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ИНСТРУКЦИЯ ПО ПРИМЕНЕНИЮ ИММУНОФЕРМЕНТНОГО НАБОРА ДЛЯ      ОПРЕДЕЛЕНИЯ ЧЕЛОВЕЧЕСКОГО ИНТЕРЛЕЙКИНА-1(.

1. НАЗНАЧЕНИЕ.

Набор предназначен для количественного определения интерлейкина-1( (ИЛ-1() человека в образцах сыворотки (плазмы) крови и культуральных жидкостях методом твердофазного иммуноферментного анализа.
2. ПРИНЦИП АНАЛИЗА.
Количественное определение ИЛ-1( основано на создании на твердой фазе  96-луночной платы для иммуноферментного анализа комплекса, состоящего из:

1. мышиных моноклональных антител, специфически связывающих ИЛ-1( из                                                           раствора;

2. ИЛ-1(;

3. кроличьих поликлональных антител к ИЛ-1(;

4. конъюгата пероксидазы хрена с козлиными антителами к иммуноглобулинам кролика.

Комплекс формируется при последовательном внесении в плату соответствующих реагентов, избыток которых после инкубации каждый раз удаляется. Количество связавшегося конъюгата, определяющего интенсивность развития окраски в каждой лунке после прибавления раствора хромогена, пропорционально количеству ИЛ-1( в исследуемом образце. Результат анализа вычисляют по калибровочному графику после измерения оптической плотности. 

3. МЕРЫ ПРЕДОСТОРОЖНОСТИ ПРИ РАБОТЕ С НАБОРОМ
1. 
Все компоненты набора не токсичны. Используемая в работе серная кислота (стоп-реагент) обладает раздражающим действием и может вызвать поверхностные ожоги кожных и слизистых покровов.

2. 
Меры предосторожности: соблюдать "Правила устройства, безопасности производственной санитарии, противоэпидемического режима и личной гигиены при работе в лабораториях (отделениях, отделах) санитарно-эпидемиологических учреждений МЗ СССР" (Москва,1981 г.); не допускать попадания на кожу и слизистые покровы растворов серной кислоты, в случае контакта немедленно смыть их большим количеством проточной воды.

3. 
Набор не содержит инфекционного материала, однако, анализируемые образцы сыворотки могут оказаться инфицированными ВИЧ, гепатитом В, С и др. Поэтому при работе с набором следует одевать одноразовые резиновые перчатки, а проанализированные образцы, посуду и наконечники, контактировавшие с ними, обрабатывать дезинфицирующим раствором.

4. ОБОРУДОВАНИЕ И МАТЕРИАЛЫ, НЕОБХОДИМЫЕ ДЛЯ ПРОВЕДЕНИЯ     АНАЛИЗА

· Мерные колбы (или цилиндры) и стаканы для приготовления растворов.

· Планшеты или пробирки (стеклянные или пластмассовые) для приготовления разведений исследуемых образцов.

· Дозаторы автоматические, одно- и  многоканальные со сменными наконечниками на 0,05 - 1,0 мл  с погрешностью  измерения объемов не более 5%.

· Дистиллированная вода (ГОСТ 9709-72).

· Фильтровальная бумага.

· Пластмассовые ванночки для работы с многоканальными пипетками или чашки Петри.

· Шейкер.

· Фотометр для ИФА со светофильтром на 450 нм.

5. СОСТАВ НАБОРА

1. 96-луночная полистирольная микроплата  c иммобилизованными антителами к человеческому ИЛ-1(,
2. Буфер Р для промывки плат -  21 мл 20-кратного концентрата буфера с детергентом.

3. Стандарт ИЛ -1(  - лиофилизированный  рекомбинантный ИЛ -1( со стабилизирующими добавками.

4. Буфер С для приготовления стандартов – 5 мл.

5. Буфер О для образцов – 5 мл.
6. Поликлональные антитела - кроличьи поликлональные антитела к ИЛ-1( , в буфере с консервантом, 100 мкл.
7. Конъюгат – поликлональные антитела к иммуноглобулинам кролика, конъюгированные с пероксидазой хрена, в буфере с консервантом и стабилизатором, 100 мкл.
8. Буфер К для конъюгата – 0,8 мл концентрата.
9. Реагент  – раствор ТМБ,  2,5 мл
10. Субстрат – стабилизированный раствор перекиси водорода, 12,5 мл
11. Стоп-реагент – 0,5 М раствор серной  кислоты.                                 
6. ПОДГОТОВКА РЕАГЕНТОВ.

Все компоненты, необходимые для приготовления реагентов, должны иметь комнатную температуру. Не следует держать реактивы на ярком свету при проведении анализа и хранении.

6-1. 
Промывочный буфер – развести концентрат буфера Р в 400 мл дистиллированной воды.

6-2.
Стандарт ИЛ-1(.

При анализе сыворотки крови добавить в пробирку с лиофилизированным стандартом 1200 мкл буфера-С и оставить на 15-20 минут, после чего тщательно  перемешать, избегая пенообразования. Далее 450 мкл полученного раствора в новой пробирке смешать с 450 мкл буфера–С для получения первого стандарта с концентрацией 400 пкг/мл. Приготовить 6 новых пробирок по 450 мкл буфера-С в каждой и сделать серию двукратных разведений, последовательно перенося 450 мкл раствора из пробирки в пробирку начиная с первого стандарта 400 пкг. Полученные стандарты будут иметь концентрацию 400; 200; 100; 50; 25; 12,5 и 6,3 пкг/мл ИЛ-1(. В качестве нулевого стандарта (0 пкг ИЛ-1() использовать чистый буфер-С. 
При анализе культуральных жидкостей для разведения стандартов вместо буфера-С следует использовать аналогичную по составу культуральную жидкость. Готовые стандарты можно хранить при температуре +4...80 С в течение трех суток.
6-3. 
Раствор поликлональных антител к ИЛ-1( приготовить непосредственно перед внесением в плату из концентрата, перенося содержимое ампулы в 10,1 мл  промывочного буфера.

