
инструкциrI по примЕнЕнию
НАБОРА РЕАГЕНТОВ ДJUI ВЬIЯВЛЕНИЯ ДНТИТЕЛ К ВИРУСУ

ИММУНОДЕФИЦИТА ЧЕЛОВЕКА ПЕРВОГО И ВТОРОГО ТИПОВ И ДНТИГЕНД Р24 ВИЧ-1
В СЫВОРОТКЕ ИЛИ ПЛАЗМЕ крови чЕловЕкА мЕтодом иммуноФЕрмЕнтноюдiыцI4зд

(ИФА-НIV 1,2 АGАТ)

1 Назначение набора
1.1 Набор предназначен для одновременного выявления антител к

типов (ВИЧ-1 и ВИЧ-2) и антигена р24 ВИЧ-| в сыворотке и плазме
фазного иммуноферментного анaшиза.

вирусу иммунодефицита человека первого и второго
крови человека "in vitro" методом непрямого твердо-

2 Харакгеристика и принцип работы набора
2.1 Состав

наименование компонента количество
2 планшета

Положительный контрольный образЙlТ КТТ) 1 флакон,3 мл
3 флакона, лиофилизован-
ный препарат

\J,lрица,l,ельныи контрольный оOразец (l"(a) 2 флакона по 3 мл
rаствор конъюгата л9l (PK-l) 1 флакон, 12 мл

( ) 1 флакон, 1 мл
2 флакона по 18 мл

гaUlBUIJ кOн,ьюгата J\9 l (l.K-Z) 2 флакона по 18 мл
2 флакона по 18 мл

1чlг) 1 флакон, 1 мл
гdU l БUр XpUMUl ена (rл/

1опцеп,рu, ф
uтоп-реагент

2 флакона по 18 мл
2 флакона по 50 мл
1 флакон, 12 мл
1 комплект
6 штук

антигенов вич-1 (ера1) иВИЧ,2 (срЗ6) и моноклонаJIьных антител к антигену р24 ВИЧ-1.
раствор коныогата .lt{b1 представляет собой смесь меченых биотином монокJIонilльнь]х человеческих анти'.ел против ан-тигена р24 ВИЧ-1 и меченых биотином рекомбинантных белков вич-l иВИЧ-2.
Конъюгат Л!2 представляет собой стрептавидин, конъIогированный с rrероксидазой хрена.
Положительный контрольный образец АТ - сывороr*u npo"" человека, содержащая антитела к ВИЧ-1 и ВИЧ-2, не со-держащая антитела к вирусу гепатита С и Тrеропеmа pallidum, антиген р24 Вич-I И Нвs-антиген, инактивированная прогре-ванием в течение 3 ч при температуре 5б ОС.

Положительный контрольный образец АГ - сыворотка крови человека содержащая нативный антиген р24 ВИЧ-1, rleСОДеРЖаЩаЯ аНТИТеЛа К ВИЧ-1, ВИЧ-2, ВИРУСУ ГеПаТИТа С И ТrеРОПеmа pallidum ' ЙВr-uпrr.ен, инактивированная прогрева_нием в течение 3 ч лри температуре 56 .С.
Отрицательный контрольный образец - сыворотка крови человека, не содерх(ащая антитела к ВИЧ-1, ВИЧ-2,ВГС, ан-тиген р24 вич-1 и НВs-антиген, инактивированная прогреванием в течение З ч при температуре 56 ОС.
Принцип работы lrабора. При внесении в лунки планшета раствора конъюгата М1 и образцов сывороток инфицирован-ной крови а[Iтиген р24 связывается как со специфическими uпrйr"пur" на твердой фазе, так и с моноклональными биотини-лированными анти-р24 антителами, входящими в состав раствора конъюгата :юl; Вйч-"пецифические антитела связываtотсякак с рекомбинантными антигенами вич-1 и Вич-2, сорбироьанными на твердой фазе, так и с антигенами, входящими всостаВ раствора конъюгата JtlЪ1, образуЯ комплексы антиген-антитело. Иммуннirе пойпп"п"", анти-р24 специ(lических анти_тел и антигенар24 выяв,пяютсЯ конъюгатоМ ЛЪ2. После отмываниЯ несвязавшиХся компонентов в лунки планшета добавляютраствор субстрата пероксид€}зы (лерекись водорода) и хромогена ТМБ.
ПероксидазНую реакциЮ останавливаюr, дЬбаuп"" aron-p.u..HT (0,9 М раствор серной кислоты), и интенсивность окра-шивания раствора в лунках измеряют на спектрофотометре как величину оптиlIеской плотности (ОП) при длине вольI450rм.
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Величина ОП прямо пропорционаJIьна концентрации сrrецифических антител и/или антиrена р24 в образце сыворотки
или плазмы. Чем выше содержание антител ltlили антигенар24 в образце сыворотки, тем выше интенсивность окрашивания.

