


утl]ЕрждАю

t Ф рио дирекора
(Курс

*

!
, LlJc oлla-zJa- 2023 г

инстр}кциrI
по ветеринарному примеIiению сыворотки сапной

для реакцип связываЕия комплемеята
(Орmнизация-ра]работчик: Федермьное казенное предприяше (Курская биофабрика фирма (БИОК)

(фКП (Курская биоФабрлка>), РФ, З05004, г, Курск, ул. Разива,5)

L Общие сведения
1. Торговое яаямепованпе: Сыворотка сапнlul для реакции связываllllrl комллемеята.
межлународное яелатентовапЕое llаименовапиеi Сьтворотка caпttiur д,тIя реакции

связывавия ко]!1племента,
2. Сывtlротка сапная дIIJI реакцliи свя3ывапИя комплемеЕта (да,rее по тексту

сыворотка салная) лrофилизироваllна, изготовлеЕа пз сьворотки крови лошадей,
иммуqпзировalнllьDi ияактивироваItной культурой Burkholderia mallei или саппым эмульсин -
Ф{тигеном.

З. По впешнемУ виду сыворотка сапнаJI представляет собоЙ порисýlо аморфную
массу серовато-желтого цвета! растворимую в физиологическом растворе, После

раствореIJпя сыворотка лредставляет собой однороднуtо опaL,Iесцирук)щук) жидкость
со,]оменно-желюго цвега. беl дlеханичсских 1римесей,

Срок ,одности сыворотки сапЕой З .ода от даты выпуска! прIJ условии соблюдеЕшl
'гребовмиЙ к храЕеIrию и транспортирОваЕию. После вскрьtтия флакона (ампулы) сьтворотку
сашiуlо необходимО использовагь в течепие 7 суток при соблюдевии условиЙ хранеЕия при
температурс от плЮс 2 ОС до плюс 8 оС. По истеч€Еию Срока годности сывOрчlка саulitая не
должяа примеЕяться,

4, CbiвopoтKy сапп}.ю расФасовываlот в объемс 2 cMr 140 д<rз;, 4 смЗ (80 доз) во
фrсконы lампулы) в\lесгимостыО I0 cMJ, Флакоllы с сывороlкой (алной lер]\!еlично
укупориваIот резиповыми пробками, обкатьватот апюмивиевымп колпачками, амIlулы
запаивaIют. Ф-'rаконьт (ампу-,ты) с сывороIкой салной упаковьваЮт по 20 ш,Iук в картонт]ые
коробкп или полиотироловые коробки, ихи пачки с рaвделительЕьтми перегородкаVи,
обеспечиваlощими це,'lостЕость флакоrrов (ампул), В кахдую коробку с сывороткой сапной
вкладываlот инстр}кцию по се применению. flопускаются иные виды упaковочньlх средств
(в т.ч, импортные), рiLзрецеяные к примеЕепию в ycTaEoBJteHEoM порядке. Коробки (пачки) с
сывороткой поItfеlцают в ящики из гофрироваЕяого картоЕа (транспортную тар_у),

5. Сыворотку сапЕуо хранят в защищёllном от света !{есте при 1.er!пlepaType от
п,тюс 2 ОС до п,Iю( 15 ОС.

,ЩолускаетсЯ траЕспортироваЕие сыворотки сапЕой в упalкоl]ке оргаЕизации-
производителя при температуре яе вьrшс плюс 25 оС в течение не более 20 с}ток.

6. Сывороткч сапную следует хранить в Местах, ие дост)aпных лця детей.
7. Флаконы (аNlпулы) с сывороткой сапной без lfаркttровки, с rrарушеяиеIt

целостности и/или герýlетичности упаковки! с измеЕеI]ным вяешЕим видом) с истекшим
сроком годности, с нalпиqием посторонtlих приплесей бракутот, инактивируют кипячеЕием в
течеяпе З0 мивут и утилизируют любьпt{ доступным разреrUёявым методом.

Утплизация иЕактивtровавIlоЙ сьворотки сапной не требует опециальЕых мер
предосторожности.



