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Реком ендована к  утверж дению  комиссией по наборам реагентов для 
иммуноферментного (неинфекционны е), 
радиоим м унологического и других видов 

иммунохим ического анализа 
(протокол №  3 от "22^ м арта 2004 г.)

1. Н А З Н А Ч Е Н И Е

1.1. Н абор реагентов ТТ Г-неоскрин предназначен для количественного 
определения уровня тиреотропного горм она (ТТГ) в сухих пятнах крови 
новорож денны х при неонатальном скрининге гипотиреоза.

1.2. П ервичны й гипотиреоз - врож денное эндокринное заболевание, 
связанное с наруш ением  функционирования щ итовидной железы , встречается с 
частотой 1:3500 - 1:4000 родов.

И нструкция разработана: начальником  О ТК д.б.н. В.Г. П омеловой, главным 
технологом  к.б.н Бы ченковой Т.А. -  сотрудниками ЗАО «И ммуноскрин»; д.м.н., 
проф. И .П .Л аричевой - сотрудником М осковского областного Н И И  акуш ерства и 
гинекологии.



Тиротропин человека (ТТГ) секретируется передней долей гипофиза и 
является гликопротеином с молекулярной массой около 30 ООО дальтон, 
состоящ им из двух субъединиц - альф а и бета. ТТГ стим улирует синтез и 
секрецию  горм онов щ итовидной ж елезы  - тироксина (Т4) и трийодтиронина (Тз), 
Н аходящ иеся в кровообращ ении свободны е фракции Т4 и Тз в свою  очередь 
регулирую т секрецию  ТТГ. П ри первичном  гипотиреозе щ итовидная ж елеза 
секретирует недостаточное количество гормонов и, следовательно, уровень Т Т Г  
повыш ен.

1.3. В ы явление новорож денных с первичны м врож денным гипотиреозом 
основано на использовании величины  пороговой концентрации ТТГ. 
Концентрация ТТГ, превы ш аю щ ая пороговое значение, указы вает на патологию , 
требую щ ую  дополнительного лабораторного обследования. Д ля уточнения 
диагноза необходим о определить концентрацию  ТТГ и тироксина (Т 4) в 
сыворотке крови.

1.4. Н абор рассчитан на проведение анализа 410 неизвестны х, 60 
калибровочны х и 10 контрольных проб в дубликатах, всего 960 определений.

2. П Р И Н Ц И П  Р А Б О Т Ы  Н А Б О Р А

Н абор ТТГ-неоскрин основан на принципе иммунофлуоресценции, 
вклю чаю щ ей использование сандвича вы сокоспецифичны х моноклональны х 
мыш иных антител против двух различны х антигенны х детерм инант на молекуле 
ТТГ. А нализ проводится в одну стадию  с образованием иммунного сандвич 
комплекса.

ТТГ элю ируется из кровяны х дисков, приготовленных из пятен крови 
новорож денных, калибровочны х и контрольны х проб, и одновременно образует 
сандвич между моноклональны ми антителами, сорбированны ми на поверхности 
полистирольных стрипов, и вторы ми моноклональны ми антителами, 
конъю гированны ми с ионами европия.

1 2 3
1. П окры ты е анти-ТТГ стрипы
2. ТТГ в неизвестны х, калибровочны х и контрольны х пробах
3. К онью гат моноклональны х антител с хелатом  европия

П осле инкубации диски удаляю тся, а несвязавщ иеся компоненты  пробы и 
избыток конъю гата отмываю тся. Затем  добавляю т усиливаю щ ий раствор, 
позволяю щ ий диссоциировать ионы  европия из иммунного комплекса с 
последую щ им образованием  сильно ф луоресцирую щ их хелатов с компонентами 
раствора.
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И нтенсивность флуоресценции ионов европия прямо пропорциональна 
количеству ТТГ в анализируемом образце. Результаты  анализа регистрирую тся с 
помощ ью  ф луорим етра с временны м разреш ением  при длине волны 615 нм.

