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«УТВЕРЖДАЮ»

№

ИНСТРУКЦИЯ 
по применению Набора реагентов для определения активности 

низкомолекулярного гепарина 
(Ренапарин-тест)

1. НАЗНАЧЕНИЕ

Н а б о р  р еа ген т о в  для о п р ед ел ен и я  ак ти в н ости  н и зк ом ол ек ул я р н ого  геп ари ­
на (Р ен а п а р и н -т ест ) п р ед н а зн а ч ен  для к о л и ч ест в ен н о го  оп р ед ел ен и я  ан ти -Х а и 
анти-П а ак ти в н ости  в п р еп ар атах  и  су б ст а н ц и я х  н и зк ом ол ек ул я р н ого  гепарина  
(Н М Г ) с и сп о л ь зо в а н и ем  х р о м о ген н ы х  су б ст р а т о в .

О п р ед ел ен и е  и н ги би р ов ан и я  ак ти в н ости  ф ак тор ов  Х а  и На является н а и б о ­
л ее  ч увствительны м  и и н ф ор м ати в н ы м  для о п р ед ел ен и я  акти вн ости  Н М Г.

О д и н  н а б о р  п р ед н а зн а ч ен  для п р о в ед ен и я  100  м и к р оан ал и зов  при р а сх о д е  
4 0  мкл ф актора Х а  и  ф актора П а н а  о д н о  о п р е д е л е н и е  или  5 0  м акроанализов при  
р а с х о д е  80  мкл ф ак тор а Х а  и ф актора Н а на о д н о  о п р ед ел ен и е .

2.1. Принцип действия
М е т о д  о п р ед ел ен и я  ак ти в н ости  Н М Г  о сн о в а н  н а  с п о с о б н о с т и  к ом п лек са  ан­

ти тр ом би н  Ш -геп ар и н  (А Т Ш -Н М Г ) н ей тр ал и зов ать  активированны е ф акторы  Х а

А к ти в н ость  Н М Г  в п р еп ар атах  и су б ст а н ц и я х  о п р ед ел я ю т , добавляя к ним  
и збы ток  ан ти ф ак тора Н а III и ф актора Х а  или  На. П р и  эт о м  п р о и сх о д и т  и н ги би р о­
вание ф акторов Х а  или  Н а к ом п л ек сом  А Т Ш -Н М Г  п р о п о р ц и о н а л ь н о  количеству  
Н М Г  в п р еп ар ате или  су б ст а н ц и и . О став ш ееся  к ол и ч еств о  ф актора Х а  или На ка­
тал и зи р ует  о т щ еп л ен и е  п ар ан и тр оан и л и н а (p N A ) о т  си н т ет и ч еск и х  хр о м о ген н ы х  
субстр атов . А б с о р б ц и я  с в о б о д н о г о  p N A , оп р ед ел я ем ая  при  д л и н е  волны  4 0 5  нм, 
обр атн о  п р оп о р ц и о н а л ь н а  а н ти -Х а  или ан ти -И а ак ти вн остям  Н М Г .

П р о ц ес с  и д е т  п о  сл ед у ю щ и м  схем ам :
1. П р и  о п р ед ел ен и и  ан ти -Х а  акти вн ости  Н М Г :

A TIII (и збы ток ) +  Н М Г  ==> А Т Ш -Н М Г .
А Т Ш -Н М Г  +  ф актор  Х а  (и зб ы то к ) => A T III-Н М Г -Х а+ ф ак тор  Х а  (остаток ).
Ф актор Х а  (о ст а т о к ) +  ф актор  Х а -С у б ст р а т -p N A  => П еп т и д  +  p N A .

2. ХАРАКТЕРИСТИКА НАБОРА

и На.



2. П ри  о п р ед ел ен и и  ан ти -П а ак ти в н ости  Н М Г :
А Л И  (и збы ток ) +  Н М Г  => А Т Ш -Н М Г .
А Т Ш -Н М Г  +  ф актор  П а (и зб ы то к ) => А Т Ш -Н М Г -П а+ ф ак тор  П а (остаток ).
Ф актор П а (о ст а т о к ) +  ф актор  П а-С убстр ат-p N A  => П е п т и д  +  p N A .