9. Сыворотка саппм "o"r","jlj"l::;HТilii"1",Ё"iЪu .о"""о",.
10, Сыворотка сапная является ко\iпонентом в реакции связываЕия комплемеЕта

(РСК) при дtiагностике сапа у лошадсй. Без антигева сапIiого сыворотка сalппм пе должЕа
вь]зывать задержку ге!iолиза эриlроци'tов. Без дlтигена cfilнolo и комплемента сыворотка
сапнм Ес должЕа вызьвать гемолиз 1ритроцитов. В смеси с антигеяо}f сапным сыворотка
сапнм до.тIжна вызывать залерr(ку гемолиза эрцтроци,гов. Активность (титр) сывороткп
сапвой доджна быть не нихе 1:20.

Препарат пе токсичеII и Ее реактогенен,

IIl. 11орядок применеяия
1l, Сыворотка сапlrrul для РСК предназначена для контоля спецпфической

активЕостп аЕтигена сапного в реакций связыванпя комплемеЕта при исследовании
сыворотки крови животных на содержание антител к возбудителю сапа,

ИсследоваtIия разрешается проводить только ветерйЕарItым врачам и ветерияарньм
фельдшерам со специмьяьш средним образовмием пол контролем ветериЕарного врача.

1 2. Противопоказания лlя применения:
- запрецается примецять сыворотку с,tпЕую во флаконм (ампулах) без маркировкд,

с Еарушевием целостности и/или герметичяости, с изменеЕным вЕешЕим вхлом, с истешIим
сроком гоIпости. при нмичии пос горонних примесей:

_ зalпрещается примеЕять ияструi!lеаты, используемые д,,lя постановки реакции, для
проведевия дргих исследоваЕий,

13. Работы с сывороткой саппой дол)пallы проводиться с соб;тюдеtlием правил
предосаорожности и личtIой гигиены с ислользование]!{ средств иядивидумьной защиты,
При соблюдеЕl1и указа!tЕых правI1л использование сыворотки сапЕой яе представ,,шет
опаспости для здоровья qеловека, Меры личlrой профилактикп прп проведенпи
дпаIпостических исследоваЕий с использованием сыворотки сапной сводятся к соблюдепию
саIlитаряо-эпидемиологических правил и техЕики безопасцости лри работе с
лекарствеliтlыми средствali,{и RетерияарноIо ЕазЕаченйя, Все лица, участвующие в
исследовавии, должцы бь,rгь одеты в спецодежду и обуты в спецобувь, В места\ работы
дол)ква быть аптечка первой доврачебпой помощи, В случае попалания сыворотки сапной яа
открьпые )часткЕ тела или слизпстые оболочки, их смьвают проточной водопроводной
водой.

14, Особеявостей проведеЕия диагtlостики беремеяных животлlых и в период
лактации не выявлеяо, Еа потомство влllяния Ее оказывает.

15, Перед применением сывороткll саплой со,лержимое одного флакояа (ампулы)
растворлот физиологическим pacтBopot\'' в объёме указанном на флаконе.

Перед постановкой реакции связьваЕия комплемента подготавливают следующие
компопеЕты реакции:

-испытуемм сыворотка крови ;

-аЕтпгеIl саппой для реакции связьваЕия комплемента;
-сыворотка сапЕм для РСК (положительпм сыворотка);
-сыворотка крови лошадей неспецифпческм Ееконсервировfilпаrl (отрицательная

сыворотка);
-сыворотка гемолитическая дця РСК;
-комплемепт сухой для РСК;
-физиологический раствор;
-2,5 7о_Еая взвесь эритроцитов барана в физцологическом растворе,
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8, Отпускается без рецепта,



Таблица l, Схема сния fе\rо",1изпtlа

Затем пО 0,2 см] кая<догО рtrзведения лереЕосят в пробирки, в каrцук)
пробирку добавляют по 0,2 cMJ комплемента в разведении 1:20, 0,2 см] 2,5 %-Boii
взвеси эритроцптов и 0,4 см] физпологического раствора. Штатив с пробирками
встряхивают и помещают в водяIтую баЕю на 10 мин при температуре о,г плюс 37 ОС 

до пJrюс
з8.с.

