Приложение 8
 к методическим рекомендациям  «Слежение за распространенностью ВИЧ-инфекции в уязвимых группах 
населения» 
	
Проведение  серологического этапа ЭСР
[bookmark: _Toc324544704]Введение
Одним из основных составляющих ЭРС, позволяющий получить объективную информацию о распространенности инфекции, является серологическое тестирование образцов сухой капли капиллярной крови (СККК) методом иммуноферментного анализа (ИФА).

[bookmark: _Toc324544705]Безопасность

Все биологические образцы должны считаться потенциально инфицированными, обращение с которыми регулируется соответствующими национальными документами (Постановлениями, приказами, СанПиН и прочими). Дезинфекция и утилизация материалов, инструментов и оборудования, контактирующих с биологическими образцами, также осуществляется в соответствии с национальными требованиями.
Все сотрудники, задействованные в сборе, обработке, хранении, транспортировке, исследовании и уничтожении образцов обязаны соблюдать универсальные правила биологической безопасности.

[bookmark: _Toc324544706]Краткое описание серологического компонента ЭРС

Стратегия тестирования
Независимо от уровня распространенности ВИЧ-инфекции необходимо применять стратегию 2 (WHO/CDS/CSR/EDC/2001.16; UNAIDS/01.22E), при которой - первичное исследование биообразцов проводится на тест-системах российского производства с подтверждением положительных результатов в экспертных тест-системах, рекомендованных ВОЗ.
Исследуемые маркеры

Образцы СККК тестируются на наличие антител к ВИЧ, ВГС и Treponema pallidum методом ИФА в лабораториях службы СПИД. 

Алгоритм тестирования сухой капли капиллярной крови

Лабораторный этап ЭРС  проводится по алгоритму,  представленному на рисунке 1.
	

Рисунок 1. Алгоритм тестирования ЭРС
* - экспертные тест-системы, это тесты, имеющие европейский сертификат качества и рекомендованные ВОЗ.
** - 10%  отрицательных образцов выявленных во всех лабораториях областных СПИД Центров отправлять в лаборатории опорных баз и РЦ СПИД.

Опорными базами являются:
· лаборатория Павлодарского ОЦ СПИД для лабораторий Восточно-Казахстанского и Акмолинского ОЦ СПИД;
· лаборатория Южно-Казахстанского ОЦ СПИД для лабораторий Жамбылского и Кызылординского ОЦ СПИД;
· лаборатория Карагандинского ОЦ СПИД  для лабораторий Костанайского и Северо-Казахстанского ОЦ СПИД;
· лаборатория Западно-Казахстанского ОЦ СПИД  для лабораторий Актюбинского, Атырауского и  Мангистауского  ОЦ СПИД.

В лабораторию РЦ СПИД отправляют образцы для верификации все лаборатории опорных  баз и лаборатории Алматинского ОЦ СПИД, ГЦ СПИД г. Алматы и г. Астаны. 
На следующий день после окончания исследований в дозорной группе отбирают 10% отрицательных образцов и посылают в лабораторию  опорной базы или в лабораторию РЦ СПИД. Выборку проводят следующим образом. Например: в группе ПИН было обследовано 200 лиц, из них выявлено - 15 положительных образцов, которых нужно вычесть из общего количества выборки (200 – 15 = 185 образцов). Нужно найти 10% от 185 образцов, для этого 185 умножаем на 10 и делим на 100 = 18,5 ≈ 19 образцов. Отбираются  19 отрицательных образцов, оптическая плотность которых по убыванию близка к  оптической плотности критической. 

