
УТВЕРЖДАЮ
Заместитель министра

инструкция
ПО ПРИМЕНЕНИЮ НАБОРА РЕАГЕНТОВ

ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ СВ ОБОДНОГО ТИРОКСИНА
В СЫВОРОТКЕ КРОВИ ЧЕЛОВЕКА

МЕТОДОМ ИММУНОФЕРМЕНТНОГО АНАЛИЗА

ТироидИФА-свободный-Та
Комплект 1

СП ООО "Фармлэнд",
Генеральный директор

.Голынников
2007 г.

Здравоо

rý
<rlol

ё
Ё^ЁJж'al;

*##ж/,
а_-т6

2008



ТuроuDИФА-свобоdньtй-Та Комплекm 1

1 Назначение набора

_ 1,1 Набор предн€вначен для количественного определения концентрации сво-
бодного тироксина в сыворотке крови человека "in vitro" методом твердофазного
иммУно ф ерментного аныIиза.

t,2 Тироксин (Т+) - тироидный гормон с молекулярным весом 777 Ща. Ти-
роксин является одним из гормонов, синтезируемых щитовидной железой. Количе-
ственное определение уровня тироксина в крови имеет диагностическое значение
при оценке функционаJIьного состо яния щитовидной железы. В сыворотке крови
тироксин в основном находится в связанном состоянии. основныrй тироксин-
связывающими белками сыворотки являются: тироксин-связывающий глобулин(тсг), тироксиН-связывающиЙ преальбумин (тсIIА) и альбумин. Концентрация
гормона, не связанного с белками (свободный Та), очень мала 

- 
приблизительно

0,03 Уо от концентрации общего циркулирующего гормона. Считается, что биологи-
чески активным является именно свободный гормон.

концентрация свободного Та не зависит от уровня связывающих белков и ос-
тается в пределах нормы как при повышенных (врожденная патология, беремен-
ность' использование ор€шьных эстрогенов и контрацептивов), так и ,rр" rо""жен-
ных уровнях Тсг (врожденная патология, использование андрогенов или с€tлицила-
тов, почечн€ш недостаточность), а также в случае понижения связывающей способ-
ности белков (исполъзование салицилатов). Таким образом, уровень свободного Та
отражает истинный тироидный статус. Его концентрацияпревышает уровень нормы
при гиперфункции щитовидной железы или в резулътате употребленй препаратов,
содержащих тироксин. Уровень свободного Т4 

"urод"ra" 
ниже нормы при гипо-

функции щитовидной железы.

2 Характеристика и принцип работы набора
2,1 Набор рассчитан на проведение ан€lлиза в дубликатах 40 неизвестных,

6 калибровочных проб, одной пробы контрольной сыворьrпr и одной пробы для из-
мерения значения оптической плотности (оп) раствора тN4Б). Всего - Об о.rределе-
ний при использовании всех стрипов одновременно.

Набор рассчитанна 4 постановки иммуноферментного ан€Lлиза: 1 постановка -3 стрипа (24 лунки).
2,2 Набор позволяет определять концентрацию свободного Та В Сыворотке

крови человека в диапазоне от 1,5 до 100 пмоль/л.
2.3 Продолжительность анализа составляет 1 ч 15 мин.
2,4 ПриНцип рабОты набоРа. В лунках, при добавлении исслеДуемого образца

и конъюгата тироксин-пероксидаза, во время инкубации устанавливается равнове-сие между конъюгатом и свободным Та сыворотки крови за связывание с антитела-
ми, иммобилизованными на внутренней поверхности лунок. При удалении содер-
жимого из лунок происходит р€вделение свободного и связанного антителами
конъюгата тироксин-пероксидаза, причем количество связанного антителами конъ-
югата обратно пропорцион€tлъно количеству свободного Т+ в образце сыворотки
крови.

Во время инкубации с ТМБ происхоДит окрашивание раствора в лунках. Сте-
пенъ окраски прямо пропорцион€UIьна количеству связанного антителами конъюгата
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тироксин-пероксидаза. После измерения оптической плотности раствора в лунках на
основанИи калибРовочногО графика рассчитЫваетсЯ концентРациЯ свободнОГО Та В
исследуемых образцах.

2.5 с

3 Меры предосторожности при работе с набором
3.1 Все компоненты набора в используемых конценц)ациях являются неток-

сичнымИ. ОднакО работа со всемИ исследуемымИ образцаМи сывороток (плазмы),
которые следуеТ рассматриватЬ как потенциЕtльно инфицированные, способные со-
хранять и передавать Виl[, вирус гепатита В или любой другой возбудитель вирус-
ной инфекции, с отработанными растворами и жидкостями, р€}зличным оборудова-
нием, которое может бытъ загрязнено в процессе анализа, требует определенных
мер безопасности при исполъзовании набора:

- работу необходимо проводить в специЕlльно оборудованном помещении;
- работать необходимо с применением средств индивидуальной защиты и с

соблюдением мер предосторожности в соотвеТствии с требованиями [1], [2];