2.2. Состав набора
В  состав  н а б о р а  в х о д я т  сл ед у ю щ и е  к ом п он ен ты :

1. А н т и т р о м б и н  III (1 M E /ф л ак он ), л и оф и л ь н о  вы суш ен н ы й  -  3 ф лакона.
2. Ф актор Х а  (1 5  н к ат/ф л ак он ), л и оф и л ь н о  вы суш ен н ы й  -  1 ф лакон.
3. Ф актор П а (т р о м б и н ) (2 0  M E /ф л ак он ), л и оф и л ь н о  вы суш ен н ы й  -  1 ф лакон.
4. Х р о м о ген н ы й  су б ст р а т  дл я  ф актора Х а , л и оф и л ь н о  вы суш ен н ы й  -  2  флакона.
5. Х р о м о ген н ы й  су б ст р а т  для ф актора Па, л и оф и л ь н о  вы суш ен н ы й  -  2  флакона.
6. Р абоч и й  стан дар тн ы й  о б р а зе ц  Н М Г  (Р С О  Н М Г ) -  1 ф лакон.
7. Б уф ер н ы й  р аств ор  т р и с-H C L , к он ц ен тр и р ов ан н ы й  -  1 ф лакон  (5 ,0  мл).
8. Бы чий сы в ор оточ н ы й  ал ьбум и н  (Б С А ) -  1 ф лакон  (1 ,0  г).

3. АНАЛИТИЧЕСКИЕ И ДИАГНОСТИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ

Л и н ей н о сть  о п р ед ел я ем ы х  зн ач ен и й  ан ти -Х а  ак ти в н ости  Н М Г  для кинети­
ч еск о го  м ет о д а  - в д и а п а зо н е  о т  0 ,1 5  д о  0 ,0 2 5  M E /м л , дл я  м ет о д а  п о  о д н о й  точке - 
в д и а п а зо н е  о т  0 ,2  д о  0 ,0 4  M E /м л , о т к л о н ен и е  от  л и н ей н о ст и  - н е б о л ее  10%.

Л и н ей н о ст ь  о п р ед ел я ем ы х  зн ач ен и й  ан ти -П а ак ти в н ости  Н М Г  для к и нети­
ч еск ого  м е т о д а  - в д и а п а зо н е  о т  0 ,0 5  д о  0 ,01  M E /м л , дл я  м ет о д а  п о  о д н о й  точ ке - в 
д и а п а зо н е  о т  0 ,0 5  д о  0 ,0 1 5  M E /м л , о т к л о н ен и е  о т  л и н ей н о ст и  - н е  б о л е е  10%.

К о эф ф и ц и ен т  вари ац и и  резул ьтатов  о п р ед ел ен и я  а н ти -Х а  и анти-П а актив­
н ости  Н М Г  - н е б о л е е  10% .

Ч ув ств и тел ь н ость  о п р ед ел ен и я  ан ти -Х а  ак ти в н ости  -  н е  б о л е е  0 ,05  М Е /м л. 
Ч ув ств и тел ь н ость  о п р ед ел ен и я  анти-П а ак ти в н ости  -  н е б о л е е  0 ,01 М Е /м л. 
Д о п у ст и м ы й  р а зб р о с  резул ьтатов  при  и сп ол ь зо в а н и и  р азн ы х н абор ов  о д н о й  

сер и и  - н е б о л е е  10% .

4. МЕРЫ ПРЕДОСТОРОЖНОСТИ

4 .1 . П отен ц и ал ь н ы й  р и ск  п р и м ен ен и я  н а б о р а  -  класс 2а.
4 .2 . П р и  р а б о т е  с н а б о р о м  с л е д у е т  н адевать  о д н о р а зо в ы е р ези н ов ы е или  

пластиковы е перчатк и , т.к . в сост ав  н а б о р а  в х о д я т  к ом п он ен ты  крови человека, 
которы е с л е д у е т  р ассм атр и в ать  как п о тен ц и ал ь н о  и н ф и ц и р ов ан н ы е, сп о со б н ы е  
д л и тел ь н ое врем я сохр ан я ть  и  п ер едав ать  В И Ч , в и р ус геп ати та  или л ю б о й  др у го й  
в о збуд и тел ь  в и р у сн о й  и н ф ек ц и и .

