
иФА-рАрр-А

(УТВЕР}КДЕНАD
П ри казом Росздравнадзора
от к,18> авryста 2011г. Nq 5196-Пр/1 1

ИНСТРУКЦИЯ ПО ПРИМЕНЕНИЮ НАБОРА РЕАГЕНТОВ
ДЛЯ КОЛИЧ ЕСТВЕННОГО ИМNЛУНОФЕРП/ ЕНТНОГО

ОПРЕДЕЛЕНИЯ
АССОЦИИРОВАННОГО С БЕРЕМЕННОСТЬЮ

ПРОТЕИНА А ПЛАЗМЬl
В CЬIBOPOTKE КРОВИ ЧЕЛОВЕКА

(uИФА-РАРР-АD)

1. нАзнАчЕниЕ
1-1. Набор реагеНтоВ кИФА _ рАрР-А) предназначен для

количестВенного определения рАрр-А (ассоциированного с
беременностью протеина А плазмьl) в сыворотке крови чело-
века методом твердофазного иммуноферментного анализа.

1,2.ОпреДеляемьlЙ аналит является гетеротетрамером,
состоящим из двух субъединиц рАрр-А с молекулярной массой
250 Ца И двуХ субъединиЦ ргоМВР (основной белок
эозинофилов) с молекулярноЙ массоЙ 5о_90 Ца. В первом
триместре беременности при синдроме !ауна у плода
наблЮдается снижение уровня рдРр_Д в cblвopoTкe крови
матери. После 14-й недели беременности разл ичия между
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уровнем РАРР-А в cblBopoTкe крови матери при синдроме

,Щауна и нормой исчезают.

Установлено, что комбин ация данного теста с определе-

нием свободной бета-субъединицьl ХГч, данньlми У3И (толщи-

на воротникового пространства), оценкой возрастньlх факторов
риска является оптимальньIм методом для пренатального
скрининга синдрома .Щауна в первом триместре беременности.

'1.3. Набор кИФА - РАРР-А) рассчитан на проведение
анализа в дубликатах 40 неизвестньlх, б калибровочньIх проб,

одной пробьl контрольной сьlворотки и одной пробьl для
определения оптической плотности раствора ТМБ при

использовании всех стрипов одновременно (всего 96 опре-

делен ий).

Прuмечанче: в случае 0робноео прuмененuя набор можеm

быmъ чсполъзован mолъко в mеченuе месяца после вскрыmчя

компоненmов набора.
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2. ХАРАКТЕРИСТИКА НАБОРА

2.1. Принцип действия
В НабОРе кИФА-РАРР-А) использован (сэндвич) - вариант

твердофазного иммуноферментного анализа. Для реализ ации
этого варианта использованьl два моноклональньlх антитела с
различноЙ эпитопноЙ специфичностью к рАрр-А. Одно из них
иммобилизовано на твердой фазе (внутренняя
поверхность лунок), второе конъюгировано с пероксидазой
хрена. В лунках, при добавл ении исследуемого образца и
конъюГата анти-РАрр_А-пероксидаза во время инкуба ции
одновременно происходит иммобилизация рАрр-А, содержа-
щегося в исследуемом образце, И связь|вание образовавшегося
комплекса с конъюгатом.

несвязавшиеся компонентьl удаляются промывкой. Коли-
чество связавшегося конъюгата прямо пропорционально
количествУ рАрр-А в исследуемом образце (Рисунок 1).

РАРР-А анти-РАРР-А-пероксидаза
Планшет

с антителами к РАРР-А

Рисунок 1. Схема анализа
Во время инкубации с раствором тмБ происходит окра-

шивание раствора в лунках. Степень окраски прямо пропор-
циональна концентрации рАрр_Д в анализируемых пробах.
после и3мерения оптической плотности раствора в лунках на
основании калибровочного графика рассчитьlвается концен-
трация РАРР-А в исследуемьlх образцах.
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2.2. Gостав набора
о комплект из двенадцати восьмилуночньlх стрипов в

