
инструкlия по примЕнЕнию
НАБОРА РЕАГЕНТОВ ДЛJI ОПРЕШЛЕНИЯ СВОБОДIОГО ТИРОКСИНА

В СЫВОРОТКЕ КРОВИ ЧЕЛОВЕКА
МЕТОДОМ РАЛ4ОИММУНОЛОГИЧЕСКОГО АНАJIИЗА

РИА-Т+-овободныЙ

1 нАзнАчЕнI,1Е I-LАБорА
1,1 Набор РI4А.-Та-свободнтлй rtредназнаIIен ,цля определения

концентрации свобслдltс,гс, тирокс]4на (Т.l-с;воболно.:о) в сыворотке крови
человека 1,дзх,();IоI\d i,?щ}Iо?i)чt]ду]аолоI,11L]е,эк()го |IIJЕLIIиза. I{абор прелназначен для
применения только in чitгс,.

1.2 Тироксин (Та) - гормон с молекулярной массой около 777 Ща, который
синтезиtr}),€тllя iцI{I'() jр,I,цн()Ii жеjIезоI"{ и циркулирует в крови, главным образом,
в связ€}нном с бепкамl{ IQоr}и состоянии.

R сыворотк9 KpoBI.I тироксин связан треI\дя белками:
тироксинорлз,т.'IRа.юIIIт4}д гrобу.питtоtпt (ТСГ), ксJторыr"{ связывает 70 % Тц,
тироксI4нсвязLIв?.тоII[ип'I треалr,бумином (ТСГIА), овязывающим 20 % Т+ и
шtьбуплинlrм.

ПриблltзIтте.[ь]L.то 0,0З yn тI4роксиFIа IJLIpKy",IиpyeT в крови в IIе связанном с
белкаt*tи соо,гояI{иI4 (Т,l-овобопгтъ,lй). СвободныЙ гормон отвечает за
биоло:ическ\/,ю а.кттIRчостт.. Коrtцентра.LII4я Тл-овободного остается постоянноЙ,
незавI4ои}до от чровIrя связLIваIоttIlлх б,э.lrв:ов) и, поэтом,у, не Iпзменяется при
повыLт,IенIZIи уровI]я ТСГ' (беречlенI{ость., yl.,clrpeб:]elil4e эстрогенов и оральных
кон,]раIIептltвов), прIlr понижении уро]rня ТСГ (употребление андрогенов или
с€шицI{,rа_lioв, нефротI4LIескцfi gцт:цпол,l), а Taкxte при снижении связывающей
способIJости бспт(ов,

TaKlltuT образолл, )rpoBeHIl Т+-свободч()го на.иболсе достове,Dно отражает
статус IlIитоRидrrой },tелезl"l. Его повыIIIеIII:Iая конIIентра.ция и\4еет мосто при
центральном ипи lrорlифептатIескоN{ гиперlгиреозе. Сниlкение )/роВня Тц-

сво бодЕIогсl l,:аб.lтю ца.ется прI1 гипотIIр еозе.

2 хАрАктЕристикА и tIриIfl_ц4II рАБоты нАБорА
2,. 1 Сост;]в т-Iабора.:

- ["'I_].-,,{оIIоIшотIол],'}Iыэ аFIтI4те.ryа. к Tn, х(идкиЙ препарат, готоВ к
IIополIзозаtrтию, ] ф.паrtоrт, zl3 r,дл, обlцая аl{тиRi{ос,гr, (150-З50) кБк;
_ ттробирки полIаотIIролIIIILIе о им}добиJIизованным авидином, готовы к
использованик), 100 шrт.;

- tlJ_ятF, кi]JIибIJ}ttоl{,FILlх пt,об ],] ,гJllilttzlл}()tlо I(o}ii{lэ]rTpa.IIIII"I Т+-свободного (0;