4 .3 . М ер ы  п р е д о с т о р о ж н о с т и  при р а б о т е  с н а б о р о м  -  со б л ю д е н и е  «П равил  
устр ой ства , тех н и к и  б е зо п а с н о с т и , п р о и зв о д ст в ен н о й  сан и тар и и , п р о т и в о эп и д е­
м и ч еск ого  р еж и м а  и л и ч н о й  ги ги ен ы  при  р а б о т е  в л а б о р а т о р и я х  (о тдел ен и я х , от ­
д ел а х ) са н и т а р н о -эп и д ем и о л о ги ч еск и х  у ч р еж д ен и й  си ст ем ы  М и н и стер ств а  зд р а ­
в оохр ан ен и я  С С С Р »  (М оск в а , 1981 г.).



5. ОБОРУДОВАНИЕ И МАТЕРИАЛЫ

- А в том ати ч еск и й  к оагул ом етр  с  н а б о р о м  п л асти к ов ы х кю вет;
- сп ек т р о ф о т о м ет р  для ск ан и рован и я  9 6 -л у н о ч н ы х  п лан ш етов  типа М уль­

тискан;
- т ер м о ш ей к ер  для  9 6 -л у н о ч н ы х  п л ан ш етов , п о д д ер ж и в а ю щ и й  тем п ерату­

ру 37°С;
- весы  ан ал и ти ч еск и е;
- м еш алка м агнитная;
- п и п етк и  п ол уав том ат и ч еск и е одн ок ан ал ьн ы е п ер ем ен н о г о  объ ем а , п о ­

зв ол я ю щ и е отби р ать  об ъ ем ы  ж и д к о сти  5 -5 0  мкл; 2 0 -2 0 0  мкл; 2 0 0 -1 0 0 0  мкл;
- п и п етк и  п ол уав том ат и ч еск и е м н огок ан ал ьн ы е п ер ем ен н о г о  о бъ ем а , п о ­

зв ол я ю щ и е отби р ать  об ъ ем ы  ж и д к о сти  5 -5 0  мкл и 2 0 -2 0 0  мкл;
- м ер н ы е к ол бы  в м ест и м о ст ь ю  10 мл, класс то ч н о ст и  1 -1 0 0 -2 ;
- м ерн ая  к о л б а  в м ест и м о ст ь ю  25  м л, класс т о ч н о ст и  1 -10 0 -2 ;
- м ерн ая  к о л б а  в м ести м о сть ю  100 м л, класс т о ч н о ст и  1 -1 0 0 -2 ;
- м ерн ая  к о л б а  в м ести м о сть ю  2 5 0  м л, класс т о ч н о ст и  1 -1 0 0 -2 ;
- п р об и р к и  п л асти к ов ы е с кры ш ками в м ест и м о ст ь ю  1,5 и 3 ,0  мл;
- п р об и р к и  п л асти к ов ы е с  кры ш ками в м ест и м о ст ь ю  10 мл;
- 9 6 -л у н о ч н ы е планш еты ;
- в о д а  ди сти лл и р ован н ая;
- к и сл ота  ук су сн а я  ледяная;
- перчатки  р ези н о в ы е или п ластиковы е.

6. АНАЛИЗИРУЕМЫЕ ОБРАЗЦЫ

Д ля анализа и сп о л ь зу ю т  го т о в у ю  л ек ар ств ен н ую  ф о р м у  п реп арата Н М Г  или  
су б ст а н ц и ю  Н М Г , р а зв ед ен н у ю  р а б о ч и м  бу ф ер н ы м  р а ств о р о м  д о  активности  
п р и бл и зи тел ь н о  0,1 М Е /м л  а н ти -Х а  и 0 ,0 5  М Е /м л  анти-И а.

7. ПРОВЕДЕНИЕ АНАЛИЗА

А н ал и з а н т и -Х а  и ан ти -П а ак ти в н ости  в п р еп ар ате или су б ст а н ц и и  Н М Г  
м о ж н о  п р ов ести  или  к и н ети ч еск и м  м ет о д о м  с п р и м ен ен и ем  автом ати ч еск ого  коа- 
гул ом етра, или  п о  к о н еч н о й  точ к е с п р и м ен ен и ем  ск а н и р у ю щ его  сп ек т р о ф о то ­
м етра.



