Документ:
 K207CIR


Версия инструкции: 906
НАБОР РЕАГЕНТОВ ДЛЯ ИММУНОФЕРМЕНТНОГО ОПРЕДЕЛЕНИЯ ПРОГЕСТЕРОНА  В СЫВОРОТКЕ И ПЛАЗМЕ  КРОВИ СОБАК И КОШЕК


РУ 

Только для ин витро исследований

Номер по каталогу: K207C
Версия набора: 606
Производитель: ООО «ХEMA», 105043 Москва, а/я 58

тел./факс (495) 510-57-07 (многоканальный), электронная почта info@xema.ru, интернет www.xema-medica.com
1. Назначение

Прогестерон – гестаген с молекулярной массой 314.5 дальтон, секретируемый желтым телом, а также корой надпочечников и яичками; является предшественником для биосинтеза кортикостероидов и андрогенов. Являясь антагонистом эстрогенов, прогестерон вызывает характерные изменения эндометрия, необходимые для имплантации оплодотворенной яйцеклетки.

2. Принцип работы Набора

В данной тест-системе используется принцип конкурентного иммуноферментного анализа. В лунки микропланшета, на поверхности которых адсорбированы специфические анти-Прогестерон-антитела, вносят исследуемый образец и конъюгат Прогестерон-пероксидаза. Прогестерон из образца конкурирует c конъюгированным антигеном за связывание с антителами на поверхности лунки. После отмывки активность фермента, связанного с поверхностью лунки микропланшета, проявляется и измеряется добавлением хромоген-субстратной смеси, стоп-раствора и фотометрией при 450 нм. Интенсивность цветной реакции обратно пропорциональна количеству антигена в образце.
3.Состав Hабора:
	
	Код
	Наименование
	Кол-во
	Ед-цы
	Цвет

	1
	P207
	Планшет полистироловыйразделяемый по лункам с  сорбированными анти-Прогестерон-антителами
	1
	шт
	

	2
	N003
	Бумага для заклеивания планшетов
	1
	шт
	

	3
	C207CZ
	Набор калибровочных проб и контролей, по 0,8 мл* 
	1
	шт
	красный

	4
	S008Z
	Концентрат отмывочного раствора, 22 мл
	1
	шт
	бесцветный

	5
	T207Z
	Конъюгат Прогестерон у собак и кошек-пероксидаза, 11 мл
	1
	шт
	пурпурный

	6
	R051Z
	Раствор субстрата - 3,3',5,5'-тетраметилбензидина (ТМБ), 11 мл
	1
	шт
	бесцветный

	7
	R050Z
	Стоп-реагент, 11 мл
	1
	шт
	бесцветный

	8
	K207CIR
	Инструкция Прогестерон-КС ИФА, русская
	1
	шт
	

	9
	K207CQ
	Паспорт контроля качества Прогестерон-КС ИФА
	1
	шт
	

	*
	Всего 6 калибровочных проб, содержащих 0, 1, 5, 15, 50, 150,  нмоль/л Прогестерона  и 1 контрольная сыворотка


4. Оборудование и материалы, необходимые при работе с Набором
Спектрофотометр для микропланшет, способный проводить измерения при длине волны 450 нм в диапазоне от 0 до 3.0 единиц оптической плотности.

Инкубатор с температурой 37°С

Дистиллированная вода

5. Условия хранения и эксплуатации Набора
1. Не смешивайте и не используйте в одной постановке реагенты разных серий.

2. После использования реагента немедленно закрывайте крышку флакона или пробирки. Внимание: закрывайте каждый флакон своей крышкой.

3. Все компоненты набора должны храниться в холодильнике (+2(+8°С).

4. После вскрытия пакета тщательно заклейте оставшиеся неиспользованными лунки входящей в состав набора бумагой для заклеивания планшета, чтобы предотвратить воздействие на них влаги.

5. Не используйте для отмывки микропланшета растворы из других ИФА-наборов (например, использующих щелочную фосфатазу), содержащие азид натрия. Азид натрия даже в следовых количествах ингибирует маркёрный фермент - пероксидазу, что может привести к заниженному сигналу.