2,3 НабоР рассчитаН на проведение на проведение24 постаIlовок ИФА: 1 llостановка - l стрип (8 лунок). Всего -l92 определений, включая контрольные образцы.

3 Меры предосторожности при работе с набором
3,1 Все компоненты набора в используемых концентрациях являются нетоксичными. Однако работа со всеми исследуе-

мыми образцами сыворотки (плазмы) крови человека, которые следует рассматривать как потенциtlльно инфициро"u""i,",
способные сохранять и передаватЬ ВИЧ, вирус гепатита В или любоЙ другой 

"оrбул"raпо 
вирусной инфекции, с отработан-

ными раствОрами И жидкостямИ, различныМ оборудованием, которое можеТ быть загрязнено в процессе анализа, требует
определенных мер безопасности при использовании набора:

- работу необходимо проводить в специ€lльно оборудованном помещении;
- работать необходимо с применением средств индивидуrlJIьноЙ защиты и с соблюдением мер предосторожности в соот-

ветствии с требованиями [1], [2], и [3].
3.2 Стоп-реагент, содержащий серную кислоту, обладаетраздражающим действием. При попадании на кожу и слизистые

немедленно промыть большим количеством воды.
3.3 При работе с набором рабочие места должны быть обеспечены приточно-вытяжной вентиляцией,
3,4 Все лица, работа_ющие в лаборатории с наборами, должны проходить обязательный медицинский осмотр в соответ-

ствии с требованиями [4].
3.5 Утилизация медициНских отходов и/или неиспользованных наборов с истекшим сроком годности должна произво_

диться в соответствии с требованиями [5].

4 Правила работы с набором
4,1 [ля исключения ложных результатов исследуемые образцы необходимо готовить и хранить в условиях, предотвра-

щающих бактериальный пророст. Необходимо осветлять образцы сывороток, содержащие агрегированные компоненты сы-вороткИ или осадок, при помощИ центрифугирования в течение (5-10) мин при скорости вращения 3000 обlмин. Образцы
сывороток можно хранить при температуре (2-8) ос не более 5 сут. Замороженные образцы (желательно до температуры не
менее минус 20 "с) можно хранить не более 1 года. Необходимо избегать повторных ц"ппоu замора}кивания-оттаивания об-
разцов,

