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И Н С Т Р У К Ц И Я
по применению набора реагентов для иммуноферментного определения 

концентрации плазменного белка А ассоциированного с беременностью

в сыворотке крови 

(РАРР-А - И Ф А  - БЕСТ)

1. Н А З НАЧЕНИЕ

1.1. Набор реагентов «РАРР-А -  ИФА -  БЕСТ» предназначен для определения кон­

центрации плазменного белка А ассоциированного с беременностью (РАРР-А) в сыворотке 

крови методом твердофазного иммуноферментного анализа.

1.2. РАРР-А - цинк-содержащий металлопротеин, относящийся к семейству металло- 

протеиназ, молекулярная масса около 800кДа.

У небеременных женщин белок в небольшом количестве синтезируется в тканях эн­

дометрия и яичников, у мужчин -  выявляется в эякуляте.

Во время беременности РАРР-А вырабатывается клетками синцитиотрофобласта и 

экстраворсинного цитотрофобласта и поступает в кровоток матери.

Начиная с 7 недели гестации (28-ой день после имплантации), концентрация белка 

быстро нарастает, удваиваясь каждые 3-4 дня в первом триместре. Далее с увеличением сро­

ка беременности уровень РАРР-А продолжает расти медленнее. Известно, что РАРР-А моду­

лирует иммунный ответ материнского организма и является одним из факторов, который 

обеспечивает развитие и функционирование плаценты.

1.3. В комплексе с другими маркерами количественное определение содержания 

РАРР-А в сыворотке крови может быть использовано для мониторинга беременности с це­

лью выявления угрозы вьшидыща, задержки развития плода и другой патологии, а также для 

раннего пренатального скрининга хромосомных аномалий. Данный тест позволяет уже на
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сроках с 10 по 14 неделю оценить риск развития у плода трисомий, в первую очередь син­

дрома Дауна (трисомия по 21 паре хромосом). При наличии аномалии уровень РАРР-А зна­

чительно снижен, далее, после 14 недели, значимость маркера исчезает (концентрация белка 

при трисомии не отличается от физиологической). Обычно рекомендуется проведение этого 

исследования в составе так называемого «двойного теста» 1 триместра, который включает в 

себя два биохимических маркера: св.р-ХГЧ (свободная р-субъединица хорионического гона­

дотропина) и РАРР-А. Такая комбинация значительно повышает вероятность раннего выяв­

ления хромосомной патологии.

1.4. Набор рассчитан на проведение анализа в дублях 41 неизвестного, 

6 калибровочных образцов и 1 пробы контрольного образца (всего 96 определений при ис­

пользовании всех стрипов планшета).

2. ХАРАКТЕРИСТИКА НАБО Р А
2.1. Принцип метода

Метод определения основан на «сэндвич»-варианте твердофазного иммунофермент- 

ного анализа с применением двух типов моноклональных антител к РАРР-А. В лунках, при 

добавлении исследуемого образца и конъюгата моноклональных антител к РАРР-А с перок- 

сидазой, во время инкубации одновременно происходит связывание РАРР-А с моноклональ­

ными антителами, иммобилизованными на внутренней поверхности лунок, и конъюгатом 

моноклональных антител с пероксидазой. Во время инкубации с раствором тетраметилбен- 

зидина происходит окрашивание раствора в лунках. Степень окраски пропорциональна кон­

центрации РАРР-А в анализируемых образцах. После измерения величины оптической плот­

ности раствора в лунках на основании калибровочного графика рассчитывается концентра­

ция РАРР-А в анализируемых образцах.

2.2. Состав набора
В состав набора входят:

-  планшет разборный (12 восьмилуночных стрипов) с иммобилизованными на внутрен­

ней поверхности моноклональными антителами к РАРР-А, готовый для использования -  1 шт.;

-  калибровочные образцы на основе сьюоротки крови человека, аттестованные относи­

тельно международного стандарта (фирма NEQAS, Великобритания, IRP 76/610), содержашие 

известные количества РАРР-А -  0; 250; 1000; 2500; 5000 и 10000 мЕд/л; концентрации РАРР-А в 

калибровочных образцах могут несколько отличаться от указанных величин, точные величины 

указаны на этикетках флаконов, готовые для использования -  6 флаконов (по 0,3 мл);

-  контрольный образец на основе сыворотки крови человека с известным содержани­

ем РАРР-А, готовый для использования -  1 флакон (0,3 мл);



-  конъюгат моноклональных антител к РАРР-А с пероксидазой хрена, концентрат -  

1 флакон (2,5 мл);

-  25-кратный концентрат фосфатно-солевого буферного раствора с твином (ФСБ-Тх25)

-  1 флакон (28,0 мл);

-  субстратный буферный раствор (СБР) -  1 флакон (13,0 мл);

-  тетраметилбензидин (ТМБ), концентрат -  1 флакон (1,0 мл);

-  стоп-реагент (0,5 М серная кислота), готовый для использования -  1 флакон (12 мл).

