
ИНСТРУКЦИЯ ПО ПРИМЕНЕНИЮ НАБОРА РЕАГЕНТОВ
ДJUI ВЬUIВЛЕНИJI СУММАРНЫХ АНТИТЕЛ КJIАССОВ А, G и М

К ВОЗБУДИТЕЛЮ СИФИЛИСА KTREPONEMA PALLIDUM)
В СЫВОРОТКЕ ИЛИ ПЛАЗМЕ КРОВИ ЧЕЛОВЕКА
МЕТОДОМ ИММУНОФЕРМЕНТНОГО АНАЛИЗА

<ИФА-Сиф-суммарный>>
Комплект 3

1 Назначение набора
1.1 Набор предназначен для одновременцого выявления антител классов А, G и М к Тrеропеmа pallidum в сыворотке или

плазме крови человека "in vitro" методом твердофазного иммуноферментного (сэндвич))-анализа.

2 Характеристика и принцип работы набора

Ержмю

общвство
с оfранич8нн

2.1 Состав
наименование компонента количество

Иммуносорбент 2 шт.
положительный контрольный образец (к*) 1 флакон.2 мл
отрицательный контрольный образец (к-) 2 флакона по 3 мл
Коrьюгат (Кг) 1 флакон.0,75 мл
Раствор для разведениJI конъюгата (РР-К) l или2 флакона по б мл
Раствор хромогена (РХ) 2 флакона по 13 мл
25-кратныЙ концентрат фосфатно-солевого буферного раствOра с твином (ФСБ-Тх25) 2 флакона по 28 мл
Стоп-реагент 1 флакон. 12 мл
Комплект ванночки для реагентов с наконечниками для многоканальных пипеток (ванночка

- 1 шт., наконечники - 8 шт.)
l шт,

клейкая пленка 4 rцт.

2.2 Основные компоненты набора кИФА-Сиф-суммарный> - иммуносорбент и конъюгат.
Иммунооорбент представляет собой полистиропьный гщаншет, в лунках которого сорбирована смесь рекомбинантrшх

антигенов р17 и tmpA, являющихся анilIогами белков Тrеропоmа pallidum.
Конъюгат представляет собой омесь рекомбинантных белков р17 и tmpA Тrеропеmа pallidum, конъюгированных с перок-

сидщой хрена.
ПОложительный контрольный образец - сыворотка крови человека, содержащая антитела к Тrеропеmа pallidum, не со-

ДеРЖаЩаяантителакВИЧ-lиВИЧ-2,вирусугепатитаСиНВs-антиген,инактивированнаяпрогреваниемвтечение3чпри
температуре 5б ОС.

ОтРицательвыЙ контрольrшй образец - сыворотка крови человека, не содержаIцая антитела к Treponema pallidum, ВИЧ-1,
ВИtI-2, ВГС и НВs-антиген, инактивIФованIIЕш прогреванием в течение 3 ч при температуре 56 ОС.

При внесении в лунки Iшаншета образчов сывороток инфицированной крови и раствора Кг в рабочем разведении специ-
фИЧrше к Тrеропеmа pallidum антитела связываются как с рекомбинантными антигенами, сорбированшlми на твердой фазе,
так и с антигенами, входящими в состав коIьюгата, образуя комIшексы аIпиген-антитело. Пооле отмывания несвязавшLD(ся
коМпонентов в лунки планшета добавллот раствор субстрата пероксидазы (перекись водорода) и хромогена ТМБ.

Пероксидазнуlо реакцию останавливЕtют, добавляя стоп-реагент (0,9 М раствор серной кислоты), и интенсивность окра-
шивания раствора в лунках измеряют на спектрофотометре как велиtIину оптической IIJIотности (ОП) при дlине mlшы450rпп

Величина ОП прямо пропорционаJIьна концентрации специфических антитеп в образце сыворотки или ппtr}мы крови че-
ловека. Чем выше содержание антител в образце сыворотки, тем выIце интенсивность окрашиваниrL

2.3 Набор рассчитан на проведение 24 постановок ИФА: 1 постановка - 1 стрип (8 лунок). Всего - 192 определений,
вкдючм контрольные образцы,

3 Меры предосторожности при работе с набором
3.1 Все компоненты набора в используемых концентрацLuIх явJuIются нетоксичными. Однако работа со всеми исследуе-