Титром гемо,rтизпЕа считают наибольшее его разведевие, лри котором яаблюдается
полЕый гемолиз эритроцитов.

l 5,2 Приготовлеrrие гемол!iтпческой системы.
Гемолитическую систему готовят смешиванием в равЕых объемах 2,5 о%-ной взвеси

эритроцитов бараlа в физиологическом растворе 11 раствора сыворотки гсмолитической,
взяlой в удвоенноЧ lи,lрс (налример. лри титре lеvо.lиJина l:I000 бер}т 2:l000. т,е, для
приготовлениЯ I00 сv'гемолизина берlг0.2 слr'гемолизина иl zlмп)_,lы и раlводяl в9Q.8см'
физиологическогО раствора), Полуrенялые 100 cMJ раствора гемолизина приливают при
постолIвоМ помешиваниИ к l00 см' взвеси эритроцитов. Гемолиl.ическую систему
поIIещают В водяную баЕЮ при температуре от Плюс З7 "С дО плюс З8 "С на 20 миЕут дlя
сеЕсибилизации эритроцйтов.

1 5,З Титровавие комплемента,
Ти,тровапие комплемента проводят переД каждой постановкой реакции. Отбирают

Ееобходимое для ланного объема исследоваЕий количество ампул (флаконов) с
комплемеЕтоМ (из расчета l ампула ЕлП флакоя на l00 пробирок реакции), растворяют
препарат в физиологическом растворе, количество которого указаЕо на ампуле (флакояе),
сливают в одну емкость и перемеIпивают, Таким образом получают осЕовцой раствор
комплемента, который хравят в хо_tодпльЕике lla протяжеtlии постаяовки реaкции. Из этого
раствора готовят разведеЕие 1i20 для титроваЕия.

комплемеят титруют в бактериолитической системе1 для чего положительную,

отрицательную и 1-2 сыворотки из опыта р,вводят физиологическпм раствором 1:l0,
пнмтивируют при Температ}ре от плюС 60 "С до плюс 62 .С в течение З0 миЕ}т и рalапивluот
по 0,2 cMJ каждчю в два ряда пробирок.

Внесение остмьнЫх иrtгредиеЕтоВ и условия тштроваtlия показмы в таблице 2 па
примере отрицательн.ой сыворотки, при этом во вторые ряды сывороток вместо мтигена
саппоl о вносят 0.2 см' физиологичеслiого рас lBoPa,

при работе с аппаратом Флоринского для разведеяия комDлемепта бер}т
дополяительный ряд пробирок, в которьтх делают те же разведеЕия комплемента, но объем
увеличпвalют в 10 раз, Затем разлива.гелем Флориllского перенося.l fiо 0,2 см3 разведенноIо
комплемеята во все пробирки каждоIо ряда ц вttосят остмьнь!е п!tгредие}irы, как указalно в
таблице 2.

Основнос разведение
Iемолизина 1:100. см]

Полvченнос развелевие
гемолIлзrва

0,2 80. 1i500
0,] 0,9 1 :l000
0.1 ].1 l:l500
0.1 1,9 1:2000
0.1 1:2500
0.1 2,9 ]:]000

1 5, I Титрование сыворотки гемолитической (гемолизияа).
ТитроRаЕие гемолизиЕа проводrт прИ использовавиИ каждой новой серии и в

дальЕейшем ежегодЕо.
Из освовного разведеция fемолизияа l:100 (0,1 смз гемолизива и 9.9 смз

физиологического раствора) готовят последуIощие рaвведеIiия.

Физиолоru.rеский раствор.



Таблица 2. Схема титроваяия комплемента в бактериолитической системе (по первому ряду
пробирок)

компопеяты
реакцпи

Номера пробирок
1 ,1 5 6 7 9 l0

Отрицатольнм
сыворотка в

рагlведении l:l0
0,2 t) 2, 0 2 0л2 0 2 0,2 0,2 0,2 02

Аптиl,ец саппой в

рабочем
разведепип 1: l00

0,2 0 2 0 0,2 0.2 0,2 0,2 0,2 0,2 0.2

комп",lеN{ент l:20 0.02 0,04 0,06 0.08 0,1 0,12 0.14 0,16 0,]8 0.2
Физпологический
раствор

