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НАБОРА РЕАГЕНТОВ ДJUI ОIIРЕШJШIМЯ
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МЕТОДОМ ИММУНОРАД4ОМЕТРИЧЕСКОГО АНАЛИЗА

ирмА_Анти-тпо_ст

l НАЗНАЧЕНИЕ НАБОРА

коНцентрации аутоантител к тиреопероксид€ве (анти-ТПО) в сыворотке крови
ЧелоВека методом иммунорадиометрического анализа. Набор предн€вначен для

гормонпродуцирующей системы щитовидной железы. Анти-ТПО это
патологические иммуноглобулины, которые имеют высокое сродство к ТПО и
ПРоДУцируются в организме при аутоиммунных тироидитах. Количественное
определение концентрации анти-ТПО в крови человека необходимо для
Диагностики хронического лимфоматозного тироидита (тироидит Хашимото),
а Также послеродового (скрытого) аутоиммунного тироидита, подострого
ТироиДита, диффузного токсического и эндемического зоба, аденомы и рака
щитовидной железы.

2.1 Состав набора:
- 112511-белок А - жидкий препарат, готов к использованию, 1 флакон,

33 мл, общая активность (90-З00) кБк;
- пробирки полистирольные с иммобилизованным авидином, готовы к

использованию, 100 шт.;
- шесть цалибровочных проб в диапазоне концентраций анти-ТПО (0; 30_

1800) МЕ/мл (точные значения концентраций анти-ТПО ук€tзываются на
этикетках флаконов) - жидкие препараты, готовы к использованию, б флаконов
по 0,5 мл. Калибровочные пробы анти-ТПО откалиброваны относительно
международного стандартного образца J\b б613 87 (NIB SC, Великобритания);

- контрольная сыворотка (КС) - лиофилизованный из объема 0,25 мл
препарат, содержащий известное количество анти-ТПО (диапазон
концентраций анти-ТПО ук€lзывается на этикетке), 1 флакон;

- биотин-ТПО - жидкий препарат, готов к использованию, 2 флакона по
16,5 мл;

- раствор для рЕвведения сывороток (РРС) - жидкий препарат, готов к
использованию, 1 флакон, 100 мл;

- концентрат промывочного раствора (КГР) - жидкий препарат, 1 флакон,
50 мл.

Б.2.2 Набор рассчитан на проведение ан€Lлиза в дубликатах: 4З
неизвестных проб, б капибровочных проб и 1 пробы КС, всего 100 определений.

2.З Продолжительность анализа 3 ч.
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1.1 Набор ИРМА-АНТИ-ТПО-СТ предн€tзначен для определения

ключевой компонент





2.4 Щпапазон определяемых концентраций анти-ТПО (10-1800) МЕ/мл.
2.5 Принцип работы набора основан на методе твердофазного прямого

иммунорадиометрического анаJIиза (IrPMA).
В пробирки, пощрытые авидином, н8 первой стадии вносятся

разбавленные пробы сыворотки крови пациентq контрольн€ш сыворотка или
калибровочные пробы, а затем добавляется биотин-ТПО (биотинилированн€uI
тиреопероксидаза). Анти-ТПО, присутствующие в сыворотке IФови человека,
связываются с биотин-ТПО, образовавшиЙся комплекс биотин-ТПО",анти-
ТПО связывается с иммобилизованным на пробирках авидином.
Неспецифические иммуноглобулины, не вступившие в реакции, удаляются
путем промывки.

На второй стадии в пробирки вносится белок А, меченный йодом-125. В
хОДе последующеЙ инкубации протекает реакция связывания адсорбированных
анти-ТПО с ['2511белком А. Не вступивший в реакцию [l25I]белок А удаляется
путем промывки.

Концентрацию анти-ТПО в исследуемых пробах сыворотки крови
человека определяют по калибровочному графику зависимости активности
связанного ;12511-белка А от концентрации анти-ТПО в калибровочных пробах.

3 МЕРЫ IIРЕДОСТОРОЖЕ{ОСТИ IIРИ РАБОТЕ С НАБОРОМ
З.1 ;12511-белок А является источником мягкого гамма-излучения. Период

поJryраспада изотопа [125I] - б0,1 сут.
При работе с набором следует соблюдать правила работы с

радиоактивными веществами (далее - РВ) согласно требованиям Санитарных
норм и правил <Требования к радиационной безопасности), Гигиенического
норматива <<Критерии оценки радиационного воздействия>), утвержденных
Постановлением Министерства здравоохранения Республики Беларусь от
28.|2.20|2 г. J\b 2|З, с дополнением, утвержденным постановлением
Министерства здравоохранения Ресгryблики Беларусь от З|.12.201З г. Jф 137.

