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INDICAZIONI D’USO

Il kit HEPKIT®-Alpha della Argutus Medical & un metodo per la determinazione
quantitativa dell’alfaglutatione S-trasferasi (aGST) nel siero e nel plasma sodio-
eparinizzato. Per ulteriori informazioni circa il dosaggio dellaGST nel campo della
ricerca e in campo non clinico, o circa il dosaggio di altre classi di GST, contattare la
Argutus Medical.

INFORMAZIONI PRELIMINARI

L’alfa-glutatione S-trasferasi si trova negli epatociti del fegato, mentre il pi-GST
(mGST) & localizzato esclusivamente nelle cellule del dotto biliare intraepatico™??. La
distribuzione eterogenea di questa sottoclasse di GST indica che in vivo gli isoenzimi
svolgono funzioni specifiche secondo le diverse zone epatiche e che il rilevamento
dei livelli della sottoclasse GST nei fluidi biologici pud risultare molto utile nel
monitoraggio dell'integrita delle specifiche zone epatiche. Attualmente la funzione
epatica viene analizzata mediante la misurazione di enzimi epatici come I'alanina
transaminasi (ALT) e l'aspartato transaminasi (AST). Tali marker presentano lo
svantaggio di essere distribuiti all'interno del fegato in maniera non uniforme, con
una concentrazione periportale maggiore di quella centrolobulare®. L'aGST presenta
al contrario una distribuzione uniforme sia nelle zone centrolobulari, sia in quelle
periportali>>. Poiché in varie condizioni cliniche, tra cui rigetto dell'allotrapianto®®”,
epatite virale®, epatite cronica attiva’ ed epatotossicita'® gli epatociti centrolobulari
possono essere facilmente danneggiati, in tali ed altre situazioni cliniche 'aGST puo
costituire un indicatore piu sensibile delle condizioni epatiche.

L’HEPKIT®-Alpha & un immunodosaggio per 'aGST'*? specifico e preciso ed
essendo un dosaggio immunoenzimatico (EIA), non e alterato dai modulatori
dell’attivita enzimatica (per es., sali biliari e bilirubina)**. Oggi & possibile dunque
utilizzare la determinazione quantitativa dellaGST per analizzare le condizioni
epatocellulari negli individui a rischio di danni epatici.

PRINCIPIO DEL DOSAGGIO

L’HEPKIT®-Alpha della Argutus Medical & un dosaggio immunoenzimatico
quantitativo. La procedura si basa sull’aggiunta in sequenza di campione, enzima
coniugato e substrato all’interno dei pozzetti per il microdosaggio rivestiti di IgG anti-
aGST. L’intensita del colore ottenuto & proporzionale alla quantita di aGST presente
nel campione. Il dosaggio ha un range di 1,25-40ug/L.

Argutus Medical - www.argutusmed.com 4
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COMPONENTI

1.

Piastra per microdosaggio rivestita di

anticorpi Strisce da 12x8 pozzetti rivestiti con IgG anti-aGST.

Pozzetti staccabili.
PRONTA PER L'USO

. Calibratore GST aGST purificato in

diluente stabilizzante (200uL).
Contiene timerosal e sodio azide.
SOLUZIONE STOCK

Controllo positivo:

aGST in proteina contenente soluzione
con aggiunta di stabilizzanti (4,5mL).
Contiene timerosal e sodio azide.
PRONTO PER L’'USO

Coniugato concentrato

51x 1gG anti-aGST coniugata

con perossidasi di rafano (300uL).
Contiene timerosal.
CONCENTRATO

Concentrato per il lavaggio

20x tampone fosfato isotonico/Tween
20 (PBST 55mL).

Contiene timerosal.
CONCENTRATO

Substrato

Soluzione liquida stabilizzata a

base di tetrametilbenzidina (TMB) (11mL).
PRONTO PER L'USO

Soluzione di arresto
Acido solforico, 0,5 mol/l (11mL).
PRONTA PER L'USO

Foglio illustrativo del prodotto Istruzioni per I'uso

Argutus Medical - www.argutusmed.com
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PRECAUZIONI

SICUREZZA

Il kit EIA Alpha GST di Argutus Medical & destinato esclusivamente all’'uso
diagnostic in vitro.