Мыми Обрщцами сывороток (гшазмы), которые следует рассматривать как потенциально инфицированные, способные со-
xparulTb и передавать ВИrI, вирус гепатита В или rпобой другоЙ возбудитель вирусной инфекции, с отработанными раство_
Рами и Жидкостями, рtr}личным оборудованием, которое может быть загрязнено в процессе анaшиза, требует определенных
мер безопасности при использовании набора:

- работу необходимо проводить в специчшьно оборудованном помощении;
- РабОтать необходшло с применением средств иIцивидуаJIьной защиты и с собшодением мер предосторожности в соот-

ветствии с требованиями [l], [2];
- В СЛ)Лае ПРОлиВа сыВоротки крови IIа рабочие поверхности, необходr,пчrо цроводить дезинфекцl.по в соответствии с тре-

бованиями [3].
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3.2 СтОп-Реагент, содержащий серную кислоту, обладает раздражающим 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, занятые при производстве наборов, должны проходить обязательный медицинский осмотр в соответствии с

требованиями [4].
3.5 Утилизация медицинских отходов иlили неиспользованных наборов с истекшим сроком годности должна произво-

диться в соответствии с требованиями [5].

4 Правила работы с набором
4.1 /fля 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 15 мин при скорости вращения 3000 обlмин. Образцы сыво-
РОТОК МОЖНО ХРаНИТЬ ПРи ТеМПературе (2-8) "С до 48 ч. Замороженные образцы (желательно до температуры не менее минус
20 'С) МоЖн0 хранить д0 3 месяцев. Необходим0 избегать повтOрных циклов замOраживания-оттаивания образцов.

НеОбХОДИМО ПОМниТь, что образцы с гемолизом, гиперлипидемией, бактериальным проростом, содержащими азид
натрия, а Также Длительно хранившиеся без замораживания не пригодны для аншIиза.

надежность результатов зависит от выполнения следующих правил:
- не Допускается использование набора после окончания срока годности, а также смешивание компонентов наборов раз-

ных серий;
- для приготовления каждого реагента должна использоваться отдельная емкость;
- ВСЮ ИСПОЛЬЗУеМУю Для приготовления реагентов посуду не обрабатывать дезрастворами и моющими средствами. В слу-

Чае необходимости промыть водоЙ питьевоЙ проточноЙ, а затем пять раз ополоснуть дистиллированной водой;
- ДЛЯ РабОты с РХ необходимо использовать отдельные емкости для растворов и наконечники для пипеток;
- необходимо обратить внимание на тщательное перемешивание реагентов;
- ВРеМя межДУ 3аполнением и опорожнением лунок планшета растворами и реагентами должно быть не менее 30 с. Не

допускается подсыхание лунок на всех этапах постановки ИФА;
- При использовании промывателя следить за состоянием емкости для раствора для промывания IIланшета и соединитель-

НЫХ ШЛаНГОВ: В НИх не ДоЛжно быть признаков бактериального или грибкового роста;
- НеОбХОДИМО иСtIОЛЬЗоВать пипетки автоматические со сменными наконечниками, аттестованные по значению средней

дозы и сходимости результатов пипетирования (погрешность не более 3 %);
- ДОЗаТоры и рабочие поверхности обрабатывать раствором с объемноЙ долеЙ спирта этилового '70 %. Не использовать

хлорамин и другие хлорсодержащие вещества;
- для работы с исследуемыми сыворотками и контрольными образцами рекомендуется использовать одноразовые нако-

нечники для пипеток. Каждый образец сыворотки, а также реагенты набора необходимо отбирать отдельным наконечник0\4;
- при внесении в лунки раствора Кг в рабочем разведении нельзя касаться наконечЕиком пипетки поверхности планшета

и раствора, находящегося в лунках;
- во время проведения анаJ]иза следует избегать [опадания прямых солнечных лучей на рабочую поверхность.