7.1. КИНЕТИЧЕСКИЙ МЕТОД

7.1.1. Приготовление реагентов
Рабочий буферный раствор.
Содержимое флакона с концентрированным буферным раствором количе­

ственно перенести в мерную колбу вместимостью 1 0 0  мл и долить дистиллиро­
ванной водой до 80 мл. Затем количественно перенести в ту же колбу содержимое 
флакона с БСА и при комнатной температуре (18-25°С) на магнитной мешалке 
тщательно перемешать до полного растворения. Довести объем до 100 мл дистил­
лированной водой и перемешать.

Рабочий буферный раствор можно хранить при температуре 2-8°С не более
7 сут.

Реагенты для определения анти-На активности
Раствор фактора Па.
Во флакон с лиофильно высушенным тромбином внести 9,0 мл рабочего 

буферного раствора и растворить содержимое при комнатной температуре при 
осторожном покачивании. Реагент готов к проведению анализа через 15 мин по­
сле растворения.

Раствор антитромбина 111 (АТ 111) для определения анти-Па активно­
сти.

В один флакон с лиофильно высушенным АТ III внести 2,0 мл рабочего бу­
ферного раствора и растворить содержимое при комнатной температуре при осто­
рожном покачивании. Реагент готов к проведению анализа через 15 мин после 
растворения.

Раствор хромогенного субстрата для фактора Па.
В один флакон с хромогенным субстратом для фактора На внести 6,0 мл 

дистиллированной воды и растворить содержимое при комнатной температуре 
при осторожном покачивании. Реагент готов к проведению анализа через 15 мин 
после растворения.

Реагенты для определения анти-Ха активности
Раствор фактора Ха.
Во флакон с лиофильно высушенным фактором Ха внести 6,0 мл рабочего 

буферного раствора и растворить содержимое при комнатной температуре при 
осторожном покачивании. Реагент готов к проведению анализа через 15 мин по­
сле растворения.

Раствор АТ III для определения анти-Ха активности.
В один флакон с лиофильно высушенным АТ III внести 1,0 мл рабочего бу­

ферного раствора и растворить содержимое при комнатной температуре при осто­
рожном покачивании. Реагент готов к проведению анализа через 15 мин после 
растворения.
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Раствор хромогенного субстрата для фактора Ха.
В один флакон с хромогенным субстратом для фактора Ха внести 6,0 мл 

дистиллированной воды и растворить содержимое при комнатной температуре 
(18-25°С) при осторожном покачивании. Реагент готов к проведению анализа че­
рез 15 мин после растворения.

Раствор РСО НМГ
Во флакон с лиофильно высушенным РСО НМГ внести 1,0 мл дистиллиро­

ванной воды и растворить содержимое при комнатной температуре и при осто­
рожном покачивании. Полученный раствор имеет активность 10,6 ME/мл анти-Ха 
и 3,1 ME/мл анти-Иа. Реагент готов к проведению анализа через 15 мин после рас-

С

7.1.3. Построение калибровочных графиков
7.1.З.1. Калибровочный график для определения анти-Ха активности
Приготовить серию разведений РСО НМГ с активностью 10,6 ME/мл анти-

С

7.1.З.2. Калибровочный график для определения анти-П активности

Приготовить серию разведений РСО НМГ с активностью 3,1 ME/мл анти-На 
по следующей схеме:

Ха по следующей схеме:
Разведение

Реагенты ^

в 7,5 раз

1,413
МЕ/мл

анти-Ха

в 75 раз

0,141
МЕ/мл

анти-Ха

в 1 1 2  раз

0,094
МЕ/мл

анти-Ха

в 168,75 
раз 

0,063 
МЕ/мл 

анти-Ха

в 253,125 
раз 

0,042 
МЕ/мл 

анти-Ха

в 379,68 
раз 

0,028 
МЕ/мл 

анти-Ха
РСО НМГ, 
мл

0 , 1 - - - - -

Рабочий 
буферный 
раствор, мл

0,65 1 , 8 0,5 0,5 0,5 0,5

Перемешать 
и перенести 
в следую­
щую про­
бирку

0 , 2  1 , 0  1 , 0  1 , 0  1 , 0

творения.
______________________ 7.1.2. Стабильность реагентов
Реагенты 2-8°С 18-25иС -40иС
Раствор антитромбина III 3 сут 1 сут 6  мес
Раствор фактора Ха 3 сут 1 сут 6  мес
Раствор фактора На 3 сут 1 сут 6  мес
Растворы хромогенных субстратов 1 0  сут 2  сут 6  мес
Рабочий буферный раствор 7 сут 8 ч -

Раствор РСО НМГ 1 сут 1 сут 3 мес
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Разведение

Реагенты ^

в 7,5 раз

0,413
МЕ/мл
анти-Иа

в 75 раз

0,041
МЕ/мл
анти-Иа

в 112 раз

0,028
МЕ/мл
анти-Иа

в 168,75 
раз 

0,018 
МЕ/мл 
анти-Иа

в 253,125 
раз 

0,012 
МЕ/мл 
анти-Иа

в 379,68 
раз 

0,008 
МЕ/мл 
анти-Па

РСО НМГ, 
мл

о д - - - - -

Рабочий 
буферный 
раствор, мл

0,65 1,8 0,5 0,5 0,5 0,5

Перемешать 
и перенести 
в следую­
щую про­
бирку

0,2 1,0 1,0 1,0 1,0

В пяти последних разведенных образцах обоих графиков провести опреде­
ление оптической плотности по методу, описанному ниже.

Построить 2 калибровочных графика, на которых по оси абсцисс (линейной) 
отложить величины, соответствующие оптическим плотностям, а по оси ординат 
(логарифмической) -  соответствующие анти-Ха или анти-Па активности РСО 
НМГ. Провести линии калибровочных графиков, которые в выбранных координа­
тах должны представлять собой прямые линии в диапазоне анти-Ха активности от 
0,15 до 0,025 ME/мл или анти-Па активности от 0,05 до 0,01 ME/мл. Коэффици­
енты корреляции линии графиков не должны быть ниже 0,98.

7.1.4. Метод определения анти-Ха и анти-П активности
Внести в программу автоматического коагулометра следующие параметры:

- количество раствора АТ III - 40 мкл;
- количество разведенного раствора РСО НМГ (калибровочный график) 

или исследуемого разведенного образца препарата (субстанции) НМГ - 40 
мкл;

- количество раствора фактора Ха или фактора На - 80 мкл;
- время экспозиции -  2  мин;
- количество хромогенного субстрата для исследования анти-Ха 

активности или анти-Иа активности -  90 мкл;
- температура проведения реакции - 37°С;
- время реакции -  90 сек;
- число измерений - 2 .

Внести в кюветы автоматического коагулометра все приготовленные рас­
творы (из пп. 6  и 7.1.1).

При длине волны 405 нм и при температуре 37°С провести кинетическое 
измерение оптической плотности разведенных растворов РСО НМГ (калибровоч­
ный график) или разведенных растворов исследуемого препарата (субстанции) 
НМГ.



По калибровочным графикам определить искомую активность препарата 
(субстанции) НМГ.

7.2. АНАЛИЗ ПО КОНЕЧНОЙ ТОЧКЕ 

7.2.1. Приготовление реагентов
70% раствор кислоты уксусной.
В мерную колбу вместимостью 100 мл внести 20 мл дистиллиролванной во­

ды, 70 мл кислоты уксусной ледяной, довести объем до метки дистиллированной 
водой и перемешать.

Раствор можно хранить при комнатной температуре (18-25°С) не более 3
мес.

Все остальные реагенты готовить так, как это описано в п. 7.1.1.
7.2.2. Приготовление серии разведений РСО НМГ

200 мкл раствора РСО НМГ с активностью 10,6 ME/мл анти-Ха и 3,1 МЕ/мл 
анти-Иа поместить в мерную колбу вместимостью 10 мл. Добавить до метки ра­
бочий буферный раствор и перемешать (раствор препарата сравнения Si; анти-Ха 
активность -  0,212 МЕ/мл, анти-Па активность -  0,062 МЕ/мл).