Лабораторное исследование  СККК
Лабораторное исследование СККК состоит из следующих этапов:
I. Преаналитического
II. Аналитического 
III. Постаналитического
Преаналитический этап можно разделить на следующие стадии:
· подготовка к процедуре получения и исследования СККК
· регистрация участника, маркировка фильтровального тест-бланка
· взятие крови из пальца на фильтровальный тест-бланк
· высушивание и упаковка образцов СККК
· хранение и транспортировка образцов СККК
· оценка, контроль качества и регистрация СККК.
Аналитический этап:
· подготовка образцов СККК для исследования методом ИФА
· получение элюата из образцов СККК и приготовление его исходного разведения
· проведение и учет результатов ИФА
· внутрилабораторный контроль качества исследований.
Постаналитический этап:
· интерпретация результатов
· обработка полученных результатов
· представление результатов лабораторных исследований сотрудникам эпидемиологического отдела
· внесение результатов лабораторных исследований в форму бланка выдаваемого респонденту.

[bookmark: _Toc324544707]Контроль, обеспечение и оценка качества

В соответствии с рекомендациями ВОЗ, лаборатории выполняющие тестирование на анти-ВИЧ, анти-ВГС и анти-T.pallidum будут выполнять мероприятия по обеспечению, контролю и оценке качества.

[bookmark: _Toc324544708]Стандартные операционные процедуры

Все лабораторные процедуры должны осуществляться в точном соответствии с письменными инструкциями, изложенными в СОП, которые представляют собой детальное описание выполняемых действий в хронологическом порядке. Использование СОП снижает риск ошибки, возникающей при устной передаче информации. СОП гарантирует, что персонал детально инструктирован; каждая процедура выполняется в логическом порядке и может быть воспроизведена повторно.

ПРЕАНАЛИТИЧЕСКИЙ ЭТАП

Подготовительная стадия
Для того чтобы провести забор капиллярной крови для получения «сухой капли» и провести дальнейшие исследования необходимо приобрести:
1. Фильтровальную бумагу марки “SchleicherandSchuellGrade 903 (обычно на тест-бланке  пунктиром обозначены кружки, на которые необходимо нанести образцы крови (рис. 1), если  нанесено менее 5 кружков, то необходимо их нанести с помощью кружка-трафарета  диаметром 1,5 см -2.0см).

 (
Рис. 
1
)
Допускается  применять тест-бланки, предназначенные для определения фенилкетонурии у детей, предварительно нанеся пунктиром места помещения  капли крови на бланке.
(рис.2)












2. Одноразовые  скарификаторы. Для обеспечения безопасности медработников при заборе крови и улучшения качества забора, снижения болезненности данной процедуры для пациента и ее стандартизации, предпочтительней использовать автоматический прокалыватель пальца.
3. Тампоны или салфетки, смоченные 70% этиловым спиртом.
4. Медицинские неопудренные перчатки.
5. Дезраствор.
6. Сухие стерильные тампоны или салфетки.
7. Маркер.
8. Контейнер для утилизации медицинских отходов класса В и класса А.
9. Штатив для просушивания образцов СККК.
10. Пластиковые пакеты с зип-замками - индивидуальные   для каждого тест-бланка.
11. Поглотители влаги.
12. Одноразовые плоскодонные планшеты с крышками для элюирования СККК.
13. Пробойник или стандартный канцелярский дырокол для вырезания дисков из СККК диаметром 6 мм.
14. Пинцет.
15. Внутрилабораторные стандарты из СККК для внутрилабораторного контроля. В качестве внутрилабораторных стандартов допускается использовать верифицированные образцы СККК из предыдущих туров ЭРС, при соответствующем их хранении.
16. Тест-системы, адаптированные к СККК.
17. Регистрационные формы.

Точность лабораторных исследований при определении антител к ВИЧ, ВГС и T. рallidum в СККК зависит от обязательного выполнения стандартных условий при регистрации, заборе капиллярной крови и приготовления образцов СККК.

