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1, нАзнАчЕниЕ
1-1. Набор реагентов <<ТироидИФА-ТГ) предназначен

длЯ количественНогО определения тиреоглобулина (ТГ) в сы-
воротке крови человека методом твердофазного иммуно-
ферментного анализа.

1.2. тг - основной белок щитовидной железьl, которьlй
является предшественником тироидных гормонов: тироксина
(Т+) и триЙодтиронина (Тз) - и формоЙ их хранения. он пред-
ставляет собой йодированный гликопротеин с молекулярной
массоЙ 660 цЩа, состоя щиЙ из двух одинаковьlх субъединиц.

Концентрация ТГ в cbIBopoTкe крови зав исит от функцио-
нального состояния щитовидной железы, её массы, нал ичия
и степени воспаления В ней. У здоровьlх людей его уровень
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не превышает 55 нг/мл и может увеличиtsаться почти вдвое
при беременности. После хирургического вмешательства или

лечения радиоактивньlм Йодом концентрация Тг в крови ос-
таётся повьlшенной в течение нескольких недель. В популя-

ции людей, живуц]их в условиях дефицита йода, повышен

средний уровень ТГ в крови (с 1994 г. ТГ является одним из

индикаторов зобной эндемии ВО3).
Основной целью определения уровня ТГ является мони-

торинг больньlх с дифференцированной тироидной карцино-

мой. ,Щинамика концентрации ТГ является маркером для

оценки эффективности лечения, вьlявления возможньlх ре-

цидивов и появления метастазов у пациентов после полной

или частичной тиреоэктомии. Данный показатель не исполь-

зуется для первичной диагностики рака lлитовидной железьI.

3начение концентрации ТГ в крови может служить для

уточне ния диагноза при врождённом гипотиреозе. Повы-

шенный уровень ТГ позволяет дифференцировать подост_

рьlй тиреоидит от медикаментозного тиреотоксикоза, при ко-

тором уровень ТГ не повышается. Увеличение концентрациИ

данного белка предваряет рецидив при отмене супрессивной

терапии у пациентов с болезнью Грейвса.

Определение содержания ТГ иногда бьlвает осложнено
наличием в анализируемой cblBopoтKe аутоантител к нему.

Влияние аутоантител на ход анализа может приводить к

ложнозаниженным результатам. Для уточнения результатоВ

анализа необходимо всегда совмеlлать определение кОнцен-

трации ТГ с определением аутоантител к нему.

Серийньlе измерения ТГ в сыворотке крови при монито_

ринге пациента должньl проводиться одним методом. Ре-
зультаты измерения должны передаваться лечащему врачу с

указанием марки набора. При переходе к другому набору в
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лаборатории должна бьlть проведена клиническая проверка и
сравнение последующего набора с предыдущим.

1.3. Набор кТироидИФА-ТГ) рассчитан на проведение
анали3а в дубликатах 40 неизвестных, б калибровочньlх
проб, одноЙ пробьl контрольной сьlворотки и одной пробьl
для определения оптическоЙ плотностИ раствора тмБ при
использовании всех стрипов одновременно (всего
96 определений).

прчмечанче: в случае 0робноео прuмененuя набор мо-
жеm быmъ uсполъ3ован mолъко 8 mеченuе месяца после
вскрыmчя ком понен mов набора.

2. ХАРАКТЕРИСТИКА НАБОРА
2.1.Принцип действия
В наборе <<ТироидИФА-ТГ) исполЬзоваН (сэндвич)-

вариант твердофазного иммуноферментного анализа. Для
реализации этого варианта использованы два моноклональ-
ных антитела с ра3личной эпитопной специфичностью к Тг.
одно из них иммобилизовано на твердой фазе (внутренняя
поверхностЬ лунок), второе конъюгировано с пероксидазой
хрена. В лунках, при добавлении исследуемого образца и
конъюгата анти-тг-пероксидаза, во время инкуба ции одно-
временно происходит иммобилизация Тг, содержащегося в
исслеДуемоМ образце, и связывание образовавшегося ком_
плекса с конъюгатом.

