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1. NOME E USO PREVISTO                                                                                                                                                
 
Il prodotto CGA-ELISA-NG è un kit per la rilevazione enzimatica quantitativa della cromogranina A umana (CGA) su siero o 
su plasma EDTA negli adulti.  
Il kit CGA-ELISA-NG è destinato a essere utilizzato come ausilio alla diagnosi nella determinazione della presenza e della 
progressione di neoplasie neuroendocrine (NNE) di tipo GEP (Gastro-Entero-Pancreatico), negli adulti. 
 
Il kit è destinato all'uso professionale e all'uso manuale. 
 
2. INTRODUZIONE                                                                                                                                                              
 
La CGA è una proteina idrofila e acida composta da 439 aminoacidi (49 kD) ed è presente nei granuli cromaffini delle cellule 
neuroendocrine. Appartiene alla famiglia delle granine. La CGA agisce come proormone. La proteolisi svolge un ruolo fondamentale 
nella sua fisiologia. Questa degradazione rilascia peptidi biologicamente attivi (vasostatina, cromostatina, pancreastatina, parastatina), 
che hanno diverse funzioni paracrine e autocrine. Tale proteolisi è tessuto-specifica, quindi la frammentazione della proteina sarà 
diversa in base alla sua localizzazione. Essa si sviluppa principalmente nella cellula, all'interno dei granuli cromaffini. In 
immunoistochimica, la presenza di CGA nelle cellule tumorali è suggestiva di tumore di origine neuroendocrina. La CGA circolante è 
presente in soggetti sani e i valori riscontrati sono indipendenti dall'età e dal sesso. La rilevanza della determinazione della CGA nei 
campioni di siero è stata dimostrata per i tumori endocrini, con elevazioni particolarmente significative nei tumori endocrini gastro-
entero-epatici. Gli studi hanno dimostrato che i livelli circolanti di CGA erano associati a una differenziazione neuroendocrina e 
collegati alla massa tumorale, senza per questo sostituirsi a secrezioni più specifiche. 

3. PRINCIPIO                                                                                                                                                                        
 
Il kit CHROMOGRANIN A è un immunodosaggio di tipo ELISA. Un primo anticorpo monoclonale, immobilizzato sulla micropiastra, 
cattura le proteine CGA contenute nei calibratori e nei campioni. Dopo i lavaggi, le proteine fissate vengono riconosciute da un 
secondo anticorpo monoclonale coniugato all’HRP (Horse-Radish-Peroxidase, Perossidasi di Rafano). Dopo una seconda 
incubazione, i reagenti non fissati vengono eliminati mediante lavaggio. Viene quindi avviata la reazione colorimetrica con l'aggiunta di 
un substrato dell’HRP, il TMB (3, 3', 5, 5' Tetrametilbenzidina). Dopo l'arresto della reazione, la densità ottica (DO) di ciascun pozzetto 
viene letta a 450 nm. Le DO misurate sono proporzionali alla concentrazione di proteina CGA contenuta nei calibratori e nei campioni. 

 
4. REAGENTI                                                                                                                                                                       
 
Ogni kit contiene i reagenti sufficienti per 96 test (compresa la generazione della curva di calibrazione). La data di scadenza è indicata 
sull'etichetta esterna. 
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(*) I valori sopraindicati sono valori target, quelli reali sono riportati sulle etichette dei flaconi.  
       (**) I valori reali del limite di accettazione sono riportati sulle etichette dei flaconi.  
 
 
5. PRECAUZIONI PER L'USO                                                                                                                                            
 
5.1. Misure di sicurezza  
 

• Le materie prime di origine umana contenute nei reagenti di questo kit sono state testate con kit approvati e sono risultate 
negative agli anticorpi anti-HIV 1, anti-HIV 2, anti-HCV e all'antigene HBs. Tuttavia, poiché è impossibile garantire in modo 

REAGENTI SIMBOLI QUANTITÀ CONSERVAZIONE 

MICROPIASTRA: Pronto all'uso. 

Anticorpo monoclonale di topo anti-CGA fissato al fondo del 
pozzetto, 

Albumina bovina. 

