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INDICAÇÕES 
 
O kit Argutus Medical HEPKIT®-Alpha oferece um método para a determinação 
quantitativa de alfa glutationa S-transferase (αGST) no soro e plasma heparinizado 
a sódio. Para o ensaio de αGST em campos de pesquisa/campos nãoclínicos ou no 
ensaio de outras classes de GST, por favor contacte Argutus Medical para mais 
informação.  
 
 

ANTECEDENTES 
 
No fígado, a alfa glutationa S-transferase está localizada nos hepatócitos, enquanto 
pi GST (πGST) está confinada às células intra-hepáticas do ducto biliar1,2,3. Esta 
distribuição heterógenea da subclasse GST sugere que as isoenzimas possuem 
funções únicas in vivo em regiões hepáticas diferentes e que a detecção de níveis 
da subclasse GST, em fluidos biológicos seria de uso significativo para a 
monitorização da integridade de regiões hepáticas específicas. Atualmente, a 
função do fígado é analisada pela medida de enzimas hepáticas tais como a 
aminotransferase de alanina (ALT) e aminotransferase de aspartato (AST). Uma 
desvantagem destes marcadores é não estarem uniformemente distribuídos no 
fígado, a concentração periportal é superior à centrilobular4. Por contraste, achou-se 
que αGST estava igualmente distribuído tanto nas regiões centrilobulares como 
periportais2,3. Como os hepatócitos são muito susceptíveis a serem danificados 
devido a várias condições clínicas incluindo rejeição de enxertos5,6,7, hepatite viral8, 
hepatite crónica activa9, e hepatotoxicidade10, αGST seria um indicador maais 
sensível da condição hepática, tanto nesta situação clínica como em outras. 
 
HEPKIT®-Alpha é um imunoensaio preciso, específico para αGST11,12 e, sendo uma 
EIA, não é afectado por moduladores da actividade enzimática (exemplo, sais 
biliares e bilirrubina)11. Assim, é agora póssível usar a quatificação de αGST para 
determinar o estado hepatocelular de indivíduos em risco de lesão hepática. 
 
 

PRINCÍPIO DO ENSAIO 
 
Argutus Medical HEPKIT®-Alpha é um imunoensaio quantitativo de enzima. O 
procedimento de teste está baseado na adição sequencial da amostra, conjugado 
de enzima e substrato de poços de Microassay revestidos com IgG anti-αGST. A 
intensidade de cor resultante é proporcional à quantidade de αGST presente na 
amostra. O intervalo do ensaio é 1,25-40μg/L. 
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COMPONENTES 
 

1. Placa de Microassay revestida de anticorpos:  
12x8 faixas com poços revestidos com  
IgG dirigida contra αGST.  
Poços separáveis. 
PRONTOS A UTILIZAR 

 
2. Calibrador GST 

αGST purificado em diluente  
de estabilização (200μL). 
Contém tiomersal e azida de sódio. 
SOLUCÄO BASE 

 
3. Controlo positivo 

αGST em proteínas contendo solução  
com estabilizadores adicionados (4,5ml).  
Contém tiomersal e azida de sódio. 
PRONTO A UTILIZAR 

 
4. Concentrado conjugado 

51x IgG Anti-αGST conjugado com  
peroxidase de rábano (300μL). 
Contém Tiomersal. 
CONCENTRADO 

 
5. Concentrado de lavagem 

20x solução de salina com tampão  
fosfato /Tween-20 (PBST 55mL).  
Contém Tiomersal. 
CONCENTRADO 

 
6. Substrato 

solução líquida estabilizada TMB (11mL). 
PRONTO A UTILIZAR 

 
7. Solução de paragem 

 ácido súlfurico 0,5 mol/l (11mL). 
PRONTO A UTILIZAR 

 
8.  Instruções de utilização 

 

  

PLA 

CAL 

CONTROL    + 

CONJ 51X 

BUF   WASH    20X 

SUBS   TMB 

SOLN   STP 
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PRECAUÇÕES 
 
SEGURANÇA 

• Kit do Argutus Medical HEPKIT® Alpha está indicado apenas para utilizacäo 
em diagnostic in vitro. 

• O kit Argutus Medical HEPKIT® Alpha só pode se usado por pessoal 
qualificado de laboratório. 

• O kit contém material de origem humana, que foi testado e se achou ser 
negativo para Hepatite B DNA, HCV RNA e HIV RNA. No entanto, como 
nenhum teste pode dar garantia completa, trate todos os materiais como 
potencialmente infecciosos. 