несвязавшиеся компоненты удаляются промь!вкой. Ко-
личество связавшегося конъюгата прямо пропорционально
количествУ ТГ В исслеДуемоМ образце (Рисунок ,l 

).
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анти-ТГ-пероксидЕва
Планшет

с антителами к Тг

Рисунок {. Схема анализа

Во время инкубации с раствором ТМБ происходит окра-

шивание раствора в лунках. Степень окраски прямо пропор-

циональна концентрации ТГ в анализируемых пробах. После

измерения оптической плотности раствора в лунках на осно-

вании калибровочного графика рассчитьlвается концентрация
ТГ в исследуемых образцах.

2.2. Gостав набора
. комплект из двенадцати восьмилуночньIх стрипов в

рамке с иммобилизованными на внутренней поверхности лу-

нок моноклональными антителами к ТГ, маркирован <<Стрипы

с моноклональньlми антителами к ТГ) - 1 упаковка;
о калибровочные пробьl (КП), aTTecToBaHHble по сер-

тифицированному референсному материалу ТГ BCR
CRM 457, содержащие известньIе количества ТГ. Флаконьl

маркированьl кКалибровочная проба Nq1), <<Калибровочная

проба Nq2), <<Калибровочная проба Nq3), <<Калибровочная

проба Ng4), <<Калибровочная проба Nq5), <<Калибровочная

проба Ne6); точные значения концентраций ТГ в калибровоЧ-

ных пробах указаньI на этикетках флаконов, ориентировоч-
Hble 0; 3; '1 0; 30; 100; 300 нг/мл б флаконов (лиофилизо-
BaHHble препараты или жидкости по 0,5 мл);
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о коНЪюгат анти-ТГ-пероксидаза, маркирован (Конъ_

югат ED - 'l флакон (14 мл);
о водно-солевой раствор для разведения образцов

сыворотки крови, маркирован кБуфер Д) 1 флакон
(3,0 мл);

о концентрированный водно-солевой раствор для
промывки лунок, маркирован кБуфер Р> - 1 флакон (14 мл);

о раствор тетраметилбензидина, маркирован <<рас-
твор ТМБ) - 1 флакон (14 мл);

о стоп-реагент (1 Н соляная кислота), маркирован
кСтоп-реагент)) - 1 флакон (14 мл);

о контрольная сыворотка с известным содержанием
тг, маркирована <<Контрольная cblBopoтKa) 1 флакон
(лиофилизованный препар ат или жидкость 0,5 мл);

о прозрачный пластиковьlй пакет с замком (при упа-
ковке стрипов в пакет из 2-слойного полиэтилена).

3. АнАлитичЕскиЕ
ХАРАКТЕРИСТИКИ

И ДИАГНОСТИЧЕСКИЕ

3.1. СпецИфичнОсть. Не обнарУженО перекрестноЙ ре-
акции обоих моноклональных антител с альфа-
фетопротеином, фолликулостимулирующим гормоном (Фсг),
тироксинсвязьlвающим глобулином (тсг), дийодтиронином
(Tz), трийодтиронином (Тз), тироксином (То).

3-2- Коэффициент вариации результатов определения
тг в одном и том же образце сыворотки крови человека с ис-
пользованием набора кТироидИФА-ТГ) не превышает 8%.

3.3. ЛинеЙность. 3ависимостЬ концеНтрации тГ в об-
разцах сыворотки крови при разведении их буфером пЩ имеет
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линейньlй характер в диапазоне концентрациЙ калибровоч-
HbIx проб Ng2 - Ngб и составляет 90-1 10%.

3,4. Точность. ,Щанный аналитический параметр прове-

ряется тестом на (открьIтие) ТГ проверка соответствия
значения определяемой концентрации ТГ расчетной величи-

не, полученной путем смешивания paBHblx объемов кон-
трольной сьlворотки и калибровочной пробы Nq3. Процент от-
крытия составляет 90-1 10О/о.

3.5. Чувствительность. Минимальная достоверно опре-

деляемая набором концентрация ТГ в сыворотке крови чело-

века не превышает 1 нг/мл.