 

 

 

 

1 piastra 

 di 96 pozzetti 

Prima dell’apertura: 2-8 °C fino alla data di 
scadenza.  

Dopo l'apertura: le strisce non utilizzate 
possono essere conservate per 6 settimane nel 
sacchetto di plastica fornito, con un essiccante, 
adeguatamente sigillato, entro i limiti della data 
di scadenza. 

CONIUGATO: Pronto all'uso 

Anticorpo monoclonale di topo anti-CGA legato all’HRP, 

immunoglobuline di topi non immunizzati, stabilizzanti 
e conservante. 

 

 

 

1 flacone  

22mL 

 

Prima dell’apertura: 2-8 °C fino alla data di 
scadenza.  

Dopo l'apertura: il coniugato può essere 
conservato a 2-8°C per un periodo di 6 
settimane, entro i limiti della data di scadenza. 

CALIBRATORI: Liofilizzati. 

CGA umana ricombinante, siero umano, EDTA, conservante. 

75 – 140 – 300 – 600 – 1000 ng/mL * 

Ricostituire con 0,25 mL di acqua distillata. 

 

 

 

5 flaconi Prima dell’apertura: 2-8 °C fino alla data di 
scadenza.  

Dopo la ricostituzione: non conservare per più 
di un'ora a temperatura ambiente, aliquotare e 
congelare a -20 °C per un periodo di 6 
settimane, entro i limiti della data di scadenza. 

CONTROLLI: Liofilizzati. 

CGA umana ricombinante, siero umano, EDTA, conservante. 

90 – 720 ng/mL ** 

Ricostituire con 0,25 mL di acqua distillata. 

 2 flaconi Prima dell’apertura: 2-8 °C fino alla data di 
scadenza. 

Dopo la ricostituzione: non conservare per più 
di un'ora a temperatura ambiente, aliquotare 
e congelare a -20 °C per un periodo di 6 
settimane, entro i limiti della data di scadenza. 

DIL/CAL0: Pronto all'uso. 

Questo reagente è utilizzato come tampone di incubazione, 
diluente e calibratore 0. Tampone, siero di manzo, sodio azide, 
EDTA. 

 

 

                      0      

1 flacone  

80 mL  

Prima dell’apertura: 2-8 °C fino alla data di 
scadenza.  

 
Dopo l'apertura: il diluente/CAL0 può essere 
conservato a 2-8°C per un periodo di 6 
settimane, entro i limiti della data di scadenza. 

TWEEN 20: Soluzione di lavaggio concentrata 

Diluire 9 mL di Tween 20 in 3 L di acqua distillata. Agitare 
delicatamente. 

 

 

1 flacone  

10 mL  

Prima dell’apertura: 2-8 °C fino alla data di 
scadenza.  

Dopo l'apertura: il Tween 20 può essere 
conservato a 2-8°C per un periodo di 6 
settimane, entro limiti della data di scadenza.  

SUBSTRATO: Pronto all'uso 

3, 3', 5, 5' Tetrametilbenzidina: TMB 

 

 

1 flacone 

 15 mL  

Prima dell’apertura: 2-8 °C fino alla data di 
scadenza. 

Dopo l'apertura: il TMB può essere conservato a 
2-8°C per un periodo di 6 settimane, entro i limiti 
della data di scadenza. 

SOLUZIONE DI ARRESTO: Pronto all'uso 

Acido solforico 0,5 M. 

 

 

1 flacone  

22 mL  

Prima dell’apertura: 2-8 °C fino alla data di 
scadenza.  

Dopo l'apertura: la soluzione di arresto può 
essere conservata a 2-8°C per un periodo di 
6 settimane, entro i limiti della data di scadenza. 

FILM ADESIVO PER MICROPIASTRA   3  

SACCHETTO DI PLASTICA  1  
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assoluto che tali prodotti non possano trasmettere l'epatite, il virus HIV o qualsiasi altra infezione virale, tutte le materie prime di 
origine umana, compresi i campioni da dosare, devono essere considerate come potenzialmente infetti. 

