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1. НАЗНАЧЕНИЕ

1.1. Набор «Бруцелла-1£0-ИФА-БЕСТ» предназначен для выявления иммуноглобу­

линов класса G к бактериям рода B ru c e lla  в сыворотке (плазме) крови человека методом 

иммуноферментного анализа.

1.2. Набор рассчитан на проведение 96 анализов, включая контроля. Возможны 12 

независимых постановок ИФА по 8 анализов каждая, включая контроли.

2. ХАРАКТЕРИСТИКА НАБОРА

2.1. Принцип действия

Набор реагентов «Бруцелла-1§0-ИФА-БЕСТ» представляет собой набор реагентов, 

основой которого является смесь белков бруцелл, сорбированных на поверхности лунок 

разборного полистиролового планшета.

Основным свойством набора является способность выявлять в сыворотках (плазме) 

крови человека антитела к возбудителю бруцеллёза за счёт их взаимодействия с иммоби­

лизованными антигенами. Образование комплекса антиген-антитело выявляют с помо­

щью иммуноферментного конъюгата. Реакцию останавливают добавлением стоп- 

реагента. Результаты ИФА регистрируют с помощью спектрофотометра, измеряя оптиче­

скую плотность (ОП) в двухволновом режиме: основной фильтр -  450 нм, референс- 

фильтр -  в диапазоне 620-650 нм. Допустима регистрация результатов только с фильтром 

450 нм.
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2.2. Состав набора:

-  планшет разборный с иммобилизованными антигенами бруцелл -  1 шт.;

-  положительный контрольный образец (К^), инактивированный -  1 фл., 1,5 мл;

-  отрицательный контрольный образец (К“), инактивированный -  1 фл., 2,5 мл;

-  конъюгат (антитела к IgG человека, меченные пероксидазой хрена) -  1 фл. или 

2фл.;

-  раствор для разведения сывороток (PC) -  1 фл., 13 мл;

-  раствор для разведения конъюгата (РК) -  1 фл., 13 мл;

-  раствор для предварительного разведения (РПР) -  1 фл., 3 мл;

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

Тх25)- 1 фл., 28 мл;

-  раствор тетраметилбензидина (раствор ТМБ) -  1 фл., 13 мл;

-  стоп-реагент -  1 фл., 12 мл.

Набор дополнительно комплектуется:

-  пленкой для заклеивания планшета -  3 шт.;

-  ванночками для реагентов -  2 шт.;

-  наконечниками для пипетки на 4-200 мкл -  16 шт.

3. АНАЛИТИЧЕСКИЕ И ДИАГНОСТИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ

3.1. Результат качественного определения набором иммуноглобулинов класса G к 

возбудителю бруцеллеза должен соответствовать требованиям стандартной панели пред­

приятия (per. № 05-2-427), аттестованной ОБТК ЗАО «Вектор-Вест», включаюшей образцы, 

содержащие иммуноглобулины класса G к возбудителю бруцеллеза: чувствительность по 

IgG к возбудителю бруцеллеза -  100%.

3.2. Результат качественного определения набором иммуноглобулинов класса G к 

возбудителю бруцеллеза должен соответствовать требованиям стандартной панели пред­

приятия (per. № 05-2-427), аттестованной ОБТК ЗАО «Вектор-Вест», включающей образцы, 

не содержащие иммуноглобулины класса G к возбудителю бруцеллеза: специфичность по 

IgG к возбудителю бруцеллеза -  100%.

4. МЕРЫ ПРЕДОСТОРОЖНОСТИ

Потенциальный риск применения набора -  класс 1 (ГОСТ Р 51609-2000).

При работе с исследуемыми сыворотками и контрольными образцами следует соблюдать 

меры предосторожности, принятые при работе с потенциально инфекционным материа­

лом:

- работать в резиновых перчатках;



- не пипетировать растворы ртом;

- все использованные материалы дезинфицировать в соответствии с требованиями с 

СП 1.3.2322-08 и МУ-287-113-00 от 29.10.98.