Регистрация участника
Занесите данные участника в соответствии с установленными требованиями в специальные графы тест-бланка, куда будет нанесен образец СККК:
· пункт забора материала
· регистрационный номер респондента
· дата взятия образца
· УИК 

Забор образца крови
Проведите забор крови, выполняя действия в следующей последовательности:

· Посадите пациента, так чтобы его рука могла свободно лежать на столе, за которым будет осуществляться взятие крови.
· Убедившись в наличии всех необходимых материалов, расположите их на столе рядом с собой. 
· Наденьте перчатки.
· Взятие крови не должно проводиться из указательного пальца или мизинца, так как ткань между кожей и костью на этих пальцах очень тонка.
· Выберите средний или безымянный палец, на котором нет порезов, гематом, признаков воспаления или сыпи.
· Помассируйте палец мягкими движениями от его основания до кончика (5-6 раз). Это вызовет приток крови к месту прокола.
· Оботрите подушечку последней фаланги пальца тампоном, смоченным в 70% этиловом спирте. Дайте спирту высохнуть  в течение 5 секунд.
· Возьмите одноразовый стерильный скарификатор  или автоматический прокалыватель пальца и сделайте прокол  со стороны боковой поверхности пальца.
· При проколе скарификатор должен находиться строго перпендикулярно по отношению к прокалываемой поверхности пальца.
· Сотрите первую каплю сухим стерильным тампоном или салфеткой.
· Прикладывая умеренное давление, и мягко массируя палец, выдавите вторую большую каплю крови. Не следует сильно сдавливать палец, так как это может вызвать гемолиз.
· Перенесите каплю крови на фильтровальную бумагу, так чтобы палец находился над центром кружка, обозначенного пунктиром, и не касался при этом бумаги. 
· Круг должен быть полностью заполнен образцом крови.
· Если крови оказалось не достаточно, чтобы полностью наполнить круг необходимо немедленно добавить следующую большую каплю.
· Заполните полностью пять  кругов на тест-бланке. Все капли наносятся только на одной стороне бумаги. Оставьте тест-бланк сушиться в горизонтальном положении  (см. рис. ниже).
· Закончив взятие крови, приложите стерильный тампон к ранке и надавите на нее, чтобы остановить кровотечение.
· Использованные материалы сбросьте в  контейнер для медицинских отходов класса В.
· Снимите перчатки и сбросьте их в  контейнер для медицинских отходов класса В.
· Поблагодарите пациента.
· Вымойте руки.

Высушивание и упаковка образцов СККК
Расположите тест-бланки с образцами крови так, чтобы они находились в горизонтальном положении и чтобы обе его стороны были открыты для циркуляции воздуха. Компания Schleicher и Schuell выпускает специальные картонные штативы для сушки биоматериала на фильтровальной бумаге, в штатив помещается 12 тест-бланков (рис. 3).  
 (
Рис.3
)


Образцы должны быть высушены при комнатной температуре в течение  как минимум 3 часов в горизонтальном положении. При необходимости можно оставить сушиться все образцы на ночь.
Внимание!  Во время сушки нельзя подогревать образцы и складывать их в стопки. Нельзя допускать контакта пятен крови с какими-либо предметами.
Каждый  фильтровальный тест-бланк с высушенными  образцами СККК уложите в пакет с зип – замком (один трафарет – один пакет). В пакет с одним тест-бланком вкладывается один пакетик поглотителя влаги.
Внимание!  
Пластиковые пакеты, используемые для хранения СККК должны иметь низкую проницаемость для воздуха и пластиковую застежку. Обычные пищевые пакеты не отвечают данным требованиям.

Транспортировка и хранение образцов СККК

Транспортировка образцов
Для того чтобы не повредить образцы СККК при транспортировке необходимо их упаковывать в конверты или коробки с жесткими (например, картонными) стенками и транспортировать в одноразовых или подлежащих обработки дезсредствами контейнерах. 
Если температура окружающей среды выше 25˚С, транспортировку образцов производят в переносных сумках-холодильниках при температуре от +4 до +8˚С.  По окончании ЭРС одноразовые упаковки должны быть утилизированы в соответствии с действующими  СанПиН по утилизации.
Хранение образцов
Высушенный и упакованный образец СККК  должен храниться в холодильнике при температуре от + 4° до +8° С. Доставать СККК из холодильника следует только перед исследованием.
Внимание!
Оставшиеся образцы СККК после выдачи результатов, для возможности повторного исследования должны сохраняться  до завершения ЭРС текущего года по всем группам. Только после анализа полученных результатов и окончательных выводов, по согласованию с эпидемиологами, образцы подлежат утилизации.
Образцы хранятся  6 месяцев  при температуре от + 4° до +8° С., а далее - при - 20°.

