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  Зворотний Т3 (rT3) ІФА 
 

  ПЕРЕДБАЧУВАНЕ ВИКОРИСТАННЯ 

  
Укр.  
 

Для прямого кількісного визначення зворотного трийодтироніну (rT3) у сироватці та плазмі людини за 

допомогою імуноферментного аналізу. 
 

ПРИНЦИП ТЕСТУ  
ІФА rT3 — це конкурентний імуноферментний аналіз, де антиген (rT3, присутній у стандартах, контролях і 

зразках пацієнтів) конкурує з міченим біотином антигеном (кон’югат rT3-біотин) за обмежену кількість 

антитіл, якими покриті лунки мікропланшета. Після однієї години інкубації з наступним першим 

промиванням незв’язані матеріали видаляють і додають кон’югат стрептавідин-HRP та інкубують протягом 

30 хвилин. Після другого промивання додають субстрат TMБ. Ферментативну реакцію припиняють 

додаванням стоп розчину, після чого інтенсивність кольору вимірюють за допомогою зчитувального 

пристрою для мікропланшетів. Інтенсивність кольору n обернено пропорційна концентрації rT3 у зразку. 
 
КЛІНІЧНЕ ЗАСТОСУВАННЯ  
3,3′,5′-трийод-L-тиронін, також відомий як зворотний трийодтиронін або зворотний T3 (rT3), відрізняється 
від 3,3′,5-трийод-L-тироніну (T3) у позиціях атомів йоду в молекулі. Більшість циркуляторного rT3 
синтезується шляхом периферичного дейодування тироксину (Т4). 
І T3, і rT3 зв’язуються з рецепторами гормонів щитовидної залози, але на відміну від T3, rT3 ще не 
стимулює метаболічну активність рецепторів; він блокує рецепторні ділянки від активації Т3. 
Співвідношення rT3 до T3 є цінним біомаркером метаболізму та функції гормонів щитовидної залози, 
оскільки процес 5'-монодейодування, який перетворює T4 в T3 і rT3 в 3,3'-T2, пригнічується в ряді 

нетиреоїдних станів, таких як як голодування, нервова анорексія, недоїдання, цукровий діабет, стрес, 
важка травма або інфекція, геморагічний шок, дисфункція печінки, легеневі захворювання тощо. Цей 
сценарій відомий як синдром «хворої еутиреоїдної залози» або синдром «низького Т3».  
Таким чином, підвищене співвідношення rT3 над T3 вказує на синдром «хворої еутиреоїдної залози» і 

допомагає виключити діагноз гіпотиреозу, особливо у важкохворих пацієнтів 1–9. 
Концентрація rT3 може бути високою у пацієнтів, які приймають такі ліки: аміодарон, дексаметазон, 

пропілтіоурацил, іподат, пропранолол та анестетик галотан. Концентрація rT3 може бути низькою у 

пацієнтів, які отримують дилантин, який знижує rT3 через його витіснення з тироксин - зв’язуючого 

глобуліну і, отже, створює надмірний зазор rT3. 
 
ПРОЦЕДУРНІ ЗАСТЕРЕЖЕННЯ ТА ПОПЕРЕДЖЕННЯ  

1. Цей набір призначений лише для використання in vitro.  
2. Практикуйте належну лабораторну практику під час роботи з реагентами та зразками набору. Це передбачає:  

Не піпетувати через рот.  
Не куріть, не пийте та не їжте в місцях, де працюють зі зразками або реагентами.  

Одягайте захисний одяг та одноразові рукавички.  
      Ретельно вимийте руки після проведення аналізу.  
Уникайте контакту з очима; використовувати захисні окуляри; у разі потрапляння в очі негайно промийте 

очі водою та зверніться до лікаря.  
3. Для успішного використання цього набору користувачі повинні добре розуміти цей протокол. Надійна 

робота може бути досягнута лише при суворому та ретельному дотриманні наданих інструкцій.  
4. Уникайте мікробного забруднення реагентів.  
5. Для кожного запуску має бути встановлена стандартна крива.  
6. Усім лабораторіям рекомендується готувати власні контрольні матеріали або пули сироваток, які слід 

включати під час кожного запуску на високому та низькому рівні для оцінки достовірності результатів.  7. Контролі (входять до набору) повинні бути включені під час кожного запуску, а їхні результати повинні бути в межах діапазону,вказаного в сертифікаті контролю якості; невдалий результат контролю може свідчити про неправильну процедуру  
методики або піпетування, неповне промивання або недостатнє зберігання реагентів.  

8. Якщо для розведення або відновлення передбачено використання води, використовуйте дейонізовану або 
дистильовану воду.  