необходимо помнить, что образцы с гемолизом, гиперлипидемией, бактериальным rrроростом, а также длительно хра-нившиеся без замораrкивания не пригодны дJIя анLлиза.
надежность результатов зависит от выполнения следующих правил:
- не допускается исIIользование набора после окончания срока годности, а также смешивание компонентов наборов раз-ных серий;
_ для приготовления каждого реагента должна использоваться отдельная емкость;
- всю используемуо для приготовления реагентов посуду не обрабатывать дезрастворами и моющими средствами. В слу-чае необходимости промыть Водой питьевой проточной, а зiтем пять раз ополоснуть дистиллированной водой;- для работы с хромогеном ТМБ и РХ необходимо использовать отдельные емкости для растворов, наконечники для пи-петок, посуду.
- необходимо обратить внимание на тщательное перемешивание реагентов;- время между заполнением и опорожнением лунок планшета растворами и реагентами должно быть не менее з0 с. Недопускается подсыхание лунок на всех этапах постановки ИФА;
- при использовании промывателя следить за состоянием емкости для раствора для промывания планшета и соединитель-ных цлангов: в них не должно быть признаков бактериального или грибкового роста;- необходимо использовать пипетки автоматические со сменными наконечниками, аттестованные по значению среднейдозы и сходимости результатов пипетирования (погрешность не болееЗ Yо);
- дозаторы и рабочие поверхности обрабатывать раствором с объемной долей спирта этилового 7о yо. Не использоватьхлорамин и другие хлорсодержащие вещества;
- для работы с исследуемыми И контрольными образцами рекомендуется использовать одноразовые наконечники для пи-петок, Каждый образеu сыворотки, а также реагенты набора ньобходимо отбирать отдельным наконечником.- при внесении в лунки Рк-1 нельзя касаться наконечником пипетки поверхности планшета и раствора, находящегося влунках.
- во время проведения ан€UIиза следует избегать попадания прямых солнечных лучей на рабочую поверхность.4,2 При вскрытии и растворении лиофилизованных компонентов необходимо 

"пaд"r", 
.tтобы на крышке и стенках фла-конов не оставалось сухого вещества.

5 Оборулование и материалы, необходлtмыедля проведения анализа
5,1 Спектрофотометр вертикального сканирования, позволяющий проводить измерения оптической плотности растворовв лунках планшета при длине волны 450 нм;
- полу- или автоматическое устройство для промывания планшетов (вошер);
- суховоздуШный термосТат типа тс-80 М2, поддерЖивающий температурУ (37tl) oCn илИ аналогичный ему по характе-

ристикам;
- ПИПеТКИ ОДНОКаНtUIЬНЫе аВТОМаТИЧеСКИе со сменными наконечниками, позволяющие отбирать объемы жидкостиот 0,01 до 5,0 мл;
- пиtIеткИ 8-ми каналl,Ные автоматИческие со сменнымИ наконечниками, позволяЮцие отбираТь объемЫ lлсадко",идоOJмл;- мерный цилиндр вместимостью 2000 мл;
- колба лабораторная вместимостью 2000 мл;
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- флаконы стеклянные вместимостью 20 мл;
- ванночки для реагентов или чашки Петри (диаметр 100 мм);
- вата медицинская гигроскопиLIеская;
- бумага фильтровальная;
_ перчатки резиновые хирургические;
- раствор с объемной долей этилового спирта 70 О%;

- раствор с массовой долеЙ перекиси водорода б О/о;

- вода деионизированная или дистиллированная;
- контейнер для сбора твердых отходов;
- контейнер для слива жидких отходов.

б Подготовка к проведению анализа
б,1 Набор реагентов перед проведением анализа извлечь из холодильника, открыть крьlшку коробки и вылеря(ать компо-

ненты набора при температуре (18-25) ОС в течение 30 мин.
все образцы сывороток (плазмы) и реагенты перед проведением анrlлиза тщательно перемешать.
расход реагентов набора для постановки ан€шиза, который определяется количеством используемых стрипов, приведен втаблице 1,

б.2 Приготовление раствора для промывания планшета
Внuмонuе! Раствор для промывания планшета готовить за 15 мин до нач€iJIа проведения анализа!
Если флакон с ФСБ-Тх25 содержит осадок, его необходимо прогреть перед использованием при температуре (з7t1) "сдо полного растворения осадка. В мерный цилиндр вместимостью 2000 мл внести содержимое флакона " 

бcb-T"zs, затем
добавить дистиллированной воды до метки l250 мл и акк}ратно перемешать раствор. Раствор можно хранить при темпера-
туре (2-8) ОС в течение 72 ч.

