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И Н С Т Р У К Ц И Я
по прим енению  набора реагентов 

М и к р А Т -H B s
Т ест-систем а им м уноф ерм ентная для определения антител 

к поверхностном у антигену вируса гепатита В

Н абор реагентов М икрА Т -H B s Тест-систем а им м уноф ерм ентная для опреде­

ления антител к поверхностном у антигену вируса гепатита В выпускается в двух 

комплектациях (набор №  1 и набор №  2) и вклю чает следую щ ие реагенты  для про­

ведения прямого твердоф азного им м уноф ерм ентного анализа (И Ф А ):

Т аблица 1

Реагенты Описание
1 2

Иммуносорбент Очищенный HBsAg сорбированый в лун­
ках 96-луночного разборного планшета 
для ИФА из прозрачного бесцветного по­
листирола.

Конъюгат (х11 концентрат) - HBsAg, меченный пе- 
роксидазой хрена

Прозрачная жидкость синего или сине- 
зелёного цвета

К' - контрольный отрицательный образец донорской 
плазмы, не содержащей анти-HBs, HBsAg, антител к 
вирусу гепатита С и ВИЧ-1,2

Прозрачная или опалесцирующая жид­
кость жёлтого цвета

К^к) - контрольный положительный образец, содер­
жащий (10±2) МЕ/л анти-HBs

Прозрачные жидкости от розового до 
красного цвета

К 5̂0 - контрольный положительный образец, содер­
жащий (50± 10) МЕ/л анти-HBs

К̂ юо - контрольный положительный образец, содер­
жащий (100±20) МЕ/л анти-HBs

К‘̂ 200 - контрольный положительный образец, содер­
жащий (200±40) МЕ/л анти-HBs

ФСР-Т (х25 концентрат) - фосфатно-солевой буфер­
ный раствор с твином-80

Прозрачная или опалесцирующая жид­
кость бесцветная или жёлтого цвета; до­
пускается выпадение кристаллического 
осадка.



Продолжение таблицы 1
1 2

ЦБ -  цитратный буферный раствор, содержащий во­
дорода перекись

Прозрачные, бесцветные жидкости
ТМБ (х5 концентрат) - раствор 3,3',5,5'- тетраметил- 
бензидина в димексиде

Стоп-реагент -  1М раствор кислоты серной

Н аборы  №  1 и №  2 рассчитаны  на проведение 96 анализов, вклю чая контроль­
ные.

Н А З Н А Ч Е Н И Е

Н абор реагентов «М икрА Т -H B s» предназначен для вы явления и количествен­

ной оценки содерж ания антител (анти-H B s) к поверхностном у антигену вируса ге- 

патита В (H B sA g) в сы воротке/плазм е, препаратах крови (им м уноглобулинах и др.).

С П О С О Б  П Р И М Е Н Е Н И Я  

М еры  предосторож ности .

В ходящ ие в набор реагентов  контрольны е образцы  инактивированы . О днако, ис­

следуемая сы воротка и плазм а крови лю дей, а такж е сточны е растворы , оборудова­

ние и м атериалы , находящ иеся с ними в контакте представляю т собой потенциаль­

но инф екционны й м атериал, и обращ аться с ним следует осторож но: при работе ис­

пользовать резиновы е перчатки; оборудование, находивш ееся в контакте с биоло­

гическими образцам и и реагентам и, дезинф ицировать до и после работы  спирта 

'"'ф  этилового раствором  70 % ; все использованны е м атериалы  обеззараж ивать водоро­

да перекиси раствором  6 %  или хлорам ина Б раствором  3 %  в течение 2 ч, или авто- 

клавированием  при (2 ,0±0,1) кгс/см^ ((0 ,20±0,01)М П а), (132±2) °С в течение

60 мин; при работе с растворам и ТМ Б и кислоты  серной не использовать пипетки с 

м еталлическим и частям и и избегать попадания этих растворов на кож ный покров. 