Оценка  качества образцов СККК и их регистрация в лаборатории
При поступлении образцов в лабораторию необходимо просмотреть все тест-бланки и дать оценку качеству СККК. 
Все СККК доставленные в лабораторию должны быть зарегистрированы в журнале приема-передачи образцов СККК в диагностическую лабораторию (приложение 11, форма 10).
Принятые образцы помещают в холодильник при температуре + 4° - +8°,где они хранятся до исследования.
Все забракованные образцы должны быть зарегистрированы в журнале приема-передачи образцов СККК в диагностическую лабораторию (графы 8,9) и утилизированы. О наличии забракованных образцов необходимо срочно проинформировать координатора исследования для повторного забора крови у респондентов (при повторном обращении на дозорный пункт).

Критерии брака:
· Образцы, содержащие сгустки крови
· Кровь нанесена с двух сторон бумаги
· Кровь не впиталась в бумагу полностью
· Крови оказалось недостаточно, чтобы полностью заполнить обозначенные на бумаге кружки диаметром 15 мм
· Кровь из разных кружков слилась в одно пятно
· Сыворотка на бумаге отделилась от форменных элементов и образовала вокруг них светлые кольца 
· Пятна крови размыты или обесцвечены
· Образцы не были до конца высушены перед отправкой в лабораторию (ярко красные пятна)
· Наличие признаков гниения, микотического поражения.

Аналитический этап
Подготовка образцов СККК  для исследования методом ИФА
· Все пакеты  с образцами СККК и контрольными образцами необходимо выдержать при комнатной температуре, прежде чем их открыть (минимум 30 минут). 
· Вырезать диски нужно при помощи специального пробойника или при помощи канцелярского дырокола. Диаметр вырезанного диска должен быть 6  мм. Вырезать диски необходимо в центре образца СККК, так как это место хорошо пропитано кровью. Не следует вырезать по краю образца СККК. Вырезанные диски пинцетом укладываются на дно одноразового 96-луночного плоскодонного планшета с  диаметром лунки 7 мм. 
· После вырезания дисков СККК, принадлежащих одному обследуемому, для исключения контаминации, необходимо обработать пинцет и отверстие дырокола 70% спиртовыми тампонами дать поверхности дырокола высохнуть, прежде чем приступить к вырезанию нового диска. В это время тест-бланк  с  оставшимися образцами СККК упакуйте в пластиковый пакет с зип-замком. По вышеуказанной схеме  вырежьте остальные образцы.
· Вырезанные образцы укладываются в планшет для предварительного разведения согласно заранее составленному протоколу. Оставляют пустыми лунки для положительных и отрицательных контрольных сывороток, прилагаемых  к тест - системе в том количестве, которое предусмотрено Инструкцией по применению тест-системы и лунки для  внутрилабораторных контрольных образцов СККК  – высокотитражного контрольного образца, низкотитражного и отрицательного. Остальные лунки планшета используются для исследуемых образцов СККК.

Элюирование из образцов. Получение исходного разведения.