3. С О С Т А В  Н А Б О Р А

В состав набора входят следую щ ие компоненты:
- концентрат промывного раствора (натрия хлорид, 22,5% ; твин-40, 0,25% ) -  

I флакон (250 мл);
- буфер [трис-(гидроксим етил)-аминометан, 1 2 Дмг/мл; диэтилентриамин - 

пентауксусная кислота, 0,008 мг/мл; твин 40, 0,01% ; соляная кислота до pH  7,75; 
альбумин бы чий сывороточный, 0 ,5% ;натрия хлорид, 0,9% ; натрия азид, 0,05% ] -
1 флакон (250 мл);

- раствор усиливаю щ ий -  1 флакон (250 мл);
- конъю гат (мы ш ины е моноклональны е анти-ТТГ антитела, меченные 

ионом европия; натрия азид, 0,05% ; альбумин бычий сывороточны й, 0,5% ) -1 
флакон (2,5 мл);

- пробы калибровочны е A -B -C -D -E -F: вы суш енны е на фильтровальной 
бумаге пятна крови, содерж ащ ие известны е концентрации Т Т Г : О мкМ Е/мл крови,
10 мкМ Е/мл крови, 25 мкМ Е/мл крови, 50 мкМ Е/м л крови, 100 мкМ Е/мл крови, 
250 мкМ Е/м л крови, откалиброваны  относительно М еж дународного стандарта 
ТТГ человека 2nd IR P 80/558; концентрации ТТГ в калибровочны х пробах могут 
несколько отличаться от указанны х величин, точны е концентрации указаны на 
этикетке пакета -  1 пакет (по 15 пятен каж дой концентрации);

- пробы контрольны е с низким и вы соким содерж анием Т Т Г : высуш енные 
на ф ильтровальной бумаге пятна крови - 1 пакет (по 15 пятен каждой 
концентрации);

- планш ет - анти-ТТГ, 96 луночны й (8 стрипов по 12 лунок) с 
сорбированны ми на поверхности лунок м оноклональны м и анти-ТТГ антителами
-  1 0 шт.

4. А Н А Л И Т И Ч Е С К И Е  Х А Р А К Т Е Р И С Т И К И  Н А Б О Р А

4.1. Н абор обеспечивает вы явление ТТГ в сухом пятне крови диам етром 3,2
мм.

4.2. Д иапазон  определяемы х концентраций ТТГ составляет от 10 до 250 
мкМ Е/мл.

Н абор позволяет определять концентрацию  тиротропина в диапазоне 
концентраций от 2 до  10 мкМ Е/мл крови.

4.3. Чувствительность. ^
М иним альная к о н ц е н т р а ц и :^ Т Т Г , в^ьйз^яемая с помощ ью  набора, 

составляет не более 2 мкМ Е/мл. /  /  ' \
к г  ^



4.4. В оспроизводим ость результатов.
К оэф ф ициент вариации результатов измерения концентрации ТТГ в 

образцах - не более 15%.
4.5. Специфичность. П ерекрестная реакция обоих м оноклональны х антител 

к р-субъединице ТТГ с хорионическим гонадотропином, лю теинизирую щ им и 
фолликулостимулирую щ им гормонами человека не превы ш ает 0 , 2  %.

4.6. И нтенсивность ф луоресценции лунок с калибровочной пробой А (О 
мкМ Е/мл) долж на бы ть не больш е 2000 имп/с.

4.7. В России рекомендуемы й пороговы й уровень нормальной 
концентрации ТТГ в крови новорож денного (cut-off) - 20 мкМ Е/мл крови (что 
эквивалентно 44 мкМ Е/мл в сыворотке крови со значением  гем атокрита 50-55% ). 
Это значение cu t-o ff пригодно для оценки уровня ТТГ в сухих пятнах крови 
новорож денных на 3-5 день после рож дения (при преж деврем енны х родах на 7-14 
день жизни).

5. М Е Р Ы  П Р Е Д О С Т О Р О Ж Н О С Т И  П Р И  Р А Б О Т Е  С  Н А Б О Р О М

5.1. П отенциальны й риск прим енения набора -  класс 2а (ГО С Т Р 51609-
2000).