 
• Non pipettare con la bocca. 

 
• Non fumare, bere, mangiare nei locali in cui si manipolano i campioni o i reagenti del kit. Indossare guanti monouso durante 

la manipolazione dei reagenti o dei campioni del kit e, al termine, lavarsi accuratamente le mani. Evitare gli schizzi. 
 

• Decontaminare e smaltire i campioni e tutto il materiale potenzialmente contaminato come se contenessero agenti infetti. 
Il miglior metodo di decontaminazione è la sterilizzazione in autoclave per almeno un'ora a 121,5 °C. 
 

• La sodio azide può reagire con le tubazioni in piombo e rame formando azoturi metallici fortemente esplosivi.  
 

• Quando si smaltiscono i rifiuti, diluirli abbondantemente per evitare la formazione di questi prodotti. 
 

 
 

AVVERTENZA 
H317: Può provocare una reazione allergica cutanea 

 
 
 
 
 
                                                  Non classificato come pericoloso ma soluzione con PH acido 
 
 
                                                                                  

0 
    
                                                  Contiene sodio azide (<0,1%) 
 
 
5.2. Precauzioni per la manipolazione 
 

• Non utilizzare i componenti del kit oltre la data di scadenza. 
 

• Non utilizzare insieme reagenti di lotti diversi.  
 

• Evitare qualsiasi contaminazione microbica dei reagenti e dell'acqua. Rispettare i tempi di incubazione. 
 
 
 
6. PRELIEVO DEI CAMPIONI E PREPARAZIONE                                                                                                         
 
6.1 Fase preanalitica 

 
Il dosaggio viene effettuato direttamente su siero o plasma EDTA. Se il dosaggio viene effettuato entro le 4 ore, i campioni devono 
essere conservati a temperatura ambiente (18-25 °C). Se il dosaggio viene effettuato entro le 48 ore, dopo il prelievo i campioni devono 
essere conservati a 2-8 °C. Se il dosaggio viene effettuato oltre le 48 ore, i campioni devono essere divisi in parti aliquote che devono 
essere conservate congelate (-20 °C) fino a 10 mesi. 
 
Diluzione: Se si sospettano livelli elevati di CGA, la diluizione deve si effettua utilizzando il tampone diluente fornito con il kit. 
Si raccomanda di effettuare le diluizioni in provette in plastica monouso. 

 
6.2 Prediluizione di campioni, controlli e calibratori (1/51) 
 

• Tutti i campioni, i controlli e i calibratori devono essere prediluiti 51 volte nel diluente  0 fornito nel kit prima di 
essere testati. Mescolare delicatamente la miscela utilizzando un agitatore tipo Vortex. 

 
 
7. PROCEDURA DI DOSAGGIO                                                                                                                                        
 
7.1 Materiale necessario 
 

• Micropipette di precisione o materiale simile con puntale monouso che consenta l’erogazione di 20, 50, 100, 200 e 1000 μL. 
La loro calibrazione deve essere verificata regolarmente. 

 
• Acqua distillata. 
 
• Provette in plastica monouso. 



                                                                                                                                                                        4 

 
• Agitatore tipo Vortex. 
 
• Lavatore per micropiastra (facoltativo). 

 
•   Agitatore per micropiastre. 
 
• Lettore di micropiastre, in grado di misurare l'assorbanza a 450 nm. Facoltativamente, il lettore può essere dotato di un filtro in 

grado di leggere l'assorbanza a una lunghezza d'onda compresa tra 610 nm e 650 nm (si raccomanda 620 nm). Questa seconda 
lettura permette di correggere le imperfezioni della micropiastra. 

 
7.2 Protocollo 
 

• Tutti i reagenti devono essere portati a temperatura ambiente (18-25 °C) almeno 30 minuti prima del loro utilizzo. I reagenti 
vengono pipettati e dispensati nei pozzetti a temperatura ambiente (18-25 °C). 
 

• Ogni calibratore, controllo o campione deve essere testato in duplicato. 
 

• Ricostituire i flaconi dei calibratori e dei controlli. Controllare attentamente che tutto il prodotto liofilizzato sia dissolto e utilizzarlo 
entro un'ora dalla ricostituzione. 

