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ИНСТРУКЦИЯ ПО ПРИl\ЛЕНЕНИЮ НАБОРА РЕАГЕНТОВ
для количЕствЕнного имlмуноФЕрмЕнтного

ОПРЕДЕЛЕНИЯ

ОБЦ{ЕГО ИММУНОГЛОБУЛИНА Е
в cblBoPoTKE крови чЕловЕ]и

(кИФА-обlций lgED)

1. нАзнАчЕниЕ
1,1- Набор реагентов кИФА-общиЙ lgEu предназначен

для количественного определения общего иммуноглобу ли-
на Е (IgE) в сыворотке крови человека методом твердо-
фазного иммуноферментного анализа.

1.2- lgE - класс иммуноглобулинов, содержание которого
в сЫворотке кровИ в норМе краЙне мало. Концентрация lgE в
сыворотке крови возрастает постепенно с момента рожде ния
человека до подросткового возраста. У взрослых людей кон-
центрация lgE в норме может достигать 100 МЕ/мл. В пожи-
лом возрасте уровень lgE иногда снижается.

продукция IgE имеет существенное значение в анти-
гельминто3ном иммунитете. При аскаридозе обнаруживается
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15-20-кратное повьlшение концентрации lgE. Однако в разви-
TbIx странах выявление повьlшенных концентраций lgE чаще
связано с развитием аллергических заболеваний. Определе-

ние общего IgE имеет важное прогностическое значение. Его

уровень вьlше 95 % верхнего возрастного предела нормы вы-
являют у 75 % детей, родители которых имеют аллергические
заболевания. Вьlявление вьlсоких концентраций общего lgE в

сыворотке крови является важньlм вспомогательньlм средст-
вом, позволяюlлим дифференцировать аллергические забо-
левания среди множества патологий, клинически прояв-

ляюlлихся как астма, частые заболевания дыхательных пу-

тей, хронические риниты и дерматиты. Повьlшенные концен-
трации lgE в cblBopoTкe крови отмечают также при гипер-IgЕ

синдроме, лимфосаркоме.

1.3. Набор (ИФА-общий IgEu рассчитан на проведение
анализа в дубликатах 40 неизвестных, б калибровочньlх проб,

одной пробьl контрольной сыворотки и одной пробьl для оп-

ределения оптической плотности раствора ТМБ при исполь-

зовании всех стрипов одновременно (всего gб определений).
Прuмечанче: в случае 0робноео прuмененчя набор мо-

жеm быmъ чсполъзован mолъко в mеченче месяца после
вскрыmuя ком поненmов набора.

2. ХАРАКТЕРИСТИКА НАБОРА

2.1. Принцип действия
В наборе кИФА_общий lgEu использован (сэндвич)-

вариант твердофазного иммуноферментного анализа. Для

реализации этого варианта использованьl два моноклональ-
Hblx антитела с различной эпитопной специфичностью к lgE.
Одно из них иммобилизовано на твердой фазе (внутренняя
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ПОВеРХНосТь лунок), второе конъюгировано с пероксидазой

хрена. В лунках, при добавлении исследуемого образца и
конъюгата анти-lgЕ-пероксидаза, во время инкубации одно-
временно происходит иммобилизация lgE, содержащегося в
ИССЛеДУеМОМ образце, и связывание образовавшегося ком_
плекса с конъюгатом.

НеСвязавшиеся компонентьl удаляются промывкой. Коли_
чество связавшегося конъюгата прямо пропорционально ко_
личеству |gE в исследуемом образце (Рисунок 1).

lgE

Планшет
с антителами к lgE

анти-lgЕ-пероксидаза

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

шивание раствора в лунках. Степень окраски прямо пропор-
циональна концентрации lgE в анализируемых пробах. После
и3мерения оптической плотности раствора в лунках на осно-
вании калибровочного графика рассчитьlвается концентрация
!gE в исследуемьlх образцах.

2.2. Состав набора
о комплект из двенадцати восьмилуночньlх стрипов в

рамке с иммОбили3Ованными на внутренней поверхности лу-
нок моноклональными антителами к общему lgE, маркирован

J
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1 упаковка;
о калибровочньlе пробьl (кп), аттестованные по Вто-

рому международному референсному препарату WHO на
общий lgЕ 751502, содержащие известньlе количества общего
lgE. ФлаконьI маркированьl (Калибровочная проба Nq1)), кКа-
либровочная проба Nq2>>, <<Калибровочная проба Nq3>, <<Ка-