остав н
наименование компонента количество

Иммуносорбент 1 комплект
Калибровочная проба С9* 1 флакон; 0,5 мл или

1 флакон, лиофилизованный препарат
Калибровочная проба Сlt 1 флакон; 0,5 мл или

1 флакон, лиофилизованный препарат
Калибровочная проба С2* 1 флакон; 0,5 мл или

1 флакон, лиофилизованный препарат
Калибровочная проба Сз* 1 флакон; 0,5 мл или

! ]fuTaKoH, лиофилизованный препарат
Калибровочная проба Са* 1 флакон; 0,5 мл или

1 флакон, лиофилизованный препарат
Калибровочная проба С5* 1 флакон; 0,5 мл или

1 флакон, лиофилизованный препарат
Контрольная сыворотка 1 флакон; 0,5 мл или

1 флакgн, лиофилизованный препарат
Конъюгат тироксин-пероксидаза
(Конъюгат Р)

1 флакон; мл18

Концентрированный буферный раствор
для цромыкlншI rryHoK @уфрrъй расгвор Р)

1 флакон; I4 мл

Раствор тетраметилбензидина
(раствор ТIИБ)

1 флакон, 14 мл

Стоп-реагент 1 флакон; 14 мл
Закрывающийся пакет из полиэтилено-
вой пленки

l пакет

*Значения концентрации
кетках флаконов.

свободного Та в коJIибровочных пробах указаны на эти-

_ в случае пролива сыворотки крови на рабочие поверхности, необходимо про-
водить дезинфекцию в соответствии с требованиями [3].
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3.2 СТОП-Реагент, представляющий собой 1Н раствор соляной кислоты, обла_
дает рilздражающим действием. При попадании на кожу и слизистые немедленно
промыть большим копичеством воды.

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

3.4 Все лица, занятые при производстве наборов, должны проходить обяза-
тепьный медицинский осмотр в соответствии с требованиями |4J.

3.5 Утилизация медицинских отходов иlилти неисполъзованных наборов с ис-
текшим сроком годности должна производиться в соответствии с требованиями [5].

4 Правила работы с набором
4.1, !ля исключения ложных результатов исследуемые образцы необходимо

готовить и хранить в условиях, предотвращающих бактери€tльный пророст. Необхо-
димо осветлять образцы сывороток, содержащие агрегированные компоненты сыво-
РОТКИ ИЛИ ОСаДок, при помощи центрифугирования. Образцы сывороток хранят при
температуре (2-8)"С в течение 48 ч. ,Щопускается замораживание образцов (жела-
тельно до температуры не менее минус 20"с). Избегать повторных циклов замора-
живания-размораживания Каждый образец сыворотки, а также реагенты набора не-
обходимо отбирать отдельным наконечником.

Необходимо помнить, что образцы с гемолизом, гиперлипидемией, бактери-
€tЛЬНЫМ ПРОростом, содержащие азид натрия, а также длительно хранившиеся без
замораживания не пригодны для ан€Lлиза.

надежность результатов зависит от выполнения следующих правил:
- не допускается использование набора после окончания срока годности, а

также смешивание компонентов наборов р€lзных серий;
- для приготовления каждого реагента должна использоваться отдельная ем-

кость;
_ вся используемая для приготовления реагентов посуда должна быть тща-

тельно вымыта и сполоснута дистиллированной водой;
- необходимо обратить внимание на тщательное перемешивание реагентов;
- Не ДОПУскается подсыхание лунок на всех этапах постановки ИФД;
- необходимо исполъзоватъ пипетки полуавтоматические со сменными нако-

нечниками, аттестованные по значению средней дозы и сходимости результатов пи-
петирования (погрешность не более 3%);

- во время проведения анализа следует избегать попадания прямых солнечньrх
луlей на рабочую поверхность.

4.2 ПрИ вскрытии и растворении лиофилизованных компонентов необходимо
следить, чтобы на крышке и стенках флаконов не остав€Lлось сухого вещества.

4.3 При использовании набора для проведения нескольких независимых се-
рий анализов необходимо иметь в виду, что для каждого независимого эксперимен-
та необходимо построение новой калибровочной кривой и рекомендуется определе-
ние концентрации свободного Та в контрольной сыворотке.

5 Оборудование и материалы, необходимые для проведения анализа
5.1 Фотометр типа <Multiskan) для измерения оптической плотности или ана-

логичный ему;
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- ТеРМОСТаТируемыЙ шеЙкер типа (iEMS Incubator/Shaken, позволяющий про_
ИЗВОДИТЬ ВСТРяхиВание со скоростью (500-800) обlмин при температуре 37 ОС или
аналогичный ему;

- ПОЛУ- ИЛИ аВТОМаТиЧеское устроЙство для промывания планшетов (вошер);
- Пипетки одноканальные автоматические со сменными наконечниками, по_

зволяющие отбирать объемы жидкости от 0,005 до 5,0 мл (от 5 до 5000 мкл);
- ПИПеТКи 8-ми канальные автоматические со сменными наконечниками, по_

зволяющие отбирать объемы жидкости до 0,3 мл (до 300 *кл);
- мерный цилиндр вместимостью 500 мл;
- ванночки для реагентов или чашки Петри (диаметр 100 мм);
- вата медицинская ги|роскопическая;
- бумага фильтров€шъная;
- перчатки резиновые хирургические;
- раствор с объемной долей этилового спирта 70%;
- раствор с массовой долей перекиси водорода б %;
_ вода дистиллированная;
- контейнер для сбора твердых отходов;
- контейнер для слива жидких отходов.