Набор дополнительно комплектуется:

-  пленками для заклеивания планшета- 2  шт.;

-  трафаретом для построения калибровочного графика -  1 шт.;

-  ванночками для реагентов -  2 шт.;

^  -  наконечниками для пипеток на 4 -  200 мкл -  16 шт.;

-  планшетом для предварительного разведения исследуемых образцов -  1 шт.

3. А Н А Л И Т И Ч Е С К И Е  И  Д И А Г Н О С Т И Ч Е С К И Е  ХАРАКТЕРИСТИКИ
3.1. Специфичность. Используемые в наборе реагентов моноклональные антитела 

обеспечивают высокую специфичность выявления РАРР-А.

3.2. Воспроизводимость. Коэффициент вариации результатов определения содержа­

ния РАРР-А в одном и том же образце сьторотки крови с использованием набора «РАРР-А 

-И Ф А -Б Е С Т »  не превышает 8%,

3.3. Линейность. Отклонение от расчетной величины концентрации РАРР-А при раз­

ведении анализируемых проб сывороткой крови, не содержащей РАРР-А, не превышает 10% 

в диапазоне концентраций 250-10000 мЕд/л.

^  3.4. Точность. Данный аналитический параметр проверяется тестом на «открытие»

РАРР-А -  соответствие измеренной концентрации РАРР-А, предписанной в образце, полу­

ченной путем смешивания равных объемов контрольного образца и калибровочного образца 

1000 мЕд/л. Процент «открытия» составляет 90-110%.

3.5. Чувствительность. Минимальная достоверно определяемая набором концентра­

ция РАРР-А не превышает 20 мЕд/л.

3.6. Клиническая проверка. Исследование сывороток крови здоровых мужчин и небе­

ременных женщин с использованием набора реагентов «РАРР-А -  ИФА -  БЕСТ» показало, 

что концентрация РАРР-А не превьппала 30 мЕд/л.

В таблице 1 приведены значения медиан концентраций РАРР-А, полученные в результате 

анализа сывороток крови женщин Новосибирской области в I триместре физиологической бе­

ременности.



Таблица 1

Ф

Срок беременности, 
недели

РАРР-А,
мЕд/л

10 1071,4
11 1534,1
12 2207,8
13 3165,6
14 4553,6

3.7. Значения медиан могут отличаться в разных регионах ввиду расовых и популяци­

онных особенностей, поэтому приведенные в таблице значения носят рекомендательный ха­

рактер и могут быгь использованы только на этапе накопления собственных медиан в каж­

дой лаборатории.

4. М Е Р Ы  П Р Е Д О С Т О Р О Ж Н О С Т И
4.1. Потенциальный риск применения набора -  класс 2а (ГОСТ Р 51609-2000).

4.2. Все компоненты набора являются нетоксичными. Стоп-реагент обладает раздра­

жающим действием. Избегать разбрызгивания и попадания на кожу и слизистые. В случае 

попадания стоп-реагента на кожу и слизистые необходимо промыть поражённый участок 

большим количеством проточной воды.

4.3. При работе с набором следует соблюдать «Правила устройства, техники безопасно­

сти, производственной санитарии, противоэпидемического режима и личной гигиены при 

работе в лабораториях (отделениях, отделах) санитарно-эпидемиологических учреждений 

системы Министерства здравоохранения СССР» (Москва, 1981 г.).

4.4. При работе с набором следует надевать одноразовые резиновые или пластиковые 

перчатки, так как образцы сыворотки крови человека следует рассматривать как потенциаль­

но инфекционные, способные длительное время сохранять и передавать ВИЧ, вирусы гепа­

тита или возбудителей других инфекций.

4.5. Химическая посуда и оборудование, которые используются в работе с набором, 

должны быгь соответствующим образом промаркированы и храниться отдельно.

4.6. Запрещается приём пищи, использование косметических средств и курение в по­

мещениях, предназначенных для работы с наборами.

