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1. ИЛЧПЛЧЕНИЕ

1.1 Набор peafCHiOB 'Г4 свободньн'!-! 1ФЛ-В1’СТ предназначен для K’OJUiMCCi венного 

онределения концен iранни свободной фракции гироксина ( I 4 всьнюрогке крови меюдом 

твердофаиюго hmni) ноферментного анализа.

1.2. Тироксин ~ 1ироид(1ый юрмон с молекулярной массой около 777 Да. синтезируе­

мый т и  говидной железой. Всывороисе кров{! ифоксин иахо;1ится в основном в комплексе с 

тироксин-свя и>!вак)шими белками, доля несвязанного -  свободного гормона (Т4 сй) сосгавля- 

С1 примерно O.oyU) or обшей ко1Н1ентрации гироксина. Конценграаия Т4 не зависит от 

\ров 1{я связываюнньч белков и отражает исгинный 'гир0ил1н>1и сгагус.

1.3. Количественное определение содержания 1 4 »̂ в крови человека имеет диа[ Е10С1и- 

ческое значе1гие fipn опенке функнионачьного состояния щитовидной железы.

1.4. Набор рассчиган на проведение анализа в дубликага.х 41 неизвестноой. 

6 ка.н!бровочньг\ проб и 1 пробы контрольной сыворотки при одновременном использова­

нии всех С! ptHioB нла]ннега.

2. [ И н т ц и м  МЕТОДА

Мег<,и определения основан на твердофазном конкхрентном и,м.мчноферме1ггно.м ана­

лизе с применением моноклон1тн>ных ангител. В лунках нлаин!ега. при добавлении иссле­

дуемою образца и конъюгата, во время инкубации нроисходиг конкурентное связывание

Инструкция а к ’гтш.чена: заместителем <)иректора НИИ СД М.Ю. Рукавитниковым и 
шв. ишориторией [/ М. ( 'кЮарновоп - сотрудниками Н О  «Вектор-Бест*>.



свобсщной фракции сыворото'пюго тироксина и тироксииа, коиыогирона1{иого с пероксида- 

ЗОЙ. с \гоиоклоиалы1Ь!ми антителами к тироксину, иммобилизованными на внутреннеГ! по­

верхности лунок. Во время ]н1кубап1п1 с pacTBopoNf тетраметилбензидипа происходит окра- 

нп1вание раствора в лунках. Степень окраски обратно npoiiopuHoiuLTbiia концентрации 14^8 в 

ана.П13ируе,\н>{\ пробах. После измерения онтическои плотности раствора в лунках на осно- 

ватш  кшшбровочного гра(1>ика рассчи тывается концентрация I 4 св в анализируемых образ­

цах.

3. СОС ТАВ НАБОРА

~ планшет разборный (12  восьмилуночных стрипов) с иммобилизован1п,!ми mofio- 

клона;и>ным1] ангителами к тироксину, готовый для использования ~ 1 шт;

“  ка-гтбровочные пробы на основе сыворотки крови человека, аттестованные по 

«l.iphochek Immunoassay Plus Control Abbott Architest T4 free»; содержащие известные ко­

личества T4 СВ.0; 5; К); 20: 40 и 80 пмоль/л; концентрации Т4 св в калибровочных пробах

могут несколько о'гли«шться от указагтых величин, точные величит»! указать иа этикетках 

флаконов, готовые для использования - 6 флаконов (по 0,7мл);

-  кон'грольная сыворотка на основе сыворотки крови человека с известным содер- 

жлншем Т4св- готовая для использования ~ 1 (})лакон (0.7 мл);

-  Koiibiorar THpoKCHFia с пероксидазой xpetia, когщентрат •- 1 флакон (1.3 мл):

-  раствор для разведения конъюгата ■■■•■ 1 <|)лакон (12 мл);

-  промывочный раствор, концентрат ~ 1 флакон (28 мл):

-  раствор ;1ля разведения тетраметилбензидина -  1 флакон (12 мл);

-  гетраметилбегг^идиг!. концентрат -  1 флакон (1,0 мл);

-  стоп-реаген'г (1М серная кислота), готовьн! для использования - 1 флакон 

(12 мл);

”  пленка для заклеивания планшета -  2 шт;

-- трш1)арет для построения калибровочного графика ™ 1 шт.

По желанию потребителя дополнительно поставляются:

“  ванночка для реагента ~ 2 шт;

-  наконечш1ки ;шя пипетки на 4-200 мкл -  16 шт.