 
 

7.2.1 Preparazione della soluzione di lavaggio  
 

• Per ottenere risultati affidabili e riproducibili, si raccomanda di eseguire le fasi di lavaggio come indicato; il volume residuo di 
soluzione di lavaggio deve essere il più basso possibile. Si raccomanda l'uso di un lavatore per micropiastre. 

 
- Per preparare la soluzione di lavaggio, diluire 9 mL di Tween 20  in 3 L di acqua distillata. Mescolare lentamente. 
 

 
7.2.2 Istruzioni - Rispettare l'ordine di aggiunta dei reagenti 
 
Vedere l'ultima pagina per la scheda del protocollo di laboratorio. Prima di utilizzare la scheda del protocollo di laboratorio 
è necessario leggere completamente il foglietto illustrativo nei dettagli.  
 

1. Preparare e identificare un numero sufficiente di provette per eseguire una prediluizione di campioni, calibratori e controlli  
 
2. Determinare il numero di strisce per microtitolazione necessarie per il dosaggio. Rimuovere le strisce inutilizzate dal supporto del 

telaio e conservarle a 2-8 °C nel sacchetto adesivo, adeguatamente sigillato, con un essiccante. 
 

3. Prediluire i calibratori, i campioni e i controlli in provette di plastica secondo un rapporto 1:51 
 

a. Dispensare 1 mL di diluente  0 nelle provette di plastica 
b. Aggiungere 20 μL di ciascun calibratore, controllo o campione e mescolare delicatamente con un agitatore tipo Vortex 

 
4. Dispensare 200 µL di calibratori prediluiti , campioni o controlli  in un rapporto 1/51 nel DIL/CAL0  0 in 

ogni pozzetto. 
 

5. Coprire con il film adesivo, agitare per 1 ora a 700 rpm a temperatura ambiente (18-25 °C). 
 

6. Lavare i pozzetti nel modo seguente: 
 

a. Rimuovere il contenuto dei pozzetti 

b. Dispensare 300 μL di soluzione di lavaggio  preparata come descritto nel capitolo 7.2.1 
c. Ripetere i punti a. e b. altre 2 volte per un totale di 3 cicli di lavaggio. 
d. Terminare con un’aspirazione. Il volume residuo di soluzione di lavaggio deve essere il più ridotto possibile. È possibile 

picchiettare delicatamente la piastra capovolta per rimuovere il liquido residuo. 
 
7. Dispensare 200 µL di coniugato HRP  in tutti i pozzetti. 

 
8. Coprire con il film adesivo e incubare per 2 ore +/- 5' a temperatura ambiente (18-25 °C) agitando a 700 rpm. 

 
9. Lavare i pozzetti come sopraindicato, quindi:  

 

10. Dispensare 100 µL di TMB  in tutti i pozzetti. Coprire con il film adesivo. Non è necessaria l'incubazione al buio. 
 

11. Lasciare che la reazione colorimetrica si sviluppi per 10 minuti esatti a temperatura ambiente (18-25 °C), agitando a 
700 rpm. 
 

12. Arrestare la reazione aggiungendo 50 µL di soluzione di arresto  in tutti i pozzetti.  
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 Leggere l'assorbanza a 450 nm. Eseguire una seconda lettura (opzionale) dell'assorbanza a una lunghezza d'onda 
compresa tra 610 nm e 650 nm. 
 

8. CONTROLLO QUALITÀ                                                                                                                                                            
. 
 
Le Buone Pratiche di Laboratorio (GLP) richiedono l’impiego di campioni di controllo per ciascuna serie di dosaggi al fine di accertare la 
qualità dei risultati ottenuti. Tutti i campioni devono essere trattati allo stesso modo e si raccomanda di analizzare i risultati utilizzando 
metodi statistici idonei.  
 
