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«УТВЕРЖДЕНА»
Приказ Росздравнадзора № 5477-Пр/10 от 11 июня 2010 г. 

КРД № 33286 от 27.05.2010

ИНСТРУКЦИЯ ПО ПРИМЕНЕНИЮ НАБОРА РЕАГЕНТОВ  
ДЛЯ ИММУНОФЕРМЕНТНОГО ОПРЕДЕЛЕНИЯ АУТОАНТИТЕЛ 

К ТИРЕОПЕРОКСИДАЗЕ В CЫВОРОТКЕ (ПЛАЗМЕ) КРОВИ 
«АТ-ТПО-ИФА»

1. НАЗНАЧЕНИЕ
1.1. Набор реагентов «АТ-ТПО-ИФА» предназначен для количественного 

определения концентрации аутоантител к тиреопероксидазе в cыворотке (плазме) 
крови методом твердофазного иммуноферментного анализа.

1.2.  Тироидные микросомальные антитела – это циркулирующие 
иммуноглобулины против компонента гладкого эндоплазматического ретикулума 
клеток щитовидной железы. Основным компонентом этого микросомального 
антигена является фермент тиреопероксидаза (ТПО). Эти антитела  
преимущественно принадлежат к классу IgG. При аутоиммунных заболеваниях 
щитовидной железы желательно определять одновременно антитела к ТПО и 
антитела к ТГ. Антитела к ТГ и/или аТПО определяются в высоких концентрациях 
при болезни Грейвса, тиреоидите Хашимото и его разновидностях: ювенильном 
лимфоцитарном тиреоидите, хроническом фиброзном варианте тиреоидита, 
идеопатической микседеме, атрофическом асимптоматическом тиреоидите и 
синдроме Шмитта. Поскольку у пациентов в зависимости от этапа заболевания 
может наблюдаться гипо-, гипер- или эутиреоидная стадия, определение данных 
антител является более точным диагностическим признаком при постановке 
диагноза аутоиммунного поражения щитовидной железы и определения степени 
поражения, чем проведение классических  гормональных тестов. Постановка 
данных тестов особенно важна при диагностике следующих состояний:

–– клинических проявлениях болезни Грейвса без признаков экзофтальма и 
увеличения щитовидной железы;

–– определение гипотиреоза у подростков. 
Определение повышенных значений аТПО у женщин во время первых месяцев 

беременности является фактором риска тиреоидита в послеродовом периоде. 
Высокий уровень аТПО может определяться при лечении амиодароном. Это 
лекарство назначается при сердечной аритмии и содержит 37.2% йода, который 
достаточно быстро выводится из организма. Известно, что это лекарство вызывает 
гипотиреоз у 20% пациентов в регионах с пониженным потреблением йода. Было 
найдено, что у пациентов с гипотиреозом, вызванным приемом этого лекарства, 
имеются циркулирующие  антитела к ТПО. Таким образом, перед назначением 
лечения у данных пациентов, наряду с определением Т3, Т4 и ТТГ, необходимо 
проводить и этот тест.
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2. ПРИНЦИП РАБОТЫ НАБОРА
Определение аутоантител к тиреопероксидазе основано на использовании  

непрямого варианта твердофазного иммуноферментного анализа. На внутренней 
поверхности лунок планшета иммобилизован антиген – TПО.  Антитела из образца 
связываются с антигеном на поверхности лунки. Образовавшийся комплекс 
выявляют с помощью конъюгата мышиных моноклональных антител к IgG 
человека с пероксидазой хрена. В результате образуется связанный с пластиком 
«сэндвич», содержащий пероксидазу. Во время инкубации с раствором субстрата 
тетраметилбензидина (ТМБ) происходит окрашивание растворов в лунках. 
Интенсивность окраски прямо пропорциональна концентрации специфических 
аутоантител к тиреопероксидазе.  Концентрацию аутоантител к тиреопероксидазе 
в исследуемых образцах определяют по калибровочному графику зависимости 
оптической плотности от содержания аутоантител к тиреопероксидазе 
в калибровочных пробах.

3. АНАЛИТИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ
3.1. Специфичность. Использование высокоочищенного препарата позволяет 

достичь высокой специфичности анализа.
3.2. Воспроизводимость. 
Коэффициент вариации результатов определения содержания АТ-ТПО  

в одном и том же образце cыворотки (плазмы) крови с использованием  
Набора «АТ-ТПО-ИФА» не превышает 8.0%.

3.3. Линейность. 
Зависимость концентрации АТ-ТПО в образцах cыворотки (плазмы) крови 

при разведении их cывороткой (плазмой) крови, не содержащей АТ-ТПО, имеет 
линейный характер в диапазоне концентраций 30–1000 МЕ/мл и составляет 
±10.0%.

3.4. Точность. 
Данный аналитический параметр проверяется тестом на «открытие» – 

соответствие измеренной концентрации АТ-ТПО предписанной, полученной путем 
смешивания равных объемов контрольной сыворотки и калибровочной пробы 
100 МЕ/мл. Процент «открытия» составляет 90–110%.

3.5. Чувствительность. 
Минимальная достоверно определяемая Набором «АТ-ТПО-ИФА» концентрация 

АТ-ТПО в cыворотке (плазме) крови не превышает 2.5 МЕ/мл.
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5. МЕРЫ ПРЕДОСТОРОЖНОСТИ
5.1. Потенциальный риск применения Набора – класс 2a (ГОСТ Р 51609-2000).
5.2. Все компоненты Набора, за исключением стоп-реагента (5.0% раствор 

серной кислоты), в используемых концентрациях являются нетоксичными.
Раствор серной кислоты обладает раздражающим действием. Избегать 

разбрызгивания и попадания на кожу и слизистые. При попадании на кожу и слизистые 
пораженный участок следует промыть большим количеством проточной воды.

5.3. При работе с Набором следует соблюдать «Правила устройства, техники 
безопасности, производственной санитарии, 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 резиновые или 
пластиковые перчатки, так как образцы крови человека следует рассматривать как 
потенциально инфицированный материал, способный длительное время сохранять 
и  передавать ВИЧ, вирус гепатита или любой другой возбудитель вирусной 
инфекции.

6. ОБОРУДОВАНИЕ И МАТЕРИАЛЫ,  
НЕОБХОДИМЫЕ ПРИ РАБОТЕ С НАБОРОМ

–– фотометр вертикального сканирования, позволяющий измерять оптическую 
плотность содержимого лунок планшета при длине волны 450 нм;

–– дозаторы со сменными наконечниками, позволяющие отбирать объемы 
в диапазоне 5–250 мкл;

–– термостат, поддерживающий температуру +37 °C ±0.1 °C;
–– цилиндр мерный вместимостью 1000 мл;
–– вода дистиллированная;
–– перчатки резиновые или пластиковые;
–– бумага фильтровальная.

7. ПОДГОТОВКА РЕАГЕНТОВ ДЛЯ АНАЛИЗА
7.1. Перед проведением анализа компоненты Набора и исследуемые образцы 

сыворотки (плазмы) крови следует выдержать при комнатной температуре  
(+18…+25 °C) не менее 30 мин.

7.2. Приготовление планшета.
Вскрыть пакет с планшетом и установить на рамку необходимое количество 

стрипов. Оставшиеся неиспользованными стрипы, чтобы предотвратить 
воздействие на них влаги, тщательно заклеить бумагой для заклеивания планшета 
и хранить при температуре +2…+8 °C в течение всего срока годности Набора.

7.3. Приготовление отмывочного раствора.
Содержимое флакона с концентратом отмывочного раствора (22 мл), перенести 

в мерный цилиндр вместимостью 1000 мл, добавить 550 мл дистиллированной 
воды и тщательно перемешать. В случае дробного использования Набора следует 
отобрать необходимое количество концентрата отмывочного раствора и развести 
дистиллированной водой в 26 раз (1 мл концентрата отмывочного раствора + 25 мл 
дистиллированной воды).
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8. УСЛОВИЯ ХРАНЕНИЯ И ЭКСПЛУАТАЦИИ НАБОРА
8.1. Набор реагентов «АТ-ТПО-ИФА» должен храниться в упаковке предприятия-

изготовителя при температуре +2…+8 °С в течение всего срока годности, указанного 
на упаковке Набора.

Допускается хранение (транспортировка) Набора при температуре до +25 °С 
не более 15 суток. Не допускается замораживание целого набора.

8.2. Набор рассчитан на проведение анализа в дубликатах 42 исследуемых 
образцов, 5 калибровочных проб и 1 пробы контрольной сыворотки (всего 
96 определений).

8.3. В случае дробного использования Набора компоненты следует хранить 
следующим образом:

–– оставшиеся неиспользованными стрипы необходимо тщательно заклеить 
бумагой для заклеивания планшета и хранить при температуре +2…+8 °C 
в течение всего срока годности Набора;

–– ИФА-Буфер, конъюгат, субстрат, стоп-реагент после вскрытия флаконов 
следует хранить при температуре +2…+8 °С в течение всего срока годности 
Набора;

–– калибровочные пробы и контрольную сыворотку после вскрытия флаконов 
следует хранить при температуре +2…+8 °C не более 2 месяцев;

–– оставшийся неиспользованным концентрат отмывочного раствора следует 
хранить при температуре +2…+8 °C в течение всего срока годности 
Набора;

–– приготовленный отмывочный раствор следует хранить при комнатной 
температуре (+18…+25 °C) не более 15 суток или при температуре 
+2…+8 °C не более 45 суток;

Примечание. После использования реагента немедленно закрывайте крышку 
флакона. Закрывайте каждый флакон своей крышкой.

8.4. Для проведения анализа не следует использовать гемолизированную, 
мутную сыворотку (плазму) крови, а также сыворотку (плазму) крови, содержащую 
азид натрия. Если анализ производится не в день взятия крови, сыворотку (плазму) 
следует хранить при температуре -20 °С. Повторное замораживание-оттаивание 
образцов сыворотки (плазмы) крови не допускается. Допускается исследование 
сывороток, хранение которых с момента забора крови осуществлялось при 
температуре от +2 ºС до +8 ºС не более 7 суток.

8.5. Исключается использование для анализа образцов сыворотки (плазмы) 
крови людей, получавших в целях диагностики или терапии препараты, в состав 
которых входят мышиные антитела.

8.6. При использовании Набора для проведения нескольких независимых 
серий анализов следует иметь в виду, что для каждого независимого определения 
необходимо построение нового калибровочного графика; кроме этого, 
рекомендуется определение концентрации аутоантител к тиреопероксидазе 
в контрольной сыворотке.

8.7. Для получения надежных результатов необходимо строгое соблюдение 
Инструкции по применению Набора.

8.8. Не используйте компоненты из других наборов или из аналогичных 
наборов других серий.



7

ХЕМА

Document: K131I	       	           Instruction version: 1901� Format version: 310

9
. 

П
Р

О
В

ЕД
ЕН

И
Е 

А
Н

А
Л

И
З

А
1

П
ом

ес
ти

те
 в

 р
ам

ку
 н

ео
бх

од
им

ое
 к

ол
ич

ес
тв

о 
ст

ри
по

в 
– 

ис
сл

ед
уе

м
ы

е 
об

ра
зц

ы
 в

 2
 п

ов
то

ра
х 

и 
12

 л
ун

ок
 д

ля
 

ка
ли

бр
ов

оч
ны

х 
пр

об
 и

 к
он

тр
ол

ьн
ой

 с
ы

во
ро

тк
и.