· В каждую лунку, содержащую диск СККК внести по 200 мкл.  фосфатно-солевого буфера с 0,05% твином 20 (ФСБ-Т), прилагаемого к тест-системе. Проверьте, чтобы в каждой лунке диск полностью погрузился в раствор и не плавал на поверхности. 
· Если есть необходимость, возьмите  наконечник для автоматических дозаторов  и погрузите в раствор все  диски, используя для каждого диска отдельный наконечник. Удалите воздушные пузырьки.
· Накройте планшет крышкой, и оставьте его  на ночь (16-18 часов) при комнатной температуре, если она не превышает 20°C  или  в холодильнике при t°+4 - + 8°C, если температура в помещении выше 20°C.
· Не оставляйте СККК в ФСБ-Т больше 5 дней при t° +4°C, так как ФСБ-Т не содержат антибактериальных веществ, поэтому возможен бактериальный пророст исследуемого материала.
· Полученный элюат рассматривают как цельную сыворотку. Элюат вноситься в рабочий планшет (планшет с сорбированным антигеном из диагностической тест - системы) согласно заполненному протоколу.
· Контроли СККК (низко, высокоположительные и отрицательные) следует элюировать также как исследуемые СККК.

Внимание! Для сокращения срока между взятием образцов и получением окончательного результата минимальная партия исследуемых образцов может быть от 8 до 16 СККК, оптимально брать по 40-48 СККК. Для использования всех стрипов планшета одновременно,  в свободные лунки вносят сыворотки, поступившие в лабораторию для исследования на наличие антител к ВИЧ, ВГС,T. рallidum.

· После подготовки образцов можно приступить непосредственно к их исследованию. 

Внимание!
При определении антител к ВИЧ, ВГС и сифилису, независимо от распространенности ВИЧ – инфекции,  применяется стратегия II:
-  скрининг биообразцов с использованием тест – систем Российского производства 
- верификация (подтверждение) положительного результата на экспертных тест – системах, рекомендованных ВОЗ. Подтверждающий тест – ИБ не применяется.
· Исследования проводят, используя метод ИФА, согласно алгоритма тестирования при ЭРС, в соответствии с методическими рекомендациями и  инструкцией к рекомендуемым тест-системам. 
· С учётом того, что чувствительность и специфичность скрининговых тест-систем для диагностики сифилиса не отличается стабильностью и варьирует от серии к серии, рекомендуется однократное проведение скрининговых/подтверждающих исследований на экспертной тест-системе «ICESyphilisMurex».
· При проведении экспресс-тестирования, в качестве дополнительной услуги в группе МСМ, экспресс-тесты, если они ранее использовались, должны пройти экспертную оценку их диагностической эффективности. Исследование  и учёт результатов проводится согласно прилагаемой к тестам инструкции.

Проведение иммуноферментного анализа при тестировании  СККК

· За 30 минут до проведения исследования достаньте из холодильника (если элюация проводилась в холодильнике) подготовительный планшет с элюатом и диагностическую тест-систему. 
· Перед внесением полученного элюата в рабочий планшет, необходимо тщательно (не менее 5 раз) пропипетировать каждый образец  в подготовительном планшете, используя новые одноразовые наконечники.
· Избегайте образования пузырьков воздуха при пипетировании!
· При переносе элюата СККК  из подготовительного планшета в рабочий планшет необходимо  следить за набираемым объемом каждого образца. Общее правило для всех ИФА: вместо сыворотки необходимо  вносить элюат объемом согласно методическим  рекомендациям  и далее следовать Инструкции по применению прилагаемой к тест-системе.
· Планшет для предварительного разведения с остатками элюата поместите в холодильник, закрыв его крышкой.
· Учет  результатов ИФА при исследовании образцов СККК.
· Результаты ИФА регистрировать с помощью спектрофотометра. Оптическую плотность измерять на длинах волн, указанных  в инструкциях к тест-системам.
· Просмотреть и рассчитать результаты контролей сывороток в соответствии с  Инструкцией по применению тест-системы. Определить валидность теста по основным критериям  показателей контролей сывороток, прилагаемых к тест-системе. Результаты исследования не учитываются, если показатели контрольных образцов сывороток не соответствуют Инструкции.
·  Если тест валиден по результатам сывороточных контрольных образцов, прилагаемых к тест-системе, следует переходить к анализу показателей контролей СККК. 
· Результаты исследования не учитываются, если показатели контрольных образцов  СККК не соответствуют установленным для них пределов варьирования.
· В этом случае необходимо повторить данное исследование, предварительно проанализировав, где возникла ошибка. Для повторного исследования можно использовать оставшийся элюат от ранее исследуемых образцов СККК, или приготовить новый элюат из оставшихся образцов СККК. 
· Если тест признан валидным по показателям контрольных образцов сыворотки и СККК то необходимо рассчитать ОП критическую по показателям контрольных образцов сыворотки в соответствии с Инструкцией по применению тест-системы и провести учет результатов тестирования СККК. Отметить положительные образцы для верификации их  в экспертных тест- системах.