 
 
9. RISULTATI                                                                                                                                                                    
 

1. Correzione opzionale DO*: sottrazione letture a da 620 nm dalle letture a 450 nm. 
 
2. Per ogni duplicato, calcolare l'assorbanza media (DO) di calibratori, controlli e campioni. 
 
3. Costruire una curva di taratura calibrazione tracciando i valori DO medi (corretti*) a 450 nm dei calibratori (asse y) in funzione della 
loro concentrazione (asse x) indicata sul flacone. 

 
4. Per le curve di taratura si raccomanda il modello matematico di fitting con logistica 4PL e peso 1/y². Altre funzioni di riduzione dei 
dati possono dare risultati leggermente diversi. 

 
Leggere la concentrazione dei campioni dalla curva. Il rapporto di prediluizione di 1:51 è già calcolato nelle concentrazioni dei 
calibratori.    
Esempio di dati di dosaggio: solo a titolo illustrativo; non deve in nessun caso essere sostituito ai risultati ottenuti in laboratorio. 

 
 

Calibratori Media (DO)* Concentrazioni  
CGA-ELISA-NG 

 

0 200 400 600 800 1 000
0.0

0.5

1.0

1.5
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2.5

[CGA] ng/mL

D
O

 4
50

-6
20

nm

 

  (ng/mL) 

 
CAL 0: 0,069 0 

 
CAL 1: 0,154 64 

 
CAL 2: 0,268 125 

 
CAL 3: 0,548 251 

 
CAL 4: 1,236 539 

 
CAL 5: 2,236 1002 

            
Controllo 1 0,190 83,6 

 
Controllo 2 

 
1,316 

 
573 

 

 
 
10. LIMITI DELLA PROCEDURA                                                                                                                                        

 
• I campioni che presentano torbidità, emolisi, iperlipemia o che contengono fibrina possono dare risultati imprecisi. 
• Non estrapolare i valori dei campioni oltre l'ultimo standard. Diluire i campioni ad alta concentrazione e ridosarli. 
• Non usare il kit CGA-ELISA-NG per la determinazione della CGA circolante in pazienti con trattamenti in corso a base di farmaci 

inibitori della pompa protonica o in pazienti con funzione renale ridotta o con gastrite atrofica. Questi pazienti hanno livelli 
fisiologicamente elevati di CGA circolante non collegati alla presenza di un tumore neuroendocrino. 

• Non interpretare i risultati in pazienti in terapia con analoghi della somatostatina; questi pazienti possono presentare risultati 
falsamente bassi. 

 
 
11. CARATTERISTICHE SPECIFICHE DEL DOSAGGIO                                                                                    … 
 
 
11.1 Imprecisione 
 

Campioni n 
Concentrazione 

 Media (ng/mL) 
Intra-serie 

(CV%) 
 

Campioni n 
Concentrazione 

 Media (ng/mL) 
Inter-serie 

(CV%) 
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1 34 81,6 6,43  1 28 51,3 11,5 

2 36 122 4,68  2 28 187 6,4 

3 31 182 4,13  3 28 442 6,8 

4 35 407 3,19  4 20 697 7,0 

5 36 445 3,98      

6 35 632 4,73      

 
 
11.2 Test di recupero 
 
Quantità note di CGA sono state aggiunte a sieri umani. Le percentuali di recupero nei campioni variavano tra il 90% e il 110%.  
 
 
11.3 Test di diluizione 
 
I campioni ad elevata concentrazione sono stati diluiti. Le percentuali di recupero ottenute erano comprese tra l'80% e il 120%. 
 

11.4 Specificità 

Non è stata osservata alcuna interferenza quando i campioni di siero sono stati testati con una delle seguenti sostanze: 
• Glugacone (fino a 3000 ng/mL) 
• Gastrina (fino a 3000 ng/mL) 
• Cromogranina B (fino a 3000 ng/mL) 
• NSE (fino a 3000 ng/mL) 

• Polipeptide pancreatico (fino a 3000 ng/mL)  
 

11.5 Campo di misura 

I campioni devono essere misurati nel campo compreso tra il limite di rilevamento e la massima concentrazione dell'intervallo di 
calibrazione, ovvero tra 30,6 e 1000 ng/mL. 
 

