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Только для in vitro диагностики 

 
МИНИСТЕРСТВО ЗДРАВООХРАНЕНИЯ И  

СОЦИАЛЬНОГО РАЗВИТИЯ РОССИЙСКОЙ ФЕДЕРАЦИИ 
Регистрационное удостоверение № ФСЗ 2007/00770  

от 17 декабря 2007 г. 
Назначение 
ИФА тест-система ИммуноКомб «ImmunoComb® II HAV Ab» – 
это тест для количественного определения антител к вирусу 
гепатита А (HAV) в сыворотке или плазме крови человека. 
Набор предназначен для проведения 36 тестов. 

   
Введение 

   
Гепатит A, вызываемый вирусом гепатита A (ВГА, HAV), яв-
ляется широко распространенным в человеческой популяции 
заболеванием. По истечении длящегося от 14 до 40 дней 
инкубационного периода HAV инфекция обычно проявляет 
себя в виде желтухи, вызванной воспалением печени, с по-
следующим повышением концентрации билирубина в крови. 
Случаев хронического заболевания не наблюдалось. 
Гепатит A встречается по всему миру. Уровень местной сани-
тарии и гигиены оказывает существенное влияние на его 
эпидемиологию. Передача инфекции осуществляется фе-
кально-оральным путем. Большие количества вируса (до 108 
инфекционных единиц на грамм) выделяется с фекалиями за 
несколько дней до появления клинических симптомов или 
желтухи. Дальнейшее распространение вируса происходит 
при непосредственных контактах или при употреблении за-
грязненной пищи или воды. 
Успешная профилактика гепатита A в настоящее время осу-
ществляется пассивной иммунизацией человеческими анти-
HAV иммуноглобулинами. В дополнение недавно были раз-
работаны вакцины против HAV. 
Диагностировать HAV инфекцию только по клиническим при-
знакам и биохимическим оценкам функционирования печени 
очень трудно, так как другие причины, среди которых вирус-
ные агенты, такие как вирусы гепатита B и C, также приводят 
к гепатитам. Иммунодиагностика, тем не менее, позволяет 
идентифицировать этиологические агенты. 
 

Тест HAV Ab позволяет определять иммунный статус челове-
ка после воздействия HAV или вакцинации против HAV. Вы-
явление антител к HAV при отсутствии IgM антител к HAV 
свидетельствует либо о перенесенном ранее заболевании 
либо об успешной вакцинации. Считается что титр антител к 
HAV в 10 IU/L является минимальной концентрацией указы-
вающей на иммунизацию пациента. 
Принцип анализа 
В тест-системе ImmunoComb® II HAV IgM используется ме-
тод иммунного захвата (модификация твердофазного имму-
ноферментного анализа - ИФА). Твердой фазой является 
Гребень с 12 выступами (зубцами). 
Каждый зубец сенсибилизирован в двух местах: 
верхняя точка– моноклональными антителами к вирусу ге-
патита А (внутренний контроль); 
нижняя точка – кроличьими антителами к IgG и IgM челове-
ка. 
Проявочная ванна состоит из 6 рядов (А – F) по 12 лунок в 
каждом. Все ряды содержат готовые к использованию рас-
творы реагентов для различных этапов анализа. Тест выпол-
няется поэтапно, посредством перемещения Гребня из лунок 
одного ряда в лунки последующих рядов с инкубацией на 
каждом этапе. 
Перед началом анализа образцы сыворотки или плазмы раз-
водят в соотношении 1:50 и добавляют к разбавителю в лун-
ки ряда А Проявочной ванны. Затем Гребень вводится в лун-
ки ряда А. IgG и IgM человека захватываются IgG и IgM анти-
телами, находящимися на нижних точках зубцов Гребня 
(Рис.1). Несвязанные компоненты смываются в лунках ряда 
В. В лунках ряда С, IgG/IgM антитела, захваченные на зубцах 
Гребня, вступая в реакцию с антигеном HAV. В то же время, 
антиген HAV связывается с антителами к HAV на верхней 
точке (Внутренний контроль). В лунках ряда D связанный 
антиген HAV будет взаимодействовать с моноклональными 
антителами к HAV, меченными щелочной фосфатазой (АР). В 
лунках ряда E несвязавшиеся компоненты удаляются про-
мывкой. В лунках ряда F связанная щелочная фосфатаза 
взаимодействует с хромогенными компонентами. Результаты 
реакции наблюдаются визуально в виде серо-синих точек на 
поверхности зубцов Гребня. 
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Рис. 1. Принцип анализа 
 
