ИНСТРУКЦИЯ ПО ПРИМЕНЕНИЮ 
тест-системы рекомбинантной для выявления антител к вирусу гепатита С
методом иммуноферментного анализа «Белар-ГЕП-С-АТ»
Диагностическая иммуноферментная тест-система представляет собой набор, основой которого являются рекомбинантные пептиды – структурные и неструктурные компоненты белков вируса гепатита С, входящие в состав сенсибилизирующих компонентов и сорбированные в лунки 96-луночной панели.

Основным свойством тест-системы является ее способность выявлять в сыворотках крови человека антитела к возбудителю гепатита С за счет их взаимодействия с рекомбинантными белками вируса. Образованный комплекс антиген-антитело выявляют с помощью иммуноферментного конъюгата к суммарным иммуноглобулинам человека.

Постановку реакции  следует  проводить,  как это принято при работе с потенциально опасным инфекционным материалом:  работать в резиновых перчатках,  маске,  сменном халате.  Категорически запрещается пипетирование ртом.  Все использованные материалы необходимо  подвергать  обработке  дезинфицирующими  средствами в соответствии с требованиями ОСТ 42-21-2-85.

1. НАЗНАЧЕНИЕ

Тест-система предназначена для серологической диагностики гепатита С у заболевших, либо перенесших гепатит С. Набор рассчитан на 90 анализов, исключая контроли. Для исследования небольших партий проб возможны 12 независимых постановок ИФА по 4 анализа, исключая контроли. Комплектуется всеми необходимыми реагентами, кроме дистиллированной воды.

2. СОСТАВ НАБОРА

2.1. 96-луночный основной планшет – 1 шт. 

2.2. "К+" – 1 фл. (1,5 мл)

2.3. "К-" – 1 фл. (1,5 мл)

2.4. Конъюгат – 1 фл. (240мкл)
2.5. Субстратный буферный раствор (СБР) – 1 фл. (12,0 мл) 

2.6. Раствор для образцов (розовый цвет) – 1 фл. (7 мл) 

2.7. Раствор для рабочего разведения конъюгата – голубой цвет (РРК) – 1 фл. (12 мл)

2.8. Концентрат раствора (ФСБ-Т) – 1 фл. (40 мл) 

2.9. Стоп-реагент (1М Н2SO4)  – 1 фл (12,0 мл) 

2.10. Тетраметилбензидин (ТМБ) – 1 фл. (320 мкл)


2.11. Пленка для заклеивания планшета – 2 шт.
2.12. Наконечники для пипеток – 16 шт.
2.13. Рамка для стрипов

3. ПРИГОТОВЛЕНИЕ РАСТВОРОВ ДЛЯ РЕАКЦИИ
Набор перед постановкой выдерживают не менее 30 мин при комнатной температуре. 

Панель или рассчитанное число стрипов перед постановкой отмывают 1 раз промывочным раствором. 
Растворы пп. 2.6 и 2.8 перед использованием взбалтывают (возможно выпадение в осадок). 

3.1. Промывочный раствор. Содержимое 1 фл. с концентратом раствора (п. 2.8) берут  в объеме в соответствии с числом используемых стрипов (см. таблицу) и разводят в дистиллированной воде. Полученный раствор (ФСБ-Т) применяется для отмывания планшетов. Хранение: до 72 ч при 5(1оС.

3.2. Конъюгат. Для приготовления рабочего раствора конъюгата берут его концентрат (п. 2.4.) и разводят раствором для рабочего разведения конъюгата – РРК (п. 2.7.) в объемах (см. таблицу). Разведенный конъюгат хранению не подлежит. 
	Количество стрипов
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	Промывочный раствор

