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I. Scopo e applicazione 
 
Le presenti SOP si riferiscono al dosaggio dei biomarcatori classici della malattia di Alzheimer (AD) mediante tecnologia 
Simoa (single molecule array) con strumento SR-XTM Quanterix. Lo strumento SR-X è lo strumento Simoa più diffuso 
tra gli IRCCS degli Istituti Virtuali Neurologici. I biomarcatori classici di AD sono il peptide Aβ1-42, il peptide Aβ1-40, 
la proteina tau totale e la tau fosforilata (in particolare al residuo treonina 181, P-tau181). Aβ1-42 è un marcatore di 
amiloidosi Aβ cerebrale. La misurazione dei livelli di Aβ1-40 consente di determinare la ratio Aβ1-42/Aβ1-40, che ha 
una maggior accuratezza rispetto alla sola Aβ1-42 nell’individuare la patologia Aβ, in quanto normalizza il valore della 
Aβ1-42 “correggendo” variazioni dovute a fattori preanalitici o a differenti livelli di produzione di peptidi Aβ nella 
popolazione. La proteina tau fosforilata è un biomarcatore di patologia tau alzheimeriana. La tau totale, invece, è un 
marcatore di neurodegenerazione meno Alzheimer-specifico rispetto alla tau fosforilata. Tradizionalmente i 4 
biomarcatori vengono misurati sul liquor. Tuttavia, grazie alle tecnologie ultrasensibili quali Simoa, essi possono ora 
essere misurati anche su sangue (soprattutto plasma). La tau totale nell’AD tende ad avere livelli ematici più alti che in 
condizioni normali, ma tra AD e assenza della patologia vi è una ampia area di sovrapposizione dei valori e questo 
marcatore nel sangue non consente una discriminazione della malattia nel singolo individuo. La ratio Aβ1-42/Aβ1-40 
plasmatica ha una buona capacità di discriminare la presenza di amiloidosi Aβ cerebrale ma le differenze rispetto alla 
condizione di assenza di malattia sono meno marcate rispetto a quanto si osserva per il liquor. Il marcatore di AD dotato 
del più elevato valore a livello plasmatico è la tau fosforilata (al residuo 181 ma anche, alternativamente, ai residui 217 o 
231), presentando performance diagnostiche per la malattia di Alzheimer solo di poco inferiori a quelle della sua 
controparte liquorale; la P-tau è inoltre associata sia alla patologia cerebrale Aβ sia alla patologia tau dell’AD. 
 
II. SOP per dosaggio di Aβ1-42 
 
Biomateriali nei quali può essere effettuato il dosaggio: liquor, plasma (EDTA). 
 
1. Preparazione del lavatore di piastre. Se i contenitori del lavatore di piastre contengono buffer o acqua distillata da > 1 
mese, il contenuto va eliminato, i contenitori vanno sciacquati con acqua distillata e riempiti nuovamente con nuovi buffer 
o acqua distillata (a seconda dei contenitori). 
 
2. Accendere il lavatore di piastre e la sua pompa. 
 
3. Passaggio opzionale: test “dispense and aspirate” sul lavatore di piastre. Questo passaggio va fatto se il lavatore è 
inutilizzato da almeno 2 settimane. Il test serve ad escludere disfunzioni nel sistema di aspirazione ed erogazione di liquidi 
del lavatore di piastre, dovute a intasamento dei rispettivi capillari. Utilizzare una piastra dedicata a questo test. Il liquido 
erogato è buffer C (acqua distillata; pertanto va rifornito il relativo contenitore prima di svolgere il test). Ispezionare la 
piastra dopo il passaggio di erogazione e dopo quello di aspirazione per escludere la presenza di pozzetti che 
rispettivamente non si sono riempiti di liquido o nei quali il liquido rimane indebitamente non venendo aspirato. In questi 
casi, disostruire con gli appositi specilli i rispettivi capillari. Ripetere quindi il test per verificare l’avvenuta correzione 
della disfunzione. 
 
4. Effettuare il protocollo “system flush” che serve a sciacquare il sistema di condutture del lavatore con acqua distillata. 
NB: il protocollo deve essere effettuato con il sistema di tubi nell’assetto di riposo, ovvero con tubo A e tubo B connessi 



alle rispettive imboccature del contenitore del risciacquo (e non ai contenitori dei buffer A e B) e tubo C connesso al 
contenitore del buffer C (acqua distillata). Volumi richiesti per il protocollo “system flush”: 
- buffer A: 0 mL 
- buffer B: 0 mL 
- buffer C (acqua distillata): 300 mL 
- acqua distillata nel contenitore di risciacquo: 300 mL 
 
5. Cambiare l’assetto delle connessioni dei tubi dalla posizione di riposo (o del system flush) a quella dei dosaggi, cioè 
connettere il tubo A con il contenitore del buffer A e connettere il tubo B con il contenitore del buffer B; lasciare il tubo 
C connesso con il contenitore del buffer C. 
 
6. Riempire i contenitori dei buffer con i quantitativi di buffer necessari per il saggio. Essendo il saggio a 2 step, i 
quantitativi necessari sono: 
- buffer A: 665 mL 
- buffer B: 350 mL 
- buffer C (acqua distillata): 1330 mL 
 
7. Verificare che il contenitore di scarto abbia sufficiente volume disponibile e che quello supplementare sia vuoto. 
 
8. Portare i reagenti, il concentrato di calibratore e i campioni a temperatura ambiente. I reagenti sono conservati a 2-8°C, 
il concentrato di calibratore è conservato a ≤ -20°C. Il concentrato di calibratore non può essere riutilizzato dopo essere 
stato usato (scongelato) una volta. Tempo richiesto per equilibrare i materiali a temperatura ambiente: 60 minuti per i 
materiali congelati (concentrato di calibratore e campioni), 30 minuti per i materiali refrigerati (reagenti). 
 