1,5-85) гtмlэпъ/л (то"iяrле значения концентра.циЙ Т+-свободного ук€rЗыВаЮТСЯ На

этикетках ф;tа.коllсR), ж}lцкrlе препапатЕJ. гото_зы к испо"цьзованI4}о, 5 фrакОнОв
по 0,50 r,rгr;

- I(oi{,jl"l1cпъ,Haя сыROротка, (КС) - у{],{дкий пiэеперат I,]tз объема 0,5 МЛ,

(0,50*0,05), ооперrкаtrц:иf: известное количество Т+-свободного (лиапаЗОН

концецт]]аilтлй']',l.;зо5одI.iгlгrl r/i(t'-1IrTBfl.,эToя T][l этт4кетI(о), гоопв к ИСпО.ЯЪЗОRаНИЮ,

1 флакоil;
- л.rагаIIд *-тсlлдктлli препара,т, готов к и(:по.ттI,зоваIIиIо, 1 ф.паltон, 12.,0 мл.





2.2набор рассчитан на проведение анализа в дубликатах: 44 неизвестных

проб, 5 калибрЁ"оr""о проб и 1 пробы контрольной сыворотки, всего 100

определении.
2.3 Продолжитепъность анализа 2 ч,

2.4 Щиапазон опредепяемых концентраций Т+-свободного (0,4-85)

пмоль/л.
2.5 Принцип работы набора основан на методе одностадииного

тверлофазного конкурентного радиоиммунологического анапиза (риА),
^ 

ОЪразц", ""*убrруrоr.я 
в пробирках с иммобилизованным авидином,

aо"ra.r"о с [rzsr'- 
'оrо*поr-ьными 

антителами к Т+ и биотинилированным

тироксином (лигандом). Свободный тироксин образча вытесняет

определенную часть лиганда из его комплекса с антителами, Комплекс лиганд-

-антитело связывается с авидином, иммобилизованным на стенкас пробирок,

После инкубации содержимое пробирок удаJlяют, и измеряют связаннуЮ

активность [125I].
Концентрацию Т+-СвОбодного в неизвестных образчах, обратно

пропорционапъную измеренной скорости сч9та, находят по калибровочному

графикУ зависимости связанной актиЪности 1tzs11 носитепя от концентрации Та-

."ободrrого в калибровочных пробах,

3 МЕРЫ IIРЕДОСТОРОЖЕ{ОСТИ IIРИ РДБОТЕ С НДБОРОМ

з.1 [l25I]-монокпонапьные антитела К Т+ ЯВляется источником мягкого

гамйа-изпУ.r.""". Период полураспада изотопа [125I] - б0,1 сут.

при работе Ъ набором следует соблюдать правила работы с

радиоактивными веществами (далее - Рв) согласно требованиям Санитарных

норм и правил <требования к радиационной безопасности>), Гигиенического

"орrur""ъ 
<Критерии оценки радиационного воздействия)), утвержденных

постановлением,министерства здравоохранения Ресгryблики Бепаруоь от

28.|2.20t2 г. Ns 2|3, с дополнением, утвержденным постановлением

Министерства здравоохранения Ресгryблики Беларусь от зt,|2,2013 г, Ns 137,

внимДниЕ! Химическая посуда и оборулование, которые

используются при работе с рв, должны быть соответствующим образом

маркированы и храниться отдельно.- 
Эu.rр.rru.rJ" при работе с РВ иметь на рабочем месте постороннее

оборудование и личные вещи.
категорически запрещается прием пищи, испопъзование косметических

принадлежностей и курение в помещениях, предназначенных для работы с Рв,

з.2 При работе с набором следует надевать однор€lзовые резиновые

перчатки, Т.к. данный набор содержит производные крови, которые следует

рассматривать как потенци€rльно инфицированные, способные сохранять и

передавать гемоконтактные инфекции.
3.3 Работы проводить с соблюдением мер предосторожности в

соответствии с требованиями [2], [з], [4], [5].В случае пролива сыворотки крови

на рабоч". ,rо".рхности, необходимо проводитъ дезинфекцию в соответствии с

z

требованиями [6].