9. Усі реагенти та зразки набору слід довести до кімнатної температури та обережно, але ретельно 

перемішати перед використанням. Уникайте повторного заморожування та розморожування зразків.  
10. Неправильна методика процедури, неточне піпетування, неповне промивання, а також неправильне 

зберігання реагентів можуть бути вказані, якщо значення аналізу для контролю не відображають 

встановлені діапазони.  
11. Під час зчитування мікропланшета наявність бульбашок у лунках вплине на оптичні густини (OГ). 

Обережно видаліть бульбашки перед виконанням кроку читання.  
12. Розчин субстрату (ТМБ) чутливий до світла і повинен залишатися безбарвним при правильному зберіганні. 

Про нестабільність або забруднення може свідчити розвиток синього кольору, і в цьому випадку його не 
слід використовувати.  

13. Розчин кон’югату біотин-rT3 чутливий до світла і повинен мати світло-жовтий колір, якщо його правильно 

зберігати; не використовуйте, якщо розчин виглядає темно-зеленим або чорним. 
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14. Під час дозування субстрату та стоп розчину не використовуйте піпетки, в яких ці рідини будуть 

контактувати з будь-якими металевими частинами. 

15. Щоб запобігти контамінації реагентів, використовуйте новий одноразовий наконечник піпетки для 

дозування кожного реагенту, зразка, стандарту та контролю.  
16. Не використовуйте компоненти набору з різних партій набору в межах тесту та не використовуйте 

компоненти після закінчення терміну придатності, надрукованого на етикетці. 

17. Реагенти набору слід розглядати як небезпечні відходи та утилізувати відповідно до місцевих та/або 

національних правил. 
 

ОБМЕЖЕННЯ  
1. Усі реагенти в наборі відкалібровані для прямого визначення rT3 у сироватці та плазмі людини. Набір не 

калібрований для визначення rT3 в інших зразках людського або тваринного походження. 
2. Не використовуйте сильно гемолізовані, липемічні, жовтяничні або неправильно збережені зразки 

сироватки або плазми.  
3. Зразки або контрольні сироватки, що містять азид або тимеросал, несумісні з цим набором і призведуть до 

помилкових результатів.  
4. Не використовуйте результати цього набору як єдину основу для клінічного діагнозу. Наприклад, ліки та 

гетерофільні антитіла (у пацієнтів, які контактували з тваринами або продуктами тваринного походження) 
можуть перешкоджати імуноаналізу. Отже, клінічний діагноз повинен включати всі аспекти стану 
пацієнтів, включаючи частоту контакту з тваринами/продуктами та ліками. 
 

ЗАСТЕРЕЖЕННЯ ТА ПОПЕРЕДЖЕННЯ БЕЗПЕКИ  
ПОТЕНЦІЙНИЙ БІОНЕБЕЗПЕЧНИЙ МАТЕРІАЛ  
Сироватка людини, яка може бути використана для приготування стандартів і контролю, була перевірена і 

визнано нереактивною щодо поверхневого антигену гепатиту B, а також була перевірена на наявність 

антитіл до HCV та вірусу імунодефіциту людини (ВІЛ) і виявлена як негативна. Однак жоден метод аналізу 

не може дати повної впевненості у відсутності ВІЛ, HCV та вірусу гепатиту B чи будь-яких інших 

інфекційних агентів. Реагенти слід розглядати як потенційну біологічну небезпеку та поводитися з тими ж 

застереженнями, які застосовуються до зразків крові. Усі зразки людини слід розглядати як потенційну 

небезпеку та поводитися з ними так, ніби вони здатні передавати інфекції та відповідно до належної 

лабораторної практики. 

  
ХІМІЧНА НЕБЕЗПЕКА 
Уникайте контакту з реагентами, що містять ТМБ, перекис водню та сірчану кислоту. При контакті з будь-

яким із цих реагентів промийте великою кількістю води. TMБ є підозрюваним канцерогеном. 
 
Збір та зберігання зразків  
Сироватка: 

Для  визначення в дублікатах потрібно приблизно 0,2 мл сироватки. Наберіть 4–5 мл крові в пробірку з 

відповідним маркуванням і дайте їй відокремитися. Центрифугувати і обережно видалити шар сироватки. 
 
плазма:  
Для повторного визначення потрібно приблизно 0,2 мл плазми. Зберіть 4–5 мл крові в плазмові пробірки 

EDTA. Центрифугувати і обережно видалити шар плазми. 
 
       Не аналізуйте зразки в день забору крові. Зразки сироватки або плазми необхідно зберігати 

в рекомендованих умовах зберігання принаймні 20 годин перед тестуванням.  
 