9. Inserire la boccetta di RGP nello shaker e avviare la sua incubazione a 25°C a 800 rpm per almeno 60 minuti (va bene 
anche per tutta la durata della preparazione della piastra fino all’avvio della corsa, ma la durata complessiva dello shaking 
non deve superare le 4 ore). NB: la boccetta di RGP non può essere riutilizzata dopo un singolo saggio. 
 
10. Se non già salvato precedentemente nell’analizzatore SR-X, scaricare dal sito internet di Quanterix il protocollo di 
analisi del saggio per Aβ1-42 (Simoa Aβ42 Advantage Kit for SR-X, item 101664). Scaricare il certificato di analisi del 
kit (che è lotto-specifico) inserendo il relativo numero di lotto del kit. 
 
11. Preparare la soluzione madre di calibratore nel modo seguente. Fare riferimento al certificato di analisi (che è lotto-
specifico) per la concentrazione del concentrato di calibratore. Alla luce di questa concentrazione, servendosi del 
calibrator diluent preparare 175 uL di soluzione madre (con concentrazione 1000 pg/mL) seguendo le seguenti formule: 

- volume richiesto di concentrato di calibratore = (1000 pg/mL / concentrazione (pg/mL) del concentrato di 
calibratore fornita dal certificato di analisi) x 175 uL 

- volume richiesto di calibrator diluent = 175 uL – volume richiesto di concentrato di calibratore 
 
12. Preparare i calibratori seguendo le indicazioni contenute nella seguente tabella. 

Livello di 
calibratore 

Concentrazione del calibratore 
(pg/mL) 

Volume di calibrator 
diluent 

Volume di calibratore da 
trasferire 

H 100 900 100 uL da soluzione madre 
G 33,3 600 300 uL da calibratore H 
F 11,1 600 300 uL da calibratore G 
E 3,7 600 300 uL da calibratore F 
D 1,23 600 300 uL da calibratore E 
C 0,412 600 300 uL da calibratore D 
B 0,137 600 300 uL da calibratore C 
A 0 600 0 

 
13. Preparare i 2 controlli seguendo le indicazioni fornite nella seguente tabella. 

Livello di 
controllo 

Valore di Aβ1-42 
(pg/mL) 

Volume di calibrator 
diluent (uL) 

Volume da trasferire 

Analogico 75 370 30 uL da soluzione madre di calibratore 
(1000 pg/mL) 

Digitale 3 384 16 uL da controllo analogico 
 
14. Predisporre una piastra Quanterix da 96 pozzetti. 
 



15. Pipettare i volumi richiesti di calibratori, controlli di qualità e campioni nei pozzetti. I calibratori dovrebbero essere 
utilizzati in triplo; è accettabile anche usarli in doppio. I controlli di qualità e i campioni debbono essere usati in doppio. 
Pipettare i calibratori in quantità di 100 uL per pozzetto (non vanno diluiti). I controlli di qualità e i campioni di plasma 
vanno diluiti 1:4 con il sample diluent (25 uL di controllo/campione e 75 uL di sample diluent). I campioni di liquor 
vanno diluiti 1:10 con il sample diluent (10 uL di campione e 90 uL di sample diluent). In particolare, i controlli e i 
campioni possono essere diluiti in rispettive provette per poi essere dispensati già diluiti nei pozzetti della piastra, oppure 
possono essere dispensati non diluiti nella quantità di 25 uL (10 uL per il liquor) nei rispettivi pozzetti della piastra e poi 
ivi diluiti dispensando in ogni pozzetto 75 uL (90 uL per il liquor) di sample diluent. 
 
16. Aggiunta del detector reagent. Versare il detector reagent in un recipiente allungato per pipetta multicanale. Con una 
pipetta multicanale dispensare 20 uL di detector reagent in ogni pozzetto, toccando il contenuto dei pozzetti e pertanto 
sostituendo i puntali tra una colonna e l’altra. 
 
17. Aggiunta delle capture beads (biglie di cattura). Vortexare le capture beads (nel loro contenitore di plastica) per 
almeno 30 secondi. Lavorando nella direzione opposta rispetto a quella usata nell’aggiunta del detector reagent, versare 
le beads in un recipiente allungato per pipetta multicanale. Con una pipetta multicanale dispensare 25 uL di biglie in ogni 
pozzetto (toccando il contenuto dei pozzetti e pertanto sostituendo i puntali tra una colonna e l’altra). NB: l’intero processo 
di dispensazione delle biglie nei 96 pozzetti della piastra deve essere compiuto in max 120 secondi. 
 
18. Coprire la piastra con il coperchio nero, posizionarla nello shaker, fissarla nello shaker, avviare l’incubazione a 25°C 
con velocità di 800 rpm per 25 minuti. NB: il conteggio dei minuti nello shaker deve partire dal momento del 
raggiungimento della velocità di 800 rpm (vale anche per le prossime incubazioni). 
 
19. Una volta avviata l’incubazione, avviare il protocollo 2-step sul washer. NB: il washer aiuterà nella esecuzione del 
protocollo fornendo suggerimenti sulle azioni da compiere. 
 
20. Una volta conclusa la prima incubazione dello shaker, rimuovere la piastra dallo shaker, posizionare la piastra sul 
magnete del washer, rimuovere il coperchio nero dalla piastra, ed eseguire il primo lavaggio del protocollo 2-step. 
 