ВНИМАНИЕ! Химическая посуда и оборулование, которые
используются при работе с РВ, должны быть соответствующим образом
маркированы и храниться отдельно.

Запрещается при работе с РВ иметь на рабочем месте постороннее
оборудование и личные вещи.

Категорически запрещается прием пищи, использование косметических
принадлежностей и курение в помещениях, предн€Lзначенных для работы с РВ.

З.2 При работе с набором следует надевать однор€вовые резиновые
перчатки, т.к. данный набор содержит производные крови, которые следует

рассматривать как потенциаJIьно инфицированные, способные сохранять и
передавать гемоконтактные инфекции.

3.3 Работы проводить с соблюдением мер предосторожности в
соответствиис требованиями [2], [3], [4], [5]. В случае пролива сыворотки крови
на рабочие поверхности, необходимо проводить дезинфекцию в соответствии с
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требованиями [6].





З.4 При работе с набором рабочие места должны быть обеспечены
приточно-вытяжной вентиляцией.

З.5 Все радиоактивные отходы, образованные в процессе использования
набора собираются, хранятся и удаJIяются в соответствии с требованиями [8].

4 tIРАВИЛА РАБОТЫ С НАБОРОМ
4.| Для исключения ложных результатов исследуемые образцы

необходимо готовить и хранить в условиях, предотвращающих бактериальный
пророст. Необходимо осветJLять образцы сывороток, содержащие агрегаты или
осадок, при помощи центрифугированиJI. Собранные образцы сывороток
хранят при температуре (2-8) ОС в течение 72 ч.,Щогryскается замораживание
образцов (желательно до температуры ниже миЕус 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, гиперлипидемией,
повышенным содержанием билирубина, бактериальным проростом, а также
длительно хранившиеся без замораживания, не пригодны для ан€шиза.

4.З Надежность результатов зависит от выполнения следующих правил:
- температура в помещении, где проводится ан€uIиз, должна быть

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

а также смешивание компонентов наборов разных оерий;
- не доtryскается использование реагентов с нарушением герметичности

упаковки;
- использовать только новые наконечники дJIя внесения каждого образца

и реагента;
- необходимо постоянно проверять точность дозировки и следить за

рабочим состоянием пипеток и другого оборудования.

5 ОБОРУДОВАНИЕ И МАТЕРИАJЫ
5.1 fuя проведения ан€uIиза необходимо использоватъ

оборудование:
- гамма-счетчик колодезного типа, позвоJIяющий измерять

изотопа ["'I];
- прибор для встряхивания пробирок вибрационного типа;
- вихревой смеситепь;
- водоструйный насос;
_ магнитн€ш мешапка;
- пипетки полуавтоматические одноканапьные со сменными

наконечникаI\dи, позволяющие отбирать объемы жидкостей от 0,02 до 5,00 мл,
аттестованные по значению средней дозы и сходимости результатов
пипетирования (погрешность не более З%);

- пробирки пластмассовые вместимостью (3-5) мл с пробками;
- штатив для пробирок;

следующее

активность

- колба плоскодонн€ш вместимостью 1000 мл;





- цилиндр мерный вместимостью 1000 мл;
- вода дистиллированн€tя или деионизованнаrI;
_ перчатки хирургические резиновые;
- дезинфицирующие средства.

6 ПОДОТОВКА ОБРАЗЦОВ
6.1 Образцы сывороток крови, в том числе поJIученных с помощью

акТиватора свертывания щрови (в комплексе с раздеJIяющим гелем или без
него), моryт храниться до анализа не более трех суток при температуре (2-S) "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
замораживались/р€вмораживались более двух раз.

6.2 Размораживание образцов сывороток проводить при температуре (18-
25) 'С. Образцы тщательно перемешать пипетированием в течение не менее 1

мин для достижения однородности.
6.З Образцы, содержащие агрегаты и осадок, перед анализом осветляют

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

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

7 ПОДОТОВКА РЕАГЕНТОВ
7.| Перед использованием выдержать компоненты набора и

анапизируемые образцы сывороток крови при температуре (18-25) ОС в течение
30 мин.

7.2 Хранение реагентов после вскрытия упаковки
Флаконы с реагентами закрывать крышками ср{ву после использования,

предупреждая их контаминацию.
В ходе анапиза допускается хранение 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 Приготовление промывочного раствора (разведение в 20 раз)
Внести в колбу плоскодонную вместимостью 1000 мл с помощью

мерного цилиндра 950 мл дистиллированной воды, добавить содержимое

флакона с концентратом промывочного раствора и тщательно перемешать на
магнитной мешалке.

Приготовленный промывочный раствор может храниться при
температуре (2-8) ОС в течение всего срока годности набора.