3.6. Хук-эффект высоких концентраций. В наборах реа-
гентов, ocHoBaНHblx на (сэндвич)-принципе анализа, при Bbl-

соких концентрациях аналита зависимость величиньI оптиче-

ской плотности от концентрации становится обратно пропор-

циональной (так называемый хук-эффект высоких концен-

траций). При использовании набора кТироидИФА-ТГ) хук-

эффект не обнаружен вплоть до концентрации ТГ

30 000 нг/мл
3.7 . ,Щиапазон ожидаемьlх значен ий. Содержание ТГ

измеряли у 223 здоровых лиц в возрасте 21-45 лет.
Измеренная концентрация ТГ не превьlшала 55 нг/мл в 99 ,1О/о

'"U;;]n.ro'. ожидаемых значений зав иситот многих факто-
ров: специфичности метода, особенностей исследуемой по-

пуляции, точности метода в конкретной лаборатории. По этой

причине какдой лаборатории рекомендуется использовать

предоставленные изготовителем значения только до тех пор,

пока специалистами лаборатории не будут определены диа-

пазоньl ожидаемых значений, характерных для конкретной

популяции в месте расположения лаборатории.
6
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4. MEPbl прЕдосторожноGти
4.1. Потенциальный риск применения набора

класс 'l 
.

4.2, Все компоНентьI набора В используемьlх концен-
трациях являются нетоксичньlми.

4.3. При работе с набором следует соблюдать
госТ р 52905-2007 кЛаборатории медицинские. Требования
безопасности)).

4-4- Стоп-реагент представляет собоЙ ,l Н раствор со-
ляноЙ кислотьl. Избегать разбрьlзгивания и попада ния на ко_
жу И сли3истые. В случае поп адания стоп-реагента на кожу и
сли3истые необходимо промыть пораженный участок боль-
шим количеством проточной водьl.

4.5. При работе с набором следует надевать однора-
зовь!е резиновые или пластиковьlе перчатки, т.к. производ-
Hble крови, входящие в состав набоР?, и исследуемые образ-
цьl являются потенциально инфицированным материалом,
способньlм длительное время сохранять и передавать возбу-
дителей различньlх вирусных инфекций.

4.6. Химическая посуда и оборудование, которые ис-
поль3уются в работе с набором, должны быть соответствую-
lцим образом маркированьl и храниться отдельно.

4.7, 3апрещается прием пищи, использование косме-
тических средств и курение в помещениях, предназначенных
для работьl с наборами.
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5. оБорудовАниЕ и мАтЕриАльl
о Спектрофотометр вертикального сканирования, по-

зволяющий измерять оптическую плотность раGтвора в лун-

ках при длине волньI 450 нм;

. прибор для встряхивания рамки со стрипами (тер-

мостатируемый шейкер), позволяющий производить встряхи-

вание со скоростью 400-800 об/мин при температуре +37'С;

о пипетки полуавтоматические одноканальные со

сменньlми наконечниками с изменяемым объемом отбора
жидкостей: на 5-50 мкп; 40-200 мкл; 200-1 000 мкп; 1 000-
5000 мкл;

о пипетка полуавтоматическая восьмиканальная со

сменными наконечниками, позволяющая отбирать объемы

жидкости до 300 мкл;
о цилиндр мерный, позволяющий отмерять 50-

500 мл;
о стакан стеклянный подходящего объема;

о вода дистиллированная;
о бумага фильтровальная;
о перчатки резиновые или пластиковые;

о 1% раствор гипохлорита натрия или 6% раствор
перекиси водорода;

о контейнер для дезинфекции;
о ванночки для внесения реагентов восьмиканальной

пипеткой.
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6. АнАлизируЕмьIЕ оБрАзцьl
6.1. 3абор крови из вены осуществляют с соблюдени-

еМ ПРаВИЛ аСеПтИкИ. После формирования сгустка сыворотку
отделяют путем центрифугирования. После центрифугирова-
ния сыворотку переносят в отдельную пробирку.

6.2. Для проведения анализа не разрешается исполь-
зовать плазму крови, гемолизированную или мутную cblBo-
ротку, а также образцьl сыворотки, содержащие азид натрия.

6.3. Образцы сыворотки крови разрещается хранить при
температуре +2.."8"С не более 2-х суток; при необходимости
более длительного хранения (до 3-х месяцев) рекомендуется
аликвотировать образец и хранить в замороженном виде при
температуре -20,с и ниже. Не допускается повторное замо-
раживание образца.

