Тропонин I Тест в цельной крови для экспресс-анализатора. (Troponin I WB-Check-1 For reader use only) VEDALAB, Франция

Каталожный номер: 28091           Фасовка: 20 тестов/упаковка

Справка

Тропонин I (TnI) – один из регуляторных белков сократительной мускулатуры (1). Он кодируется тремя различными генами, которые отвечают за разные формы сократительных мышечных тканей – быстрые и медленные скелетные и сердечные TnI изоформы (2). Уникальная аминокислотная последовательность делает сердечный тропонин I (cTnI) идеальным кандидатом для лабораторного тестирования острого инфаркта миокарда (ОИМ), что приводит к развитию техники тестирования с помощью моноклональных антител, не дающих перекрестных реакций со скелетно-мышечным тропонином (3). Опубликованные исследования показали полезность измерения cTnI для диагностики ОИМ (3, 4, 6).

Как CK-MB, так и cTnI поднимались выше нормального уровня в течение 4-6 часов после инфаркта. Типичный уровень составлял 6,7 нг/мл для CK-MB и 3,1 нг/мл для cTnI (3). Все исследования также дают одинаковые временные рамки для пиковых значений CK-MB и cTnI: пиковое значение CK-MB наблюдалось через 13-15 часов, cTnI – через 11-15 часов. Типичный диапазон составлял 39-185 нг/мл для CK-MB и 18,5-188 нг/мл для cTnI (5). Однако уровень CK-MB возвращается к норме через 36-48 часов, в то время как уровень cTnI остается повышенным до 6-10 дней. Уровень cTnI очень низок у нормальных здоровых людей и не обнаруживается у пациентов с поврежденными скелетными мышцами. Следовательно, cTnI является специфическим маркером для диагностики ОИМ.

Принцип определения

Количественный экспресс-тест для обнаружения в пробах сыворотки, плазмы или цельной крови с помощью с помощью экспресс-анализатора для иммунохроматографических тестов «Easy Reader» (VEDALAB). В тесте используется особая комбинация конъюгата мышиных моноклональных антител к cTnI и иммобилизованных на мембране тестовой кассеты других мышиных поликлональных антител, что позволяет определить тропонин I в тестируемых пробах с высокой степенью чувствительности. При прохождении тестируемой пробы через слой адсорбента конъюгат антител с красителем связывается с тропонином пробы, образуя комплекс антиген–антитело. Этот комплекс связывается с поликлональными антителами к тропонину I в тестовой зоне (Т) кассеты, образуя в нём пурпурно-розовую окрашенную полосу. Несвязанный конъюгат, продолжая продвигаться по слою адсорбента, достигает контрольной зоны (C), где осаждается с образованием пурпурно-розовой полосы, подтверждающей качественность применяемых в тесте реагентов. Результат теста считывается на анализаторе «Easy Reader».

Состав

Тестовые кассеты
20

Одноразовые пластмассовые пипетки
20

Разбавитель во флаконе-капельнице, 5 мл
1

Инструкция
1

Стабильность и хранение

1. Хранить при температуре от 4 до 30°C в герметичной фабричной упаковке.

2. Не замораживать!

3. Тест стабилен до истечения срока хранения, указанного на этикетке.

Меры предосторожности

Данный тест предназначен только для диагностики in vitro и профессионального применения.

При работе с пробами пользоваться защитной одеждой и одноразовыми перчатками.

Не принимать пищу, не пить и не курить в помещении, где выполняется работа с пробами.

При взятии и тестировании проб не прикасаться руками к слизистой оболочке глаз и носа.

Внимательно прочитать инструкцию перед проведением теста.

Не использовать тестовую кассету, если её защитная упаковка повреждена.

Не использовать тестовую кассету с истекшим сроком хранения.

Пробы цельной крови следует тестировать сразу после взятия (в течение 4 часов).

Обезвреживание отходов

Все пробы следует считать потенциально инфекционными. После завершения процедуры тестирования утилизировать пробы следует с осторожностью и только после стерилизации в автоклаве или обработки 0,5 – 1% раствором гипохлорита натрия не менее 1 часа.

Подготовка реагента

Все реагенты готовы к использованию.

