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2.7. Біологічні методи кількісного визначення

Буфер для відмивання. PBS, що містить 1 г/л полісор-
бату 20 Р.

Блокувальний реактив. PBS, що містить 1 г/л 
полісорбату 20 Р та 10 г/л альбуміну бика сироват-
кового Р.

Буфер для розведення. PBS, що містить 1 г/л полісор-
бату 20 Р та 50 г/л альбуміну бика сироваткового Р.

Кон'югат. Кон'югат пероксидази хрону з сироват-
кою крові кроля до фактора фон Віллебранда лю-
дини. Використовують відповідно до інструкцій 
виробника.

Розчин субстрату. Безпосередньо перед застосуван-
ням таблетку o-фенілендіаміну дигідрохлориду та 
таблетку сечовини пероксиду розчиняють у 20 мл 
води Р або використовують придатний об’єм водню 
пероксиду. Захищати від вливу світла.

Мікропланшети . Полістироловий планшет з 
пласким дном, поверхня якого оптимізована для 
проведення імуноферментного аналізу та має ви-
соку протеїн-зв'язуючу здатність.

МЕТОД

Випробовувані розчини. Відновлюють випробовува-
ний препарат, як зазначено на етикетці. Розводять 
буфером для розведення до отримання розчину 
з вмістом близько 1 МО фактора фон Віллебранда 
людини. Готують 2 серії розчинів — не менше 3 роз-
ведень у кожній серії, використовуючи буфер для 
розведення.

Стандартні розчини. Відновлюють стандартний пре-
парат, як зазначено. Розводять буфером для роз-
ведення до отримання розчину з вмістом близько 
1  МО фактора фон Віллебранда. Готують 2 серії 
розчинів — не менше 3 розведень в кожній серії, 
використовуючи буфер для розведення.

Дають розчину колагену нагрітися до кімнатної тем-
ператури. Доводять розчин колагену розчинником 
для колагену до отримання розчину, що містить 
30-75 мкг/мл колагену, обережно перемішують до 
отримання однорідної суспензії фібрил колагену. 
Вносять 100 мкл у кожну лунку планшета для мікро-
титрування. Накривають планшет поліетиленовою 
плівкою та інкубують за температури 37 °C протя-
гом ночі. Спорожняють лунки планшета покрито-
го колагеном, перевертаючи планшет, та осушують 
паперовим рушником. Додають 250 мкл буфера для 
відмивання. Спорожняють лунки планшета, пере-
вертаючи планшет, та осушують паперовим руш-
ником. Повторюють цю операцію тричі. Додають 
250  мкл блокувального реактиву в кожну лунку, 
накривають планшет поліетиленовою плівкою та 
інкубують за температури 37 °C протягом 1 год. Спо-
рожняють лунки планшета, перевертаючи планшет, 
та осушують паперовим рушником. Додають 250 мкл 
буфера для відмивання. Спорожняють лунки план-

шета, перевертаючи планшет, та осушують паперо-
вим рушником. Повторюють цю операцію тричі.

Додають у лунки по 100 мкл кожного з випробову-
ваних або стандартних розчинів. Додають 100 мкл 
буфера для розведення в ряд лунок (негативний 
контроль). Накривають планшет поліетиленовою 
плівкою та інкубують за температури 37 °C протягом 
2 год. Спорожняють лунки планшета, переверта-
ючи планшет, та осушують паперовим рушником. 
Додають 250 мкл буфера для відмивання. Спорож-
няють лунки планшету, перевертаючи планшет та 
осушують паперовим рушником. Повторюють цю 
операцію тричі.

Готують придатне розведення кон'югата (напри-
клад, з коефіцієнтом розведення 1:4000) з PBS, що 
містить 5 г/л альбуміну бика сироваткового Р, та дода-
ють 100 мкл у кожну лунку. Накривають планшет по-
ліетиленовою плівкою та інкубують за температури 
37 °C протягом 2 год. Спорожняють лунки планше-
та, перевертаючи планшет, та осушують паперовим 
рушником. Додають 250 мкл буфера для відмивання. 
Спорожняють лунки планшета, перевертаючи план-
шет, та осушують паперовим рушником. Повторю-
ють цю операцію тричі.

Додають 100 мкл розчину субстрату в кожну лунку та 
інкубують у темряві за кімнатної температури про-
тягом 20 хв. Додають 100 мкл 1 M розчину хлористо-
водневої кислоти в кожну лунку.

Вимірюють оптичну густину за довжини хвилі 
492 нм. Використовують величини оптичної густини 
для обчислення активності випробовувано препара-
ту; використовують звичайні методи статистичного 
аналізу (5.3).

Кількісне визначення вважається непридатним, 
якщо величини оптичної густини, виміряні для не-
гативних контролів, складають більше 0.05.

2.7.22 КІЛЬКІСНЕ ВИЗНАЧЕННЯ ФАКТОРА 
ЗГОРТАННЯ КРОВІ ЛЮДИНИ ХI

Принцип кількісного визначення полягає у вимірю-
ванні здатності препарату фактора ХI скорочувати 
тривалість часу згортання дефіцитної за фактором 
ХI плазми. Реакцію прискорюють додаванням 
реактиву, що містить фосфоліпід та контактний 
активатор, наприклад каолін, діоксид кремнію або 
елагову кислоту. Активність оцінюють порівнянням 
кривої залежності «доза-відповідь» випробовувано-
го пепарату зі стандартною плазмою, каліброваною 
до міжнародного стандарту в плазмі для фактора 
згортання крові людини ХI. 

БСП плазми факторів згортання крові V, VIII, XI 
та XIII придатні для застосування як стандартний 
препарат.


