BioSZmndé

TDM - ELISA RTV
(ELISA RITONAVIR)

1 CAMPO DI APPLICAZIONE
Il kit TDM RTV (ELISA Ritonavir) € un test immunoenzimatico competitivo in colorimetria per la determinazione della

concentrazione plasmatica del farmaco; € utile per la gestione della terapia in pazienti infetti da HIV-1 e per il
monitoraggio della aderenza terapeutica.

2 PRINCIPIO DEL TEST

Il kit ELISA Ritonavir & basato sulla competizione tra il farmaco ed il farmaco coniugato con I'enzima rivelatore; essi
competono per il legame con il medesimo anticorpo policlonale specifico. La fase solida specie-specifica (pozzetti su una
micropiastra) cattura I'anticorpo specifico. Il campione ed i reagenti in eccesso vengono allontanati tramite lavaggio. Il
rilevamento del coniugato legato alla fase solida viene effettuato con I'aggiunta di una soluzione cromogena. L’attivita
enzimatica produce una soluzione colorata la cui assorbanza (O.D.) viene letta tramite un colorimetro per micropiastre. Il
valore di assorbanza & inversamente proporzionale alla concentrazione del farmaco nel campione.

3 PRESTAZIONI DEL TEST

Il metodo permette la determinazione della concentrazione del farmaco Ritonavir nel plasma umano.

e |l range dinamico del sistema va da 0,5 a 5 microgrammi di farmaco per millilitro di plasma.

e L’accuratezza e di + 20%

La riproducibilita inter-saggio calcolata su n.3 campioni di plasma negativo addizionati con quantita note di farmaco,
ripetuti in n.5 sedute successive & presentata nella tabella seguente (le concentrazioni sono espresse in ug/ml)

Sample | Conc. seduta | Conc. seduta | Conc. seduta | Conc. seduta | Conc. seduta | Conc. | Std. Dev.| C.V.
1 2 3 4 5 media
1 0.78 0.81 0.89 0.84 0.79 0.82 0.05 5.48
2 1.57 1.95 1.93 1.89 2 1.87 0.17 9.28
3 3.59 3.56 3.57 4.16 3.63 3.70 0.26 6.95

La ripetibilita (intra-saggio) calcolata su n.3 campioni di plasma negativo addizionati con quantita note di farmaco
analizzati in triplicato nella medesima seduta € presentata nella tabella seguente (le concentrazioni sono espresse in

ug/mi)

Sample Conc. 1 Conc. 2 Conc. 3 Conc. media Std. Dev. C.V.
1 0,79 0,82 0,88 0,83 0,046 5,562
2 1,77 1,78 1,82 1,79 0,026 1,48
3 3,63 3,54 3,55 3,57 0,049 1,38

4 LIMITI DEL TEST

Non sono state individuate cross-reattivita significative (superiori allo 0,01% espresso come rapporto percentuale tra gli
ICs0 dei farmaci) con altri farmaci antivirali utilizzati nella terapia di HIV-1 a concentrazioni plasmatiche considerate
terapeutiche. | farmaci analizzati sono: Nelfinavir, Amprenavir, Saquinavir, Indinavir e Lopinavir.
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5 MATERIALI FORNITI

Micropiastra adsorbita con Anticorpi 12x8
pozzetti
Antisiero RTV 1x 12ml
Enzima RTV 1x 10ml
Calibratori Ritonavir/Curva Standard 7x 0,3 ml
TMB 10X 1x 3ml
Soluzione di sviluppo 1x 30ml
Soluzione di lavaggio 10X 1x 100ml
Soluzione di arresto 1x 7ml

6 COMPOSIZIONE DEI MATERIALI FORNITI

Micropiastra

12 strips da 8 pozzetti cadauna adsorbite con anticorpi anti-specie (IgG di pecora diretti contro IgG di coniglio), sigillate
sotto vuoto in un sacchetto di polietilene

Antisiero RTV

Un flacone contenente 12 ml di anticorpi di coniglio anti-Ritonavir in soluzione tamponata con aggiunta di conservante.
Enzima RTV

Un flacone contenente 10 ml di anticorpi di coniugato Ritonavir-perossidasi di rafano in soluzione tamponata con
aggiunta di conservante.

Calibratori Ritonavir/Curva standard

7 fiale contenenti ciascuna 0,15 ml di Ritonavir in soluzione tamponata. | valori dei calibratori sono riportati in etichetta. |
calibratori sono pronti per l'uso.

TMB 10X

Una bottiglia scura contenente 3 ml di soluzione cromogena tamponata concentrata 10X.