рамке с иммобилизованньlми на внутренней поверхности
лунок моноклональньlми антителами к РАРР-А, маркирован
<Стрипьl с моноклональньlми антителами к РАРР-А)
1упаковка;

о калибровочньlе пробьl (кп), содержащие известньlе
количества РАРР-А. Флаконьl маркированьl <<Калибровочная

проба Ng1), <<Калибровочная проба Np2>>, <<Калибровочная

проба Nq3>, кКалибровочная проба Ng4), <<Калибровочная

проба Nq5), кКалибровочная проба Nq6); точньlе значения
концентраций РАРР-А в калибровочньlх пробах указаньl на

этикетках флаконов, ориентировочньlе 0; 0.175; 0.7; 1 .75;

3.5 и 7.0 мЕд/мл - б флаконов (лиофилизованньlе препаратьl
или жидкости, по 0,5 мл);

. конъюгат анти-РАРР-А-пероксидаза, мэркирован

кКонъюгат Е) - 1 флакон (25 мл);
о водно-солевой раствор для разведения образцов cbl-

воротки крови, маркирован кБуфер Д) - 1 флакон (3 мл);

о концентрированньlй водно-солевой раствор для про-

мьlвки лунок, маркирован кБуфер Р> - 1 флакон (14 мл);

раствор тетраметилбензидина, маркирован <<Раствор

ТМБ) - 1 флакон (14 мл);

стоп-реагент ('l Н соляная кислота), маркирован <<Стоп-

реагент)) - 'l флакон (14 мл);

о контрольная cblBopoTкa с известным содержанием
РАРР-А, маркирована кКонтрольная cblBopoTкaD - 1 флакон
(лиофилизованньlй препарат или жидкость 0,5 мл);

о прозрачньlй пластиковьlй пакет с замком (при упаковке
стрипов в пакет из 2-слойного полиэтилена).
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3. АНАЛИТИЧЕСКИЕ И ДИАГНОСТИЧЕСКИЕ ХАРАК-
ТЕРИСТИКИ

3.1. СПеЦифичность. ИспользуемьIе в наборе антитела
обладают специфичностью только к гетеротетрамеру
РАРР-А/рrоМВР,

3.2. Коэффициент вариации результатов определения
РАРР-А В ОДНоМ и том же образце сьlворотки крови человека
с использованием набора кИФА_рАрр-А>> не превьlшает 8%.

3.3. Линейность. 3ависимость концентрации РАРР-А в
образцах сьlворотки крови при развед ении их буфером fl имеет
линейньlй харакгер в диапазоне концентраций калибровочньlх
проб Ng2 - Ngб и составляет 90-1 10%.

3.4. Точность. ДанньlЙ аналитическиЙ параметр проверя-
ется тестом на (открьlтие) рАрр-А 

- проверка соответствия
значения определяемой концентрации рАрр_А расчетной
величине, полученной путем смешивания paBнblx объемов
контрольной сьIворотки и калибровочной пробьl Nq3. Процент
открытия составляет 90-1 10 %.

3.5. Чувствительность. Минимальная достоверно опреде-
ляемая набором концентра ция рАрр_А в сь!воротке крови
человека не превышает 0,02 мЕд/мл.

3.6. Хук-эффект вьlсоких концентра циЙ. В наборах
реагеНтов, ocHoBaHHblX на (сэндВич)-принципе анализа, при
вьlсоких концентрациях аналита зависимость величиньl опти-
ческой плотности от концентрации становится обратно
пропорциональноЙ (так назьlваемьIЙ хук-эффект вьlсоких
коНцентрациЙ). При исполЬзованиИ набора кИФА-РАРР-А)
хук-эффект не обнаружен вплоть до концентра ции рАрр-А
412 мЕд/мл.
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3.7.,Щиапазон ожидаемых значений.
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Концентрацию

РАРР-А измеряли в cblBopoтKax крови 971 беременной
женщиньl с 9 по 13 неделю беременности. 3начения медиан
по срокам беременности приведеньl в Таблице 1.

