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ИНСТРУКЦИЯ ПО ПРИlvlЕНЕНИЮ НАБОРА РЕАГЕНТОВ
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1. нАзнАчЕниЕ
1.1. Набор реагеНтоВ кСтероидИФА_дгэА-сульфат))

предназначен для количественного определе ния дегидроэпи-
андростеронсульфата (далее !ГЭА-с) в cblBopoтKe крови че-
ловека методом твердофазного иммуноферментного анали-
за.

1.2. дгэА-С является стероидньlм гормоном, продуци-
pyeМblМ главньlм образом надпочечниками. Функции flГЭА-С
в организме четко не определеньI, гормон обладает слабьlм
андрогенньlм эффектом. В периферических тканях гормон
способен превращаться в сильньlй андроген 

- тестостерон.
В кровотоке дгэА-С не связывается со специальньlми транс-
портными белками, его уровень не подвержен суточньlм ко-
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лебаниям. Определение уровня ДГЭА-С в cblBopoTKe крови

имеет важное значение при дифференциальной диагностике

заболеваний яичников, для оценки функции надпочечников при

половом развитии у детей, при дифференциальной диагности-

ке синдрома и болезни Кушинга.

1.3. Набор кСтероидИФА-ДГЭА-сульфат> раGсчитан на

проведение анал иза в дубликатах 40 неизвестньlх, б ка-

либровочньlх проб, одной пробьl контрольной сьlворотки и

одной пробьl для определения оптической плотности раство-
ра ТМБ при использовании всех стрипов одновременно (всего

96 определений).
Прuмечанче: в случае dробноео прчмененчя набор мо-

жеm быmъ чсполъзован mолъко в mеченче месяца после
вскрыmчя компоненmов набора.

2. ХАРАКТЕР ИСТИКА НАБОРА

2.1, Принцип действия
В наборе кСтероидИФА-ДГЭА-сульфат> использован ва_

риант конкурентного твердофазного иммуноферментного

анализа. При одновременном добавлении в лунки исследуе_

мого образца, конъюгата ДГЭА-С-пероксидаза и антител к

ДГЭА_С во время инкубации устанавливается равновесие

между конъюгатом и эндогенным ДГЭА-сульфатом сыворотки

крови в процессе связьlвания с антителами, иммобилИЗОВаН-

ньlми на внутренней поверхности лунок.
Несвязавшиеся компонентьl удаляются промывкой. Коли-

чество связанного антителами конъюгата обратно пропорЦИО-

нально количеству ДГЭД_С в исследуемом образце

нок '1 
).
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Рисунок 1. Схема анализа

Во время инкубации с раствором ТМБ происходит окра-
шивание раствора в лунках. Степень окраски обратно про-
порциональна концентрации ДГЭА-С в анализируемьlх про-
бах. После измерения оптической плотности раствора в лун_
КаХ На ОСНОВаНИИ калибровочного графика рассчитьlвается
концентрация ДГЭА-С в исследуемьlх образцах.

2.2. Gостав набора

о КОМПлеКт и3 двенадцати восьмилуночньlх стрипов в

РаМКе С ИММобили3ованньlми на внутренней поверхности лу_
ноК поЛиклональныМи антИтелами к lgG кролика, маркирован
<<Стрипьl с антителами к lgG кролика) - 1 упаковка;

о калибровочньlе пробьl (кп), содержащие известньlе
количества дгэА-с. Флаконы маркированьl кКалибровочная
проба Nq1 ), <<Калибровочная проба Ng2>>, кКалибровочная
проба Nq3), <<Калибровочная проба Ne4>>, кКалибровочная
проба Nq5>>, <<Калибровочная проба Nq6); точньlе значения
концентраций дгэА-с в калибровочньlх пробах указаньl на
этикетках флаконов, ориентировочньIе 0; 0,1 ; 0,5; 1: 2,5:

:\Ф

Mм
@WЪ"догенньlй
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жидкости по 0,5 мл);
о конъюгат ДГэА-С-пероксидаза, маркирован <<Конъю-

гат Е) - '1 флакон ('14 мл);
о раGтвор антител к flГЭА-С, маркирован <<Антитела к

