MEeXLAB

EN PRUEBAS PARA SU LABORATORIO

Bio-Ferritina

Inmunoensayo enzimatico para la cuantificacion de Ferritina.

INTENCION DE USO
Para uso exclusivo en investigacion. No debe utilizarse en los
procedimientos de diagnéstico.

MATERIALES PROVISTOS 96 Pruebas
Micropocillos revestidos con Streptavidin 12x8x1
Estandares de Ferritina: 6 viales (listo para su 0.5 ml
uso)

Reactivo de biotina anti-ferritina (listo para su 12 mi
uso)
Reactivo enzimético anti-ferritina (listo para su 12 mi
uso)

) . 12 ml
Sustrato TMB: 1 botella (listo para su uso)
Solucién de Paro: 1 botella (listo para su uso) 12 ml
Concentrado de Lavado 20X: 1 botella 25 mi

MATERIALES REQUERIDOS PERO NO SUMINISTRADOS
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Agua destilada o desionizada.
Pipetas de precision.

Puntas de pipetas desechables.
Lector ELISA con lente a 450 nm.
Papel absorbente o toalla de papel.
Papel cuadriculado.

LMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD

Almacene el kita 2 - 8°C.

Mantenga las tiras de los micropocillos selladas en una bolsa seca
con desecantes.

Todos los compuestos son estables hasta su fecha de expiracion
siempre y cuando se cumplan las condiciones de almacenaje de
manera estricta, asi como se indica en esta informacion.

No exponga los reactivos al calor, luz solar o intensa luz eléctrica.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES
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Para uso exclusivo en investigacion. No debe utilizarse en los
procedimientos de diagnostico.

Para uso en laboratorio.

Materiales de potencial riesgo bioldgico:

El calibrador y los controles contienen componentes de origen
humano que han sido probados y encontrados no reactivos para
el antigeno de superficie de la hepatitis B, asi como de
anticuerpos del VIH con reactivos con licencia FDA. Sin embargo,
como no existe un método de prueba que puede garantizar la
completa seguridad de que el VIH, el virus de la hepatitis B u otros
agentes infecciosos, estos reactivos deben ser manejados al Nivel
de Bioseguridad 2, como se recomienda en los Centros para el
Control de Enfermedades / Institutos Nacionales de Salud manual
"Bioseguridad en laboratorios microbiolégicos y biomédicos." 1984
No pipetear con la boca. No fumar, comer o beber en las areas en
las que las muestras o los reactivos del kit se manipulen.

Los componentes de este kit estan destinados para su uso como
una unidad integral. Los componentes de diferentes lotes no
deben ser mezclados.

Se recomienda que los estandares, controles y muestras de suero
se ejecuten en duplicado.

Los resultados Optimos se obtendran mediante estricta
observancia de este protocolo. La precisa precision en el pipeteo,
asi como el cumplimiento de la hora exacta y los requisitos de
temperatura prescritos son esenciales. Cualquier desviacion de
esto puede producir datos no validos.

RECOLECCION DE LA MUESTRA
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Se deben recoger las muestras de sangre y separar el suero
de manera inmediata.

Normalmente, las muestras pueden almacenarse refrigeradas
de (2-8°C) durante 5 dias. Si el tiempo de almacenamiento
excede de 5 dias, almacene congelado a (-20°C) durante un
maximo de un mes.

Evitar multiples ciclos de congelacion y descongelacion.

Antes del ensayo, los sueros que se encuentran congelados
deben ser completamente descongelados y bien mezclados.
No utilice especimenes muy lipémicos.

PREPARACION DEL REACTIVO

Preparar buffer de lavado 1X afiadiendo el contenido de la botella
(25 ml, 20X) a 475 ml de agua destilada o desionizada. Guardar a
temperatura ambiente (20-25°C).

PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO

Antes del ensayo, dejar reposar los reactivos a temperatura ambiente
(20-25° C).

Mezcle suavemente todos los reactivos antes de usarlos.
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Colocar el nimero deseado de tiras recubiertas en el soporte
indicado.

Pipetear 25 pl de estandares, controles y muestras de Ferritina en
los micropozos apropiados.

Afadir 100 pl de reactivo de biotina en cada micropocillo. Agitar la
placa durante (10-30) seg.

Cubrir la placa e incubar durante 30 minutos aproximadamente a
temperatura ambiente (20-25°C).

Retirar el liquido de todos los micropocillos. Lavar los
micropocillos tres veces con 300 ul de buffer de lavado 1X.
Después, se debe colocar encima del papel absorbente o toalla de
papel.

Afadir 100 pl de reactivo enzimético en cada micropocillo.

Cubrir la placa e incubar durante 30 minutos aproximadamente a
temperatura ambiente (20-25°C).

Retirar el liqguido de todos los micropocillos. Lavar los
micropocillos tres veces con 300 pl de buffer de lavado 1X.
Después, se debe colocar encima del papel absorbente o toalla de
papel.

Afadir 100 pl de sustrato TMB a todos los micropocillos.

Incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente (20-25°C).
Afadir 50 yl de solucién de paro a todos los micropocillos. Agitar
la placa (10-20) seg. para mezclar perfectamente la solucion.

Leer la absorbancia en el lector de ELISA a 450 nm dentro de los
15 minutos después de afiadir la solucion de paro.

CALCULO DE RESULTADOS
La curva estandar se construye de la siguiente manera:

1.

Comprobar el valor estdndar de Ferritina en cada vial
estandar. Este valor puede llegar a variar de un lote a otro. Se
debe asegurar de comprobar el valor de cada kit. Ver el
ejemplo de los datos y la curva estandar que se muestral a
continuacion.

Para construir la curva estandar, trazar la absorbancia para
los estandares de Ferritina (eje vertical) en comparacion con
las concentraciones estandares de Ferritina (eje horizontal) en
un papel cuadriculado lineal. Dibujar la mejor curva a través
de la unién de los puntos.

Leer la absorbancia de cada uno de los controles y de cada
muestra desconocida de la curva. Registrar el valor para cada
control o muestra desconocida.



EJEMPLO DE CURVA ESTANDAR

OD 450 nm Concentracién
ng/mi
Std 1 0.019 0
Std 2 0.144 10
Std 3 0.531 50
Std 4 1.197 150
Std 5 1.987 400
Std 6 2.543 800
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LIMITACIONES DE LA PRUEBA
No utilice azida de sodio como conservante, ya que inhibe las
actividades de la enzima HRP.
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