б Подготовка к проведению анализа
б.1 Набор реагентов перед проведением ан€Lлиза извлечь из холодильника, от-

и выдержать компоненты набора при температуре

ВСе образцы сывороток и реагенты перед проведением анапиза тщательно пе_
ремешать.

крыть крышку коробки .

(18-25)" С в течение 30 мин.

б.2 ПОдгоТоВка растворов калибровочных проб и контрольной сьIвOроIки
Щля восстановления лиофилизованных к€Lлибровочных проб и контрольной

СЫВОРОТки перед вскрытием флаконов легким постукиванием стряхнуть частицы,
ПРИЛИПШИе К СТеНкам флаконов или пробкам. Открыть флаконы и положить пробки
пеРеВернутыми на сухую поверхность. В каждый флакон с калибровочной пробой и
контрольной сывороткой внести по 0,5 мл дистиллированной воды. Флаконы за-
КРыТЬ пробками, выдержатъ в течение 10 мин при температуре (18-25)" С и аккурат-
но накJIоняя и вращая флаконы, перемешать их содержимое до полного растворе-
ния, избегая образования пены. В течение следующих 10 мин выдержать флаконы
при температуре (18-25)" С, периодически перемешивая их содержимое.

ЖИдкие калибр о вочные пробы и контр ольная сывор отка гOювы к испоJIк!окlнию.
РаСТВОреНные калибровочные пробы и контрольную сыворотку, а также

ВСКРЫТЫе флаконы с жидкими калибровочными пробами и контрольной сывороткой
можно хранить при температуре (2-8)" С не более 1 месяца.

б.3 ПРиготовление буферного раствора для промывания лунок
иммуносорбента

В Мерный цилиндр вместимостью 500 мл внести содержимое флакона с бу-
феРНЫм раствором Р, затем добавить дистиллированной воды до метки 280 мл и ак_
куратно перемешать раствор, избегая образования пены.

5
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В случае использования одного или несколько стрипов содержимое флакона с
буферным раствором Р интенсивно встряхнуть в течение (20_30) с, отобрать необхо-
димое количество буферного раствором Р в мерный стакан или цилиндр и развести
его дистиллированной водой в 20 раз.

прuмер - В мерньlй цалuнdр внесmu 5 мл буферноzо расmвора Р ч 95 мл
d uсm шlл ар о в анн о й в о d bl, п ер ем е ш аmь р асmв ор, uз б е zая о б р аз о в ан uя пен ы.

Раствор можно хранить закрытым при температуре (2-s) оС не более 5 суток.
Неиспользованный буферный раствор Р можно хранить в закрытом флаконе

при температуре (2-8) ОС в течение срока годности набора"

6.4 Подготовка иммуносорбента
Открыть пакет и установить на рамку необходимое количество стрипов. Ос-

тавшиеся стрипы поместить в фирменный пакет с этикеткой, который затем вло-
житъ в закрывающийся пакет из полиэтиленовой пленки. Стрипы можно хранить в
пакете с герметично закрытым замком при температуре (2-8) оС не более 1 месяца.

б.5 Подготовка конъюгата Е и раствора ТМБ
Конъюгат Е и раствор тмБ готовы к использованию. После вскрытия флако-

новрастворы можно хранить при температуре (2-8)'С не более 1 месяца.
б.б Подготовка стоп-реагента
стоп-реагент готов к использованию. После вскрытия флакона раствор можно

хранить при температуре (2-8)" С в течение всего срока годности.

7 Требования к промыванию планшета
7.1,щля промывания планшета рекомендуется использовать автоматический

или полуавтоматический промыватель - вошер; в случае отсутствия вошера можно
промывать лунки 8-канальной пипеткой;

- на всех этапах промывания необходимо контролировать заполнение всех лу-
нок и полное удаление (аспирацию) жидкости из них;

- необходимо при каждом промывании все лунки заполнить раствором до кра-
ев (0,30-0,35 мл в лунку), без переполнения и перетеканияжидкости из соседних лу-
НОК, ВСТРЯХНУТЬ ПЛанШет на шеЙкере в течение (5-10) о с последующим декантиро_
ванием;

- При Каждом декантировании тщательно уд€tпятъ остатки жидкости из лунок
постукиванием рамкой со стрипами в перевернутом положении по сложенной в не-
СКОЛЬКО Раз фильтровztлъноЙ бумаге, положенноЙ на лист полиэтилена;

_ некачественное промывание планшета приводит к полrIению некорректных
результатов.