2
Р

аз
б

ав
ьт

е 
об

р
аз

ц
ы

 c
ы

во
р

от
ки

 (
п

л
аз

м
ы

) 
кр

ов
и

 в
 1

0
1

 р
аз

, и
сп

ол
ьз

уя
 И

Ф
А

-Б
уф

ер
 (

S
01

1Z
3)

. П
ри

м
ер

: 
5 

м
кл

 о
бр

аз
ца

 +
 5

00
 м

кл
 И

Ф
А
-Б

уф
ер

а.
 Н

е 
ра

зб
ав

ля
йт

е 
ка

ли
бр

ов
оч

ны
е 

пр
об

ы
 и

 к
он

тр
ол

ьн
ую

 с
ы

во
ро

тк
у.

 
3

Ес
ли

 п
ре

дп
ол

аг
ае

м
ая

 к
он

це
нт

ра
ци

я 
А
Т-

ТП
О

 в
 и

сс
ле

ду
ем

ом
 о

бр
аз

це
 п

ре
вы

ш
ае

т 
10

00
 М

Е/
м
л,

 е
го

 с
ле

ду
ет

 
до

по
лн

ит
ел

ьн
о 

ра
зв

ес
ти

, 
ис

по
ль

зу
я 

И
Ф

А
-Б

уф
ер

 (
S
01

1Z
3)

. 
И

сп
ол

ьз
ов

ан
ие

 д
ру

ги
х 

бу
ф

ер
ов

 и
 р

еа
ге

нт
ов

 д
ля

 
ра

зб
ав

ле
ни

я 
об

ра
зц

ов
 м

ож
ет

 и
ск

аж
ат

ь 
ре

зу
ль

та
ты

 о
пр

ед
ел

ен
ия

!
П

ри
м
еч

ан
ие

. Д
ля

 п
ол

уч
ен

ия
 н

ад
еж

ны
х 
ре

зу
ль

та
то

в 
ре

ко
м
ен

ду
ет

ся
 и

сп
ол

ьз
ов

ат
ь н

ес
ко

ль
ко

 п
ос

ле
до

ва
те

ль
ны

х 
ра

зв
ед

ен
ий

 и
сс

ле
ду

ем
ог

о 
об

ра
зц

а 
cы

во
ро

тк
и 

(п
ла

зм
ы

) 
кр

ов
и.

4
В

н
ес

и
те

 в
 с

оо
тв

ет
ст

ву
ю

щ
и

е 
л

ун
ки

 в
 д

уб
л

и
ка

та
х 

п
о 

1
0

0
 м

кл
 к

ал
и

б
р

ов
оч

н
ой

 п
р

об
ы

 и
 к

он
тр

ол
ьн

ой
 

сы
во

р
от

ки
. 

В
 о

ст
ал

ьн
ы

е 
л

ун
ки

 в
н

ес
и

те
 в

 д
уб

л
и

ка
та

х 
п

о 
1

0
0

 м
кл

 р
аз

б
ав

л
ен

н
ы

х 
и

сс
л

ед
уе

м
ы

х 
об

р
аз

ц
ов

 
cы

во
р

от
ки

 
(п

л
аз

м
ы

) 
кр

ов
и

. 
В
не

се
ни

е 
ка

ли
бр

ов
оч

ны
х 

пр
об

, 
ко

нт
ро

ль
но

й 
сы

во
ро

тк
и 

и 
ис

сл
ед

уе
м
ы

х 
об

ра
зц

ов
 н

ео
бх

од
им

о 
пр

ои
зв

ес
ти

 в
 т

еч
ен

ие
 1

5 
м
ин

ут
.

5
Ак

ку
ра

тн
о 

пе
ре

ме
ш

ай
те

 с
од

ер
ж

им
ое

 п
ла

нш
ет

а 
кр

уг
ов

ы
ми

 д
ви

ж
ен

ия
ми

 п
о 

го
ри

зо
нт

ал
ьн

ой
 п

ов
ер

хн
ос

ти
, з

ак
ле

йт
е 

пл
ан

ш
ет

 б
ум

аг
ой

 д
ля

 з
ак

ле
ив

ан
ия

 п
ла

нш
ет

а.
 И

нк
уб

ир
уй

те
 п

ла
нш

ет
 в

 т
еч

ен
ие

 3
0 

м
ин

ут
 п

ри
 т

ем
пе

ра
ту

ре
 

+
37

 °
C.

6
П

о 
ок

он
ча

ни
и 

ин
ку

ба
ци

и 
уд

ал
ит

е 
со

де
рж

им
ое

 л
ун

ок
 а

сп
ир

ац
ие

й 
(н

ап
ри

м
ер

, 
с 

по
м
ощ

ью
 в

од
ос

тр
уй

но
го

 
на

со
са

) 
ил

и 
де

ка
нт

ир
ов

ан
ие

м
 и

 о
тм

ой
те

 л
ун

ки
 3

 р
аз

а.
 П

ри
 к

аж
до

й 
от

м
ы

вк
е 

до
ба

вь
те

 в
о 

вс
е 

лу
нк

и 
по

 
25

0 
м
кл

 о
тм

ы
во

чн
ог

о 
ра

ст
во

ра
 (

см
. 

п.
7.

3)
, 

вс
тр

ях
ни

те
 п

ла
нш

ет
 к

ру
го

вы
м
и 

дв
иж

ен
ия

м
и 

по
 г

ор
из

он
та

ль
но

й 
по

ве
рх

но
ст

и 
с 

по
сл

ед
ую

щ
ей

 а
сп

ир
ац

ие
й 

ил
и 

де
ка

нт
ир

ов
ан

ие
м
. З

ад
ер

ж
ка

 п
ри

 о
тм

ы
вк

е 
(з

ам
ач

ив
ан

ие
 л

ун
ок

) 
не

 т
ре

бу
ет

ся
. 

П
ри

 к
аж

до
м
 д

ек
ан

ти
ро

ва
ни

и 
не

об
хо

ди
м
о 

тщ
ат

ел
ьн

о 
уд

ал
ят

ь 
ос

та
тк

и 
ж

ид
ко

ст
и 

из
 л

ун
ок

.
7

В
н

ес
и

те
 в

о 
вс

е 
л

ун
ки

 п
о 

1
0

0
 м

кл
 к

он
ъ

ю
га

та
.

8
За

кл
ей

те
 

пл
ан

ш
ет

 
бу

ма
го

й 
дл

я 
за

кл
еи

ва
ни

я 
пл

ан
ш

ет
а 

и 
и

н
ку

би
ру

й
те

 
ег

о 
в 

те
че

н
и

е 
30

 м
и

н
ут

 п
ри

 
те

м
п

ер
ат

ур
е 

+
37

 °
C
.

9
П

о 
ок

он
ча

ни
и 

ин
ку

ба
ци

и 
уд

ал
ит

е 
со

де
рж

им
ое

 л
ун

ок
 и

 о
тм

ой
те

 л
ун

ки
 5

 р
аз

.
10

В
н

ес
и

те
 в

о 
вс

е 
л

ун
ки

 п
о 

1
0

0
 м

кл
 р

ас
тв

ор
а 

су
б

ст
р

ат
а 

те
тр

ам
ет

и
л

б
ен

зи
д

и
н

а.
 В

не
се

ни
е 

ра
ст

во
ра

 
су

бс
тр

ат
а 

те
тр

ам
ет

ил
бе

нз
ид

ин
а 

в 
лу

нк
и 

не
об

хо
ди

м
о 

пр
ои

зв
ес

ти
 в

 т
еч

ен
ие

 2
–3

 м
ин

. 
И

нк
уб

ир
уй

те
 п

ла
нш

ет
 

в 
те

м
но

те
 п

ри
 к

ом
на

тн
ой

 т
ем

пе
ра

ту
ре

 (
+

18
…

+
25

°С
) 

в 
те

че
ни

е 
10

-2
0 

м
ин

ут
 в

 з
ав

ис
им

ос
ти

 о
т 

ст
еп

ен
и 

ра
зв

ит
ия

 с
ин

ег
о 

ок
ра

ш
ив

ан
ия

.
11

В
н

ес
и

те
 в

о 
вс

е 
л

ун
ки

 с
 т

ой
 ж

е 
ск

ор
ос

ть
ю

 и
 в

 т
ой

 ж
е 

по
сл

ед
ов

ат
ел

ьн
ос

ти
, 

ка
к 

и 
ра

ст
во

р 
су

бс
тр

ат
а 

те
тр

ам
ет

ил
бе

нз
ид

ин
а,

 п
о 

1
0

0
 м

кл
 с

то
п

-р
еа

ге
н

та
, п

ри
 э

то
м
 с

од
ер

ж
им

ое
 л

ун
ок

 о
кр

аш
ив

ае
тс

я 
в 

яр
ко

-ж
ел

ты
й 

цв
ет

.
П

ро
до

лж
ен

ие
 т

аб
ли

цы
 н

а 
ст

р.
 8



8

K131I

Document: K131I	       	         Instruction version: 1901� Format version: 310

12
И

зм
ер

ьт
е 

ве
л

и
чи

н
у 

оп
ти

че
ск

ой
 п

л
от

н
ос

ти
 (

О
П

) 
со

д
ер

ж
и

м
ог

о 
л

ун
ок

 п
л

ан
ш

ет
а 

н
а 

ф
от

ом
ет

р
е 

ве
рт

ик
ал

ьн
ог

о 
ск

ан
ир

ов
ан

ия
 п

р
и

 д
л

и
н

е 
во

л
н

ы
 4

5
0

 н
м

. 
И

зм
ер

ен
ие

 О
П

 с
од

ер
ж

им
ог

о 
лу

но
к 

пл
ан

ш
ет

а 
не

об
хо

ди
м
о 

пр
ои

зв
ес

ти
 в

 т
еч

ен
ие

 1
5 

м
ин

 п
ос

ле
 в

не
се

ни
я 

ст
оп

-р
еа

ге
нт

а.
 Б

ла
нк

 ф
от

ом
ет

ра
 в

ы
ст

ав
ля

йт
е 

по
 

ка
ли

бр
ов

оч
но

й 
пр

об
е 

C
1.

13
П

ос
тр

ой
те

 в
 л

ин
ей

ны
х 

ко
ор

ди
на

та
х 

ка
ли

бр
ов

оч
ны

й 
гр

аф
ик

: 
ос

ь 
аб

сц
ис

с 
(х

) 
– 

ко
нц

ен
тр

ац
ия

 А
Т-

ТП
О

 в
 

ка
ли

бр
ов

оч
ны

х 
пр

об
ах

 (
М

Е/
м
л)

, 
ос

ь 
ор

ди
на

т 
(у

) 
– 

оп
ти

че
ск

ая
 п

ло
тн

ос
ть

 к
ал

иб
ро

во
чн

ы
х 

пр
об

 (
О

П
 4

50
 н

м
).