L’HEPKIT®-Alpha della Argutus Medical deve essere utilizzato
esclusivamente da personale di laboratorio qualificato.

Il kit contiene materiale di origine umana, risultato negativo ai test per il DNA
dell’epatite B, 'RNA dellHCV e I'RNA dell’HIV. Tuttavia, poiché nessun test
pud fornire dei risultati assolutamente certi, € necessario trattare tutti i
materiali come potenzialmente infettivi.

Alcuni reagenti contengono timerosal, una sostanza la cui ingestione puo
provocare effetti tossici.

La soluzione di arresto contiene inoltre acido solforico, un agente corrosivo.
Evitare qualsiasi contatto con occhi e cute. In caso di contatto, detergere
immediatamente con acqua e consultare un medico.

Il substrato contiene TMB, una sostanza che puo irritare la cute e le
membrane mucose. In caso di contatto con la cute, detergere con acqua.
Alcuni reagenti contengono sodio azide, che a contatto con tubature di
piombo e rame puo formare azidi metalliche potenzialmente esplosive.
Durante lo smaltimento i reagenti devono essere mescolati ad abbondanti
guantita di acqua, per evitare la formazione delle azidi.

Smaltire tutti i campioni clinici e i materiali infetti o potenzialmente infetti
secondo le disposizioni della buona pratica di laboratorio. Manipolare e
smaltire tali materiali considerandoli come potenzialmente infettivi.

| residui di sostanze chimiche, di preparati e componenti del kit sono
generalmente considerati come rifiuti pericolosi. Tali materiali devono essere
smaltiti in conformita con le procedure di sicurezza approvate.

Durante la manipolazione dei campioni e I'esecuzione del dosaggio,
indossare indumenti protettivi, guanti di lattice monouso e una protezione per
gli occhi. Lavarsi accuratamente le mani alla fine dell’operazione.

Non pipettare i materiali a bocca ed evitare di mangiare o bere in laboratorio
sulla superficie di lavoro.

PROCEDURA

Per i progetti di studi clinici, Argutus Medical consiglia agli utenti di analizzare
tutti i campioni con kit dello stesso numero di lotto per la massima coerenza
dello studio.

Non utilizzare il kit né i singoli reagenti dopo la data di scadenza.

Non mescolare e non sostituire reagenti provenienti da kit contrassegnati da
numeri di lotto diversi.

Le modifiche rispetto al protocollo fornito possono dare luogo a risultati
erronei.

Se nell’esecuzione del dosaggio non si rispettano i range di tempo e di
temperatura indicati, i risultati possono non essere validi. | dosaggi che non
rientrano nei range di tempo e di temperatura fissati devono essere ripetuti.
Rilasciare il reagente puntando la pipetta a meta altezza sulla parete del
pozzetto e facendo attenzione a non graffiare la parete con la punta della
pipetta.

Argutus Medical - www.argutusmed.com 6
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« Durante tutte le fasi della procedura di dosaggio, evitare che i pozzetti si
asciughino.

« Evitare con cura la contaminazione dei componenti e utilizzare sempre una
nuova punta per la pipetta ad ogni campione e per ogni componente.

* Non utlizzare reagenti che presentano un aspetto torbido o una
precipitazione dalla soluzione.

* Mescolare accuratamente il concentrato per il lavaggio e controllare che non
contenga cristalli residui prima di ricostituire la soluzione.

* La soluzione per il lavaggio richiede acqua distillata o deionizzata di alta
qualita. L’impiego di acqua di scarsa qualita oppure contaminata puo
generare un colore di fondo nel dosaggio.

« Portare tutti i reagenti a temperatura ambiente (20-25°C) e mescolare bene
prima dell’'uso.

* Non lasciare i reagenti a contatto diretto con la luce solare e/o a una
temperatura superiore a 2-8°C per lunghi periodi.

» Utilizzare sempre attrezzature di vetro trasparenti, preferibilmente monouso,
per la preparazione di tutti i reagenti.