Табл ица 1

Срок бере-
мен ности

(полньlх не-

дель)

П/едиана
рАрр-А
(мЕд/мл)

lVlи ни мал ьное/макси-
мальное значение

концентрации РАРР-А в

группе (мЕд/мл)

Число образцов
в группе

9 0,65 0,09 l 5,4 112
10 1,2 0,04 / 8,0 202
11 1,7 0,19 l17,1 256
12 2,8 0,2т / ,l 6,8 308

13 3,9 1,02 l 17,8 93

3начение медианьl, рассчитанное для каждого срока
беременности, зависит от многих факторов: специфичности

метода, особенностей исследуемой популяцищ точности

метода в конкретной лаборатории. По этой причине ках1дой

лаборатории рекомендуется использовать предоставленньlе
изготовителем значения медиан только до тех пор, пока

специалистами лаборатории не будут определеньl медианьl,
xapaкTepHble для конкретной популяции в месте расположе-
ния лаборатории.
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4. MEPbl прЕдосторожности
4.1. Потенциальньlй риск применения набора - класс 2б.
4.2, Все компонентьl набора в используемьlх концентраци-

ях являются нетоксичньlми.
4.3. При работе с набором следует соблюдать Гост Р

52905-2007 кЛаборатории медицинские. Требов ания безо-
пасности )).

4.4. Стоп-реагент представляет собоЙ 1 Н раствор соля-
ной кислотьl. Избегать разбрьlзгивания и попадания на кожу и
сли3исть!е. В случае попадания стоп-реагента на кожу и сли-
3истые необходимо промьlть пораженньlй участок больцим
количеством проточной водьl.

4.5. При работе с набором следует надевать одноразо-
Bble резиновые или пластиковьlе перчатки, т.к. производньlе
крови, входящие в состав набора, и исследуемьlе образцьl
являЮтся потенЦиально инфицированньIм материалом,
способньlм длительное время сохранять и передавать возбу-
дителей различных вирусньlх инфекций.

4.6. Химическая посУда и оборудование, KoTopble 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.
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5. ОБОРУДОВАНИЕИМАТЕРИАЛЬI
о Спепрофотометр вертикального сканирования, позво-

ляющий измерять оптическую плотность раствора в лунках

при длине волньl 450 нм;
о прибор для встряхивания рамки со стрипами (термо-

статируемьIй шейкер), позволяющий производить встряхивание
со скоростью 400-800 об/мин при температуре +37"С;

о пипетки полуавтоматические одноканальньlе со

сменньlми наконечниками с изменяемьIм объемом отбора
жидкостей: на 5-50 мкл; на 40-200 мкл; на 200-1000 мкл; на

1000-5000 мкл;
о пипетка полуавтоматическая восьмиканальная со

сменньlми наконечниками, позволяющая отбирать объемьl
жидкости до 300 мкл;

о цилиндр мерньlй, позволяющий отмерять 50-500 мл;

о стакан стеклянньIй подходящего объема;
. вода дистиллированная;
о бумага фильтровальная;
о перчатки резиновьIе или пластиковьlе;
о 1% раствор гипохлорита натрия или 6% раствор пе-

рекиси водорода;

. контейнер для дезинфекции;
о ванночки для внесения реагентов восьмиканальнои

пипеткой.
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6. АнАлизируЕмьIЕ оБрАзцьl
6,'l. 3абор крови из BeHbl осуществляют с соблюдением

правил асептики. После формирования сгустка cblBopoTцy
отделяют путем центрифугирования. После центрифуги-
рования сыворотку переносят в отдельную пробирку.

6.2. ДЛЯ ПРоВедения анализа не следует использовать
плазмУ кровИ, гемолизироваНную илИ мутную cblBopoTкY, а
также образцьl сьlворотки, содержащие азид натрия.

6.3. Образцьl сьlворотки крови разрешается хранить при
температуре +2...8"С не более 6-ти 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 пробы и контрольная cbl-
воротка готовы к использованию.

