
ф
оф аб

6а

УТВЕРЖДАIО

,Циректор+|1 + кК офабрика>с

iФ
а,

о
Ё о ) |,

еб
у

инст
по Beтepl|Hapнoмy применению набора для

диагностики бруuеллёза животных
иммуноферментным методом

(Организация-разработчик: Федеральное казенное предприятие <Курская биофабрика,
фирма кБИОК>

(ФКП <Курская биофабрико), З05004, РФ, г. Курск, ул. Разина, 5)

I. ОБЩИЕ ПОЛОЖЕНИЯ

1. Торговое наименование: Набор лля диагностики бручеллёза животнь!х (крупного и
мелкого рогатого скота) иммуноферментным методом.

Мехtдународное непатентованное наименование: Набор для диагностики бруцеллёза
)Itивотных (крупного и мелкого рогатого скота) иммуноферментным методом.

2. В состав набора входят иммуноспецифические и химические компоненты:
компонент Ns 1 - полистироловый 96-луночный планшет для иммуноферментного

анализа с иммобилизованным в лунках бруцеллезным антигеном - 2 шт.;
компонент Np 2 положительный контроль: сыворотка крови, содержащая бруцеллез-

ные антитела, 0,2 см3 - 1 флакон;
компонент J\Ъ 3 - отрицательный контроль: сыворотка крови, не содержащая бручел-

лезных антител, 0,2 см3- 1 флакон;
компонент М 4 - положительный контроль: молоко, содержащее бруцеллезные анти-

тела, 1,0 "r'- 1 бпапоп;
компонент J\Ъ 5 - отрицательный контроль: молоко, не содержащее бруцеллезньн ан-

тител, 1,0 .r3 - 1 бпч*о";
компонент ЛЪ б - антивидовой конъюгат (моноклонапьные антитела к IgG крупного и

мелкого рогатого скота, меченные пероксидaвой), концентрированный, (рабочее разведение

укa}Jываегся для каждой серии)- 0.5 см' , l флакон:
компонеrrт Ns 7 концентрат (" 20) буферного раствора для разведения контрольных

и испытуемых проб сывороток npou", конъюгат1 10,0 смЗ - 1 флакон;
компонент J\ir 8 - концентрат (х 26; промывочного буферного раствора, 20,0 см'- 2

флакона;
компонент ЛЪ 9 - раствор субстрата (Н202), 22,0 см3 - 1 флакон;
компонент J\Ъ 10 

j 
раствЬр хромогена (ТМБ), 0,6 смЗ - 1 флакон;

компонецт ЛЪ 11 - останавливающий раствор (1 М раствор фосфорной кислоты). 20,0

см3 - 1 бпuпоп.
3. Компонент Ns 1 - поrtистироловый 96-луночный планшет для иммуноферN{ентного

анализа с иммобилизованным в лунках бруцеллезным антигеном;
компонент ЛЪ 2 - прозрачная жидкость соломенно-жёлтого или красноватого цвета,

компонент Ng 3 - прозрачная жидкость соломенно-жёлтого или красноватого цвета;
компонент Ns 4 жидкость белого цвета;
компонент ЛЬ 5 - жидкость белого цвета;
компонент J\b б жидкость розового цвета;
компонент Ns 7 - жидкость хtелтого или оранжево-красного цвета, допускается рас-

слоение;
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компонент Ns 8 - прозрачная бесцветная жидкость;
компонент NЪ 9 - прозрачная бесцветная жидкость;
компонент Nq 'I0 , прозрачная бесцветная жидкость;
компонент ЛЪ 1 1 - лрозрачная бесцветная жидкость,
Коvпонент Nэ l i96-луночный планшет) )пакован в индивидуальный маркированный

полиэтиленовый пакет с влагопоглотителем. Остапьные компоненты набора расфасованы в
маркированЕые флаконы из непрозрачного полиэтилена соответствующей вместимости, с
завинчивающимися пробками. В каждую коробку вложена инструкция по применению набо-

ра. Срок годности компонентов набора 12 месяцев от даты изготовления,
По истечении срока годности набор не должен применяться.
4. Набор рассчитан на 188 проб (по 94 ана,rиза проб сывороток крови на каждом (2 шт.)

полистироловом планшете при единовременном использовании). Компоновка набора допус-
кает возможность дробного использования компонентов д,Iя проведения исследований в

разное время по мере поступления биологического материала, в этом случае количество
анализируемых проб уменьшается на количество контрольных проб при проведении каждо-
го анализа.

5. Хранят набор в защищённом от света месте и температуре от 2 "С до 8 'С. Набор по-
сле вскрытия можно использовать в течение 30 суток при соблюдении условий хранения.