» Evitare che si depositino delle goccioline sulla superficie superiore dei
pozzetti. Le gocce devono essere asciugate delicatamente al termine di
ciascuna fase della procedura.

* Prima della lettura, assicurarsi che la superficie di fondo della piastra sia
pulita e asciutta.

 Prima di iniziare il dosaggio, definire uno schema di identificazione e
distribuzione.

STABILITA E CONSERVAZIONE

1. Tutti i reagenti del kit sono forniti stabili fino alla data di scadenza indicata, e
devono essere conservati a 2—8°C.

2. | calibratori aGST devono essere utilizzati entro 30 minuti dal momento della
preparazione.

3. Una volta preparata, la soluzione per il lavaggio (PBST) si mantiene stabile
fino a due settimane a temperatura ambiente e fino a un mese a una
temperatura di 2-8°C.

4. Non conservare a lungo il coniugato diluito a temperatura ambiente. Utilizzare
entro 15 minuti dal momento della preparazione.

5. | pozzetti per il dosaggio devono essere conservati a 2-8°C in sacche sigillate
contenenti essiccante fino al momento dell’utilizzo. Reinserire pozzetti
inutilizzati nella sacca per la conservazione, insieme all’essiccante.

Argutus Medical - www.argutusmed.com 7
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MATERIALI SUPPLEMENTARI RICHIESTI

1. Micropipette (da 5uL a 50puL, da 50uL a 200uL e da 200uL a 1000uL) e una
pipetta multicanale (da 50uL a 200uL)

Sistema di lavaggio delle strisce per microdosaggio

Lettore di piastra ELISA con capacita di misurazione a 450nm e riferimento a
630nm, se disponibile.

Beaker da 1L

Timer

Vaschetta per liquidi

Acqua deionizzata/distillata

Agitatore per piastra

. Cilindro graduato

0.Provette

wn

BH©O©o~NO O A

PREPARAZIONE DEI REAGENTI

1. SOLUZIONE PER IL LAVAGGIO (PBST)

Diluire il concentrato per il lavaggio 1/20, aggiungendo, ad esempio, 10mL di
concentrato per il lavaggio a 190mL di acqua deionizzata, come indicato. Preparare
un volume di soluzione per il lavaggio non superiore a quello necessario per il
dosaggio. Prima di procedere alla diluizione, assicurarsi che tutti i cristalli di
sale siano dissolti (riscaldando delicatamente il concentrato per il lavaggio a 37 °C
per 30 minuti si facilitera la dissoluzione dei cristalli).

2.CALIBRATORI
Preparare il calibratore (A) dalla soluzione stock aGST, in base alle seguenti
indicazioni:

Stock: 25uL
Soluzione per il lavaggio: 2500uL
Totale: 2525uL(A)

Utilizzando provette etichettate, preparare ulteriori calibratori, secondo la seguente
tabella:

Concentrazione : : Volume di
: : Volume di Calibatore : .
equivalente di (L) soluzione per il
calibratore Lavaggio (L)
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



Argutus Medical HEPKIT®-Alpha - Human Alpha GST EIA - Istruzioni per l'uso

3. CONIUGATO

Immediatamente prima dell’'uso, diluire il coniugato concentrato in proporzione 1/51,
aggiungendo 20pL di coniugato a 1mL di soluzione per il lavaggio per ogni striscia
da microdosaggio. Per ogni striscia sono necessari 1020 pL di coniugato preparato.

MANIPOLAZIONE E CONSERVAZIONE DEI CAMPIONI

In caso di conservazione per periodi prolungati, | campioni di siero devono essere
mantenuti a —20 °C. Nel siero conservato a —20 °C fino a 15 mesi, non sono stati
rilevati cambiamenti dei livelli di aGST. Per evitare la perdita di aGST, non
sottoporre i campioni a cicli ripetuti di congelamento-scongelamento. Non sono state
rilevate differenze significative tra la presenza di aGST nel plasma sodio-
eparinizzato e nel siero.

PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Subito prima del dosaggio, diluire i campioni in proporzione 1/5, aggiungendo 50uL
di campione a 200puL di soluzione per il lavaggio. In caso di aggiunta di campioni
multipli (>10 duplicati del campione), per facilitare il trasferimento verso la piastra di
dosaggio, diluire i campioni in una piastra da microdosaggio vuota. Il controllo
positivo non deve essere diluito.

Argutus Medical - www.argutusmed.com 9
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PROCEDURA DI DOSAGGIO COMPLETA (1)

N.B.: prima di iniziare la procedura di dosaggio, portare tutti i reagenti a temperatura
ambiente.

1.

4.

INCUBAZIONE DEI CAMPIONI/CALIBRATORI

1.1.Preparare la soluzione per il lavaggio e i calibratori come indicato nel
paragrafo “Preparazione dei reagenti".

1.2.Preparare i campioni come indicato nel paragrafo "Preparazione dei
campioni”.

1.3.Inserire il numero richiesto di pozzetti da microdosaggio nella piastra per il
dosaggio (14 per i calibratori, piu 2 per ciascun controllo e ciascun
campione). Disporre in file da 8 e riempire gli spazi interni alle file con
pozzetti da microdosaggio. Aggiungere nella piastra da microdosaggio i
calibratori (G-A; concentrazione equivalente, 0-40ug/L), il controllo positivo e
i campioni diluiti (100uL/pozzetto), in duplicato.

1.4.Coprire la piastra da microdosaggio e incubare a temperatura ambiente (20-
25 °C) per 60 £ 2 minuti agitando uniformemente.
N.B.: e stato utilizzato un agitatore per piastra di titolazione (Titer Plate
Shaker) della Lab-line instruments, a velocita 2-3.

INCUBAZIONE DEL CONIUGATO.

2.1.Dopo 55 minuti, preparare il coniugato come indicato nel paragrafo
"Preparazione dei reagenti”.

2.2.Rimuovere la copertura e lavare 4 volte ogni striscia con la soluzione per il
lavaggio (250puL - 350uL/pozzetto). Una volta terminata I'operazione,
battere la piastra contro un asciugamano di carta per assicurarsi di aver
rimosso ogni traccia di liquido per il lavaggio dai pozzetti.
N.B.: e possibile procedere sia al lavaggio automatico, sia a quello manuale.

2.3.Aggiungere 100uL di coniugato per pozzetto.

2.4.Coprire nuovamente la piastra da microdosaggio e incubare a temperatura
ambiente (20-25 °C) per 30 + 2 minuti agitando uniformemente.
N.B: e stato utilizzato un agitatore per piastra di titolazione (Titer Plate
Shaker) della Labline instruments, a velocita 2-3.

2.5. Lavare tutte le strisce come indicato al punto 2.2.

COLORAZIONE
3.1.Aggiungere 100uL di substrato per pozzetto mediante una pipetta
multicanale e incubare a temperatura ambiente al buio per 15 minuti, esatti.

ARRESTO

4.1. Aggiungere 100uL di soluzione di arresto per pozzetto mediante una pipetta
multicanale. Verificare che il substrato e la soluzione di arresto siano ben
mescolati.

4.2.Leggere immediatamente a 450nm usando come riferimento una lunghezza
d’onda di 630nm (se disponibile).

Argutus Medical - www.argutusmed.com 10
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CALCOLO DEIRISULTATI (1)

1. Calcolare I'assorbanza media per ciascun calibratore, campione e controllo.

2. Tracciare una curva di calibrazione di A sso630nm Versus [aGST] (ug/L). La
curva deve avere un andamento simile a quello della Figura 1.

3. Leggere I'laGST] (ug/L) indicato dalle assorbanze medie dei campioni,
mediante il confronto con la curva di calibrazione.

4. Moltiplicare I'laGST] calcolato per il fattore di appropriato, in modo da ottenere
I'[aGST] effettivo.

5. La concentrazione del controllo positivo viene letta direttamente a partire dalla
curva.

6. Le concentrazioni di campioni con valori al di fuori della curva standard non
sono valide e devono essere ripetute con un fattore di diluizione piu elevato.
L'estrapolazione dei dati non € accettabile.