7.4 Во флакон, содержащий лиофилизованную контрольtIую сыворотку,
внести 0,25 мл дистиллированной воды. Через 10 мин осторожно перемешать
содержимое флакона до полного растворения препарата, избегая образования





пены. При вскрытии и растворении необходимо следить, чтобы на колпачке не
остапось сухого вещества.

Раствор контрольной сыворотки может храниться при температуре (2-
8) ОС в течение всего срока годности набора.

7.5 Разведение контрольной сыворотки и исспедуемых проб сыворотки
крови человека

7 .5.| Подготовить пластмассовые пробирки (не из набора) для разведения
контрольной сыворотки и исследуемых проб сыворотки Iqрови человека.

7.5.2 Внести в соответствующие пробирки (на дно пробирок) по 0,025 мл
(25 мкл) раствора контрольной сыворотки или исследуемых проб сыворотки
крови человека.

7.5.З Внести во все пробирки по 1,0 мл (1000 мкл) РРС и перемешать
содержимое пробирок с помощью вихревого смеситеJIя.

РазведеннаrI контрольная сыворотка и исследуемые пробы сыворотки
крови человека моryт храниться при температуре (2-8) ОС в течение 3 сут.

8 IIРОВЕШНИЕ АНАJIИЗА
8.1 Пробирки полистирольные с иммобилизованным авидином

маркировать следующим образом (в дубликатах) :

Bo-Bs - дJIя капибровочных проб анти-ТПО;
Вкс - для КС;
вх - для исследуемых проб сыворотки крови человека.
8.2 В пробирки Bo-Bs внести по 0,025 мл (25 мкл) соответствующих

ка.пибровочных проб. В пробирки Вкс внести по 0,025 мл (25 мкII)
предварительно разведенноЙ по п.7.5 КС. В пробирки Вх внести по 0,025 мл (25
мкл) предварительно разведенных по п.Б.7.5 исследуемых сывороток крови
человека.

8.3 Во все пробирки внести по 0,3 мл (300 мкл) биотин-ТПО.
8.4 Содержимое пробирок инкубировать в течение 1 ч при постоянном

встряхивании (не менее 350 встряхиваний/мин) на приборе для встряхивания
пробирок при температуре (18-25) "С.

8.5 После окончания инкубации тщательно удалить из всех пробирок
жидкость с помощью водоструйного насоса.

8.6 Во все пробирки внести по 2 мл промывочного раствора (п.7.3). Ср.зу
после внесения удалить промывочный раствор из всех пробирок с помощью
водоструйного насоса. Повторить стадию промывки.

8.7 Во все пробирки внести по 0,3 мл (300 мкл) ;l25I1-белка А.
8.8 Содержимое пробирок инкубировать в течение 1 ч при постоянном

встряхивании (не менее 350 встряхиваний в мин) на приборе для встряхивания
пробирок при температуре (1 8-25)'С.

8.9 После окончания инкубации тщательно удалить из всех пробирок
жидкость с помощью водоструйного насоса.
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8.10 Во все пробирки внести ло 2 мл промывочного раствора (Б.7.3).
СРазУ после внесения уд€tлить промывочный раствор из всех пробирок с
помоIцью водоструйного насоса.

После промывки в пробирках не должно оставаться следов красителя.
8.1 1 Все пробирки поместить в гамма-счетчик и измерить скорость счета

["'I] в каждой пробирке в течение 1 мин.

8.12 Последовательность операций анапиза приведена в таблице 1.

Таблица 1 - П

9 РАСЧЕТЫ И ГРАФИtIЕСКИЕ ПОСТРОЕIJйIЯ
9.1 Найти средние арифметические значения скоростей счета [l25I] для

каждой пары пробирок, в имп/мин. Из поJIученных значений скоростей счета
вычесть среднее арифметическое значение скорости счета в пробирках Во.

9.2 Рассчитать величину (Bi-B9)/(Bs-Bo)xl00, в процентах, для каждой
калибровочной пробы, контрольной или исследуемой сыворотки крови
человека, гдо Bi - среднее арифметическое значение скорости счета ["'Ц "пробирках Bt-Bs, Вкс и Вх.

9.З Построить калибровочный график в поJIулогарифмических
координатах, откJIадыв€uI на оси ординат (линейная) значения (Bi-BOY(Bs-
В6)х100, в процентах, а по оси абсцисс (логарифмическая) - значения

ица l -lIоследовательность оп анЕLлиза

Про-
бирки
(вдб
JIиIGь

тас)

Последовательность операций
Ка-тlибровочные пробы,
разведенные КС и
исследуемые сыворотки
крови человека,

мл

тпо

IVIII

Инкуби-
ровать 1 ч
при посто-
янном
встряхи-
вании
при темпе-

ратуре
(1 8-25) ос

Тщательно
удалить из
всех
пробирок
жидкость с
помощью
водоструй-
ного
насоса

Промьг
вочный
раствор

мл

Сразу удчtлить
промывочный
раствор с
помощью
водоструйного
насоса.
Повторить
стадию
промывки.