,Щопускается транспортирование набора всеми видаIvIи крытого транспорта в упаковке
производителя в условиях, исключающих нагрев выше 25 ОС, в течение не более 15 суток.

Не допускается замораживание копrпонентов!
6, Набор следует хранить в местах, недоступньiх для детей.
7. При нарушении целостности и укупорки флаконов, упаковки полистироловых

планшетов и пакетов, изменении цвета компонентов, наJIичии посторонвей лримеси, при от-
сутствии этикеток, а Taкrrte tlo истечении срока годности набор выбраковывают, иммуноспе-

цифические компоненты инактивируют кипячением в течение 15 мин. Неиспользованные
планшеты дезинфицируют в З О/о растворе хлорамина и утилизируют любым доступным,

разрешенным методом. Утилизация неспецифических компонентов наборов не требует спе-

циальных мер безопасности.
8. Отпускается без рецепта.

п. приt{цип рЕАкции

9. Припцип непряN{ого варианта иммуноферментноI,о анализа (ИФА) заключается в

вьulвлении комплекса, образованного бруцеллезным антигеном, иммобилизованным с ис-

пользованием моноклопfu,rьньtх антител на поверхнос,ги лунок полистиролового планшета, и

специфическими аlIтителами, содержащимися в пробах сыворотки крови или молоке круп-

ного рогатого скота. Специфический комttлекс взаимодействует с антивидовым конъюгатом
моноклонatльных антител к IgG крупного и мелкого рогатоIо скота с лероксидазой и обна-

руживаетсЯ по изменениЮ окраскИ раствора в результате химических преврашениЙ субстра-

та и хромогена, Интенсивность окраски прямо пропорциональна концентрации специфиче-

ских аIlтител в исследуемой пробе.
l0. Набор является диагностическим препаратом для ветеринарного применения,

ПI ПОРЯДОК ПРИМЕНЕНИЯ

11. Набор предназначен для диагностики бруцеллёза крупного и мелкого рогатого ско-

та, не иммунизированного бруцеллёзными вакцинами, иммунизированного неагглк)тино-

генными (из штампла В. abortus кв17/100 или аналогичными) или слабоагглютиногенными

бручеллёзными вакцин.lми (из штаммов IЗ. aborlus 82,75l79-AB или аналогичными). но не

ранее чем через б месяцев после введения вакцины.
12. Запрещено смешивать компоненты наборов разных серий. Исследования разреша-

ется проводить только ветеринарным врачам и фельдшерам со специальным средним обра-

зованием под контролем ветеринарного врача.

13. МерЫ личЕой профиЛактики прИ tlроведении диагностических исследований с ис-

пользованием набора оводятся к соблюдению санитарно-эпидемиологических правил и тех-



ники безопасности при работе с биологическим материалом. Все лица, участвующие в ис-
следовании, должны быть одеты в спецодежду. В местах работы должна быть аптечка пер-
вой доврачебной помощи.

В случае попадания компонентов набора и исследуемого N,Iатериала на открытые уча-
стки тела или слизистые оболочки, их смывают большим количеством водопроводной воды
с мылом.

14. Особенностей проведения диагностики у беременных животных и в период лакта-
ции не выявлено, на потомство исследование не оказывает влияния.

I 5. Проведен1.Iе исследования,
15.1. Материалом для исследования служат индивилуfu.Iьные пробы оыворотки крови

крупного и мелкого рогатого скота, молоко, молозиво и секрет вымени сlхостойных коров.
.Щля исследоваяия используют сыворотки крови крупного и мелкого рогатого скота без

признаков гемолиза и бактериальной контаминации, объёмом не Meltee 0,5 смЗ. !,опуокается
хранение образцов сыворотки при температуре от 2 'С до 8 'С в течение 72 ч или при тем-
пературе не выше минус 20 "С в течение 60 суток после их получения. Размораживать об-

разцы сыворотки крови необходимо в водяноЙ бане при температуре (37,0 + 0,5) 'С. Не ре-
комендуется многократное замораживание и оттаивание образцов.

. Пробы молока, молозива и секрета вымени сухостойных коров (объёмом не менее 5

см') обезжиривают путём чентрифугирования в течение l5 мин при 2000-3000 обlмин, после

расслоения на два слоя - верхний (жировой) и нижний (обезжиренный) - осторожно прока-
лывают верхний жировой слой и отбирают в отдельную пробирку около 1 см3 жидкого ниж-
него слоя.