1.0 мл раствора Si поместить в пробирку вместимостью 1,5 мл. Добавить 0,5 
мл рабочего буферного раствора и перемешать (раствор препарата сравнения S2 ; 
анти-Ха активность -  0,141 МЕ/мл, анти-Па активность -  0,041 МЕ/мл).

1.0 мл раствора S2 поместить в пробирку вместимостью 1,5 мл. Добавить 0,5 
мл рабочего буферного раствора и перемешать (раствор препарата сравнения S3 ; 
анти-Ха активность -  0,094 МЕ/мл, анти-Иа активность -  0,0277 МЕ/мл)

1.0 мл раствора S3 поместить в пробирку вместимостью 1,5 мл. Добавить 0,5 
мл рабочего буферного раствора и перемешать (раствор препарата сравнения S4 ; 
анти Ха активность -  0,0628 МЕ/мл, анти-На активность -  0,0184 МЕ/мл).

1.0 мл раствора S4  поместить в пробирку вместимостью 1,5 мл. Добавить 0,5 
мл рабочего буферного раствора и перемешать (раствор препарата сравнения S5 ; 
анти-Ха активность -  0,0418 МЕ/мл, анти-Иа активность -  0,0123 МЕ/мл).

1.0 мл раствора S5 поместить в пробирку вместимостью 1,5 мл. Добавить 0,5 
мл рабочего буферного раствора и перемешать (раствор препарата сравнения Se, 
анти-Ха активность -  0,0278 МЕ/мл, анти-Иа активность -  0,0082 МЕ/мл).

Растворы Si -  Sö использовать сразу после приготовления.
7.2.3. Приготовление серии разведений исследуемого препарата НМГ.

В мерную колбу вместимостью 10 мл внести 9,0 мл дистиллированной во­
ды, 100 мкл препарата (или субстанции) НМГ, перемешать и довести дистиллиро­
ванной водой до метки (раствор 1 ).

В мерную колбу вместимостью 10 мл внести 9,0 мл дистиллированной во­
ды, 1 0 0  мкл раствора 1 , перемешать и довести дистиллированной водой до метки 
(раствор 2 ).

200 мкл раствора 2 поместить в пробирку вместимостью 3,0 мл. Добавить 
1 , 8  мл рабочего буферного раствора и перемешать (раствор исследуемого препа­
рата НМГ Ti5 рассчитанная активность препарата НМГ около 0,1 МЕ/мл).
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1.0 мл раствора Т] поместить в пробирку вместимостью 1,5 мл. Добавить 0,5 
мл рабочего буферного раствора и перемешать (раствор Т2).

1.0 мл раствора Т2 поместить в пробирку вместимостью 1,5 мл. Добавить 0,5 
мл рабочего буферного раствора с и перемешать (раствор Т3);

1.0 мл раствора Тз поместить в пробирку вместимостью 1,5 мл. Добавить 0,5 
мл рабочего буферного раствора и перемешать (раствор Т4 )

Растворы Ti -  Т4  использовать сразу после приготовления.

7.2.4. Ход анализа при определении анти-Ха активности НМГ.
Определения провести в 96-луночном планшете, помещая его в термошей- 

кер при температуре 37°С.
• С помощью многоканальной пипетки внести по 20 мкл раствора антитромбина 

III (1 ME/мл) последовательно во 2-й, 3-й, 4-й, 5-й, 6 -ой ряды лунок планшета.
• С помощью одноканальной пипетки соответствующие разведения РСО НМГ 

(S1-S5), разведения испытуемого препарата НМГ (Ti-T4) и рабочий буферный 
раствор (В) для определения холостой амидолитической активности добавить в 
объеме 2 0  мкл согласно схеме распределения, представленной в таблице 1 .

Таблица 1.

Ряд
Номер лунки в ряду

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
А В s2 s4 T, T3
В В s2 s4 T, T3
С в s2 s4 Ti T3
D в s2 S4 T, T3
Е Si S3 s5 T2 T 4

F Si S3 S5 T2 T4
G s, S3 s5 T2 T 4

Н s, s3 s5 T2 T 4

• С помощью многоканальной пипетки во 2-й, 3-й, 4-й, 5-й, 6 -ой ряды лунок 
планшета добавить по 40 мкл раствора фактора Ха и выдержать в течение 2 мин 
(точно !) в термошейкере при перемешивании при температуре 37 ± 0,5 °С.