Постаналитический этап

Интерпретация результатов
[bookmark: _GoBack]Интерпретация результатов СККК проводится в соответствии с алгоритмом исследований приведенным выше. Положительный результат, полученный в скрининговом тесте и подтвержденный в экспертном рассматривается как положительный с точки зрения слежения за распространенностью и не может рассматриваться как окончательный диагноз для пациента. 
Для установления окончательного диагноза необходимо получить согласие пациента на исследование сыворотки крови. В случае диагностики ВИЧ-инфекции сыворотка будет рассматриваться как второй образец. 

Ведение отчетной документации

Результаты, полученные при проведении исследований в ОГЦ СПИД вносят в регистрационный журнал (Приложение 11, форма № 11).
· Лаборатории, для которых верификацию результатов проводит лаборатория Республиканского центра СПИД предоставляют данные: показатели всех положительных (скрининг и экспертный этап) и 10% отрицательных образцов (скрининг), которые заполняются в  соответствующих графах таблицы положительных образцов (Приложение 11, форма № 12). Результаты верификационных исследований 10% отрицательных заполняются в лаборатории РЦ СПИД. 
· Лаборатории, для которых верификацию проводят опорные базы, предоставляют данные: показатели всех положительных (скрининг и экспертный этап) и 10% отрицательных образцов (скрининг), которые заполняются в  соответствующих графах таблицы положительных образцов (Приложение 11, форма №12). Результаты верификационных исследований 10% отрицательных заполняются в лабораториях опорных баз и дается заключение по результатам серологического этапа в данной группе (Приложение 11, форма №13). 
· Итоговые результаты исследований передаются в диагностическую лабораторию Республиканского центра СПИД, где проводится анализ  и делается заключение о правильности полученных результатов, а затем документы отправляются  в лабораторию опорной базы и в лабораторию ОГЦ СПИД, проводившую ЭРС.

Представление результатов эпидемиологической службе.

Результаты серологических исследований образцов СККК на ВИЧ, ВГС и сифилис,  выдаются в эпидемиологические отделы ОГЦ СПИД не позднее 2–х  недель от момента доставки образцов СККК в лабораторию для выдачи их респондентам, обратившимся за результатами. 
Не следует ждать результатов тестирования 10% отрицательных образцов, отправленных в лаборатории опорных баз, так как данные исследования являются процедурой внешней оценки качества тестирования СККК.
Все полученные результаты тестирования, включая проверку 10% отрицательных образцов, отправляются в диагностическую лабораторию РЦ СПИД для анализа данных о распространенности ВИЧ-инфекции, ВГС и сифилиса в дозорных группах по регионам РК.

Тест-системы, рекомендуемые при исследовании СККК:
На антитела к ВИЧ:
Скрининг:
1.	КомбиБест анти ВИЧ 1+2 (Новосибирск, Россия) 
2.	УниБест ВИЧ 1,2 АТ (Новосибирск, Россия) 
Подтверждение:
1.       MurexHIV-1.2.0 (Великобритания и др. отделения производителя)
2.       Genscreen ULTRA HIV Ag-Ab (Франция и др. отделения производителя)
На антитела к гепатиту С:
Скрининг:
1.	Бест анти ВГС (Новосибирск, Россия)
2.	ИФА-АНТИ-HCV (Нижний Новгород, Россия)
Подтверждение:
1.	Бест анти ВГС подтверждающий тест (Новосибирск, Россия)
2.	Murex Anti-HСV (Великобритания и др. отделения производителя)
На антитела к Treponema pallidum:
Скрининг/Подтверждение:
1.	ICE Syphilis (Великобритания и др. отделения производителя)