7. провЕдЕниЕ АнАлизА
7 .1. Подготовка реагентов
7-1.1. Стрипь!. Перед вскрытием пакет со стрипами необ-

ходимо выдержать при комнатной температуре (+,t в. . .25"с)
не менее 30 минут. Вскрыть пакет и переставить на свобод-
ную рамку необходимое количество стрипов.

7-1,2.Жидкие калибровочные пробы и контрольная сы-
воротка готовы к использованию.

для восстановления лиофилизованньlх калибровочньlх
проб и контрольной сыворотки перед вскрь!тием флаконов
легким постукиванием стряхнуть частицьl, прилипшие к стен-
каМ флакОноВ илИ к крышкам. OTKpblTb флаконьl и положить
крышки перевернутьlми на сухую поверхность. В какдый
флакоН С калибРовочной пробой и контрольной сывороткой
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внести по 0,5 мл дистиллированной воды и закрьlть крьlшка-
ми. Выдержать флаконьl в течение 10 минут при комнатной
ТеМПеРаТуре (+t В ...25'С) без перемешивания. 3атем, акку_

ратно наклоняя и вращая флаконы, перемешать их содержи-

мое до полного растворения, избегая пенообразования. В те-

чение следуюlлих 10 минут выдержать флаконы при комнат-
ной температуре, периодически перемешивая

7.1.3. Конъюгат готов к использованию. Расход конъюга-
та на один стрип составляет 1,15 мл.

7.1.4. Буфер ,Щ готов к использованию.
7 .1.5. Промьlвочньlй раствор. Необходимое количество

буфера Р развести дистиллированной водой в 20 раз.
Например:

5 мл буфера Р + 95 мл дистиллированной воды.
Тщательно перемешать, избегая пенообразования.

7 .1.6. Раствор тетраметилбензидина (Тl\ЛБ) готов к ис-

пользованию. Расход ТПЛБ на один стрип составляет 'l ,15 мл.

7.1.7, Стоп_реагент готов к использованию. Расход стоп-

реагента на один стрип составляет 1,15 мл.

7 .1.8. Все реагенты перед проведением анализа должны
быть тщательно перемешаны и доведеньl до комнатной тем-
пературы.

7.1.9. Разведение исследуемых образцов cblBopoToK

крови. Если по предварительным данньIм или по результатам
анализа (см. п, 9,3.) значения концентрации ТГ в исследуе-
мых образцах выше КП Nq6, образцьl следует развести бу-

фером!в50раз.
Пример подготовки образца к анализу:

490 мкл буфера Д + 'l 0 мкл исследуемого образца.
При каждом разведении необходимо тlлательное пере-

мешивание.
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на странице 1 8 приведена схема проведения анализа.

7.2. Постановка анализа

7.2.1. Составить протокол маркировки лунок. Лунки про-
маркирвать следующим образом:

А1 , А2 Ng 1 - для измерения величины опти-
ческой плотности раствора ТМБ;

B1 , В2 Ng 2 - для измерения величины опти-
ческой плотности КП Ne1;

С1 , с2 Ng 3 - для измере ния величиньl опти-
ческой плотности КП No2;

D1, D2 Nq 4 - для измерения величины опти-
ческой плотности КП Ne3;

Е1 , Е2 Ng 5 - для измерения величиньl опти-
ческой плотности КП Nч4;

Fl,F2 Nq б - для измерения величины опти-
ческой плотности КП Nэ5;

G1, G2 Ng 7 - для измерения величины опти-
ческой плотности КП Ne6;

Н1 , Н2 Ng 8 - для измерения величиньl опти-
ческой плотности контрольной сьlворотки.

7.2.2. Во все лунки, кроме лунок А1 и д2, внести по
'l 00 мкл конъюгата.

7.2.3, Внести в соответствующие лунки по 50 мкл калиб-
ровочньlх проб и контрольной сыворотки, в оставшиеся лун-
ки - по 50 мкл исследуемой сьlворотки крови в дубликатах.

прuмечанuе: общее время внесенllя калuбровочнъtх
проб, конmролъной съlвороmкll ч uсслеdуемых сывороmок
кровч не 0олжно превышаmъ 15 MuHym, llначе время uнкуба-
цuu ра3ных образцов буdеm значumелъно разлччаmъся, чmо
прчвеOеm к неправчлънъlм резулъmаmам.