21. Dopo l’aspirazione, mantenere la piastra sul magnete del washer. Versare l’SBG in un recipiente allungato per pipette 
multicanale. Con una pipetta multicanale, dispensare 100 uL di SBG in ogni pozzetto della piastra. 
 
22. Coprire la piastra con il coperchio nero, posizionare la piastra nello shaker, fissarla nello shaker, e avviare 
l’incubazione con temperatura 25°C, velocità 800 rpm, durata 10 minuti. 
 
23. Una volta terminata l’incubazione di 10 minuti, posizionare la piastra sul magnete del washer, rimuovere il coperchio 
nero dalla piastra (non tralasciare questo gesto anche nelle occasioni successive, v. sotto), e proseguire il protocollo 2-
step fino alla aggiunta del buffer B. 
 
24. Una volta avvenuta l’aggiunta del buffer B, coprire la piastra con il coperchio nero, posizionare la piastra sullo shaker, 
fissarla allo shaker, ed avviare la risospensione delle biglie nello shaker (25°C, 800 rpm, 1 minuto). 
 
25. Una volta avvenuta risospensione di 1 minuto nello shaker, trasferire nuovamente la piastra sul magnete del washer, 
rimuovere il coperchio nero dalla piastra, e premere “Continue”. Ripetere una volta la risospensione nello shaker seguendo 
le istruzioni del washer. 
 
26. Dopo il completamento di 2 passaggi di risospensione nel buffer B, trasferire nuovamente la piastra al magnete del 
washer, rimuovere il coperchio nero dalla piastra, e premere “Continue” per procedere alla aspirazione finale. 
 
27. Dopo la aspirazione, controllare che nei pozzetti della piastra non siano presenti volumi residui o bolle in vicinanza 
dei pellet. Rimuovere eventuali volumi residui aspirandoli con una pipetta. Se si osservano bolle in vicinanza dei pellet, 
aggiungere manualmente 100 uL di buffer B nel rispettivo pozzetto, lasciare che le biglie formino nuovamente un pellet 
sul magnete, quindi aspirare il liquido con una pipetta. 
 
28. Lasciare la piastra sul magnete del washer e lasciarla asciugare per 10 minuti. 
 
29. Se non già salvato nello strumento SR-X, importare nello strumento il protocollo di analisi del saggio per Aβ1-42 
scaricato dal sito internet di Quanterix. 
 
30. Definire il layout della piastra sullo strumento SR-X. 
 



31. Una volta conclusa l’asciugatura della piastra di 10 minuti, trasferire la piastra e la boccetta di RGP nello strumento 
SR-X ed avviare la corsa. 
 
III. SOP per dosaggio di Aβ1-40 
 
Biomateriali nei quali può essere effettuato il dosaggio: liquor, plasma (EDTA). 
 
1. Preparazione del lavatore di piastre. Se i contenitori del lavatore di piastre contengono buffer o acqua distillata da > 1 
mese, il contenuto va eliminato, i contenitori vanno sciacquati con acqua distillata e riempiti nuovamente con nuovi buffer 
o acqua distillata (a seconda dei contenitori). 
 
2. Accendere il lavatore di piastre e la sua pompa. 
 
3. Passaggio opzionale: test “dispense and aspirate” sul lavatore di piastre. Questo passaggio va fatto se il lavatore è 
inutilizzato da almeno 2 settimane. Il test serve ad escludere disfunzioni nel sistema di aspirazione ed erogazione di liquidi 
del lavatore di piastre, dovute a intasamento dei rispettivi capillari. Utilizzare una piastra dedicata a questo test. Il liquido 
erogato è buffer C (acqua distillata; pertanto va rifornito il relativo contenitore prima di svolgere il test). Ispezionare la 
piastra dopo il passaggio di erogazione e dopo quello di aspirazione per escludere la presenza di pozzetti che 
rispettivamente non si siano riempiti di liquido o nei quali il liquido sia rimasto indebitamente non venendo aspirato. In 
questi casi, disostruire con gli appositi specilli i rispettivi capillari. Ripetere quindi il test per verificare l’avvenuta 
correzione della disfunzione. 
 
4. Effettuare il protocollo “system flush” che serve a sciacquare il sistema di condutture del lavatore con acqua distillata. 
NB: il protocollo deve essere effettuato con il sistema di tubi nell’assetto di riposo ovvero con tubo A e tubo B connessi 
alle rispettive imboccature del contenitore del risciacquo (e non ai contenitori dei buffer A e B) e tubo C connesso al 
contenitore del buffer C (acqua distillata). Volumi richiesti per il protocollo “system flush”: 
- buffer A: 0 mL 
- buffer B: 0 mL 
- buffer C (acqua distillata): 300 mL 
- acqua distillata nel contenitore di risciacquo: 300 mL 
 
5. Cambiare l’assetto delle connessioni dei tubi dalla posizione di riposo (o del “system flush”) a quella dei dosaggi, cioè 
connettere il tubo A con il contenitore del buffer A e connettere il tubo B con il contenitore del buffer B; lasciare il tubo 
C connesso con il contenitore del buffer C. 
 