для восстановления лиофилизованньlх калибровочньlх
проб и контрольной сыворотки перед вскрьlтием флаконов
легким постукиванием стряхнуть частицьl, прилипшие к стен-
каМ флакОноВ или К крьlщкам. OTKpblTb флаконьl и положить
крьlшки перевернутьlми на сухую поверхность. В кацдьlй фла-
кон с калибровочной проб ой и контрольной сьlвороткой внести
по 0,5 мл дистиллированной водьl и закрьlть крьlшками.
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Вьlдержать флаконьl в течение '1 0 минут при комнатной тем-
пературе (*'t в...25"С) без перемешивания. 3атем, аккуратно
наклоняя и вращая флаконьl, перемешать их содержимое до
полного растворения, избегая пенообразования. В течение

следующих 10 минут вьlдержать флаконьl при комнатной тем-
пературе, периодически перемешивая.

7 .1.3. Конъюгат готов к использованию. Расход конъю-
гата на один стрип составляет 2,08 мл.

7 ,1.4. Буфер ! готов к использованию.
7.1.5. Промьlвочньlй раствор. Необходимое количество

буфера Р развести дистиллированной водой в 20 раз.
Например:

5 мл буфера Р + 95 мл дистиллированной водьl
Тщательно перемешать, избегая пенообразования.

7 .1.6. Раствор тетраметилбензидина (ТМБ) готов к

использованию. Расход ТlvlБ на один стрип составляет 1,'l 5 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-
HbI бьlть тщательно перемешаньl и доведеньI до комнатной
тем пературьl.

На странице '1 8 приведена схема проведения анализа.
7 ,1.9. Разведение исследуемьlх образцов cblBopoтoK

крови. Если по результатам анализа (см. п. 9.3.) значения
концентрации РАРР-А в исследуемьlх образцах вьlше КП Nq6,

образцьl следует развести буфером ! в 5 раз. Пример подго-

товки образца к анализу:

120 мкл буфера Д + 30 мкл исследуемого образца
При каждом разведении необходимо тlлательное пере-

мешивание.
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7 .2. Постановка анализа
7 .2.1, Составить протокол маркировки лунок. Лунки

промаркировать следующим образом :

А1 , А2 - Ng1 - для измерения величиньl оптической плотно_
сти раствора ТМБ;

В1, В2 - Nq2 - для измерения величиньl оптической плотно-
сти КП Ne1 ;

С1 , С2- Nq3 - для измерения величиньl оптической плотно_
сти КП Nч2;

D1, D2_ Ng4 - для измерения величиньl оптической плотно-
сти КП Nч3;

Ё1 ,Е2 - Ng5 - для и3мерения величины оптической плотно-
сти КП Nэ4;

Fl,F2 - Ngб - для и3мерения величины оптической плотно-
сти КП Ng5;

G1, G2 -Ng7 - для и3мерения величиньl оптической плотно-
сти КП Nq6;

н1 , н2- Nq8 - для измере ния величиньl оптической плотно-
сти контрольной сьlворотки.

7.2.2. Во все лунки, кроме лунок А,| и А2, внести по
200 мкл конъюгата.

7.2.3. Внести в соответствующие лунки по 2о мкл
калибровочных проб и контрольной сыворотки, в оставшиеся
лунки - по 20 мкл исследуемой сьlворотки крови в дубликатах.

прuмечанuе: общее время внесенuя калuбровочнъtх
проб, конmролъной сывороmкч ч uсслеоуемых съtвороmок
кровч не 0олжно превыuJаmъ 15 мuнуm, llначе время uнкуба-
цuu ра?лuчнъlх образцов буOеm значumелъно оmлччаmъся,
чmо прчвеdеm к неправчлънъlм резулъmаmам.
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7.2.4. Инкубировать стрипьl в течение 90 минут при
вGтряхивании в термостатируемом шейкере при темпера-
туре +37'С со скоростью 500-700 об/мин.