Исследуемые пробы
Сыворотка, плазма (с цитратом натрия, ЭДТА или гепарином) или цельная кровь.

Взятие и подготовка проб

1.
Взятие крови осуществляется с помощью стандартной лабораторной процедуры (асептическим способом, исключающим гемолиз). Все пробы следует считать потенциально инфекционными.

2.
Пробы цельной крови должны тестироваться немедленно (не более 4 часов после получения).

3.
Для тестирования пробы в течение 48 часов после взятия образец следует хранить в холодильнике при 2–8°C. Если же тест будет выполняться позже, пробу необходимо заморозить. Замороженные пробы перед тестированием следует оттаять, тщательно перемешать и довести до комнатной температуры. Повторное замораживание проб не допускается.

Процедура тестирования

Тестирование образца
1.
Довести все пробы, тестовые кассеты и разбавитель для образца до комнатной температуры.

2.
Извлечь тестовую кассету из защитной упаковки, оторвав край упаковки по надрезу.

3.
Пометить тестовую кассету фамилией или кодовым номером пациента.

4.
Набрать пробу в пипетку-капельницу и, удерживая ее вертикально, внести одну каплю (25 мкл) сыворотки или плазмы в лунку для проб. Если используется цельная кровь, внести в лунку для проб 2 капли (50 мкл). Подождать, пока образец полностью впитается.
5.
Добавить в лунку для проб по капле 4 полных капли (150 мкл) разбавителя для образца из флакона-капельницы, давая впитываться предыдущей капле.

6.
Результаты (в нг/мл) считываются на «Easy Reader» (VEDALAB) через 20 минут после внесения пробы.

Более подробное описание работы на приборе смотрите в инструкции к ридеру.

Контрольное тестирование

Для проведения контрольного тестирования используются положительный (кат.№ V280) и отрицательный (кат.№ V281) лиофилизированные контрольные материалы (на 0,25 мл), приготовленные из человеческой сыворотки и содержащие 0,05% азида натрия в качестве консерванта. Контроли проверены на отсутствие инфекционных компонентов, антител к ВИЧ, вирусу гепатитов С и В. Концентрация аналита указана на этикетке.

- Перед использованием восстановите контроли с помощью 0,25 мл дист. воды и дайте им раствориться в течение 15 мин. Перед использованием тщательно перемешать содержимое до гомогенного состояния.
- Внести 25 мкл контроля с помощью лабораторной пипетки с одноразовым наконечником в окошко для образца на тестовой кассете и проведите такую же процедуру тестирования, как и в случае тестирования образца.

- Концентрация (в нг/мл) указана на этикетке флакона (концентрация может слегка меняться в зависимости от лота). Полученный результат должен находиться в указанном диапазоне. 

- После восстановления контроль можно хранить в холодильнике (+2°- +8°C) не более 5 часов.

Характеристики теста

а) Линейность:

Линейность измерения находится в пределах 0-50 нг/мл.

Для образцов с концентрацией тропонина I выше 50 нг/мл необходимо предварительное разбавление физраствором с умножением полученного результата на коэффициент разведения.

б) Точность:

Образцы сыворотки или плазмы

Исследование проводилось в дублях с использованием пяти DADE-BEHRING калибраторов с разной концентрацией. Полученные результаты имели хорошую корреляцию с указанными значениями. 


y = 1,208 x + 0,661 


r = 0,9931

Образцы цельной крови

Исследование проводилось в дублях с использованием пяти DADE-BEHRING калибраторов с разной концентрацией. Полученные результаты имели хорошую корреляцию с указанными значениями. 


y = 1,258 x + 0,3435


r = 0,9977

в) Сравнение с другим методом

Исследование проводилось на панели из of 80 человеческих сывороток, предварительно протестированных на анализаторе BECKMAN ACCESS. Пороговый уровень для диагноза ОИМ был установлен в 0.8 нг/мл для теста VEDALAB и 0.5 нг/мл для реагента BECKMAN. При результатах выше указанных значений ставился диагноз ОИМ. Полученные результаты приведены в таблице.
	Номер образца сыворотки
	TROPONIN I-CHECK-1 (VEDALAB)
	BECKMAN
	Номер образца сыворотки
	TROPONIN I-CHECK-1 (VEDALAB)
	BECKMAN