В случае ис[ользования одного или несколько стрипов содержимое флакона с ФСБ-Тх25 интенсивно встряхнуть в тече-ние (20-З0) с, отобратЬ необходимЫй объеМ раствора (таблица А.1) в мерный стакан или цилиндр, добавить необходимоеколичество дистиллированной воды и перемешать раствор. Неиспользованный ФСБ-Тх25 можно *pu"rr" в закрытом фла-коне при температ}ре (2-8) .С в течение срока годности набора.
б.3 Подготовка иммуносорбента
Иммуносорбент готов к использованию.
ОткрытЬ лакет И установитЬ на рамкУ необходимОе количество стрицов. оставшиеся стрипы хранить в пJlотно закрытомпакете с влагопоглотителем при температуре (2-8) оС в течение З месяцев.
6.4 Подготовка К*АТ, к-, PK-l, рр-к2, БРС и стоп-реагента
к*Ат, к-, рк-1, рр-к2, БРС и стоп-реагент готовы к использованию.
BttuMttHue! Во флаконе с РК-1 возможно выпадение осадка. Для проведения анаJIиза необходимо использовать надоса-дочную жидкость.
НеиспользоВанные PK-l, рр-к2, БРС И стоп-реагент после вскрытия флаконов можно хранить в закрытых флаконах притемперат}?е (2-8) "С в течение срока годности набора.
остаток K*AT и К- после вскрытия флакона можно хранить в закрытых флаконах при температуре (2-8) оС в течениесрока годности набора.
6.5 Приготовление раствора К*АГ
Bttulttaпue! Раствор К*АГ готовить за l5 мин до начаJIа проведения анализа!
Щля восстаНовлениЯ лиофилизиРованногО К*АГ перел 

""*ро,r""' флакона легкиМ постукиванием стряхнуть частицы,прилипшие к стенкам флакона или пробки. Открыть флакон и положить-пробку перевернутой на сухую nouap"no.ru. Внестиво флакон 0,8 мл дистиJIлированной воды. Флакон.uпрrrr, пробкой, 
""rд.р*uri ",Ъчaп"" 

10 мин при температуре (18-25) .С
и аккуратно наклоняя и,вращая флакон, перемешать его содержимое до полного растворения, избегЬя образования пены.Восстановленный К*АГ можt{о хранить в закрытом флаконе при температуре (2-8) оС в течение одпЬ.о месяца, при тем-
::ЧТУР' МИНУС 20 ОС * В ТеЧеНИе ШеСТИ МеСЯЦеВ. ,ЩОпУскается однократное заморая(ивание-оттаивание восстановленногок,Аг.

б.б Приготовление раствора Кг-2 в рабочем разведеницИз флакона с Кг-2 отобрать указанный в таблице А.1 объем и перенести во флакон с РР-К2. Содержимое флакона тща-тельно перемешать, не допуская образования пены.
в случае использования одного или несколько стрипов в чистый флакон отобрать необходимое количество Рр-к2, доба-вить Кг-2 в соответствии с таблицей А.1 и перемешать раствор, не допуская образования пены,
Вttuлtttнuе! РаствоР Кг-2 В рабочеМ рiвведениИ готовяТ непосредстВенно переД использованием! Раствор Кг-2 в рабочемразведении моя(но хранить в течение l5 мин при температуре (18-25) оС. Использовать только новую ванночку для реаген-тов и новые наконечники!
остаток Кг-2 можно хранить в закрытом флаконе при температуре (2-8) оС в течение срока годности набора.б.7 Приготовление рабочего раствора фбсrраrа'
Если флакон с хромогенОм ТМБ содержит кристrlллы, его необходимо прогреть перед использованием лри температуре(37tl) ОС до полного растворения кристаллов.
Из флакона с хромогеном ТМБ отобрать указанный в таблице д.1 объем и перенести во флакон с БРС. Содержимое фла-кона тщательно перемешать, не допуская образования пены.
В случае использоваНия одногО или несколЬко стрипоВ в чистыЙ флакон отобрать необходимое количество БРС, добавитьхромогена ТмБ в соответствии с таблицей А.1 и перёмешать раствор, не допуская образования пены.внuмапuе! Рабочий раствор субстрата готовят непосредственно перед использованием в защищенном от света MecTeIРаствор можно хранить в течение 20 мЙн при температуре (18-25) ОС в защищенном от света месте.
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Раствор необходимо предохранять от попадания света и
нием раствор субстрата должен быть бесцветным. Посуду,
страта, отмь]вать без применения синтетических моющих
новые наконечники!