11.6 Limite di rilevamento 

Il limite di rilevamento (LOD o sensibilità analitica) del kit CGA-ELISA-NG è definito come la minima concentrazione rilevabile diversa da 
zero con una probabilità del 95% calcolata aggiungendo 2 deviazioni standard al valore medio di 30 analisi replicate del calibratore zero 
(CAL0). È stata misurata a 16,9 ng/mL. 

La sensibilità funzionale è definita come la concentrazione misurata per profilo di imprecisione dato un CV pari al 20%. Viene stimata 
a 30,6 ng/mL. 
 

11.7. Effetto gancio 

Assenza di effetto gancio fino a 1.000.000 ng/mL. 
 

11.8. Interferenza 

• Quando si segue il protocollo di dosaggio fornito nelle istruzioni per l'uso, non viene misurata alcuna interferenza con la biotina 
per concentrazioni comprese tra 0 e 600 ng/mL. 

• NOTA: I risultati hanno mostrato che una concentrazione di biotina a 1200 ng/mL ha causato una leggera interferenza (-14% bias 
massimo) con il kit CGA-ELISA-NG. 

• Non è stata osservata alcuna interferenza con la bilirubina e l'emoglobina misurate fino alle rispettive concentrazioni di 
0,15 mg/mL e 2 mg/mL. 

• Nessuna interferenza è stata osservata quando i campioni di siero sono stati integrati con trigliceridi da campione umano 
iperlipidemico e testati (743,4 mg/dL di TG totali). 
 

ATTENZIONE: L'immunodosaggio è protetto contro potenziali interferenze dovute ad anticorpi eterofili come HAMA e fattori reumatoidi 
(RF) grazie all'aggiunta di una sostanza protettrice (immunoglobuline di topo non specifiche). Tuttavia, non è possibile escludere che non 
ci sarà mai un falso risultato positivo o negativo dovuto alla presenza di anticorpi eterofili e fattori reumatoidi nei campioni dei pazienti. 
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12. VALORI NORMALI ATTESI                                                                                                                             … 
 
Si raccomanda che ogni laboratorio determini il proprio intervallo di valori normali a seconda del tipo di campione comunemente utilizzato. 
La cromogranina A è una proteina legata al calcio e i suoi livelli circolanti sono influenzati dalla concentrazione di Ca++. I valori umani 
normali riscontrati possono differire a seconda che vengano analizzati sieri raccolti su provette per la raccolta di sangue secco o plasmi 
EDTA.  

 

I valori presentati di seguito sono forniti solo a titolo indicativo e sono stati ottenuti su campioni di siero con una popolazione di 101 
soggetti presumibilmente sani.  

Per la distribuzione dei valori normali presentati di seguito, il 95° percentile si trova a 101 ng/mL. 

 

 
 
 
 
Valori normali su campioni di plasma EDTA: 

La correlazione siero/plasma presentata qui di seguito deve essere utilizzata per determinare la concentrazione plasmatica di CGA.  

L'equazione della correlazione è la seguente:  

[Campione di plasma] = 1,028 x [Campione di siero] + 5,171 

Per estrapolare i valori sul plasma EDTA, questa equazione deve essere applicata ai valori normali trovati sui campioni di siero,  
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CGA-ELISA-NG         
SCHEDA PROTOCOLLO DI LABORATORIO 
Non usare questa scheda senza aver letto tutto il foglietto illustrativo. 
Prediluire i calibratori, i campioni e i controlli in provette di plastica a 
1:51.  
1. DISPENSARE 1 mL di diluente nelle provette di plastica                                                        0 

 

2. AGGIUNGERE 20 µL di ogni calibratore, controllo o campione e agitare  
delicatamente con un agitatore tipo Vortex          
 

3. DISPENSARE i campioni nella micropiastra                   
⇓ Dispensare 200 µL di calibratori, campioni o controlli prediluiti a 1/51 nel DIL/CAL0 in 

ogni pozzetto (distribuzione in duplicato).  
 