8 Проведение анализа
8.1 Составитъ протокол маркировки лунок в соответствии с рисунком 1. Лун-

ки маркировать следующим образом:
- А1, А2 - <<Т>> для раствора ТМБ;
- В1, В2 - для к€tлибровочной пробы С9;
- С1, С2 - для к€tлибровочной пробы С1;
- D1, DZ - для кЕtлибровочной пробы С2;

6

- Е1, Е2 - для к€tлибровочной пробы Сз;
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- F1, F2 - для капибровочной пробы Са;
- G1, G2 - для к€lлибровочной пробы С5;
- Н1, Ю - для контрольной сыворотки (КС);
- А3,В3 - .... 

-для 
образцов исследуемых сывороток крови человекам1 -....

8.2 Внести в дубликатах в соответствующие лунки по 0,02 мл (20 мкл) ка-
либровоЧных прОб и конТрольноЙ сыворотКи, в осТавшиеся лунки - по 0,02 мл

1 2
лl
J 4 э 6 7 8 9 10 11 12

А т т Jф1

в Со Со J\b1

с Cl Cr Ns2

D С2 С2 J\ъ2

Е Сз Сз J\ъз

F Са Са Jфз

G С5 С5 J\ъ4

н кс кс ]ф4

Рисунок 1

(20 мкп) проб исследуемых образцов сывороток крови.
внuманuеl Общее время внесения калибровочных проб, контрольной сыво-

роткИ и проб исследуемых образцоВ сыворотКи кровИ не должны превышать 15 мин,
ИНаЧе ВРеМЯ ИНКУбациИ р€lзных образцов будет значительно рЕtзличаться, что приве_
дет к неправильным резулътатам!

8.3 Внести во все лунки, кроме лунок А1 и А2, по 0,15 мл (150 мкл) конъю-
гата Е.

8.4 Инкубировать планшет на термостатируемом шейкере при температуре
37освтечениеlч.

8.5 Удалить содержимое лунок с помощью промывателя, затем промыть лун_ 
l

ки планшета буферным раствором для промывания лунок иммуносорбента (п 6.3) 
l

четыре раза.
8.б Внести немеДленно во все лунки по 0,1 мл (100 мкл) раствора тмБ и ин-

кубировать планшет в защищенном от света месте при темпераryре (18-25)О С в
течение 15 мин.

8.7 остановИть реакЦию путеМ внесениЯ во все лунки планшета по 0,1мл
(100 мкЛ) стоп-реагента. Гhrаншет встряхнуть на шейкере в течение (1-2) мин.

8.8 Не позже чем через 1 мин после остановки реакции, определить оп в
лунках в одноволновом режиме при длине волны 450 нм против воздуха.

в слуrае невозможности по техническим причинам своевременно измеритъ
оп растворов в лунках на фотомотро, планшет можно хранить при температуре
(2-8)'С не более 20 мин.

8.9 Схема анализа приведена в таблице 1.

7



- UxeMa п ия анализа

Стадия анализа и реагенты

номер пары лунок в соответствии с протоколом маркировки

лунок по п 8.1

1 2 J 4 5 6 7 8 9-48

КП С9, МКЛ 20

КП С1, МКЛ 20

КП С2, МКЛ 20

КП Сз, МКЛ 20

КП Са, МКЛ 20

КП С5, МКЛ 20

КС, мкл 20

Су, МКЛ 20
Конъюгат Е, мкл 150 150 150 150 150 150 150 150

Инкубация J\Ъ1 З7О С, термостатируемый шойкер, 1 ч

4-кратная промывка: промы-

вочныЙ буферныЙ раствор, мкл

Щх

300

4х

з00

4х

300

Щх

300

4х

300

Щх

300

4х

300

4х

300

Щх

300

Раствор ТМБ, мкл 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Инкубация )Ф2 (18-25)" С, 15 мин, заrт\ищенное от света место

Стоп-реагент, мкл 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Перемешивание (18-25)" С, шейкер, (1-2) мин
Измерение ОП растворов в луII-

ках стрипов

Спектрофотометр, 450 нм

Расчет результатов Ка;lькулятор и масштабная бумага

либо соответствующаlI компьютернм прогрtlп{ма

Примечания 

-

1 КП -калибровочная проба;
2 КС - контрольная сыворотка;
3 Сх - аналиЗируемые пробы.

Тuроud ИФА-св о б оdньtй-Т а Кол,tплекm ]

Таблица 1 - Схе

9 Обработка результатов анализа
9.L Если программа фотометра позволяет вычитать величину оП в лунках Д1

и А2 из значений оП всех ост€lJIьных лунок, то дJIя д€tпьнейших расчетов необходи-
мо использоватъ формулу Вво х 100% для каждой калибровочной или исследуемой
пробы, где В - среднее арифметическое значение Оп растворов в лунках, содержа-
щих к€tлибровочные или исследуемые пробы, ОЕ; Вб _ СРе.щнее арифметическое зна-
чение ОП растВороВ в лункаХ, содержащих к€lлИбровочнУю пробУ С9, ОЕ.
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Tupoud ИФД-св об оdньtй-Т а Кол,tплекm ]
Если програмМа фотометра не позволяет вычитатъ велшIину ОП лунок д1 иА2, то необходимо использовать формулу (B-BT/(Bo-Brl - iоои, где Вr. - среднее

арифметическое значение Оп растворов в лунках А1 и дi, ов.
9.2 Рассчитать величину В/В6, .rроц.rr, для каждой пары лунок, содержащихкалибровочные пробы, контрольную сыворотку, пробы 

"".rrЪду.мых 
обр€вцов сы-вороток крови.