В набор входит Положительный Контроль (содержащий анти-
тела к HAV) и Отрицательный Контроль, которые использу-
ются при анализе каждой группы образцов для подтвержде-
ния достоверности анализа. По завершению анализа на зуб-
це с Положительным Контролем должны быть две серо-синие 
точки. На зубце с Отрицательным Контролем должна поя-
виться верхняя точка, при этом нижняя точка либо отсутству-
ет, либо слабоокрашена. Верхняя точка должна проявиться 
на всех остальных зубцах, подтверждая, что тест-система не 
была повреждена во время хранения и транспортировки, и 
анализ проведен правильно. 
 
Состав набора 
Гребни 
Набор содержит 3 пластиковых Гребня. Каждый Гребень 
имеет по 12 зубцов, по одному зубцу на каждый тест (Рис.2). 
Каждый зубец сенсибилизирован в двух  чувствительных 
областях: 
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верхняя точка– моноклональными антителами к вирусу ге-
патита А (внутренний контроль); 
нижняя точка – кроличьими антителами к IgG и IgM челове-
ка. 

   
 

Внутренний Контроль 

Античелов. IgG & IgM

56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 

ImmunoComb  II ® 

 
Рис.2. Гребень 
 
Гребни поставляются в алюминиевых упаковках, содержащих 
влагопоглотитель. 
   
Проявочные ванны 
В наборе 3 Проявочные ванны. Каждая из них (Рис.3)  
содержит все необходимые для проведения анализа  
реагенты. Проявочная ванна состоит из 6 рядов (A-F)  по  
12 лунок в каждом. Содержимое каждого ряда следующее: 
 
Ряд A Растворитель образца 
Ряд B Промывочный раствор 
Ряд C Антиген HAV 
Ряд D Моноклональные антитела к HAV, меченные 

щелочной фосфатазой.  
Ряд E Промывочный раствор  
Ряд F Раствор окрашивающего вещества, содержащий 

5-бром-4-хлор-3-индолил фосфат (BCIP) и   
нитросиний тетразол (NBT)    

 
 

Рис.3 Проявочная ванна
 

 
Положительный Контроль - 1флакон (красная крышка) 0.2 мл 
инактивированной нагреванием плазмы крови человека, разбав-
ленной до концентрации антител к HAV в 100 МЕ/л (IU/L). 
Отрицательный Контроль - 1 флакон (зелёная крышка) 0.2 мл 
инативированной нагреванием плазмы крови человека, не содер-
жащей антител к HAV. 
Растворитель Пробы - 1 флакон  20 мл  раствора. 
Перфоратор – пластиковый стержень для прокалывания алюми-
ниевой фольги, покрывающей лунки Проявочной ванны. 
Шкала CombScale™ - для количественного считывания результа-
тов тестов. 
 
Меры Предосторожности 
Биоматериалы, использованные при приготовлении набора, 
были проверены на наличие вируса гепатита B, на наличие 
антител к вирусу гепатита С и к ВИЧ и показали отрицатель-
ный результат. Поскольку ни один тест не может дать полной 
гарантии в отсутствии вирусного заражения, при работе с 
исследуемыми образцами и контрольными растворами сле-
дует обращаться как с потенциально инфекционным мате-
риалом: 
• Используйте хирургические перчатки и лабораторную одеж-

ду. Следуйте принятым лабораторным процедурам для ра-
боты с человеческой сывороткой или плазмой. 