5.2. П ри работе с набором следует надевать одноразовы е резиновы е или 
пластиковы е перчатки, так как образцы крови человека следует рассм атривать как 
потенциально инфицированны е, способны е длительное время сохранять и 
передавать ВИ Ч, вирус гепатита или лю бой другой возбудитель вирусной 
инфекции.

5.3. М еры предосторож ности - соблю дение "П равил устройства, техники 
безопасности, производственной санитарии, противоэпидемиологического 
реж им а и личной гигиены  при работе в лабораториях (отделениях, отделах) 
санитарно-эпидемиологических учреж дений системы М инистерства 
здравоохранения СССР" (М осква, 1981 г.).

5.4. В се компоненты  набора в используемы х концентрациях являю тся 
нетоксичными.

5.5. К онъю гат и буфер содерж ат азид натрия. П ри попадании их на кожу и 
слизистые необходим о промы ть пораж енны е участки больш им количеством 
проточной воды.

5.6. И спользованны е планш еты  и наконечники для отбора конью гата 
рекомендуется сразу после окончания работы  поместить в полиэтиленовый пакет 
и сбросить в мусоросборник.

5.7. П ролиты й при исследовании материал следует засыпать поглощ аю щ им 
вещ еством  (типа полиэтиленгликоля ) и обработать дезинф ектантом  (3%  
перекисью  водорода). Н еобходимо тщ ательно собрать все пролитое вещ ество и 
провести обработку поверхности свеж ей порцией дезинфектанта. П редметы  с 
острыми краями (стекло или осколки каких-либо предметов), а такж е весь 
материал, использованны й для удаления пролиты х реагентов, следует поместить в



6. О Б О Р У Д О В А Н И Е  И  М А Т Е Р И А Л Ы , Н Е О Б Х О Д И М Ы Е  П Р И  
Р А Б О Т Е  С  Н А Б О Р О М :

- Ф луорим етр с временным разреш ением .
- пипетки полуавтоматические одноканальны е со сменными наконечниками 

с фиксированным или переменны м объемом, позволяю щ ие отбирать 
объемы ж идкости 2 0 , 1 0 0 , 2 0 0 , 10 0 0  мкл;

- встряхиватель (ш ейкер);
- устройство промываю щ ее;
- устройство для удаления дисков из лунок;
- устройство для приготовления дисков из пятна (панчер);
- устройство (диспенсер) для внесения усиливаю щ его раствора;
- холодильник бытовой;
- перчатки резиновы е или пластиковые;
- бумага фильтровальная;
- колба мерная вместимостью  10 0 0  мл;
- цилиндр мерный вместимостью  10 0  мл;
- вода дистиллированная.

7. А Н А Л И З И Р У Е М Ы Е  О Б Р А З Ц Ы

К ровь берется обы чны м способом, стерильны м скарификатором из пальца 
или пятки, падаю щ ей каплей, не касаясь бланка. Важно, чтобы пятно крови на 
бумаге было образовано пропиты ванием  от одной капли, а  пропиты вание бумаги 
было достаточны м  (вид пятна одинаков с обеих сторон). П олученны е пятна крови 
вы суш иваю т в течение 2-3 часов в горизонтальном полож ении при комнатной 
температуре (+18 - 25°С), избегая попадания прям ы х солнечны х лучей.

Р а з м е р  н а с к в о з ь  п р о п и т а н н о г о  t q ) o e b f o  д и с к а  д о л ж е н  б ы т ь  в  д и а м е т р е  

н е  м е н е е  1 2  м м .  Таких дисков (пятен) долж но бы ть не меньш е трех.
О бразцы  крови, наносим ы е на фильтровальную  бумагу, не долж ны  

содерж ать ЭД ТА  во избеж ание искаж ения результатов анализа.

8. П О Д Г О Т О В К А  Р Е А Г Е Н Т О В  Д Л Я  А Н А Л И ЗА

8.1. И звлечь набор из холодильника и вы держ ать реагенты  при комнатной 
температуре (+18-25°С ) в течение времени не менее 30 минут. Перед 
использованием  реагенты  тщ ательно перем еш ать легким  встряхиванием.