• Alguns reagentes contém tiomersal, que pode ser tóxico se for ingerido.  
• A solução de paragem também contém ácido sulfúrico, que é corrosivo. Evite 

o contacto com a pele e olhos. Se ocorrer contacto, lave imediatamente com 
água e procure conselho médico. 

• O substrato contém TMB, que pode irritar a pele as membranas mucosas. 
Qualquer substrato, que entre em contacto com a pele, deve ser lavado com 
água. 

• Alguns reagentes contêm azida de sódio, que podem formar azidas de metal, 
potencialmente explosivas em canalizações com chumbo e cobre. Para deitar 
fora, os reagentes devem ser descarregados com grandes volumes de água 
para evitar a acumulação de azida. 

• Elimine todas as amostras clínicas, material infectado ou potencialmente 
infectado de acordo com a boa prática laboratorial. Todos os materiais devem 
ser tratados e eliminados como potencialmente infecciosos. 

• Os resíduos de químicos, preparações e componentes de kit, são geralmente 
considerados como resíduos perigosos. Tais materiais devem ser eliminados 
de acordo com os procedimentos de segurança estabelecidos. 

• Use roupa de proteção, luvas descartáveis de latex e protecção dos olhos ao 
tratar de amostras e fazer o ensaio. Lave muito bem as mãos, quando 
acabar. 

• Não pipete os materiais pela boca e nunca coma ou beba na bancada do 
laboratório. 

 
PROCEDIMENTOS 

• A Argutus Medical recomenda que, nos projectos de ensaios clínicos, os 
utilizadores analisem todas as amostras com o mesmo número de lote do kit 
para se obter a máxima consistência no estudo. 

• Não utilize o kit, nem os reagentes individuais depois do prazo de validade. 
• Não misture nem substitua os reagentes de kits com números de lote 

diferentes. 
• O desvio de protocolo dado pode causar resultados errados. 
• Efetuar o ensaio fora dos intervalos de tempo e temperatura dados, pode 

levar a resultados inválidos. Os ensaios que não se enquadrem dentro dos 
intervalos de tempo e temperatura dados, devem ser repetidos. 

• A entrega do reagente deve visar o ponto médio, da parte lateral dos poços, 
com cuidado para não arranhar a parte lateral com a ponta da pipeta. 

• Não permita que os poços sequem, em qualquer momento das fases durante 
o procedimento do ensaio. 
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• Deve tomar-se cuidado para não contaminar componentes e usar sempre 
pontas frescas de pipetas para cada amostra e cada componente. 

• Não use reagentes com aspecto nebuloso ou que tenham precipitado fora da 
solução. 

• Certifique-se que o concentrado de lavagem é bem misturado e não 
permanecem cristais antes da reconstituição. 

• É necessária água destilada de alta qualidade ou deionizada para a solução 
de lavagem. A utilização de água de baixa qualidade ou água contaminada 
pode levar a cor de fundo, no ensaio. 

• Permita que todos os reagentes atinjam temperatura ambiente (20-25°C) e 
misture bem antes de utilizá-los. 

• Evite deixar reagentes expostos a luz solar directa e/ou acima de 2-8°C 
durante períodos longos. 

• Use semple utensílios de vidro, limpos, preferivelmente descartáveis, para 
todas as preparações de reagentes. 

• Mantenha sempre a superfície superior dos poços, isenta de gotículas. As 
gotas devem ser colocadas nos frascos, secos, após acabar a fase de 
procedimento. 

• Certifique-se que a superfície inferior da placa está limpa e seca antes da 
leitura. 

• Antes de iniciar o ensaio, deve estabelecerse um plano de identificação e 
distribuição. 

 
 

ESTABILIDADE E ARMAZENAMENTO 
 

1. Todos os reagentes devem ser armazenados entre 2-8°C e serem estáveis 
conforme fornecidos até ao limite do prazo de validade. 

2. Os calibradores αGST têm que ser usados dentro de 30 minutos de 
preparação. 

3. A solução de lavagem preparada (PBST) é estável, a temperatura ambiente, 
até duas semanas e até um mês entre 2-8°C. 

4. O armazenamento prolongado de conjugadodiluído, a temperatura ambiente, 
deve ser evitado. Utilize dentro de 15 minutos da preparação. 

5. Os poços da placa de ensaio devem ser armazenados em sacos selados 
com dessecantes a 2-8°C até necessários para utilização. Devolva os poços 
não utilizados para o saco de armazenamento junto com o dessecante. 