либровочная проба Nq4), <<Калибровочная проба Nq5), <<Ка-

либровочная проба Ne6); точные значения концентраций об-

щего lgE в калибровочных пробах указаны на этикетках фла-
конов, ориентировочньlе 0; 'l 0; 50; 'l 00; 250; 500 МЕ/мл
6 флаконов (лиофилизованные препаратьl или жидкости по

0,5 мл);
о конъюгат анти-IgЕ-пероксидаза, маркирован <<Конъю-

гат Е> - 1 флакон ('| 8 мл);
. водно-солевой раствор для разведения образцов cbl-

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

о концентрированный водно-солевой раствор для про-

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

о раствор тетраметилбензидина, маркирован <<Раствор

Тt\ЛБ> - 1 флакон (14 мл);
о стоп-реагент (1 Н соляная кислота), маркирован

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

общего lgE, маркирована <<Контрольная сыворотка)
1 флакон (лиофилизованньlй препарат или жидкость 0,5 мл);

. прозрачньlй пластиковьlй пакет с замком (при упаков-
ке стрипов в пакет из 2-слойного полиэтилена).
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3. АнАлитичЕскиЕ и
ХАРАКТЕРИСТИКИ

3.1. Специфичность. Не обнаружено перекрестной реак-
циИ моноклональНьlх анти-lgЕ-антител с lgG, IgM, lgA.

3,2. Коэффициент вариации результатов определения
общего lgE в одном и том же образце сыворотки крови чело-
века с использованием набора кИФА-общиЙ IgEu не превы-
шает 8%.

3.3. Линейность. 3ависимость концентрации общего lgE в
образцах сьlворотки крови при разведении их буфером Д
имеет линейньlй характер в диапазоне концентраций калиб-
ровочных проб Nq2 - Nqб и составляет 90-1 10%.

прuмечанче: Так как соdержащuеся в сывороmке kpoBu
человека анmчmела чмеюm ееmероеенную прчроOу, прч раз-
веOенuu uсслеOуемых образцов завuсuмосmъ опреоеляемой
конценmрацчч общеео lgE оm сmепенч развеоенuя в оm-
dелъных случаях можеm носumъ нелlлнейнъtй харакmер"

3.4. Точность. ДанныЙ аналитическиЙ параметр проверя-
ется тестоМ на (открытие) общего lgE - проверка соответ-
ствия значения определяемой концентрации общего IgE рас-
четной величине, полученной путем смешивания равных
объемов контрольной сыворотки и калибровочной пробы Ngз"
Процент открьlтия составляет 90-1 1О%.

в-12.2015-02

ДИАГНОСТИЧЕСКИЕ

достоверно опре_

lgE в сыворотке

3.5. Чувствительность. Минимальная
деляемая набором концентрация общего
крови человека не превышает 2,3 I\ЛЕlмл.

3.6. Хук-эффект высоких концеНтрациЙ. В наборах реа-
гентов, ocHoBaНHblx на (сэндвич))-принципе анализа, при Bbl-
соких концентрациях аналита зависимость величины оптиче-
ской плотности от концентрации становится обратно пропор-

l
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циональной (так называемьlй хук-эффект высоких концентра-

ций). При использовании набора кИФА-общий IgEu хук-

эффект не обнаружен вплоть до концентрации общего lgE
10 000 МЕ/мл.

3.7.,Щиапазон ожидаемых значений. Содержание общего
|gE измеряли в сыворотке крови, взятой с 9 до 11часов, у
79 здоровьlх лиц и 226 больных, страдаюlлих различньlми
аллергическими заболеваниями, в возраGте 21-45 лет. У
4S% здоровьlх лиц концентрация общего lgE была ниже

25 П/Е/мл, у 34% от 25 до 'I 00 МЕ/мл, у 18% более
100 МЕ/мл. У 8% больных, страдаюLцих аллергическими за-
болеваниями, концентрация общего lgE была ниже 25 МЕ/мл,

у 22% - от 25 до '1 00 МЕ/мл , у 70% - более '1 00 МЕ/мл.

,Щиапазон ожидаемых значений зависит от многих факто-

ров: специфичности метода, особенностей исследуемой по-

пуляции, точности метода в конкретной лаборатории. По этой

причине каждой лаборатории рекомендуется использовать

предоставленньlе изготовителем значения только до тех пор,

пока специалистами лаборатории не будут определены диа-

пазоньl ожидаемьlх значений, характернь!х для конкретной
популяции в месте расположения лаборатории.

Прuмечанче: В наборе кИФД-общчй lgE, значенuя кон-

ценmрацuй калчбровочных проб выражены в МЕ/мл, Для пе-

ресчеmа конценmрацч0 в не/мл необхоOчмо значенче кон-

ценmрацчч в МЕ/мл умножчmъ на 2,4.