Bo-Bs 0,025 0,з 2

Вкс 0,025 0,з 2

Вх 0,025 0,з 2

таблицы

Про-
бирки
(вryG
JIик},

таr)

Последовательность операций
Il25I]-белок А,

мл

Инкубировать 1 ч
при постоянном
встряхивании
при температуре
(18-25) ос

Тщательно
удалить из
всех
пробирок
жидкость с
помощью
водоструй-
ного Еасоса

Промы-
вочный
раствор

мл

Сразу
удfIлить
промыRоч-
ный раствор
с помощью
водоструй-
ного насоса.

Bo-Bs 0,з 2

Вкс 0,3 2

Вх 0,3 2

измерить скорость счета [l2'Il в каждой пробирке в течение t мин

концентраций анти-ТПО, в МЕ/мл, в соответствующих калибровочных пробах.





9.4 Определить по калибровочному графику содержание анти_ТПО, в
МЕ/мл, в КС и исследуемых образцах сыворотки крови человека.

пр" определении содержаниJI анти-тпо фактор рt}зведения не
учитывается, так как он учтен при построении калибровочного графика.

9.5 Если концентрация анти-ТПо в исследуемом образце выходит за
пределы калибровочного графика, образец следует р€ввести ррс, входящим в
состав набора.

СЛеДУеТ иМеть в виду, что из-за гетерогенности аутоантител к ТПО
РеЗУЛЬТаТЫ, полученные в разбавленных образцах, моryт не подчиЕrIться
линейной зависимости.

1 0 АItАJIитиtIЕскиЕ хАрАктЕристики нАБорА
10.1 Чувствительность
Минимаlrьн€l"]f, концентрация анти-ТПО, определяем€ш с помощью набора,

составляет не более 10 МЕ/мл.
10.2 Специфичность
Использование высокоочищенной ТПО для биотинилирования

обеспечивает высокую специфичность анЕ}лиза.
При выполнении анапиза возможна интерференция гетерофилъными

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 влияют на результат иммунного
аНаЛИЗа. Влияние этих антител может привести к поJIучению ошибочных
РеЗУЛЬТаТОВ. Тщательно проверяЙте результаты анаJIизов пациентов с
подозрением на наличие этих антител.

10.3 Воспроизводимость результатов
Коэффициент вариации результатов определений (n:10) концентрации

анти-ТПО в образцах сыворотки крови с низким, средним и высоким
содержанием анти-ТПО не цревышает 8 %о.

10.4 Тест на ((открытие)
Соответствие значений измеренной и расчетной концентраций анти-ТПО

В ПРОбе, поrryченноЙ путем смешивания равных объемов контрольной
сыворотки и ка-гlибровочноЙ пробы С+ составляет (85-115)%.

10.5 Клиническ€tЕ проверка набора
При использовании набора ИРМА-АНТИ-ТПО-СТ в 98 0/о сывороток

крови человека концентрация анти-ТПО не превышает 50 МЕ/мл. Значения
концентраций выше 150 МЕ/мл считаются патологическими, пациенты с
реЗультатами в диапазоне (50-150) МЕ/мл нуждаются в динамическом
наблюдении.

Приведенные значения являются ориентировочными. Рекомендуется в
каждой лаборатории уточнить значения концентр ащий анти-ТПО,
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соответствующие норме для обследуемого контингента и региона.





Результаты определения должны быть интерпретированы в свете общей
клинической картины пациента, включ€ш анамнез, данных других тестов и иной
подходящей информации.

11 условиrI хрАнЕниrI и примЕнЕниlI нАБорА
1t.l 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 анти-ТПО с помощью набора ИРМА-

АНТИ-ТПО-СТ проводят в сыворотке крови человека.
Образцы сыворотки крови хранят при температуре (2-8) ОС, если анаJIиз

проводят в течение 24 ч после взятия крови. Образцы сыворотки крови можно
хранить при температуре не менее минус 20 "С в течение более длительного
времени - не более 3 месяцев (догryскается только двукратное замораживание
и р€вмораживание образцов). Размораживание образцов проводят при
комнатной температуре.

11.4 Исследцrемые образцы сыворотки или плЕ}змы IФови следO/ет

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

поJIуавтоматические пипетки со сменными наконечниками, аттестованные на
точность по значению среднеи дозы и воспроизводимость результатов
пипетирования.

1 1.6 Для поJryчения
соблюдение инструкции по
проведение анаJIиза.

11.5 Щля отбора и добавления компонентов рекомендуется использовать

надежных результатов необходимо строгое
применению набора и квапифицированное
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