6. Riempire i contenitori dei buffer con i quantitativi di buffer necessari per il saggio. Essendo il saggio a 2 step, i 
quantitativi necessari sono: 
- buffer A: 665 mL 
- buffer B: 350 mL 
- buffer C (acqua distillata): 1330 mL 
 
7. Verificare che il contenitore di scarto abbia sufficiente volume e che quello supplementare sia vuoto. 
 
8. Portare i reagenti, il concentrato di calibratore e i campioni a temperatura ambiente. I reagenti sono conservati a 2-8°C, 
il concentrato di calibratore è conservato a ≤ -20°C. Il concentrato di calibratore non può essere riutilizzato dopo essere 
stato usato (scongelato) una volta. Tempo richiesto per equilibrare i materiali a temperatura ambiente: 60 minuti per i 
materiali congelati (concentrato di calibratore e campioni), 30 minuti per i materiali refrigerati (reagenti). 
 
9. Inserire la boccetta di RGP nello shaker e avviare la sua incubazione a 25°C a 800 rpm per almeno 60 minuti (va bene 
anche per tutta la durata della preparazione della piastra fino all’avvio della corsa, ma la durata complessiva dello shaking 
non deve superare le 4 ore). NB: la boccetta di RGP non può essere riutilizzata dopo un singolo saggio. 
 
10. Se non già salvato precedentemente nell’analizzatore SR-X, scaricare dal sito internet di Quanterix il protocollo di 
analisi del saggio per Aβ1-40 (Simoa Aβ40 Advantage Kit for SR-X, item 101672). Scaricare il certificato di analisi del 
kit (che è lotto-specifico) inserendo il relativo numero di lotto del kit. 
 
11. Preparare la soluzione madre di calibratore nel modo seguente. Fare riferimento al certificato di analisi (che è lotto-
specifico) per la concentrazione del concentrato di calibratore. Alla luce di questa concentrazione, servendosi del 
calibrator diluent preparare 300 uL di soluzione madre (con concentrazione 1000 pg/mL) seguendo le seguenti formule: 

- volume richiesto di concentrato di calibratore = (1000 pg/mL / concentrazione (pg/mL) del concentrato di 
calibratore fornita dal certificato di analisi) x 300 uL 

- volume richiesto di calibrator diluent = 300 uL – volume richiesto di concentrato di calibratore 



 
12. Preparare i calibratori seguendo le indicazioni contenute nella seguente tabella. 
 

Livello di 
calibratore 

Concentrazione del calibratore 
(pg/mL) 

Volume di calibrator 
diluent 

Volume di calibratore da 
trasferire 

F 200 800 200 uL da soluzione madre 
E 66,7 600 300 uL da calibratore F 
D 22,2 600 300 uL da calibratore E 
C 7,41 600 300 uL da calibratore D 
B 2,47 600 300 uL da calibratore C 
A 0 600 0 

 
13. Preparare i 2 controlli seguendo le indicazioni fornite nella seguente tabella. 
 

Livello di 
controllo 

Valore di Aβ1-40 
(pg/mL) 

Volume di calibrator 
diluent (uL) 

Volume da trasferire 

Analogico 400 120 80 uL da soluzione madre di calibratore 
(1000 pg/mL) 

Digitale 20 190 10 uL da controllo analogico 
 
14. Predisporre una piastra Quanterix da 96 pozzetti. 
 
15. Dispensare i volumi richiesti di calibratori, controlli di qualità e campioni nei pozzetti. I calibratori dovrebbero essere 
utilizzati in triplo; è accettabile anche usarli in doppio. I controlli di qualità e i campioni debbono essere usati in doppio. 
Pipettare i calibratori in quantità di 100 uL per pozzetto (non vanno diluiti). I controlli di qualità e i campioni di plasma 
vanno diluiti 1:4 con il sample diluent (25 uL di controllo/campione e 75 uL di sample diluent). I campioni di liquor 
vanno diluiti 1:40 con il sample diluent (2,5 uL di campione e 97,5 uL di sample diluent). In particolare, i controlli e i 
campioni possono essere diluiti in rispettive provette per poi dispensarli già diluiti nei pozzetti della piastra, oppure 
possono essere dispensati non diluiti nella quantità di 25 uL (2,5 uL per il liquor) nei rispettivi pozzetti della piastra e poi 
ivi diluiti dispensando in ogni pozzetto 75 uL (97,5 uL per il liquor) di sample diluent. 
 
16. Aggiunta delle capture beads (biglie di cattura). Vortexare le capture beads (nel loro contenitore di plastica) per 
almeno 30 secondi. Versare le beads in un recipiente allungato per pipetta multicanale. Con una pipetta multicanale 
dispensare 25 uL di biglie in ogni pozzetto (toccando il contenuto dei pozzetti e pertanto sostituendo i puntali tra una 
colonna e l’altra). NB: l’intero processo di dispensazione delle biglie nei 96 pozzetti della piastra deve essere compiuto 
in max 120 secondi. 
 
17. Versare il detector reagent in un recipiente allungato per pipette multicanale. Usando una pipetta multicanale 
dispensare 20 uL di detector reagent in ogni pozzetto, toccando il contenuto dei pozzetti e pertanto sostituendo i puntali 
tra una colonna e l’altra. 
 
18. Coprire la piastra con il coperchio nero, posizionarla nello shaker, fissarla allo shaker, ed avviare l’incubazione con 
temperatura 25°C, velocità 800 rpm, durata 30 minuti. NB: il conteggio dei minuti nello shaker deve partire dal momento 
del raggiungimento della velocità di 800 rpm (vale anche per le prossime incubazioni). 
 
19. Una volta avviata l’incubazione, avviare il protocollo 2-step sul washer. NB: il washer aiuterà nella esecuzione del 
protocollo fornendo suggerimenti sulle azioni da compiere. 
 
20. Una volta conclusa la prima incubazione dello shaker, rimuovere la piastra dallo shaker, posizionare la piastra sul 
magnete del washer, rimuovere il coperchio nero dalla piastra (non tralasciare questo gesto anche nelle occasioni 
successive, v. sotto), ed eseguire il primo lavaggio del protocollo 2-step. 
 