Soluzione di sviluppo

Una bottiglia contenente 30 ml di soluzione tamponata.

Soluzione di lavaggio 10X

Una bottiglia contenente 100 ml di soluzione tamponata concentrata 10X.

Soluzione di arresto

Una BOTTIGLIA contenente 7 ml di soluzione 1,38M di acido solforico.

7 MATERIALI RICHIESTI MA NON FORNITI

e Lettore per micropiastre con filtro a 450 e 620 nm, preferibilmente dotato di software per il calcolo dei risultati.
e Pipette di precisione (volumitra 10 e 1000ul, accuratezza + 5%) equipaggiate di puntali adatti
e Pipetta multicanale da 8 puntali (volume 100yl, accuratezza + 5%)

e Acqua deionizzata e MilliQ

e  Metanolo 99%

e Agitatore Vortex

e  Microcentrifuga per provette Eppendorf da 1.5 ml (10.000 x g)

e  Provette Eppendorf da 1.5 ml

e Vaschette per pipetta multicanale

e Cilindro in vetro da 1 litro

e Pipette da 10 ml e propipetta

e Timer (range 60 min.)

e  Stativo per tubi e provette (per tubi da 50 e provette Eppendorf da 1.5ml)

e Carta da filtro e foglio d’alluminio

e Guanti usa e getta

8 CONDIZIONI DI CONSERVAZIONE

o |l kit deve essere conservato a 2-8°C ed utilizzato prima della data di scadenza indicata sull’etichetta della
confezione.

e La spedizione del dispositivo deve essere effettuata a temperatura controllata (2-8°C); I'esposizione per brevi periodi
(inferiori alle 6 ore) a temperature sino a 30°C non riducono le prestazioni del dispositivo.
Il dispositivo non deve essere congelato.
Il periodo di validita é indicato sull’etichetta della confezione

e Dopo il primo utilizzo (apertura dei reagenti), il kit deve essere utilizzato entro un mese dall’apertura se
correttamente conservato a 2-8°C.

e Lasoluzione di lavaggio diluita non pud essere conservata; dopo la diluizione deve essere utilizzata entro 4 ore.
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Il substrato cromogeno diluito non deve essere riutilizzato.
I campioni diluiti non possono essere conservati; dopo la diluizione devono essere analizzati entro 4 ore.

PREPARAZIONE DEI REAGENTI

Reagenti per la preparazione del campione

Preparare una soluzione di metanolo al 30% in acqua deionizzata MilliQ considerando circa 20 ml ogni 10
campioni.

Reagenti per I'esecuzione del test ELISA

Utilizzare un opportuno schema sperimentale per registrare la posizione dei calibratori, bianchi e campioni sulla
micropiastra. Calibratori/curva standard, bianchi e campioni vanno analizzati in duplicato.

Prelevare un numero opportuno di strip dalla micropiastra. Richiudere con cura nel sacchetto quelle inutilizzate e
riporle a 2-8°C. Se il kit non viene utilizzato in un’unica seduta analitica, provvedere a prelevare da ogni reagente
solo il quantitativo necessario per il test e riporre immediatamente a 2-8°C le fiale rimanenti. Portare tutti i reagenti a
temperatura ambiente per 30 minuti prima dell'uso.

Preparare la soluzione di lavaggio 1X diluendo la Soluzione di lavaggio 10X 1:10 in acqua deionizzata utilizzando un
cilindro in vetro graduato.

Preparare la quantita richiesta di soluzione cromogena, diluendo 10 volte la TMB 10X con la Soluzione di Sviluppo.
Nota: effettuare la diluizione poco prima dell’'uso (dopo aver lavato la piastra alla fine della prima incubazione).
Tenere al riparo dalla luce.

Indossare sempre i guanti.

Una volta utilizzati riporre immediatamente tutti i reagenti a 2-8°C.

Preparazione dei campioni

Il dispositivo & concepito per I'analisi di plasma umano.

Non & necessaria alcuna preparazione del paziente al prelievo.

Il prelievo deve essere effettuato con tecnica non traumatica.

E’ importante conservare Il'integrita chimica e biologica del campione fino al momento dell'utilizzo.

Non & necessario aggiungere conservanti al campione.

Attenzione: la sodio-azide € un potente inibitore della perossidasi di rafano e NON deve essere utilizzata.

| campioni devono essere conservati a 2-8°C ed utilizzati entro 24 ore. Se cio non fosse possibile, congelare i
campioni e mantenerli a —20°C.

