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И нструкция
по прим енению  набора реагентов для качественного иммуноф ерментно- 

го определения аллергенспециф ических Ig E -антител в сыворотке крови
( lg E -А Т -И Ф А )

1. Н а зн а ч е н и е . •

1.1. Набор реагентов Ig E -А Т -И Ф А  предназначен для качественного  

определения содержания аллергенспециф ических IgE  в сыворотке крови че­

ловека методом твердофазного иммуноф ерментного анализа.

1.2. Определение аллергенспециф ических Ig E  используется в клиниче­

ской практике для диагностики аллергических заболеваний, вызванных пыль­

цевыми, бытовыми, пищевыми, эпидермальными и другим и аллергенами.

1.3. Набор рассчитан на определение содержания аллергенспециф иче­

ских Ig E  в 8 образцах сыворотки крови, включая калибровочные пробы.

2. П р и н ц и п  метода.

2.1 . П р и нц и п  метода -  твердофазный неконкурентны й непрямой имму- 

ноферментный анализ. В наборе использованы моноклональные анти-lg E -a n -  

титела, входящие в пероксидазны й конъю гат, способный выявлять в сыво­

ротке крови человека антитела класса им м уноглобулина Е, которые аффинно 

взаимодействую т с аллергенами, сорбированными на поверхности полисти-



ролевого планш ета.

Активность пероксидазы определяют по разложению  субстрата - переки­

си водорода. П р о д укт  реакции разложения превращает молекулы хромогена  

(ТМ Б  - тетраметилбензидина) в окраш енное соединение, количество которо­

го пропорционально содержанию  соответствуюш,его аллергена в сыворотке 

крови.

Результаты анализа регистрирую т с помощ ью  фотометра вертикального  

сканирования при длине волны 450  нм.

3. Состав набора.

В состав набора входят следую щ ие компоненты :

- планш ет полистироловый 96-луночны й наборный [один 8-луночный  

стрип, покры ты й анти- Ig E -A T  (реф еренс-стрип), маркирован Pi, и одинна­

дцати. 8-луночны х стрипов, покры ты х аллергенами 22 видов, маркированы  

Рз] -  2 ш т.;

- калибровочные пробы на основе эмбриональной телячьей сыворотки с 

использованием препарата IgE  человека и азида натрия 0 ,1 % , содержащ ие из­

вестные количества IgE  - О, 50, 100, 200  и 400  К Е /л ; калибровочные пробы ат- 

тестованны  по Втором у м еж дународном у стандарту Ig E  человека IR P  75/502 , 

маркированы  Рг, готовые к прим енению  - 5 флаконов (по 0 ,07  мл);

- конью гат моноклональны х антител к Ig E  с пероксидазой хрена, 100- 

кратны й концентрат, маркирован Р4 - 1 флакон (0 ,25  мл);

 ̂ - промы ваю щ ий раствор, 10-кратны й концентрат [трис(оксим етил) ами- 

нометан, 3 ,6  г; 1 М  раствор соляной кислоты; натрия хлорид, 5,1 г; твин-20,

0,3 мл], p H  7,4 , маркирован Р5 - 1 флакон (30  мл);

- тетраметилбензидин (Т М Б ), маркирован Рб, готовый к применению  -  1 

флакон (22  мл);

- стоп-реагент (1 N  раствор серной кислоты ), маркирован Р7, готовый к 

прим енению  - 1 флакон (12  мл);

- трафарет для анализа - 1 ш т.

4. Аналитические характеристики набора.



4.1. Чувствительность определения (минимально определяемая концен­

трация) составляет 50 К Е /л , что соответствует 1 классу R A S T .

5. Анализируемые образцы.

5.1. Негемолизированная прозрачная сыворотка крови человека.

Образцы сыворотки крови м ож но хранить при температуре 2-8 °С не бо­

лее 2 дней или при температуре -2 0  °С  и ниж е не более 3 месяцев.

Повторное замораживание образцов не допускается.

6. Меры предосторожности.

6.1. Потенциальны й риск применения набора - класс 26.