5 Оборуловацие и материалы, необходимыедля проведения анализа
5.1 Спектрофотометр вертик€tльного сканирования, позволяющий проводить измерения оптической плотности растворов

в лунках планшета при длине волны 450 нм;
- полу_ или автоматическое устройство для промывания планшетов (вошер);
- СУХОВОЗДУШНЫЙ термостат типа ТС-80 М2, поддерживающиЙ температ}?у (37t1) ОС, или аналогичный ему по характе-

ристикам;
_ пилетки одноканальные автоматические со сменными наконечниками, позволяющие отбирать объемы жидкости от 0,02

до 5,0 мл;
- ПИПеТКИ 8-ми канальные автоматические со сменными наконечниками, позволяющие отбирать объемы жидкости

до 0,5 мл;
- мерный цилиндр вместимостью l000 мл;
- колбалабораторная вместимостью 1000 мл;
- флаконы стеклянные вместимостью 20 мл;
- ванночки для реагентов или чашки Петри (л,иаметр 100 мм);
- вата медицинская гигроскопическая;
- бумага фильтровальная;
- перчатки резиновые хирургические;
- раствор с объемной долей спирта этилового 70 О/о;

- раствор с массовой долей перекиси водорода б О%;

- вода деионизированная или дистиллированцая;
- контейнер для сбора твердь]х отходов;
- контейнер для слива жидких отходов.

6 Подготовка к проведению анализа
6.1 Набор реагентов перед проведением анализа извлечь из холодильника, открыть крыцку коробки и выдержать компо-

ненты набора при температуре (l8-25) ОС в течение 30 мин.
Все образuы сывороток (плазмы) и реагенты перед проведением анaLлиза тщательно перемешать.
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Расход реагентов набора для постановки ан€LIиза, который определяется количеством используемых стрипов, прив9ден в
таблице д.1 Приложения д.

б.2 Подготовка иммуносорбента
Иммуносорбент готов к использованию.
Открыть пакет и устанOвить на рамку неOбходимOе кOлшIество стрипOв, Оставшиеся стрипы хранить в плотно закрытOм

пак9т9 с влагопоглотителем при томпературе (2-8) "С в течение 3 месяцсв.
6.3 Приготовление раствора для промывания планшета
ВНuМаНuе! Раствор для промывания планшета готовить за 15 мин до начаJIа проведения анализа!
ЕСЛИ флакон с ФСБ-ТХ25 содержит осадок, его необходимо прогреть перед использованием при температ}ре (37tl) "С

до полного растворения осадка.
В мерныЙ цилиндр вместимостью 1000 мл внести содержимое флакона с ФСБ-Тх25, затем добавить дистиллированной

ВОДЫ ДО Метки 700 мл и аккуратно перемешать раствор. Раствор можно хранить при температуре (2-S) ОС в течение 72ч.
В Сл5чае использования одного или несколько стрипов содержимое флакона с ФСБ-Тх25 интенсивно встряхнуть в тече-

ние (20-30) с, OтOбрать неOбхOдимый 0бъем раствOра (таблишаА,1 Приложения А) в мерный стакан или цилиндр, дOбавить
необходимое количество дистиллированной воды и перемешать раствор.

Неиспользованный ФСБ-Тх25 можно хранить в закрытом флаконе при температуре (2-8) "С в течение срока годности
набора.

б.4 Подготовка К*, К-, РР-К, РХ и стоп-реагента
К*, К-, РР-К, РХ и стоп-реагент готовы к использованию.
внu,пOнuе! Необходимо исключить воздействие прямого солнечного света на флакон с Рх!
НеиСпОльзованные РР-К, РХ и стоп-реагент после вскрытия флаконов можно хранить в закрытых флаконах при темпера-

туре (2-8) ОС в течение срока годности набора,
ОСТаТОК К* и К- После вскрытия флакона можно хранить в закрытых флаконах при температуре (2-8) ОС в течение срока

годности набора.
б.5 Приготовление раствора Кг в рабочем разведении
ИЗ фЛаКОНа С Кг отобрать указанный в таблице А.1 Приложения А объем и перенести во флакон с РР_К. Содержимое

флакона тщательно перемешать, не допуская образования пены,
В Слуtае использования одного или несколько стрипов в чистый флакон отобрать необходимое количество РР-К, доба-

вить Кг в соответствии с таблицей А.1 Приложения А и перемешать раствор, не допуская образования пены.
ВНuМаНuе! Раствор Кг в рабочем разведении готовят непосредственно перед ис[ользованием! Раствор Кг в рабочем раз-

ВеДеНИИ МОЯ{НО ХРаНИТЬ В Течение 10 шtин при температуре (18-25) ОС. При смешивании РР-К и Кг во флаконе допускается
появление осадка, Перед использованием содержимое флакона тщательЕо перемешать. Использовать только новую ванноч-
ку для реагентов и новые наконечники!

ОСТатОк Кг можно хранить в закрытом флаконе при темлературе (2-8) ОС в течение срока годности набора.