21. Dopo la aspirazione, mantenere la piastra sul magnete del washer. Versare l’SBG in un recipiente allungato per pipette 
multicanale. Con una pipetta multicanale, dispensare 100 uL di SBG in ogni pozzetto della piastra. 
 
22. Coprire la piastra con il coperchio nero, posizionare la piastra nello shaker, fissarla nello shaker, e avviare 
l’incubazione con temperatura 25°C, velocità 800 rpm, durata 10 minuti. 
 
23. Una volta terminata l’incubazione di 10 minuti, posizionare la piastra sul magnete del washer, rimuovere il coperchio 
nero dalla piastra, e proseguire il protocollo 2-step fino alla aggiunta del buffer B. 
 



24. Una volta avvenuta la aggiunta del buffer B, coprire la piastra con il coperchio nero, posizionare la piastra sullo 
shaker, fissarla allo shaker, ed avviare la risospensione delle biglie nello shaker (25°C, 800 rpm, 1 minuto). 
 
25. Una volta avvenuta risospensione di 1 minuto nello shaker, trasferire nuovamente la piastra al magnete del washer, 
rimuovere il coperchio nero dalla piastra, e premere “Continue”. Ripetere una volta la risospensione nello shaker seguendo 
le istruzioni del washer. 
 
26. Dopo il completamento di 2 passaggi di risospensione nel buffer B, trasferire nuovamente la piastra al magnete del 
washer, rimuovere il coperchio nero dalla piastra, e premere “Continue” per procedere alla aspirazione finale. 
 
27. Dopo la aspirazione, controllare che nei pozzetti della piastra non siano presenti volumi residui o bolle in vicinanza 
dei pellet. Rimuovere eventuali volumi residui aspirandoli con una pipetta. Se si osservano bolle in vicinanza dei pellet, 
aggiungere manualmente 100 uL di buffer B nel rispettivo pozzetto, lasciare che le biglie formino nuovamente un pellet 
sul magnete, quindi aspirare il liquido con una pipetta. 
 
28. Lasciare la piastra sul magnete del washer e lasciarla asciugare per 10 minuti. 
 
29. Se non già salvato nello strumento SR-X, importare nello strumento il protocollo di analisi del saggio per Aβ1-40 
scaricato dal sito internet di Quanterix. 
 
30. Definire il layout della piastra sullo strumento SR-X. 
 
31. Una volta conclusa l’asciugatura della piastra di 10 minuti, trasferire la piastra e la boccetta di RGP nello strumento 
SR-X ed avviare la corsa. 
 
IV. SOP per dosaggio di tau totale 
 
Biomateriali nei quali può essere effettuato il dosaggio: liquor, plasma (EDTA), siero. 
 
1. Preparazione del lavatore di piastre. Se i contenitori del lavatore di piastre contengono buffer o acqua distillata da >1 
mese, il contenuto va eliminato e i contenitori vanno sciacquati con acqua distillata e riempiti nuovamente con nuovi 
buffer o acqua distillata (a seconda dei contenitori). 
 
2. Accendere il lavatore di piastre e la sua pompa. 
 
3. Passaggio opzionale: test “dispense and aspirate” sul lavatore di piastre. Questo passaggio va fatto se il lavatore è 
inutilizzato da almeno 2 settimane. Il test serve ad escludere disfunzioni nel sistema di aspirazione ed erogazione di liquidi 
del lavatore di piastre, dovute a intasamento dei rispettivi capillari. Utilizzare una piastra dedicata a questo test. Il liquido 
erogato è buffer C (acqua distillata; pertanto va rifornito il relativo contenitore prima di svolgere il test). Ispezionare la 
piastra dopo il passaggio di erogazione e dopo quello di aspirazione per escludere la presenza di pozzetti che 
rispettivamente non si riempiano di liquido o nei quali il liquido rimanga indebitamente non venendo aspirato. In questi 
casi, disostruire con gli appositi specilli i rispettivi capillari. Ripetere quindi il test per verificare l’avvenuta correzione 
della disfunzione. 
 
4. Effettuare il protocollo “system flush” che serve a sciacquare il sistema di condutture del lavatore con acqua distillata. 
NB: il protocollo deve essere effettuato con il sistema di tubi nell’assetto di riposo ovvero con tubo A e tubo B connessi 
alle rispettive imboccature del contenitore del risciacquo (e non ai contenitori dei buffer A e B) e tubo C connesso al 
contenitore del buffer C (acqua distillata). Volumi richiesti per il protocollo “system flush”: 
- buffer A: 0 mL 
- buffer B: 0 mL 
- buffer C (acqua distillata): 300 mL 
- acqua distillata nel contenitore di risciacquo: 300 mL 
 
5. Cambiare l’assetto delle connessioni dei tubi dalla posizione di riposo (o del “system flush”) a quella dei dosaggi, cioè 
connettere il tubo A con il contenitore del buffer A e connettere il tubo B con il contenitore del buffer B; lasciare il tubo 
C connesso con il contenitore del buffer C. 
 
6. Riempire i contenitori dei buffer con i quantitativi di buffer necessari per il saggio. Essendo il saggio a 2 step, i 
quantitativi necessari sono: 
- buffer A: 665 mL 
- buffer B: 350 mL 
- buffer C (acqua distillata): 1330 mL 



 
7. Verificare che il contenitore di scarto abbia sufficiente volume disponibile e che quello supplementare sia vuoto. 
 
8. Portare i reagenti, i calibratori, i controlli di qualità e i campioni a temperatura ambiente per 1 ora. I reagenti sono 
conservati a 2-8°C, i calibratori e i controlli di qualità sono conservati a -80°C. I calibratori non possono essere riutilizzati 
dopo essere stati utilizzati (scongelati) una volta. 
 