0.18 0.1б 0,14 0,12 0 I 0 08 0.06 0,04 0,02 0

Водянм баня 20 мип}т при теl!{перат_чре от плюс 37 ОС до плюс 38 ОС

гемолитическм
систсма

0 ,l 0 1 0,4 0,4 0 0 ,1 0 1 0,4 0,4 0,4

Водяная бмя 20 мIIн}т при температуре от плюс 37 ОС до п-.lюс З8 "С
Припlерный
r]езчльтат

чl, LI l, чI чl, l II пг пг пг I Il, I II,

/lопо:тнительвый ряд пробирок для предварительпого разведеtIия комплемеята
Коlrплсrrснт l :20 0.2 0.1 0,6 0,8 1.0 1.2 1,4 1.6 1,8 2,0
ФизиолоIический

раствор
l 8 ] 6 l,,1 l ] l 0 0 8 0 6 0,,1 о,2 0

Примечаниеi ЧГ частичяый гемолиз. ПГ - полный rемолиз,

Титром комплемеЕта в бактериолитической системе считают минимlшьЕое
количество его. необхо]имое д,lя полного геvолиза ,)ритоцитов барана в пробирках с
отицательной сывороткой и сьвороткitми из опыта с дIтигецом сапньlм и без антигена, а
также в пробирках с сыsороткой сапной без антигена лри полной задерхке l,емолиза в
пробирках с сывороткоЙ сапЕоЙ и ацтигеном сапЕым.

1 5.4 Приготовление комплсмеЕта.
Количество комплемеЕта для главяого опыта определяют по формуле:

Х:Т,tП/20,

где Х количество коNtплемента, Ееобходимое для главного опыта;
Т - гит комплемента в бак l ерио.,lи гической сисlс]!iе:
П - количество rrробпрок в реакциr;
20 - кратность разведепия комплемепта при тйтровании.
Напрпмер, в опьпе 200 цробйрок, титр комплемента (по табл. 2) - 0,1.

Следовательно, количество его д.шI проведеЕия опыта:
0,1 х 200 / 20 = 1.0 см].

_ Необходимое количество разведеЕЕого комплемента для главноIо опыта р?вво 40
см] 1т.е. 0,2 см] х 200). Следовательно, к 1,0 см] основвого раствора комллемеriта добавляют
З9,0 см' физиологического раствора.

15.5 постановка главяого опьlта.
Кажлуо сьтворотку крови, предварительво инакмвироваяЕ}.ю, как указаЕо в п. l5.З,

исследуют в трех пробирках: без антигена сапного в разведеЕии 1:5 (контроль сыворотки) и с
аЕтItlеЕом в разведеtiиях 1:5 и 1il0.

Для этого в перв}.ю и третью пробирку раз;rивают физиологический раствор в
количестве 0,4 cMJ и 0,1 см] соответсmе.нно, Затем в первlrо вносят 0l1 смЗ испытуемой
сывороткиl смешивают и перепосят 0.2 см' во вторl,то и 0.J см'- в третъю пробирки.

4
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В опьггяые пробирки вносят по 0,2 см] антигена сalпЕого в рабочем разведении 1;10О,

в коЕтрольЕые по 0,2 см] физиологичсского раствора, во все пробирки - по 0,2 см]
комплемеЕта в устаttовлеttном титре. Штативы встряхивают и помещают в водяную баню на
20 миЕ при температ,чре от плюс 37 ОС ло плюс 38л'С.

Затем во все пробирки вяосят по 0,4 см' fемолитической системы, встряхивают и
вновь помещают в водян}то баню Еа 20 мин при температуре от пrпос 37 "С до пrпос 38 ОС.

ОдЕовременяо ставят след)tощие контролй:
- положительвм и отрицательпм сьворотки в тех же разведепиях, rгто и

испыryемые с автигеном сапньпt и без антигена;
- аятпген салной без сьlворотки (ва аЕтикомплемептарность);
- антигев сапной без сыворотки и комплемеята (Еа гемотоксичность);
- aемолитическм система с физиологическим раствором.
При массовых исследовапиях допускается постаЕовка реакции в одlой пробпрке с

р*ч"д"о"i, сыворотки l:10 (0,02 cMr сыворотки и 0.18 см] физиологического раствора),
Сьворотки с задержкой гемолriза исследуют повторно, как указаIlо выше.