4.7. Для дезинфекции исследуемых образцов, посуды и материалов, контактирующих с ис­

следуемыми и контрольными образцами, следует использовать дезинфицирующие средства, не 

оказывающие негативного воздействия на качество ИФА, например, комбинированные средства 

на основе ЧАС (четвертичных аммониевых соединений), спиртов, третичных аминов.



Использование дезинфицирующих средств, содержащих активный ю1слород и хлор (Н2О2, 

деохлор, хлорамин), приводит к серьезному искажению результатов.

5. О Б О Р У Д О В А Н И Е  И  МАТЕРИАЛЫ,
Н Е О Б Х О Д И М Ы Е  ПР И  РАБОТЕ С Н А Б О Р О М

-  Спектрофотометр вертикального сканирования, позволяющий проводить измере­

ния оптической плотности растворов в лунках стрипов при основной длине волны 450 нм 

и длине волны сравнения в диапазоне 620 нм - 655 нм; допускается измерение при длине 

волны 450 нм;

-  шейкер термостатируемый орбитального типа, позволяющий производить встряхи­

вание при температуре 37±1 °С и 400-800 об/мин;

-  холодильник бьгговой;

-  пипетки полуавтоматические одноканальные со сменными наконечниками, позволя­

ющие отбирать объёмы жидкости 10, 20, 50, 100 и 5000 мкл;

-  пипетка полуавтоматическая многоканальная со сменными наконечниками, позволя­

ющая отбирать объёмы жидкости 10, 100 и 300 мкл;

-  промывочное устройство для планшетов;

-  флаконы стеклянные вместимостью 10-15 мл;

-  цилиндр мерный вместимостью 500 мл;

-  колбы вместимостью 1000 мл;

-  вода дистиллированная;

-  перчатки резиновые или пластиковые;

-  бумага фильтровальная лабораторная;

-  дезинфицирующий раствор.

6. А Н А Л И З И Р У Е М Ы Е  О Б Р А З Ц Ы

6.1. Для проведения анализа не следует использовать гемолизованную, мутную сыво­

ротку крови, а также сыворотку крови, содержащую азид натрия.

6.2. Образцы сыворотки крови можно хранить при температуре 2-8°С  не более 5 сут 

или при температуре минус 20°С (и ниже) не более 3 мес.

Повторное размораживание образцов сыворотки крови не допускается.

6.3. Образцы сывороток крови, содержащие осадок, необходимо очистить центрифу­

гированием при 1000-1500 об/мин в течение 5 мин при температуре 18-25 °С.

7. ПРОВЕДЕНИЕ АНА Л И З А

О
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7.1. П еред проведением  анализа ком поненты  набора и исследуем ы е образцы сы ворот­

ки крови следует вы держ ать при тем пературе 18-25 ° С  в течение врем ени не менее 30 мин.

7.2. П одготовка планш ета

В скры ть пакет вы ш е зам ка и установить на рамку необходим ое для проведения ана­

лиза количество стрипов. О ставш иеся неиспользованны м и стрипы  немедленно поместить 

вновь в пакет, удалить из него воздух и плотно закры ть замок; хранить при температуре 2 -  

8 °С в течение всего срока годности.

7.3. П риготовление калибровочны х образцов и контрольного образца

К алибровочны е и контрольны й образцы готовы  к использованию . П еред использова­

нием встряхнуть.

7.4. П риготовление рабочего буферного раствора

Внести в м ерны й цилиндр необходим ое количество Ф С Б-Т х25 и добавить соответст­

вую щ ее количество дистиллированной воды. П ри вы падении осадка солей в концентрате не­

обходимо прогреть его при тем пературе 30-40 °С до полного растворения осадка.

В таблице приведен  расход реагентов в зависим ости от количества используемых 

стрипов.

П риготовленны й рабочий буферны й раствор мож но хранить при температуре 2-8 °С 

не более 5 сут.

7.5. П риготовление исследуем ы х сы вороток в рабочем  разведении

Готовится в лунках планш ета для предварительного разведения исследуемы х сыворо­

ток за  5-10 мин до начала постановки анализа.

Исследуемые сьшоротки развести в 10 раз рабочим буферным раствором. В лунки план­

шета для предварительного разведения внести: 90 мкл рабочего буферного раствора, 10 мкл ис­

следуемой сьшоротки и тщательно перемешать.

И сследуемы е сы воротки в рабочем  разведении мож но хранить при комнатной тем пе­

ратуре (18-25 °С) не более 30 мин.

