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UTILIZACION

El kit Argutus Medical HEPKIT®-Alpha es un método para la determinacion
cuantitativa de alfa glutation s-transferasa (aGST) en el suero y plasma con
heparina sédica. Para utilizar el andlisis de aGST en investigacion y en areas no
clinicas y para el analisis de otras clases de GST, por favor, contacte con Argutus
Medical para obtener mas informacion.

FUNDAMENTOS

En el higado, la alfa glutation S-transferasa, se localiza en los hepatocitos, en tanto
que la pi GST (WGST) se localiza en las células de los conductos biliares
intrahepaticos™*°. Esta distribucién heterogénea de las subclases de GST sugiere
gue las isoenzimas tienen funciones exclusivas in vivo en las diferentes regiones
hepaticas y que la deteccion de los valores de las distintas subclases de GST en los
liquidos bioldgicos podria tener significacion en la monitorizacion de la integridad de
regiones hepaticas especificas. En la actualidad, la funcion hepatica se analiza
mediante la determinacion de las enzimas hepaticas, como la alanina
aminotransferasa (ALT) y la aspartato aminotransferasa (AST). Un inconveniente de
estos marcadores es ue no estan uniformemente distribuidos en el higado, siendo
mayor la concentracién periportal que la centrolobular®. Por el contrario, se ha visto
gue la aGST esta igualmente distribuida en las regiones centrolobulares y
periportales®®. Como los hepatocitos centrolobulares son muy susceptibles a
resultar lesionados en diversas afecciones clinicas, incluyendo el rechazo del
injerto®®’, la hepatitis virica®, la hepatitis crénica activa®, y la hepatotoxicidad'?, la
aGST podria ser un indicador mas sensible del estado del higado en éstas y en
otras situaciones clinicas.

El kit HEPKIT®-Alpha es un inmunoandlisis especifico y preciso para la
determinacién de aGST**? y, al ser un EIA, no se ve afectado por los moduladores
de la actividad enzimatica (por ejemplo, las sales biliares y la bilirrubina)**. Por lo
tanto, en la actualidad, es posible utilizar la cuantificacién de aGST para determinar
el estado hepatocelular de los individuos con riesgo de lesién hepatica.

PRINCIPIO DEL ANALISIS

Argutus Medical HEPKIT®-Alpha es un enzimoinmunoandlisis cuantitativo. El
procedimiento del analisis se basa en la adicion secuencial de una muestra,
conjugado enzimatico y sustrato en los pocillos de microanalisis recubiertos con IgG
anti-aGST. La intensidad del color resultante es proporcional a la cantidad de aGST
presente en la muestra. El rango del analisis esta entre 1,25-40ug/L.

Argutus Medical - www.argutusmed.com 4
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COMPONENTES

1.

Placa de microandlisis con el antigeno fijado en los pocillos
Tiras de 12x8 pocillos recubiertos de IgG anti aGST.
Pocillos separables.

LISTO PARA USAR

. Calibrador GST

aGST purificada en un diluyente estabilizador (200uL).
Contiene timerosal y azida sédica.
SOLUCION STOCK

Control positivo

aGST (en una solucién que contiene proteina
y estabilizantes adicionados (4,5mL).)
Contiene timerosal y azida sodica.

LISTO PARA USAR

Conjugado concentrado

51x IgG anti-aGST conjugada con
rabano picante peroxidasa (300pL).
Contiene timerosal.
CONCENTRADO

Concentrado de solucién de lavado 20x
Tampon fosfato salino/ Tween-20
(PBST 55mL).

Contiene timerosal.

CONCENTRADO

Sustrato
Solucion de TMB estabilizada (11mL).
LISTO PARA USAR

Solucién parada acido sulfarico al
0.5 mol/L (11mL).
LISTO PARA USAR

Instrucciones de uso
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PRECAUCIONES

SEGURIDAD

Argutus Medical HEPKIT® Alpha se destina exclusivamente al uso diagnostic
in vitro.

El kit Argutus Medical HEPKIT® Alpha debe ser utilizado sélo por el personal
cualificado del laboratorio.

El kit contiene material de origen humano, que ha sido analizado, con
resultados negativos, para ADN de la Hepatitis B, ARN del VHC y ARN del
VIH. No obstante, como no hay ninguna prueba que pueda proporcionar una
seguridad total, todos los materiales deben ser tratados como potencialmente
infecciosos.

Algunos reactivos contienen timerosal, que puede ser toxico si se ingiere.