 
 

  



Argutus Medical HEPKIT®-Alpha – Human Alpha GST EIA – Instruções de utilização 

 

Argutus Medical   -   www.argutusmed.com  8 
 

MATERIAIS ADICIONAIS NECESSÁRIOS 
 

1. Micropipetas (5μL a 50μL, 50μL a 200μL e 200μL a 1000μL) e uma pipeta 
multi-canal (50μL a 200μL). 

2. Sistema de lavagem da faixa de Microassay. 
3. Leitor de placa ELISA capaz de medir até 450nm com referência a 630nm, se 

disponível. 
4. 1L béquer. 
5. Cronómetro. 
6. Bacia de liquidos. 
7. Água deionisada/destilada. 
8. Agitador de placa. 
9. Cilindro graduado. 
10. Tubos de ensaio. 
 
 

PREPARAÇÃO DE REAGENTES 
 
1. SOLUÇÃO DE LAVAGEM (PBST) 

Faça uma diluição 1/20 de concentrado de lavagem, adicionando, por exemplo, 
10mL de concentrado de lavagem a 190ml de água deionisada conforme requerido. 
Prepare apenas volume de solução de lavagem necessária para o ensaio. 
Certifique-se que os cristais de sal são dissolvidos antes da diluição. (O 

aquecimento suave de concentrado de lavagem a 37°C, durante 30 minutos vai 
ajudar a dissolução de cristais de sal.) 
 
2. CALIBRADORES 

Prepare o calibrador (A) da solução de “stock” αGST como se segue. 
 

Stock:    25μL 
Solução de lavagem:  2500μL 
Total:     2525μL (A) 

 
Usando tubos rotulados prepare mais calibradores como se segue: Concentração 
equivalente de calibrador 

Concentração de 
calibrador (μL) 

Volume de calibrador 
(μL) 

Volume de 
solução de 

lavagem (μL) 

40μg/L (A) 500 (A) - 

20μg/L (B) 500 (A) 500 

10μg/L (C) 500 (B) 500 

5μg/L (D) 500 (C) 500 

2.5μg/L (E) 500 (D) 500 

1.25μg/L (F) 500 (E) 500 

0μg/L (G) - 500 
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3. CONJUGADO 
Imediatamente antes de utilização, dilua o concentrado de conjugado 1/51 ao 
adicionar 20μL de conjugado a 1mL de solução de lavagem por faixa de Microassay 
Cada tira requer 1020 µL de conjugado preparado 
 
 

TRATAMENTO E CONSERVAÇÃO DA AMOSTRA 
 
As amostras de soro devem ser colocadas a - 20°C para conservação mais longa. 
Não se observaram alterações nos níveis de αGST, em soro conservado a -20°C 
durante até 15 meses. O descongelamento repetido de amostras deve evitar-se 
para evitar perda de αGST. Não se observaram diferenças entre a recuperação de 
αGST no plasma heparinizado por sódio e no soro. 
 
 

PREPARAÇÃO DA AMOSTRA 
 
Imediatamente antes do ensaio, dilua amostras a 1/5 ao adicionar 50μL amostra a 
200μL de solução de lavagem. Se for feita adição múltipla de amostras (>10 
duplicados de amostra) então, para facilitar a transferência da placa de ensaio, as 
amostras têm que ser diluídas numa placa Microassay vazia. O controlo positivo não 
requer diluição. 
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PROCEDIMENTO TOTAL DE ENSAIO (1) 
 

NOTA: deve dar-se tempo para que todos os reagentes atinjam temperatura 
ambiente antes do início do ensaio. 
 
1. INCUBAÇÃO DA AMOSTRA/CALIBRADOR 

1.1. Prepare a solução de lavagem e calibradores conforme descrito em 
"Preparação dereagentes". 

1.2. Prepare as amostras conforme descrito em "Preparação de Amostras". 
1.3. Coloque o número necessário de poços Microassay na placa de ensaio (14 

para os calibradores mais dois de cada para os controlos e amostras). 
Disponha-os em colunas de 8 e encha os espaços nas colunas com poços 
Microassay vazios. Junte os calibradores (G-A ;concentração equivalente 0-
40μg/L), controlo positivo e amostras diluídas (100μL/poço), em duplicado, 

para a placa de Microassay. 
1.4. Cubra a placa de Microassay e incube a temperatura ambiente (20-25°C) a 

60 ± 2 minutos com agitação uniforme.  
Nota: Um agitador de placa Titer, dos instrumentos Lab-line foi usado a uma 
velocidade 2-3. 