Після збору сироватки або плазми зразки повинні зберігатися:  

a) Зберігати в холодильнику (2–8°C) не довше 5 днів, або 
b) Заморожені (≤ -20°C) не довше 3 місяців. Уникайте 

багаторазових циклів заморожування/розморожування. 
 
Розглядайте всі зразки людини як можливі біологічно небезпечні матеріали та вживайте заходів 

обережності при роботі. 

 РЕАГЕНТИ ТА ОБЛАДНАННЯ ПОТРІБНІ, АЛЕ НЕ НАДАНІ 
 

1. Точна піпетка для дозування 25, 50, 100, 150 і 350 мкл  
2. Одноразові наконечники для піпеток  
3. Дистильована або дейонізована вода  
4. Шейкер для мікропланшетів  

Рекомендація: орбітальний (діаметр 3 мм) встановлений на 600 об/хв  
Примітка. Можна використовувати інші шейкери , за умови, що результати випробувань, отримані з цими 

шейкерами , відповідають критеріям сертифіката якості набору та критеріям будь-якого контролю 
кінцевого користувача.  

5. Рідер для мікропланшетів із фільтром на 450 нм і верхньою межею OГ 3,0 або більше  
6. Мийка для мікропланшетів (рекомендовано) 
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РЕАГЕНТИ НАДАНІ 

1. АА Е-0030   Концентрат промивного буфера – Потрібна підготовка X10 

Зміст:                                          Одна пляшка, що містить буфер з неіонним миючим засобом і консервантом без ртуті 

Обсяг:  50 мл/пляшка 

Зберігання:  Охолодженим при 2-8 оC 

Стабільність:  12 місяців або як зазначено на етикетці. 

Приготування  
Розведіть концентрат промивного буфера 1:10 в дистильованій або дейонізованій воді 
для підготовки робочого       

  
промивного буфера. Якщо потрібно використовувати один цілий планшет, розведіть 50 мл 
концентрату промивного буфера в 450 мл води.     

   

2. АА Е-0055   Субстрат TMБ - Готовий до використання. 

Зміст: Одна пляшка містить тетраметилбензидин і перекис водню в буфері. 

Обсяг: 16 мл/пляшка 

Зберігання: Охолодженим при 2-8 оC 

Стабільність: 12 місяців або як зазначено на етикетці. 

3. АА Е-0080   Розчин для зупинки - Готовий до використання. 

Зміст: Одна пляшка містить 1М сірчаної кислоти. 

Обсяг: 6 мл/пляшка 

Зберігання: Охолодженим при 2-8 оC 

Стабільність: 12 місяців або як зазначено на етикетці. 

Небезпеки     

ідентифікація     

 H290 Може бути корозійним для металів. 

 H314 Викликає сильні опіки шкіри та пошкодження очей.  
 

4. Стандарти та контролі  - готові до використання. 
   

Кат. №. Символ Стандарт      Концентрація              Обсяг/флакон 

TF E-2501 Standard A Стандарт А           0 нг/мл                             1 мл 

TF E-2502 Standard B Стандарт В       0,02 нг/мл                            1 мл 

TF E-2503 Standard C Стандарт С        0,1 нг/мл                             1 мл   

TF E-2504 Standard D Стандарт D        0,4 нг/мл                             1 мл 

TF E-2505 Standard E Стандарт Е           1 нг/мл                             1 мл               

TF E-2506 Standard F Стандарт F            2 нг/л                              1 мл 

TF E-2551 Control 1 Контроль 1      Прийнятний діапазон див.      1 мл         

TF E-2552 Control 2 Контроль 2      етикетки інструкцій                1 мл 
 

*Приблизне значення — точні концентрації див. на етикетці флаконів 
 
Зміст: rT3 у білковому буфері з консервантом без ртуті. Приготований збагаченням буфера  
з rT3 до концентрацій на етикетках/сертифікату контролю якості. 
 
Зберігання: Охолодженим при 2-8 оC  
Стабільність: 12 місяців у нерозкритих флаконах або як зазначено на етикетці. 

 

5. TF E-2531 Анти-зворотний Т3 поліклональним антитілом покритий   
Мікропланшет розбірний - Готовий до використання. 
 
Зміст: Один 96-лунковий (12x8) мікропланшет, покритий поліклональними антитілами, у пакеті, 
що повторно закривається, з осушувачем. 
 
Зберігання: Охолодженим при 2-8 оC  
Стабільність: 12 місяців або як зазначено на етикетці. 
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6. TF E-2510                   Зворотний кон’югат Т3-біотин - Готовий до використання. 