La solucion stop contiene acido sulfurico, que es corrosivo. Evitar el contacto
con la piel y los ojos. Si se produce dicho contacto, se debe lavar la zona
inmediatamente con agua y buscar atenciéon médica.

El sustrato contiene TMB, que puede irritar la piel y las mucosas. Lave con
agua en caso de que el sustrato entre en contacto con la piel.

Algunos reactivos contienen azida sodica, que puede formar azidas
metalicas, potencialmente explosivas, con las tuberias de plomo y de cobre.
Para eliminar los reactivos hay que dejar correr a la vez grandes volumenes
de agua para evitar la formacion de azida.

Desechar todas las muestras clinicas, y el material infectado, o
potencialmente infectado, segun las buenas practicas de laboratorio. Todos
estos materiales deben ser tratados y desechados como potencialmente
infecciosos.

Los residuos de los productos quimicos, preparados y componentes del kit se
consideran generalmente desechos peligrosos. Todos estos materiales
deben desecharse de acuerdo con los procedimientos establecidos sobre
seguridad.

Se debe usar ropa de proteccion, guantes de latex desechables y proteccion
ocular para la manipulacion de las muestras y durante la realizacion del
analisis. Lavese bien las manos al terminar.

No pipetear ningun material con la boca y no comer ni beber en la mesa de
trabajo del laboratorio.

PROCEDIMIENTO

La Medicina Argustus lo recomienda para ensayos clinicos, los usuarios
prueban todas las muestras utilizando el mismo namero de equipo para
obtener resultados consistentes.

No usar el kit ni los reactivos individuales después de su fecha de caducidad.
No mezclar ni sustituir los reactivos de kits de lotes con numeros diferentes.
El no cumplimiento de las normas de protocolo que se proporciona, puede
dar lugar a resultados erroneos.

La realizacion del andlisis fuera de los rangos del tiempo y temperatura
indicados puede dar lugar a resultados no validos. Hay que repetir los analisis
que no cumplan los rangos de tiempo y temperatura establecidos.

Argutus Medical - www.argutusmed.com 6
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* Los reactivos deben afiadirse en el punto medio de los lados de los pocillos,
teniendo cuidado de no arafiar el borde con la punta de la pipeta.

* No dejar que se sequen los pocillos en ningln momento de la realizacion del
analisis.

* Hay que tener cuidado de no contaminar los componentes y usar siempre
puntas de pipeta nuevas para cada muestra y componente.

» No utilizar los reactivos que estén turbios o que muestren precipitados de la
solucion.

» Hay que asegurarse de que el concentrado de la solucién de lavado esté bien
mezclado no contenga cristales antes de su reconstitucion.

» Para la solucion de lavado se requiere agua destilada o desionizada de
buena calidad. El uso de un agua de mala calidad, o contaminada, puede dar
lugar a un color de fondo en el analisis.

» Permitir que todos los reactivos alcancen la temperatura ambiente (20-25°C)
y mezclarlos bien antes de su uso.

» Evitar dejar los reactivos expuestos a la luz solar directa o por encima de 2-
8°C durante largo tiempo.

» Usar siempre material de vidrio limpio, preferiblemente desechable, para la
preparacion de todos los reactivos.

* Mantener siempre libre de gotas la superficie superior de los pocillos. Las
gotas deben secarse cuidadosamente cuando se complete el paso del
procedimiento.

* Hay que asegurarse de que el fondo de la placa esté limpio y seco antes de
la lectura.

* Antes de comenzar el analisis, hay que establecer un plano de identificacion
y distribucion.

ESTABILIDAD Y ALMACENAMIENTO

1. Todos los reactivos del kit deben guardarse a 2-8°C y son estables, segun se
suministran, hasta la fecha de caducidad indicada.

2. Los calibradores aGST deben usarse dentro de un periodo de 30 minutos
después de su preparacion.

3. La solucion de lavado (PBST) es estable a temperatura ambiente durante dos
semanas, y a 2-8°C durante un mes.

4. Hay que evitar dejar a la temperatura ambiente el conjugado diluido. Usarlo
dentro de los 15 minutos siguientes a su preparacion.

5. Las placas con los pocillos deben guardarse en bolsas selladas con
desecantes, a 2-8°C, hasta que vayan a usarse. Devolver los pocillos no
utilizados a la bolsa en la que se guardan, con el desecante.