5. ОБОРУДОВАНИЕ И МАТЕРИАЛЫ

- Спектрофотометр, позволяющий проводить измерения оптической плотности рас­

творов в лунках планшета при длине волны 450 нм и/или в двухволновом режиме при ос­

новной длине волны 450 нм и длине волны сравнения в диапазоне 620 -  650 нм;

- термостат, поддерживающий температуру (37±1) °С;

- термощейкер, поддерживающий температуру (37±1) °С, интенсивность перемеши­

вания 400-800 об/мин;

- холодильник бытовой, поддерживающий температуру (2-8) °С;

- пипетки полуавтоматические одноканальные с переменным объёмом со сменными 

наконечниками, позволяющие отбирать объёмы жидкости от 5 до 1 ООО мкл, аттестован­

ные по значению средней дозы и сходимости результатов пипетирования (погрешность не 

более 5%);

- пипетки полуавтоматические многоканальные со сменными наконечниками, поз­

воляющая отбирать объёмы жидкостей от 5 мкл до 350 мкл, аттестованная по значению 

средней дозы и сходимости результатов пипетирования (погрешность не более 5%);

- промывочное устройство для планшетов;

- перчатки резиновые хирургические;

- бумага фильтровальная лабораторная;

- цилиндр мерный 2-го класса точности вместимостью 1000 мл;

- вода дистиллированная;

- дезинфицирующие средства, разрешенные к применению в соответствии с указа­

нием СП 1.3.2322-08 и МУ-287-113-00.

6. АНАЛИЗИРУЕМЫЕ ОБРАЗЦЫ

Допускается использование образцов, хранившихся при температуре (2-8) °Сне бо­

лее 5 суток, либо при температуре минус (20 ± 3) °С, если необходимо более длительное 

хранение.

Сыворотки, содержащие взвешенные частицы, могут дать неправильный результат. 

Такие образцы перед использованием следует центрифугировать в течение 10-15 мин при 

3000 об./мин.

Нельзя использовать проросшие, гемолизированные, гиперлипидные сыворотки или 

подвергавшиеся многократному замораживанию и оттаиванию.



7. ПРОВЕДЕНИЕ АНАЛИЗА

7.1. В н и м а н и е !  Т щ а т е л ь н о е  с о б л ю д е н и е  о п и с а н н ы х  н и ж е  т р е б о в а н и й  п о зво л и т  и з­

беж ат ь и с к а ж е н и я  р е з у л ь т а т о в  И Ф А .

Перед постановкой реакции все компоненты набора необходимо выдержать не менее 

30 мин при температуре (18-25) °С.

Для приготовления растворов и проведения ИФА следует использовать чистую мер­

ную посуду и автоматические пипетки с погрешностью измерения объемов не более 5 %.

Лиофилизированные компоненты должны быть восстановлены, как минимум, за 15 

мин до их использования.

После отбора необходимого количества стрипов оставшиеся сразу упаковать в пакет 

с осушителем. Упакованные стрипы, плотно закрытые флаконы с исходными компонен­

тами сразу после постановки реакции поместить в холодильник при температуре (2-8) °С.

Раствор конъюгата в рабочем разведении готовить непосредственно перед использо­

ванием.

Необходимо исключить воздействие прямого света на раствор тетраметилбензидина.

При промывке лунки (стрипа, планшета) заполнять полностью, не допуская перели­

вания промывочного раствора через край лунок, и не касаясь лунок наконечником пипет­

ки. Время между заполнением и опорожнением лунок должно быть не менее 30 с.

При использовании автоматического или ручного промывателя необходимо следить 

за состоянием емкости для промывочного раствора и соединительных шлангов: в них не 

должно быть «заростов». Раз в неделю желательно емкость для промывочного раствора и 

шланги промывать 70% спиртом.

Не допускать высыхания лунок планшета между отдельными операциями.

При постановке ИФА нельзя использовать компоненты из наборов разных серий или 

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

Тх25, стоп-реагент, раствор ТМБ), которые взаимозаменяемы во всех наборах ЗАО «Век- 

тор-Бест».

Наконечники для пипеток (автоматических дозаторов) следует использовать одно­

кратно.

Запрешается повторное использование планшета для предварительного нанесения 

сывороток.

Посуду (ванночки), используемые для работы с растворами конъюгата и тетраме­

тилбензидина, не обрабатывать дезинфицируюшими растворами и моющими средствами.

В случае повторного использования посуду (ванночки) для раствора конъюгата про­

мыть проточной водой и тщательно ополоснуть дистиллированной водой, посуду (ван-
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ночки) для раствора тетраметилбензидина сразу после работы необходимо промыть 50% 

раствором этилового спирта, а затем дистиллированной водой.