3.4 При работе с набором рабочие места должны быть обеспечены

приточно-вытяжной вентиляцией,

3.5 Все радиоактивные отходы, образованные в процессе использования

набора собираются, хранятся и удаJIяются в соответствии с требованиями [8],

4 IIРАВИЛА РАБОТЫ С НАБОРОМ
образцы4.| Для исключения ложных результатов исследуемые ооразцы

необходимо готоВить и хранить в условиях, предотвращающих бактериальный

пророст. Необходимо ocBeTJUITb образцы сывороток, содержащие агрегаты или

осадок, при .rоrощ" центрифу.rро"u"-. Собранные образцы сывороток

хранят при температуре (2-8) оС в течение 72 ч.,Щогryскается замораживание

оЪр*чо" (желательно до температуры ниже минус 20 "с) не более двух раз,

Каждый образец сыворотки, а также реагенты набора необходимо отбирать

чистым наконечником.
4.2 Необходимо помнить, что образцы с гемолизом, гиперлипидемиеи,

повышенным содержанием билирубина, бактериапьным проростом, а также

длительно хранившиеся без замораживания, не пригодны для анаJIиза,

4.3 Надежностъ результатов зависит от выполнения следующих правил:

- температура в помещении, где проводится анаJIиз, должна быть

(18-25)'С;
- не допускается использование набора после окончания срока годности,

а также смешивание компонентов наборов разных серий;

- не догryскается использование реагентов с нарушением герметичности

упаковки;
- использовать только новые Еаконечники дJIя внесения каждого образuа

и реагента;
необходимо постоянно проверятъ точность дозировки и следитъ за

рабочим состоянием пипеток и другого оборудования,

5 ОБОРУДОВАНИЕ И МАТЕРИАJШ
5.1 Для проведения анализа необходимо использоватъ следующее

оборудование:
- гамма-счетчик колодезного типа, позволяющий измерять активностъ

изотопа ["'I];
- прибор для встряхивания пробирок вибрационного типа;

- вихревой смеситель;
- водоструйный насос;
-пипеткиполУаВтоМаТиЧескиеоДноканаJIъныесосМенныМи

наконечникаI\dи, позволяющие отбиратъ объеМЫ ЖИДКОСТей ОТ 0,02 ДО 5,00 МЛ,

аттестованные по значению средней дозы и сходимости результатов

пипетирования (погрешность не более З%);

- штатив для пробирок;
- перчатки хирургические резиЕовые;
- дезинфицирующие средства.





6 по,щотовкА оБрАзцов
6.1 Образцы сывороток крови, в том числе поJIученных с помощью

активатора свертывания крови (в комплексе с раздеJIяющим гелем или без

него), моryт храниться до анаJIиза не более трех суток при температуре (2-8) "С.
,,Щопускается хранение образцов в замороженном состоянии при температуре
ниже минус 20 ОС в течение трех месяцев, при температуре минус 70 ОС в
течение двух лет. Не использовать сыворотки, которые
замораживалисьфазморажив€tлись более двух раз.

б.2 Размораживание образцов сывороток проводить при температуре (18-

25) "С. Образцы тщательно перемешать пипетированием в течение не менее 1

мин для достижениrI однородности.
6.3 Образцы, содержащие агрегаты и осадок, перед анаJIизом осветляют

центрифугированием в течение 10 мин при 1900 g (2500-3000 обlмин).
6.4 Исследуемые образцы сыворотки крови следует проверять на

остаточную активность радиоЕуклидов, если обследуемому лицу до отбора
крови вводили радиоактивные препараты.