15.2. [ля проведения ИФА требуются одно- и восьмиканальные пипетки переменного
объёма до 0,01; 0,20; i,0; 5,0 и l0,0 смЗ со сменными наконечниками, MepHalI лабораторная
посуда, термостат с температурой нагрева (З7,0 + 0,5) ОС, дистиллированнful вода, бьlтовой
холодильник, центрифуга. филы,ровальная бумага, контейнер, система промывания tIланше-

тов, котораJI распределяе,l tlo 0,З смЗ раствора в лунку, спектрофотометр (ридер) для микро-
плаЕшетов любой модели с фильтром на 450 rrM для учёта резульгатов ИФА.

l5.З. Перел началом работы набор вьIдерrшвают 25-30 мин при комнатной температу-

ре от 18 ОС до 25 'С. Сразу после проведения анализа неиспользоваIIные комttоненты уби-
рают в холодильник с температурой от 2 ОС до 8 "С.

15.4. Перел началом работы составляют план проведения исследования.
1 5.5. Подготовка рабочих растворов.
15.5.1. Промывочный буферный рабочий раствор. Компонент Nч 8 разбавляют дистил-

лированной водой в 20 раз и тщательно перемешивалют (наприпtер, для получения 200 см'
npbr"ruo"no.o буферяоiо рабочего pu"ruopi к 10 см3 концентрата добавляют 190 см] дис-
тиллированной воды).

15.5.2. Буферный рабочий раствор для разведения контрольных и испытуемых проб
сывороток крови и конъюгата. Компонент N! 7 разбавляют дилстиллированной водой в 20 раз
и тщательно перемешивают (например, дr," nony*anr" 50 смЗ буферного раствора к 2,5 смЗ

коЕцентрата добавляют 47,5 см' дистиллированноЙ воды). После рzrзведения буферныЙ рабо-
чий раствор можно хранить при температуре от 2 ОС до 8 ОС в течение 5 суток.

15,5,3, Рабочrrй раствор конъюгата. Компонент Nч б разбавляют буферным рабочим
раствором для разведения контрольных и испытуемых проб сывороток крови и конъюгата
согласно концентрации, указаннойл на этикетке. Например, имея 40-кратный KoHueHTpaT, в

расчёте на один планшет, к 0,25 смЗ компонента Jф б добавляют l0,0 cMj буферного рабочего
раствора. Рабочий раствор конъюгата хранить нельзя.

15.5.4. СубстратнаJI смесь. Субстратную_ смесь изготавлItвают после завершения
промывания лунок. ,Щля приготовления 10 смЗ раствора субстратной смеси, необходимого

для проведения реакции на одном планшете, смешивalют 10,0 смЗ раствора компонента Ns 9

и 0,25 смЗ раствора компонента JФ 10. Подготовленный раствор субстратной смеси должен
быть бесцветным и стабильным в течение 15 мин. Раствор субстратной смеси с изменёняым

цветом не используют.
15.5.5. Компоненты набора NsNs 4 и 5 (положительный и отрицательный контроли) и

N 11 (останавливающий раствор) не требуют предварительной подготовки,
15.6. Постановка реакции.



15.6.1. Из комплекта набора берут пакет с компонентом Nч 1 (полистироловьпrц 96-
луночньIм планшетом для иммуноферментного анализа с адсорбированным в лунках бручел-
лезньIм антигеном). При необходимости отбирают требуемое количество стрипов, помещают
в рамку-держатель и маркируют водостойким маркёром из-за возмоrtного выпадения их из

рамки во время проведения исследования. Неиспользованные стрипы помещают в пакет с
влагопоглотителем и хранят в холодильнике лри темгrературе от 2 ОС до 8 'С, Неиспользуе-
мые лунки цельного планшета можно сохранить дrя дальнейшего использования, если не-
медленно заклеить их герметичной водонепроницаеt"tой плёнкой. Компонент No 1 (планшет)
использ}.ют однократно.

15.6.2. Внесение испытуемых проб
15.6.2.1. Наслаивание сывороток. Сыворотки крови животных исследуют в разведении

l:26 в буферном рабочем растворе для разведения контрольньtх и испытуемьIх проб сыворо-
ток крови и конъюгата. Все контрольные и испытуемые пробы сывороток разводят непо-
средственно в лунках планшета.

В лунки стрипов полистиролового планшета в соответствии с подготовленным планом
исследования вносят по 0,1 см'буферного рабочего раствора для рaвведения контрольньIх и
испытуемых проб сывороток крови и конъюгата, подготовленного согласно п. l5,5.2.