Для дезинфекции посуды и материалов, контактировавших с исследуемыми и кон­

трольными образцами, рекомендуем использовать дезинфицирующие средства, не оказы­

вающие негативного воздействия на качество ИФА, не содержащие активный кислород и 

хлор, например, комбинированные средства на основе ЧАС, спиртов, третичных аминов 

(МУ-231-113-00 от 29.10.98).

Пипетки и рабочие поверхности обрабатывать только 70% раствором этилового

спирта. Не использовать перекись водорода, хлорамин и т.д.
7.2. Приготовление реагентов.

7.2.1. Промывочный раствор

Взболтать содержимое флакона с ФСБ-Тх25. При выпадении осадка солей в концен­

трате прогреть его перед разведением до полного растворения осадка.

В соответствии с числом используемых стрипов отобрать необходимое количество 

ФСБ-Тх25 (см. таблицу) и развести дистиллированной водой до указанного в таблице 

объёма или содержимое 1 флакона -  до 700 мл.

Хранение: при температуре (2-8) °С до 5 суток.

7.2.2. Растворы конъюгата

В н и м а н и е !  Д л я  р а б о т ы  с  к о н ъ ю г а т о м  р е к о м е н д у е м  и с п о л ь з о в а т ь  о д н о р а зо в ы е  

н а к о н е ч н и к и  д л я  п и п е т о к .

7.2.2.1. Приготовить концентрированный раствор конъюгата путём растворения со­

держимого флакона с конъюгатом в 1,0 мл РПР.

Хранение: концентрированный раствор конъюгата -  до 3 месяцев при (2-8) °С или 

до 12 месяцев при минус (20±4) °С.

В н и м а н и е !  Р а с т в о р  к о н ъ ю г а т а  в  р а б о ч е м  р а з в е д е н и и  г о т о в и т ь  в  п ла с т и к о в о й  в а н ­

н очке , в х о д я щ е й  в  с о с т а в  н а б о р а , н е п о с р е д с т в е н н о  п е р е д  и с п о л ь з о в а н и е м !

1 2 .2 .2 .  Тщательно взболтать содержимое флакона с раствором для разведения 

конъюгата (РК). Затем в ванночку для реагентов отобрать необходимое количество (см. 

таблицу) концентрированного раствора конъюгата, добавить соответствуюп1ее количество 

РК, тщательно перемешать пипетированием.

Хранение: конъюгат в рабочем разведении хранению не подлежит.

7.2.3. Раствор ТМБ

В н и м а н и е !  Р а с т в о р  Т М Б  го т о в  к  и с п о л ь зо в а н и ю . Н е о б х о д и м о  и с к л ю ч и т ь  в о зд е й ­

с т ви е  с в е т а  н а  р а с т в о р  ТМ Б.



Р е к о м е н д у е м  в ы д е л и т ь  н а к о н е ч н и к и  д л я  п и п е т о к , к о т о р ы е  и с п о л ь з о в а т ь  т о ль к о  для  

р а б о т ы  с  р а с т в о р о м  ТМ Б.

Непосредственно перед использованием отобрать в пластиковую ванночку только 

необходимое в соответствии с числом используемых стрипов количество раствора ТМБ 

(см. таблицу). Остатки раствора ТМБ из ванночки утилизировать (не сливать во флакон с 

исходным раствором ТМБ).

Хранение: в течение всего срока годности набора при температуре (2-8) °С.

Таблица расхода реагентов

Количество используемых стрипов

8 10 11 12

Промывочный раствор

ФСБ-Тх25, мл 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Дистиллированная 

вода, мл

до

50

до

100

до

150

до

200

до

250

до

300

до

350

до

400

до

450

до

500

до

550

до

600

Раствор конъюгата в рабочем разведении

Концентрированный

раствор

конъюгата, мкл

а ” 2 х а Зха 4ха 5ха бха 7ха 8ха 9ха Юха 11ха 12ха

РК, мл 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 9,0 10,0 11,0 12,0

Раствор ТМБ

Раствор ТМБ, мл 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 9,0 10,0 1,0 12,0

* а  = ___мкл (значение а  указано в инструкции и в паспорте на данную серию набо­

ров).