FORMATO MULTIUSO

Una volta fissata la curva di calibrazione secondo le indicazioni del protocollo di
dosaggio completo, € possibile eseguire le successive analisi del campione senza
dover tracciare ogni volta una nuova curva di calibrazione [vedi paragrafo
successivo “procedura abbreviata” (2)], utilizzando la stessa piastra e gli stessi
componenti del kit. Per garantire la massima riproducibilita interdosaggio, attenersi
alle seguenti istruzioni:

1.

2.

| dosaggi successivi devono essere eseguiti utilizzando la stessa piastra e gli
stessi componenti del kit impiegati per tracciare la curva di calibrazione.

| dosaggi successivi devono essere eseguiti entro 21 giorni dall’elaborazione
della curva di calibrazione. In caso contrario, € necessario tracciare una nuova
curva di calibrazione.

Nella procedura abbreviata sia la TEMPERATURA, sia | TEMPI Dl
INCUBAZIONE devono essere identici a quelli impiegati nell’elaborazione della
curva di calibrazione (vedi paragrafo precedente "Procedura di dosaggio
completa"). Si raccomanda l'impiego di un incubatore, tanto per la procedura di
dosaggio completa iniziale, quanto per i dosaggi successivi.

Il controllo positivo HEPKIT®-Alpha deve essere utilizzato ad ogni dosaggio, in
modo da consentire all’operatore di monitorare la riproducibilita interdosaggio.

Si raccomanda di eseguire tutte le analisi dei campioni in duplicato. Anche il
dosaggio del controllo positivo deve essere eseguito in duplicato.

Una volta terminato il dosaggio, il campione [aGST] deve essere valutato come
indicato nel paragrafo successivo “Calcolo dei risultati (2)”.

Argutus Medical - www.argutusmed.com 11
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PROCEDURA DI DOSAGGIO ABBREVIATA (2)

N.B: (1) prima di iniziare la procedura di dosaggio, portare tutti | reagenti a
temperatura

ambiente. (2) Nell’analisi dei campioni sia la TEMPERATURA, sia | TEMPI DI
INCUBAZIONE devono essere identici a quelli impiegati nell’elaborazione della
curva

di calibrazione. (vedi paragrafo precedente, “Procedura di dosaggio completa’). Si
raccomanda I'impiego di un incubatore.

1.

4.

INCUBAZIONE DEI CAMPIONI/CALIBRATORI

1.1.Preparare la soluzione per il lavaggio come indicato nel paragrafo
"Preparazione dei reagenti".

1.2.Preparare i campioni come indicato nel paragrafo "Preparazione dei
campioni”.

1.3.Inserire il numero richiesto di pozzetti da microdosaggio nella piastra per il
dosaggio (2 per ciascun controllo e ciascun campione). Disporre in file da 8 e
riempire gli spazi interni alle file con pozzetti da microdosaggio vuoti.
Aggiungere nella piastra da microdosaggio il controllo positivo e | campioni
diluiti (100pL/pozzetto), in duplicato.

1.4.Coprire la piastra da microdosaggio e incubare a temperatura ambiente (20-
25°C) per 60 £ 2 minuti agitando uniformemente.
N.B.: e stato utilizzato un agitatore per piastra di titolazione (Titer Plate
Shaker) della Lab-line instruments, a velocita 2-3.

INCUBAZIONE DEL CONIUGATO

2.1.Dopo 55 minuti, preparare il coniugato come indicato nel paragrafo
"Preparazione dei reagenti”.

2.2.Rimuovere la copertura e lavare 4 volte ogni striscia con la soluzione per il
lavaggio (250puL - 350uL/pozzetto). Una volta terminata I'operazione,
battere la piastra contro un asciugamano di carta per assicurarsi di aver
rimosso ogni traccia di liquido per il lavaggio dai pozzetti.
N.B.: e possibile procedere sia al lavaggio automatico, sia a quello manuale.

2.3.Aggiungere 100uL di coniugato per pozzetto.