 
Д

ля
 а

лг
ор

ит
м
а 

об
сч

ет
а 

(а
пп

ро
кс

им
ац

ии
) 

ка
ли

бр
ов

оч
но

го
 г

ра
ф

ик
а 

ис
по

ль
зу

йт
е 

ин
те

рв
ал

ьн
ы

й 
(к

ус
оч

но
-

ли
не

йн
ы

й,
 «

от
 т

оч
ки

 к
 т

оч
ке

»)
 м

ет
од

. 
14

О
пр

ед
ел

ит
е 

по
 к

ал
иб

ро
во

чн
ом

у 
гр

аф
ик

у 
со

де
рж

ан
ие

 А
Т-

ТП
О

 в
 и

сс
ле

ду
ем

ы
х 

об
ра

зц
ах

. 
Ес

ли
 и

сс
ле

ду
ем

ы
й 

об
ра

зе
ц 

пр
ед

ра
зв

од
ил

и 
(с

м
. 

п.
 3

),
 у

м
но

ж
ьт

е 
по

лу
че

нн
ы

й 
ре

зу
ль

та
т 

на
 ф

ак
то

р 
ра

зв
ед

ен
ия

.
15

Н
аб

ор
 «

А
Т-

ТП
О

-И
Ф

А
»

 м
ож

ет
 б

ы
ть

 и
сп

ол
ьз

ов
ан

 д
л

я 
ск

р
и

н
и

н
га

.
Д

ля
 э

то
го

 н
ео

бх
од

им
о 

вн
ес

ти
 в

 2
 л

ун
ки

 п
ла

нш
ет

а 
по

 1
00

 м
кл

 к
ал

иб
ро

во
чн

ой
 п

ро
бы

 0
 М

Е/
м
л,

 в
 2

 д
ру

ги
е 

лу
нк

и 
- 

по
 1

00
 м

кл
 к

ал
иб

ро
во

чн
ой

 п
ро

бы
 3

0 
М

Е/
м
л,

 в
 о

ст
ал

ьн
ы

е 
лу

нк
и 

– 
по

 1
00

 м
кл

 р
аз

ве
де

нн
ы

х 
ис

сл
ед

уе
м
ы

х 
об

ра
зц

ов
 с

ы
во

ро
тк

и 
(п

ла
зм

ы
) 

кр
ов

и.
 

С
ра

вн
ит

е 
зн

ач
ен

ие
 О

П
 к

аж
до

го
 и

сс
ле

ду
ем

ог
о 

об
ра

зц
а 

сы
во

ро
тк

и 
(п

ла
зм

ы
) 

кр
ов

и 
с 

О
П

 к
ал

иб
ро

во
чн

ой
 

пр
об

ы
 3

0 
М

Е/
м
л 

(О
П

К
).

 Е
сл

и 
зн

ач
ен

ие
 О

П
 и

сс
ле

ду
ем

ог
о 

об
ра

зц
а 

вы
ш

е,
 ч

ем
 в

ел
ич

ин
а 

О
П

К
 (

+
10

,0
%

),
 т

о 
эт

от
 р

ез
ул

ьт
ат

 с
ле

ду
ет

 с
чи

та
ть

 п
ол

ож
ит

ел
ьн

ы
м
 (

бо
ле

е 
30

 М
Е/

м
л 

А
Т-

ТП
О

).
 Е

сл
и 

зн
ач

ен
ие

 О
П

 и
сс

ле
ду

ем
ог

о 
об

ра
зц

а 
ни

ж
е,

 ч
ем

 в
ел

ич
ин

а 
О

П
К
 (
-1

0,
0%

),
 т

о 
эт

от
 р

ез
ул

ьт
ат

 с
ле

ду
ет

 с
чи

та
ть

 о
тр

иц
ат

ел
ьн

ы
м
. Е

сл
и 

зн
ач

ен
ие

 
О

П
 и

сс
ле

ду
ем

ог
о 

об
ра

зц
а 

на
хо

ди
тс

я 
в 

пр
ед

ел
ах

 ±
10

,0
%

, 
то

 э
то

т 
ре

зу
ль

та
т 

сл
ед

уе
т 

сч
ит

ат
ь 

со
м
ни

те
ль

ны
м
.

Та
б

л
и

ц
а 

М

Ви
д 

ма
те

ри
ал

а
Сб

ор
, х

ра
не

ни
е и

 об
ра

бо
тк

а м
ат

ер
иа

ла
Пр

им
ер

 
 р

аз
ве

де
ни

я
Об

ра
зе

ц 
 

в 
лу

нк
у, 

мк
л

Фа
кт

ор
  

пе
ре

сч
ет

а
cы

во
ро

тк
а 

(п
ла

зм
а)

 к
ро

ви
ис

сл
ед

уе
м
ы

е 
об

ра
зц

ы
 д

ол
ж

ны
 б

ы
ть

 т
щ

ат
ел

ьн
о 

от
це

нт
ри

ф
уг

ир
ов

ан
ы

. 
А
на

ли
з 

м
ут

ны
х,

 
хи

ле
зн

ы
х 

и 
ге

м
ол

ит
ич

ес
ки

х 
об

ра
зц

ов
 м

ож
ет

 
пр

ив
ес

ти
 к

 и
ск

аж
ен

ию
 р

ез
ул

ьт
ат

ов
.

5 
м
кл

  
об

ра
зц

а 
 

+
 5

00
 м

кл
 

И
Ф

А
-Б

уф
ер

а

10
0

1



9

ХЕМА

Document: K131I	       	           Instruction version: 1901� Format version: 310

10. ОЖИДАЕМЫЕ ЗНАЧЕНИЯ И НОРМЫ
10.1. Основываясь на результатах исследований, проведенных ООО 

«ХЕМА», рекомендуем пользоваться нормами, приведенными ниже. Вместе с тем, 
в  соответствии с правилами GLP (Хорошей лабораторной практики), каждая 
лаборатория должна сама определить параметры нормы, характерные для 
обследуемой популяции.

Примечание. Значения концентраций АТ-ТПО в исследуемых образцах, 
находящиеся ниже границы чувствительности Набора (2.5 МЕ/мл), а также 
превышающие значение верхней калибровочной пробы (1000 МЕ/мл) следует 
приводить в следующей форме: в исследуемом образце Х концентрация АТ-ТПО 
ниже 2.5 МЕ/мл или выше 1000 МЕ/мл.

Исследуемая группа
Единицы, МЕ/мл

Нижний предел Верхний предел
Мужчины - 30
Женщины - 30
Женщины старше 50 лет - 50

11. ЛИТЕРАТУРА
1. Amino N., Mosi H., Iwatani W., Tanizawa O., Kawashima M., Tsuge I., Ibiragi K., Kumahara Y., Miyai 
K. – High prevalence of transient postpartum thyrotoxicosis and hypothyroidism. New Engl.J.Med., 
1982, 306:84.
2. Bastenie P., Neve P., Bonnyns M., Van Haelts L., Chailly M. – Clinical and pathological significance 
of atrophic thyroiditis. Lancet, 1967, 1:915.
3. Bonnyns M., Van Haelts L., Bastenie P. – Asymptomatic atrophic thyroiditis. Horm. Res. 1982, 
16:338.
4. Buchanan W., Alexander W., Crooks J., Koutras D., Wayne E., Anderson J.R., Goudie R.  – 
Association of thyrotoxicosis and autoimmune thyroiditis. Brit.Med. J., 1961, 1:843.
5. Czarnocka B., Ruf J., Ferrand M., Carayon P. – Parenté antigénique entre la peroxydase 
thyroïdienne et l’antigène microsimal impliqué dans les affections auto-immunes de la thyroïde. 
C.R. Acad.Sc.Paris, 1985, t.300, Série II, No. 15:577.
6. Czarnocka B., Ruf J., Ferrand M., Carayon P., Lissitzky S. – Purification of the human thyroid 
peroxidase and its identification as the microsomal antigen involved in autoimmune thyroid disease. 
FEBS, 1985, 190:147.

По вопросам, касающимся качества Набора «АТ-ТПО-ИФА»,
следует обращаться в ООО «ХЕМА» по адресу: 
105043, г. Москва, а/я 58 
105264, г. Москва, ул. 9-я Парковая, д. 48, 1-й под., 5 этаж, 
тел/факс (495) 737-39-36, 737-00-40, 510-57-07 (многоканальный)

электронная почта: info@xema.ru; rqc@xema.ru
интернет: www.xema.ru; www.xema-medica.com

Руководитель службы клиентского сервиса ООО «ХЕМА»,
к. б. н. Д. С. Кострикин
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Instruction for use

A SOLID-PHASE ENZYME IMMUNOASSAY  
FOR THE QUANTITATIVE DETERMINATION  
OF THYROID MICROSOMAL ANTIBODIES  

IN HUMAN SERUM OR PLASMA
1.  INTENDED USE

A solid-phase enzyme immunoassay for the quantitative determination of thyroid 
microsomal antibodies in serum or plasma.

This kit is designed for measurement of thyroid microsomal antibodies in 
serum or plasma. For possibility of use with other sample types, please, refer  
to Application Notes (on request). The kit contains reagents sufficient for  
96 determinations and allows to analyze 42 unknown samples in duplicates.

2. SUMMARY AND EXPLANATION
Anti-TPO antibodies (formerly – thyroid microsomal antibodies) are directed against 

a target protein – thyroid peroxidase (TPO) – located in the smooth endoplasmic 
reticulum of thyroid cells. The presence of anti-TPO antibodies in serum is associated 
with thyroid autoimmune diseases (Graves' disease and Hashimoto's thyroiditis). Anti-
TPO antibodies mostly belong to the IgG class.

Low to moderate levels of serum anti-TPO antibodies can be found in some other 
autoimmune pathology (eg systemic lupus erythematosus or Sjogren syndrom) and, 
rarely, in apparently healthy subjects (especially elderly women). Anti-TPO antibodies 
are more sensitive in diagnosis of thyroid autoimmune diseases than anti-thyroglobulin 
(anti-TG) antibodies. However, in some cases anti-TG positive sera may be negative for 
anti-TPO. Therefore, combined determination of both types of anti-thyroid antibodies 
(anti-TPO + anti-TG) provides a more sensitive laboratory diagnostic tool for thyroid 
autoimmunity.

3. PRINCIPLE OF THE TEST
This test is based on indirect enzyme immunoassay principle. Tested specimen 

is placed into the microwells coated by the antigen. Antibodies from the specimen 
bind coated antigen on the microwell surface. Unbound material is removed by 
washing procedure. Second antibodies directed towards species specific Ig, labelled 
with peroxidase enzyme, are then added into the microwells. After subsequent 
washing procedure, the remaining enzymatic activity bound to the microwell surface 
is detected and quantified by addition of chromogen-substrate mixture, stop solution 
and photometry at 450 nm. Optical density in the microwell is directly related to  
the quantity of the measured analyte in the specimen.
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4. WARNINGS AND PRECAUTIONS 
4.1.  For professional use only.
4.2.  This kit is intended for in vitro diagnostic use only.
4.3.  INFECTION HAZARD: There is no available test methods that can absolutely 

assure that Hepatitis B and C viruses, HIV-1/2, or other infectious agents are not 
present in the reagents of this kit. All human products, including patient samples, should 
be considered potentially infectious. Handling and disposal should be in accordance 
with the  procedures defined by an  appropriate national biohazard safety guidelines  
or regulations.

4.4. Avoid contact with stop solution containing 5.0% H2SO4. It may cause skin 
irritation and burns.

4.5. Wear disposable latex gloves when handling specimens and reagents. 
Microbial contamination of reagents may give false results.