Argutus Medical - www.argutusmed.com 7



Argutus Medical HEPKIT® Alpha — Human Alpha GST EIA - Instrucciones de uso

MATERIAL ADICIONAL NECESARIO

1. Micropipetas (5pL a 50uL, 50uL a 200uL y 200uL a 1000uL) y una pipeta
multicanal (50uL a 200pL).

Sistema de lavado de tiras de microanalisis.

Lector de placa de ELISA capaz de medir a 450nm con referencia a 630nm,
si esta disponible.

Vaso de laboratorio de 1L.

Cronémetro.

Cuenca de liquidos.

Agua destilada / desionizada.

Agitador de places.

. Matraz graduado.

0.Tubos de ensayo.

wn

BH©O©o~NO O A

PREPARACION DE LOS REACTIVOS

1. SOLUCION DE LAVADO (PBST)

Diluir a 1/20 el Concentrado de lavado afadiendo, por ejemplo, 10mL del
concentrado 190mL de agua desionizada. Preparar sélo el volumen de solucion de
lavado requerido para el analisis. Hay que asegurarse de que los cristales de sal
estén disueltos antes de realizar la dilucion. (ElI calentamiento suave del
concentrado de lavado a 37°C durante 30 minutos facilita la disolucion de los
cristales de sal).

2. CALIBRADORES
Preparar el Calibrador como se indica a continuacion, (A) a partir de la solucion
stock de aGST.

Solucion stock: 25uL
Solucion de lavado: 2500uL
Total: 2525uL (A)

Usando tubos etiquetados, preparar los demas calibradores como se indica a
continuacion:

Concentracién Volumen de
Equivalente de Vo.Iumen i Solucién de
Calibrador G (1 lavado (uL)
M
40ug/L (A) 500 (A) -
20ug/L (B) 500 (A) 500
10ug/L (C) 500 (B) 500
5ug/L (D) 500 (C) 500
2,5ug/L (E) 500 (D) 500
1,25ug/L (F) 500 (E) 500
oug/L (G) - 500

Argutus Medical - www.argutusmed.com 8
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3. CONJUGADO

Inmediatamente antes de su uso, diluir el concentrado de conjugado a 1/51,
afadiendo 20uL de conjugado a 1mL de solucién de lavado por tira de microanalisis,
Para cada tira se requiere 1020 pL de conjugado preparado.

MANIPULACION Y ALMACENAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Las muestras de suero deben guardarse a -20°C si se almacenan durante largo
tiempo. No se han observado cambios de los valores de aGST en los sueros
almacenados a -20°C hasta 15 meses. Para prevenir la pérdida de aGST, hay que
evitar la congelacion y descongelacion repetida. No se han observado diferencias
significativas en los valores de aGST en las muestras de plasma con heparina
sédica y suero.

PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Inmediatamente antes del analisis, diluir las muestras a 1/5 mediante la adicion de
50uL de muestra a 200uL de solucion de lavado. Si hay que realizar adiciones
multiples de muestra (>10 muestras duplicadas), para facilitar la transferencia a la
placa de andlisis, hay que diluir las muestras en una placa de blanco del
microanalisis. El control positivo no requiere dilucion.

Argutus Medical - www.argutusmed.com 9
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PROCEDIMIENTO COMPLETO DEL ANALISIS (1)

NOTA: Todos los reactivos deben alcanzar la temperatura ambiente antes de
comenzar el andlisis.

1. INCUBACION DE LAS MUESTRAS /CALIBRADORES

1.1.Preparar la solucion de lavado y los calibradores como se ha descrito en
"Preparacion de los reactivos".

1.2.Preparar las muestras como se ha descrito en "Preparacion de las
muestras".

1.3.Poner el namero requerido de pocillos de microanalisis en la placa de
analisis (14 para los calibradores mas dos para los controles y dos para las
muestras). Distribuir en columnas de 8 y llenar los espacios de las columnas
con pocillos de blanco del microandlisis. Afadir los calibradores (G-A ;
concentracion equivalente 0-40ug/L), el control positivo y las muestras
diluidas (100uL/pocillo), en duplicado, a la placa de microanalisis.

1.4.Cubrir la placa de microandlisis e incubar a la temperatura ambiente (20-
25°C) durante 60 + 2 minutos con agitacion uniforme.
Nota: Se ha usado un Titer Plate Shaker (agitador de placas) de Lab-line
Instruments - Velocidad 2-3.