I контакта с металлами иJIи ионами мет€UIлов. Перед использова-
которая будет в ходе реакции контактировать с раствором суб-
средств. Использовать только новую ванночку для реагентов и

остаток хромогена ТМБ можно хранить в закрытом флаконе при температуре (2-8) оС в течение срока годности набора.

7 Требования к промыванию планшета
7.1 Щля промываниr1 планшета рекомендуется использовать автоматический или полуавтоматический промыватель - во-

шер; в случае отсутствия вошера можно промывать лунки 8-канальной пипеткой;
- на всех этапах промывания необходимо контролировать заполнение всех лунок и полное удаление (аспирачию) жидко-

сти из них;
- необходимо при каждОм промывании все лунки заlrолнить раствором до краев (0,з0-0,35 мл в лунку), без переполнения

и перетекания жидкости из соседних лунок;
- необходимо выдерживать лунки, заполценными раствором для промывания планшета, в течение 30 с;
- при каждой аспирации тщательно Удалять остатки жидкости из лунок постукиванием рамкой со стрипами в переверну-

том положении по сложенной в несколько раз фильтровальной бумаге, положенной на лист полиэтилена;
- некачественное промывание планшета приводит к получению некорректных результатов.
8 Проведение ацализа
8.1 В любые две лунки планшета внести по 0,1 мл (100 мкл) к*Ат, в две другие лунки- по 0,1 мл (l00 мкл) К*ДГ, в три

другие лунки - по 0,1 мл (l00 мкл) К-.
Вtt,uлtоtше! При постанОвке ИФА на одноМ стрипе допускаетсЯ использоваТь для К - две лунки, для К*ДТ - одну лунку,

для К*АГ - одну лунку.
В остальные лунки планшета внести по 0r1 мл (100 мкл) исследуемых образцов сыворотки (плазмы) крови человека.
в ttuмсш uе ! Ках<дый образец необходимо отбирать одноразовым наконечником!
8,2 Во все лунки планшета поверх контрольных образцов и исследуемых образцов сыворотки (плазмы) крови сразу вне-

сти по 0,05 мл (50 мкл) РК-1. Содержимое лунок перемешать осторожным постукиванием по краям планшета.
8.3 Планшет заклеить пленкой или закрыть крышкой и инкубировать в термостате Irри температуре (з7t1) ос в течение

60 мин.
Bttuлtottue! За (1-2) мин до окончания инкубации приготовить раствор Кг-2 в рабочем разведении (п 6.6).8,4 Удалить содержимое лунок с помощью промывателя, затем промыть лунки планшета раствором для промываIlия

планшета (п 6.2) семь раз.
8.5 Внести во все лунки планшета по 0r15 мл (150 мкл) раствора Кг-2 в рабочем разведении (п 6.6).
8,6 Планшет заклеить пленкой или закрыть крышкой и инкубировать в термостате при температуре (з7t1) ос в течение

30 мин.
8,7 Удалить содержимое лунок планшета с помощью промь]вателя, затем промыть лунки планшетов раствором для про-мывания планшета (п 6.2) семь раз.
8.8 Во все лунки Ilланшета внести по 0,15 мл (150 мкл) рабочего раствора субстрата (п 6.7).
8,9 Планшет заклеить пленкой или закрыть крышкой и инкубировать в-термостате при температ}ре (з7t1) ОС в защи-