Загрязнённы е участки  кож и и слизисты е оболочки обильно пром ы вать водой.

Д ополнительны е м атериалы  и оборудование 

М атериалы : ванночки для реагентов; вата гигроскопичная; вода дистиллиро­

ванная или деионизированная; кры ш ки или липкая плёнка для закры вания планш е­

тов; м ерны й стакан или цилиндр вм естим остью  1000 мл; наконечники полипропи­

леновы е вм естим остью  0 ,5-300 мкл, 100-1000 мкл, 1-5 мл, 2-10 мл; перчатки рези-



новые; растворы  для обеззараж ивания: хлорам ина Б раствор 3% , водорода перекиси 

раствор 6 % , спирта этилового  раствор 70 %; ф лаконы  стеклянны е или пластиковые 

вместимостью  10, 20 мл с резиновы м и или пластиковы м и пробками.

О борудован и е: анализатор им м уноф ерм ентны й с тест-ф ильтром  450 нм и ре- 

ф еренс-ф ильтром  620 нм; дозаторы  пипеточны е для внесения жидкостей: 

1-канальны е с перем енны м  объём ом  от 5 до 50 мкл, от 20 до  200 мкл, от 100 до 1000 

мкл, от 1 до 5 мл, от 2 до 10 мл и 8-канальны е с перем енны м  объём ом  от 50 до 

300 мкл; контейнеры  для обеззараж ивания тверды х и ж идких отходов; промыва- 

тель планш етов автом атический; терм остат с диапазоном  рабочих тем ператур от 28 

до 55 °С.

Требования к образцам  

И сследуем ы е образцы  хранить в условиях, предотвращ аю щ их бактериальны й 

пророст, при тем пературе от 2 до 8 °С. Если образцы  сы воротки или плазмы  не м о­

гут бы ть исследованы  в течени е 3 сут, их следует зам орозить и хранить при тем пе­

ратуре не выш е м инус 18 °С не более 1 года. Зам орож енны е образцы  перед иссле­

дованием разм орозить при ком натной температуре. П еред использованием  образцы  

тщ ательно перем еш ать путем  встряхивания. П овторное зам ораж и вание не допуска­

ется. И сследование образцов с вы раж енны м  гем олизом , бактериальны м  проростом, 

а такж е длительно хранивш ихся без зам ораж ивания, не допускается, так как могут 

быть получены лож нополож ительны е или лож ноотрицательны е результаты  ИФА.

Л иоф илизированны е препараты  крови перед исследованием  растворить в ди с­

тиллированной воде (если иное не указано в Ф СП  на препарат) и довести  объем до 

номинального.

П риготовленны е растворы  хранить при тем пературе от 2 до  8 °С не более 3 сут.

П одготовка реагентов для И Ф А

Все ком поненты  перед использованием  вы держ ать не м енее 30 мин при тем пе­

ратуре от 18 до  25 °С. В случае вы падения кристаллов солей в Ф С Р-Т  (х25 концен­

трат), прогреть его при тем пературе 37 °С до полного растворения осадка. Раство­

ры готовить в зависим ости  от количества используем ы х стрипов им м уносорбента в 

соответствии с таблицей 2.
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Приготовление рабочих растворов концентрированных реагентов

Таблица 2

Кол-во
Рабочий раствор ФСР-Т Рабочий раствор конъюгата Субстратный раствор

стрипов ФСР-Т Вода Конъюгат Рабочий раствор ТМБ ЦБ,
х25 концентрат, дмстиллнрованая. х11 концентрат. ФСР-Т, х5 концеьгфат. мл