ДГЭА-С) - '1 флакон (14 мл);
о концентрированньlй водно-солевой раствор для про-

мьlвки лунок, маркирован кБуфер Р) - 1 флакон ('14 мл);
. раствор тетраметилбензидина, маркирован <<Рас-

твор ТМБ>> - 'l флакон (14 мл);
. стоп-реагент (1 Н соляная кислота), маркирован

<<Стоп-реагент)) - 'l флакон ('14 мл);
о контрольная cblBopoтka с известньlм содержанием

(лиофилизованньlй препарат или жидкость 0,5 мл);
о прозрачньlй пластиковьlй пакет с замком (при упаков-

ке стрипов в пакет из 2-слойного полиэтилена).
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3. АнАлитичЕскиЕ и
ХАРАКТЕРИСТИКИ

ДИАГНОСТИЧЕСКИЕ

3.1. Специфичность. Перекрестная реакция антител к

дгэА-с с другими стероидами приведена в Таблице 'l 
.

Таблица 1

стЕроид Перекрестная реакци я, О/о

дгэА-с 100

дгэА 50

Щругие родственные сте-

роидьl

<1

3.2, Коэффициент вариации результатов определения
ДГЭА-С В ОдНом и том же образце сьlворотки крови человека
с использованием набора кСтероидИФА-ДГЭА-сульфат) не
превышает 8%.

3.3. Линейность. 3ависимость концентрации ДГЭА-С в
образцах сыворотки крови при развед ении их калибровочной
пробой Ng1 имеет линейньlй характер в диапазоне концен-
траций калибровочньlх проб Nq2 - Ngб и составляет 9о_,1 1о%.

3.4. Точность. ДанньlЙ аналитическиЙ параметр прове-
ряется тестом на ((открьIтие)) дгэА-с - проверка соответст-
вия значения определяемоЙ концентрации дгэА-С расчет-
ной величине, полученной путем смешивания paBнblx объе-
мов контрольной сьlворотки и калибровочной пробьl Nq].
Процент открьlтия составляет 90-1 1О%.

3.5. Чувствительность. l\Линимальная
деляемая набором концентрация ДГЭА-С
человека не превьlшает 0,04 мкг/мл.

достоверно опре-
в cblBopoTКe крови
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Концентрацию

ДГЭА-С измеряли в cblBopoTкe крови, взятой с 9 до 11 часов,

у 40 здоровьlх мужчин в возрасте 21-39 лет, 120 здоровьIх
женщин в возрасте 19-39 лет в различньlх фазах менстру-
ального цикла, 15 женщин в возрасте 49-65 лет в постмено-
паузе и 25 беременньlх женщин. Средняя концентрация

ДГЭА-С у мужчин составила 2,7 мкг/мл (1,0-4,2 мкг/мл), у
женщин в возрасте 'l 9-39 лет - 2,4 мкг/мл (0,8-3,9 мкг/мл), у
женщин в постменопаузе - 1,35 мкг/мл (0,1-2,5 мкг/мл), у бе-
peмeHнblx женщин - 0,7 мкг/мл (0 ,2-1 ,2 lvlкг/мл).

Щиапазон ожидаемьlх значений зависит от многих факто-
ров. специфичности метода, особенностей исследуемой по-

пуля ции, точности метода в конкретной лаборатории. По этой

причине каждой лаборатории рекомендуется использовать

предоставленнь!е изготовителем значения только до тех пор,

пока специалистами лаборатории не будут определены диа,

пазоньl ожидаемьlх значений, xapaкTepнbIx для конкретной

популяции в месте расположения лаборатории.

Прuмечанче: в наборе кСmероuOИФА-ДГЭА-сулъфаm))
значенuя конценmрацчй калuбровочнъtх проб выражены в

мке/мл.Для пересчеmа конценmрацчй в мкмолъ/л необхоOuмо
значенче конценmрацчч в мке/мл умножчmъ на 2,7.
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4. MEPbl прЕдосторожности
4.1. Потенциальный риск применения набора - класс 1.

4.2. ВСе коМпонентьl набора в используемьlх концентра_
циях являются нетоксичными.

4.3. При работе с набором следует соблюдать
ГОСТ Р 52905-2007 кЛаборатории медицинские. Требов ания
безопасности ).