щенном от света месте в течение 25 мин.
Внuманuе! По окончании инкубации в лунках с образцами сывороток, содер}кащими антитела к ВИЧ-1 и/или ВИЧ-2,иlили антиген р24 вич-1, произойдет изменение окраски раствора от бесцветной до голубой различной интенсивности взависимости от концентрации антители/илц антигена в исследуемом образце сыворотки.
8,10 остановить пероксидазную реакцию путем внесения во все лунки по 0,05 мл (50 мкл) стоп-реагента.
BttuMaHue! В лунках с образцами сывороток, содержащими антитела к ВИЧ- 1 иlили ВИЧ-2, 

"I"n" 
антиген р24 вич-1 ,произойдет и3менение окраски раствора с голубой на желтую различной интецсивности.

8.I1 Непозжечемчерез(1-2)минпослеостановкиреакцииопределитьОПвлункахводноволновомрежимепридлине
волны 450 нм.

9 Обработка результатов анализа
9,1 Рассчитать среднее значение ОП для лунок с К- * ОПср К-, ОЕ; для лунок с к*дТ - ОПср к*дт, оЕ; для лунок сК-АГ - опср к*Аг, оЕ.
9.2 Результаты ).читывать только в том сJlучае если:
- значение ОПср К- не превышает 0,2 ОЕ;
- КаЖДОе ОТДеЛЬНОе ЗНаIlеНИе ОП К* Не ДОЛЖНО ОТКЛоняться от ОПср К- более чем на ЗОyо, Если одно из трех значенийоп к- выходит за этоТ предел, его следует исключить из расчета ОПср К*. Если два из трех значений оп к- выходят за этотпредел, анализ следует повторить на реагентах нового набора;
- значение ОПср К*АТ более 1,0 ОЕ;
- значение ОПср К*АГ более 1,0 ОЕ.
9,3 При соблюдении выше перечисленных условий вычислить критическое значение (ОПкрит.), ОЕ, по формуле (1):

ОПкрит.: ОПср К-+ 0,1б (1)
Результат теста считать положительным при анализе на данном наборе реагентов, если значение ОП исследуемого об-

разца сыворотки (плазмы) крови человека равно или больше значения Опкрит.
Результат теста считать отрицательным при ан€}лизе на данном наборе реагентов, если значение оП исследуемого об-

разца сыворотки (плазмы) крови человека меньше значения ОПкрит.
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10 Условия хранения и применения набора
l0.1 Хранение набора должно производиться в чистом, защищенном от влаги и света помещении при температуре (2-8).С

в течение всего срока годности. Запрещается замораживать компоненты набора.
10.2 fuя получения надежных результатов необходимо строгое соблюдение инструкции по применению набора,
10.3 Срок годности набора- 12 месяцев.

- Расход реагентов постановки ИФА
объем

реагента, мл

Количество используемых стрипов, шт.

1 2 з 4 5 6 7 8 9 10 11 12

пpuzоmовлеHue расmвора dля промbtBанuо -оп*ъn o

ФСБ-Тх25 4 8 l2 1б 20 24 28 32 36 40 44 50

.Щистиллированная
вода

до
100

до
200

до
300

до
400

до
500

до
600

до
700

до
800

до
900

до
1000

до
1 100

до
1250

Прuzоmовленuе расmвора Ке-2 в рабочем розвrйпuч
рр-к2 1,3 2r7 4,0 5о3 6,6 8о0 9,3 I0,6 12,0 13,3 |4,6 1б,0
Кг-2 0,033 0,068 0,100 0,133 0,165 0,200 0,230 0,270 0,300 0,330 0,370 0,400

II рuz о m овле Hue раб оч е е о ра с mв ор а субс mраmа

Брс 1,3 ,1 4,0 5,3 6,6 8,0 9,3 10,6 12,0 13,3 l4,6 1б,0
Хромоген ТМБ 0,033 0,0б8 0,100 0,133 0,1б5 0,200 0,230 0,270 0,300 0,330 0,370 0,400
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