2. INCUBACION DEL CONJUGADO.

2.1.Al cabo de 55 minutos, preparar el conjugado segun se ha descrito en
"Preparacion de los reactivos”.

2.2.Retirar la tapa y lavar cada tira 4 veces con la solucion de lavado (250pL -
350pL/pocillo). Posteriormente, sacudir firmemente la placa contra papel
secante para asegurar la total eliminacion de liquido de lavado de los
pocillos.
Nota: Son aceptables la realizacion del lavado de forma automatizada o
manual.

2.3. Aiadir 100pL de conjugado / pocillo.

2.4.Cubrir de nuevo la placa de microanalisis e incubar a temperatura ambiente
(20- 25°C) durante 30 + 2 minutos con agitacion uniforme.
Nota: Se ha usado un Titer Plate Shaker de Lab-line Instruments - Velocidad
2-3.

2.5.Lavar cada tira como en el Paso 2.2.

3. REVELADO DEL COLOR
3.1. Aiadir 100pL de sustrato por pocillo usando una pipeta multicanal e incubar
a temperatura ambiente, a oscuras, durante 15 minutos, exactamente.

4. PARADA
4.1. Afadir 100pL de Solucion parada / pocillo utilizando una pipeta multicanal.
Asegurarse de la mezcla completa del sustrato y de la solucién parada.
4.2.Leer inmediatamente a 450nm, usando como referencia 630nm (si esta
disponible).

Argutus Medical - www.argutusmed.com 10
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CALCULO DE LOS RESULTADOS (1)

1. Calcular la media de la absorbancia de cada calibrador, muestra y control.

2. Trazar una curva de calibracién de la Assossonm frente a [aGST] (ug/L). La
curva deberd monstrar una forma similar a la Figura 1.

3. Leer la [aGST] (ug/L) indicada por la media de las absorbancias de las
muestras en la curva de calibracion.

4. Multiplicar el resultado calculado de [aGST] por el factor de dilucién

apropiado para obtener el valor real de [aGST].

La concentracién del control positivo se lee directamente en la curva.

Los valores de las concentraciones de las muestras que estén fuera de la

curva estandar no son validos y se deben repetir con un factor de dilucién

mayor. No se debe extrapolar ningun dato.

oo

FORMATO MULTIUSO

Una vez establecida la curva de calibracion utilizando el protocolo completo del
analisis, es posible realizar analisis de muestras adicionales sin preparar la curva de
calibracion en cada ocasion (véase mas adelante Procedimiento abreviado (2),
utilizando la misma placa y componentes del kit. Con el fin de asegurar una Optima
reproducibilidad entre analisis, es necesario seguir las siguientes instrucciones:

1.

2.

Los analisis subsiguientes deben realizarse usando la misma placa y
componentes del kit utilizados para obtener la curva de calibracion.

Los analisis subsiguientes deben realizarse en los 21 dias siguientes a la
obtencion de la curva de calibracién. En caso contrario, hay que preparar una
nueva curva de calibracion.

En el procedimiento abreviado, tanto la TEMPERATURA como los TIEMPOS DE
INCUBACION deben ser idénticos a los utilizados en la preparacion de la curva
de calibracion (Ver "Procedimiento completo del analisis"). Se recomienda el uso
de un incubador, tanto para el procedimiento del andlisis completo inicial como
para los analisis subsiguientes.

En todos los andlisis debe incluirse el control positivo de HEPKIT®-Alpha para
permitir al operador la monitorizacion de la reproducibilidad interanalisis.

Se recomienda realizar todos los andlisis de las muestras por duplicado.
También debe realizarse por duplicado el control positivo.

Una vez completado el andlisis, hay que computar la muestra [aGST] segun se
describe en "Calculo de los resultados” (2)", mas adelante.

Argutus Medical - www.argutusmed.com 11
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PROCEDIMIENTO ABREVIADO DEL ANALISIS (2)

Nota: (1)Todos los reactivos deben alcanzar la temperatura ambiente antes de
comenzar el andlisis (2) Tanto la TEMPERATURA como los TIEMPOS DE
INCUBACION deben ser idénticos a los utilizados en la preparacion de la curva de
calibracion (Ver "Procedimiento completo del analisis" mas arriba). Se recomienda
el uso de un incubador.

1. INCUBACION DE LAS MUESTRAS /CALIBRADORES

1.1. Preparar la solucién de lavado como se ha descrito en "Preparacion de los
reactivos.

1.2.Preparar las muestras como se ha descrito en "Preparacion de las
muestras".