6.2. Все ком поненты  набора в используемых концентрациях, за исклю ­

чением стоп-реагента (1 N  раствор серной кислоты), являются нетоксичны ­

ми. С то п-реагент обладает раздражаю щ им  действием; следует избегать его 

разбрызгивания и попадания на ко ж у  и слизистые. В случае попадания стоп- 

реагента на ко ж у  или слизистые покровы следует промыть пораженны й уча­

сток большим количеством проточной воды.

6.3. П ри  работе с набором следует соблюдать «Правила устройства, тех­

ники  безопасности, производственной санитарии, противоэпидемического  

реж им а и личной гигиены  при работе в лабораториях (отделениях, отделах) 

санитарно - эпидем иологических учреж дений системы М инистерства здраво­

охранения С С С Р » , (М о скв а, 1981 г.).

6 .4. П ри работе с набором следует надевать одноразовые резиновые или 

плкстиковы е перчатки, т .к . образцы крови человека являются потенциально  

инф ицированны м материалом, способным длительное время сохранять и 

передавать В И Ч , вирус гепатита или любой другой возбудитель вирусных  

инф екций.

7. Оборудование и материалы, необходимые при работе с набором:

- Ф отом етр вертикального сканирования, позволяющий производить из­

мерение оптической плотности в л унках планш ета при длине волны 450 нм;

- пипетки  полуавтоматические одноканальные и многоканальны е варьи­

рую щ ие со сменны ми наконечникам и, позволяющие отбирать объемы ж и д ­



кости 10-1000 мкл, аттестованные по знамению средней дозы и сходимости  

результатов пипетирования (о ш и б ка ± 3 % );

- прибор для встряхивания рам ки со стрипами (ш ейкер);

- термостат, поддерживаю щ ий тем пературу 37±1 °С;

- холодильник бытовой;

- колба мерная вместимостью 500 мл;

- стакан мерный вместимостью 25 мл;

- бум ага фильтровальная;

- вода дистиллированная;

- перчатки резиновые или пластиковые.

8 . П о д го т о в к а  к  ан ал и зу .

8.1. Извлечь набор из холодильника, вскрыть упаковку и выдержать все 

комгю ненты  при ком натной температуре (1 8 -2 5 °С ) в течение времени не ме­

нее 30 м инут.

8.2. П риготовление рабочего промы ваю щ его раствора.

В колбу мерную  вместимостью 500 мл количественно перенести содер­

ж им ое флакона Р5, довести до м етки дистиллированной водой и тщательно  

перемешать.

Рабочий промы ваю щ ий раствор м ож но хранить при температуре 2-8 °С  

не более 10 дней.

8.3. П риготовление рабочего раствора конъю гата.

 ̂ В стакан мерный вместимостью 25 мл перенести содержимое флакона 

Р4, довести до м етки 20 мл рабочим промы ваю щ им раствором (п. 8 .2 ) и пере­

мешать. Готовить за 30 м инут перед использованием!

Рабочий раствор конъю гата м ож но хранить при температуре 2-8  °С  не 

более 2 дней.

9. П р о в ед ен и е ан ал и за .

9.1 . Во все лунки  планш ета внести по 90 мкл рабочего промывающего  

раствора (п. 8 .2 ).



f
9.2. Внести в лунки  А -Е  первого ряда по 10 мкл калибровочны х проб, а в 

остальные л унки  внести в дублях по 10 мкл анализируемы х проб сыворотки 

крови.

Время внесения проб в л ун ки  одного планш ета не должно превышать 

15 минут.

9.3. Закрыть планш ет кры ш кой и перемешать содержимое планш ета на 

шейкере в течение 1 м инуты , после чего инкубировать при температуре 37 °С 

в течение 1 часа.

9.4 . После завершения инкубации удалить ж идкость из лунок планшета  

путем стряхивания, после чего добавить во все лунки планш ета по 150 мкл 

рабочего промываюш,его раствора и через 1 м инуту удалить ж идкость путем  

стряхивания.

• П роцедуру промы вки повторить еще два раза.

9.5 . Внести во все лунки  планш ета по 100 мкл рабочего раствора конью - 

гата (п . 8 .3 ), инкубировать при температуре 37 °С в течение 1 часа и удалить  

ж идкость из лунок путем стряхивания. Промы ть лунки планш ета так, как это 

указано в п. 9 .4 , после чего промыть лунки планш ета дистиллированной во­

дой 2 раза.