Модификация ИФА

1. КомбиБест анти ВИЧ 1+2 (Новосибирск, Россия).
Элюируется один диск СККК в 200 мкл ФСБТ (1:40).
Постановка ИФА проводится в соответствии с инструкцией, прилагаемой к тест-системе, за исключением этапа инкубации. Инкубация проводится при комнатной температуре (+18º-25ºС). Рекомендуется также 10-ти кратная промывка после инкубации. Перед внесением образцов СККК их следует 5 раз пропипетировать. Эффективность методологии СККК в указанной тест-системе по отношению к сыворотке составляет: чувствительность - 99% и специфичность  - 96%. 

2. УниБест ВИЧ 1,2 АТ (Новосибирск, Россия)
Элюируется один диск СККК в 200 мкл  промывочного буфера (1:20). 
Важно! Планшет с элюируемыми образцами СККК накрыть крышкой и оставить на 16-18 часов в холодильнике при  t 4º-8º С. Перед внесением элюат СККК пипетируют 5-10 раз.
1. В постановку берётся: 50 мкл. элюата + 50 РС. Контроли (К+ и К-) вносят согласно инструкции: 70 мкл. К+ или К-  + 30 мкл. РС. Инкубируют при 37º С 60 мин. Промыть 10 раз промывочным буфером по инструкции к тест-системе.
1. Приготовить раствор коньюгата в рабочем разведении. 
Важно! При приготовлении рабочего раствора концентрат коньюгата вносить в объёме, указанном в таблице 1: 

Табл. 1. Таблица расхода коньюгата

	Кол-во стрипов:
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	Концентрированный
 р-р коньюгата  мкл.
	62,5
	125
	187,5
	250
	312,5
	375
	437,5
	500
	562,5
	625
	687,5
	750

	РК    мл.
	1,0
	2.0
	3.0
	4.0
	5.0
	6.0
	7.0
	8.0
	9.0
	10.0
	11.0
	12.0


 
1. Внести в лунки  по 100 мкл. р-ра коньюгата в рабочем разведении. Инкубировать 30 мин. при 37º С. Промыть 7 раз промывочным буфером по инструкции к тест-системе.
1. Раствор ТМБ приготовить и внести в лунки по инструкции к тест-системе. 
 Важно! Планшет поместить на 15-20 мин в защищённом от света месте при t 18-20º С.
1. Остановить реакцию добавлением в лунки по 100 мкл. стоп-реагента и сразу измерить оптическую плотность (ОП).
1. Учёт результатов проводить по инструкции к тест-системе «УниБест ВИЧ 1,2 АТ»
 Важно! Во время постановки соблюдать температурный режим в помещении 18-200 С.
Эффективность методологии СККК в указанной тест-системе по отношению к сыворотке составляет: чувствительность - 100% и специфичность  - 95%. 

3. Murex HIV-1.2.0
Элюируется один или два диска СККК в 200 мкл ФСБТ (1:40 – 1:20).
При элюировании одного диска СККК в постановку берется 75 мкл элюата и 25 мкл разводящего раствора для сывороток (РРС). 
Все остальные этапы выполняются  в соответствии с инструкцией, прилагаемой к тест-системе. Эффективность методологии СККК в указанной тест-системе по отношению к сыворотке составляет: чувствительность - 100% и специфичность  - 99%. 
При элюировании двух дисков СККК постановка ИФА проводится в соответствии с инструкцией прилагаемой к тест-системе. Перед внесением образцов СККК их следует 5 раз пропипетировать. Эффективность методологии СККК в указанной тест-системе по отношению к сыворотке составляет: чувствительность - 100% и специфичность  - 99%. 