4.6. Do not use the kit beyond the expiration date.
4.7. All indicated volumes have to be performed according to the protocol. Optimal 

test results are only obtained when using calibrated pipettes and microplate readers.
4.8. Do not smoke, eat, drink or apply cosmetics in areas where specimens or kit 

reagents are handled.
4.9. Chemicals and prepared or used reagents have to be treated as hazardous 

waste according to the national biohazard safety guidelines or regulations.
4.10. Do not mix reagents from different lots.
4.11. Replace caps on reagents immediately. Do not swap caps.
4.12. Do not pipette reagents by mouth.
4.13. Specimens must not contain any AZIDE compounds – they inhibit activity 

of peroxidase.
4.14. Material Safety Data Sheet for this product is available upon request directly 

from XEMA Co., Ltd. 
4.15.  The Material Safety Data Sheet fit the requirements of EU Guideline 91/155 

EC.
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5.2.  Equipment and material required but not provided
–– Distilled or deionized water;
–– Automatic or semiautomatic multichannel micropipettes, 100–250 µl, is useful 

but not essential;
–– Dry thermostat for 37 °С ±0.1 °C;
–– Calibrated micropipettes with variable volume, range volume 5–250 µl;
–– Calibrated microplate photometer with 450 nm wavelength and OD measuring 

range 0–3.0.
5.3. Storage and stability of the Kit
Store the whole kit at +2…+8 °C upon receipt until the expiration date.
After opening the pouch keep unused microtiter wells TIGHTLY SEALED BY 

ADHESIVE TAPE (INCLUDED) to minimize exposure to moisture.

6. SPECIMEN COLLECTION AND STORAGE
This kit is intended for use with serum or plasma (ACD- or heparinized). Grossly 

hemolytic, lipemic, or turbid samples should be avoided.
Specimens may be stored for up to 48 hours at +2…+8 °C before testing. For a 

longer storage, the specimens should be frozen at -20 °C or lower. Repeated freezing/
thawing should be avoided.

7. TEST PROCEDURE
7.1. Reagent Preparation
–– All reagents (including unsealed microstrips) should be allowed to reach room 

temperature (+18…+25 °C) before use.
–– All reagents should be mixed by gentle inversion or vortexing prior to use. 

Avoid foam formation.
–– It is recommended to spin down shortly the tubes with calibrators on low speed 

centrifuge.
–– Prepare washing solution from the concentrate BUF WASH 26X by 26 dilutions 

in distilled water. 
7.2.  Procedural Note:
It is recommended that pipetting of all calibrators and samples should be completed 

within 3 minutes.
7.3. Assay flowchart
See the example of calibration graphic in Quality Control data sheet.
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8. QUALITY CONTROL
It is recommended to use control samples according to state and federal reg-

ulations. The use of control samples is advised to assure the day to day validity  
of results.

The test must be performed exactly as per the manufacturer’s instructions for use. 
Moreover the user must strictly adhere to the rules of GLP (Good Laboratory Practice) or 
other applicable federal, state, and local standards and/or laws. This is especially relevant 
for the use of control reagents. It is important to always include, within the test procedure, 
a sufficient number of controls for validating the accuracy and precision of the test.

The test results are valid only if all controls are within the specified ranges and if all 
other test parameters are also within the given assay specifications.

9. CALCULATION OF RESULTS
9.1. Calculate the mean absorbance values (OD450) for each pair of calibrators 

and samples.
9.2.  Plot a calibration curve on graph paper: OD versus thyroid microsomal 

antibodies concentration.
9.3. Determine the corresponding concentration of thyroid microsomal antibodies 

in unknown samples from the calibration curve. Manual or computerized data reduction 
is applicable on this stage. Point-by-point or linear data reduction is recommended due 
to non-linear shape of curve.

9.4. Below is presented a typical example of a standard curve with the XEMA Co. 
Not for calculations!

Calibrators Value Absorbance Units  
(450 nm)

CAL 1 0 IU/ml 0.04
CAL 2 30 IU/ml 0.23
CAL 3 100 IU/ml 0.68
CAL 4 300 IU/ml 1.72
CAL 5 1000 IU/ml 2.36

10. EXPECTED VALUES
Therapeutical consequences should not be based on results of IVD methods alone – 

all available clinical and laboratory findings should be used by a physician to elaborate 
therapeutically measures. Each laboratory should establish its own normal range for 
aTPO. Based on data obtained by XEMA, the following normal range is recommended 
(see below).

Sex, age
Units, IU/ml

Lower limit Upper limit
Males - 30
Females - 30
Females >50 yrs - 50
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11. PERFORMANCE CHARACTERISTICS
11.1. Analytical sensitivity

Sensitivity of the assay was assessed as being 2.5 IU/ml.
11.2. Linearity

Linearity was checked by assaying dilution series of 5 samples with different thyroid 
microsomal antibodies concentrations. Linearity percentages obtained ranged within 
90 to 110%.

11.3. Recovery
Recovery was estimated by assaying 5 mixed samples with known thyroid microsomal 
antibodies concentrations. The recovery percentages ranged from 90 to 110%.
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НАБОР РЕАГЕНТОВ  
ДЛЯ ИММУНОФЕРМЕНТНОГО ОПРЕДЕЛЕНИЯ 

ТИРЕОТРОПНОГО ГОРМОНА  
В CЫВОРОТКЕ (ПЛАЗМЕ) КРОВИ «ТТГ-ИФА»

1. НАЗНАЧЕНИЕ
1.1. Набор реагентов «ТТГ-ИФА» предназначен для количественного 

определения концентрации тиреотропного гормона в cыворотке (плазме) крови 
методом твердофазного иммуноферментного анализа.

1.2.  Тиреотропный гормон (ТТГ) - гликопротеин с молекулярной массой около 
30 кДа, секретируется передней долей гипофиза. Молекула ТТГ состоит из двух 
нековалентно связанных полипептидных цепей: альфа- и бета-субъединицы. 
Специфичность и биологическую активность гормона определяет его бета-
субъединица. ТТГ вызывает продукцию и выделение щитовидной железой тироксина 
(Т4) и трийодтиронина (Т3). При увеличении концентрации этих гормонов в 
сыворотке крови секреция ТТГ ингибируется; наоборот, когда уровень тиреоидных 
гормонов уменьшается, в гипофизе увеличивается выброс ТТГ и, следовательно, 
увеличивается производство и выброс гормонов щитовидной железы. Секреция 
ТТГ подчиняется циркадным (околосуточным) ритмам с акрофазой в ночное время. 
Наибольший уровень ТТГ наблюдается в утренние часы (6 часов). Суточные 
колебания незначительны, однако, если полученные результаты не соответствуют 
клинической картине и параметрам других исследований, рекомендуется повторное 
проведение анализа. Показания к определению ТТГ: 

1) диагностика нарушений функции щитовидной железы; 
2)  гипотиреоз (уровень ТТГ повышается. Диагноз подтверждается низкими 

концентрациями общего и свободного тироксина и трийодтиронина. При 
субклиническом легком гипотиреозе, когда уровни Т3 и Т4 в пределах нормы, 
определение ТТГ является решающим); 

3)  гипертиреоз (синтез и секреция ТТГ подавлены); оценка адекватности 
заместительной терапии тироксином; 

4)  скрининг врожденного гипотиреоза (на пятом дне жизни определяют 
уровень ТТГ в пятне крови на фильтровальной бумаге или в сыворотке крови). 
Уровень ТТГ повышен при рождении (до 35 мМЕд/л), однако через нескольких 
дней снижается до базального (как у мальчиков, так и у девочек). 

Концентрация ТТГ увеличивается во время беременности. Повышенное 
содержание гормона наблюдается после тяжелых физических нагрузок. 
Пониженное давление и пониженная температура также стимулируют секрецию 
ТТГ. Кортизол и гормон роста угнетают секрецию ТТГ. Пониженное содержание ТТГ 
часто наблюдается у пожилых людей, при хронической почечной недостаточности, 
циррозе печени, замедленном половом развитии, вторичной аменорее, синдроме 
Кушинга, акромегалии. 
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2. ПРИНЦИП РАБОТЫ НАБОРА
Определение тиреотропного гормона основано на использовании «сэндвич»-

варианта твердофазного иммуноферментного анализа. На внутренней поверхности 
лунок планшета иммобилизованы мышиные моноклональные антитела к бета-цепи 
ТТГ человека. В лунках планшета, при добавлении исследуемого образца, происходит 
связывание ТТГ, содержащегося в исследуемом образце, с антителами на твердой 
фазе. Образовавшийся комплекс выявляют с помощью конъюгата (Fab2) фрагмента 
мышиных моноклональных антител к бета-цепи ТТГ человека с пероксидазой 
хрена. В результате образуется связанный с пластиком «сэндвич», содержащий 
пероксидазу. Во время инкубации с раствором субстрата тетраметилбензидина 
(ТМБ) происходит окрашивание растворов в лунках. Интенсивность окраски прямо 
пропорциональна концентрации тиреотропного гормона в исследуемом образце. 
Концентрацию тиреотропного гормона в исследуемых образцах определяют по 
калибровочному графику зависимости оптической плотности от содержания 
тиреотропного гормона в калибровочных пробах.

3. АНАЛИТИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ
3.1. Специфичность. Перекрестная реакция мышиных моноклональных 

антител к бета-цепи ТТГ с другими аналитами приведена в таблице:

Аналит Перекрестная реакция, %
ХГ <0.1
ЛГ <0.1

ФСГ <0.1

3.2. Воспроизводимость. 
Коэффициент вариации результатов определения содержания ТТГ в одном 

и том же образце cыворотки (плазмы) крови с использованием Набора «ТТГ-ИФА» 
не превышает 8.0%.

3.3. Линейность. 
Зависимость концентрации ТТГ в образцах cыворотки (плазмы) крови при 

разведении их cывороткой (плазмой) крови, не содержащей ТТГ, имеет линейный 
характер в диапазоне концентраций 0.2–20.0 мМЕ/л и составляет ±10.0%.

3.4. Точность. 
Данный аналитический параметр проверяется тестом на «открытие» – 

соответствие измеренной концентрации ТТГ предписанной, полученной путем 
смешивания равных объемов контрольной сыворотки и калибровочной пробы  
1.0 мМЕ/л. Процент «открытия» составляет 90–110%.

3.5. Чувствительность. 
Минимальная достоверно определяемая Набором «ТТГ-ИФА» концентрация ТТГ 

в cыворотке (плазме) крови не превышает 0.04 мМЕ/л.
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Символ
Комплектация 5

Количество
1 SORB MTP 5 шт

2 CAL 1 - 6 5 комплектов (С1 – 2 мл, С2-С6, по 0.8 мл);  
или 10 мл С1 и по 4 мл С2-С6

3 CONTROL 5х0.8 мл или 1х4 мл
4 CONJ HRP 5х14 мл или 2х30 мл
5 SUBS TMB 2х30 мл
6 BUF WASH 26X 2х50 мл 
7 STOP 2х30 мл
8 N003 10 шт

5. МЕРЫ ПРЕДОСТОРОЖНОСТИ
5.1. Потенциальный риск применения Набора – класс 1 (ГОСТ Р 51609-2000).
5.2. Все компоненты Набора, за исключением стоп-реагента (5.0% раствор 

серной кислоты), в используемых концентрациях являются нетоксичными.
Раствор серной кислоты обладает раздражающим действием. Избегать 

разбрызгивания и попадания на кожу и слизистые. При попадании на кожу и слизистые 
пораженный участок следует промыть большим количеством проточной воды.