МЛ МЛ мл мл МЛ
1 2,5 60,0 0,05 0,5 0,25 1,0
2 5,0 120,0 0,10 1,0 0,50 2,0
3 7,5 180,0 0,15 1,5 0,75 3,0
4 10,0 240,0 0,20 2,0 1,00 4,0
5 12,5 300,0 0,25 2,5 1,25 5,0
6 15,0 360,0 0,30 3,0 1,50 6,0
7 17,5 420,0 0,35 3,5 1,75 7,0
8 20,0 480,0 0,40 4,0 2,00 8,0
9 22,5 540,0 0,45 4,5 2,25 9,0
10 25,0 600,0 0,50 5,0 2,50 10,0
II 27,5 660,0 0,55 5,5 2,75 11,0
12 30,0 720,0 0,60 6,0 3,00 12,0

Рабочий раствор Ф С Р-Т  хранить при тем пературе от 2 до 8 °С не более 3 сут. Ра­

бочий раствор конъю гата и субстратны й раствор хранению  не подлеж ат.

П осле отбора необходим ого  количества оставш иеся концентраты  реагентов и не­

использованны е стрипы  хранить плотно закры ты м и в пакете в течение срока годно­

сти при тем пературе от 2 до  8 °С.

П роведение И Ф А

И м м уносорбент перед  использованием  пром ы ть 2 раза рабочим  раствором  

Ф СР-Т, заполняя лунки  до краёв и удаляя пром ы ваю щ ий раствор в ём кость с де­

зинф ицирую щ им  раствором . П ром ы ты й им м уносорбент хранению  не подлежит!

При использовании 1 стрипа им м уносорбен та внести по 150 мкл: контрольны е 

образцы  - каж ды й в 1 лунку, исследуем ы е образцы  -  в оставш иеся лунки. При ис­

пользовании больш его количества стрипов контрольны е образцы  внести не менее 

чем в 2 лунки каж дый.

В каж дую  лунку добавить по 50 мкл рабочего  раствора конъю гата, не касаясь 

наконечником  пипетки образцов в лунках. С одерж им ое лунок перем еш ать осто­

рожным постукиванием  по краям  планш ета в течение 20-30 с.

П ланш ет закры ть липкой лентой или кры ш кой и инкубировать в течение 2 ч при 

тем пературе 45 °С или 2,5 ч при тем пературе 37 °С, затем  пром ы ть 6 раз рабочим 

раствором  Ф С Р-Т  как описано выш е.

В каж дую  лунку внести  по 150 мкл субстратного раствора. П ланш ет выдерж ать
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в течение (25±5) мин при температуре от 18 до 25 °С в защ ищённом от света месте. 

Ферментативную реакцию остановить добавлением в лунки по 50 мкл стоп- 

реагента.

Учёт и интерпретация результатов

Не позднее 5 мин после остановки реакции стоп-реагентом измерить оптиче­

скую плотность (ОП) в оптических единицах (о.е.) на анализаторе иммунофермент- 

ном при двух длинах волн (при использовании основного фильтра -  450 нм и рефе- 

ренс-фильтра -  620 нм).

Рассчитать средние значения ОП для К' (ОПср.К’), контрольных положительных 

образцов, разведений СОП.

Вычислить значение критической ОП (ОПкрит.) по формуле:

ОПкрт. ~ ОПцр К + 0,050

Рассчитать содержание анти-HBs в исследуемых образцах, если между ОП 

контрольных положительных образцов и ОПкрит. соблюдаются следующ ие соотно­

шения: средние значения OHcp.K^iо больше или равно ОПкрт.; ОПср.К^о более чем в 2 

раза превышает ОПкрит.; ОПср.К^юо более чем в 4 раза превышает ОПкрит.; ОПсрК’̂ гоо 

более чем в 8 раз превышает ОПкрит.

Неразведённые исследуемые образцы, значения ОП которых ниже значения 

ОПкрит., оценивать как отрицательные. Образцы, значения ОП которых равны или 

превышают значение ОПкрит., оценивать как положительные.

Если ОП неразведённого исследуемого положительного образца выше 1,200, 

необходимо эмпирически подобрать его разведение, приготовленное на рабочем  

растворе ФСР-Т, ОП которого попадет в диапазон от 0,200 до  1,200.