9,3 В координатах <logit-log) построитъ к€Lлибровочный график зависимостиВВо, процент, от концентрации с"ободнЪго Та в калибровочных пробах, пмоль/л,ОТКЛаДЫВаЯ На ОСИ ОРДИНаТ ЗНаЧеНИЯ ВВО, ПРОЦеНТ, а ПО ОСИ абсцисс - значенияконцентраций свободного Т4, пмолъ/л, 
" 

aоо.rarствующих калибровочных.rроОu,.9,4 ОпределИть пО калиброВочномУ графикУ концентрациЮ свободного Т4 впробах исследуемых образцов сывороток крови, пмоль/л.

10 Аналитические характеристики набора
10.1 Специфичность. Перекрестная реакция антител

тироидами приведена в таблпце 2.

Таблица 2

l0,2 Коэфф_ициент вариации результатов определения свободного Тс Водном и том же образце сыворотки крови с использованием набора <ТироидИФД-
свободный-Тa> не превы-uе, 8%.

10,3 Чувствительность. Минимальная достоверно определяемая наборомконцентрация свободного Та В СЫВоротке крови человека не превышает 1,0 пмоль/л.
10,4 Клиническая провер*u. Содержание свободно.о'iо измеряли в сыворот-ке крови, взятой с 9 до I1 часов у 20О здоровых лиц в возрасте 18_4Ъ лет. .Щиапазонизмеренных концентраций составил (10,0_23,2) пмоль/л. 5тот диапазон может бытъиспользован в качестве ориентировочного показателя нормы.
10,5 Рекомендуется в каждой лаборатории при исполъзовании набора уточ-нитЬ значения концентраций свободного Т4, пмоль/л, соответствующие норм€1ль-ным.

11 Форма выпуска набора
11.1 Набор выпускается в двух вариантах комплектации:l комплект 1 - проведение анализа ручным способом. Набор рассчитан напроведение аналИза в дубликатах 40 неизвестных, б калибровочных проб, однойпробы контрольной сыворотки и одной пробы для измерения значения ОП раствора

IР; lХ1":_Ол1"_'::"Та 
4 постановки ИФА: 1 постановка - з стрипа (24 лryнки).Всего - 96 определений;

2 комплект 2 - для проведения анаIIиза на автоматическом анализаторе от-крытого типа, Набор рассчитан на проведение ан€Lлиза в монопликатах 88 неизвест-

к тироксину с другими

тироид Пепекпестняя пеят.тттлв о/^

L-Тироксин
L-Трийодтиронин
L-Дийодтирозин

l00,000
8,000
0,001

l0.2
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ных, б калибровочных проб, одной пробы контролъной сыворотки и одной пробы
для измерения значения Оп раствора ТмБ. Набор рассчитан 

"ъ 
б ,rо.rановок имму-ноферментного анализа: 1 постановка - 2 стрипа (16 лунок). Всего - gб определе-ний.

12 Ус.повия хранения и применения набора
l2,1 Хранение набора должно производиться в чистом, защищенном от влагии света помещеЕии при температуре (2-8)'С в течение всего срока годности. .Щопус-кается хранение набора при температуре до 25О С не более 5 суток.

запрещается замораживать компоненты набора. 

J

|2,2 .Щля получения надежных резулътurо" Ъ"обходимо строгое соблюдениеинструкции по применению набора.
12.3 Срок годности набора - 12 месяцев.
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1 Назначение набора
1.1 Набор предназначен для количественного определения концентрации сво-

бодного тироксина в сыворотке крови человека "in vitro" методом твердофазного
иммуно ф ерментного анаJIиза.

1.2 Тироксин (То) - тироидный гормон с молекулярным весом 777 Ща. Ти-
роксин является одним из гормонов, синтезируемых щитовидной железой. Количе-
ственное определение уровня тироксина в крови имеет диагностическое значение
при оценке функционаJIьного состояния щитовидной железы. В сыворотке крови
тироксин в основном находится в связанном состоянии. основными тироксин-
связывающими белками сыворотки являются: тироксин-связывающий глобулин
(ТСГ), тироксин-связывающий преальбумин (ТСIIА) и алъбумин. Концентрация
ГОРМОНа, не связанного с белками (свободный Та), очень маJIа 

- 
приблизительно

0,03 Уо ОТ КОНЦеНтрации общего циркулирующего гормона. Считается, что биологи-
чески активным является именно свободный гормон.