 
2. INCUBAÇÃO DO CONJUGADO 

2.1. Após 55 minutos prepare o conjugado conforme descrito na "Preparação de 
Reagentes". 

2.2. Retire a tampa e lave cada faixa, 4 vezes com solução de lavagem (250μL - 
350μL/poço). Quando completar, dê pancadas firmes na placa contra a 

toalha de papel para se certificar da remoção completa do fluido de lavagem 
dos poços. 
Nota: tanto a lavagem manual como automática são aceitáveis. 

2.3. Adicione 100μL conjugado/poço. 

2.4. Volte a tapar a placa Microassay e incube-a a temperatura ambiente (20-
25°C) durante 30 ± 2 minutos com agitação uniforme.  
Nota: Foi usado um agitador de placa Titer dos intrumentos Lab-line a uma 
velocidade de 2-3. 

2.5. Lave cada faixa conforme descrito na Fase 2.2. 
 
3. DESENVOLVIMENTO DE COR 

3.1. Adicione 100μL substrato/poço usando uma pipeta multicanal e incubar a 

temperatura ambiente no escuro durante exatamente 15 minutos. 
 
4. PARAGEM 

4.1. Adicione 100μL de solução de paragem/poço usando uma pipeta multicanal. 

Garanta a mistura completa de substrato e solução de paragem. 
4.2. Leia imediatamente a 450nm usando 630nm como referência (se 

disponível). 
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CÁLCULO DE RESULTADOS (1) 
 

1. Calcule a absorbância média para cada calibrador, amostra e controlo. 
2. Parcele a curva de calibração de A450/630nm versus [αGST] (μg/L). A curva 

deverá ter uma forma semelhante à da Figura 1. 
3. Leia [αGST] (μg/L) indicado pelas absorbâncias médias das amostras da 

curva de calibração. 
4. Multiplque o [αGST] calculado pelo factor de diluição adequado para obter o 

[αGST] real. 
5. A concentração de Controle Positivo é lida directamente da curva. 
6. Concentrações de amostras com leituras fora da curva padrão são inválidas e 

devem ser repetidas com um factor de diluição superior. A extrapolação de 
dados não é aceitável. 

 
 

FORMATO DE UTILIZAÇÃO MÚLTIPLA 
 
Assim que a curva de calibração tiver sido estabelecida usando o protocolo de 
ensaio completo, é possível efectuar a análise posterior da análise sem preparar a 
curva de calibração para cada ocasião (ver o Procedimento Abreviado (2) abaixo) 
usando a mesma placa e componentes do kit. Para garantir a reprodutibilidade 
óptima do inter-ensaio, têm que seguir-se as seguintes instruções: 
 

1. Os ensaios posteriores têm que ser feitos, usando a mesma placa e 
componentes de kit, conforme usados para gerar a curva de calibração. 

2. Os ensaios posteriores têm que ser feitos dentro de 21 dias da elaboração da 
curva de calibração. Ou terá que ser elaborada uma nova curva de 
calibração. 

3. Tanto a TEMPERATURA como TEMPOS DE INCUBAÇÃO para o 

procedimento abreviado, têm que ser idênticos aos usados para a 
preparação da curva de calibração (ver o "Procedimento total de ensaio" 
acima). Recomenda-se a utilização de um incubador tanto para o ensaio 
inicial total como para ensaios posteriores.  

4. O controlo positivo HEPKIT®-Alpha deve ser incluído em todos os ensaio 
para permitir que o operador supervisione a reprodutibilidade inter- ensaio. 

5. Recomenda-se que todas as análises de amostra sejam efetuadas em 
duplicado. O controlo positivo deve ser ensaiado em duplicado. 

6. Assim que o ensaio tiver sido completado, a amostra [αGST] deve ser 
computorizada conforme descrito em “Cálculo de resultados (2)” abaixo. 
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PROCEDIMENTO ABREVIADO DO ENSAIO (2) 
 
Nota: (1) Deve deixar-se que todos os reagentes atinjam temperatura ambiente 
antes de iniciar o ensaio (2) Tanto a TEMPERATURA como os TEMPOS DE 
INCUBAÇÃO para a análise da amostra têm que ser idênticos ao usados para a 
preparação da curva de calibração. (Procedimento total de ensaio, ver acima). 
Recomenda-se a utilização de um incubador. 
 