4.4. Стоп-реагент представляет собой 1 Н раствор соля-
ной кислотьl. Избегать разбрьlзгивания и попадания на кожу и
сли3истьlе. В случае попадания стоп-реагента на кожу и сли-
3истьlе необходимо промьlть пораженньlй участок большим
количеством проточной водь!.

4.5. При работе с набором следует надевать одноразо-
вые резиновьlе или пластиковьlе перчатки, т.к. производные
кровИ, входящие В состав набора, и исследуемьlе образцьl
являются потенциально инфицированньlм материалом, спо-
собным длительное время сохранять и передавать возбуди-
телей различных вирусных инфекций.

4.6. ХимиЧеская посуда и оборудование, Koтopble исполь_
3уются В работе с набором, должньl бьlть соответствующим
образом маркированьl и храниться отдельно.

4-7 - 3апрещается прием пищи, использование космети-
ческих средств и курение в помещениях, предназначенньlх
для работьl с наборами.

7
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5. оБорудовАниЕ и мАтЕриАльl
о Спектрофотометр вертикального сканирования, по-

зволяющий измерять оптическую плотность раствора в лун-

ках при длине волньl 450 нм;

о прибор для встряхивания рамки со стрипами (термо-

статируемьlй шейкер), позволяющий производить встря-

хивание со скоростью 400-800 об/мин при температуре
+37'с;

о пипетки полуавтоматические одноканальные со

сменньlми наконечниками с изменяемьlм объемом отбора
жидкостей: на 5_50 мкл; 40-200 мкл; 200-1 000 мкл; 1000-
5000 мкл;

о пипетка полуавтоматическая восьмиканальная со

сменньlми наконечниками, позволяющая отбирать объемьl
жидкости до 300 мкл;

. цилиндр мерньlй, позволяющий отмерять 50-500 мл;

о стакан стеклянньlй подходящего объема;
о вода дистиллированная;
о бумага фильтровальная;
о перчатки резиновьlе или пластиковые;
о 1% раствор гипохлорита натрия или 6% раствор пе-

рекиси водорода;

о контейнер для дезинфекции;
. ванночки для внесения реагентов восьмиканальной

п и петкой.
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6. АнАлизируЕмьlЕ оБрАзцьI
6.1. 3абор кровИ из BeHbl осуществляют с соблюдением

ПРаВИЛ аСеПТИКИ. После формирования сгустка сыворотку от_

деляют путем центрифугирования. После центрифугирования
сыворотку переносят в отдельную пробирку.

6.2. ДЛЯ проведения анализа не разрешается использо_
ватЬ плазмУ кровИ, гемолизироВанную илИ мутную cblBopoTкy,
а также образцы сьlворотки, содержащие азид натрия.

6.3. образцьl сьlворотки крови разрешается хранить при
температуре +2...8,С не более 2-х суток; при необходимости
более длительного хранения (до 3-х месяцев) рекомендуется
аликвотировать образец и хранить в замороженном виде при
температуре _20"С и ниже. Не допускается повторное замо-
раживание образца.

7. провЕдЕниЕ АнАлизА
7 .1. Подготовка реагентов
7.1.1. Стрипьl. Перед вскрьlтием пакет со стрипами не-

обходимо вьlдержать при комнатной температуре (+1 8...25.с)
не менее 30 мИнут. BcKpblTb пакет и переставить на свобод_
ную рамку необходимое количество стрипов.

7.1-2- Жидкие калибровочньlе пробьl и контрольная cbl-
воротка готовьl к использованию.

для восстановления лиофилизованньlх калибровочньlх
проб И контрольной сьlворотки перед вскрьlтием флаконов
легким постукиванием стряхнуть частицьl, прилипшие к стен-
каМ флакОноВ или К крь!цкам. OTKpblTb флаконьI и положить
крьIшкИ перевернутьlмИ на сухую поверхность. В какдьlй
флакоН С каЛибровочной пробой и контрольной сьlвороткой

9
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внести по 0,5 мл дистиллированной водьl и закрьlть крьlшка-

ми. Выдержать флаконы в течение 'l 0 минут при комнатной
температуре (+,t В...25"С) без перемешивания. 3атем, акку-

ратно наклоняя и врашая флаконьl, перемешать их содержи-
мое до полного растворения, избегая пенообразования. В те-

чение следующих 10 минут вьIдержать флаконьl при комнат-
ной температуре, периодически перемешивая.