1.3.Poner el nidmero requerido de pocillos de microanalisis en la placa de
analisis (dos para los controles y para cada muestra). Distribuir en columnas
de 8 y llenar los espacios de las columnas con pocillos de blanco del
microanalisis. Afadir el control positvo y las muestras diluidas
(100uL/pocillo), por duplicado, a la placa de microanalisis.

1.4.Cubrir la placa de microandlisis e incubar a la temperatura ambiente (20-
25°C) durante 60 + 2 minutos con agitacion uniforme.
Nota: Se ha usado un Titer Plate Shaker de Lab-line Instruments - Velocidad
2-3.

2. INCUBACION DEL CONJUGADO

2.1.Al cabo de 55 minutos, preparar el conjugado segun se ha descrito en
"Preparacion de los reactivos".

2.2.Retirar la tapa y lavar cada tira 4 veces con la solucion de lavado (250pL -
350pL/pocillo). Posteriormente, sacuda firmemente la placa contra papel
secante para asegurar la total eliminacion del liquido de lavado de los
pocillos. Nota: Son aceptables la realizacion del lavado de forma automatic o
manual

2.3. Aiadir 100pL de conjugado / pocillo.

2.4.Cubrir de nuevo la placa de microanalisis e incubar a temperatura ambiente
(20-25°C) durante 30 + 2 minutos con agitacion uniforme.
Nota: Se ha usado un Titer Plate Shaker de Lab-line Instruments - Velocidad
2-3.

2.5.Lavar cada tira como en el Paso 2.2.

3. REVELADO DEL COLOR
3.1. Aiadir 100pL de sustrato por pocillo usando una pipeta multicanal e incubar
a temperatura ambiente, a oscuras, durante 15 minutos, exactamente.

4. PARADA
4.1. Afadir 100pL de Solucion parada / pocillo utilizando una pipeta multicanal.
Asegurarse de la mezcla completa del sustrato y de la solucion parada.
4.2.Leer inmediatamente a 450nm, usando como referencia 630nm (si esta
disponible).

Argutus Medical - www.argutusmed.com 12
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CALCULO DE LOS RESULTADOS (2)

1. Calcular la media de la absorbancia de cada muestra y control.

2. Leer la [aGST] (ug/L) indicada por la media de las absorbancias de las
muestras en la curva de calibracion generada previamente, usando la misma
placa y componentes del kit.

3. Multiplicar el resultado calculado de [aGST] por el factor de dilucion
apropiado para obtener el valor real de [aGST].

4. La concentracion del control positivo se lee directamente en la curva.

CRITERIOS DE CC

Para evaluar la validez de los resultados analiticos hay que incluir siempre el control
positivo. Los resultados se consideran validos si el valor del control positivo esta
dentro del rango que se indica dentro de la tapa de la caja. Si no se cumple este
criterio, hay que considerar invalido el analisis y es necesario repetirlo.

LIMITACIONES DE USO

Los resultados deben correlacionarse con el perfil clinico del paciente y con otros
resultados analiticos.

Argutus Medical - www.argutusmed.com 13
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CARACTERISTICAS DEL PROCEDIMIENTO

RANGOS DE REFERENCIA

En muchos estudios se han determinado los rangos de aGST en los individuos
sanos. Rees G. W et al ™ han referido un limite superior del rango de referencia
(media logaritmica + 2DE) de 11.4ug/L, basado en una poblacion de 219 donantes
de sangre sanos. Argutus Medical recomienda que cada laboratorio determine su
propio rango de referencia.

LIMITE DE LA DETECCION
El limite de detecci6n en las muestras de Argutus Medical HEPKIT®-Alpha es 0.05
Mg/L en el pocillo de microanalisis, 0.25ug/L en la muestra.

RANGO DE MEDIDA

El rango de la curva de calibracion esta comprendido entre 1,25-40ug/L,
correspondiente a 6,25-200ug/L en las muestras diluidas a 1/5 con la solucion de
lavado. Este rango puede ampliarse aumentando la dilucion de la muestra.

ESPECIFICIDAD

HEPKIT®-Alpha tiene una alta especificidad para la deteccién de aGST. Como se ha
determinado mediante EIA o inmunoblot, no se observa reactividad cruzada con las
isoformas mu o pi de la GST.