1. INCUBAÇÃO DE AMOSTRA/CALIBRADOR 

1.1. Prepare a solução de lavagem conforme descrito em "Preparação de 
reagentes". 

1.2. Prepare as amostras conforme descrito em "Preparação de amostra ". 
1.3. Coloque o número necessário de polos de Microassay na placa de ensaio 

(dois de cada para controlos e amostras). Disponha em colunas de 8 e 
preencha os espaços nas colunas com poços Microassay vazios. 

1.4. Adicione controlo positivo e amostras diluídas (100μL/poço), em duplicado, 

para a placa de Microassay. 
1.5. Cubra a placa Microassay e incube-a a temperatura ambiente (20-25°C) 

durante 60 ± 2 minutos com agitação uniforme.  
Nota: foi usado um agitador de placa Titer, um instrumento de Lab-line, a 
uma velocidade de 2-3. 

 
2. INCUBAÇÃO DE CONJUGADO 

2.1. Após 55 minutos prepare o conjugado conforme descrito em "Preparação de 
reagentes". 

2.2. Retire a tampa e lave cada faixa 4 vezes com solução de lavagem (250μL - 
350μL/poço). Quando completo, dê pancadas firmas na placa contra uma 

toalha de papel para remover completamente o fluido de lavagem dos poços. 
 Nota: tanto a lavagem manual como automática são aceitáveis. 

2.3. Adicione 100μL conjugado/poço. 
2.4. Volte a cobrir a placa Microassay e incube a temperatura ambiente (20-25°C) 

durante 30 ± 2 minutos com agitação uniforme.  
Nota: foi usado um agitador de placa Titer, um instrumento de Lab-line, a 
uma velocidade de 2-3. 

2.5. Lave cada faixa conforme Fase 2.2 
 
3. DESENVOLVIMENTO DE COR 

3.1. Adicione 100μL substrato/poço usando uma pipeta multi-canal e incube-a a 
temperatura ambiente durante 15 minutos exactos. 

 
4. PARAGEM 

4.1. Adicione 100μL de solução de paragem/poço. Certifique-se da mistura 
completa de substrato e solução de paragem. 

4.2. Leia imediatamente a 450nm usando 630nm como referência (se 
disponível). 
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CÁLCULO DE RESULTADOS (2) 
 

1. Calcule a absorbância média para cada amostra e controlo. 
2. Leia [αGST] (μg/L), indicado pela absorbância média da amostra, da curva de 

calibração anteriormente gerada usando a mesma amostra e componentes 
de kit. 

3. Multiplique o [αGST] calculado, pelo factor adequado de diluição para obter o 
[αGST] real. 

4. A concentração do Controlo Positivo lê-se directamente da curva. 
 
 

CRITÉRIOS DE CQ 
 
O controlo positivo têm que ser sempre incluído para avaliar a validade dos 
resultados de teste. Os resultados são considerados válidos se o valor do controlo 
positivo estiver dentro do intervalo, mencionado no interior da tampa da caixa. Se 
este critério não for respondido, o ensaio é considerado inválido e tem que ser 
repetido. 
 
 

LIMITAÇÕES DE UTILIZAÇÃO 
 
Os resultados têm que ser correlacionados com o perfil clínico do doente e outros 
resultados laboratoriais clínicos. 
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CARACTERÍSTICAS DE DESEMPENHO 
 
INTERVALOS DE REFERÊNCIA 
Os intervalos de referência para αGST em indivíduos saudáveis foram determinados 
em muitos estudos. Rees G. W et al 11 relataram que o limite superior do intervalo 
de referência (média logarítimica + 2DP) foi de 11,4μg/L, baseado numa população 
de 219 doadores saudáveis. Argutus Medical recomenda que todos os laboratórios 
determinem os próprios intervalos de referências. 
 
LIMITE DE DETECÇÃO 

O limite de detecção da amostra de Argutus Medical HEPKIT®-Alpha é 0,05μg/L no 
poço Microassay, 0,25μg/L na amostra. 
 
INTERVALO DE MEDIÇÃO 

A curva de calibração abrange 1,25-40μg/L, correspondendo a 6,25-200μg/L em 
amostras diluídas a 1/5 em solução de lavagem. Este intervalo deve ser aumentado 
pelo aumento da diluição da amostra. 
 
ESPECIFICIDADE 

HEPKIT®-Alpha é altamente específico para a detecção de αGST. Não se observa 
reactividade cruzada significativa, seja mu ou isoformas pi de GST, conforme 
determinado por EIA ou análise de imunodetecção (immunoblot). 
 