концентрация свободного Та не зависит от уровня связывающих белков и ос_
тается в пределах нормы как при повышенных (врожденная патология, беремен-
НОСТЬ, исполъзование ор€LJIьных эстрогенов и контрацептивов), так и при понижен_
НЫХ УРОВНях ТСГ (врожденная патология, использование андрогенов или сЕLлицила-
ТОВ, ПОЧеЧНаJI неДостаточность), а также в слгIае понижения связывающеЙ способ_
НОСТи белков (использование с€Lлицилатов). Таким образом, уровень свободного Тц
ОТРаЖаеТ ИСТИнныЙ тироидныЙ статус. Его концентрация превышает уровень нормы
ПРИ ГИПеРфУнкции щитовидноЙ железы или в результате употреблении препаратов,
содержащих тироксин. Уровень свободного Та находится ниже нормы при гипо-
функции щитовидной железы.

2 Характеристика и принцип работы набора
2.1 Набор рассчитан на проведение анапиза в монопликатах 88 неизвестных,

6 КаЛИбРоВочных проб, одной пробы контрольной сыворотки и одной пробы для из_
МерениrI значения оптической плотности (ОП) раствора ТМБ. Всего - 96 определе-
ний при исrтользовании всех стрипов одновременно.

Набор рассчитан на б постановок иммуноферментного анализа: 1 постановка -
2 стрипа (16 лунок).

2,2 НабОР ПоЗВоляет опредеJuIть концентрацию свободного Та в сыворотке
крови человека в диапазоне от 1,5 до 100 пмоль/л.

2.3 Продолжительность анализа составляет 1 ч 15 мин.
2.4 ПРинцип работы набора. В лунках, при добавлении исследуемого образца

И КОнъЮГата тироксин-пероксид€Lза, во время инкубации устанавливается равнове-
сие Между конъюгатом и свободным Та сыворотки крови за связывание с антитела_
ми, иммобилизованными на внутренней поверхности лунок. При удалении содер-
ЖИМОГо иЗ лунок происходит р€вделение свободного и связанного антителами
конъюгата тироксин-пероксид€ва, причем количество связанного антителами конъ_
югата обратно пропорционztльно количеству свободного Т+ в образце сыворотки
крови.

ВО ВРемя инкУбации с ТМБ происходит окрашивание раствора в лунках. Сте_
Пень окраски прямо пропорционЕlльна количеству связанного антителами конъюгата

2
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тироксин-пероксидаза. После измерения оптической плотности раствора в лунках на
основанИи кilJIибРовочногО {рафика рассчитЫваетсЯ концентРациЯ свободнОГО Та В
исследуемых обрi}зцах.

Состав

3 Меры предосторожности при работе с набором
3.1 Все компоненты набора в используемых концентрациrIх являются неток-

сичнымИ. ОднакО работа со всемИ исследуемымИ образцами сывороток (плазмы),
которые спедует рассматриватъ как потенци€tльно инфицированные, способные со-
хранять и передавать ВИlI, вирус гепатита В или любой другой возбудитель вирус-
ной инфекции, с отработанными растворами и жидкостями, р€tзличным оборудова-
НИеМ, КОТОРОе МОЖеТ быть Загрязнено в процессе анализа, требует определенных
мер безопасности при использовании набора:

наименование компонента количество
Иммуносорбент 1 комппект
Калибровочная проба С9* 1 флакон; 0,5 мл или

1 флакон, лиофилизованный препарат
Калибровочная проба С1* 1 флакон; 0,5 мл или

1 флакон, лиофилизованный препарат
Калибровочн€ш проба С2* 2 флакона по 0,5 мл или

? ]furaKoHa, лиофилизованный препарат
Калибровочная проба Сз* 2 флакона по 0,5 мл или

2 флакона, лиофилизованный препарат
Калибровочная проба Са* 1 флакон; 0,5 мл или

1 флакон, лиофилизованный препарат
Калибровочн€и проба С5* 1 флакон; 0,5 мл или

1 флакон, лиофилизованный препарат
Контрольная сыворотка 2 флакона по 0,5 мл или

2 флакона, лиофилизованный препарат
Конъюгат тироксин-пероксидаза
(Конъюгат Е)

1 флакон; мл|4

Концентрированный буферный раствор
для прмыкlнш "гlунок (Буферrъй расгвор Р)

1 флакон; 18 мл

Раствор тетраметилбензидина
(раствор ТМБ)

2 флаконапо 14 мл

Стоп-реагент 1 флакон;24 мл
Многоцелевые пробирки 100 штук
Концентрированный раствор Триала
(Триал)

1 флакон;50 мл

*значения концентрации свободного Та в калибровочных пробах указаны "а 
эrь

кетках флаконов.

- РабОтУ необходимо проводить в специ€Lльно оборудованном помещении;

J
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- работать необходимо с применением средств индивидуальной защиты и с
соблюдением мер предосторожности в соотВетствии с требован иями UJ, [2J;

_ в слrIае пролива сыворотки крови на рабочие поверхности, необходимо про-
водить дезинфекцию в соответствии с требованиями [3].3,2 Стоп-реагент, содержаЩий соляНую кисЛоту, обЛадает р€}здражающим
ДеЙСТВИеМ. ПРИ ПОПаДании на кожу и слизистые немедленно ,por"ri" большим ко-
личеством воды.