4. АНАЛИ ТИ ЧЕСКИ Е ХАРАКТЕРИСТИКИ

4.1. Специфичность. Не обнаружено перекрёстной реакции моноклона-тьных антител 

к Т4 с тироксином в составе комплексов, трийодтиронином и дийодтиронином.



4.2. Воспроизводимость. Коэффициент вариации результатов определегшя содержа­

ния '1'4сй в одном и том же образце сыворотки крови с использованием набора Т4 свободный - 

11ФЛ-ВВСТ не превышает 8 %.

4.3. Линейность. Зависимость концентрации Т4 св образ1дах сыворотки крови при 

разведегши и.х сьиюроткой крови, не содержащей Т'4сп. имеет линейньи1  характер в диапазоне 

когшентраций 5-S0 пмоль/л и составляет 90-1 10 %.

4.4. Точность. Даннь1Й аншиггический параметр проверяется тестом на «открытие» - 

соответствие измеренной концентрации Т4 св предписанной в пробе, получеьпюй путем сме­

шивания равных объёмов контрольной сь{воротки и ка,лнбровочной пробы 10 пмоль/л. Про­

цент «открытия» составляет 90-110 %.

4.5. Чувствительность. Минимальная достоверно определяемая набором концентра­

ция 1 ‘4с1ь не превышает 1.0 пмоль/л.

4.6. Клиническая проверка. Концентраишо Т4 с», измеряли в сыворотке крови, взятой с

9 до 11 ч, у 127 здоровь[х лиц юго-восточного региона Западной Сибири в возрасте 20-50 лег. 

Средняя концентрация Т4св составила 15.6 п.\1оль/л (И) -- 25 пмоль/л).

4.7. Рекоме{шуется в каждой лаборатории нрн использовании набора уточнить значе­

ния KOHHeinpamiH Г4св. соответствующие норма-льным у обследуемого контингента лгодей,

5. М ЕРЫ  ПРЕДОСТОРОЖ НОСТИ

5.1. Мотенциа-пьггый риск применения набора класс 2а.

5.2. Все компонеить! набора, за исключеггием сгоп-реагента (раствор серноГ! кислоты), 

я в л я кугс я I {е го кс и ч ш>1 ,м и.

1Чк'твор серной кислоты обладает раздражающим действием. Избегать разбрьпгива- 

ния и попадания на кожу и слизистые. В случае нопадаьшя раствора cepiion кислоты на кож> 

и слизистые необходимо поражённый участок промыть большим количеством проточной 

водьг

5..3. При работе с набором следует соблюдать «Правила устройства, техники безопас­

ности, производственной саинтарии, противоэпидемического режима и личной гигиены при 

работе в лабораториях (отделениях, отделах) санитарно-эпидемиологических учреждений 

системы Министерства здравоохранения СССР» (Москва, 1981 г.).

5.4. При работе с набором следует надевать одноразовые резиновЕяе или п.ластиковые 

перчатки, так как образцы крови человека следует рассматривать как потенциа.зьно инфици­

рованные, способные длительное время сохранять и передавать ВИЧ, вирус гепатита или 

любой другой возбудитель вирусных инфек[1ий.
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5.5. Химическая посуда и оборудование, которые используются в работе с набором, 

должны быть соогветс'гвуютим образом промаркировагсы и xpa]Пiтьcя отде.аьио.

5.6. Запрещаегся приём пшии. использование косметически.х средств и курение в по­

мещениях, предназначенных для работы с наборами.

6. ОБОРУ ДОВАНИЕ И М АТЕРИАЛЫ ,

ИЕОЬХОДИ\П>1Е ПРИ РАБОТЕ С НАБОРОМ :

“ Спектрофотометр вертнксшьного сканирования, позволяющий проводить изме­

рения оп'гичсской плотности раствора в лунках при длине волны 450 нм:

-  пгейкер термостатируемый орбитального типа, позволяющий производить встря­

хивание при температуре 26±1 °С и 400-600 об/мин;

-  холодильник быговоГ? , по;1,держивающий температуру 2-8 °С;

-  пипетки полуавтоматические одноканальные со сменными наконечниками, по- 

зволяюннге отбирать объёмь{ жидкости 50 и 100 мкл;

-  пипетка полуавтоматическая многоканальная со CMeiiHbiNHi наконечниками, по­

зволяющая отбирать объёмы жидкости 50, 100 и 250 мкл:

-  насос водоструЙ!Нэ1Й;

-  флаконы стеклянные вместимостью 10-15 мл:

-  1И1лнндр мергняй вместимостью 500 мл:

~ колба вместимос'гью 1 ООО мл:

-  вода дистиллированная:

-  перчатки резиновь1е или пластиковые;

-  бумага фильтроватычая лабораторная.