7 .'1.3. Конъюгат готов к использованию. Расход конъю-
гата на один стрип составляет 1,15 мл.

7 .1.4. Раствор антител к ДГЭА_С готов к использо-
ванию. Расход раствора антител к ДГЭА-С на один стрип со-

ставляет '1 ,15 мл.

7 .1.5. Промьlвочный раствор. Необходимое количество
буфера Р развести дистиллированной водой в 20 раз.

Например:

5 мл буфера Р + 95 мл дистиллированной водьI.

Тщательно перемешать, избегая пенообразования.

7.1,6. Раствор тетраметилбензидина (ТМБ) готов к ис-

пользованию. Расход ТМБ на один стрип составляет 1,15 мл.

7 .1,7 . Стоп_реагент готов к использованию. Расход
стоп-реагента на один стрип составляет 1,15 мл.

7.1.8. Все реагентьl перед проведением анализа долж-
Hbl бьlть тlлательно перемешаньl и доведеньl до комнатнОй

температурьl.
На странице 1 8 приведена схема проведения анализа.

,l0
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7,2. Постановка анализа

7 .2.1. Составить протокол маркировки лунок. Лунки
промаркировать следующим образом :

A1 , А2 Ne1 - для измерения величиньl оптической
плотности раствора ТМБ;

В1, В2 Ng2 - для измерения величиньl оптической
плотности КП Ng1;

C1 , с2 Ng3 - для измерения величиньl оптической
плотности КП N02;

D1, D2 Nq4 - для измерения величины оптической
плотности КП Ng3;

Е1, Е2 Ng5 - для измерения величины оптической
плотности КП Nэ4;

F'l , F2 Nqб - для измерения величины оптической
плотности КП Nэ5;

Gl , G2 - Nq7 - для измерения величины оптической
плотности КП Ng6;

Н1, Н2 Ng8 - для измерения величиньl оптической
плотности контрольной сыворотки.

7.2.2. Внести в соответствующие лунки по 50 мкл ка-
либроВочньlх проб и контрольной сыворотки, в оставшиеся
лунки - по 50 мкл исследуемой сыворотки крови в дубликатах.

прuмечанuе: общее время внесенLtя калuбровочнъlх
проб, конmролъной съlвороmкч ч uсслеоуемых съtвороmок
кровч не 0олжно превышаmъ 15 мuнуm, Lлначе время uнкуба-
цuu ра3ных образцов буOеm значumелъно разлччаmъся, чmо
прчвеdеm к неправlJлънъlм рфулъmаmам.
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7.2.3. Во все лунки,
конъюгата.

в_13.2015_02

кроме А1 и Д2, внести по 100 мкл

7.2.4. Во все лунки, кроме А1 и Д2, внести по 'l 00 мкл

раствора антител к ДГЭА-С.
7.2.5. Инкубировать стрипьl в течение 60 минут при

встряхивании в термостатируемом шейкере при темпера-

туре +37'С со cкopocTblo 500-800 обlмин.
7.2.6. По оконч ании инкубации удалить содержимое

лунок в контейнер с дезинфицирующим раствором (1% рас-
твором гипохлорита натрия или 6% раствором перекиси во-

дорода) и промьlть лунки четьlре раза. При каждой промьlвке
во все лунки добавить по 300 мкл промьlвочного раствора,
приготовленного по п. 7.1.5., встряхнуть рамку на шейкере в

течение 5-1 0 секунд с последующим декантированием. По-

сле последнего декантирования тlлательно удалить остатки

жидкости из лунок постукиванием рамки со стрипами в пере-

вернутом положении по фильтровальной бумаге.

!опускается промьlвка лунок при помощи автомати-
ческого пром ьlвочного устройства.

7.2,7. Немедленно внести во все лунки по 100 мкл рас-
твора ТМБ. Инкубировать стрипьl в темноте при комнатноЙ

температуре (*,t в...25'с) в течение '1 5-30 минут в зависимо-
сти от степени развития окраски.