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

3,4 Все лица, занятые при производстве наборов, должны проходить обяза-
тельный медицинский осмотр в соответствии с требованиями [4].

3.5 Утилизация медицинских отходов иlили неиспользованных наборов с ис-
текшим сроком годности должна производиться в соответствии с требованиями [5].

4 Правила работы с набором
4.1 ,Щля исключения ложных резулътатов исследуемые образцы необходимо

готовить и хранить в условиях, предотвращающих бактери€IJIьный пророст. Необхо-
димо осветлять образцы сывороток, содержащие агрегированные компоненты сыво-
ротки или осадок, при помощи центрифугирования. Образцы сывороток хранят при
температуре (2-8)' С в течение 48 ч. [опускается замораживание образцов (жела-
тельно до температуры не менее минус 20, с). Избегать повторных циклов замора-
живания-размораживания. Каждый образец сыворотки, а также реагенты набора не-
обходимо отбирать отдельным наконечником.

Необходимо помнитъ, что образцы с гемолизом, гиперлипидемией, бактери-
€tЛЬНЫМ ПРОРОсТом, содержащие азид натрия, а также длительно хранившиеся без
замораживания не пригодны для ан€Lлиза.

надежность результатов зависит от выполнения следующих правил:
- не допускается использование набора после окончания срока годности, а

также смешивание компонентов наборов р€lзных серий;
- для приготовлениrI каждого реагента должна использоваться отдельная ем-

кость;
- вся используемая для приготовления реагентов посуда должна бытъ тща-

тельно вымыта и сполоснута дистиллированной водой;
- необходимо обратитъ внимание на тщательное перемешивание реагентов;
4,2 ПрИ вскрытии и растворении лиофипизованных компонентов необходимо

следитъ, чтобы на крышке и стенках флаконов не оставЕLлось сухого вещества.
4,3 В случае Дробного применения набора необходимо извлечъ калибровоч-

ные пробы и контрольную сыворотку из автоматического анализатора после их вне-
сения в лунки планшета, участвующие в постановке анализа и, плотно закрыв
крышками, убрать в холодильник. Не допускается повторное использование калиб-
ровочных проб и контрольной сыворотки, находившихся на борту ан€Lлизатора в те-
чение всей сессии) вне зависимости от ее длительности. оста-пьные жидкие реагенты
убратЬ в холодилъник сразу по окончании сессии. Эти ограничения обусловлены ес_
тественным испарением жидкостей, приводящим к получению некорректных ре-
зультатов измерения при по следующем использ о вании р еагентов.



Tupoud ИФД-сво б оdньtй-Т а Комплекm 2

4,4 При использовании набора для проведения нескольких независимых се-
рий анализов необходимо иметь в виду, что для каждого независимого эксперимен-
та необходимо построение новой калибровочной кривой и рекомендуется определе-
ние концентрации свободного Т+ в контрольной сыворотке.

5 Оборудование и материалы, необходимые для проведения анализа
5.1 Автоматический иммуноферментный анализатор открытого типа <Alisei>

или анапогичный ему;
- Пипетки однокана.пъные автоматические со сменными наконечниками, по_

ЗВОЛЯЮЩие отбирать объемы жидкости от 0,02 до 1,0 мл (от 20 до 1000плоl)
- мерный цилиндр вместимостъю 500 мл;
- вата медицинская гигроскопическая;
_ перчатки резиновые хирургические;
- раствор с объемной долей этилового спирта 70%;
- раствор с массовой долей перекиси водорода б 0/о;

- вода дистиллированная;
- контейнер для сбора твердых отходов;
- контейнер для слива жидких отходов.

б Подготовка к проведению анализа
б.1 НабОР Реагентов перед проведением анапиза извлечь из холодильника, от-

крыть крышку коробки и выдержать компоненты набора при температуре
(18-25)" С в течение 30 мин.

б.2 ПОДГОТОВка растворов калибровочных проб и контрольной сьIворfiки
.ЩЛЯ ВОССТановления лиофилизованных калибровочных проб и контрольной

сыворотки перед вскрытием флаконов легким постукиванием стряхнуть частицы,
прилипшие к стенкам флаконов или пробкам. открытъ флаконы и положить пробки
перевернутыми на сухую поверхность. В каждый флакон с калибровочной пробой и
контрольной сывороткой внести по 0,5 мл дистиллированной воды. Флаконы за-
крыть пробками, выдержать в течение 20 мин при температуре (18_25)" С и аккурат-
но наклоняя И вращая флаконы, перемешать их содержимое до полного растворе-
ния, избегая образования пены.

жидкие калибровочные пробы и контрольная сыворотка готовы к использова-
нию.

РаСТВОРенНые калибровочные пробы и контрольную сыворотку, а также
вскрытые флаконы с жидкими калибровочными пробами и контрольной сывороткой
можно хранить при температуре (2-8)'С не более 1 месяца.