Внесение контролей:
- в лунку Al полистиролового планшета вносят 0,004 смЗ компонента Nэ 2 (положи-

тельного контроля);
- в лунку В1 полистиролового планшета вносят 0,004 см' компонента No 3 (отриuа-

тельного контроля).
Внесение кон,гролей в лунки А1 - В1 не обязательно. они могут быть внесены в другие

лунки планшета. 
^

В остальные лунки полистиролового планшета вносят по 0,004 см'испытуемых проб
сывороток крови.

,Щля внесения каждой пробы сыворотки крови используют новый наконечник.
Необходцмо тщательное перемешивание сывороток в лунках,
|5.6.2.2. Наслаивание молока. Пробы молока исследуют без разведения.
Внесение контролей:
- в лунку А1 полистиролового планшета вносят 0,1 "r' norno"""ru Nэ 4 (положитель-

ного контроля);
- u ny,rny В1 полистиролового планшета вносят 0,1 см3 компонента Nq 5 (отрицатель-

ного контро.гtя).
Внесение контролей в лунки А1 - Bl не обязательно. они могут быть BHeceHbl в другие

лунки пJIаншета.
В остальные л}ики полистиролового ltJlaнmе,I,a tsносят по 0.1 смЗ испытуемых проб мо-

лока.

,Щля внесения каждой пробы молока используют новый наконечник.

flопускается проведение исследований сывороток крови, Iltолока, молозива и секрета

вымени сухостойных коров на одном плаIIшете. В этом случае в лунки лланшета вносят все

четыре контроля (компоненты ЛЪJ\Ъ 2 - 5).

!ля повышения достоверности результатов рекомеЕдуется внесение проО испытуемых
сывороток или молока в двух повторностях.

15.6.3. Полистироловый планшет накрывают крышкой и инкубирlтот l ч (+ 5 Мин) ПРИ

температуре (37,0 + 0,5) 'С.
15.6.4. Промывание лунок планшетов.
содержимое лунок полистиролового планшета удiiляют, используя автоматические

или ручные промывающие системы, в крайнем случае, допускается вытряхивание. Вое лlъ-
ки планшета промывают З раза рабочим tlромывочным буферным рабочим раствором, под-

готовленныМ по п. 15.5.1 (по 0,3 cMj в кап(дую лунку). затем раствор удi}JUIlот. Во время об-

работки большого количества планшетов (с целью синхронизации этапов) можно оставлять

планшеты с промывочным буферным рабочим раствором до 20 мин.

после последнего промывания необходимо осторох(но постуrать планшетом по впи-

тывalющему материалу (фильтрова,rьной бумаге) с целью полного удаления содержимого лу-

нок.



1 5.6.5. Внесение конък]r,аt,а
В каждую лунку планшета вносят по 0,1 смЗ рабочего раствора конъюгатq подготов-

ленного согласно п. 15.5.3. Планшет закрывают крышкой (или плёнкой) и инкубируют 1 ч
(+ 5 мин) при температуре (37,0 + 0,5) "С.

l5.6.6. Промывание лунок планшета
Четырёхкратно проводят процедуру промывания лунок планшет4 описанную в п.

l5.6.4.
15.6,7. Обнаружение (внесение субстратного раствора). л _ .l _В кажд}то лунку полистиролового планшета вносят по 0,1 cMJ субстратного раствора,

подготовленного согласно п. 15.5.4. Вносить раствор необходимо аккуратно! не касаясь лу-
нок планшета.

Планшет накрывают крышкой и инкубируют при температуре от 18 "С до 24 'С в за-
щищённом от прямых солЕечных лучей месте от 2 мин до l0 мин до проявления ярко выра-
х{енного синего окрашивания в л)лках с положительными контролями.

1 5.6.8. Остановка реакции.
В каждую используемук) JryHKy lrоJlистиролового планшета вносят по 0,08 см3 компо-

нента Ns 1l (останавливающего раствора). Не допускается контакт наконечника, солержаще-
го останавливающий раствор, с содержимым л}.нки, так как перенос окрашеЕного раствора
из лунки в лувку или резервуар с раствором может исказить результаты. Тщательно выти-
рают наружную нижнюю поверхность планшета.