7.2,8. ,Щобавить во все лунки с той же скоростью и в тоЙ

же последовательности, как и раствор ТМБ, по 'l 00 мкл стоп-

реагента для остановки ферментной реакции, перемешать На

шейкере в течение 1-2 минут при комнатной температуре.
7.2.9. Если невозможно измерить оптическую плот-

ность в лунках планшета непосредственно после вьlполнения
п.7,2.8., то следует иметь в виду, что окраска в лунках план_
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ШеТа СТабИльна не более 20 минут при комнатной температу-
ре (+,l 8. . .25"с).

прuмечанuе: максчмалъная опmчческая плоmносmъ не
dолжНа превышаmъ преOелов лuнейноео шмеренuя спекmро-
фоmомеmра. Рабоччй 0uапазон спекmрофоmомеmра необ-
хоOчмо уmочняmъ в паспорmе прuбора, Рекоменоуемая мак-
счмалъная опmчческая плоmносmъ не более 2,5 ed, оп.

8. РЕГИСТРАЦИЯ РЕЗУЛЬТАТОВ
измерить на фотометре вертикального сканирования оп-

тическую плотность в лунках при длине волньl 450 нм.
ПРИ РегИстрации результатов необходимо вьlчитать

веЛичинУ оптической плотности в лунках А1 и А2 из значе_
ниЙ оптических плотностеЙ всех остальньlх лунок.

прuмечанuе., cped нее арuфмеmчческое значенuе опmч-
ческой плоmносmu в лунках д1 u д2 не dолжно превъlшаmъ
0,09 еO.оП.

9. учЕт рЕзультАтов
9.1. ПостроитЬ калибровочньlЙ график зависимости оп-

тических плотностей от концентрации дгэА_С (мкг/мл) в ка-
либровочньlХ пробах (Рисунок 2). ВнешниЙ вид графика за-
висит от способа преобразования осей.

прuмечанuе 1: dля посmроен[tя калuбровочных ерафuков
рекоменdуеmся uсполъзоваmъ Проераммное обеспеченuе
кИФА Масmер>.

Прuмечанче 2: dля посmроенuя
на масшmабной бумаее необхоOuмо

кал чбровоч ноео ерафu ка
полъзоваmъся формулой

1 члч 2.

Еслu проерамма фоmомеmра позволяеm въlчumаmъ велч-
чuну опmuческой плоmносmu в лунках д1 ч д2 uз значенuй

,lз
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опmчческuх плоmносmеI всех осmалънъlх лунок, mо dля рас-
чеmов 0ля кажOой калчбровочной члч чсслеdуемой пробы uc-
полъзоваmъ формулу:

В/Вй100%,

еOе В - среdнее арчфмеmчческое значенче опmчческой
плоmносmч в лунках, соOержащчх калчбровочные члч чссле-
dуемъtе пробы,
В1 - cpedHee арчфмеmчческое значенче опmчческой плоm-

носmч в лунках, соOержащuх калчбровочную пробу Np1 .

Еслч проерамма фоmомеmра не позволяеm выччmаmъ

велччuну опmчческой плоmносmu в лунках А1 u Д2, mо чс-

полъзоваmъ формулу:
(В-Вi/FгВт)х100%, (2)

еdе Вт - среdнее арuфмеmuческое значенuе опmчческой
плоmносmч в лунках А1 ч А2.

g.2. Определить содержание ДГЭА-С в пробах по калиб-

ровочному графику.

9.3. Для образцов сьlворотки крови со значениями оптиче-
ской плотности вьlше оптической плотности нулевого калибра-
тора (В.,) принимать значение концентрации (ниже

0,04 мкг/мл>>.

9.4. Экстраполяция калибровочного графика для значе-
ний концентрации ДГЭА-С, превышающих номинал КП Ng6,

не допускается. При наличии таких случаев принимать значе-

ние концентрации исследуемого образца (выше концентра_

ции КП Nq6).

(1)

14
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2,0

0,5

Log концентрации ДГЭА-С, мкг/мл

Рисунок 2, Типичньlй калибровочньlй график
3апрещаеmся чсполъзоваmъ 0ля оценкч реальных

эксперч м ен m ал ън ъlх 0 ан н ых!