5.3. При работе с Набором следует соблюдать «Правила устройства, техники 
безопасности, производственной санитарии, 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 резиновые или 
пластиковые перчатки, так как образцы крови человека следует рассматривать как 
потенциально инфицированный материал, способный длительное время сохранять 
и передавать ВИЧ, вирус гепатита или любой другой возбудитель вирусной инфекции.

6. ОБОРУДОВАНИЕ И МАТЕРИАЛЫ,  
НЕОБХОДИМЫЕ ПРИ РАБОТЕ С НАБОРОМ

–– фотометр вертикального сканирования, позволяющий измерять оптическую 
плотность содержимого лунок планшета при длине волны 450 нм;

–– термостат, поддерживающий температуру +37 °C ±3 °C;
–– дозаторы со сменными наконечниками, позволяющие отбирать объемы 

в диапазоне 25–250 мкл;
–– цилиндр мерный вместимостью 1000 мл;
–– вода дистиллированная;
–– перчатки резиновые или пластиковые;
–– бумага фильтровальная.

7. ПОДГОТОВКА РЕАГЕНТОВ ДЛЯ АНАЛИЗА
7.1. Перед проведением анализа компоненты Набора и исследуемые образцы 

сыворотки (плазмы) крови следует выдержать при комнатной температуре  
(+18…+25 °C) не менее 30 мин.

7.2. Приготовление планшета.
Вскрыть пакет с планшетом и установить на рамку необходимое количество 

стрипов. Оставшиеся неиспользованными стрипы, чтобы предотвратить воздействие 
на них влаги, тщательно заклеить бумагой для заклеивания планшета и хранить при 
температуре +2…+8 °C в течение всего срока годности Набора.



6

K201I

Document: K201I		          Instruction version: 1901� Format version: 012

7.3. Приготовление отмывочного раствора.
Содержимое флакона с концентратом отмывочного раствора (22 мл), перенести 

в мерный цилиндр вместимостью 1000 мл, добавить 550 мл дистиллированной 
воды и тщательно перемешать. В случае дробного использования Набора следует 
отобрать необходимое количество концентрата отмывочного раствора и развести 
дистиллированной водой в 26 раз (1 мл концентрата отмывочного раствора + 25 мл 
дистиллированной воды).

8. УСЛОВИЯ ХРАНЕНИЯ И ЭКСПЛУАТАЦИИ НАБОРА
8.1. Набор реагентов «ТТГ-ИФА» должен храниться в упаковке предприятия-

изготовителя при температуре +2…+8 °С в течение всего срока годности, указанного на 
упаковке Набора. Допускается хранение (транспортировка) Набора при температуре до 
+25 °С не более 15 суток. Не допускается замораживание целого набора. Допускается 
однократное замораживание (-20 °C) калибровочных проб и контрольной 
сыворотки в аликвотах.

8.2. Набор рассчитан на проведение анализа в дубликатах 41 исследуемого 
образца, 6 калибровочных проб и 1 пробы контрольной сыворотки (всего 
96 определений).

8.3. В случае дробного использования Набора компоненты следует хранить 
следующим образом:

–– оставшиеся неиспользованными стрипы необходимо тщательно заклеить 
бумагой для заклеивания планшета и хранить при температуре +2…+8 °C 
в течение всего срока годности Набора;

–– конъюгат, субстрат, стоп-реагент после вскрытия флаконов следует хранить 
при температуре +2…+8 °С в течение всего срока годности Набора;

–– калибровочные пробы и контрольную сыворотку после вскрытия флаконов 
следует хранить при температуре +2…+8 °C не более 2 месяцев;

–– оставшийся неиспользованным концентрат отмывочного раствора следует 
хранить при температуре +2…+8 °C в течение всего срока годности Набора. 
Приготовленный отмывочный раствор следует хранить при комнатной 
температуре (+18…+25  °C) не  более 15 суток или при температуре 
+2…+8 °C не более 45 суток.

Примечание. После использования реагента немедленно закрывайте крышку 
флакона. Закрывайте каждый флакон своей крышкой.

8.4. Для проведения анализа не следует использовать гемолизированную, 
мутную сыворотку (плазму) крови, а также сыворотку (плазму) крови, содержащую 
азид натрия. Если анализ производится не в день взятия крови, сыворотку (плазму) 
следует хранить при температуре -20 °С. Повторное замораживание-оттаивание 
образцов сыворотки (плазмы) крови не допускается. Допускается исследование 
сывороток, хранение которых с момента забора крови осуществлялось при 
температуре от +2 ºС до +8 ºС не более 7 суток.

8.5. Исключается использование для анализа образцов сыворотки (плазмы) 
крови людей, получавших в целях диагностики или терапии препараты, в состав 
которых входят мышиные антитела.

8.6. При использовании Набора для проведения нескольких независимых 
серий анализов следует иметь в виду, что для каждого независимого определения 
необходимо построение нового калибровочного графика; кроме этого, рекомендуется 
определение концентрации ТТГ в контрольной сыворотке.

8.7. Для получения надежных результатов необходимо строгое соблюдение 
руководства пользователя по применению Набора.

8.8. Не используйте компоненты из других наборов или из аналогичных наборов 
других серий.
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10. ОЖИДАЕМЫЕ ЗНАЧЕНИЯ И НОРМЫ
10.1. Основываясь на результатах исследований, проведенных ООО «ХЕМА», 

рекомендуем пользоваться нормами, приведенными ниже. Вместе с  тем,  
в соответствии с правилами GLP (Хорошей лабораторной практики), каждая 
лаборатория должна сама определить параметры нормы, характерные для 
обследуемой популяции.

Примечание. Значения концентраций ТТГ в исследуемых образцах, 
находящиеся ниже границы чувствительности Набора (0.04 мМЕ/л), а также 
превышающие значение верхней калибровочной пробы (20.0 мМЕ/л) следует 
приводить в следующей форме: в исследуемом образце Х концентрация ТТГ ниже 
0.04 мМЕ/л или выше 20.0 мМЕ/л.

Исследуемая 
группа

Единицы, мМЕ/л
Нижний предел Верхний предел

Здоровые доноры 0.3 4.0

11. ЛИТЕРАТУРА
1. Ekins R. Methods for measurement of free thyroid hormones. In: Free thyroid 
hormones. Amsterdam: Expecta Medica; 1979; p. 72-92.
2. Tietz, N., Fundamentals of Clinical Chemistry, W.B. Saunders Co., Philadelphia: 791 
and 844 (1976).
3. Soos, M., Taylor, S.J., Gard, T., and Siddle, K.A. Rapid Sensitive Two-Site 
Immunometric Assay for TSH Using Monoclonal Antibodies: Investigation of Factors 
Affecting Optimisation. J. of Immunological Methods 73, 237-249 (1984).
4. Musto, J.D., Pizzolante, J.M., Chesarone, V.P. A Comment of Thyrotropin Measurement 
and Evaluation. Clin. Chem. 30, 329-330 (1984). Opinion.
5. Burger, H. G., Patel, Y. C., Thyrotropin releasing hormone -TSH Clinic. Endocrinol. 
and Metab., 6, 831-00(1977).
6. Ezrin, C., The Thyroid, S. C. Werner and S. H. lngbar (eds.), Harper and Row, 
Hagerstown, MD, 9, 174-178 (1978).
7. Engall, E., Methods in Enzymology, Volume 70, Van Vunakis, H. and Langone, J. J. 
(eds.), Academic Press, New York, 419-492(1980).
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Instruction for use

A SOLID-PHASE ENZYME IMMUNOASSAY  
FOR THE QUANTITATIVE DETERMINATION OF TSH  

IN HUMAN SERUM OR PLASMA
1.  INTENDED USE

A solid-phase enzyme immunoassay for the quantitative determination of TSH  
in blood serum or plasma.

This kit is designed for measurement of TSH in blood serum or plasma. For possibility 
of use with other sample types, please, refer to Application Notes (on request). The kit 
contains reagents sufficient for 96 determinations and allows to analyze 41 unknown 
samples in duplicates.

2. SUMMARY AND EXPLANATION
Thyroid stimulating hormone (TSH) is a glycoprotein with molecular weight 

ca.30  kDa which is secreted by hypophysis. A molecule of TSH consists of two 
noncovalently bound subunits: α- and β-HCG. β-subunit determines biological activity 
and immunological specificity of TSH.

TSH stimulates thyroid gland to secrete thyroid hormones. TSH secretion 
in hypophysis is controlled by a negative feedback regulation by thyroid hormones. TSH 
secretion is subject to circadian rhythms with highest levels seen early in the morning 
(6 a.m.). Changes of TSH blood level during a day are not significant; nevertheless, 
if the results do not correspond with clinical status and other laboratory data, it is 
recommended to take and test another blood sample.

Determination of TSH level in serum is recommended in the following states and 
conditions:

1. Diagnostics of dysfunction of the thyroid gland;
2. Hypothyroidism (TSH level is increased. The diagnosis is confirmed by low 

concentrations of total and free T4 and T3. In mild subclinical forms when T4 and 
T3 levels are within normal ranges, determination of TSH concentration is critical);

3. Hyperthyroidism (synthesis and secretion of TSH are inhibited); monitoring 
of replacement therapy;

4. Screening for inherited hypothyroidism (on day 5 after birth TSH level in blood 
is determined). TSH level is elevated just after birth but it comes within the normal 
range in several days (both in boys and in girls).

Serum TSH level is elevated during pregnancy, after physical stress, in individuals 
with lowered blood pressure and lowered temperature. Secretion of TSH is inhibited 
by Cortisol and Growth hormone. Low TSH levels are often seen in elderly people, 
in patients with chronic renal insufficiency, liver cirrhosis, in retardation of sexual 
development, in secondary amenorrhea, Cushing syndrome, acromegaly.

In a present test system, β- chain specific monoclonal antibody XTB78 is used 
as capture reagent; enzyme-labelled (Fab2)-fragment of another β- chain specific 
monoclonal antibody XTB11 is used as tracer. This combination enables to minimize 
both cross-reactive reactions with other pituitary hormones and false positivity caused 
by anti-species antibodies.
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3. PRINCIPLE OF THE TEST
This test is based on two-site sandwich enzyme immunoassay principle. Tested 

specimen is placed into the microwells coated by specific murine monoclonal to  
β chain human TSH-antibodies. Antigen from the specimen is captured by the antibodies 
coated onto the microwell surface. Second antibodies  – murine monocnoclonal  
to (Fab2)-fragment of β chain human TSH, labelled with peroxidase enzyme, are then 
added into the microwells. After washing procedure, the remaining enzymatic activity 
bound to the microwell surface is detected and quantified by addition of chromogen-
substrate mixture, stop solution and photometry at 450 nm. Optical density in  
the microwell is directly related to the quantity of the measured analyte in the specimen.