• С помощью многоканальной пипетки во 2 -й, 3-й, 4-й, 5-й, 6 -ой ряды лунок 
планшета добавить по 1 0 0  мкл раствора хромогенного субстрата для фактора 
Ха и инкубировать в термошейкере при температуре 37±0,5°С в течение 4 мин 
(точно !) при перемешивании.

• С помощью многоканальной пипетки во 2-й, 3-й, 4-й, 5-й, 6 -ой ряды лунок 
планшета добавить по 40 мкл 70% раствора кислоты уксусной для остановки 
реакции. Порядок внесения реагентов представлен в таблице 2.



Таблица 2.
Раствор антитромбина III 2 0  мкл
Образец препарата НМГ или РСО 2 0  мкл
Раствор фактора Ха 40 мкл
Инкубация 2 мин при температуре 37°С и перемешивании
Раствор хромогенного субстрата для фактора Ха 1 0 0  мкл
Инкубация 4 мин при температуре 37°С и перемешивании
Кислота уксусная 70% 40 мкл

7.2.5. Ход анализа при определении анти-Па активности НМГ.
Определения провести в 96-луночном планшете, помещая его в термошей-

кер при температуре 37°С.
• С помощью многоканальной пипетки внести по 20 мкл раствора антитромбина 

III (0,5 ME/мл) последовательно во 2-й, 3-й, 4-й, 5-й, 6 -ой ряды лунок планшета.
• С помощью одноканальной пипетки соответствующие разведения РСО НМГ, 

препарата НМГ и рабочий буферный раствор для определения холостой амидо- 
литической активности добавить в объеме 2 0  мкл согласно схеме распределе­
ния, представленной в таблице 3.

_____________ _____  ___ Таблица 3.

Ряд
Номер лунки в ряду

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1 1 2

А В S3 S5 T, T3

В В S3 s5 T, T3

С в S3 S5 T, T3

D в S3 s5 T, T3

Е s2 S4 s6 T2 T4

F S2 S4 s6 T2 T4

G s2 s4 s6 T2 T4

Н s2 s4 s6 T2 T4

• С помощью многоканальной пипетки во 2-й, 3-й, 4-й, 5-й, 6 -ой ряды лунок 
планшета добавить по 40 мкл раствора фактора На и выдержать в течение 2 мин 
(точно !) в термошейкере при температуре 37 ± 0,5 °С и перемешивании.

• С помощью многоканальной пипетки во 2-й, 3-й, 4-й, 5-й, 6 -ой ряды лунок 
планшета добавить по 1 0 0  мкл раствора хромогенного субстрата для фактора 
Па и инкубировать в термошейкере в течение 4 мин (точно !) при температуре 
37±0,5°С и перемешивании.

• С помощью многоканальной пипетки во 2-й, 3-й, 4-й, 5-й, 6 -ой ряды лунок 
планшета добавить по 40 мкл 70% раствора кислоты уксусной для остановки 
реакции. Порядок внесения реагентов представлен в таблице 4.



Таблица 4.
Раствор антитромбина III 2 0  мкл
Образец препарата НМГ или РСО 2 0  мкл
Раствор фактора На 40 мкл
Инкубация 2 мин при температуре 37°С и перемешивании
Раствор хромогенного субстрата для фактора На 1 0 0  мкл
Инкубация 4 мин при температуре 37°С и перемешивании
Кислота уксусная 70% 40 мкл

8. РЕГИСТРАЦИЯ РЕЗУЛЬТАТОВ

Измерить оптическую плотность растворов при длине волны 405 нм на ска­
нирующем спектрофотометре типа Мультискан.

9. УЧЕТ РЕЗУЛЬТАТОВ РЕАКЦИИ

9.1 При определении анти-Ха активности НМГ
Определить среднее арифметическое значение оптических плотностей (ОП) 

для параллельных проб разведений РСО НМГ. Построить график, на котором по 
оси абсцисс (линейной) откложить величины, соответствующие (ОП), а по оси 
ординат (логарифмической) -  анти-Ха активность РСО НМГ. Провести линию в 
диапазоне активности 0,2-0,04 ME/мл. Коэффициент корреляции линии графика 
не должен быть ниже 0,98.