15.6 Учет результатов реакции проводят двахды] яепосредственЕо после последяего
прогреваЕия пробпрок в водяной бапе и па следуощЕе сутки после храtlеяия пробирок при
температуре от плюс 4 ОС до плюс 12 "С.

Спачма учитывают результаты контролей, Постановку реакцпи считают
правильной. и проводят учет результатов, ес;1и ]к)JI]ая залерr(ка lеllоjlllза бу,лет в
с-цед}.ющих контольных пробиркм: 1) с автигепом сшlЕым без сыворотки (с
комплемеЕтом), 2) с антиrеяом сапIIьш без сывороткlл и комплемепта, З) с гемолитическоЙ
системоЙ и физиологическим раствором без комплемеЕта, 4) с полохительноЙ сьiвороакоЙ,
аЕтиIеном сапным и комплементом.

а поляыЙ гемолиз 5) в пробирках с оrр}тцательЕоЙ сывороткой и автигеном сапЕым
(с комплемеЕтом), 6) с саmrой и отриlJательной сыворотками без антигена сапЕого (с
комплементом)! 7) с антигеtiом сапным без сыворотки (с комплементом).

реакцию у,]итьвают по степени задержки гемолиза эритроцптов, которую
определяют по шкaLтIе. приготовленЕой перед уч9том реаклии. .Щля этого содержимое трех-
пяти пробирок с полным гемолизом сливают в одrу, затем гемолизированiryю жидкость и

физиологический раствор разливают в пробирки по след)tощей схеме:
Таблица 3.

компоненты
Номера пробирок

2 ,1 )
Гемолизировапнм
жидкость, смЗ

1,0 0,75 0 5 0.25 0

Фй]иопоrическfiй
paar*np, 

""]
0 n )5 0.5 0,75 l 0

Процент гемолпза l00 75 50 25 0

В соответствии с этой шкалой уст Iавливают степепь задержки Iемолиза
эритроцитов в каждой пробирке.

l5.7 Реакцию оцегlивilют в KpecTllx в зависимостtl от процеята IемолизироваtлЕьIх
эритроцитов:

++++ (4 креста) - полное отс)тствие гемолизаi
+++ (З креста) - гемолиз 25 0Z эритроцитов;
++ (2 креста) - гемолиз 50 О% эритроцитов;
+ (1 крсст) - гемолиз 75 О% эритроцптов;

(минус) полныйгемолиз.
15.8 ,Щиагяостическим титром исследуемой сьворотки считают разведеппе ее 1:l0.

При задержке гемолиза эрцтроцитов в этом разведепии сыворотки яа #++ и ++t реакцпю
считают положительЕой независимо от результатов реакции с сывороткой в разведении l:5.
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РеаI(цию считают сомяительЕоЙ при задержке Еа ++ и + в разведеIlии сьшоротки
1:l0 и ++ff или +tt в разведении сыворотки 1:5.

Во всех других случauх реакцию считtlют отрицательной.
16. Посталiовку реакции свя]ывания комллемекта проводят uiп чitго)) и реакция Еа

организм животЕых влияния не оказывает.
l7, Следует избегать царушений схемы проведения реакции связываЕия

комплемепта и yleтa реакции, поскольку это может привести к l1олучеllию ошибочных
результатов,

l8, Применение препарата согласяо инструкции по применению исмючает
возможЕость взаимодействия о другими лекарственными препаратами и кормalми.

19. Особепностей проявления |еакций при собпюдении техники ее постановки не
устмовлено.

20. Несоответствие объемов смешиваемых компонеЕтов может привести к
ошибочньтм результатам реакции.

21. Препарат не оказываст действия на лродукцпю убоя сельскохозяйствеяньiх
животвых и ее использ}'lот в соответствии с действующими правилatмв ветериЕарЕо-
саяитарной экспертизы.

НммеховаIlие и адрес производственной
плопIадки производитеr,Iя лекарственного
препарата для ветерипарIIого применения
ФКП <Курская биофабрика>
105п04. Россия. L К)рск. у.] PaJ,lHa.5

Наименование и адрес организации,
уполномочеrный на принятие претеЕзий от
потебитеJтl I

ФКП <Курскм бпофабрика>
]05004. Россия. г, KvpcK. ул. Разина.5
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