Содержание анти-H Bs в положительном исследуемом образце вычислять сле­

дующим образом:

Набор №  1 

По формуле:
ОП X - ОП,р.К'

С Х =  ------------------------------ х 5 0 п ,
ОПер.К^о - ОП,р.К- 

где СХ -  содержание анти-HBs в исследуемом образце;
ОП X -  среднее значение оптической плотности исследуем ого образца;
ОПср.К'- среднее значение оптической плотности контрольного отрицательного
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образца;
ОПср.К^5о - среднее значение оптической плотности K^so; 
50 -  содержание анти-HBs в К^зо (МЕ/л); 
п -  кратность разведения исследуемого образца.

I Набор № 2

По калибровочной кривой, построенной с использованием контрольных поло­

жительных образцов. Калибровочный график построить на масштабно-
i

координатной бумаге или с помощью компьютера в проф ам м е M icrosoft Excel: на 

оси абсцисс «X» отметить величины концентраций в К""|о, К̂ 'зо, К^юо, К ' 2̂00 (Ю; 50;

100; 200 МЕ/л), на оси ординат «у» - соответствующ ие средние значения ОПср,(о.е.) 

По полученным точкам провести калибровочную кривую. Для определения содер- 

Ф  жания анти-H Bs в исследуемом образце на оси «у» отметить его ОП. От полученной 

точки восстановить перпендикуляр до пересечения с калибровочной кривой. Точку 

пересечения спроецировать на ось «х». Полученный на оси «х» числовой показа­

тель, умноженный на кратность разведения, является искомым значением содержа­

ния анти-HBs в исследуемом образце.

В пределах диапазона от 25 до  200 МЕ/л значения ОП пропорциональны кон­

центрации анти-H Bs, коэффициент корреляции составляет не менее 0,995.

Предел обнаружения (аналитическая чувствительность) - (8±2) МЕ/л.

Предел количественного определения (минимальная определяемая концентра- 

ц ия)- (24±6)М Е /л .

ФО РМ А ВЫ П УС КА
Набор реагентов выпускается в двух комплектациях.

Набор №  1 включает: ИММУНОСОРБЕНТ - 1 планшет; КОНЪЮ ГАТ (х11 

концентрат) - 1 фл./проб., 0,6 мл; К’-1 фл./проб., 1,8 мл; К%о - 1 фл./проб., 1,8 мл; 

ФСР-Т (х 25 концентрат) - 1 фл., 30 мл; ЦБ - 1 фл., 12 мл; ТМБ (х5 концентрат) - 

1 фл., 3 мл; СТОП-РЕАГЕНТ - 1 фл.,6 мл; упакованных в картонную коробку, в ко­

торую вложена инструкция по применению.

Набор №  2 дополнительно включает К’̂ ю - 1 фл./проб., 1,8 мл; К^юо -

1 фл./проб., 1,8 мл; К'^гоо- 1 фл./проб., 1,8 мл..



СРО К годности. УСЛО ВИЯ 
ХРАН ЕН И Я и ТРАНСПОРТИРОВАНИЯ

Срок годности 6 месяцев.

По истечении срока годности набор реагентов применению не подлежит.

Хранение в соответствии с СП 3.3 .2.1248-03 в течение всего срока годности 

при температуре от 2 до 8 °С,

Транспортирование в соответствии с СП 3.3 .2 .1248-03 всеми видами крытого 

транспорта при температуре от 2 до 8 °С. Допускается транспортирование при 

температуре от 8 до  25 ”С не более 2 недель. Замораживание не допускается.

Рекламации на качество набора реагентов направлять в адрес предприятия -  

производителя ФГУП «НПО «М икроген» Минздрава России по адресу: 115088, 

г. Москва, ул. 1-ая Дубровская, д. 15, тел.(495) 710-37-87.

Адрес производства: Россия, 603950, Нижегородская область, г. Нижний Нов­

город, ул. Грузинская, д. 44, тел. (831) 434-42-77.