INTERFERÊNCIA 

Não se observou interferência significativa neste ensaio com amostras lipémicas, 
hemolíticas ou ictéricas. Lipemia*: inferior a 10% interferência, até 1000UI em 
amostra. 
Hemolítica: inferior a 10% interferência, até 1,17g/L hemoglobina na amostra. 
Ictérica: inferior a 11% interferência, até 5mg/mL bilirrubina na amostra. *Efetuado 
usando intralípides a 20% de Fresenius. Observou-se alguma interferência com 
amostras de plasma recolhidas em tubos de EDTA e heparina lítio.  Estudos 
internos demonstraram que as amostras com níveis, extremamente elevados, de 
factor reumatóide podem causar interferência neste ensaio. Por favor, contact 
Argutus Medical para mais informações. 
 
REPRODUTIBILIDADE 
 

    Quadro 1: Variação inter-ensaio de HEPKIT®-Alpha. 

Amostra [αGST] μg/L DP %CV n 

Baixo 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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 Quadro 2: Variação intra-ensaio de HEPKIT®-Alpha usando um procedimento total 
de ensaio para cada um. 

Amostra [αGST] μg/L DP %CV n 

Baixo 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 
 
 

Quadro 3: Variação inter-lote de HEPKIT®-Alpha calculado através de três  

lotes de kits 

Amostra [αGST] μg/L SD %CV n 

Baixo 0,94 0,23 24,45 30 

Medio 53,63 5,51 10,27 30 

Alto 141,81 25,72 18,14 30 

 

 
EXEMPLO DE CURVA DE CALIBRAÇÃO 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1: Curva típica de calibração obtida usando Argutus Medical HEPKIT®-

Alpha. Parcele A450/630nm versus [αGST] μg/L. O intervalo do ensaio é 1,25-40μg/L 
αGST. 

 
 



Argutus Medical HEPKIT®-Alpha – Human Alpha GST EIA – Instruções de utilização 

 

Argutus Medical   -   www.argutusmed.com  16 
 

GARANTIA 
 
Os dados de desempenho apresentados aqui foram obtidos usando o procedimento 
descrito. Qualquer alteração, modificação do procedimento, não recomendado por 
Argutus Medical, pode afectar os resultados, caso em que a Argutus Medical não se 
responsabiliza por qualquer garantia, expressa, implícita ou estatutária, incluindo a 
comercialização implícita e adequação para utilização. No caso de tal 
eventualidade, Argutus Medical não será responsável por danos, directos ou 
consequenciais. 
 
 

RESUMO DO PROCEDIMENTO DE ENSAIO 

 
1. INCUBAÇÃO DA AMOSTRA/CALIBRADOR 

1.1. Prepare a solução de lavagem e calibradores. 
1.2. Prepare as amostras 
1.3. Coloque os poços Microassay na placa de ensaio. Adicione calibradores, 

controlo positivo e amostras diluídas (100μL/poço), em duplicado, para a 

placa de Microassay. 
1.4. Cubra a placa de Microassay e incube-a a temperatura ambiente (20-25°C) 

durante 60 ± 2 minutos com agitação uniforme. 
 
2. INCUBAÇÃO DE CONJUGADO 

2.1. Após 55 minuto prepare o conjugado conforme descrito em "Preparação de 
reagentes". 

2.2. Retire a tampa e lave cada faixa 4 vezes com solução de lavagem (250μL - 
350μL/poço). 

2.3. Adicione 100μL conjugado/poço. 

2.4. Volte a cobrir a placa de Microassay e incube a temperatura ambiente (20-
25°C) durante 30 ± 2 minutos com agitação uniforme. 

2.5. Lave cada faixa como na Fase 2.2. 
 
3. DESENVOLVIMENTO DE COR 

3.1. Adicione 100μL substrato/poço e incube a temperatura ambiente durante 15 

minutos exactos. 
 
4. PARAGEM 

4.1. Adicione 100μL solução de paragem/poço. Garanta a mistura completa de 

substrato e solução de paragem. 
4.2. Leia imediatamente a 450nm usando 630nm como referência (se disponível). 

 
5. CÁLCULO DE RESULTADOS 
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INTERPRETACAO DOS SÍMBOLOS 
 
Intervalo do controlo positivo 
 
Dispositivo médico para diagnóstico in vitro 
 
Código do Lote 
 
Número do Catálogo 
 
Limite de temperatura 
 
Prazo de Validade 
 
Fabricante 
 
Perigo Biológico 
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