• Не всасывайте растворы в пипетку ртом. 
• Обращайтесь со всеми образцами, использованными Греб-

нями*, Проявочными ваннами и другими материалами в на-
боре как с потенциально опасными отходами. 

• Не смешивайте реагенты из наборов разных серий. 
• Не используйте набор после срока годности. 
 

                                                                                                                                                                                                   * За исключением хранения для документации 

Срок годности, условия хранения и транспор-
тировки 
• Срок годности - 12 месяцев. 
• Хранить в сухом, защищенном от света месте при тем-

пературе 2-8°С. Не допускать замораживания. 
• Возможна транспортировка в течение 3-5 суток при тем-

пературе не превышающей 26°С. Внутренний контроль 
тест-системы подтверждает сохранность реагентов при 
транспортировке. 

• После вскрытия набора хранить составляющие его компо-
ненты при температуре 2–8ºС. 

• Не рекомендуется использовать Гребень и Проявочную ван-
ну более 3 раз после первичного использования. 

 
Подготовка образцов 
• Можно анализировать либо сыворотку, либо плазму крови 

человека.  
• Образцы перед анализом можно хранить до 7 дней при  

температуре 2-8°C. Для более длительного хранения образ-
цы должны быть заморожены до температуры  -20°C или ни-
же. 

• После оттаивания все замороженные исследуемые мате-
риалы должны быть отцентрифугированы. Аккуратно забери-
те исследуемый образец из супернатанта (верхний слой). Ес-
ли на поверхности жидкости образовался липидный слой, 
убедитесь, что материал для исследования был взят из ниж-
него прозрачного слоя. Избегайте повторных замораживаний 
и оттаиваний. 

• Антикоагулянты, такие как гепарин, EDTA, цитрат натрия не 
влияют на результаты теста. 

• При экстренных анализах можно использовать цельную 
кровь (венозную, пальцевую) в количестве, в 2 раза пре-
вышающем количество сыворотки или плазмы, указан-
ное в инструкции к тест-системе. 

   
Процедура анализа 
Необходимое оборудование 
• Прецизионные пипетки - дозаторы со сменными наконечни-

ками для внесения 10 мкл, 25 мкл и 490 мкл. 
• Ножницы 
• Лабораторный таймер или часы. 
• Микропробирки 
Подготовка к анализу 
Доведите все компоненты, Гребни, реагенты и образцы до 
комнатной температуры (22–26ºC), процедуру анализа про-
водите при 37ºC. 
 
Подготовка Проявочной ванны 
1. Выдержите Проявочную ванну при температуре 37°C в 

течение 45 минут. Перенесите необходимые для прове-
дения анализа компоненты набора (Гребень, образцы, 
контроли, очищающий раствор) в помещение с комнатной 
температурой. 

2. Застелите рабочий стол фильтровальной бумагой, кото-
рая после окончания работы должна быть уничтожена как 
биологически опасные отходы. 

3. Перемешайте реагенты, встряхивая Проявочную ванну. 
 
Примечание: Не удаляйте всю фольгу, покрывающую Про-
явочную ванну. Вскрывайте фольгу только в соответствии с 
указаниями инструкции по проведению анализа с помощью 
сменного наконечника пипетки или перфоратора. 

   
Подготовка Гребня 
Внимание: Чтобы обеспечить правильное функционирование 
теста, не прикасайтесь к зубцам Гребня. 
 
1. Разорвите пакет с Гребнем вдоль надсеченного края. 