7. ПОДГОТОВКА РЕАГЕНТОВ ДЛЯ АНАЛИЗА

7 . 1 . Перед проведением аншшза компоненты набора и иccлcдye^^ыe образцы следует 

выдержать при комнагной температуре (18-25 *̂ С) в тече1П1е времени не менее 60 мин.

7.2. Подготовка планшега.

Вскрыть пакет выше замка и установить на рамку необходимое для проведения анали­

за количество стрипов. Оставшиеся неиспользованными стр11пы немедленно поместить 

вновь в пакет, удалить из fiero воздух и плотно закрыть замок; хранить в холодильнике при 

те.мпературе 2 -8  “С в течение 1 мес.



7.3. Приготовление рабочего промьпючиого раствора.

Содержимое <|)лакона с концентрато.м промывочного расгвора перемести в мерную 

колбу вместимостью 1000 мл, добавигь 672 мл дистиллированной воды и тщательно пере­

мешать. При выпадении осадка солей в к'онЕ^ентрате необходимо прогреть его при темпера­

туре .30 40 до полного растворения осадка.

Приготовленный рабочий промывочньи! раствор можно хранить в холодильнике при 

температуре 2-8 не более 4 недель.

7.4. Приготовление рабочего раствора конъюгата.

Готовится в стеклянном ([)лаконе за 5-10 \и т  до начата проведения анааиза! Исполь­

зовать в течение 1 ч после приготопаения.

В таблице приведен расход реагентов в зависимости от количества используемых 

стрипов.

7.5. Приготовлегнте рабочего раствора тетраметилбензидина.

Готовится в стекляITHOM (|)лаконе за 5-10 мин до окончания первой инкубации! Ис­

пользовать в тече1тие 20 .мин после приготовле^щя.

В таблице приве^тён расход реагеьгтов в зависимости от числа используемых стрипов.

Габлица.

Количество
используемых

стрипов

Конъюгат,

концентрат.
мл

Раствор для 
разведения 
конъюгата, 

.мл

тетраметилбен-
зидин,

концетгтрат.
мл

Раствор для 
разведения 

'гегра.метилбег1- 
зидина. мл

0,2 2,0 0,14 2,0

0.3 3.0 0,21 3,0
4 0,4 4,0 0,28 4.0
5 0,5 5,0 0,35 5,0
6 0,6 6,0 0,42 6,0

7 0.7 7,0 0,49 7,0
8 0,8 8,0 0.56 8.0

9 0,9 9,0 0,63 9,0
10 1Л) 10,0 0,70 10.0

I 1 1,1 11 ,0 0.77 11,0

12 1,2 12,0 0,84 12.0

8. ПРОВЕДЕНИЕ A H A A lliA

8.1. Внес ти в соответствующие лунки в дубликатах по 50 мкл каждой кшитбровочной 

пробы и по 50 мкл контрольной сьгворотки. В остшщные лунки внести в дубликатах но 50



MKji аиа;шзяруе.мых образцов сыворотки крови. Виесеиие образцов необходимо производить 

быстро, в течение 15-20 мин.

8.2. Внести во все лунки по 100 мкл рабочего раствора конъюгаш (см. п. 7.4), заклеить 

планшет' пленкой и инкубировать в течение 60 мин при встряхивании на нтейкере пр{! темпе­

ратуре 26±1 ®С.

8.4. По окончании инкубации содержи.\!ое лунок удш1ить отсасьи^анием или деканти- 

ровагшем; промыть, добавляя во все лунки по 250 мкл рабочего промывочного раствора, с 

последующим отсасыванием и.ти декантированием. Процесс промьижи [ювторить 5 раз. По­

сле каждой промывки тщательно удшшть остатки жидкости из лунок, постукивая плаг{шетом 

в перевёрнутом положени!! по фильтровальной бумаге.

8.5. Внести во все лунки по 100 мкл рабочего раствора тетраметилбензидина (см п. 

7.5). заклеить планшет пленкой и инкубировать в темноте в течение 10 -15 мин при встряхи­

вании на шейкере при температуре 26±1 "С.

8.6 . Внести во все лунки с тон же скоростью и в той же последовательности, как и ра­

бочий раствор тетраметилбензидина. по 100 мкл стоп-реагента. Встряхт{уть планшет на шей­

кере в течение И)-15 сек: при этом содержимое лунок окрашивается в жёлтый цвет.