	
	[Троп I]

  нг/мл
	Диагноз ОИМ
	[Троп I]

  нг/мл
	Диагноз ОИМ
	
	[Троп I]

  нг/мл
	Диагноз ОИМ
	[Троп I]

  нг/мл
	Диагноз ОИМ

	13
	0.09
	-
	0.26
	-
	120
	0.5
	-
	0.01
	-

	14
	0.83
	+ (d)
	0.04
	-
	121
	0.39
	-
	0.01
	-

	15
	1.70
	+
	1.65
	+
	122
	5.55
	+
	6.6
	+

	16
	4.95
	+
	5.13
	+
	123
	8.08
	+
	8.64
	+

	17
	3.02
	+
	1.71
	+
	124
	0.72
	-
	0.23
	-

	31
	0.17
	-
	0.01
	-
	125
	0.28
	-
	0.01
	-

	32
	0.28
	-
	0.01
	-
	126
	0.44
	-
	0.01
	-

	33
	0.56
	-
	0.01
	-
	127
	0.22
	-
	0.01
	-

	34
	0.06
	-
	0.04
	-
	128
	0.05
	-
	0.01
	-

	35
	0.05
	-
	0.02
	-
	160
	0.07
	-
	0.01
	-

	36
	0.5
	-
	0.01
	-
	161
	0.39
	-
	0.01
	-

	38
	0.08
	-
	0.03
	-
	162
	0.28
	-
	0.01
	-

	39
	1.09
	+ (d)
	0.01
	-
	163
	0.39
	-
	0.01
	-

	40
	0.09
	-
	0.01
	-
	164
	0.17
	-
	0.01
	-

	41
	0.44
	-
	0.01
	-
	165
	0.44
	-
	0.01
	-

	42
	0.09
	-
	0.01
	-
	166
	0.39
	-
	0.01
	-

	43
	0.39
	-
	0.01
	-
	167
	0.28
	-
	0.01
	-

	44
	0.09
	-
	0.01
	-
	168
	0.39
	-
	0.01
	-

	45
	1.97
	+
	0.94
	+
	22
	0.83
	+(d)
	0.06
	-

	46
	0.04
	-
	0.01
	-
	23
	0.89
	+(d)
	0.29
	-

	47
	0.28
	-
	0.01
	-
	24
	1.09
	+(d)
	0.07
	-

	48
	0.22
	-
	0.01
	-
	25
	3.38
	+
	2.72
	+

	49
	0.17
	-
	0.01
	-
	26
	0.56
	-(d)
	0.72
	+

	103
	0.07
	-
	0.04
	-
	27
	0.33
	-
	0.21
	-

	104
	0.44
	-
	0.01
	-
	28
	0.28
	-
	0.09
	-

	105
	0.33
	-
	0.01
	-
	29
	0.61
	-
	0.07
	-

	106
	0.56
	-
	0.01
	-
	30
	0.39
	-
	0.09
	-

	107
	0.61
	-
	0.01
	-
	31
	0.28
	-
	0.01
	-

	108
	0.04
	-
	0.01
	-
	52
	0.44
	-
	0.02
	-

	109
	0.28
	-
	0.01
	-
	53
	0.67
	-
	0.01
	-

	110
	0.17
	-
	0.01
	-
	54
	0.08
	-
	0.01
	-

	111
	0.11
	-
	0.01
	-
	60
	0.09
	-
	0.01
	-

	112
	0.39
	-
	0.01
	-
	61
	0.5
	-
	0.11
	-

	113
	0.33
	-
	0.01
	-
	62
	0.04
	-
	0.01
	-

	114
	0.28
	-
	0.01
	-
	63
	0.28
	-
	0.01
	-

	115
	0.61
	-
	0.01
	-
	64
	0.08
	-
	0.02
	-

	116
	0.39
	-
	0.47
	-
	65
	0.05
	-
	0.01
	-

	117
	0.33
	-
	0.01
	-
	66
	11.96
	+
	12.66
	+

	118
	0.22
	-
	0.01
	-
	68
	0.89
	+
	0.63
	+

	119
	0.39
	-
	0.02
	-
	70
	2.4
	+
	2.51
	+


(d): расхождение в результатах.