4. WARNINGS AND PRECAUTIONS 
4.1.  For professional use only.
4.2.  This kit is intended for in vitro diagnostic use only.
4.3.  INFECTION HAZARD: There is no available test methods that can absolutely 

assure that Hepatitis B and C viruses, HIV-1/2, or other infectious agents are not 
present in the reagents of this kit. All human products, including patient samples, should 
be considered potentially infectious. Handling and disposal should be in accordance 
with the  procedures defined by an  appropriate national biohazard safety guidelines 
or regulations.

4.4. Avoid contact with stop solution containing 5.0% H2SO4. It may cause skin 
irritation and burns.

4.5. Wear disposable latex gloves when handling specimens and reagents. 
Microbial contamination of reagents may give false results.

4.6. Do not use the kit beyond the expiration date.
4.7. All indicated volumes have to be performed according to the protocol. Optimal 

test results are only obtained when using calibrated pipettes and microplate readers.
4.8. Do not smoke, eat, drink or apply cosmetics in areas where specimens or kit 

reagents are handled.
4.9. Chemicals and prepared or used reagents have to be treated as hazardous 

waste according to the national biohazard safety guidelines or regulations.
4.10. Do not mix reagents from different lots.
4.11. Replace caps on reagents immediately. Do not swap caps.
4.12. Do not pipette reagents by mouth.
4.13. Specimens must not contain any AZIDE compounds – they inhibit activity 

of peroxidase.
4.14. Material Safety Data Sheet for this product is available upon request directly 

from XEMA Co., Ltd. 
4.15.  The Material Safety Data Sheet fit the requirements of EU Guideline 91/155 

EC.
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5.2.  Equipment and material required but not provided
–– Distilled or deionized water;
–– Automatic or semiautomatic multichannel micropipettes, 100–250 µl, is useful 

but not essential;
–– Calibrated micropipettes with variable volume, range volume 25–250 µl;
–– Dry thermostat for 37 °С ±3 °С;
–– Calibrated microplate photometer with 450 nm wavelength and OD measuring  

range 0–3.0.
5.3. Storage and stability of the Kit
Store the whole kit at +2…+8 °C upon receipt until the expiration date.
After opening the pouch keep unused microtiter wells TIGHTLY SEALED BY ADHESIVE 

TAPE (INCLUDED) to minimize exposure to moisture.

6. SPECIMEN COLLECTION AND STORAGE
This kit is intended for use with serum or plasma (ACD- or heparinized). Grossly 

hemolytic, lipemic, or turbid samples should be avoided.
Specimens may be stored for up to 48 hours at +2…+8 °C before testing. For  

a longer storage, the specimens should be frozen at -20 °C or lower. Repeated freezing/
thawing should be avoided.

7. TEST PROCEDURE
7.1. Reagent Preparation
–– All reagents (including unsealed microstrips) should be allowed to reach room 

temperature (+18…+25 °C) before use.
–– All reagents should be mixed by gentle inversion or vortexing prior to use. 

Avoid foam formation.
–– It is recommended to spin down shortly the tubes with calibrators on low speed 

centrifuge.
–– Prepare washing solution from the concentrate BUF WASH 26X by 26 dilutions 

in distilled water. 
7.2.  Procedural Note:
It is recommended that pipetting of all calibrators and samples should be completed 

within 3 minutes.
7.3. Assay flowchart
See the example of calibration graphic in Quality Control data sheet.
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8. QUALITY CONTROL
It is recommended to use control samples according to state and federal regulations. 

The use of control samples is advised to assure the day to day validity of results.
The test must be performed exactly as per the manufacturer’s instructions for use. 

Moreover the user must strictly adhere to the rules of GLP (Good Laboratory Practice) 
or other applicable federal, state, and local standards and/or laws. This is especially 
relevant for the use of control reagents. It is important to always include, within the 
test procedure, a sufficient number of controls for validating the accuracy and precision 
of the test.

The test results are valid only if all controls are within the specified ranges and if all 
other test parameters are also within the given assay specifications.

9. CALCULATION OF RESULTS
9.1. Calculate the mean absorbance values (OD450) for each pair of calibrators 

and samples. 
9.2.  Plot a calibration curve on graph paper: OD versus total TSH concentration.
9.3. Determine the corresponding concentration of total TSH in unknown samples 

from the calibration curve. Manual or computerized data reduction is applicable on this 
stage. Point-by-point or linear data reduction is recommended due to non-linear shape 
of curve.

9.4. Below is presented a typical example of a standard curve with the XEMA Co. 
Not for calculations!

Calibrators Value Absorbance Units 
(450 nm)

CAL 1 0 mIU/l 0.08
CAL 2 0.2 mIU/l 0.13
CAL 3 1 mIU/l 0.23
CAL 4 5 mIU/l 0.73
CAL 5 10 mIU/l 1.30
CAL 6 20 mIU/l 2.04
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10. EXPECTED VALUES
Therapeutical consequences should not be based on results of IVD methods alone – 

all available clinical and laboratory findings should be used by a physician to elaborate 
therapeutically measures. Each laboratory should establish its own normal range for 
TSH. Based on data obtained by XEMA, the following normal range is recommended 
(see below). NOTE: the patients that have received murine monoclonal antibodies for 
radioimaging or immunotherapy develop high titered anti-mouse antibodies (HAMA). 
The presence of these antibodies may cause false results in the present assay. Sera from 
HAMA positive patients should be treated with depleting adsorbents before assaying.

Sex, age Units, mIU/l
Lower limit Upper limit

Healthy donors 0.3 4.0

11. PERFORMANCE CHARACTERISTICS
11.1. Analytical specificity / Cross reactivity

Analyte Cross-reactivity, % wt/wt
HCG <0.1
LH <0.1
FSH <0.1

11.2. Analytical sensitivity. Sensitivity of the assay was assessed as being 0.04 mIU/l.
11.3.  Linearity. Linearity was checked by assaying dilution series of 5 samples with 

different TSH concentrations. Linearity percentages obtained ranged within 90 to 110%.
11.4. Recovery. Recovery was estimated by assaying 5 mixed samples with known 

TSH concentrations. The recovery percentages ranged from 90 to 110%.
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«УТВЕРЖДАЮ»
Руководитель Федеральной службы 

по надзору в сфере здравоохранения
и социального развития

Р.У. Хабриев

ИНСТРУКЦИЯ ПО ПРИМЕНЕНИЮ НАБОРА РЕАГЕНТОВ  
ДЛЯ ИММУНОФЕРМЕНТНОГО ОПРЕДЕЛЕНИЯ  

ОБЩЕГО ПРОСТАТАСПЕЦИФИЧЕСКОГО АНТИГЕНА  
В CЫВОРОТКЕ (ПЛАЗМЕ) КРОВИ «общий ПСА-ИФА»

Рекомендована к утверждению Научно-экспертным Советом по медицинским изделиям.

1. НАЗНАЧЕНИЕ
1.1. Набор реагентов «общий ПСА-ИФА» предназначен для количественного 

определения концентрации общего ПСА в cыворотке (плазме) крови методом 
твердофазного иммуноферментного анализа.

1.2. Простатаспецифический антиген (ПСА) – гликопротеин с молекулярной 
массой 34 кДа, состоящий из одной полипептидной цепи, был обнаружен 
в  эпителиальных клетках нормальной простаты. Его концентрация в крови 
повышается при доброкачественной гиперплазии и злокачественном 
перерождении ткани простаты, а также при метастатическом раке простаты. 
ПСА является сериновой протеазой из семейства калликреинов, его точное 
название по  энзимологической классификации – прекалликреин 3. Высокие 
концентрации ПСА наблюдаются в  молочной железе при лактации и грудном 
молоке, поэтому данный белок нельзя считать строго специфичным для 
простаты. В сыворотке крови ПСА находится преимущественно в комплексе 
с антипротеазами – анти-химотрипсином, альфа-2-макроглобулином и 
антитрипсином. Часть ПСА (свободный ПСА) находится вне этих комплексов. 
Пара антител, используемых в  данной тест-системе (PS2-PS6), равномерно 
(эквимолярно) распознает обе формы ПСА – свободную и связанную, что 
подтверждено результатами независимых исследований в Университете Турку, 
Финляндия. У больных аденокарциномой простаты определяется повышение 
концентрации ПСА даже на ранних стадиях болезни. У больных с выраженным 
заболеванием отмечена концентрация ПСА 1000 нг/мл и выше. Клиническая 
значимость данного определения заключается в  возможности контроля 
и  прогноза прогрессирования заболевания. Нарастающее или устойчивое 
повышение концентрации ПСА, свидетельствуют об опухолевой прогрессии 
и  неэффективности терапии. Интерпретацию данных необходимо проводить 
с  учетом других клинических данных. Важную дополнительную информацию 
для дифференциальной диагностики доброкачественных и  злокачественных 
заболеваний простаты позволяет получить определение соотношения свПСА/
обПСА. При этом необходимо учитывать возраст пациента и анамнез: так, 
у  мужчин до 60 лет соотношение рекомендуется определять при уровне 
обПСА выше 4 нг/мл; при этом следует иметь в виду, что существенное – выше  
15 нг/мл  – повышение уровня обПСА может наблюдаться не только при 
злокачественном перерождении ткани простаты, но и при простатите и массаже 
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предстательной железы (по данным ООО «ХЕМА» – до 20 нг/мл и до 80 нг/мл 
соответственно), а также при эякуляции накануне исследования. У мужчин 
старше 60 лет, когда доброкачественная гиперплазия наблюдается практически 
у всех, уровень ПСА до 7 нг/мл целесообразно рассматривать как нормальный, 
и соотношение свПСА/ПСА определять, начиная с 7 нг/мл. Внимание: при 
определении соотношения необходимо пользоваться наборами одной фирмы! 
Данный набор предназначен для использования с набором «свПСА-ИФА»  
ООО «ХEMA», кат. № К231.

2. ПРИНЦИП РАБОТЫ НАБОРА
Определение общего ПСА основано на использовании «сэндвич»-варианта 

твердофазного иммуноферментного анализа. На внутренней поверхности лунок 
планшета иммобилизованы мышиные моноклональные антитела к общему ПСА 
человека. В лунках планшета, при добавлении исследуемого образца, происходит 
связывание общего ПСА, содержащегося в исследуемом образце, с антителами 
на твердой фазе. Образовавшийся комплекс выявляют с помощью конъюгата 
мышиных моноклональных антител к общему ПСА человека с пероксидазой 
хрена. В результате образуется связанный с пластиком «сэндвич», содержащий 
пероксидазу. Во время инкубации с раствором субстрата тетраметилбензидина 
(ТМБ) происходит окрашивание растворов в лунках. Интенсивность окраски 
прямо пропорциональна концентрации общего ПСА в исследуемом образце.  
Концентрацию общего ПСА в исследуемых образцах определяют по калибро–
вочному графику зависимости оптической плотности от содержания общего ПСА 
в калибровочных пробах.

3. АНАЛИТИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ
3.1. Специфичность. Оба мышиных моноклональных антитела, 

использован–ные в данном Наборе, демонстрируют эквимолярное взаимодействие, 
как со свободным ПСА так и с ПСА-АХТ комплексом.

3.2. Воспроизводимость. 
Коэффициент вариации результатов определения содержания общего ПСА 

в одном и том же образце cыворотки (плазмы) крови с использованием Набора 
«общий ПСА-ИФА» не превышает 8.0 %.