7 ПОДГОТОВКА РЕАГЕНТОВ
7.I Перед использованием выдержать компоненты набора и

анализируемые образцы сывороток крови при температуре (18-25) ОС в ТеЧеНИе

30 мин.
7.2 Хранение реагентов после вскрытия упаковки
Флаконы с реагентами заIФывать крышками срtr}у после исполъзОВаЕИЯ,

предупреждая их контаминацию.
В ходе Е}н€Lлиза допускается хр€лнение реагентов в течение 8 Ч ПРИ

температуре (18-25) ОС в защищенном от света месте.
Все неиспользованные компоненты набора хранить в плотно закрытой

первичной упаковке при температуре (2-8) ос в защищенном от света месте в

течение всего срока годности.
7.3 Во флакон, содержащий лиофилизованную контрольную сывороткУ,

внести 0,5 мл дистиллированной воды. Через 10 мин осторожно перемешать

содержимое флакона, избегая образования пены. При вскрытии и растворении
необходимо следить, чтобы на колпачке не ост€tлось сухого вещества.

РаствоР контролЬной сывОроткИ можеТ храниться при температуре (2-8)
ОС в течение всего срока годности набора.

8 ПРОВЕШНИЕ АНАЛИЗА
8.1 Пробирки полистирольные с иммобилизованным авидином

маркировать следующим образом (в дубликатах):
Во-В+ - дJIя калибровочных проб Т+-свободного;
Вкс - для КС;
вх - для исследуемых проб сыворотки крови человека.
Б.8.2 В пробирки Во-В+ ВНеСТи по 0,025 мл (25 мкл) соответствующих

калибровочных проб. В пробирки Вкс внести по 0,025 мл (25 мкл) контрольной
сыворотки. В пробирки В1 ВНОСти по 0,025 (25 мкл) иссдедуемых сывороток

крови человека.
4





8.3 Во все пробирки внести по 0,1 мл (100 мкл) лиганда.
8.4 Во все пробирки внести по 0,4 мл (400 мкл) [125I]-моноклон€lльных

антител к Т+.

8.5 Содержимое пробирок инкубировать в течение 1,5 ч при постоянном
встряхивании (не менее 350 встряхиваний/мин) на приборе для встряхивания
пробирок при температуре (18-25) "С.

8.6 Пос,цо окоIJчанI,Iя инк),ба.ч,ии тIцательн0 удалгIить из всех пробирок
жидкость с помоIIdI)ю Rодоструйllого насоса.

8.7 Все пробирки поместить в гамма-счетчик и измерить скорость счета
["'I] " 

кажiдоI"r пробlлрке в тет{ение ] п,rин

В.8 Послеловательность операций анаJIиза приведена в таблице 1.

Таблltrlа 1

9 РАСЧЕТЫ Иi ГРАФИЧЕСКИЕ ПОСТРОЕНI,Ш
9.1 Найти средние арифметические значения скороотей счета [125I] для

каждой пары пробирок, в имп/мин.
9.2 Раос.Iитеть Rеличин), (Ei/Bo)x100, в процентах, для каждоЙ

калиброво.tlтой ппобы, контропьтrоli илI{ иос.педцrемой сыворотки крови
человека, где Bi -- среднее арифметическое значение скорости счета ["'I] u
пробирк,еу" Br Вq, ,Чкс lr Вх.

9.З -_[Iостроитт, Iсаплtброво.tltъ,lт1 гре.фик в по,ltулогарифrчIич,эских
коордr,iнrtта_{, с,:}l;I:lliъ,Iвая ъiа oc] i ординат (линейная) значения (Bi/Bo)x100, в

процеi..тах' ;r,l. по ocTt абсlIисс (.l,сгарлttРпли.lеr:.кея) -- значения концентрацрIй Т+-

свободl*огс, в пмолL/.п, в соответствlzIс,щIсх кал.rаброЕочtr{Irlх проба>,,.

9"4 СпролелитI-: по калlтбlэовочному графику солержание анти-ТПО, в
МЕ/мл, в КС II r4с().{ед),еА,Iых образцах сыворOтки крови человека.