7 "2.5, По окончании инкубации удалить содержимое
лунок в контейнер с дезинфицирующим раствором (1% рас-
твором гипохлорита натрия или 6% раствором перекиси
водорода) и промьlть лунки 5 раз. При каждой промьlвке во

все лунки добавить по 300 мкл промьIвочного раствора,
приготовленного по п.7.1.5, встряхнуть рамку на шейкере в

течение 5-10 секунд с последующим декантированием. После
последнего декантирования тщательно удалить остатки

жидкости из лунок постукиванием рамки со стрипами в пере-

вернутом положении по фильтровальной бумаге.

!опускается промьlвка лунок при помощи автоматического
пром ьlвочного устройства.

7.2.6. Немедленно внести во все лунки по 100 мкл

раствора ТМБ. Инкубировать стрипьl в темноте при комнатной

температуре (+,1 8...25"С) в течение 15-30 минут в зависимости
от степени развития окраски.

Прчмечанuе: максчмалъная опmчческая плоmносmъ не

0олжна превъlшаmъ преOелов лчнейноео чзмеренчя
спекmрофоmомеmра. Рабочu0 0чапазон спекmрофоmомеmра
необхоduмо уmочняmъ в паспорmе прчбора. Рекоменdуемая
максLlмалъная опmчческая плоmносmъ не более 2,5 ed. оП.

7.2.7. ,Щобавить во все лунки с той же скоростью и в той

же последовательности, как и раствор ТМБ, по 100 мкл стоп-

реагента для остановки ферментной реакции, перемешать на

шейкере в течение 1-2 минут при комнатной температуре

1+,1 8.."25'С).

12
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7.2.8. Если невозможно измерить оптическую плотность
в лунках планшета непосредственно после вьlполнения
п.7.2.7., то следуеТ иметЬ В видУ, что окраска в лунках
планшета стабильна не более 20 минут при температуре
+1 8. . .25"с.

8. РЕГИСТРАЦИЯ РЕЗУЛЬТАТОВ
измерить на фотометре вертикального сканирова ния

оптическую плотность в лунках при длине волньl 450 нм.
ПРИ РеГИСТрации результатов необходимо вьlчитать

величинУ оптической плотности в лунках А1 и А2 из значений
оптических плотностей всех остальньlх лунок.

прчмечанче: среdнее арuфмеmчческое значенuе
опmчческой плоmносmч в лунках д1 u д2 не dолжно
превъlшаmъ 0,09 еd.ОП.

13
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9, учЕт рЕзультАтов
9.1. Построить калибровочньIй

в-8.2015-02

график зависимости

оптических плотностей от концентрации РАРР-А (мЕд/мл) в

калибровочньlх пробах (Рисунок 2). Внешний вид графика за-
висит от способа преобразования осей.

Прuмечанче 1: dля посmроенчя калчбровочнъх ерафLtков

рекоменOуеmся чсполъзоваmъ Проераммное обеспеченче
кИФА Масmер>.

Прuмечанче 2: 0ля посmроенчя калчбровочноео ерафчка
на масшmабной бумаее необхоduмо uсполъзоваmъ 0анные
опmчческчх плоmносmей после вычumанLlя uз HlJx среOней
велчччны опmчческой плоmносmч лунок с ТМБ.
Еслч проерамма фоmомеmра не позволяеm выччmаmъ велч-
ччну опmчческой плоmносmч лунок А1 ч А2, mо необхоOчмо
пол ъзоваm ъся формулой :

В-Вт,

еdе В среOнее арчфмеmчческое значенче опmuческой
плоmносmu в лунках, соOержащчх калuбровочнъtе uлu чс-
слеOуемые пробъt;
В7 среdнее арчфмеmuческое значенuе опmuческой
плоmносmч лунок А1 ч Д2.

9.2. Определить содержание РАРР-А в пробах по калиб-

ровочному графику. В случае дополнительного разведения
образцов необходимо измеренную концентрацию РАРР-А ум-
ножить на фактор разведения.

9.3. Экстраполяция калибровочного графика для
значений концентрации РАРР-А, превьlшающих номинал
КП Ng6, не допускается. Для точного определения концентра-

ции РАРР_А в таких образцах необходимо вьlполнить их раз-
ведение в соответствии с п. 7.1.9.