3.3. Линейность. 
Зависимость концентрации общего ПСА в образцах cыворотки (плазмы) крови 

при разведении их cывороткой (плазмой) крови, не содержащей общий ПСА, 
имеет линейный характер в диапазоне концентраций 1.5–30 нг/мл и составляет 
±10.0 %.

3.4. Точность. 
Данный аналитический параметр проверяется тестом на «открытие» – 

соответствие измеренной концентрации общего ПСА предписанной, полученной 
путем смешивания равных объемов контрольной сыворотки и калибровочной 
пробы 5.0 нг/мл. Процент «открытия» составляет 90–110 %.

3.5. Чувствительность. 
Минимальная достоверно определяемая Набором «общий ПСА-ИФА» 

концентрация общего ПСА в cыворотке (плазме) крови не превышает 0.005 нг/мл.
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Символ
Комплектация 5

Количество
1 SORB MTP 5 шт

2 CAL 1 - 5 5 комплектов (С1 – 6 мл, С2-С5, по 0.8 мл);  
или 30 мл С1 и по 4 мл С2-С5

3 CONTROL 5х0.8 мл или 1х4 мл
4 CONJ HRP 5х14 мл или 2х30 мл
5 SUBS TMB 2х30 мл
6 BUF WASH 26X 2х50 мл 
7 STOP 2х30 мл
8 N003 10 шт

5. МЕРЫ ПРЕДОСТОРОЖНОСТИ
5.1. Потенциальный риск применения Набора – класс 2б (ГОСТ Р 51609-2000).
5.2. Все компоненты Набора, за исключением стоп-реагента (5.0 % раствор 

серной кислоты), в используемых концентрациях являются нетоксичными.
Раствор серной кислоты обладает раздражающим действием. Избегать 

разбрызгивания и попадания на кожу и слизистые. При попадании на кожу и слизистые 
пораженный участок следует промыть большим количеством проточной воды.

5.3. При работе с Набором следует соблюдать «Правила устройства, техники 
безопасности, производственной санитарии, 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 резиновые или 
пластиковые перчатки, так как образцы крови человека следует рассматривать как 
потенциально инфицированный материал, способный длительное время сохранять 
и  передавать ВИЧ, вирус гепатита или любой другой возбудитель вирусной 
инфекции.

6. ОБОРУДОВАНИЕ И МАТЕРИАЛЫ,  
НЕОБХОДИМЫЕ ПРИ РАБОТЕ С НАБОРОМ

–– фотометр вертикального сканирования, позволяющий измерять оптическую 
плотность содержимого лунок планшета при длине волны 450 нм;

–– термостат, поддерживающий температуру +37 °C ±0.1 °C;
–– дозаторы со сменными наконечниками, позволяющие отбирать объемы 

в диапазоне 25–250 мкл;
–– цилиндр мерный вместимостью 1000 мл;
–– вода дистиллированная;
–– перчатки резиновые или пластиковые;
–– бумага фильтровальная.

7. ПОДГОТОВКА РЕАГЕНТОВ ДЛЯ АНАЛИЗА
7.1. Перед проведением анализа компоненты Набора и исследуемые образцы 

сыворотки (плазмы) крови следует выдержать при комнатной температуре  
(+18…+25 °C) не менее 30 мин.

7.2. Приготовление планшета.
Вскрыть пакет с планшетом и установить на рамку необходимое количество 

стрипов. Оставшиеся неиспользованными стрипы, чтобы предотвратить 
воздействие на них влаги, тщательно заклеить бумагой для заклеивания планшета 
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и хранить при температуре +2…+8 °C в течение всего срока годности Набора.
7.3. Приготовление отмывочного раствора.
Содержимое флакона с концентратом отмывочного раствора (22 мл), перенести в 

мерный цилиндр вместимостью 1000 мл, добавить 550 мл дистиллированной воды и 
тщательно перемешать. В случае дробного использования Набора следует отобрать 
необходимое количество концентрата отмывочного раствора и развести дистиллиро-
ванной водой в 26 раз (1 мл концентрата отмывочного раствора + 25 мл дистилли-
рованной воды).

8. УСЛОВИЯ ХРАНЕНИЯ И ЭКСПЛУАТАЦИИ НАБОРА
8.1. Набор реагентов «общий ПСА-ИФА» должен храниться в упаковке 

предприятия-изготовителя при температуре +2…+8 °С в течение всего срока годности, 
указанного на упаковке Набора. Допускается хранение (транспортировка) Набора при 
температуре до +25 °С не  более 15 суток. Не допускается замораживание целого 
набора. Допускается однократное замораживание (-20 °C) калибровочных 
проб и контрольной сыворотки в аликвотах.

8.2. Набор рассчитан на проведение анализа в дубликатах 42 исследуемых 
образцов, 5 калибровочных проб и 1 пробы контрольной сыворотки (всего 
96 определений).

8.3. В случае дробного использования Набора компоненты следует хранить 
следующим образом:

–– оставшиеся неиспользованными стрипы необходимо тщательно заклеить 
бумагой для заклеивания планшета и хранить при температуре +2…+8 °C 
в течение всего срока годности Набора;

–– конъюгат, субстрат, стоп-реагент после вскрытия флаконов следует 
хранить при температуре +2…+8 °С в течение всего срока годности Набора;

–– калибровочные пробы и контрольную сыворотку после вскрытия флаконов 
следует хранить при температуре +2…+8 °C не более 2 месяцев;

–– оставшийся неиспользованным концентрат отмывочного раствора следует 
хранить при температуре +2…+8 °C в течение всего срока годности Набора;

–– приготовленный отмывочный раствор следует хранить при комнатной 
температуре (+18…+25 °C) не более 15 суток или при температуре +2…+8 °C 
не более 45 суток;

Примечание. После использования реагента немедленно закрывайте крышку 
флакона. Закрывайте каждый флакон своей крышкой.

8.4. Для проведения анализа не следует использовать гемолизированную, 
мутную сыворотку (плазму) крови, а также сыворотку (плазму) крови, содержащую 
азид натрия. Если анализ производится не в день взятия крови, сыворотку (плазму) 
следует хранить при температуре -20 °C. Повторное замораживание-оттаивание 
образцов сыворотки (плазмы) крови не допускается.

8.5. Исключается использование для анализа образцов сыворотки (плазмы) 
крови людей, получавших в целях диагностики или терапии препараты, в состав 
которых входят мышиные антитела.

8.6. При использовании Набора для проведения нескольких независимых 
серий анализов следует иметь в виду, что для каждого независимого определения 
необходимо построение нового калибровочного графика; кроме этого, 
рекомендуется определение концентрации общего ПСА в контрольной сыворотке.

8.7. Для получения надежных результатов необходимо строгое соблюдение 
Инструкции по применению Набора.

8.8. Не используйте компоненты из других наборов или из аналогичных наборов 
других серий.
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10. ОЖИДАЕМЫЕ ЗНАЧЕНИЯ И НОРМЫ
10.1. Основываясь на результатах исследований, проведенных ООО «ХЕМА», 

рекомендуем пользоваться нормами, приведенными ниже. Вместе с  тем, в 
соответствии с правилами GLP (Хорошей лабораторной практики), каждая 
лаборатория должна сама определить параметры нормы, характерные для 
обследуемой популяции.

Примечание. Значения концентраций общего ПСА в исследуемых образцах, 
находящиеся ниже границы чувствительности Набора (0.005 нг/мл), а также 
превышающие значение верхней калибровочной пробы (30 нг/мл) следует 
приводить в следующей форме: в исследуемом образце Х концентрация общего 
ПСА ниже 0.005 нг/мл или выше 30 нг/мл.

Исследуемая группа
Единицы, нг/мл

Нижний предел Верхний предел
Мужчины

<40 лет - 4.0
41-60 лет - 5.5
>61 года - 7.0
Женщины - 0.45

11. ЛИТЕРАТУРА
1. Oesterling JE Prostate-specific antigen: a critical assessment of the most useful 
tumor marker fro adenocarcinoma of the prostate. J Urol 1991; 145: 907-23.
2. Oesterling JE et al.. Serum prostate-specific antigen in a community-based 
population of healthy men: establishment of age-specific reference ranges. JAMA 
1993; 270:860.
3. Catalona WJ et al. Measurement of prostate-specific antigen in serum as a 
screening test for prostate cancer. N Eng J Med 1991, 324: 1156-61.
4. Christensson A et al. Serum prostate-specific antigen complexed to  
a1-antichymotrypsin as an indicator of prostate cancer. J Urology 1993; 150: 100-5.
5. Milfor Ward A et al. Free/total PSA ratio as an aid to the diagnosis of prostatic 
carcinoma. Clin Chem 1995; 41:S230.
6. Wu JT. Assay for prostate specific antigen (PSA): problems and possible solutions.  
J Clin Lab Analysis 1994; 8:51-62.

По вопросам, касающимся качества Набора «общий ПСА-ИФА»,
следует обращаться в ООО «ХЕМА» по адресу: 
105043, г. Москва, а/я 58 
105264, г. Москва, ул. 9-я Парковая, д. 48, 1-й под., 5 этаж, 
тел/факс (495) 737-39-36, 737-00-40, 510-57-07 (многоканальный)
электронная почта: info@xema.ru; rqc@xema.ru
интернет: www.xema.ru; www.xema-medica.com
Руководитель службы клиентского сервиса ООО «ХЕМА»,
к. б. н. Д. С. Кострикин
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Instruction for use

A SOLID-PHASE ENZYME IMMUNOASSAY  
FOR THE QUANTITATIVE DETERMINATION  

OF TOTAL PSA IN HUMAN SERUM OR PLASMA
1.  INTENDED USE

A solid-phase enzyme immunoassay for the quantitative determination of total 
PSA in blood serum or plasma.

This kit is designed for measurement of total PSA in blood serum or plasma. 
For possibility of use with other sample types, please, refer to Application Notes  
(on request). The kit contains reagents sufficient for 96 determinations and allows  
to analyze 42 unknown samples in duplicates.

2. SUMMARY AND EXPLANATION
Prostate specific antigen (PSA) is a serin-like protease with molecular weight 

ca. 34 kDa and was initially found exclusively in normal prostatic gland as well as 
in prostatic fluid and seminal plasma. Later it was localized also in breast milk and, 
according to its enzymological properties, was classified as human prekallikrein 3.  
In human serum, most of PSA forms complexes with serine protease inhibitor proteins 
(mostly alpha-1-antichymothripsin, alpha-2-macroglobulin and antithripsin). A minor 
proportion of PSA (free PSA) is circulating outside these complexes. 

Elevated serum PSA levels are found in patients with prostatic adenocarcinoma 
even at early stages of the disease. Values of 1000 ng/ml and even more may be found 
in patients with profound disease. Clinical value of this parameter is due to possibility 
of clinical monitoring and prognosis of the disease. Continuous elevation of PSA level  
is indicative of tumour progression and ineffective therapy. Nevertheless, interpretation 
of the results obtained should be made in the context of other clinical data. According 
to data obtained in University of Turku, Finland, the pair of monoclonal antibodies 
used in present test system (PS2-PS6), recognizes both free and complex-bound 
forms of PSA with equal affinity (equimolar binding).

Elevations of serum PSA levels are characteristic to prostatic hyperplasia, 
inflammation and tumours. Serum PSA level can be used for monitoring and treatment 
control of all diseases involving prostatic tissue, especially prostatic tumours.