Используя график, по средним арифметическим значениям ОП рассчитать 
анти-Ха активность исследуемого препарата НМГ с учетом разведений. Результа­
ты расчета активности для каждого разведения исследуемого образца НМГ не 
должны различаться между собой более, чем на 10%. В этом случае за активность 
исследуемого препарата НМГ принимается среднее арифметическое значение ак­
тивностей, полученных для каждого разведения. В том случае, если для какого- 
либо разведения полученное значение активности отличается от остальных более, 
чем на 1 0 %, его необходимо исключить из расчета среднего значения активности.

9.2 При определении анти-Па активности НМГ
Определить среднее арифметическое значение ОП для параллельных проб

разведений РСО НМГ. Построить график, на котором по оси абсцисс (линейной) 
откложить величины, соответствующие ОП, а по оси ординат (логарифмической)
-  анти-Иа активность РСО НМГ. Провести линию, которая должна представлять 
собой прямую линию в диапазоне активности 0,06 -  0,0167 ME/мл. Коэффициент 
корреляции линии графика не должен быть ниже 0,98.

Используя график, по средним арифметическим значениям ОП рассчитать 
анти-Па активность исследуемого препарата НМГ с учетом разведений. Результа­
ты расчета активности для каждого разведения исследуемого образца не должны 
различаться между собой более, чем на 10%. В этом случае за активность иссле­
дуемого препарата НМГ принимается среднее арифметическое значение актив­
ностей, полученных для каждого разведения. В том случае, если для какого-либо



разведения полученное значение активности отличается от остальных более, чем 
на 10%, его необходимо исключить из расчета среднего значения активности.

10. УСЛОВИЯ ХРАНЕНИЯ И ЭКСПЛУАТАЦИИ НАБОРА

Хранение набора в упаковке предприятия-изготовителя должно произво­
диться при температуре 2-8°С в течение всего срока годности. Допускается хра­
нение наборов при температуре до 25°С не более 10 сут.

Срок годности наборов - 24 мес.
Раствор антитромбина III можно хранить не более 1 сут при комнатной тем­

пературе (18-25°С), не более 3 сут при температуре 2-8°С и не более 6 мес при 
температуре минус 40°С.

Растворы хромогенных субстратов можно хранить не более 2 сут при ком­
натной температуре, не более 10 сут при температуре 2-8°С и не более 6 мес при 
температуре минус 40°С.

Раствор фактора Ха можно хранить не более 1 сут при комнатной темпера­
туре, не более 3 сут при температуре 2-8°С и не более 6 мес при температуре ми­
нус 40°С.

Раствор фактора На можно хранить не более 1 сут при комнатной темпера­
туре, не более 3 сут при температуре 2-8°С и не более 6 мес при температуре ми­
нус 40°С.

Рабочий буферный раствор можно хранить при температуре 2-8°С не более
7 сут.

Раствор РСО можно хранить при комнатной температуре и при температу­
ре 2-8°С не более 1 сут и не более 3 мес при температуре минус 40°С.

Для получения надежных результатов необходимо строгое соблюдение ин­
струкции по применению набора.

По вопросам, касающимся качества набора, следует обращаться в НПО 
«РЕНАМ» МБООИ «Общество больных гемофилией» по адресу: 125167, г. Моск­
ва, Новый Зыковский проезд, д. 4, Гематологический научный центр РАМН, 
тел/факс (495) 614-90-57, e-mail: renam@blood.ru

и в Лабораторный Центр ФГУ «НЦ ЭСМП» Росздравнадзора по адресу: 
117241, г. Москва, Научный проезд, д. 14 а, тел.: (495) 120-60-96; 120-60-95.

Заведующий отделом производства Н П О  «P F H A M »
МБООИ «Общество больных гемофш 
кандидат биологических наук

Научный руководитель лаборатории 
клинической коагулологии ГНЦ РАМ 
доктор медицинских наук
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