15.6.9. Учёт реакции.
Результаты анализа учитывают инструментаJIьньlм способом. Сразу после остановки

реакции измеряют оптическую плотность (ОП) продуктов реакции в каждой лунке, исполь-
зуя спектрофотометр (ридер) для микропланшетов с вертик,rльным лriом света при длине
волны 450 нм. Перед проведением измерений устанавливают <0> фотометра по возд}ху,

15.7. Оценка результатов реакции.
15.7.1. ОценлIвают величиЕы оптической плотности, полученные в реакциях с кон-

трольными компонент.lми JфЛЪ 2 - 5:

результаты считают достовер}tыми, если контрольЕые показатели соответствуют кри-
териям:

- значение ОП, полученное в реакции с положительными контролями, (ОП*) > 0,500
оптических единиц (опт. ед.) для компонента Ns 2 и для компонента No 4;

- значение ОП, полученное в реакции с отрицательными контролями, (ОПl < 0,З00
опт. ед. для компонента Nq 3 и < 0,250 опт. ед. для компонента Ne 5;

- отношение между величинами, полученными в реакциях с положительными (ОП") и
отрицательными контролями

равно или больше 3 для сывороток крови: ОП* (компонента Nч 2) l ОП- (компонента Nч

3) a 5,Uи
равно или больше 5 для молока: ОПt (компонента J\! 4) / ОП- (компонента Nэ 5) > 5,0.
|5-7.2- Если значения величин оптической плотности, полrIенные в реакциях с компо-

нентами NsNs 2 - 5, не соответствуют указанным критериям, результаты считаются недосто-
верными и исследование проводят повторно.

15.7,3. Если отношения величин оптической плотности, полученные в реакциях с ком-
понеЕтами NqNe 2 - 5, соответствуют вышеуказанным критериям, то проводят оценку ре-
зультатов реакций в лунках с испытуемыми пробами.

15.7.4. Оценку результатов реакции испытуемых проб проводят по величине коэффи-
циента (ф, который рассчитывают по формуле:

ОП 
""n"n,y".".n 

,р,,а,к- оп-
Реакцию считают положительной для проб сыворотки крови или молока, если значе-

ние К> 2,5.
Реакцию считают отрrrцательной для проб сыворотки крови или молокц если зЕаче-

ние К<2,5,
1 5.8, Интерпретация результатов
l5.8.1, При вьuIвлении в благополучных по бруцеллёзу стадitх крупного рогатого скота,

не иммунизированного против брlцеллёза или иммунизированного неагглютиногеЕЕыми



Оруцеллезнь]мИ вакцинами, или не ранее чем через б месяцев после иммунизации слабоагг-
лютиногенныМи бруцеллёзными вакцинами, животньIх, исследованных с положительным
результатом, считают больными бруцеллёзом.

При сомнителЬвом результате иммунофермеНтного анаJIиза лробы сыворотки крови от
этих животньtх исследуют повторно через 30 суток. При сохранении коэффициента активно-
сти сывороткИ на прежнеМ уровне проводят ещё одно исследование через 30 сlток. В случае
сохранения коэффициента активности сыворотки на исходном уровне или его снижения за-
болевание животньж бручеллёзом исключают. При ловышении коэффициента активности
сывороткИ в люболt из повторньtХ исследованиЙ заболевание животных бруцеллёзом счита-
ют установленным.

15.8.2. При выявлении в неблагополучных по бруцеллёзу стадах крупного роl,атого
скота, не иммунизированного против бручеллёза или иммуЕизированного неагглютиноген-
ными бруцеллёзными вакцинами, или не ранее чем через б месяцев после иммунизации сла-
боагглютиногенными бручеллёзными вакцинами, животных, исследованных с положитель-
ным или сомнительным результатом, считают больными бруцеллёзом.

l6. Постановку иммуноферментноIо анализа проводят <in чitrо> и исследование на
организм животЕого влияния не оказывает.

17. Несоблюдение методики постановки реакции может привести к ошибочной интер-
претации результатов.

18. Взаимодействия с другими лекарственными црепаратами не может происходить,
т.к. диагностик}м fiе вступает в контакт с организмом животного.

19. При лолучении отрицателЬньLх результатов продукцию убоя животных использ)лот
в соответствии с действующими ветеринарно-санитарными правилами,

инструкция по применению набора разработана gовместно со специалистами ФгБу
кВГНКИ> (12З022, РФ, г. Москва, Звенигородское шоссе, 5).

Наименование и адреС производственной площалки llроизводитеJUI лекарственного
препарата для ветеринарного применения:

ФКП <Курская биофабрика>, 305004, РФ, г. Курск, ул, Разинц 5.

Ншдlеноватие и адрес орга}iизацци, )полномоченной на прлшяме прегензlй от потребитеrrя:
ФКП <Курская биофабрика>, З05004, РФ, г. Курск, ул. Разина, 5.

с утверждением настоящей инструкции утрачивает силу кинструкция по применению
набора для диагностики бруцеллеза животных иммунофермеЕтным методом)), }"твержденнаJ{
от 26.02.2020.