4. GenscreenULTRAHIVAg-Ab
Элюируется один  диск в 200 мкл промывочного буфера (1:40).
При элюировании одного диска СККК постановка ИФА проводится в соответствии с инструкцией, прилагаемой к тест-системе. Перед внесением образцов СККК их следует 5 раз пропипетировать. Эффективность методологии СККК в указанной тест-системе по отношению к сыворотке составляет: чувствительность - 99% и специфичность  - 98% .

5. Бест анти ВГС (Новосибирск, Россия)
Элюируется один или два диска СККК в 200 мкл ФСБТ (1:40, 1:20).
При элюировании одного диска СККК постановка ИФА проводится в соответствии с инструкцией, прилагаемой к тест-системе. Перед внесением образцов СККК их следует 5 раз пропипетировать. По данным РЦ СПИД эффективность методологии СККК в указанной тест-системе по отношению к сыворотке составляет: чувствительность - 99% и специфичность  - 96% .
При элюировании двух дисков СККК в постановку берется 10 мкл. элюата и 90 мкл. разводящего раствора для сывороток (РРС). Все остальные этапы выполняются  в соответствии с инструкцией, прилагаемой к тест-системе. Перед внесением образцов СККК их следует 5 раз пропипетировать. Эффективность методологии СККК в указанной тест-системе по отношению к сыворотке составляет: чувствительность - 99% и специфичность  - 96%. 

6. ИФА-АНТИ-HCV (Нижний Новгород, Россия)
Элюируется один  диск в 200 мкл  ПР (1:40).
При элюировании одного диска СККК постановка ИФА проводится в соответствии с инструкцией, прилагаемой к тест-системе. 
Перед внесением образцов СККК их следует 5 раз пропипетировать. Эффективность методологии СККК в указанной тест-системе по отношению к сыворотке составляет: чувствительность - 97% и специфичность  - 100% .

7. Бест анти ВГС подтверждающий тест (Новосибирск, Россия)
Элюируется один или два диска СККК в 200 мкл ФСБТ (1:40).
При элюировании одного диска СККК постановка ИФА проводится в соответствии с инструкцией прилагаемой к тест-системе. Перед внесением образцов СККК их следует 5 раз пропипетировать. Эффективность методологии СККК в указанной тест-системе по отношению к сыворотке составляет: чувствительность - 99% и специфичность  - 98%. 
При элюировании двух дисков СККК в постановку берется 10 мкл. элюата и 90 мкл. разводящего раствора для сывороток (РРС). Все остальные этапы выполняются  в соответствии с инструкцией, прилагаемой к тест-системе. Перед внесением образцов СККК их следует 5 раз пропипетировать. Эффективность методологии СККК в указанной тест-системе по отношению к сыворотке составляет: чувствительность - 99% и специфичность  - 98%. 

8. Murex Anti-HСV 
Элюируется один или два диска СККК в 200 мкл ФСБТ (1:40).
При элюировании одного диска СККК постановка ИФА проводится в соответствии с инструкцией прилагаемой к тест-системе. Перед внесением образцов СККК их следует 5 раз пропипетировать. Эффективность методологии СККК в указанной тест-системе по отношению к сыворотке составляет: чувствительность - 100% и специфичность  - 99%.
При элюировании двух дисков СККК постановка ИФА проводится в соответствии с инструкцией прилагаемой к тест-системе. Перед внесением образцов СККК их следует 5 раз пропипетировать. Эффективность методологии СККК в указанной тест-системе по отношению к сыворотке составляет: чувствительность - 100% и специфичность  - 99%. 

9. ICE Syphilis
Элюируется только два диска СККК в 200 мкл ФСБТ (1:40).
При элюировании двух дисков СККК в постановку ИФА берется 75 мклэлюата и 25 мкл разводящего раствора для сывороток (РРС). Все остальные этапы выполняются  в соответствии с инструкцией прилагаемой к тест-системе. Перед внесением образцов СККК их следует 5 раз пропипетировать. Эффективность методологии СККК в указанной тест-системе по отношению к сыворотке составляет: чувствительность - 100% и специфичность  - 99%.
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