTHMA
Agiypo 0 Aentd 10 hemta 20 Aemtd 30 Aentd 40 Aentd
1 61 53 56 61 76
2 196 179 205 213 273
3 1584 1478 1433 1418 1533

XIV. EXQTEPIKOX IIOIOTIKOX EAETX0X

. Edv to aroteléopata mov Aappdavoviot yio tov opd eléyyov 1 /kar tov
opd eréyyov 2 de Ppiokovtar £vtdg Tov mediov Tipdv mov kabopileton otnv
ETIKETO.  TOL  QuiAwdiov, To oamoteléopato  dev  givar  duvatd  vo
yxpnoponomBovy, ektdg edv £yel dobel kavomomTikny €&nynon oo mv
AGVUO®VICL.

. Eav eivon embounto, kébe epyactipo pmopet va dnpovpynoet ta sk tov
petypato derypdrov eléyyov (pools), to omoia mpémer va drotnpodvron
Koteyuypéva oe  KAGopata/docelg pog ypnons. Opoi gléyyov mov
nepéyovv alido Ba emdpdcovy otV VDK avTidpaoT) Kot dgv UTopoh
va. xpnopomombovy.

. Ta kprmpar awodoyng yio ™ dopopd HeToED TV SIMAMV OTOTEAESUATOV
TV delyudTev 0o Tpémet va Bacilovtat oe 0pbEg £pYaoTNPLOKES TPOKTIKES.

. Yvvictdror ot opoi AEYXOV Vo VITOPAALOVTOL GE TPOGOIOPIGUO TOKTIKA MG
Ayveota delypota yio vo LETPATOL 1) HETaANTOTTO TOV Tpocsdiopiopod. H
amdd00N TOV TPOGIOPIGUOD TPEMEL VO TOPAKOAOVOEITAL e StorypaptpoTo.
TOLOTUKOV ELEYYOV TMV OPDV EAEYYOV.

. Eivar koh6 10 vo €AEyYETE OMTIKG TNV TPOCOUPHOYN TNG KOUTOANG TOV
emAEXONKE 0O TOV VTOAOYIOTY).

XV. TIMEX ANA®OPAX
Ot tyég avtég mapéyoviar povov @g odnyds. Kabe epyactipio o mpémer va
KoB1EPDOGEL TO J1KO TOV TEFO PUGLOAOYIKAV TILMV.

To mopakdto amotelécpato mapexovial povo og odnyos: to anoteréopota 34
detydtv opod epPavag VYV atdpmv pe xoumAd enineda CRP, xvpdvinkov
peta&d 0 ko 50 pg/ml. 31 Seiypata Ehafov Tipés kdto and 17 pg/ml.

XVI. IIPODPYAAEEIX KAI IIPOEIAOIIOIHXEIX

Acpaleias

Movo 1o StoyveooTikn yprion in vitro.

Ta ovotatikd avOpdTvoL aipatog mov mepthapPdvovial 6To KIt avtd Exovv
eleyyBel pe pebddovg eykekpyéveg oty Evpodmn f/xat and tov FDA kot €xet
Sramiotefel 0T givar apvnTikd @g mpog v mapovsio HBSAQ, avti-HCV, avti-
HIV-1 xor 2. Kopio yvoor pébodog dev eivor duvatd vo mopéyel mAnpn
do@aiion OTL Tapdywyo. Tov avOpdTvoL aiptatog 6 Ha petaddoovy nratitida,
AIDS 7 dikeg Aowdéels. Emopévas, o yeptopos avidpactpiov, derypdtov
0pov N TAGoHOTOG Bo TPETEL VaL YIVETOL COUPOVOL LE TIG TOTIKESG SradIkacies mept
AGQALELOG.

‘Oho o {owd TpoidvTa Kot mapdymyo £xovv culkeyBel amd vy (da. To Posio
GLGTOTIKA TPOEPYovToL amd ydpeg 6mov dev €xer avapepbei BSE. Iap' OA' avtd,
GLOTOTIKO OV TePLEYoLV (mkég ovoieg B mpémel va avtipetonilovior ®g
SUVNTIKDG LOAVGLLOTUKE.

Amo@byete Vv Gueon emapn TOL SEPUOTOG HE OAOL TO. OVTIOPAGTNPLL TO
avacyetikd ddivpo mepiéyel HCL Ze nepintmon enagnig, nAdvete oyolaoTik pe
vepo.

Mnv kanvilete, unv TveTe, PNV TPOTE KOL U1 YPNOYOTOLEITE KUAALVLVTIKG GTO
YOpo epyociog. Mnv Swavépete pe mmIETA YPNOYOTOIDOVING TO OTONO. GOG.
XPNOYOTOLEITE TPOCTATEVTIKO POVYIGHO KOL YAVTLOL [0S YPHONG.

T mepiocdtepeg mAnpogopies, avatpééte 6to PVOARO dedopévav aopareiog
vAucov (MSDS).
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XVIl.  HEPIAHYH TOY ITPQTOKOAAOY

AEITMA(TA)
(H) ()
PuBpuoticd Sidropa 50 50
EndAONG 100 -
Babpovountég (0-5) - 100
Agiypata, opoi eEréyyov

Enwdote eni 1 dpa og Oeppokpacio dopatiov (18-25°C) pe ovveyj avadevon otig
700 rpm).

AvappoenoTe To TEPLEYOLEVO KAOE VITOSOYNC.

TIAvvete 3 popéc pe 400 ml Sroddpatog TAHoNG Kot AvappOPHOTE.

Zolevypa avri-IL-6-HRP 100 100
Atdhopa apoinong 50 50
detypdrov

Enwdote eni 1 dpa ot Oeppokpacio dopatiov (18-25°C) pe cuveyn avadevon otig
700 rpm).

AvoppoenoTe To TEPLEXOHEVO KGOE VITOdOoYNG.

TThbvete 3 popég pe 400 pl Stodvpatog Thbong Kot ovappoProTe.

Xpopoydvo ddivpa 200 200

Enodote eni 15 Aentd oe Oeppokpacio dopatiov (18-25°C) pe cuveyn avadevon otig
700 rpm).

Avaoyetikd dtdiopo 100 100

AwBdote 68 GLOKELT AVAYVMOONG TANK®OV HIKPOTITAOSOTNONG KAl KOTOYpAYTE TNV
anoppoéenon kdbe vrodoyng ota 450 nm - (kar 490 nm) évavtt 630 (1§ 650 nm)

H vanpeoia opyavov g Diasource propei va 60g Tpoopiper T1) duvatédTNTe 0TOKTNONG
£VOG TPWTOKOAAOV TTPOGUPROGHEVOL Yo VT TO KT mov Oa ypnopomondsi oTnv
mhat@oppa Stratec Gemini 2PS + Combo, cvpmepriopfavopévov opyeiov avaivong
TPOTOKOLLOV, apyeiov avTIdpacTNPion Kol GURBOVAGY Yia TV KOl YP1ioN TOV KIT 6TO
opyavo.

Eav Aperaleste emmhiov
1VDInstrumentation@diasource.be

TAnpogopisg, EMKOWVOVI|GTE pe 10
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