8.2. П риготовление рабочего пром ы вного раствора.
В мерную  колбу вм естим остью  1000 мл внести 40 мл концентрата 

промы вного раствора, добавить дистиллированной воды до метки и тщ ательно 
перемеш ать; этого количества достаточно для полного цикла отмы вки 2 
планш етов. П риготовленны й раствор мож но хранить не более 7 дней при 
температуре +2-8^ С.

8.3. П риготовление рабочего раствора конъю гата.
Н еобходим ое количество конъю гата внести в о « ф ^ к о н  с соответствую щ им 

количеством  буф ера анализа, тщ ательно п ер е л ^ )^ а& -^ '
К онъю гат разводить согласно схеме:



Схема разведения конъюгата

Число
планшетов

Конъюгат 
(мкл)

Буфер
(мл)

1 220 22
2 420 42
3 . 620 62
4 820 82
5 1020 102
6 1220 122
7 . 1420 142
8 1620 162
9 1820 182
10 2200 220

Р а с т в о р  к о н ъ ю га т а  необходим о и с п о л ь зо в а т ь  в  течен и е  1 ч ас а  п осле 
п р и го то в л ен и я , х р ан ен и ю  не п одлеж и т.

8.4. П одготовка планш етов.
И звлечь планш еты  из упаковки, оставить в рамке необходимое число 

стрипов.
О ставш иеся неиспользованным и стрипы  поместить в полиэтиленовый пакет 

и хранить при тем пературе +2 -8° С не более 1 месяца.
8.5. С оставить схему располож ения проб, так как это указано ниже:

Располож ение проб на 12-луночных стрипах:
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

А Ю 1 а К П а К П в К П в К П с К П с К П в К П о К П е К П е К П р К П р
В К С П , К С П , К С П з КС П 2 Н П , Н П , Н П 2 НП 2 Ш 1з Ш 1з ИТ.Д.

К П д - К П р - лунки для калибровочны х проб,
К С П  - лунки для контрольных проб,
Н П  - лунки д л я  неизвестны х проб.

9. П Р О В Е Д Е Н И Е  А Н А Л И ЗА

9.1. К алибровочны е пробы А  - F, контрольны е пробы с низким и высоким 
содерж анием ТТГ и анализируемы е образцы  сухих пятен крови внести с 
помощ ью  панчера в лунки планш ета по 1 диску в лунку.

9.2. Во все лунки внести по 200 мкл рабочего раствора конъю гата (см п.
8.3).

П ервы й объем  конъю гата следует отбросить. При внесении раствора 
конъю гата нельзя касаться наконечником пипетки края лунок и поверхности 
жидкости.



9.3. П ланш ет встряхивать на ш ейкере в реж им е "быстро" (скорость 
вращ ения 900-1200 об./мин) при комнатной температуре (+18-25°С) в течение 10 
минут.

9.4. П ланш ет закрыть крыш кой или заклеиваю щ им листочком  и 
инкубировать в покое в течение 18 часов при температуре +2-8°С.

9.5. П оместить планш ет на встряхиватель и инкубировать в течение 1 часа 
при комнатной температуре в реж им е "медленно" (скорость вращ ения 600-800
об./мин).

9.6. П осле окончания инкубации удалить диски из лунок с помощ ью  
устройства для удаления дисков.

9.7. П ровести 6-кратное промы вание стрипов рабочим промывным 
раствором (см п. 8 .2 ) с помощ ью  промы ваю щ его устройства в соответствии с 
программой, прилагаем ой к промы ваю щ ему устройству.

П ри промы вании стрипов все лунки долж ны  заполняться рабочим 
промы вны м раствором  полностью . В конце каж дого промы вания буфер долж ен 
полностью  удаляться из лунок. О ставш ую ся в лунках планш ета ж идкость следует 
удалить, постучав перевернуты м планш етом  о ровную  поверхность, покрытую  
чистой фильтровальной бумагой.