9. Inserire la boccetta di RGP nello shaker e avviare la sua incubazione a 35°C a 800 rpm per almeno 25 minuti (va bene 
anche per tutta la durata della preparazione della piastra fino all’avvio della corsa, ma la durata complessiva dello shaking 
non deve superare 4 ore). NB: la boccetta di RGP non può essere riutilizzata dopo un singolo saggio. 
 
10. Se non già salvato precedentemente nell’analizzatore SR-X, scaricare dal sito internet di Quanterix il protocollo di 
analisi del saggio per tau totale (Simoa Tau Advantage Kit for SR-X, item no. 101552). Scaricare il certificato di analisi 
(che è lotto-specifico) inserendo il relativo numero di lotto del kit. Il certificato di analisi contiene le concentrazioni dei 
calibratori. 
 
11. Predisporre una piastra Quanterix da 96 pozzetti. 
 
12. Centrifugare i campioni a 10.000 g per 5 minuti per precipitare eventuali residui. 
 
13. Pipettare i volumi richiesti di calibratori, controlli di qualità e campioni nei pozzetti. I calibratori dovrebbero essere 
utilizzati in triplo; è accettabile anche usarli in doppio. I controlli di qualità e i campioni debbono essere usati in doppio. 
Dispensare i calibratori in quantità di 152 uL per pozzetto (non vanno diluiti). I controlli di qualità e i campioni di siero 
o plasma vanno diluiti 1:4 con il sample diluent (38 uL di controllo/campione e 114 uL di sample diluent). I campioni di 
liquor vanno diluiti 1:10. I controlli e i campioni possono essere diluiti in rispettive provette per poi dispensarli già diluiti 
nei pozzetti della piastra, oppure possono essere dispensati non diluiti nei rispettivi pozzetti della piastra e poi ivi diluiti 
dispensando in ogni pozzetto l’appropriato volume di sample diluent. 
 
14. Aggiunta delle capture beads (biglie di cattura). Vortexare le capture beads (nel loro contenitore di plastica) per 30 
secondi. Versare le beads in un recipiente allungato per pipetta multicanale. Con una pipetta multicanale dispensare 25 
uL di biglie in ogni pozzetto (toccando il contenuto dei pozzetti e pertanto sostituendo i puntali tra una colonna e l’altra). 
NB: l’intero processo di dispensazione delle biglie nelle 96 colonne della piastra deve essere compiuto in max 120 
secondi. 
 
15. Aggiunta del detector reagent. Versare il detector reagent in un recipiente allungato per pipetta multicanale. Con una 
pipetta multicanale dispensare 20 uL di detector reagent in ogni pozzetto, toccando il contenuto dei pozzetti e pertanto 
sostituendo i puntali tra una colonna e l’altra. 
 
16. Coprire la piastra con l’apposito coperchio nero, metterla nello shaker fissandola, ed incubarla a 35°C con velocità di 
800 rpm per 20 minuti. NB: il conteggio dei minuti nello shaker deve partire dal momento del raggiungimento della 
velocità di 800 rpm. 
 
17. Una volta avviata la prima incubazione, avviare il protocollo 2-step sul washer. NB: il washer aiuterà nella esecuzione 
del protocollo fornendo suggerimenti sulle azioni da compiere. 
 
18. Una volta completata la prima incubazione (20 minuti), rimuovere la piastra dallo shaker, rimuovere il coperchio nero 
dalla piastra (non tralasciare questo gesto anche nelle occasioni successive, v. sotto), posizionare la piastra nuovamente 
sul magnete del washer e eseguire il primo lavaggio del protocollo 2-step. 
 
19. Preparazione del reagente SBG. Versare in un contenitore (per es. provetta Falcon 15 mL o 50 mL) 10 mL di reagente 
SBG tau e 5 mL di SR-X SBG diluent e mescolare mediante inversione ripetuta (circa 10 volte). 
 
20. Una volta avvenuta l’ultima aspirazione nel washer, mantenere la piastra sul magnete del washer. Versare l’SBG 
diluito in un recipiente allungato per pipette multicanale. Con una pipetta multicanale dispensare 100 uL di SBG diluito 
in ogni pozzetto, mantenendo la piastra sul magnete del washer. 
 
21. Coprire la piastra con il coperchio nero, posizionarla nello shaker, fissarla allo shaker, ed avviare l’incubazione a 
35°C e 800 rpm per 10 minuti. 
 
22. Una volta terminata l’incubazione di 10 minuti, trasferire la piastra sul magnete del washer, rimuovere il coperchio 
nero dalla piastra, e continuare il protocollo 2-step fino all’aggiunta del buffer B. 
 



23. Una volta avvenuta l’aggiunta del buffer B nella piastra, rimuovere la piastra dal washer, coprirla con il coperchio 
nero, posizionarla nello shaker, fissarla allo shaker, ed avviare lo shaker per 1 minuto (35°C, 800 rpm). 
 
24. Una volta terminata l’agitazione nello shaker (1 minuto), trasferire la piastra sul magnete del washer, rimuovere il 
coperchio nero dalla piastra, e premere “Continue”. Ripetere il lavaggio e la risospensione con buffer B una volta 
seguendo le istruzioni del washer. 
 