Извлеките Гребень. 
2. Гребень и Проявочную ванну можно использовать цели-

ком или только их часть. Для использования части Греб-
ня: 
a. Определите количество зубцов, необходимых для 

тестирования образцов и контролей. Вам потребуется 
по одному зубцу на каждый анализ. На каждом зубце 
изображен кодовый номер набора "56" для того, чтобы 
всегда можно было определить, к какому набору при-
надлежит отдельно взятый зубец. 

b. Согните Гребень по вертикали, сломайте или от-
режьте ножницами (см. Рис. 4) требуемое число зуб-
цов. 
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c. Верните неиспользуемую часть Гребня в алюминие-
вую упаковку  с  влагопоглотителем. Плотно закрой-
те упаковку, например, канцелярской скрепкой, чтобы 
избежать проникновения влаги. Храните Гребень в 
оригинальной упаковке набора при температуре 2–
8°C для дальнейшего использования. 

   

ImmunoComb ® II

56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56

   
Рис. 4. Разделение Гребня 

Инструкция по проведению анализа 
Предварительная обработка образцов и контролей. 
1. Для каждого образца и контроля введите в микропробирку 

по 490 мкл разбавителя образца. 
2. В каждую микропробирку добавьте 10 мкл образца или 

контроля. Перемешайте, многократно всасывая и вновь 
впрыскивая раствор. 

 
Захват Антител (Ряд А). 
Примечание: Проводите инкубацию только при температуре 
37°C! Промывочные этапы проводите при  комнатной  
температуре (22–26°С). 

 
3. Наберите в пипетку 25 мкл предварительно разведен-

ного образца. Проколите наконечником пипетки или 
перфоратором фольгу в одной из лунок ряда A Про-
явочной ванны и введите образец на дно лунки. Пере-
мешайте, многократно всасывая и вновь впрыскивая 
раствор. Смените наконечник пипетки. 

4. Повторите этап 3 для других предварительно разве-
денных образцов и контролей. Используйте новую лунку 
из ряда A и меняйте наконечники пипетки для каждого 
образца и контроля.  

5.  
a. Вставьте Гребень (печатной стороной к себе) в лун-

ки ряда А, содержащего образцы и контроли.  
Перемешивание: Вставляйте и вынимайте Гребень в лун-
ки (несколько раз). 

b. Оставьте Гребень в лунках ряда A и выдержите 2 ча-
са при температуре 37°C. Включите таймер. Во время 
инкубации дополнительно перемешайте три раза 
(каждые 30 минут). За несколько минут до окончания 
инкубации проколите перфоратором фольгу лунок ря-
да B. Открывайте только необходимое количество лу-
нок. 

c. По истечении 2 часов извлеките Гребень из ряда А. 
Удалите оставшиеся капли жидкости с заострён-
ных концов зубцов Гребня при помощи фильтро-
вальной бумаги. Не касайтесь передней части по-
верхности зубцов. 

   
Первая промывка (Ряд B). 
2. Вставьте Гребень в лунки ряда В. Прополощите, энер-

гично вынимайте и вновь вставляйте Гребень в лунки на 
протяжении 10 секунд для более тщательной промывки. 
Повторите это действие несколько раз в течение 2 минут; 
тем временем, проколите фольгу лунок ряда С. Через 2 
минуты извлеките Гребень и удалите капли жидкости 
как на этапе 5с. 

 
Реакция Антиген-Антитело (Ряд C). 
3. Вставьте Гребень в лунки ряда C. Помешайте как на эта-

пе 5а. Выдержите Гребень в Проявочной ванне в течение 30 
минут (включите таймер) при температуре 37 °C. Дополни-
тельно перемешайте один раз во время инкубации. Про-
колите фольгу лунок ряда D. Через 30 минут извлеките 
Гребень и удалите капли жидкости. 

 

Связывание с конъюгатом (Ряд D). 
4. Вставьте Гребень в лунки ряда D. Перемешайте. Выдержите 

Гребень в Проявочной ванне в течение 20 минут (включите 
таймер) при температуре 37 °C. Дополнительно переме-
шайте один раз во время инкубации. Проколите фольгу лу-
нок ряда E. Через 20 минут извлеките Гребень и удалите ка-
пли жидкости. 

