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I. Scopo e applicazione 
 

La presente SOP si riferisce al dosaggio di una serie di biomarcatori neurologici (Aβ1-42, Aβ1-40, tau totale, pTau-181, 

NFH, GFAP) mediante tecnologia Luminex. Luminex è una tecnologia ultrasensibile high-throughput basata sull’utilizzo 

di microbiglie coniugate con anticorpi diretti contro gli analiti di interesse e dotate ciascuna di un colore corrispondente 

all’analita. Il principale vantaggio della tecnologia è costituito dal multiplexing, che consente di analizzare pannelli di 

numerosi analiti (per es. citochine) utilizzando un volume limitato di campione. La presente SOP è stata redatta da 

referenti per il task Biochimica degli Istituti Virtuali che utilizzano la metodica, disponibile in un numero limitato di 

IRCCS, ed è stata approvata dai coordinatori del Task Biochimica. 

 

II. Protocollo 
 

Biomateriali su cui effettuare i dosaggi: liquor, plasma, siero. 

 

1. Preparazione dei reagenti 

a) Tampone di lavaggio 1X: portare a temperatura ambiente il tampone di lavaggio concentrato (10X) e vortexarlo per 15 

secondi. Preparare la soluzione di lavoro (1X) aggiungendo 20 mL di tampone concentrato (10X) a 180 mL di H2O 

bidistillata. Conservare il tampone di lavaggio (1X) a 2-8°C per un massimo di 6 mesi. 

b) Tampone universale 1X: miscelare 10 mL della soluzione concentrata (10X) con 90 mL di H2O bidistillata. 

c) Biglie magnetiche: nel kit sono fornite alla concentrazione di 50X. Vortexare per 30 secondi, prelevare 100 uL di 

soluzione concentrata per ciascuna tipologia di biglie e trasferire il quantitativo in un apposito contenitore. Questo 

quantitativo è sufficiente per una piastra intera da 96 pozzetti. Aggiungere il tampone di lavaggio 1X fino al volume finale 



di 5 mL. Per la misurazione multiparametrica, combinare 2 o più differenti tipologie di biglie, seguendo la tabella 

sottostante: 

Numero di differenti biglie da 

miscelare 

Volume totale di miscela di 

biglie 

Volume di tampone di lavaggio (1X) da 

aggiungere 

1 100 uL 4900 uL 

2 200 uL 4800 uL 

3 300 uL 4700 uL 

4 400 uL 4600 uL 

5 500 uL 4500 uL 

6 600 uL 4400 uL 

 

d) Anticorpo di misurazione: aggiungere 60 uL di soluzione concentrata (50X) in un apposto contenitore e portare a 

volume finale di 3 mL utilizzando il diluente specifico. Questo quantitativo è sufficiente per una piastra intera da 96 

pozzetti. Se si devono misurare più analiti, miscelare ciascun anticorpo di misurazione seguendo la seguente tabella: 

Numero di anticorpi di misurazione da 

miscelare 

Volume totale di anticorpi di 

misurazione 

Volume di diluente da 

aggiungere 

1 60 uL 2940 uL 

2 120 uL 2880 uL 

3 180 uL 2820 uL 

4 240 uL 2760 uL 

5 300 uL 2700 uL 

6 360 uL 2640 uL 

 

e) Antigene standard: visionare attentamente i certificati di analisi per recuperare le informazioni lotto-specifiche relative 

a ciascun antigene standard. Questi composti sono forniti liofilizzati in singolo o pre-miscelati e vanno ricostituiti nel 

seguente modo: 

i. Centrifugare ciascun vial a 2000 x g per 10 secondi 

ii. Aggiungere 50 uL di tampone universale (1X) 

iii. Vortexare delicatamente per 10 secondi e centrifugare a 2000 x g per 10 secondi 

iv. Incubare in ghiaccio per 10 minuti per assicurare la completa ricostituzione 

v. Trasferire l’intero contenuto di ciascun vial in un unico contenitore e aggiungere il tampone universale (1X) fino 

al volume totale di 250 uL seguendo la sottostante tabella: 

Numero di set 

standard 

Volume di 

ricostituzione per 

vial 

Volume raggiunto dopo 

la ricostituzione 

Volume di tampone 

universale (1X) da 

aggiungere 

Volume 

totale 

1 50 uL 50 uL 200 uL 250 uL 

2 50 uL 100 uL 150 uL 250 uL 

3 50 uL 150 uL 100 uL 250 uL 

4 50 uL 200 uL 50 uL 250 uL 

5 50 uL 250 uL 0 uL 250 uL 

 



Vortexare delicatamente per 10 secondi e centrifugare a 2000 x g per 10 secondi. 

Preparare diluizioni seriali degli standard ricostituiti aggiungendo 200 uL di soluzione nella prima provetta Std1. 