Evitare ripetuti cicli di congelamento/scongelamento.

Indossare sempre i guanti.

Miscelare bene i campioni ed i calibratori usando un agitatore vortex per 10-15".

Prelevare 100 pl e diluirli con 300 pl di Metanolo al 99%.

Miscelare bene, usando un agitatore vortex per 10 -15".

Centrifugare per 10" a 10,000 x g.

Prelevare 100 pl di surnatante limpido e diluirlo con 150 ul di acqua distillata. Miscelare bene, usando un agitatore
vortex per 10-15".

Prelevare 20 pl della precedente diluizione ed addizionarli a 580 pl di una soluzione di Metanolo al 30%. Miscelare
bene, usando un agitatore vortex per 10-15" ed usare 20 pul in duplicato per il test

PROCEDIMENTO

Seguire le indicazioni dello schema di lavoro.

Trasferire 20 ul dei campioni diluiti e dei Calibratori nei relativi pozzetti.

Cambiare puntale alla pipetta tra un campione ed il successivo.

Dispensare 80 ul di Enzima RTV in tutti i pozzetti eccetto in quelli del bianco usando la pipetta multicanale
Dispensare 100 pl di Antisiero RTV in tutti i pozzetti, eccetto nei bianchi, utilizzando la pipetta multicanale.
Incubare per 60 min. a temperatura ambiente.

Lavare i pozzetti 5 volte riempiendo completamente (circa 350ul) i pozzetti con la soluzione di lavaggio diluita 1x. Se
il lavaggio viene effettuato manualmente, svuotare bene la piastra invertendola su un foglio di carta assorbente.
Dispensare 200 pl di soluzione cromogena diluita in ciascun pozzetto utilizzando la pipetta multicanale.

Incubare per 30 min. a temperatura ambiente al riparo dalla luce (utilizzare come copertura un foglio di alluminio).
Aggiungere 50 pl di Soluzione di arresto in ciascun pozzetto utilizzando la pipetta multicanale.

Leggere i valori di assorbanza a 450 nm con il lettore per micropiastre.
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Nota 1: & possibile monitorare lo sviluppo del colore utilizzando un filtro a 620 nm prima della aggiunta della
Soluzione di arresto.

Nota 2: i valori di assorbanza finali devono essere letti a 450 nm entro 15 minuti dalla aggiunta della Soluzione di
arresto.

Utilizzare un opportuno software per calcolare la curva standard ed i valori in concentrazione di Nelfinavir relativi ai
campioni.

Il test & considerato valido se vengono rispettati i seguenti parametri di controllo:

= Valore di assorbanza relativo al calibratore 0 superiore a 0,8 D.O.

= Valore del Bianco non superiore a 0,2 D.O.

METODO MATEMATICO DA APPLICARE PER IL CALCOLO DEI RISULTATI

Se il calcolo viene effettuato con un software apposito, utilizzare preferibilmente un metodo 4-Parametri Logit-Log.
Se si effettua il calcolo manualmente, calcolare per ogni pozzetto il valore B/By secondo la seguente formula:
Media delle assorbanze del Calibratori 0 Campioni X 100
Media dell’assorbanza del Calibratore O

Utilizzare carta millimetrata semi-logaritmica assegnando all'asse X i valori di concentrazione dei Calibratori (come
da etichetta) ed all'asse Y i valori di B/B,. Disegnare la curva standard di riferimento ed interpolare su di essa i valori
di concentrazione relativi ai campioni.

PRECAUZIONI

Per uso di ricerca.

Il dispositivo & concepito per essere utilizzato da personale di laboratorio con addestramento di base.

Il dispositivo ed i suoi componenti devono essere smaltiti come rifiuti sanitari secondo la normativa vigente.

Il dispositivo non necessita di disattivazione.

Utilizzare sempre i guanti durante I'utilizzo del dispositivo.

In caso di ingestione o contatto con occhi e mucose, consultare la scheda di sicurezza del dispositivo e contattare
un medico.

Se il kit non viene utilizzato completamente, rimuovere soltanto il numero di strips necessarie all’analisi e riporre il
rimanente a 2-8°C nella bustina sigillando bene con del nastro adesivo.

Prelevare solo le aliquote di reagenti necessarie; lasciare il resto nei contenitori originali ben chiusi e riporre subito a
2-8°C.

Nella preparazione dei reagenti da dispensare con la pipetta multicanale, aumentare il volume di un millilitro.

TDM ELISA NFV (Ritonavir)
Codice 4678

96 pozzetti

Rev.: 3

Data: 17-06-05
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