7.3. Проведение анализа

7.3.1. Подготовить необходимое количество стрипов к работе. Оставшиеся -  сразу 

упаковать во избежание губительного воздействия влаги. Для этого стрипы поместить в 

цефленовый пакет с влагопоглотителем, тщательно закрыть пакет пластиковой застежкой. 

Упакованные таким образом стрипы хранить при температуре (2-8) °С  до конца срока 

годности набора.

Приготовить промывочный раствор (п. 7.2.1), концентрированный раствор конъюга­

та (п. 7.2.2.1).



7.3.2. В одну лунку внести 100 мкл в 2 другие лунки — по 100 мкл К~. Во все 

остальные лунки стрипов внести по 90 мкл раствора для разведения сывороток (PC) и по 

10 мкл исследуемых образцов. При этом цвет раствора в лунках изменится на синий.

Внесение сывороток должно сопровождаться тщательным перемешиванием (пипе- 

тирование не менее 4 раз).

Лунки заклеить плёнкой и инкубировать при (37 ± 1)°С в термошейкере при 

500 об/мин 30 мин или при (37 ± 1) °С без шейкирования 1 час.

За 5 мин до окончания инкубации приготовить раствор конъюгата в рабочем разве­

дении (п. 1 2 2 . 2 ) .

7.3.3. По окончании инкубации содержимое лунок собрать в сосуд с дезинфицирую­

щим раствором, промыть лунки 5 раз промывочным раствором и тщательно удалить вла­

гу.

В н г ш а н и е !  К а ж д у ю  л у н к у  п р и  п р о м ы в к е  н е о б х о д и м о  з а п о л н я т ь  п о л н о с т ь ю  (4 0 0  м кч  

р а б о ч е г о  п р о м ы в о ч н о г о  р а с т в о р а ) . Н е о б х о д и м о  д о б и в а т ь с я  п о л н о г о  о п о р о ж н е н и я  л у н о к  

п о с ле  к а ж д о г о  и х  за п о л н е н и я . В р е м я  м е ж д у  за п о л н е н и е м  и  о п о р о ж н е н и е м  л у н о к  дол.ж'но 

б ы т ь  н е  м е н е е  3 0  сек.

П о  о к о н ч а н и и  п р о м ы в к и  н е о б х о д и м о  т щ а т е л ь н о  у д а л и т ь  в л а г у  и з  лу н о к , п о с т у к и в а я  

п е р е в ё р н у т ы м и  с т р и п а м и  п о  с л о ж е н н о й  в  н е с к о л ь к о  с л о е в  ф и л ь т р о в а ч ь н о й  б ум аге. Н е  

д о п у с к а т ь  в ы с ы х а н и я  л у н о к  с т р и п о в  м е ж д у  о т д е л ь н ы м и  о п е р а ц и я м и  п р и  п о с т а н о вк е  

р е а к ц и и .

7.3.4. Внести во все лунки по 100 мкл раствора конъюгата в рабочем разведении.

В н и м а н и е !  Д л я  в н е с е н и я  р а с т в о р а  к о н ъ ю г а т а  в  р а б о ч е м  р а з в е д е н и и  и с п о ль зо ва т ь

п л а с т и к о в у ю  в а н н о ч к у  и  о д н о р а з о в ы е  н а к о н е ч н и к и , в х о д я щ и е  в  с о с т а в  н аб ора .

Лунки заклеить пленкой и инкубировать 30 мин при температуре (37 ± 1) °С.

7.3.5. По окончании инкубации содержимое лунок собрать в сосуд с дезинфицирую­

щим раствором и промыть 5 раз промывочным раствором, удалить влагу как описано вы- 

ще.

7.3.6. Внести в каждую лунку по 100 мкл раствора ТМБ (п. 7.2.3).

В н и м а н и е !  Д л я  в н е с е н и я  р а с т в о р а  Т М Б  и с п о л ь з о в а т ь  п л а с т и к о в у ю  в а н н о ч к у  и о д н о ­

р а з о в ы е  н а к о н е ч н и к и , п р и л а г а е м ы е  к  на б о р у .

Стрипы поместить на 25 мин в защищенное от света место при температуре (18- 

25) °С.

7.3.7. Остановить реакцию добавлением в лунки по 100 мкл стоп-реагента и через 2- 

3 мин измерить оптическую плотность (ОП).