 
Вторая промывка (Ряд Е). 
5. Вставьте Гребень в лунки ряда E. Прополощите в тече-

ние 2 минут, как на этапе 6. Тем временем проколите 
фольгу в лунках ряда F. По истечении 2 минут извлеките 
Гребень и удалите капли жидкости. 

 
Цветная реакция (Ряд F). 
6. Вставьте Гребень в лунки ряда F. Перемешайте. Выдержите 

Гребень в Проявочной ванне в течение 10 минут (включите 
таймер) при температуре 37 °C. Дополнительно переме-
шайте один раз во время инкубации. Через 10 минут извле-
ките Гребень. 

 
Остановка реакции (Ряд E). 
7. Снова вставьте Гребень в лунки ряда E. Через 1 минуту 

извлеките Гребень и просушите его на воздухе. 
Хранение неиспользованных частей набора 
Проявочная ванна 
Неиспользованные лунки Проявочной ванны можно хранить 
для дальнейшего исследования следующим образом: 
• заклейте использованные лунки широкой лентой во избе-
жание пролития, в случае опрокидывания Проявочной ван-
ны.  

Другие материалы набора 
• Верните оставшиеся Проявочные ванны, Гребни, перфо-

ратор, контроли, разбавитель образца и инструкции об-
ратно в оригинальную упаковку набора. Храните при тем-
пературе 2–8°C. 
 

Результаты анализа 
Достоверность 
Для подтверждения правильной работы теста и достоверности 
полученных результатов необходимо соблюдение трёх условий 
(см. Рис.5): 
1. На зубце с Положительным контролем должно проявиться 

две точки. 
2. На зубце с Отрицательным контролем должна 

присутствовать верхняя точка (Внутренний Контроль). 
Нижняя точка либо отсутствует, либо она слабоокрашенная, 
что не влияет на интерпретацию результатов.  

3. На каждом зубце тестируемых образцов должна проявиться 
верхняя точка (Внутренний Контроль).  

Если одно из трёх вышеперечисленных условий не 
соблюдается, результаты анализа считаются 
недействительными, образцы и контроли должны 
исследоваться повторно. 

Положительный
контроль 

Отрицательный 
Контроль 

Недействительный 
результат 

Рис. 5. Достоверность результата 
 
Считывание и интерпретация результатов 

Уровень антител к HAV в каждом образце можно определить, 
сравнивая интенсивность окраски нижней точки каждого зубца с 
цветовой шкалой CombScale, входящей в состав набора, следую-
щим образом (Рис. 7): 
1. Откалибруйте CombScale для оценки уровня антител к HAV. 

Поместите нижнюю точку на зубце с Положительным Кон-
тролем под наиболее подходящий по интенсивности окраски 
участок на шкале. Сдвиньте линейку (RULER) так, чтобы над-
пись "100; C+" появилась в окошечке над участком шкалы с 
выбранной окраской. 
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Откалибрируйте  
Шкалу  

CombScale™ 

   
2. Считывайте результаты, не меняя калибровочного положения 

линейки. Сопоставьте интенсивность окраски каждой нижней 
точки с наиболее схожим вариантом на шкале. Точка с интен-
сивностью окраски выше или равной 10 МЕ/л (IU/L) указыва-
ет на присутствие антител к HAV в защитном титре.    Точка с 
интенсивностью окрашивания слегка меньшей, чем 10 IU/L 
признается сомнительным результатом и образец должен 
анализироваться заново. Точка с интенсивностью окрашива-
ния меньше, чем 10 IU/L считается отрицательным результа-
том. 

Документация результатов 
Так как окраска точек стабильна, Гребни можно хранить для даль-
нейшей документации 

 
Ограничения 
Тест-система  ImmunoComb® II HAV Ab является скрининговым 
тестом. Результаты теста, указывающие на наличие антител к 
HAV не должны рассматриваться в качестве окончательного 
диагноза Гепатита А. Результаты данного теста должны рас-
сматриваться совместно со всеми симптомами, клинической 
историей и результатами других лабораторных анализов дан-
ного пациента. 
 