Расхождение результатов отмечено в шести образцах (выделено жирным).

- Образцы № 14, 39, 22, 23 и 24: результаты, полученные с помощью теста TROPONIN I-CHECK-1 были немного выше cut off уровня (0.8 нг/мл), что не несло риска для пациентов.

В большинстве случаев (№ 14, 22, 23, 24, 26), результаты BECKMAN тоже были выше пороговых значений для ОИМ (0.04 нг/мл).

- Образец № 26: результаты в обоих тестах находятся вблизи пограничного уровня: немного ниже при тестировании на Easy Reader и немного выше на BECKMAN. 

Это говорит о том, что во всех случаях должно было быть сделано повторное тестирование в зависимости от физиологического состояния пациента, поскольку результаты указывали на вероятный ОИМ. Общая согласованность результатов обоих тестов составила 92.5%.
г) Чувствительность:

Нижний предел определения менее 0,5 нг/мл. Концентрация тропонина I в плазме или сыворотке около или выше 0,8 нг/мл или в цельной крови около или выше 1 нг/мл указывает на возможность острого инфаркта миокарда. Для подтверждения диагноза требуются дополнительные исследования. Белок в равной степени может распознаваться как в комплексной форме (T.I.C. или I.C. - T.I.C.: тройной комплекс cTnT, cTnI и TnC; I.C.: двойной комплекс cTnI и TnC), так и в свободной форме (8).
д) Специфичность:

Отрицательные сыворотки, проанализированные с помощью анализатора STRATUS-DADE, показывали постоянные отрицательные результаты при использовании данного теста. Не наблюдалось никаких перекрестных реакций с тропонином скелетных мышц.

е) Влияния:

Следующие вещества до указанной концентрации не влияют на результаты теста:

Билирубин 
10 мг/дл

Гемоглобин 
250 мг/дл

Триглицериды 
1000 мг/дл

Не наблюдалось никаких перекрестных реакций с тропонином скелетных мышц. Не наблюдалось никаких перекрестных реакций в негативной сыворотке с концентрацией СРБ до 96 мг/мл и РФ в концентрации до 3072 МЕ/мл. 

е) Хук-эффект:

Хук-эффект не наблюдался до концентрации 5 мкг/мл как для связанной, так и для свободной формы тропонина I.

ж) Воспроизводимость:

Воспроизводимость оценивалась на 26 повторах трех коммерческих образцов сыворотки, содержащих 4,29, 17,33 и 36,87 нг/мл тропонина I. Коэффициент вариации составил соответственно 9,91%, 7,55% и 9,45%.
Ограничения метода

1.
Как и для всех диагностических процедур, врачу следует принимать во внимание результат теста только в свете всей прочей диагностической информации.

2.
Концентрация тропонина I выше 0,8 нг/мл может указывать на возможность ОИМ.
Время, необходимое для того, чтобы уровень cTnI в крови достиг верхнего предела нормы, составляет 4-6 часов после начала заболевания, а затем он в некоторых случаях остается повышенным в течение 6-10 дней. Поэтому отрицательный результат в течение первых часов после появления симптомов инфаркта не исключает ОИМ с уверенностью. При подозрении следует повторять тест через соответствующие промежутки времени.

3.
Если тест выполняется с образцами крови, необходимо использовать только свежие образцы цельной крови (до 4 часов)! 

4.
Некоторые образцы сыворотки с повышенным содержанием ревматоидного фактора или СРБ (что указывает на острое воспаление) могут давать при тестировании ложный положительный результат. 

5.
В случае задержки со считыванием результата (т.е. более 20-25 минут) тест тоже может показать положительный результат.

6.
Тест разработан таким образом, чтобы исключить потенциальное влияние человеческих антител к мышиным IgG (HAMA). Однако высокий уровень HAMA может приводить к ложноположительному результату.

7.
Данный тест разработан специально для считывания результатов на ридере и не предназначен для визуального считывания.

8. Как это наблюдается и в других методах анализа, имеется некоторая вариабельность результатов измерений. Поэтому для клинических данных рекомендуется вводить коэффициент вариации +/- 25% по отношению к полученному результату.
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