10. УСЛОВИЯ ХРАНЕНИЯ И ЭКСПЛУАТАЦИИ НАБОРА
10,1. Набор кСтероидИФА-ДГЭА-сульфат> должен

храниться в упаковке предприятия-изготовителя при темпе-

ратуре +2...8"с в течение всего срока годности. ,Щопускается
хранение набора при температуре до +25"С не более 5 суток.

Срок годности набора - 12 месяцев.
10.2. Набор следует выниматЬ из холодильника не бо-

лее чем за 'l час до начала анализа, но не позже, чем за
30 минут до проведения анализа.

10.3. В случае дробного использования компонентьl
набора необходимо хранить следующим образом:

о стрипь! поместить сначала в пакет с этикеткой, затем
в пластиковый пакет с 3амком и герметично закрьlть. Хранить

=Е 1,5
е)lot
s
Р 1,0

о
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в герметично закрьlтом пакете при температуре +2...8"С в те_

чение всего срока годности;

о жидкие, готовьlе к использованию, калибровочньlе
пробьl и контрольную cblBopoTкy после вскрьlтия флаконов
хранить при температуре +2...8'С не более 1 месяца;

о восстановленньlе (pacTBopeHHble) из лиофилизован-
Hblx препаратов калибровочньlе пробьl и контрольную cblBo-

ротку хранить при температуре +2...8"С не более ,| месяца;
о конъюгат, раствор антител к ДГЭА-с и раствор ТМБ

после вскрьlтия флаконов хранить при температуре +2...8ОС

не более 1 месяца;
о промьlвочньIЙ раствор, подготовленнь!Й к исполь-

зованию, хранить закрьlтьlм при комнатной температуре
(+ 1 8. . . 25"С) не более 5 суток;

о буфер Р и стоп-реагент после вскрытия флаконов

хранить при температуре +2...8"С в течение всего срока год-

ности.

10.4. При использовании набора для проведения нес-
кольких независимьIх анализов необходимо иметь в виду
следующее:

. количество независимьlх экспериментов, которое мож-
но провести с помощью данного набора (4 эксперимента), ог-

раничено объемом калибровочньlх проб;
о для каждого независимого эксперимента необходимо

построение нового калибровочного графика и рекомендуется
определение концентрации ДГЭА-С в контрольной cblBopoTKe;

о запрещается возвращать избьIток конъюгата, ТIVlБ,

раствора антител к flГЭА-С и стоп-реагента из ванночек во

флаконьl;

16
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о И3 флаконов с открытыми крьlшками происходит испа_

рение, которое может привести к пOлучению некорректнь!х
результатов при повторном использовании реагентов. После
окончания внесения реагентов в лунки планшета на каждой
стадии анализа необходимо плотно закрьlвать крьlшки фла-
конов и помещать в рекомендуемьlе условия хранения.

10.5. Не допускается смещивание или одновременное
исполь3ование реагентов из разньlх партий, зэ исключением
тl\лБ, стоп-реагента и концентрированного промьlвочного рас-
твора, входящих в состав данного набора реагентов.,l0.6. 3апрещается исполЬзоватЬ промьlвочньlЙ рас-
твор, стоп-реагент и тмБ из наборов реагентов других фирм-
производителей.

10.7. 3апрещается использовать промьlвочньlе раство-
pbl прои3Водства Алtкор Био с буквенньlмИ обозначениями, от-
личными от указанного в инструкции к набору.

10.8. К работе с набором допускается только специ-
ально обученный персонал.

10.9. ДлЯ получениЯ надеЖньlХ резуЛьтатов необхо ди-
мо строгое соблюдение инструкции.

17
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Прuмечанuя:
КП - калчбровочная проба;
КС - конmролъная съlвороmка;
ОП - опmчческая плоmносmъ;
КТ - комнаmная mемпераmура (+18...25"С);
ПО - проераммное обеспеченuе.

в_13.2015-02
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По вопросаМ качества набора <СтероидИФА-ДГЭА-сульфат> обращаться в
ооо <<Компания длкор БиоD по адресу: 192148, г. санкт-Петербург, Желез-
нодорожньlй пр., д. 40, лит.А, тел/факс: (812) 677,87,79.