6. ВНИМАНИЕ! Во время всех инкубаций, кроме стадии инкубации с раствором субстрата тетраметилбензидина (ТМБ), необходимо заклеивать планшет липкой лентой. Не допускайте пересыхания лунок микропланшета между стадиями постановки.

7. Все исследуемые образцы и калибровочные пробы желательно ставить в двух параллелях.

8. Исследуемые образцы должны быть тщательно отцентрифугированы. Не используйте мутные, хилезные и гемолитические образцы.

9. Если анализ производится не в день взятия крови, исследуемый образец следует хранить при -20°С. Повторное замораживание-оттаивание не допускается.

10. Отмывка микропланшета может проводиться как вручную, так и с использованием автоматических устройств. Вносите не менее 250 мкл отмывочного буфера в лунку при каждой отмывке. Задержка при отмывке («замачивание») не требуется. После окончания ручной отмывки резко опрокиньте микропланшет на фильтровальную бумагу для удаления остатков буфера.

11. После остановки реакции с субстратом измерьте оптическую плотность в течение 15 минут.

6. Подготовка реагентов для анализа

1) Все реагенты (включая необходимое число распечатанных стрипов) перед использованием должны быть доведены до комнатной температуры (18-25°С).

2) Приготовление отмывочного раствора.

Содержимое флакона с концентратом отмывочного раствора (S008Z, 22 мл) пере​нести в мерный цилиндр вместимостью 500 мл, добавить 440 мл дистиллированной воды и тщательно перемешать. В случае дробного использования Набора следует отобрать необходимое количество концентрата отмывочного раствора и развести дистиллированной водой в 21 раз (1 мл концентрата отмывочного раствора + 20 мл дистиллированной воды).

Полученный раствор стабилен в течение 5 суток при комнатной температуре или 30 суток в холодильнике (+2(+8°С).

7. Проведение анализа
	1
	Поместите в рамку необходимое количество стрипов - исследуемые образцы в 2 повторах и 14 лунок для калибровочных проб и контрольных сывороток.

	2
	Внесите в лунки по 50 мкл калибровочной пробы, контрольной сыворотки или исследуемого образца.

	3
	Внесите в лунки по 100 мкл раствора Конъюгата.

	4
	Инкубируйте 120 минут при температуре 20-25C

	5
	Приготовьте отмывочный раствор 21-кратным разбавлением Концентрата S008Z. Готовый отмывочный раствор можно хранить до 2 недель при +2-8С.Отмойте стрипы 5 раз Отмывочным раствором.

	6
	Внесите в лунки 100 мкл Раствора субстрата (R051Z или R052Z)

	7
	Инкубируйте 15 минут при температуре 20-25 C

	8
	Внесите в лунки 100 мкл Стоп-реагента.

	9
	Определите оптическую плотность в лунках на фотометре при длине волны 450 нм.

	
	Бланк фотометра выставляйте по воздуху

	*
	Используйте линейно-логарифмический метод для обсчета значений.


Пример калибровочного графика для данного набора приведен в Паспорте контроля качества.
8. Контроль качества

Значения контрольной сыворотки должны попасть в требуемый диапазон (см. Паспорт контроля качества).
9. Ожидаемые значения и нормы

Основываясь на результатах исследований, проведенных ООО «ХEMA», рекомендуем пользоваться нормами, приведенными ниже. Вместе с тем, в соответствии с правилами GLP (Хорошей лабораторной практики), каждая лаборатория должна сама определить для себя параметры нормы, характерные для обследуемой популяции.

	Пол, возраст
	Единицы

	
	нмоль/л

	
	Нижний предел
	Верхний предел

	Самцы
	<0,5
	10.00

	Самки
	
	

	анэструс
	<0,5
	6.00

	лютеиновая фаза
	10.00
	80.00

	овуляция
	25.00
	60.00

	Беременность:
	
	

	весь срок
	6.00
	>150

	<2 сут. перед родами
	<0,5
	6.00