Additional information valuable for differential diagnosis between benign and 
malignant prostate hyperplasia may be obtained by estimation of free PSA/total PSA 
ratio. In this case, age and case history of patients should be considered: that is, free 
PSA/total PSA ration in patients under 60 years is to be estimated if total PSA level 
is above 4 ng/ml while in males over 60 years when benign prostatic hyperplasia  
is common this ratio is rational to be estimated when total PSA level is above  
7 ng/ml. Besides, it should be kept in mind that significant elevation of total PSA 
level may be found in patients with prostatitis as well as after massage of prostatic 
gland and the next day after ejaculation (according to ХEMA data, up to 20 ng/ml and  
80 ng/ml, respectively). 

Please, note, that free PSA/total PSA ratio should be estimated using EIA kits of 
the same manufacturer. This kit is intended for use with ХEMA fPSA EIA, Cat.# K231.
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3. PRINCIPLE OF THE TEST
This test is based on two-site sandwich enzyme immunoassay principle. Tested 

specimen is placed into the microwells coated by specific murine monoclonal to 
human total PSA-antibodies. Antigen from the specimen is captured by the antibodies 
coated onto the microwell surface. Second antibodies – murine monoclonal to human 
total PSA, labelled with peroxidase enzyme, are then added into the microwells. After 
washing procedure, the remaining enzymatic activity bound to the microwell surface 
is detected and quantified by addition of chromogen-substrate mixture, stop solution 
and photometry at 450 nm. Optical density in the microwell is directly related to the 
quantity of the measured analyte in the specimen.

4. WARNINGS AND PRECAUTIONS 
4.1.  For professional use only.
4.2.  This kit is intended for in vitro diagnostic use only.
4.3.  INFECTION HAZARD: There is no available test methods that can absolutely 

assure that Hepatitis B and C viruses, HIV-1/2, or other infectious agents are not 
present in  the  reagents of this kit. All human products, including patient samples, 
should be considered potentially infectious. Handling and disposal should be in 
accordance with the procedures defined by an appropriate national biohazard safety 
guidelines or regulations.

4.4. Avoid contact with stop solution containing 5.0 % H2SO4. It may cause skin 
irritation and burns.

4.5. Wear disposable latex gloves when handling specimens and reagents. 
Microbial contamination of reagents may give false results.

4.6. Do not use the kit beyond the expiration date.
4.7. All indicated volumes have to be performed according to the protocol. 

Optimal test results are only obtained when using calibrated pipettes and microplate 
readers.

4.8. Do not smoke, eat, drink or apply cosmetics in areas where specimens or kit 
reagents are handled.

4.9. Chemicals and prepared or used reagents have to be treated as hazardous 
waste according to the national biohazard safety guidelines or regulations.

4.10. Do not mix reagents from different lots.
4.11. Replace caps on reagents immediately. Do not swap caps.
4.12. Do not pipette reagents by mouth.
4.13. Specimens must not contain any AZIDE compounds – they inhibit activity 

of peroxidase.
4.14. Material Safety Data Sheet for this product is available upon request 

directly from XEMA Co., Ltd. 
4.15.  The Material Safety Data Sheet fit the requirements of EU Guideline 91/155 

EC.
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5.2.  Equipment and material required but not provided
–– Distilled or deionized water;
–– Automatic or semiautomatic multichannel micropipettes, 100–250 µl,  

is useful but not essential;
–– Calibrated micropipettes with variable volume, range volume 25–250 µl;
–– Dry thermostat for +37 °С ±0.1 °C;
–– Calibrated microplate photometer with 450 nm wavelength and OD measuring 

range 0–3.0
5.3. Storage and stability of the Kit
Store the whole kit at +2…+8 °C upon receipt until the expiration date.
After opening the pouch keep unused microtiter wells TIGHTLY SEALED 

BY ADHESIVE TAPE (INCLUDED) to minimize exposure to moisture.

6. SPECIMEN COLLECTION AND STORAGE
This kit is intended for use with serum or plasma (ACD- or heparinized). Grossly 

hemolytic, lipemic, or turbid samples should be avoided.
Specimens may be stored for up to 48 hours at +2…+8 °C before testing.  

For a longer storage, the specimens should be frozen at -20 °C or lower. Repeated 
freezing/thawing should be avoided. 

7. TEST PROCEDURE
7.1. Reagent Preparation
–– All reagents (including unsealed microstrips) should be allowed to reach room 

temperature (+18 to +25 °C) before use.
–– All reagents should be mixed by gentle inversion or vortexing prior to use. 

Avoid foam formation.
–– It is recommended to spin down shortly the tubes with calibrators on low 

speed centrifuge.
–– Prepare washing solution from the concentrate BUF WASH 26X by 26 dilutions 

in distilled water. 
7.2.  Procedural Note:
It is recommended that pipetting of all calibrators and samples should be 

completed within 3 minutes.
7.3. Assay flowchart
See the example of calibration graphic in Quality Control data sheet.
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8. QUALITY CONTROL
It is recommended to use control samples according to state and federal 

regulations. The use of control samples is advised to assure the day to day validity 
of results.

The test must be performed exactly as per the manufacturer’s instructions for use. 
Moreover the user must strictly adhere to the rules of GLP (Good Laboratory Practice) 
or other applicable federal, state, and local standards and/or laws. This is especially 
relevant for the use of control reagents. It is important to always include, within  
the test procedure, a sufficient number of controls for validating the accuracy and 
precision of the test.

The test results are valid only if all controls are within the specified ranges and if 
all other test parameters are also within the given assay specifications.

9. CALCULATION OF RESULTS
9.1. Calculate the mean absorbance values (OD450) for each pair of calibrators 

and samples. 
9.2.  Plot a calibration curve on graph paper: OD versus total PSA concentration.
9.3. Determine the corresponding concentration of total PSA in unknown samples 

from the calibration curve. Manual or computerized data reduction is applicable on 
this stage. Point-by-point or linear data reduction is recommended due to non-linear 
shape of curve.

9.4. Below is presented a typical example of a standard curve with the XEMA Co. 
Not for calculations!

Calibrators Value Absorbance Units  
(450 nm)

CAL 1 0 ng/ml 0.04
CAL 2 1.5 ng/ml 0.27
CAL 3 5 ng/ml 0.57
CAL 4 10 ng/ml 0.91
CAL 5 30 ng/ml 2.34
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10. EXPECTED VALUES
Therapeutical consequences should not be based on results of IVD methods 

alone – all available clinical and laboratory findings should be used by a physician to 
elaborate therapeutically measures. Each laboratory should establish its own normal 
range for tPSA. Based on data obtained by XEMA, the following normal range is 
recommended (see below). NOTE: the patients that have received murine monoclonal 
antibodies for radioimaging or immunotherapy develop high titered anti-mouse 
antibodies (HAMA). The presence of these antibodies may cause false results in the 
present assay. Sera from HAMA positive patients should be treated with depleting 
adsorbents before assaying. 

Sex, age
Units, ng/ml

Lower limit Upper limit
Males

<40 yrs - 4.0
41-60 yrs - 5.5
>61 yr - 7.0
Females - 0.45

11. PERFORMANCE CHARACTERISTICS
11.1. Analytical specificity / Cross reactivity
The pair of monoclonal antibodies used in present test system (PS2-PS6), 

recognizes both free and complex-bound forms of PSA with equal affinity (equimolar 
binding).

11.2. Analytical sensitivity. Sensitivity of the assay was assessed as being  
0.005 ng/ml. 

11.3.  Linearity. Linearity was checked by assaying dilution series of 5 samples 
with different total PSA concentrations. Linearity percentages obtained ranged within 
90 to 110 %.

11.4. Recovery. Recovery was estimated by assaying 5 mixed samples with 
known total PSA concentrations. The recovery percentages ranged from 90 to 110 %.
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1. Oesterling JE Prostate-specific antigen: a critical assessment of the most useful 
tumor marker fro adenocarcinoma of the prostate. J Urol 1991; 145: 907-23.
2. Oesterling JE et al.. Serum prostate-specific antigen in a community-based 
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1993; 270:860.
3.  Catalona WJ et al. Measurement of prostate-specific antigen in serum as a 
screening test for prostate cancer. N Eng J Med 1991, 324: 1156-61.
4. Christensson A et al. Serum prostate-specific antigen complexed to  
a1-antichymotrypsin as an indicator of prostate cancer. J Urology 1993; 150: 100-5.
5. Milfor Ward A et al. Free/total PSA ratio as an aid to the diagnosis of prostatic 
carcinoma. Clin Chem 1995; 41:S230.
6. Wu JT. Assay for prostate specific antigen (PSA): problems and possible solutions.  
J Clin Lab Analysis 1994; 8:51-62.
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Ждем Ваших отзывов и предложений по адресам:
Центральный офис OOO «ХЕМА» 
Адрес для корреспонденции:
105043, г. Москва, а/я 58 
105264, г. Москва, ул. 9-я Парковая, д. 48, 1-й под., 5 этаж  
тел.: +7 (495) 510-57 07, 737-39-36; 
факс: +7 (495) 737-00-40
e-mail: info@xema.ru
www.xema-medica.com

ФООО «Хема», тел.: +7 (812) 271-24-41
191144, Санкт-Петербург, Дегтярный пер., д. 8-10, литер А
e-mail: spb@xema.ru

СП ООО «Хемма-Тест», тел.: (17) 211-80-39
Офис: 220029, Минск, Проспект Машерова, д. 11, 
литер А, корп. 8/К, офис 416
e-mail: hemma-test@yandex.ru

ТОВ «Хема», тел.: (044) 422-62-16;
03179, г. Киев, ул. Академика Ефремова, д. 23;
e-mail: info@xema.com.ua

Номер горячей линии технической поддержки Клиентов:
8 800 505 23 45

Все звонки на номер горячей линии бесплатны для звонящего с любого
мобильного или стационарного телефона по всей территории России.

Уважаемый Клиент!
Если в процессе работы с нашими Наборами Вам понадобились пластиковые ванночки для жидких 
реагентов, одноразовые наконечники для дозаторов или дополнительные объемы реагентов 
(концентрат отмывочного раствора, ИФА-Буфер, раствор субстрата тетраметилбензидина (ТМБ), 
стоп-реагент), входящих в состав Набора, просим Вас обратиться к поставщику продукции ООО 
«ХЕМА» в Вашем регионе.
Все указанные расходные материалы предоставляются бесплатно, в необходимом для 
проведения анализа количестве.

Перечень Наборов реагентов для диагностики инфекционных 
заболеваний производства OOO «ХЕМА»

№ по каталогу Наименование

К101 «Toxoplasma IgG-ИФА»

К101М «Toxoplasma IgM-ИФА»

К102 «Rubella IgG-ИФА»

К102M «Rubella IgM-ИФА»

К103 «Cytomegalovirus IgG-ИФА»

К103М «Cytomegalovirus IgM-ИФА»

К104 «HSV 1,2 IgG-ИФА»

К104М «HSV 1,2 IgM-ИФА»

К105 «Chlamydia IgG-ИФА»

К106 «Mycoplasma IgG-ИФА»

К111G «Сифилис IgG-ИФА»

К111 «Сифилис суммарные антитела-ИФА»

К121 «Aspergillus IgG-ИФА»

xemahelp

xemahelp@gmail.com
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