7 Требования к промывацию планшета
7,1 ЩЛя проМыВания планшета рекомендуется использовать автомати.Iеский или лолуавтоматический промыватель * во-

шер; в случае отсутствия вошера можно промывать лунки 8-канальной пипеткой;
- На ВСеХ ЭТаПах проМыВания необходимо контролировать заполнение всех лунок и полцое уд€tление (аспирацию) жидко-

сти из них;
- НеОбХОДимо при каждом промыванIlи все лунки заrrолнить раствором до краев (0,30-0,З5 мл в лунку), без переполнения

и перетекания жидкости из соседних лунок;
- необхоДимо выдерживать лунки, заполненными раствором для промывания планшета, в течение З0 с;
- ПРИ КаЖДОЙ аСПиРации ТЩательно уд€lлять остатки жидкости из лунок постукиванием рамкоЙ со стриrIами в переверну-

ТОМ ПОЛОЖеНИи ПО сЛоженноЙ в несколько раз фильтрова.ilьцоЙ бумаге, положенноЙ на лист tIолиэтилена;
- некачественное промывание планшета приводит к полrIению некорректных результатов.

8 Проведение анализа
8.1 В одну лунку планшета внести 0,05 мл (50 мкл) К*, в две другие лунки планшета - по 0,05 мл (50 мкл) К-.
В остальные лунки lrланшета внести по 0,05 мл (50 мкл) неразведенных исследуемых образцов сыворотки (плазмы) кро-

ви человека.
Внuлtанuе! Общее время внесения контрольных и исследуемых образцов не должно превышать (5-10) мин! Каждый об_

разец необходимо отбирать одноразовым наконечником!
8.2 Внести во все лунки планшета по 0105 мл (50 мкл) раствора Кг в рабочем разведении (п 6.5). Необходимое колиLIе-

СТВО РаСТвора Кг в рабочем разведении перед внесением перелить из флакона в прилагаемую к набору пластиковую однора-
зовую ванночку для реагентов.

содержимое лунок перемешать осторожным постукиванием по краю планшета, при этом желто-зеленый цвет раствора
Кг в рабочем разведении должен измениться на голубой.

При необходимости допускается проведение оtIтиtIеского контроля точности внесения раствора Кг в рабочем разведении,
контрольных и исследуемых образцов в лункII планшета (п. 9.1),

8.3 Планшет заклеить пленкой или закрыть крышкой и инкубировать в термостате при температуре (37t1) ОС в течение
30 мин. ,Щопускается инкубация на шейкере при температуре (37+1) ОС в течение 20 мин при частоте вращения платформы
500 обlмин.

8.4 Удалить содержимое лунок с помощью промывателя, затем промыть лунки планшета раствором для промывания
ПЛаНШеТа (П 6.3) ПяТЬ раЗ. При промывании во все лунки необходимо внести (0,30-0,35) мл раствора. По окончании промы-
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вания тщательно удztлить остатки жидкости из лунок, постукивая IIланшетом в перевернутом положении по сложенной в
несколько раз фильтровальной бумаге, положенной на лист полиэтилена,

8.5 Во все лунки планшета внести по 0,1 мл (100 мкл) РХ. Необходимое количество РХ перед внесением перелить из

флакона в прилагаемую к набору пластиковую одноразовую ванночку для реагентов,
При необходимOсти допускается проведение оптическог0 контроля точнOсти внесения РХ в лунки планшета (п. 9.2).
8.б Планшет заклеить пленкой или закрыть крышкой и инкубировать в термостате при температуре (37t1) ОС в защи-

щенном от света месте в течение 10 мин.
Внuмgнuе! По окончании инкубации в лунках с образчами сывороток (плазмы) крови, содержащими антитела к Trepo-

пеmа pallidum, произойдет изменение окраски раствора различной интенсивности в зависимости от концентрации антител в
исследуемом образце сыворотки от розовой до синей,

8.7 Остановить пероксидазн},ю реакцию путем внесения во все лунки по 0,05 мл (50 мкл) стоп-реагента.
BttuMaHue! В лунках с образцами сывороток (плазмы) крови, содержащими антитела к Тrеропеmа pallidum, произойдет

изменение окраски раствора с синей на желтую.
8.8 Не ПОЗЖе ЧеМ ЧеРеЗ 40 мин после остановки реакции определить значение ОП раствора в лунках в двухволновом ре-

жиме * 450 uм относительно (620-700) нм.