4. MEPbl прЕдосторожности
4.1. Потенциальный риск применения набора - класс 1.

4.2. Все компоненты набора в используемых концентра-

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

4.4. Стоп-реагент представляет собой 'l Н раствор соля-
ной кислоты. Избегать разбрьlзгивания и попадания на кожу и
сли3истые. В случае попадания стоп-реагента на кожу и сли-
3истые необходимо промыть пораженный участок большим
количеством проточной воды.

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

4.6. Химическая посуда и оборудование, которь!е ис-
поль3уются в работе с набором, должньl быть соответст-
вующим образом маркированы и храниться отдельно.

4.7. Запрещается прием пицlи, использование космети-
ческих средств и курение в помещениях, предназначенньlх
для работьl с наборами.

5. оБорудовАн и Е имАтЕриАл bl
, Спектрофотометр вертикального сканирования, по-

зволяющий измерять оптическую плотность раствора в лун-
ках при длине волны 450 нм;

. прибор для встряхивания рамки со стрипами (термо-
статируемый шейкер), позволяющий производить встряхива-
ние со скоростью 400-800 обlмин при температуре +37"С;

о пипетки полуавтоматические одноканальные со
сменньlмИ наконечниками с изменяемьlм объемом отбора
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жидкостей: на 5-50 мкл; 40-200 мкл; 200-1 000 мкл; 1000-
5000 мкл;

о пипетка полуавтоматическая восьмиканальная со

сменными наконечниками, позволяющая отбирать объемы

жидкости до 300 мкл;
о цилиндр мерный, позволяющий отмерять 50-500 мл;

о стакан стеклянньIй подходящего объема;
о вода дистиллированная;
о бумага фильтровальная;
. перчатки резиновые или пластиковые;

о 'l % раствор гипохлорита натрия или 6% раствор пе-

рекиси водорода;

о контейнер для дезинфекции;
о ванночки для внесения реагентов восьмиканальной

п ипеткой.
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6. АнА лизируЕмьl Е оБрАзцьl
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 сьIворотки, содержаLцие 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 вскрытием пакет со стрипами необ_

ходимо вьlдержать при комнатной температуре (+,t в...25"с)
не менее 30 мИнут. Вскрыть пакет и переставить на свобод-
ную рамку необходимое количество стрипов.

7.1,2. Жидкие калибровочные пробьl и контрольная cblgo-
ротка готовьl к использованию.

для восстановления лиофилизованных калибровочных
проб И контрольной сыворотки перед вскрь!тием флаконов
легким постукиванием стряхнуть частицьl, прилипшие к стен-
каМ флакОноВ илИ к крышкам. Открыть флаконьl и положить
крышкИ перевернутьlми на сухую поверхность. В какдьlй
флакоН С калибровочной пробой и контрольной сьlвороткой
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внести по 0,5 мл дистиллированной воды и закрьlть крьlщка-
ми. Вьlдержать флаконьl в течение 10 минут при комнатной
ТеМПеРаТУре (+'t В...25"С) без перемешивания. 3атем, акку_

ратно наклоняя и вращая флаконы, перемешать их содержи-

мое до полного растворения, избегая пенообразования. В те-

чение следуюlлих 'l 0 минут выдержать флаконы при комнат-
ной температуре, периодически перемешивая.

7 .1.3. Конъюгат готов к использованию. Расход конъюгата
на один стрип составляет 1 ,5 мл.

7 .1,4. Буфер .,Щ готов к использованию.
7 .1.5. ПромьIвочньIй 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 (ТПЛБ) готов к ис-
пользованию. Расход ТПЛБ 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 реагенты перед проведением анализа должньI

бьlть тщательно перемешаны и доведеньl до комнатной тем-
пературы.

7.1.9. Разведение исследуемых образцов cblBopoToк кро-

ви. Если по предварительньIм данньlм или по результатам
анализа (см. п. 9.3.) значения концентрации общего IgE в ис-

следуемых образцах выше КП Nq6, образцы следует развести
буферомДв20раз:

'l 90 Мкл буфера Д + '1 0 мкл исследуемого образца.
При каждом разведении необходимо тщательное пере-

мешивание.
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на странице 1 8 приведена схема проведения анализа.