1 0 АнА лI4тиLIЕскIш х А р,А,ктЕри с,тчл< !д FIАБорА
1 0.1 IIyBcTBlTTeJTbHocTb

Мrанrlме.пгэtl?.я KoFIIIeTITpaIIILýI Т+-свобсдного" опрелеляемая с помощью
набора, 0o(;T,ftB.п.IieT IгIе бо,цее 0.4 пмопт,/.п,

10"2 СуеIIpIфичlность
}Донокпональные антитела, испопьзуе]vlые в наборе, обладают высокой

специfi I1чII{),),iь,].() л, Т,,"

Про-
бирки
(в дуб-
IIика-
гах)

Последовате.ттьность о и
Калибровочн,ые пробы,

КС и иоследуемые
сыворотки крови

человека, мл
Лиганд мл

[125I]-MoHo-

клонаIьные

антитела к Т+,

МrЛ

Инкубировать
1,5 ч при
постоянном
встряхивании
ГIРИ Te]vIПePaTYPe
(1 8-25)ос

Тщательно
удалить из всех
пробирок
жидкость с
помощью
водоструйного
насоса

Во-В+ 0.025 0"1 0"4

Вкс 0.025 0.1 0.4

х n п?ý
2)v.-1, 0,1 0.4

стrета Г'"I] u каждой пробирке в течениеj 1 миr*

ПерlекllестIгIзlI реакIцrя со структурными ан€LIIогами тироксина оченЬ M€Llla.





При выполнении анЕшIиза возможна интерференция гетерофильными

антителами в пробе пациента. У пациентов, имеющих постоянный контакт с

животными или проходивших иммунотерапию или диагностические
процедуры с использованием иммуноглобулинов или их фрагментов, моryт
вырабатываться антитела (т.е.НАМА), которые влиrIют на резулътат иммунного

аншIиза. Влияние этих антител может привести к поJryчению ошибочных

результатов. Тщательно проверяйте результаты анаllизов пациентов с

подозрением на наJIичие этих антител.

10.З Воспроизводимостъ результатов
коэффичиент вариации результатов определений (n:10) концентрации

тц-свободного в образцах сыворотки крови с низким, средним и высоким

содержанием кортизола не превышает 8 О/о.

10.4 КлиническаrI проверка набора
При кJIинических испытаниях набора диапазон концентраций Тг

свободного в сыворотке крови 198 здоровых лиц составил (11,5-23,0) пмоль/л.

приведенные значения являются ориентировочными. Рекомендуется в

каждой лаборатории установить собственные уровни Т+-свободного,

соответствующие норм€rльным.
Результаты определения должны быть интерпретированы в свете общей

клинической картины пациента, включzlя анамнез, данных других тестов и иной

подходящей информации.

11 условиJI хрАнЕниrI и примЕшниrI нАБорА
11.1 Набор должен храниться при температуре (2-8) оС в течение всего

срока годности набора.
11.2 Срок годности набора - 60 суток.
1 1.3 Определение концентрации Т+-свобордного с помощью набора риА_

т+-свободный проводят в сыворотке крови человека,

Образцы сыворотки крови хранят при температуре (2-8) ОС, если анализ

проводят в течение 24 ч после взятия крови. Образцы сыворотки крови можно

хранитъ при температуре не менее минус 20 ос в течение более длительного

времени - не более 3 месяцев (догryскается только двукратное замораживание

и размораживание образцов). Размораживание образцов проводят при

комнатной температуре.
||.4 Исследуемые образцы сыворотки или плазмы крови следует

проверять на остаточIтую активность радионуклидов, если обследуеМОIчry лИЦУ

до отбора крови вводили радиоактивные препараты,

11.5 .щля отбора и добавления компонентов рекомен,ryется использовать

поJryавтоматические пипетки со сменными наконечниками, аттестованные на

точность по значению средней дозы и воспроизводимость результатов
пипетирования.

11.6 Для поJryчения
соблюдение инструкции по
проведение анапиза.

надежных результатов необходимо строгое

применению набора и кваrrифицированное
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