6-4. 
Буфер для конъюгата – концентрат буфера К перенести в пробирку с 10 мл дистиллированной воды. В случае выпадения осадка солей в концентрате предварительно выдержать ампулу при 37(C до полного его растворения.

6-5. 
Раствор конъюгата приготовить, перенося содержимое ампулы в пробирку с 10,1 мл  буфера для конъюгата, приготовленного по пункту 6-4, непосредственно перед применением.
7. АНАЛИЗИРУЕМЫЕ ОБРАЗЦЫ

Образцы сыворотки крови рекомендуется хранить при температуре 2-100С не более 48 ч. Для длительного хранения образцы следует заморозить и хранить при - 200С и ниже. После размораживания пробы тщательно перемешать. В случае образования осадка его необходимо отделить центрифугированием. Не рекомендуется оттаивание и замораживание образцов более одного раза.

8. ПРОЦЕДУРА АНАЛИЗА

Все реагенты перед проведением анализа тщательно перемешать и довести до комнатной температуры. Желательно, чтобы каждый образец и стандарт анализировался в дубликате.

8-1.
Подготовить стандарты и исследуемые образцы так, чтобы они были полностью готовы к быстрому  (не дольше 15 минут) внесению в плату. 
8-2.
Плату заполнить промывочным буфером (пункт 6-1), внося в каждую лунку 300 мкл, и оставить на 5-10 минут
8-3. 
Удалить содержимое лунок декантированием и промыть лунки 2 раза. При каждой промывке во все лунки добавить по 0,3 мл промывочного буфера, встряхнуть плату на шейкере в течение 5-10 секунд и удалить буфер декантированием. Тщательно удалять остатки жидкости из лунок постукиванием платы в перевернутом положении по фильтровальной бумаге.

8-4. 
При анализе содержания ИЛ-1(  в сыворотке внести во все лунки по 50 мкл буфера О для образцов.

8-5. 
Внести в лунки по 200 мкл раствора стандартов (пункт 6-2), образцов сыворотки или культуральной жидкости. Инкубировать 1 час при комнатной температуре на шейкере, после чего оставить на ночь в холодильнике. 
8-6. 
Отмыть плату 3 раза по пункту 8-3.

8-7. 
Внести в лунки по 100 мкл раствора поликлональных антител к ИЛ-1( (пункт 6-6). Инкубировать на шейкере 1 час при комнатной температуре.

8-8. 
Отмыть плату 3 раза по пункту 8- 3.

8-9. 
Внести в лунки по 100 мкл раствора конъюгата, приготовленного по пункту 6-5, инкубировать на шейкере 25-30 минут. За 5 минут до окончания инкубации приготовить необходимое количество окрашивающего раствора: смешать субстрат и реагент в отношении 5:1 и поставить в темное место. Использовать только чистую посуду и  наконечники.
8-10.
Отмыть плату 3 - 4 раза по пункту 8-3 и промыть плату под струей дистиллированной воды 3 раза.

8-11.
Внести окрашивающий раствор по 100 мкл в лунки. 
8-12.
Наблюдать развитие окрашивания в течение 10-20 минут при постоянном перемешивании платы на шейкере  и остановить реакцию добавлением стоп-реагента (50 мкл/лунку), после чего продолжить перемешивание еще 1 мин и измерить оптическую плотность при длине волны 450нм.

8-13.
Значения оптической плотности в лунке с нулевым содержанием  ИЛ-1( вычесть из всех результатов. Для калибровочных проб построить график зависимости оптической плотности в оптических единицах от концентрации ИЛ-1( в пкг/мл. Определить концентрации ИЛ-1( в анализируемых образцах по их оптической плотности, пользуясь калибровочным графиком. Характерный вид графика представлен на рисунке ниже.
8-14.
При слишком высокой концентрации ИЛ-1( в анализируемых пробах развести их  буфером для стандартов и повторить процедуру определения. 
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9. УСЛОВИЯ ХРАНЕНИЯ И ТРАНСПОРТИРОВКИ
Набор хранят и транспортируют при температуре 2-100С. Допускается хранение и транспортирование при температуре до 250С не более 5 суток. Замораживание не допускается.

Срок годности набора реагентов - 6 месяцев со дня выпуска.

10. Аналитические характеристики набора

10.1.
Коэффициент вариации результатов 10 определений IL-1( в одном и том же образце с использованием набора не превышает 10%.

10.2.
Чувствительность. Минимальная достоверно определяемая набором концентрация IL-1( в  исследуемых образцах не превышает 4 пкг\мл.
10.3. Набор рассчитан на 40 проб, анализируемых в дубликатах.

10.4. Диапазон измерений от 6,3 до 400 пкг/мл.

10.5.
1пкг стандарта ИЛ-1( из набора соответствует 1,35пкг стандарта ИЛ-1( ВОЗ (NIBSC 86/680).
ooo "Цитокин", 
197110, г. Санкт-Петербург, 
ул. Пудожская дом 7, 
тел: (812)230-78-62, 
тел: (812)230-48-88, 
факс: (812)230-49-46. 
email: info@cytokine.ru
_1205675108.xls
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