7 .2. Постановка анализа
7.2.1. Составить протокол маркировки лунок. Лунки про-

маркировать следующим образом :

A,l , А2 Nq,l - для измерения величины оптической
плотности раствора ТМБ;

B1 , В2 Ng2 - для измерения величины оптической
плотности КП Nэ1;

С1 , С2 Ng3 - для измерения величины оптической
плотности КП Nэ2;

D1, D2 Nq4 - для измерения величины оптической
плотности КП Nч3;

Е1 , Е2 Nq5 - для измере ния величиньl оптической
плотности КП Ng4;

F1, F2 Ngб - для измерения вел ичиньl оптической
плотности КП Nэ5;

G1, G2 _ Ng7 - для измерения величины оптической
плотности КП Ng6;

H,l , н2 Nq8 - для и3мерения величины оптической
плотности контрольной сыворотки.

7.2.2. Во все лунки, кроме лунок А1 и А2, внести по
150 мкл конъюгата.

7.2.3. Внести в соответствующие лунки по 2О мкл калиб-
ровочньlх проб и контрольной сыворотки, в оставшиеся лунки
- по 20 мкл исследуемоЙ сь!воротки крови в дубликатах.

прuмечанuе: общее время внесенlJя калuбровочных
проб, конmролъноЙ сывороmкlJ ч uсслеdуемъж съlвороmок
кровч не dолжно превышаmъ 15 мuнуm, lлначе время uнку-
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бацчч разнъlх образцов буOеm значчmелъно разлччаmъся,
чmо прчвеOеm к неправчлъным рфулъmаmам.

7,2.4. Инкубировать стрипы в течение 90 минут при

встряхивании в термостатируемом шейкере при темпера-

туре +37'С со скоростью 500-800 об/мин.
7.2.5. По окончании инкубации удалить содержимое лу-

нок в контейнер с дезинфицирующим раствором (1% раство-
ром гипохлорита натрия или 6% раствором перекиси водоро-

да) и промьlть лунки пять раз. При какдой промьlвке во все
лунки добавить по 300 мкл промывочного раствора, приго-

товленного по п.7,1 .5, встряхнуть рамку на шейкере в тече-
ние 5-1 0 секунд с последуюlлим декантированием. После по-

следнего декантирования тlлательно удалить остатки жидко-
сти из лунок постукиванием рамки со стрипами в переверну-

том положении по фильтровальной бумаге.

,Щопускается промывка лунок при помоlли автоматическо-
го промьlвочного устройства.

7.2.6. Немедленно внести во все лунки по 100 мкл рас-
твора ТМБ. Инкубировать стрипы в темноте при комнатной

температуре (+'t в...25'С) в течение 'l 5-30 минут в зависимо-
сти от степени развития.

7.2,7, Добавить во все лунки с той же скоростью и в той
же последовательности, как и раствор Т[VlБ, по 100 мкл стоп-

реагента для остановки ферментной реакции, перемешать на

шейкере в течение 1-2 минут при комнатной температуре.
7.2.8. Если невозможно измерить оптическую плотность в

лунках планшета непосредственно после выполнения

п.7.2.7., то следует иметь в виду, что окраска в лунках план-
шета стабильна не более 20 минут при комнатной температу-

ре.
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Прuмечанче: максuмалъная опmчческая плоmносmъ не
0олжна превышаmъ преi,елов лuнейноео uзмеренuя спек-
mрофоmомеmра. Рабочuй duапазон спекmрофоmомеmра не-
обхоduмо уmочняmъ в паспорmе прuбора. РекоменОуемая
максчмалъная опmчческая плоmносmъ не более 2,5 ed. оП.

8. РЕГИСТРАЦИЯ РЕЗУЛ ЬТАТОВ
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 А,| и Д2 из значений
оптических плотностей всех остальньlх лунок.

ПРuМеЧанuе; среd нее арчфмеmчческое значенuе опmч-
ческой плоmносmч в лунках д1 ч д2 не 0олжно превышаmъ
0,09 ed. оП.
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9. учЕт рЕзультАтов
9.1. Построить калибровочный график зависимости опти-

ческих плотностей от концентрации lgE (ПЛЕ/мл) в калибро-
вочньIх пробах (Рисунок 2). Внешний вид графика зависит от
способа преобразов ания осей.

Прuмечанче 1: 0ля посmроенuя калчбровочнъж ерафuков

рекоменOуеmся чсполъзоваmъ Проераммное обеспеченче
кИФД Масmер>.

Прuмечанче 2: 0ля посmроенuя калчбровочноео ерафчка
на масшmабной бумаее необхоOuмо чсполъзоваmъ 0анные
опmчческuх плоmносmей после вычumанuя l,tз Hllx среdней ее-
лччuны опmчческой плоmносmч лунок с ТМБ,

Еслч проерамма фоmомеmра не позволяеm выччmаmъ
велчччну опmчческой плоmносmu лунок Д1 u Д2, mо необхо-
0чмо полъзоваmъся формулой :

В-Вт,

еOе В - среOнее арчфмеmчческое значенче опmчческой
плоmносmч в лунках, соOержащчх калчбровочные члч чссле-
0уемъtе пробы,

Вт - среOнее арчфмеmчческое значенuе опmчческоЙ
плоmносmч лунок Д1 ч Д2.