После окончания последней промы вки удалить следы ж идкости из лу­

нок постукиванием  планш ета в перевернутом состоянии по фильтровальной 

бумаге.

 ̂ 9 .6 . Внести во все лунки  по 100 мкл Т М Б  (Р^) и инкубировать планш ет в 

тем ном  месте при ком натной температуре (1 8 -2 5  °С ) в течение 3 -15  м инут в 

зависимости от степени развития голубого окраш ивания.

9.7 . Добавить во все л унки  по 50 мкл стоп-реагента (Ру); при этом содер­

ж им ое лунок окрашивается в ярко-желты й цвет.

9 .8 . И зм ерить оптическую  плотность (О П ) при длине волны 450 нм в 

течение времени не более 5 м и н ут после остановки реакции.

9.9 . О птическая плотность К П д  должна быть не менее 1,5 .



9.10 . П остроить калибровочный граф ик, откладывая по оси абсцисс кон­

центрации Ig E  в К Е /л , по оси ординат оптическую  плотность при длине вол­

ны 4 5 0  нм.

9 .11 . Н ай ти  по калибровочному граф ику значения концентраций специ­

ф ических Ig E  в анализируемы х образцах.

9 .12 . Полученны е значения концентрации образцов в К Е /л  необходимо  

интерпретировать согласно таблице.

Таблица

Ре1ульгат КЕ/л Класс Интерпретация

<50 0 Отрицательный

50-100 1 Легкая аллергическая реакция

100-200 2 Умеренная аллергическая реакция

200-400 3 Высокая аллергическая реакция

>400 4 Очень высокая аллергическая реакция

10. У с л о в и я  х р а н е н и я  и э к с п л у а т а ц и и  набора.

10.1. Набор должен храниться в упаковке предприятия-изготовителя при 

температуре 2 -8  °С в течение всего срока годности. Допускается хранение на­

бора при температуре до 25 °С не более 5 суток. Замораживание компонентов  

набора не допускается.

10.2. С р ок годности набора - 6 месяцев.

10.3. Вскры тые стрипы хранению  не подлежат.

10.4. Калибровочны е пробы после вскрытия флаконов м ож но хранить
V

при температуре 2 -8  °С  не более 7 дней или при температуре -20  °С  (и ниж е) 

не более 2 месяцев.

10.5. Конъ ю гат ( 100-кратны й концентрат) после вскрытия флакона м ож ­

но хранить при температуре 2 -8  °С  не более 1 месяца.

10.6. К о н ц ен тр ат промы ваю щ его раствора и стоп-реагент после вскры­

тия флаконов м ож но хранить при температуре 2-8 °С  в течение всего срока 

годности набора.



10.7. Т М Б  после вскрытия флакона м ож но хранить при температуре  

2 -8  °С  не более 2 месяцев.

10.8. Рабочий раствор конъ ю гата м ож но хранить при температуре 2-8 °С  

не более 2 дней.

10.9. Рабочий промы ваю щ ий раствор м ож но хранить при температуре  

2-8  °С  не более 10 дней.

10.10. Запрещается использовать стоп-реагенты  из наборов других фир- 

м-производителей.

10.11. П ри  проведении исследований следует учесть, что при использо­

вании каж дого  планш ета необходимо обязательно анализировать калибро­

вочные пробы.

10.12. Для получения надежны х результатов необходимо строгое соблю- 

дение,инструкции по прим енению  набора.

Ректор Саратовского государствен­

ного м едицинского университета^  

им. В .И . Разумовского

■* -'(WO*».

П опков В .М .
* г ̂

П о вопросам, касаю щ имся качесте{^ н а б о ^ « 1 ^ Е -А Т -И Ф А , следует об­

ращаться в О О О  Н П О  «И м м ун о тэкс»  по адресу: 355029 , г. Ставрополь, ул. 

Л енина, 384 , тел/факс (8 6 5 2 ) 3 5 -1 8 -3 9

и в Ф Г У  « Н И И  Ф изико-хим ической  медицины », 119435, г. М осква, ул. М а ­

лая П ироговская^дом  1 А .