Показатели качества теста 
Чувствительность и специфичность тест-системы 
ImmunoComb® II HAV Ab были проверены на панели из 461 об-
разца в сравнении c результатами 3-х ELISA тестов. Результаты 
приведены в таблице 1. 
Таблица 1. Сравнение результатов теста ImmunoComb® II 

HAV Ab с результатами ELISA методов на выяв-
ление антител к HAV. 

ImmunoComb® II HAV Ab 
EIA метод Положительная Отрицательная 

Положительная 257 7 

Отрицательная 2 195 
Чувствительность – 97.3% 
Специфичность – 98.9% 

 
Повторяемость 
Одна положительная сыворотка крови, содержащая антитела к 
HAV , была исследована в 12 повторах на 10 Гребнях, результаты 
учитывали визуально. Каждый раз был определен тот же титр 
HAV. 
Воспроизводимость  
3 положительные сыворотки крови, содержащие антитела к HAV , 
были исследованы 10 наборами различных серий, результаты 
учитывали визуально. Во всех исследуемых случаях наблюдался 
один и тот же титр HAV. 
Перекрёстные реакции 
Перекрёстные реакции с положительными пробами, содержащи-
ми, HIV, HBs Ag, HCV, практически отсутствовали.  
Интерференция 
Не было замечено интерференции с гемолитическими пробами 
(гемоглобин до 10 мг/мл), пробами с липемией (холестерин до 
281.6 мг/дл; триглицериды до 381.0 мг/дл) и с высоким билируби-
ном (до 20 мг/дл) 
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1  

2  
Сгибание и разделение   
Гребня 

   

Описание основных этапов анализа 

1  2
 

3
 

4

 Подготовка Проявочной ванны: 
инкубация 45 минут при 37°C. 
 

Забор и разведение образцов 
и контролей. 
 

Добавление разбавленных  
проб и средств контроля в 
лунки ряда A. 
 

Извлечение Гребня из 
упаковки. 

5  6  7
 

8  

Введение Гребня в лунки ряда А 
и перемешивание. 
Инкубация при 37ºС.    

Перфорация фольги в  
лунках ряда B. 

Удаление оставшейся  
жидкости с концов зубцов 
Гребня. 

Введени Гребня в лунки 
ряда В. Инкубация. 
   

9
 

10
 

После перемешивания/  
полоскания и инкубации  
в рядах C, D и E … 

   Цветная реакция в ряду F Результаты 
 
Краткое руководство по проведению анализов 
Прилагаемая краткая инструкция предназначена для опытных пользователей набора 
ImmunoComb® II HAV Ab.. (Полная инструкция приведена выше.) 
 
1.  Выдержать Проявочную ванну при температуре 37°C в течение 45 минут 
2.  Проводить инкубации образцов при 37°C, промывки при комнатной температуре (22-26°C). 
3.  Предварительно разведите по 10 мкл каждого образца или контроля 490 мкл разбавителя  
     образцов. 
4.  Внесите 25 мкл каждого разведенного образца или контроля в лунки ряда А Проявочной ванны 

и перемешайте. 
5.  Вставьте Гребень в лунки ряда A, продолжайте в соответствии с Таблицей 1. 
 
Таблица 1. Краткое описание процедуры анализа. 

 

Этап Ряд Действия 
Захват Антитела A Перемешайте; инкубация 2 часа при  37° C;  удалите капли 
Промывка B Прополоскайте; инкубация 2 мин;  удалите капли. 
Реакция Антиген-Антитело C Перемешайте; инкубация 30 мин. при  37° C; удалите капли. 
Связывание с коньюгатом D Перемешайте; инкубация 20  мин при  37° C;  удалите капли.  
Промывка E Прополоскайте; инкубация 2 мин;  удалите капли. 
Хромоген F Перемешайте; инкубация 10 мин. при  37° C; 
Остановка реакции E Инкубация 1 мин.; сушка на воздухе. 