9.2. Определить содержание lgE в пробах по ка-

либровочному графику. В случае дополнительного разведе-
ния образцов необходимо измеренную концентрацию lgE ум-
ножить на фактор разведения.

9.3. Экстраполяция калибровочного графика для значе-
ний концентрации lgE, превышающих номинал КП Ng6, не до-
пускается. Для точного определения концентрации в таких
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образцах необходимо выполнить их разведение в
вии с п.7.1.9.

в-12.2015-02

соответст-
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18Е

Концентрация IgE, МЕ/мл
Рисунок 2. Типичньlй калибровочньlй график

3апрещаеmся чсполъзоваmъ Оля оценкч реалъных
эксперч мен mал ън ых 0 ан н ых!

10. УСЛОВИЯ ХРАНЕНИЯ И ЭКСПЛУАТАЦИИ НАБОРА
10.1. Набор кИФА-общиЙ lgEu должеН храниться в

упаковке предприятия-изготовителя при температуре +2.,"8"с
в течение всего срока годности. ,щопускается хранение набо-
ра при температуре до +25ОС не более 5 суток.

Срок годности набора - 12 месяцев.
10-2. Набор следует вынимать из холодильника не бо-

лее чем за 1 час до начала анализа, но не позже, чем за
30 минут до проведения анализа.,l0.3. В случае дробного использования компоненты
набора необходимо хранить следующим образом:

15
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о стрипьI поместить сначала в пакет с этикеткоЙ, затем
в пластиковьlй пакет с замком и герметично закрыть. Хранить
в герметично закрь!том пакете при температуре +2...8"С в те-
чение всего срока годности;

. жидкие, готовьIе к использованию, калибровочные
пробьl и контрольную сыворотку после вскрытия флаконов
хранить при температуре +2...8"С не более ,| месяца;

о восстановленные (раствореннь!е) из лиофилизован-
ных препаратов калибровочные пробы и контрольную cblBo-

ротку хранить при температуре +2...8'С не более '| месяца;
о конъюгат, буфер Д и раствор ТМБ после вскрытия

флаконов хранить при температуре +2...8"С не более 1 ме-
сяца;

о промывочный раствор, подготовленньlй к использова-
нию, хранить закрьlтьlм при комнатной температуре
(+18...25"с) не более 5 суток;

о буфер Р и стоп-реагент после вскрытия флаконов хра-

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

ности.

10.4. При использовании набора для проведения нес-
кольких независимых анализов необходимо иметь в виду

следующее:

о для каждого независимого эксперимента необходимо

построение нового калибровочного графика и рекомендуется
определение концентрации lgE в контрольной сыворотке;

о запрещается возвраlлать избьlток конъюгата, Т[\лБ и

стоп-реагента из ванночек во флаконьl;
о из флаконов с открытыми крьlшками происходит ис-

парение, которое может привести к получению некорректных

результатов при повторном использовании реагентов. После

16
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окончания внесения реагентов в лунки планшета на каждой

стадИИ аНали3а необходимо плотно закрьlвать крьlшки фла-
конов и помещать в рекомендуемые условия хранения.

10.5. Не допускается смешиван ие или одновременное
Использование реагентов из разньlх партий, за исключением
ТП/Б, стоп-реагента и концентрированного промывочного рас_
твора, входящих в состав данного набора реагентов.

10.6. 3апрещается использовать промьlвочньIй рас_
твор, стоп-реагент и тплБ из наборов реагентов других фирм-
производителей.

10.7. 3апрещается использовать промьlвочньlе раство_
PbI ПРОИ3ВОДСтВа Алкор Био с буквенньlми обозначениями, от_
личными от указанного в инструкции к набору.

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

10.9. Для получе ния надежных результатов необхо ди-
мо строгое соблюдение инструкции.
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Прuмечанuя:
КП - калuбровочная проба;
КС - конmролъная сывороmка;
ОП - опmчческая плоmносmъ;
l{T - комнаmная mемпераmура (+18...Z5.C);
ПО - проераммное обеспеченuе.

в-12.2015-02
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По вопросам качества набора кИФА-общий IgEu следует обращатЬся В

ООО <<Компания Алкор Био>> по адресу: 192148, г. Gанкт-Петербург, Же-
лезнодорожньlй пр., д. 40, лит.А, тел/факс: (812| 677,87,79.