	Концентрат ФСБ-Т, мл
	3
	6
	10
	14
	16
	20
	24
	28
	32
	34
	38
	40

	Дистилл. вода, мл
	75
	150
	250
	350
	400
	500
	600
	700
	800
	850
	950
	1000

	Раствор коньюгата в рабочем разведении

	 Конъюгат (конц.), мкл
	20
	40
	60
	80
	100
	120
	140
	160
	180
	200
	220
	240

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

	Субстрат

	ТМБ, мкл
	30
	60
	90
	110
	130
	150
	180
	200
	230
	240
	270
	300

	СБР, мл
	1
	2
	2,5
	3,5
	4
	5
	6
	6,5
	7,5
	8
	9
	10


4. ПРОВЕДЕНИЕ ИММУНОФЕРМЕНТНОГО АНАЛИЗА (ИФА)
4.1. “К+” и “К-” (п. 2.2 и 2.3) вносят в объеме по 100 мкл в 1 лунку каждый (в случае использования 1-го стрипа) и по 100 мкл в 2 лунки (при использовании 2-х и более стрипов) и еще в 2 лунки по 100 мкл вносят раствор для образцов (п.2.6.) – контроль конъюгата. В остальные лунки вносят по 60 мкл раствора для образцов – розовый цвет раствора (п. 2.6). Затем в лунку вносят 40 мкл сыворотки и пипетируют 2-3-раза. При этом цвет раствора должен поменяться с розового на желтый. Операцию повторяют с каждой сывороткой. Панель накрывают липкой лентой или крышкой и оставляют на 60 мин при температуре 37оС в термостате. 

По окончании инкубации содержимое лунок отсасывают в дезраствор и планшет промывают 6 раз раствором ФСБ-Т (п. 3.1) в объеме 0,3 мл/лунку. Удаляют влагу. 

4.2. Во все лунки планшета вносят по 100 мкл коньюгата,  приготовленного как описано в п.3.2.  Планшет закрывают крышкой или липкой лентой и инкубируют 30 мин при  температуре 37оС в термостате. 

По окончании инкубации содержимое лунок отсасывают и планшет промывают 6 раз раствором ФСБ-Т (п. 3.1) как описано выше (п. 4.1). Удаляют влагу. 

4.3. В каждую лунку планшета вносят по 100 мкл субстрата, приготовленного непосредственно перед его внесением (см. таблицу). Планшет накрывают крышкой и выдерживают при комнатной температуре (20-24оС) 15 мин.
4.4. Реакцию останавливают внесением в лунки по 100 мкл стоп-реагента (п. 2.9) и сразу учитывают результат.
5. РЕГИСТРАЦИЯ И ОЦЕНКА РЕЗУЛЬТАТОВ

Результаты ИФА регистрируют с помощью спектрофотометра, измеряя оптическую плотность (ОП) образцов при длине волны 450 нм. Результаты оценивают в том случае, если среднее значение ОП в лунках с "К-" (ОПК-ср.) и в лунках с контролем конъюгата (ОПк/к) не превышает 0,15, а в лунках с положительным контролем (ОПК+ср. – не менее 0,7. 
Исследуемая сыворотка оценивается как положительная, если среднее значение ОП исследуемого образца превышает ОП критическое (ОП крит.). ОП крит. рассчитывается по формуле:  ОП крит. = ср.(ОПК-) + 0,15,

где коэффициент 0,15 устанавливается методом статистической обработки.

Сомнительная сыворотка (ОП исследуемой сыворотки > ОПК-ср.+0,10 < ОПК-ср.+0,15) проверяется повторно в двух лунках и, в случае повторения результата, образец исследуется в подтверждающем тесте, обладающем большей чувствительностью и специфичностью (рекомендуется направлять в учреждение-изготовитель для исключения аутоиммунных реакций). 
6. ФОРМА ВЫПУСКА.

Тест-система «Белар-ГепС-АТ» выпускается в виде упакованного набора. Один набор рассчитан на проведение 90 анализов.
7. УСЛОВИЯ ХРАНЕНИЯ И ТРАНСПОРТИРОВКИ

Набор хранят при 5(1оС и влажности воздуха не выше 60%. Транспортировку осуществляют при тех же условиях. Срок годности тест-системы 6 мес. с даты выпуска.