2.4.Coprire nuovamente la piastra da microdosaggio e incubare a temperatura
ambiente (20-25 °C) per 30 + 2 minuti agitando uniformemente.
N.B.: e stato utilizzato un agitatore per piastra di titolazione (Titer Plate
Shaker) della Lab-line instruments, a velocita 2-3.

2.5. Lavare tutte le strisce come indicato al punto 2.2.

COLORAZIONE
3.1.Aggiungere 100uL di substrato per pozzetto mediante una pipetta
multicanale e incubare a temperatura ambiente per 15 minuti esatti.

ARRESTO

4.1.Aggiungere 100uL di soluzione di arresto per pozzetto. Verificare che |l
substrato e la soluzione di arresto siano ben mescolati.

4.2.Leggere immediatamente a 450nm usando come riferimento una lunghezza
d’onda di 630nm (se disponibile).

Argutus Medical - www.argutusmed.com 12
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CALCOLO DEIRISULTATI (2)

1. Calcolare I'assorbanza media per ciascun campione e controllo.
2.

Leggere I'laGST] (ug/L) indicato dalle assorbanze medie dei campioni, mediante
il confronto con la curva di calibrazione precedentemente fissata utilizzando la
stessa piastra e gli stessi componenti del kit.

Moltiplicare I'laGST] calcolato per il fattore di diluizione appropriato, in modo da
ottenere I'laGST] effettivo.

La concentrazione del controllo positivo viene letta direttamente a partire dalla
curva.

Le concentrazioni di campioni con valori al di fuori della curva standard non sono
valide e devono essere ripetute con un fattore di diluizione piu elevato.
L'estrapolazione dei dati non é accettabile.

CRITERI DEL CONTROLLO DI QUALITA

E necessario fare sempre riferimento al controllo positivo per accertare la validita dei
risultati del test. | risultati sono considerati validi se il valore del controllo positivo
rientra nel range indicato all'interno del coperchio della scatola. Se il valore ottenuto
non corrisponde a tale criterio, il dosaggio non e considerato valido e deve essere
ripetuto.

RESTRIZIONI D’USO

| risultati devono essere rapportati al profilo clinico del paziente e ad altri risultati
clinici di laboratorio.

Argutus Medical - www.argutusmed.com 13
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PRESTAZIONI DEL DOSAGGIO

RANGE DI RIFERIMENTO

| range di riferimento per 'aGST negli individui sani sono stati determinati in
numerosi studi. In uno studio di Rees G. W et al ', eseguito su una popolazione di
219 donatori di sangue sani, il limite superiore del range di riferimento (media
logaritmica + 2 SD) era di 11,4ug/L. La Argutus Medical raccomanda a tutti i
laboratori di fissare i propri range di riferimento specifici.

LIMITE DI RILEVAMENTO
Il limite di rilevamento del campione del’HEPKIT®-Alpha della Argutus Medical & di
0,05ug/L nei pozzetti da microdosaggio e di 0,25ug/L nel campione.

RANGE DI MISURAZIONE

Il range della curva di calibrazione é di 1,25-40ug/L, corrispondente a 6,25-200ug/L
per i campioni diluiti nella soluzione per il lavaggio in proporzione 1/5. Tale range
puo essere esteso mediante una maggiore diluizione del campione.

SPECIFICITA

L’HEPKIT®-Alpha & altamente specifico nel rilevamento del’aGST. Le isoforme mu e
pi del GST determinate mediante il metodo di analisi EIA o Iimmunoblot non
presentano una reattivita incrociata significativa.

INTERFERENZA

Non sono state rilevate interferenze significative nel dosaggio dei campioni lipemici,
emolitici o itterici. Campione lipemico*: interferenza inferiore al 10% fino a 1000UI
nel campione.Campione emolitico: interferenza inferiore al 10% fino a 1,17 g/L di
emoglobina nel campione. Campione itterico: interferenza inferiore all’11% fino a 5
mg/ml di bilirubina nel campione. *Eseguito utilizzando Intralipid 20% della
Fresenius. Sono state rilevate alcune interferenze nei campioni di plasma raccolti in
provette con EDTA e litio-eparina. Studi interni hanno dimostrato che i campioni che
presentano livelli di fattore reumatoide molto elevati, possono generare delle
interferenze con il presente dosaggio. Per ulteriori informazioni, contattare la Argutus
Medical.