Зміст: Зворотний кон’югат Т3-біотин у буфері на основі білка з консервантом без ртуті. 

Обсяг: 13 мл/пляшка 

Зберігання: Охолодженим при 2-8 оC 

Стабільність 12 місяців або як зазначено на етикетці. 

7. TF E-2540                         Стрептавідин - кон'югат пероксидази хріну (HRP). - Готовий до використання. 

Зміст: Кон'югат стрептавідин-HRP у буфері на основі білка з консервантом без ртуті. 

Обсяг: 20 мл/пляшка 

Зберігання: Охолодженим при 2-8 оC 

Стабільність 12 місяців у закритому флаконі або як зазначено на етикетці.  
ПРОЦЕДУРА АНАЛІЗУ  
Попередня обробка зразків: зверніться до розділу ЗБІР ТА ЗБЕРІГАННЯ ЗРАЗКІВ.  
Усі реагенти перед використанням повинні досягти кімнатної температури. Стандарти,  контролі та зразки  
слід аналізувати в дублікатах. Після початку процедури всі кроки повинні виконуватися без перерв. 
  
1. Після того, як всі компоненти набору досягнуть кімнатної температури, обережно перемішайте, 

перевертаючи. Приготуйте робочий промивний буфер (див. концентрат промивного буфера в розділі 

НАДАНІ РЕАГЕНТИ).   
2. Зніміть потрібну кількість стріпів з мікропланшета та закріпити у тримачу для планшета. Повторно                            

запечатайте пакет і поверніть всі невикористані стріпи в холодильник.   
3. Піпетуйте 25 мкл кожного стандарту, контролю та зразка (сироватки або плазми) у  

 відповідним чином марковані лунки в двох примірниках.       
4. У кожну лунку піпетуйте 100 мкл кон’югату зворотного Т3-біотину. 

 (Рекомендується використовувати багатоканальну піпетку.) 

5. 
Інкубувати мікропланшет на шейкері для мікропланшетів** протягом 1 години при кімнатній 
температурі.       

6. 
Промийте лунки з 350 мкл/лунку робочого промивного буферного 
розчину 3 рази . Після миття постукайте 

 планшетом щільно об абсорбуючий папір, щоб видалити залишки рідини. 

 Рекомендується використовувати автоматичний пристрій для миття стріпів. 

 Точність цього аналізу залежить від  правильного виконання процедури промивання. 
7. У кожну лунку внесіть піпеткою 150 мкл кон’югату стрептавідин-HRP. 

 (Рекомендується використовувати багатоканальну піпетку.) 

8. 
Інкубувати мікропланшет на шейкері для мікропланшетів** протягом 30 хвилин при кімнатній 
температурі.   

9. Промийте лунки 3 рази використовуючи процедуру , як зазначено в кроці 6. 

    

10. Піпетуйте 150 мкл субстрату TMБ в кожну лунку через певні проміжки часу.  

 (Рекомендується використовувати багатоканальну піпетку.) 

11. 

Інкубуйте мікропланшет на шейкері для мікропланшетів** протягом 10-20 хвилин при кімнатній 

температурі або до тих пір, поки  

 Стандарт А досягне  темно-синього кольору для бажаної OГ.  
12. Піпетуйте по 50 мкл стоп розчину  в кожну лунку через ті самі часові проміжки, що й у кроці 10 

(рекомендується використовувати багатоканальну піпетку). Обережно струсіть мікропланшет вручну 
протягом десяти секунд, щоб забезпечити повне перемішування стоп-розчину в лунках. 
 

13. Виміряти поглинання при 450 нм за допомогою рідера для мікропланшетів протягом 20 хвилин після 

додавання стоп розчину. 
 

** Див. РЕАГЕНТИ ТА ОБЛАДНАННЯ ПОТРІБНІ, АЛЕ НЕ НАДАНІ (№ 4).  
РОЗРАХУНКИ  

1. Розрахувати середню оптичну густину кожного дубліката зразка стандарту, контролю та зразка.  
2. Використовуйте криву з 4 або 5 параметрами з програмним забезпеченням для імуноаналізу для 

отримання результатів контролю та концентрації зразка або намалюйте стандартну криву на папері 
напівлогарифмічному із середньою оптичною густиною на осі Y і стандартною концентрацією на осі X і 
зчитайте концентрацію контролів і зразків за стандартною кривою.  

3. Якщо показник зразка перевищує 2 нг/мл, розбавте його стандартом А в розведенні не більше 1:5. 