11
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7 .2.4. Инкубировать стрипьl в течение
встряхивании в термостатируемом шейкере

туре +37"С со скороGтью 500-800 об/мин.
7.2.5. По окончании инкубации удалить содержимое лу-

нок в контейнер с дезинфицирующим раствором
(1% раствором гипохлорита натрия или 6% раствором пере-
киси водорода) и промьlть лунки пять раз. При каждой про-
MblBKe во все лунки добавить по 300 мкл промывочного рас-
твора, приготовленного по п.7,1.5., встряхнуть рамку на шей-
кере в течение 5-1 0 секунд с последующим декантировани-
ем. После последнего декантирования тщательно удалить
остатки жидкости из лунок постукиванием рамки со стрипами

в перевернутом положении по фильтровальной бумаге.

,Щопускается промывка лунок при помоlци автоматическо-
го промывочного устройства.

7.2.6. Немедленно внести во все лунки по 100 мкл рас-
твора ТП/Б. Инкубировать стрипьl в темноте при комнатной
температуре 1+18...25"С) в течение 'l 5-30 минут в зависимо-
сти от степени развития окраски.

Прuмечанче: максuмалъная опmчческая плоmносmъ не

Оолжна превъtшаmъ преOелов лuнейноео шмеренuя спек-
mрофоmомеmра. Рабоччй 0uапазон спекmрофоmомеmра не,
обхоOuмо уmочняmъ 8 паспорmе прчбора. РекоменOуемая
максuмалъная опmчческая плоmносmъ не более 2,5 еd. оп,

7.2.7. Добавить во все лунки с той же скоростью и в той
же последовательности, как и раствор ТМБ, по 100 мкл стоп-

реагента для остановки ферментной реакции, перемешать на

шейкере в течение 1-2 мuнут при комнатной температуре.
7.2.8. Если невозможно измерить оптическую плотность в

лунках планшета непосредственно после вьlполнения
п.7.2.7., то следует иметь в виду, что окраска в лунках план-
12
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шета стабильна не более 20 минут при температуре
+1 8...25"с.

8. РЕГИСТРАЦИЯ РЕЗУЛЬТАТОВ
измерить на фотометре вертикального сканирования оп-

тическую плотность в лунках при длине волньl 450 нм.
при регистрации результатов необходимо вьlчитать

величИну оптической плотностИ в лунках А1 и А2 из значений
оптических плотностей всех остальньlх лунок.

прuмечанuе: среdнее арuфмеmчческое значенuе опmч-
ческой плоmносmч в лунках д1 u д2 не dолжно превышаmъ
0,09 ed. оП.

,lз
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9. учЕт рЕзультАтов
9.'l. Построить калибровочньlй график зависимости опти-

ческих плотностей от концентрации Тг (нг/мл) в калибровоч-

ных пробах (Рисунок 2). Внешний вид графика зависит от
способа преобразов ания осей.

Прuмечанче 1: dля посmроенuя калчбровочнъж ерафuков

рекоменOуеmся чсполъзоваmъ Проераммное обеспеченче
кИФД Масmер>.

Прuмечанче 2: 0ля посmроенuя калчбровочноео ерафчка
на масIдmабной бумаее необхоOuмо чсполъзоваmъ 0анные
опmчческuх плоmносmей после вычumанuя uз Hllx среdней
велччuны опmчческой плоmносmч лунок с ТМБ.

Еслч проерамма фоmомеmра не позволяеm выччmаmъ
велччllну опmчческой плоmносmч лунок Д1 u Д2, mо необхо-
)uMo полъзоваmъся формулой:

В-Вт,

еdе В среOнее арчфмеmuческое значенuе опmчче-

ской плоmносmч б лунках, соdержащuх калчбровочные uлч

uсслеOуемые пробы;
Вт среOнее арчфмеmчческое значенче опmчче,

ской плоmносmч лунок Д1 u А2.
9.2. Определить содержание ТГ в пробах по калибро-

вочному графику. В случае дополнительного разведения об-

разцов необходимо измеренную концентрацию ТГ умножить
на фактор разведения.