С л е д у е т  и з б е г а т ь  п о п а д а н и я  с т о п -р е а г е н т а  н а  о д е ж д у  и о т к р ы т ы е  у ч а с т к и  т ела . 

П р и  п о п а д а н и и  — п р о м ы т ь  б о л ь ш и м  к о л и ч е с т в о м  во д ы .

8. РЕГИСТРАЦИЯ РЕЗУЛЬТАТОВ

Результаты ИФА регистрировать с помощью спектрофотометра, измеряя оптиче­

скую плотность (ОП) в двухволновом режиме: основной фильтр -  450 нм, референс- 

фильтр -  в диапазоне 620-650 нм. Допустима регистрация результатов только с фильтром 

450 нм.

Выведение спектрофотометра на нулевой уровень («бланк») осуществлять по возду­

ху.

9. УЧЕТ РЕЗУЛЬТАТОВ РЕАКЦИИ

9.1. Результаты исследований учитывать только при соблюдении следующих усло­

вий:

-  среднее значение оптической плотности в лунках с отрицательным контрольным об­

разцом не более 0,2 (01Ху,1С < 0,2).

-  значение оптической плотности в лунке с положительным контрольным образцом 

не менее 0,8 (ОПК^ > 0,8);

Вычислить критическое значение оптической плотности (ОПк̂ ,,,,̂ ) по формуле:

оперит  = ОП,ДК-) + 0,2

где ОПсДК”) -  среднее арифметическое значение оптической плотности в лунках с 

отрицательным контрольным образцом.

Если ОПср (К~) имеет отрицательное значение, считать её равной нулю.
Для интерпретации результатов исследования сывороток использовать 

коэффициент позитивности (КП):

КП = ОПиссл. СЫвУОПкрыт

При КП < 1,0 результат расценивать как отрицательный.

КП > 1,0 -  результат положительный.

Ю.УСЛОВИЯ ХРАНЕНИЯ И ЭКСПЛУАТАЦИИ НАБОРА

10.1. Транспортирование набора должно проводиться при температуре (2-8) “С. До­

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

не допускается.

10.2. Хранение набора в упаковке предприятия-изготовителя должно производиться 

при температуре (2-8) °С. Замораживание не допускается.

10.3. Срок годности набора реагентов -  12 месяцев со дня выпуска.
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10.4. Дробное использование набора может быть реализовано в течение всего срока 

годности. В случае дробного использования набора:

-  неиспользованные стрипы можно хранить в плотно закрытом пакете при темпе­

ратуре (2-8) °С в течение всего срока годности набора;
-  контрольные образцы, концентрат фосфатно-солевого буферного раствора с тви-

ном, раствор для разведения сывороток, раствор для разведения конъюгата, раствор для 

предварительного разведения, раствор тетраметилбензидина и стоп-реагент после вскры­

тия флаконов можно хранить в плотно закрытых флаконах при температуре (2-8) °С в 

течение всего срока годности набора;

-  концентрированный раствор конъюгата можно хранить в плотно закрытых фла­

конах при температуре (2-8) °С в течение 3 месяцев с момента приготовления или при 

температуре минус (20±4) °С до конца срока годности набора;

-  промьшочный раствор можно хранить при температуре (2-8) °С до 5 суток с момента 

притовления.

По вопросам, касающимся качества набора «Бруцелла-1£0-ИФА-БЕСТ» обращаться: 

в ЗАО «Вектор-Бест» по адресу: 630128, г. Новосибирск-128, а/я 102, 

тел. (383) 332-92-49, 227-60-30; тел./факс (383), 332-94-47, 332-94-44.

E -m a il:  v lk o b lk 0 .v e c to r -b e s t .  ru  

Консультацию специалиста по работе с набором можно получить по тел. (383 ) 2 2 7 -  

68-23.

Директор по производству 

ЗАО «Вектор-Бест» В.К. Ткачев

Нач. отделения ИФА гепатита С 

ЗАО «Вектор-Бест»

«СОГЛАСОВАНО» 

зав. кафедрой клинической 

лабораторной диaгнocтшl^t^^t{^^£f;^^^^ 

ГБОУДПОРМАПО 

Минздравсоцразвитш

удостоверяю; 
Специалист 
Подпись

О Н. Ястребова

Д.М.Н., профессор В.В. Долгов

2 0 / ^ .
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