25. Una volta completati due cicli di lavaggio e risospensione con buffer B, trasferire la piastra sul magnete del washer, 
togliere il coperchio nero dalla piastra, e premere “Continue” sul washer per effettuare l’aspirazione finale. 
 
26. Dopo l’aspirazione finale, controllare che nei pozzetti della piastra non siano presenti volumi residui o bolle in 
vicinanza dei pellet. Rimuovere eventuali volumi residui aspirandoli con una pipetta. Se si osservano bolle in vicinanza 
dei pellet, aggiungere manualmente 100 uL di buffer B nel rispettivo pozzetto, lasciare che le biglie formino nuovamente 
un pellet sul magnete, quindi aspirare il liquido con una pipetta. 
 
27. Lasciare che la piastra si asciughi per 10 minuti sul magnete del washer. 
 
28. Se non già salvato nello strumento SR-X, importare in esso il protocollo di analisi del saggio per tau totale scaricato 
dal sito internet di Quanterix. 
 
29. Definire il layout della piastra sullo strumento SR-X. Per le concentrazioni dei calibratori fare riferimento a quelle 
indicate nel certificato di analisi del lotto scaricato dal sito internet di Quanterix. 
 
30. Trasferire la piastra asciutta e la boccetta di RGP nello strumento SR-X. La corsa nell’SR-X va avviata entro 1 ora 
dall’asciugatura della piastra. Qualora la piastra asciutta necessiti di essere conservata per un tempo più lungo, lasciare la 
piastra coperta con il coperchio nero a temperatura ambiente, quindi ripetere i passaggi di lavaggio e risospensione con 
buffer B e successiva asciugatura prima di avviare la corsa. 
 
V. SOP per dosaggio di P-tau181 
 
Biomateriali nei quali può essere effettuato il dosaggio: liquor, plasma (EDTA), siero. 
 
1. Preparazione del lavatore di piastre. Se i contenitori del lavatore di piastre contengono buffer o acqua distillata da > 1 
mese, il contenuto va eliminato, i contenitori vanno sciacquati con acqua distillata e riempiti nuovamente con nuovi buffer 
o acqua distillata (a seconda dei contenitori). 
 
2. Accendere il lavatore di piastre e la sua pompa. 
 
3. Passaggio opzionale: test “dispense and aspirate” sul lavatore di piastre. Questo passaggio va fatto se il lavatore è 
inutilizzato da almeno 2 settimane. Il test serve ad escludere disfunzioni nel sistema di aspirazione ed erogazione di liquidi 
del lavatore di piastre, dovute a intasamento dei rispettivi capillari. Utilizzare una piastra dedicata a questo test. Il liquido 
erogato è buffer C (acqua distillata; pertanto va rifornito il relativo contenitore prima di svolgere il test). Ispezionare la 
piastra dopo il passaggio di erogazione e dopo quello di aspirazione per escludere la presenza di pozzetti che 
rispettivamente non si riempiano di liquido o nei quali il liquido rimanga indebitamente non venendo aspirato. In questi 
casi, disostruire con gli appositi specilli i rispettivi capillari. Ripetere quindi il test per verificare l’avvenuta correzione 
della disfunzione. 
 
4. Effettuare il protocollo “system flush” che serve a sciacquare il sistema di condutture del lavatore con acqua distillata. 
NB: il protocollo deve essere effettuato con il sistema di tubi nell’assetto di riposo ovvero con tubo A e tubo B connessi 
alle rispettive imboccature del contenitore del risciacquo (e non ai contenitori dei buffer A e B) e tubo C connesso al 
contenitore del buffer C (acqua distillata). Volumi richiesti per il protocollo “system flush”: 
- buffer A: 0 mL 
- buffer B: 0 mL 
- buffer C (acqua distillata): 300 mL 
- acqua distillata nel contenitore di risciacquo: 300 mL 
 
5. Cambiare l’assetto delle connessioni dei tubi dalla posizione di riposo (o del “system flush”) a quella dei dosaggi, cioè 
connettere il tubo A con il contenitore del buffer A e connettere il tubo B con il contenitore del buffer B; lasciare il tubo 
C connesso con il contenitore del buffer C. 
 
6. Riempire i contenitori dei buffer con i quantitativi di buffer necessari per il saggio. Essendo il saggio a 2 step, i 
quantitativi necessari sono: 



- buffer A: 665 mL 
- buffer B: 350 mL 
- buffer C (acqua distillata): 1330 mL 
 
7. Verificare che il contenitore di scarto abbia sufficiente volume disponibile e che quello supplementare sia vuoto. 
 
8. Portare i reagenti, i calibratori, i controlli di qualità e i campioni a temperatura ambiente per 1 ora. I reagenti sono 
conservati a 2-8°C, i calibratori e i controlli di qualità sono conservati a -80°C. I calibratori non possono essere riutilizzati 
dopo essere stati usati (scongelati) una volta. 
 
9. Inserire la boccetta di RGP nello shaker e avviare la sua incubazione a 30°C a 800 rpm per almeno 30 minuti (va bene 
anche per tutta la durata della preparazione della piastra fino all’avvio della corsa, ma la durata complessiva dello shaking 
non deve superare 4 ore). NB: la boccetta di RGP non può essere riutilizzata dopo un singolo saggio. 
 
10. Se non già salvato precedentemente nell’analizzatore SR-X, scaricare dal sito internet di Quanterix il protocollo di 
analisi del saggio per pTau-181 (Simoa pTau-181 Advantage V2 kit for SR-X, item no. 103714) inserendo il relativo 
numero di lotto del kit. Il certificato di analisi contiene le concentrazioni dei calibratori. 
 