Aggiungere 150 uL di tampone universale (1X) alle provette da Std2 a Std7. 

Trasferire 50 uL di standard ricostituito da Std1 a Std2. 

Miscelare pipettando su e giù per un totale di 10 volte. 

Trasferire 50 uL di miscela da Std2 a Std3. 

Ripetere i 2 step precedenti anche per le provette Std4-Std7. 

Aggiungere 200 uL di tampone universale (1X) alla provetta Std8 che servirà come bianco. 

Tenere in ghiaccio fino al caricamento in piastra. 

f) Preparazione dei campioni. Per campioni congelati, scongelare in ghiaccio, vortexare e centrifugare a 1000 x g per 10 

minuti a 20-25°C prima di trasferirli in piastra. Nel caso sia necessario fare diluizioni, usare il tampone universale (1X). 

 

2. Set-up dello strumento MAGPIXTM 

Prima di procedere con la lettura della piastra è necessario avviare lo strumento ed effettuare alcuni controlli 

(posizionamento del probe, livelli del liquido necessario per la lettura) ed effettuare la calibrazione e la validazione 

utilizzando specifici kit. 

Creare la maschera di lettura della piastra, identificando la posizione dei bianchi, degli antigeni standard e dei campioni.  

Inserire nello strumento i lotti dei kit utilizzati in modo da estrapolare i parametri per la lettura (nomi degli analiti, regioni 

di appartenenza delle biglie, concentrazioni degli analiti standard, fattori di diluizione applicati). 

 

3. Protocollo sperimentale 

a) Definire la mappa di lettura sulla piastra identificando le posizioni degli antigeni standard, dei bianchi e dei campioni 

da analizzare. 

b) Aggiungere le biglie magnetiche. Vortexare la soluzione per 30 secondi e trasferire il contenuto in un reservoir, 

dispensando con una multicanale il volume indicato nella tabella sottostante a seconda del numero di differenti biglie che 

sono state miscelate precedentemente: 

Numero di differenti biglie da miscelare Volume aggiunto a ciascun pozzetto 

1 50 uL 

2 100 uL 

3 150 uL 

4 200 uL 

5 250 uL 

6 300 uL 

 

Se sono state miscelate più di 6 differenti tipologie di biglie, procedere allo step c) e ripetere gli step b) e c) fino a che 

tutte le biglie vengano aggiunte ai pozzetti della piastra. 

c) Lavare le biglie magnetiche. Appoggiare e agganciare in modo sicuro la piastra sul lavatore magnetico manuale e 

aspettare 2 minuti perché le biglie possano accumularsi sul fondo del pozzetto. 

Rimuovere il liquido invertendo velocemente la piastra e tamponare sulla carta assorbente. 

Aggiungere 150 uL di tampone di lavaggio (1X) e aspettare 30 secondi. 

Rimuovere il tampone invertendo velocemente la piastra e tamponare sulla carta assorbente.  



Togliere la piastra dal lavatore magnetico manuale e proseguire con il protocollo. 

d) Aggiungere a ciascun pozzetto 25 uL di tampone universale e 25 uL di antigene standard o di campione. Per i pozzetti 

destinati ai bianchi aggiungere ancora 25 uL di tampone universale. 

Coprire la piastra con pellicola e coperchio nero e incubare per 60-120 minuti a temperatura ambiente con agitazione a 

500 rpm. Per incubazioni overnight, tenere in agitazione la piastra per 30 minuti e poi trasferirla a 4°C mantenendola su 

una superficie piana. Dopo l’incubazione overnight, ripetere l’agitazione di 30 minuti a temperatura ambiente prima di 

procedere. 

e) Lavare la piastra due volte usando il lavatore magnetico manuale come descritto in c). 

f) Aggiungere 25 uL di anticorpo di misurazione (1X) a ciascun pozzetto.  

Coprire la piastra con pellicola e coperchio nero e incubare per 30 minuti a temperatura ambiente con agitazione a 500 

rpm. 

g) Lavare la piastra due volte usando il lavatore magnetico manuale come descritto in c). 

h) Aggiungere 50 uL di streptavidina-PE a ciascun pozzetto.  

Coprire la piastra con pellicola e coperchio nero e incubare per 30 minuti a temperatura ambiente con agitazione a 500 

rpm. 

i)  Lavare la piastra due volte usando il lavatore magnetico manuale come descritto in c). 

l) Risospendere le biglie aggiungendo 120 uL di tampone di lettura a ciascun pozzetto. 

Coprire la piastra con pellicola e coperchio nero e incubare per 5 minuti a temperatura ambiente con agitazione a 500 

rpm. 

m) Trasferire la piastra nello strumento MAGPIXTM e avviare la lettura con apposito pulsante. 

n) A fine lettura generare il report ed estrapolare il file per l’analisi. 
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