7.6. П риготовление рабочего раствора конъю гата

Г отовится в стеклянном  ф лаконе или в пластиковой ванночке для реагента из концен­

трата конъю гата и рабочего буф ерного раствора за  5-10 мин до начала анализа. Д опускается 

хранение приготовленного раствора в течение 3 ч при тем пературе 18-25 °С.

В таблице приведен расход реагентов в зависим ости от количества используемых 

стрипов.

7.7. П риготовление рабочего раствора тетрам етилбензидина

Готовится в стеклянном  ф лаконе или в пластиковой  ванночке для реагента из концен­

трата тетрам етилбензидина и субстратного буферного раствора за  5-10 мин до окончания

6
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инкубации. Д опускается хранение приготовленного раствора в течение 3 ч при температуре 

18-25 °С в защ ищ енном  от света месте.

В таблице 2 приведен расход реагентов в зависим ости от количества используемых 

стрипов.

Таблица 2

К ол-во  и с­
п ользуем ы х 

стри пов

10
11
12

Р абоч и й  б уф ерн ы й  

раствор

2 5 -к р атн ы й  
кон ц ен трат  
ф о сф атн о ­

со л ево го  б у ­
ф ерн ого  рас- 

твора , м л

4,0

6,0
8,0
10,0
12,0
14,0
16,0

18,0
20,0
22,0
24,0

В ода ди с­
ти лл и р о ­
ванная,

мл

до 100

до 150
до 200
до 250
до 300
до 350

до 400
до 450
до 500
до 550

до 600

Р абоч и й  раствор  
к он ъ ю гата

К онъ ю гат , 
к о н ц ен ­
трат, мл

0,4
0,6
0,8
1,0
1,2
1,4
1,6
1,8
2,0
2,2
2,4

Р аб оч и й
б уф ерн ы й
раствор ,

мл

4,0
6,0
8,0
10,0
12,0
14,0

16,0
18,0
20,0
22,0
24,0

Р абоч и й  раствор 

тетрам ети л бен зи д и н а

К о н ц ен ­
тр ат  тет- 
рам ети л - 
бен зи ди - 

на, мл

0,14
0,21
0,28

0,35
0,42

0,49

0,56
0,63
0,70
0,77
0,84

С убстрат­
ный б у ­
ф ерны й 
раствор,

мл

2,0
3,0
4,0

5,0
6,0
7,0

8,0
9,0
10,0
11,0
12,0

7.8. В нести в соответствую щ ие лунки в дублях по 20 мкл каж дого калибровочного 

образца и по 20 мкл контрольного образца. В остальны е лунки внести в дублях по 20 мкл 

анализируемы х образцов сы воротки крови в рабочем  разведении (п. 7.5). Внесение образцов 

необходимо производить бы стро, в течение врем ени не более 10-15 мин.

7.9. Внести во все лунки по 200 мкл рабочего раствора конъю гата (п. 7.6).

Для внесения рабочего раствора конъюгата использовать пластиковую  ванночку для реа­

гентов и одноразовые наконечники.

7.10. П ланш ет заклеить пленкой и инкубировать в течение 60 мин при встряхивании 

на ш ейкере при тем пературе 37±1°С  и 650 об/мин.

7.11. По окончании инкубации снять липкую  пленку и пом естить ее в сосуд с дезин­

фицирую щ им раствором . С одерж им ое лунок удалить в сосуд с дезинф ицирую щ им  раство­

ром и промы ть лунки планш ета 5 раз рабочим  буферны м  раствором  (п. 7.4). При этом в каж ­

дую лунку вносить не м енее 350 мкл ж идкости в процессе одного промывания. Время между 

заполнением и опорож нением  лунок долж но быть не менее 30 сек. Н еобходимо следить за



полным опорожнением лунок после каждого цикла отмывки. По окончании каждой промыв­

ки остатки влаги из лунок тщательно удалить, постукивая перевернутым планшетом по 

фильтровальной бумаге.

7.12. Внести во все лунки по 100 мкл рабочего раствора тетраметилбензидина 

(см п. 7.7), планшет заклеить пленкой и инкубировать в темноте в течение 15 мин при встря­

хивании на шейкере при температуре 37±1°С и 650 об/мин.

Для внесения рабочего раствора тетраметилбензидина использовать ванночку для реа­

гентов и одноразовые наконечники.

7.13. Внести во все лунки с той же скоростью и в той же последовательности, как и 

рабочий раствор тетраметилбензидина, по 100 мкл стоп-реагента. Встряхнуть планшет на 

шейкере в течение 10-15 сек; при этом содержимое лунок окрашивается в жёлтый цвет.