8.7. Измерить величину огггической плотности растворов в лунках планшета на (1>ото- 

метре вертикального скат[ироваш1я при длине волны 450 нм. Измерение проводить через 2-3 

.мин после остановки реакции.

[^ремя между оста}!овкой реакгши и из.мереиием огггической плотности не должно 

превьинать 20 .мин.

8.8. Построить в .’пшейных коордшсатах калибровочный гра(|)ик зависимостт1 оптиче­

ской плотности (ед. опт. плоти.) от заданной концентрации 'I4 в кшшбровочньгх пробах 

(и МО л ь/л).

8.9. (.)предел1гть содержание Т'4 ,« в контрольной сыворотке и в ана_тизируемых пробах 

по калибровочному графику.

9. УСЛОВ11Я ХРАНЕНИЯ И ПРИМ ЕНЕНИЯ НАБОРА

9.1. Набор реагентов Т4 свободиый-ИФА-БЕХ'Т должен храниться в упаковке пред- 

приятия-изготовителя в холодильнике при температуре 2-8  в течение всего срока годно­

сти (6 .мес.). Допускается хранение набора при температуре до 25 не более 3 сут.

.Замораживание набора не допускается.



9.2. Дробное нсп<.>;т{>зован»е набора можсг быть решгизовамо не по'шиее 1 мес с мо­

мента проведения первого иммунофермснтпого анатиза, но в пределах срока 1'одности. В 

случае дробного использования набора:

-  пенсполь'юванные стрипы можно хранить в плот{1о закрытом пакете в холоднль^нгке

при температуре 2 ..8 в течение всего срока годности;

-  концеггграт промывочного раствора, раствор для разведения конъюгата, когндентрат 

гетраметилбензидина, раствор для разведения тетраметилбе{гзидиг{а и стоп-реагент после 

вскрытия флаконов можно хранить в плотно закрытых флаконах в холодильнике при темпе­

ратуре 2 -8  в течение всего срока год^юсти;

кш{ибровочные пробы, контрольную сыворотку и концентрат конъюгата после 

Бскрьггия (|)лако!гов можно хранить в плотно закрытых флаконах в холодильнике при темпе­

ратуре 2 “ 8 не более 1 Niec;

рабочий раствор конъюгата можно хранить при комнатной температуре (18 -25 "С) не 

более 1 ч;

“ рабочий промывочный раствор можно хранить в холодильнике при температуре 2 -8 

не более 4 недель;

-  рабочий раствор тетра.метилбензи:1ина можно хранить в защипкмпюм от света месте 

при KONHiaTHoM температуре не более 20 мин;

“  построение казибровочного графика необходимо проводить для каждого независи­

мого эксперимента, а также рекоме1шуется определение концентрации Т4 св в контрольной 

сыворотке.

9.3. Для представления результатов измерегшй концентрации свободной фракции ти­

роксина в пг/мл- г[рименять коэффициент пересчета 0.775 (1 пг/мд 1 4,„ = 0,775 нмоль/л T4^J.

9.4. Для проведения ансишза не следует использовать гемолгг^ованную, мутную сьто- 

ротку крови, а также сыворотку крови, со11ержашую т ил  натрия.

9.5. Образцы сыворотки крови можлго хранить в холодильнике npii температуре 2-8 

не более 24 ч или при температуре минус 20 (и ниже) не более 3 мес.

Повторное размораживание образцов сывороток крови не допускается.

9.6. Образцы сывороток крови, содержащие осадок, необходи.мо очистить центрифу- 

гирование.м при 1000-1500 об/мин в течение 5 мин при комнатной те.мпературе.

9.7. Запрещается использовать стон-реагенты из наборов других фирм- 

производителей.



9.8, Для получения надёжных результатов необходимо строгое соблюден[!е инструк­

ции по применен т о  набора.

По вопросам, касающимся качества набора Т4Свободный-Р1ФА-БЕСТ, следует обра­

щаться в 1ЛО «Вскгор-Бест» по адресу:

630559,11овоспбирскс'ш область, Новосибирский район, п. Кольцове, 121, тел. (3832) 36- 

73-46, 32-37-58, тел./факс (3832) 36-60-30, 32-67-52,

и в И и с т и п т  государственного контроля лекарствениьгх средств ФГУ «ИЦ ЭСМП» М ?

по адресу:

117246, Москва, Научный проезд, д. 14.Л, тел. (095) 120-60-95; 120-60-96.

Зам. директора НИИ С̂ Д 

ЗАО «Вектор-Бест» М Ю . Рукавишников

Зав. лабораторией 

ЗАО «Вектор-Бест» И.М. Скударнова