INTERFERENCIAS

En este analisis, no se han observado interferencias significativas debido a que las
muestras sean lipémicas, hemoliticas o ictéricas. Lipémicas*: Menos del 10% de
interferencia hasta 1000Ul en la muestra. Hemoliticas: Menos del 10% de
interferencia hasta 1,17g/L de hemoglobina en la muestra. Ictéricas: Menos del 11%
de interferencia hasta 5mg/ml de bilirrubina en la muestra. *Obtenidas usando
Intralipid 20% de Fresenius". Se ha observado cierta interferencia en las muestras
de plasma obtenidas en tubos con EDTA y heparina de litio. Estudios internos han
mostrado que las muestras con valores extremadamente altos de factor reumatoide
pueden causar interferencias con este analisis. Por favor, contactar con Argutus
Medical para obtener informacién adicional.

REPRODUCIBILIDAD

Tabla 1: Variacion intraanalisis del HEPKIT®-Alpha.

Muestra [ aGST] DE %CV n
Bajo 0,79 0,12 15,3 20
Medio 56,05 3,6 6,42 20
Alto 154,72 20,26 13,09 20

Argutus Medical - www.argutusmed.com
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Tabla 2: variacion Interanlisis del HEPKIT®-Alpha usando el procedimiento

completo en cada andlisis.

Muestra [ aGST] DE %CV n
Bajo 1,03 0,25 24,41 10
Medio 51,54 5,81 11,27 10
Alto 135,41 34,07 25,16 10
PC 12,84 1,12 8,68 10

Tabla 3: Variacién entre lotes de HEPKIT®-Alpha, calculada en tres lotes de kits.

Muestra [ aGST] DE %CV n
Bajo 0,94 0,23 24,45 30
Medio 53,63 5,51 10,27 30
Alto 141,81 25,72 18,14 30

EJEMPLO DE LA CURVA DE CALIBRACION
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Figura 1: Curva de calibracién tipica obtenida usando el Argutus Medical HEPKIT®-

Alpha. Representacion grafica de Assoessonm frente a [aGST], pug/L. El rango del

analisis es 1,25-40ug/L de aGST.
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GARANTIA

Los datos que se han presentado sobre el funcionamiento han sido obtenidos
siguiendo el procedimiento descrito. Cualquier cambio o modificacion del
procedimiento, no recomendado por Argutus Medical, puede afectar a los
resultados, en cuyo caso Argutus Medical declina toda garantia, expresa, implicita o
estatutaria, incluyendo las implicitas de comercializacién e idoneidad de uso. En
caso de que se produzca tal evento, Argutus Medical no sera responsable de los
dafos resultantes o directos.

RESUMEN DEL PROCEDIMIENTO ANALITICO

1. INCUBACION DE LAS MUESTRAS / CALIBRADORES

1.1 Preparar la solucion de lavado y los calibradores.

1.2 Preparar las muestras.

1.3 Poner los pocillos de microandlisis en la placa de andlisis. Afiadir los
calibradores, el control positivo y las muestras diluidas (100uL/pocillo), por
duplicado, en la placa de microanalisis.

1.4 Tapar la placa de microanalisis e incubar a la temperatura ambiente (20-25°C)
durante 60 + 2 minutos con agitacion uniforme.

2. INCUBACION DEL CONJUGADO

2.1 A los 55 minutos, preparar el conjugado como se describe en "Preparacion de
los reactivos”.

2.2 Retirar la tapa y lavar cada tira 4 veces con solucion de lavado (250uL -
350pL/pocillo).

2.3 Anadir 100uL de conjugado / pocillo.

2.4 Tapar de nuevo la placa de microanalisis e incubar a la temperatura ambiente
(20-25°C) durante 30 + 2 minutos con agitacion constante.

2.5 Lavar cada una de las tiras como en el Paso 2.2.

3. REVELADO DEL COLOR
3.1 Afadir 100uL de sustrato / pocillo e incubar a la temperatura ambiente durante
15 minutos exactamente.

4. PARADA

4.1 Anadir 100uL de solucion parada / pocillo. Hay que asegurarse de que la
mezcla del sustrato y de la solucién parada sea completa.

4.2 Leer inmediatamente a 450nm, usando 630nm como referencia (si estuviera

disponible).

5. CALCULAR LOS RESULTADOS
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INTERPRETACION DE LOS SIMBOLOS

Limites del control positivo CONTROI + | X
Aparato para diagnéstico médico in vitro VD
Cddigo de lote LoT

Numero de catalogo
Limitacion de la temperatura
Usar antes de

Fabricante

Peligro bioldgico

B> B e=oft
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