Отриманий результат необхідно помножити на коефіцієнт розведення.  
4. Для перетворення з нг/мл в нг/дл помножте результат на 100; для перетворення в нмоль/л помножте 

результат нг/дл на 0,01536 або результат нг/мл на 1,536. 
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ТИПОВІ ТАБЛИЧНІ ДАНІ  
Лише зразкові дані. Не використовуйте для обчислення результатів. 
 

Стандарт rT3 (нг/мл) Середня OГ (450 нм) 

А 0 2,527 

Б 0,02 2,232 

C 0.1 1,563 

D 0.4 0,785 

Е 1 0,431 

F 2 0,270 

Невідомо 0,15 1,289 

 

ТИПОВА СТАНДАРТНА КРИВА 
 (тільки для приклада. Не використовувати для розрахунку результатів)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ХАРАКТЕРИСТИКИ ВИКОНАННЯ 
 

ЧУТЛИВІСТЬ  
Межа виявлення (LoD) була визначена на основі аналізу щонайменше 60 зразків бланк та зразка низького 
значення  в двох незалежних експериментах і розрахована таким чином: 
LoD = µB + 1,645σB + 1,645σS, де σB і σS – стандартне відхилення бланк та низького зразка, а µB – 
середнє значення бланк.  
Межа виявлення (LoD) була визначена як 0,014 нг/мл. 
 

СПЕЦИФІЧНІСТЬ (ПЕРЕХЕСНА РЕАКТИВНІСТЬ)  
Наступні сполуки були перевірені на перехресну реакційність із перехресною реакцією rT3 на рівні 100%:  

Стероїд 
% Перехресна 
реактивність 

rT3 100 

Т3 0 

Т4 < 0,1 

Т2 0 

 

ВПЛИВАЮЧІ РЕЧОВИНИ  
Наступні речовини не виявили істотного впливу на аналіз: гемоглобін до 2 г/л, вільний та кон’югований 

білірубін до 200 мг/л, тригліцериди до 5,0 мг/мл і біотин до 2,4 мкг/мл. 
 
ТОЧНІСТЬ  
Експериментальний протокол використовував дизайн вкладених компонентів дисперсії з 2 днями 

тестування, двома партіями та п’ятьма вченими на день, кожен вчений проводив 2 тести (по одному тесту з 

кожною партією) на день і два повторюваних вимірювання за цикл (2 x 5 x 2 x 2 дизайн) для кожного 

зразка. Результати були проаналізовані за допомогою двостороннього вкладеного ANOVA та підсумовані в 

таблиці нижче. 
 

 Зразок Середній 
В межах 

прогону СВ 
В рамках 
прогону CV 

Загальний 
СВ 

Загальне 
резюме  

  (нг/мл)  (%)  (%)  

 1 0,233 0,01 3.6 0,02 7.0  

 2 0,535 0,01 2.4 0,05 9.5  

 3 1,174 0,06 4.9 0,13 10.7  

 4 0,102 0,01 6.0 0,01 10.4  

 5 0,082 0,00 5.8 0,01 8.7  

 6 0,094 0,01 8.1 0,01 11.5  

 7 0,257 0,01 4.3 0,02 9.7  

 8 0,480 0,02 4.2 0,04 9.2  
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ЛІНІЙНІСТЬ  
Дослідження лінійності проводилося з чотирма зразками сироватки людини, що охоплювали діапазон 

аналізу та дотримувались настанови CLSI EP6-A. Зразки розбавляли в стандарті А до розведення 1:5, 

тестували в двох примірниках, а результати порівнювали з прогнозованою концентрацією. Статистичний 

аналіз показує, що аналіз є достатньо лінійним.  
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rT3 Прогнозований результат (нг/мл) 

 

ПОРІВНЯЛЬНІ ДОСЛІДЖЕННЯ  
Набір rT3 ІФА (y) тестували вручну, а також за допомогою автоматизованої технології. Порівняння 40 
вибірки дали такі результати лінійної регресії: 
y = 0,8452x + 0,0195, r = 0,96 
 

РЕФЕРЕНТНІ ЗНАЧЕННЯ  
Референтні значення були отримані з комерційних зразків людини та розраховані за допомогою 

непараметричного методу. Кожна лабораторія повинна встановити діапазон референтних значень для 

власної популяції. 
 

Група Н Медіана (нг/мл) 
Діапазон 95 % 
(нг/мл) 

Загальний діапазон 
(нг/мл) 

Сироватка 120 0,15 0,098 - 0,218 0,069 - 0,262 

плазма 120 0,15 0,098 - 0,26 0,072 - 0,309 
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УМОВНІ ПОЗНАЧЕННЯ : 

  

                    Зберігання 
                  Виробник 
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                   температура 

 
<n> тестів 
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  Використовувати тільки 
для in vitro діагностики! 
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