14
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9.4. Для расчета риска в пренатальном
таты измерения РАРР-А указьlваются в

в_8.20,15_02

скрининге резуль_
МОП/ (multiple of

medians) и вьlч исляются по формуле:
МоМ = Измеренная концентрация (РАРР-А)/Медиана РАРР-А

9.5. Для автоматизированного расчета риска синдрома ffay-
на можно воспользоваться специальным программным обеспе-
чением.

246
Концентрация РАРР-А, мЕд/мл

рисунок 2- Типичньlй калибровочньlй график
3апрещаеmся чсполъзоваmъ Оля оценкu реалънъlх

эксп ерч мен m ал ън ъtх 0 ан н ых !

Е

оloýs 10
о.

tr
о
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10. УСЛОВИЯ ХРАНЕНИЯ И ЭКGПЛУАТАЦИИ НАБОРА

10.'| . Набор кИФА-РАРР-А) должен храниться в упаковке
предп риятия-изготовителя при температуре +2...8'С в

течение всего срока годности. пЩопускается хранение набора

при температуре до +25'С не более 5 суток.
Срок годности набора - 12 месяцев.
10.2. Набор следует вьlнимать из холодильника не более

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 следуюlлим образом:

о стрипьl поместить сначала в пакет с этикеткой, затем в

пластиковьlй пакет с замком и герметично закрьlть. Хранить в

герметично закрьlтом пакете при температуре +2...8"С в тече-
ние всего срока годности;

о жидкие, готовые к использованию, калибровочньlе
пробы и контрольную cblBopoTкy после вскрытия флаконов
хранить при температуре +2...8"С не более 1 месяца;

о восстановленньlе (pacTBopeнHble) из лиофилизованньlх
препаратов калибровочньlе пробьl и контрольную cblвopoTкy
хранить при температуре +2...8"С не более ,1 месяца;

о конъюгат, буфер Д и раствор Т[\/lБ после вскрьlтия

флаконов хранить при температуре +2...8"С не более
'1 месяца;

о промывочньlй раствор, подготовленньlй к использова-
нию, хранить закрьlтьlм при комнатной температуре

1+18 ...25"С) не более 5 суток;
о буфер Р и стоп-реагент после вскрьlтия флаконов хра-

нить при температуре +2...8'С в течение всего срока годности.

16
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10.4. При использовании набора для проведения
Нескольких независимьlх анализов необходимо иметь в виду
следующее.

. для ка}кдого независимого эксперимента необходимо
Построение нового калибровочного графика и рекомендуется
определение концентрации РАРР-А в контрольной cblBopoTкe;

о 3апрещается возвращать избьlток конъюгата, ТП/Б и
стоп-реагента из ванночек во флаконьl;

о из флаконов с открьlтьlми крьlшками происходит испа-
рение, которое может привести к получению HekoppekTНblx
результатов при повторном использовании реагентов. После
окончания внесения реагентов в лунки планшета на каждой
стадии анали3а необходимо плотно закрьlвать крьIшки флако-
нов и помещать в рекомендуемьlе условия хранения.

10.5. Не допускается смешивание или одновременное
исполь3ование реагентов из 'разньlх партий, зfl исключением
тп/Б, стоп-реагента и концентрированного промьlвочного
раствора, входяlлих в состав данного набора реагентов.

10.6. 3апрещается исполЬзоватЬ промьlвочньIЙ рас-
твор, стоп-реагент и тмБ из наборов реагентов других фирм-
производителей.

10-7 - 3апрещается использовать промьlвочньlе раство-
pbl произВодства Алlкор Био с буквенньlмИ обозначениями, от-
личньlми от указанного в инструкции к набору.

10.8. К работе с набором допускается только
специально обученньlй персонал.

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

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

в-8.2015-02
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По вопросам качества набора кИФА-РАРР-А) следует обраЩаТЬСЯ
в ООО <<Компания Алкор Био> по адресу: 192148, г. Санкт-ПетербУрГ, Же-
лезнодорожный пр, д. 40, лит.А, тел/факс: (812) 677-87,79.