4. AGITAZIONE 
⇓ Coprire con film adesivo e incubare per 2 ore +/-5' a temperatura ambiente  

(18-25 °C) 
 

5. LAVARE I POZZETTI   (vedere § 7.2.1)                                                                           
Preparare la soluzione di lavaggio diluendo 9 mL di Tween 20 in 3 L di acqua distillata. 
Rimuovere il contenuto dei pozzetti. 
Dispensare 300 µL di soluzione di lavaggio preparata in ogni pozzetto. 
Ripetere i passaggi altre 2 volte per un totale di 3 cicli di lavaggio. 
Terminare con un’aspirazione. Il volume residuo della soluzione di lavaggio deve essere il 
più ridotto possibile. È possibile picchiettare delicatamente la piastra capovolta per 
rimuovere il liquido residuo. 
 

6. DISPENSARE IL CONIUGATO                                                                                    
Dispensare 200 µL di coniugato HRP in tutti i pozzetti  
 

7. INCUBARE                                                                       
Coprire con film adesivo e incubare per 2 ore +/-5' a temperatura ambiente (18-25 °C)  
agitando a 700 rpm.  
 

8. LAVARE I POZZETTI   (vedere § 7.2.1)                                                                           
Preparare la soluzione di lavaggio diluendo 9 mL di Tween 20 in 3 L di acqua distillata.  
Rimuovere il contenuto dei pozzetti. 
Dispensare 300 µL di soluzione di lavaggio preparata in ogni pozzetto. 
Ripetere i passaggi altre 2 volte per un totale di 3 cicli di lavaggio. 
Terminare con un’aspirazione. Il volume residuo della soluzione di lavaggio deve essere il 
più ridotto possibile. È possibile picchiettare delicatamente la piastra capovolta per 
rimuovere il liquido residuo. 
 

9. DISPENSARE IL SUBSTRATO                                                            
⇓ Dispensare 100 µL di TMB in tutti i pozzetti. Coprire con il film adesivo. Non è necessaria 
l'incubazione al buio. Lasciare sviluppare la reazione colorimetrica per 10 min esatti a 
temperatura ambiente (18-25 °C) agitando 700 rpm 
 

10. DISPENSARE LA SOLUZIONE DI ARRESTO  
⇓ Arrestare la reazione aggiungendo 50 µL di soluzione di arresto in tutti i pozzetti.  

      

11. LEGGERE  

Leggere l'assorbanza a 450 nm. Eseguire una seconda lettura (opzionale) 
dell'assorbanza ad una lunghezza d'onda di 620 nm (tra 610 e 650 nm). 
Utilizzare un fit logistico bilanciato a 4 parametri per l'interpolazione dei dati.   

                 Cisbio Bioassays - Parc Marcel Boiteux – BP 84175 – 30200 Codolet / Francia 
      Telefono: +33 (0) 4 66 79 68 32 - Fax: +33 (0) 4 66 79 67 50 - E-mail: Cisbio.iva@revvity.com                   
                                                                                                          Copyright © 2021 Cisbio Bioassays, Francia  
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MISE A JOUR / UPDATING 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
Modifications par rapport à la version précédente : 
Nouveau logo Revvity; mise à jour de l’adresse email de l’assistance “in vitro” 

 
 
 
         Changes from the previous version:  
         New Revvity logo; update of the IVA email address.     
 
 

 
Änderungen gegenüber der Vorgängerversion:  
Neues Revvity-Logo; aktualisierte E-Mail-Adresse für "In-vitro"-Support 
 

 
 
Modifiche rispetto alla versione precedente: 
Nuovo logo Revvity; aggiornamento dell'indirizzo e-mail del supporto in vitro 
 

 
  
Cambios desde la versión anterior:  
Nuevo logotipo de Revvity; dirección de correo electrónico de asistencia in vitro actualizada 
 
 
 
Változások az előző verzióhoz képest:  
Új Revvity logó; frissített in vitro támogatási e-mail cím 
 
 
 
Změny od předchozí verze:  
Nové logo Revvity; aktualizovaná e-mailová adresa podpory in vitro 
 
 
 
Alterações em relação à versão anterior: 
Novo logótipo Revvity; endereço de correio eletrónico de apoio in vitro atualizado 
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