11. Predisporre una piastra Quanterix da 96 pozzetti. 
 
12. Centrifugare i campioni a 10.000 g per 5 minuti per precipitare eventuali residui. 
 
13. Dispensare i volumi richiesti di calibratori, controlli di qualità e campioni nei pozzetti. I calibratori dovrebbero essere 
utilizzati in triplo; è accettabile anche usarli in doppio. I controlli di qualità e i campioni debbono essere usati in doppio. 
Dispensare i calibratori in quantità di 100 uL per pozzetto (non vanno diluiti). I controlli di qualità e i campioni di siero 
o plasma vanno diluiti 1:4 con il sample diluent (25 uL di controllo/campione e 75 uL di sample diluent). I campioni di 
liquor vanno diluiti 1:10. I controlli e i campioni possono essere prima diluiti in rispettive provette e poi dispensati nella 
piastra oppure possono essere diluiti direttamente nella piastra. 
 
14. Aggiunta delle capture beads (biglie di cattura). Vortexare le capture beads (nel loro contenitore di plastica) per 30 
secondi. Versare le beads in un recipiente allungato per pipetta multicanale. Con una pipetta multicanale dispensare 25 
uL di biglie in ogni pozzetto (toccando il contenuto dei pozzetti e pertanto sostituendo i puntali tra una colonna e l’altra). 
NB: l’intero processo di dispensazione delle biglie nei 96 pozzetti della piastra deve essere compiuto in max 120 secondi. 
 
15. Aggiunta del detector reagent. Versare il detector reagent in un recipiente allungato per pipetta multicanale. Con una 
pipetta multicanale dispensare 20 uL di detector reagent in ogni pozzetto, toccando il contenuto dei pozzetti e pertanto 
sostituendo i puntali tra una colonna e l’altra. 
 
16. Coprire la piastra con l’apposito coperchio nero, metterla nello shaker fissandola, ed incubarla a 30°C con velocità di 
800 rpm per 20 minuti. NB: il conteggio dei minuti nello shaker deve partire dal momento del raggiungimento della 
velocità di 800 rpm. 
 
17. Una volta avviata la prima incubazione, avviare il protocollo 2-step sul washer. NB: il washer aiuterà nella esecuzione 
del protocollo fornendo suggerimenti sulle azioni da compiere. 
 
18. Una volta completata la prima incubazione (20 minuti), rimuovere la piastra dallo shaker, rimuovere il coperchio nero 
dalla piastra (non tralasciare questo gesto anche nelle occasioni successive, v. sotto), posizionare la piastra nel washer ed 
eseguire il primo lavaggio del protocollo 2-step. 
 
19. Una volta avvenuta l’ultima aspirazione nel washer, mantenere la piastra sul magnete del washer. Versare l’SBG in 
un recipiente allungato per pipette multicanale. Con una pipetta multicanale dispensare 100 uL di SBG in ogni pozzetto, 
mantenendo la piastra sul magnete del washer. 
 
20. Coprire la piastra con il coperchio nero, posizionarla nello shaker, fissarla allo shaker, ed avviare l’incubazione a 
30°C e 800 rpm per 10 minuti. 
 
21. Una volta terminata l’incubazione di 10 minuti, trasferire la piastra sul magnete del washer, rimuovere il coperchio 
nero dalla piastra, e continuare il protocollo 2-step fino all’aggiunta del buffer B. 
 
22. Una volta avvenuta l’aggiunta del buffer B nella piastra, rimuovere la piastra dal washer, coprirla con il coperchio 
nero, posizionarla nello shaker, fissarla allo shaker, ed avviare lo shaker per 1 minuto (30°C, 800 rpm). 
 



23. Una volta terminata l’agitazione nello shaker (1 minuto), trasferire la piastra sul magnete del washer, rimuovere il 
coperchio nero dalla piastra, e premere “Continue”. Ripetere il lavaggio e la risospensione con buffer B una volta 
seguendo le istruzioni del washer. 
 
24. Una volta completati due cicli di lavaggio e risospensione con buffer B, trasferire la piastra sul magnete del washer, 
rimuovere il coperchio nero dalla piastra, e premere “Continue” sul washer per effettuare l’aspirazione finale. 
 
25. Dopo l’aspirazione finale, controllare che nei pozzetti della piastra non siano presenti volumi residui o bolle in 
vicinanza dei pellet. Rimuovere eventuali volumi residui aspirandoli con una pipetta. Se si osservano bolle in vicinanza 
dei pellet, aggiungere manualmente 100 uL di buffer B nel rispettivo pozzetto, lasciare che le biglie formino nuovamente 
un pellet sul magnete, quindi aspirare il liquido con una pipetta. 
 
26. Lasciare che la piastra si asciughi per 10 minuti sul magnete del washer. 
 
27. Se non già salvato nello strumento SR-X, importare in esso il protocollo di analisi del saggio per P-tau181 scaricato 
dal sito internet di Quanterix. 
 
28. Definire il layout della piastra sullo strumento SR-X. Per le concentrazioni dei calibratori fare riferimento a quelle 
indicate nel certificato di analisi del lotto scaricato dal sito internet di Quanterix. 
 
29. Trasferire la piastra asciutta e la boccetta di RGP nello strumento SR-X. La corsa nell’SR-X va avviata entro 1 ora 
dall’asciugatura della piastra. Qualora la piastra asciutta necessiti di essere conservata per un tempo più lungo, lasciare la 
piastra coperta con il coperchio nero a temperatura ambiente, quindi ripetere i passaggi di lavaggio e risospensione con 
buffer B e successiva asciugatura prima di avviare la corsa. 
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