RIPRODUCIBILITA

Tabella 1: variazioni interdosaggio del’HEPKIT®-Alpha.

Campione [aGST]ug/L SD %CV N
Basso 0,79 0,12 15,3 20
Medio 56,05 3,6 6,42 20

Alto 154,72 20,26 13,09 20
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Tabella 2: variazioni interdosaggio del’HEPKIT®-Alpha rilevate applicando la
procedura di dosaggio completa ad ogni dosaggio.

Campione [aGST]ug/L SD %CV n
Basso 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

Tabella 3: variazioni tra lotti del’HEPKIT®-Alpha calcolate su tre lotti di kit.

Campione [aGST] pg/L SD %CV n
Basso 0,94 0,23 24,45 30
Medio 53,63 5,51 10,27 30

Alto 141,81 25,72 18,14 30

ESEMPIO DI CURVA DI CALIBRATIONE

1.84

1 l'ﬁ_

A-450/630nm

Figura 1: Tipica curva di calibrazione ottenuta mediante 'HEPKIT®-Alpha della

d I

Ze 30
[0GST](uglL)

Argutus Medical. Tracciato: A4s0/630 nm versus [aGST]ug/L. Il range del dosaggio &
di 1,25-40ug/L di aGST.
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GARANZIA

| dati relativi alle prestazioni del dosaggio precedentemente presentati sono stati
ottenuti mediante la procedura descritta. Qualsiasi variazione o modifica della
procedura, non raccomandata dalla Argutus Medical, pu0 alterare i risultati del
dosaggio; in tal caso la Argutus Medical recede da ogni tipo di garanzia espressa,
implicita o statutaria, incluse le garanzie implicite di commerciabilita e di idoneita
all’'uso e non rispondera per eventuali danni, diretti o indiretti.

RIASSUNTO DELLA PROCEDURA DI DOSAGGIO

1. INCUBAZIONE DEI CAMPIONI/CALIBRATORI

1.1.Preparare la soluzione per il lavaggio e | calibratori.

1.2.Preparare i campioni.

1.3.Inserire i pozzetti da microdosaggio nella piastra per il dosaggio. Aggiungere
nella piastra da microdosaggio i calibratori, il controllo positivo e i campioni
diluiti (100pL/pozzetto) in duplicato.

1.4.Coprire la piastra da microdosaggio e incubare a temperatura ambiente (20-
25 °C) per 60 £ 2 minuti agitando uniformemente.

2. INCUBAZIONE DEL CONIUGATO

2.1.Dopo 55 minuti, preparare il coniugato come indicato nel paragrafo
"Preparazione dei reagenti”.

2.2.Rimuovere la copertura e lavare 4 volte ogni striscia con la soluzione per il
lavaggio (250pL — 350uL/pozzetto).

2.3.Aggiungere 100uL di coniugato per pozzetto.

2.4.Coprire nuovamente la piastra da microdosaggio e incubare a temperatura
ambiente (20-25 °C) per 30 + 2 minuti agitando uniformemente.

2.5. Lavare tutte le strisce come indicato al punto 2.2.

3. COLORAZIONE
3.1.Aggiungere 100pL di substrato per pozzetto e incubare a temperatura
ambiente per 15 minuti esatti.

4. ARRESTO
4.1.Aggiungere 100upL di soluzione di arresto per pozzetto. Verificare che |l
substrato e la soluzione di arresto siano ben mescolati.
4.2.Leggere immediatamente a 450nm usando come riferimento una lunghezza
d’onda di 630nm (se disponibile).

5. CALCOLARE I RISULTATI
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INTERPRETAZIONE DEI SIMBOLI

+

Range del controllo positivo CONTROL

Dispositivo medico diagnostico in vitro IVD

Codice del lotto LOT

Numero di catalogo
Limite di temperatura
Utilizzare entro il

Produttore

P Ew =<

Pericoloso dal punto di vista biologica
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