9.8. В о все лунки внести по 200 мкл усиливаю щ его раствора т о л ь к о  с 
п ом ощ ью  сп е ц и а л ь н о го  д и сп ен сер а  д л я  в н есен и я  у си л и в аю щ его  р аств о р а . 
П еред внесением  усиливаю щ его раствора отбросить 10-15 вносимы х объемов. 
При внесении усиливаю щ его раствора не касаться краев лунок или их 
содержимого.

9.9. С ум м арное время внесения калибровочны х, контрольных и 
неизвестных проб и внесения растворов реагентов не долж но превы ш ать 30 минут 
для одного планш ета.

9.10. И нкубировать планш ет в течение 10 минут при встряхивании в 
реж име "медленно" и дополнительно в течение 5-10 минут без встряхивания при 
комнатной температуре.

9.11. И зм ерить интенсивность ф луоресценции на флуориметре с временным 
разреш ением  при длине волны 615 нм в течение 1 часа после окончания времени 
инкубации (см  п. 9.10).

К р а т к а я  схем а а н а л и за  п р и в ед ен а  н а  стр . 8.

10. Р А С Ч Е Т Ы  И  Г Р А Ф И Ч Е С К И Е  П О С Т Р О Е Н И Я

10.1. С одерж ание ТТГ в исследуем ы х пробах определяю т при
сопоставлении с интенсивностью  ф луоресценции калибровочны х проб по 
калибровочному графику зависимости интенсивности флуоресценции в имп/с от 
концентрации ТТГ в мкМ Е/мл, построенном у с использованием программных 
средств флуориметра. /

10.2. Типичны й калибровочны й график приведен на рис. Ф.
10.3. П равильность проведения анализа проверяется по результатам 

определения ТТГ в контрольных пробах. Если полученны е значения находятся в 
пределах, указанны х в паспорте и на этикетке, то  1^езультат анализа следует 
считать правильны м.

М)'



10.4. Значения ТТГ указаны в расчете на единицу объем а цельной крови. 
Для сравнения результатов относительно значений рыворотки следует произвести 
следую щ ий пересчет:

ТТГ мкМ Е/м л сыворотки = 2,2 ТТГ мкМ Е/мл крови.

С Х Е М А  А Н А Л И З А

Приготовление рабочего 
раствора конъюгата .

Схема разведения конъюгата
Число

планшетов
1

10

Конъюгат
(мкл)
220
420
620
820
1020
1220
1420
1620
1820
2200

Буфер (мл)

22
42
62
82
102
122
142
162
182
220

Внесение калибровочных, 
контрольных и 

неизвестных проб
1 диск (3,2 мм)

Добавление рабочего 
раствора конъюгата

200 мкл

Инкубация

ь г ы ъ г

10 минут при сильном встряхивании 
(скорость вращения 900-1200 об./мин) 

+ 18 часов в покое при +2  - 8°С + 1 
час при слабом встряхивании 

(скорость вращения 600-800 обУмин) и 
_______ комнатной температуре_______

Удаление дисков и 
промывание Шестикратное

Внесение усиливающего 
раствора 200 мкл, инкубация 10 минут при 

слабом встряхивании (скорость 
вращения 600-800 об./мин) + 5 минут 

в покое

Измерение интенсивности 
флуоресценции

Флуориметр с временным 
разрещением



Флуоресценция,
тыс. ИМП./С

Рис. О бразец калибровочного графика

11. И Н Т Е Р П Р Е Т А Ц И Я  Р Е З У Л Ь Т А Т О В

О бнаруж ение новорож денны х с первичны м  неонатальны м гипотиреозом 
основано на использовании величины  предварительно принятой пороговой 
концентрации ТТГ (cut-off), которая устанавливается эмпирически, зная разброс 
нормальны х значений в популяции. О бщ еприняты м  для скрининговы х медико­
генетических центров России является использование в качестве пороговой 
концентрации ТТ Г 20 мкМ Е/мл крови (эквивалентно 44 мкМ Е/мл сыворотки при 
гематокрите 50-55% ). К онцентрация ТТГ, превы ш аю щ ая пороговое значение, 
указы вает на патологию , требую щ ую  дополнительного лабораторного 
тестирования. В се образцы  с концентрацией выш е 20 мкМ Е/мл долж ны  быть 
проверены повторно для исклю чения лож нополож ительны х результатов.