9 Оптический контроль точности внесение реагентов в лунки планшета
9.1 Значение ОП раствора в лунке, содержащей контрольный или исследуемый образец и раствор Кг в рабочем разведе-

нии, измеренное при длине волны 450 нм, должно быть более 0,10 ОЕ (п.8.6).
9.2 ЗНаЧение ОП раствора в лунке после внесения раствора РХ, измеренное при длине волttы 490 нм, должно быть более

0,08 оЕ.

10 Обработка результатов анализа
10.1 Рассчитать среднее значение ОП для лунок с К* - ОПср К-, ОЕ.
10.2 Результаты учитывать только в том случае если:
- значение ОП в лунке с К* - ОП К* - не пленее 0,4 ОЕ;
- значение ОПср К- - не более 0,2 ОЕ.
10.3 При соблюдении выше перечисленных условий рассчитать критическое значение (ОПкрит.), ОЕ, по формуле (1):

ОПкрит,: ОПср К-+ 0,15 ( 1).

10.4 РаСсчитать для каждого исследуемого образца сыворотки (плазмы) крови значение коэффициента позитивности
(КП) по формуле (2):

ОП образца
кп: (2).

ОПкрит.

РезУльтат анализа считать положительным (в сыворотке (плазме) крови присутствуют антитела к Тrеропеmа pallidum),
если значение КП исследуемого образца больше 1,0.

РеЗУльтат анаЛИЗа считать отрицательным, если значение КП исследуемого образца сыворотки (плазмы) крови меньше
или равно 1,0.

ПРи полУчении положительного результата этот же образеч сыворотки (плазмы) крови исследовать повторно не менее
ЧеМ В ДВУх ЛУнках набора. Повторное получение положительного результата свидетельствует о том, что в сыворотке (плаз-
ме) крови присутствуют антитела к Тrеропеmа pallidum.

ЕСЛИ ПРи повторной постановке получен отрицательный результат, то данный образец считать сомнительным и передать
для дальнейшего изучения другими методами.

ЧУвствителЬность и специфичность набора реагентов <ИФА-Сиф-суммарный> -100 О^ для панели сывороток Стан-
ЛаРТ АТ(+Д)Т,раllidчm. Стандартная панель сывороток, содержащих и не содержащих антитела к Тrеропеmа pallidum.
КатNs IBS-24 ЗАо (МБС>

1l Форма выпуска набора
11.1 Набор поставляется варианте комплектации: комплект 3 - для проведения ана"лиза ручным способом. Набор рассчи-

ТаН На ПРОвеДение 24 постановок ИФА на 2 разборных планшетах: 1 постановка - 1 стрип (8 лунок). Всего - 192 определе-
ний, включая контрольные образцы;

12 Условия хранения и применения набора
12.1 Набор транспортируют всеми видами крытого транспорта лри температуре (2-8) ОС. 

,Щопускается транспортирование
набора при температуре до +2'7 ОС не более 5 суток.
12.2 ХРанение набора должно производиться в чистом, защищенном от влаги и света по]\{ещении при температуре (2-8) "С в
течение всего срока годности. ,Щопускается хранение набора при температуре до +27 ОС не более 5 суток,
12.3 Запрещается замораживать компоненты набора.
l2.4 Срок годности набора *24 месяца,
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кИФА-Сuф-суммарньtйл Комплекп 3

Приложение А

Изготовитель: СП ООО <Фармлэнл>
Юридический адрес: Республика Беларусь, 222603, Минская обл., г. Несвиж, ул, Ленинскм, д. l24,K.3
ПочтовыЙ адрес: Республика Беларусь,220|13, г. Минск, ул. Восточная, д.l29. Теrr/факс +З75-1,7- 3733190
По вопросам применения и качестtsа набора обращаться на предприятие-изготовитель СП ООО кФармлэнд).

Габлица А.1 - Расход гентов постановки ИФА
объем

реагента, мл

Количество используемых стрипов, шт.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 |2

Прuzоmовленuе расmвора dля промьtван1,1я лlланulеmа

ФСБ-Тх25 2 4 6 8 10 |2 l4 1б 18 20 ,r1 28

.Щистиллированная
вода

до
50

до
100

до
150

до
240

до
250

до
300

до
350

до
400

до
450

до
500

до
550

до
ru

Прuеоmовленuе расmвора Кz в рабочем развеdенuч

рр-к 0,5 1,0 1,5 2r0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,,5 5,0 5,5 б,0

Кг 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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