9.3. Экстраполяция калибровочного графика для зна-

чений концентрации ТГ, превьlшающих номинал КП Nq6, не

допускается. Для точного определения концентрации ТГ в та-

ких образцах необходимо выполнить их разведеF{ие в соот-
ветствии с п. 7.'l .9.
14
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100

Концентрация ТГ, нг/мл

Рисунок 2. Типичньlй калибровочньlй график
3апрещаеmся чсполъзоваmъ Оля оценкч реалъных

эксперч мен m ал ън ых 0 ан н ых!

10.УСЛОВИЯ ХРАНЕНИЯ И ЭКСПЛУАТАЦИИ НАБОРА
10.,|. Набор кТироидИФА-ТГ) должеН храниться в упа-

ковке предприятия-изготовителя прИ температуре +2.".8"с в
течение всего срока годности. ,Щопускается хранение набора
при температуре до +25ОС не более 5 суток.

Срок годности набора - 12 месяцев.
10-2. Набор следует выниМатЬ из холодильНика не бо-

лее чем за 1 час до начала анализа, но не позже, чем за
30 минут до проведения анализа.

10.3. в случае дробного использования компоненты на-
бора необходимо хранить следующим образом:

о стрипьl поместить Gначала В пакет с етикеткой, зэ-
тем В пластиковый пакет с замком и герметично закрыть.

Е

оlos
S
а.

l-
о
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Хранить в герметично закрытом пакете при температуре

+2...8"с в течение всего срока годности;
о жидкие, готовьlе к использованию, калибровочные

пробьI и контрольную сыворотку после вскрытия флаконов
хранить при температуре +2...8"С не более 1 месяца;

о восстановленньlе (pacTBopeHHbIe) из лиофилизо-
BaHHbIx препаратов калибровочные пробы и контрольную сы-
воротку хранить при температуре +2...8"С не более ,| месяца;

о конъюгат, буфер Д и раствор ТМБ после вскрьlтия

флаконов хра.нить при температуре +2...8ОС не более
1 месяца;

о промывочный раствор, подготовленный к исполь-

зованию, хранить закрытьIм при комнатной температуре
(+18...25"с) не более 5 суток;

о буфер Р и стоп-реагент после вскрытия флаконов

хранить при температуре +2...8ОС в течение всего срока год-

ности.

10.4. При использовании набора для проведения не-

скольких независимых анализов необходимо иметь в виду

следующее:
о количество независимь!х экспериментов, которое

можно провести с помоц.lью данного набора
(4 эксперимента), ограничено объемом калибровочных проб;

. для каждого независимого эксперимента необхо-

димо построение нового калибровочного графика и рекомен-

дуется определение концентрации ТГ в контрольной сыво-

ротке;
о запрещается возвраIлать избыток конъюгата, ТмБ и

стоп-реагента из ванночек во флаконы;

,16
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. из флаконов с открьlтыми крьlшками происходит испа_

рение, которое может привести к получению некорректных ре-
3УлЬтатов при повторном использовании реагентов. После
окончания внесения реагентов в лунки планшета на какдой
СТаДИИ аНализа необходимо плотно закрьlвать крьlшки флако_
нов и помещать в рекомендуемые условия хранения.

10.5. Не Допускается смешивание или одновременное
исполь3ование реагентов из разньlх партий, зэ исlfflючением
ТМБ, СТоп-реагента и концентрированного промывочного рас-
твора, входяlлих в состав данного набора реагентов.

10.6. 3аПРещается использовать промьlвочньlй раствор,
стоп-реагент И тIvlБ из наборов реагентов других фирм-
производителей.

10.7. 3апрещается использовать промьlвочные растворы
прои3водства Алtкор Био с буквенными обозначениями, отлич-
нь!ми от указанного в инструкции к набору.

10.8. К рабОте С наборОм допУскается только специаль-
но обученньlй персонал.

10.9. ДЛЯ ПОлУчения надежных результатов необходимо
строгое соблюдение инструкции.

17
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Прuмечанuя:
КП - калuбровочная проба;
КС - конmролъная сывороmка;
ОП - опmчческая плоmносmъ;
КТ - комнаmная mемпераmура (+t В...25"С);
ПО - проераммное обеспеченuе.
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По вопросам качества набора <<ТироидИФА-ТГ) следует обращаться в
ООО <<Компания Алкор Био> по адресу: 192148, г. Санкт-Петербург, Же-
лезнодорожный пр, д. 40, лит.А, тел/факс: (8'| 2| 677-87-79.