В случае повторного обнаруж ения в образце крови концентрации
ТТГ вы ш е пороговой с к р и н и н г -л аб о р а т д а ^ ’̂  поликлинику по месту



проживания новорож денного о необходимости повторного взятия крови для 
количественного определения уровня ТТГ.

При концентрации ТТГ от 20 до 100 мкМ Е/мл забор крови производится на 
бланк, исследованию  подвергаются' вы суш енны е пятна крови.

При концентрации ТТГ более 100 мкМ Е/мл следует получить сыворотку 
крови для параллельного определения в ней ТТГ, тироксина (Т 4) и 
трийодтиронина (Т 3).

12. У С Л О В И Я  Х Р А Н Е Н И Я  И  Э К С П Л У А Т А Ц И И  Н А Б О Р А

12.1. Н абор долж ен храниться в упаковке предприятия-изготовителя при 
температуре +2 - 8°С в течение всего срока годности. Д опускается хранение 
наборов при температуре до +25°С не более 3 суток.

12.2. С рок годности набора - 12 месяцев,
12.3. Н еиспользованны е стрипы мож но хранить в полиэтиленовом пакета 

при температуре +2-8°С  не более 1 месяца.
12.4. К алибровочны е пробы и контрольны е пробы после вскры тия пакета 

можно хранить при температуре +2-8°С  не более 1 месяца.
12.5. К онъю гат после вскрытия флакона мож но хранить при температуре 2- 

8°С в течение срока годности набора.
12.6. Рабочий раствор конъю гата после разведения хранению  не подлежит.
12.7. У силиваю щ ий раствор после вскры тия флакона можно хранить в 

темном месте при температуре +2-8°С  в течение срока годности набора.
\| 12.8. Буфер анализа" и концентрат пром ы вного раствора после вскрытия

флаконов мож но хранить при температуре +2-8°С  в течение срока годности 
набора.

12.9. Рабочий промы вной раствор мож но хранить при температуре 2-8°С  не 
более 7 дней.

12.10. Н е следует использовать реагенты  из различны х серий наборов.
12.11. Н е следует держ ать реагенты  на ярком  свету во время инкубации и 

хранения.
12.12. Д ля отбора и добавления реагентов рекомендуется использовать 

полуавтоматические одноканальны е пипетки со сменными наконечниками, 
аттестованны е на точность по значению  средней дозы  и воспроизводим ости 
результатов пипетирования.

12.13. С ледует избегать загрязнения реагентов ионами металлов в связи с 
возмож ностью  получения лож ны х результатов.

12.14. Д ля получения надеж ны х результатов необходимо строгое 
соблю дение инструкции по прим енению  набора.

10

По вопросам , касаю щ им ся качества набора ТТГ-неоскрин, следует 
обращ аться в ЗА О  «И ммуноскрин» по адресу:

‘ ‘V

*.1
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125424, г. М о ск в а , В о л о к о л ам ск о е  ш о ссе , д .7 5 /1 ; тел .: (0 9 5 )4 9 0 -5 7 -0 4  
и  в И н сти ту т  го су д ар ств ен н о го  к о н тр о л я  л ек а р с т в ен н ы х  ср ед ств  Ф Г У  « Н Ц  
Э С М П » Ф С  Н З С Р  п о  адресу:
117246, г. М о ск в а , Н а у ч н ы й  п роезд , д .14а ; тел .: (0 9 5 ) 120-6095 ; 120-6096.

Н ач ал ьн и к  о тд ел а
тех н и ч еск о го  к о н т р о л я  З А О  « И м м у н о ск р и н » , д .б .н . В .Г .П о м ел о в а

Г л авн ы й  т е х н о л о г  З А О  « И м м у н о ск р и н » , к .б .н .

С тар ш и й  н ау ч н ы й  со тр у д н и к  М О Н И И А Г  
д .м .н ., п роф .

Т .А .Б ы ч ен к о в а

И .П .Л ар и ч ев а