6.3 ПРИГОтоВЛение буферного раствора для промывания лунок
иммуносорбента

В МеРНЫЙ цилиндр вместимостъю 500 мл внести содержимое флакона с бу_
ферным раствором Р, затем добавить дистиплированной воды до метки 280 мл и ак-
куратно перемешать раствор, избегая образования пены.

РаСТВОР Можно хранить закрытым при температуре (1S-25)" С неболее5суюк

5
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6,4 Приготовление рабочего раствора Триала для промывания
внутренних магистралей и игл автоматического анализатора

В стеклянную колбу вместимостью 6000 мл внести содержимое флакона с рас-
твором Триала, затем добавить 4950 мл дистиллированной водой и аккуратно пере-
мешатъ раствор, избегая образования пены.

Раствор можно хранить закрытым при температуре (18_25)" С небопее5суюк
6.5 Подготовка иммуносорбента
Открыть пакет и установить на рамку необходимое количество стрипов. Ос-

тавшиеся стрипы хранить в пакете с герметично закрытым замком при температуре
(2-8)" С в течение всего срока годности.

6.б Подготовка конъюгата Е и раствора ТМБ
Конъюгат Е и раствор тмБ готовы к использованию. После вскрытия флако-

новрастворы можно хранить при температуре (2-8)" С не более 1 месяца.
6.7 Подготовка стоп-реагента
стоп-реагент готов к использованию. После вскрытия флакона раствор можно

хранить при температуре (2-8)" С в течение всего срока годности.

7 Проведение анализа
7,1 Иммуноферментный анализатор <Alisei>> имеет полностью автоматизиро-

ванный процесс проведенияанализа: внесение реагентов, промывка, инкубирование,
измерение оптической плотности, обработка результатов. Программа определения
концентрации свободного Та введена в памятъ анализатора.

8 Аналитические характеристики набора
8.1 Специфичность. Перекрестная реакция антител к тироксину С другими

тироидами приведена в таблице 1.

Таблица 1,

тироид Перекрестная реакция, О/о

L-Тироксин
L-Трийодтиронин
L-Щийодтирозин

100,000
8,000
0,001

8.2 КоэффициенТ вариации результатов определения свободного Та В О.Щ_

ном и том же образце сыворотки крови с исполъзованием набора <ТироидИФД-
свободный-Тa> не превышает 8Оlо.

8.3 Линейность. Зависимость концентрации свободного Та в образцах сыво-
РОТКИ КРОВи, при разведении их сывороткоЙ крови, не содержащей свободный Тц,
имееТ линейный характер в диапазоне концентраций (1,5_109) пмольlл и составляет
(90_1l0) %.

8.4 Чувствительность. Минимальная достоверно определяемая набором кон-
центрация свободного Та В СЫВоротке крови человека не превышает 1,0 пмоль/л.

8.5 Клиническая проверка. Содержание свободного Та измеряли в сыворот-
ке крови, взятой с 9 до 1 1 часов у 200 здоровых лиц в возрасте 18_45 лет. .Щиап€вон
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ИЗМеРеННЫХ КОНЦенТрациЙ составил (10,0-23,2) пмоль/л. Этот диапазон может быть
использован в качестве ориентировочного показателя нормы.

8.6 Рекомендуется в каждой лаборатории при исполъзовании набора уточнить
значения концентраций свободного Т4, пмоль/л, соответствующие норм€lJIьным.

9 Форма выпуска набора
9.1 Набор выпускается в двух вариантах комплектацииi
1 КОМПлект 1 - проведение ан€Lлиза р)чным способом. Набор рассчитан на

проведеНие ан€rлИза в дубликатаХ 40 неизвестных, б калибровочных проб, одной
пробы контрольной сыворотки и одной пробы для измерения значения ОП раствора
ТМБ. Набор рассчитан на 4 постановки ИФА: 1 постановка - 3 стрипа (24 лунки).
Всего - 96 определений;

2 КОмплект 2 - для проведения анаJIиза на автоматическом ан€шизаторе от-
КРЫТОГО ТИПа. Набор рассчитан на проведение анализа в монопликатах 88 неизвест-
НЫХ, б Калибровочных проб, одной пробы контролъной сыворотки и одной пробы
ДЛЯ ИЗМеРеНИЯ Значения ОП раствора ТМБ. Набор рассчитан на б постановок им_
МУноферментного ан€Lлиза: 1 постановка - 2 стригrа (16 лунок). Всего - 96 опреде_
лений.

10 Условия хранения и применения набора
10.1 ХРанение набора должно производиться в чистом, защищенном от влаги

И СВеТа ПОМеЩеНИИ ПРИ ТемПератУре (2-8)О С в течение всего срока годности. Щопус-
кается хранение набора при температуре до 25о С не более 5 суток.

Запрещается замораживать компоненты набора.
l0.2 f]ля получения надежных результатов необходимо строгое соблюдение

инструкции по применению набора.
10.3 Срок годности набора - 12 месяцев.

7
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