8. РЕГИСТРАЦИЯ РЕЗУЛЬТАТОВ

8.1. Измерить величину оптической плотности растворов в лунках стрипов на фото­

метре вертикального сканирования в двухволновом режиме: при основной длине волны 

450 нм и длине волны сравнения в диапазоне 620 нм - 655 нм; допускается измерение при 

длине волны 450 нм (вьшедение спектрофотометра на нулевой уровень («бланк») осуществлять 

по воздуху). Измерение проводить не позднее 10 мин после остановки реакции.

9. УЧЁТ РЕЗУЛЬТАТОВ
9.1. Построить в линейных координатах калибровочный график зависимости оптиче­

ской плотности (ед. опт. плотн.) от заданной концентрации РАРР-А в калибровочных образ­

цах (мЕд/л).

9.2. Определить содержание РАРР-А в контрольном образце и анализируемых образ­

цах по калибровочному графику.

10. У С Л О В И Я  ТРАНСПОРТИРОВАНИЯ, Х Р А Н Е Н И Я  И 
П Р И М Е Н Е Н И Я  НАБОРА

10.1. Транспортирование наборов должно проводиться при температуре 2-8 °С. До­

пускается транспортирование наборов при температуре до 25 °С не более 10 сут. Заморажи­

вание компонентов набора не допускается.

10.2. Набор реагентов должен храниться в упаковке предприятия-изготовителя при 

температуре 2-8 °С в течение всего срока годности (12 мес). Допускается хранение набора 

при температуре до 25 °С не более 10 сут.

Замораживание компонентов набора не допускается.



10.3. Дробное использование набора может быть реализовано в течение всего срока 

годности. В случае дробного использования набора:

-  неиспользованные стрипы можно хранить в плотно закрьггом пакете при температу­

ре 2-8  °С в течение всего срока годности;

“  25-кратный концентрат фосфатно-солевого буферного раствора с твином, субстрат­

ный буферный раствор и стоп-реагент после вскрьггия флаконов можно хранить в плотно за­

крытых флаконах при температуре 2-8 °С в течение всего срока годности;

-  концентрат тетраметилбензидина после вскрытия флаконов можно хранить в плотно 

закрытых флаконах при температуре 2-8 °С в течение всего срока годности;

-  калибровочные образцы, контрольный образец и концентрат конъюгата после 

вскрытия флаконов можно хранить в плотно закрытых флаконах при температуре 2-8 °С в 

течение всего срока годности;

-  рабочий раствор конъюгата можно хранить при комнатной температуре (18-25 °С) 

не более 3 ч;

-  рабочий буферный раствор можно хранить при температуре 2-8 °С не более 5 сут;

-  рабочий раствор тетраметилбензидина можно хранить в защищенном от света месте 

при комнатной температуре (18-25 °С) не более 3 ч.

10.4. Построение калибровочного графика необходимо проводить для каждого неза­

висимого эксперимента, а также рекомендуется определение концентрации РАРР-А в кон­

трольном образце

10.5. Образцы сыворотки крови можно хранить при температуре 2-8°С не более 5 су­

ток или при температуре минус 20°С (и ниже) не более 3 мес, допускается однократное за­

мораживание-размораживание образцов сыворотки крови.

10.6. Для получения надёжных результатов необходимо строгое соблюдение инструк­

ции по применению набора.

10.7. При постановке ИФА нельзя использовать компоненты из наборов разных серий 

или смешивать их при приготовлении растворов, кроме неспецифических компонентов (ФСБ- 

Тх25, СБР, стоп-реагент), которые взаимозаменяемы во всех наборах ЗАО «Вектор-Бест».

По вопросам, касающимся качества набора «РАРР-А ~ ИФА -  БЕСТ», следует обра­

щаться в ЗАО «Вектор-Бест» по адресу:

630559, Новосибирская область. Новосибирский район, п. Кольцове, а/я 121, тел. (383) 227- 

67-64, 336-60-60, тел./факс (383) 336-73-46, 336-60-30 

и в Лабораторный центр Ф Г У  «НЦ Э С М П »  Росздравнадзора по адресу:



117246, Москва, Научный проезд, д. 14А, тел. (499) 120-60-95; 120-60-96.

Ст. научный сотрудник НИИ СД 

ЗАО «Вектор-Бест» О.С. Воронова

Зам. директора НИИ СД 
ЗАО «Вектор-Бест» М.Ю. Рукавишников

Первый проректор, и.о. ректора 

СГМУ им. В.И. Разумовского 

Росздрава, доцент 

м.п.

В.М. Попков
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