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РЕФЕРАТ
Роботу «Розробка технічного файлу на медичний виріб –імуноферментну тест-систему для кількісного визначення загального ПСА в сироватці (плазмі) крові» викладено на 99 сторінках, з них 77 сторінок основного тексту, вона містить 26 таблиць, 9 рисунків. Наведено посилання на 40 джерел літератури (7 кирилицею та 33 латиницею). 
Актуальність роботи: створення технічного файлу, згідно з європейським стандартом, на медичний виріб - імуноферментну тест-систему «Загальний ПСА-ІФА», для розповсюдження якісних наборів для визначення загального ПСА не тільки в Україні, але і за кордоном. 
Мета роботи: проаналізувати та викласти інформацію про медичний ІФА-набір “Загальний ПСА-ІФА” у вигляді технічного файлу відповідно до європейського стандарту. 
Об’єктом дослідження є: технічно-документаційне супроводження медичного виробу - ІФА-набору “Загальний ПСА-ІФА”.
Предметом дослідження є: аналіз, обробка та пояснення інформації про медичний виріб -  імуноферментний  ІФА-набір “Загальний ПСА-ІФА”.
Новизна роботи: вперше розроблено технічний файл на ІФА-набір “Загальний ПСА-ІФА”, а саме: створено документацію про ідентифікацію виробу та виконання вимог виробника відповідно до технічного регламенту. 
Практичне значення результатів: впровадження результатів дослідження на виробництві для можливості продажу ІФА-набору за кордон в країни Європейського Союзу.
Відповідно до завдань зроблено загальний опис набору, опис вимог, етапів валідації і верифікації до нього; проведено оцінку аналітичних та клінічних характеристик, а також оцінку ризиків на виробництві ІФА-набору.


Ключові слова: технічний файл, простат-специфічний антиген, виробництво, ІФА-набір “Загальний ПСА-ІФА”
ASSAY
The work "Development of a technical file for a medical product - enzyme immunoassay test system for quantitative determination of total PSA in blood serum (plasma)" is laid out on 99 pages, of which 77 pages are the main text, it contains 26 tables, 9 figures. References are given to 40 sources of literature (7 in Cyrillic and 33 in Latin).
The relevance of the work: the creation of a technical file, according to the European standard, for a medical product - an immunoenzymatic test system "Total PSA-IFA", for the distribution of quality kits for the determination of total PSA not only in Ukraine but also abroad.
The purpose of the work: to analyze and present information about the medical ELISA kit "General PSA-ELISA" in the form of a technical file in accordance with the European standard.
The object of the study is: technical and documentation support of the medical product - ELISA kit "General PSA-ELISA".
The subject of the study is: analysis, processing and explanation of information about the medical product - enzyme-linked immunosorbent assay kit "General PSA-IFA".
The novelty of the work: for the first time, a technical file for the "General PSA-IFA" ELISA kit was developed, namely: documentation was created on the identification of the product and the fulfillment of the manufacturer's requirements in accordance with the technical regulations.
Practical significance of the results: implementation of research results in production for the possibility of selling the ELISA kit abroad to the countries of the European Union.
In accordance with the tasks, a general description of the set, a description of the requirements, validation and verification stages for it is made; an assessment of analytical and clinical characteristics was carried out, as well as an assessment of risks in the production of the ELISA kit.


Key words: technical file, prostate-specific antigen, production, ELISA kit "General PSA-IFA".
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ІФА – імуноферментний аналіз.
ТМБ – тетраметилбензидин.
ОГ – оптична густина.
ПСА – простат-специфічний антиген.
hK3 – людський калікреїн 3.
рІ – ізоелектрична точка.
ДГПЗ – доброякісна гіперплазія передміхурової залози.
ПРО – пальцеве ректальне обстеження.
5- АРІ – інгібітори 5-альфа-редуктази.
STRIPS - ІФА-планшет.
ІФА - імуноферментний аналіз - імунологічний метод для визначення наявності певних антигенів, шляхом реакції антиген-антитіло.
ТМБ - тетраметилбензидин  – субстрат пероксидази, для проведення аналізу ІФА.

ПСА - простат-специфічний антиген - це фермент серинової протеази, що виробляється стовпчастим епітелієм тканини простати.
[bookmark: _heading=h.3znysh7]ВСТУП

Технічний файл – це набір документації для оцінки відповідності Технічним регламентам (ТР). Технічний файл складається з документів для ідентифікації виробу та виконання вимог ТР. Він подається до органу з оцінки відповідності, щоб провести процедуру відповідності ТР. 
Робота по магістерській дисертації “Розробка тех-файлу на ІФА-набір “Загальний ПСА-ІФА” виконувалась на замовлення ТОВ “ХЕМА” на базі виробництва.   
Простатичний специфічний антиген (ПСА) — це фермент серинової протеази, що виробляється стовпчастим епітелієм тканини простати. В нормі він є у всіх, як у жінок, так і у чоловіків. З віком у чоловіків концентрація ПСА збільшується. Якщо спостерігається концентрація вище норми, це може свідчити про розвиток пухлинного захворювання передміхурової залози [1]. 
Рак передміхурової залози є другим за частотою діагностування раком у дорослих чоловіків, поступаючись лише немеланомному раку шкіри. Це друга основна причина смерті чоловіків від раку в усьому світі [2]. Тільки в Сполучених Штатах на лікування раку передміхурової залози щорічно витрачається 10 мільярдів доларів [3]. Ця цифра зростала протягом останніх 20 років, тотожно до зростання діагностики раку простати, що, ймовірно, є результатом старіння населення та покращення виявлення за допомогою сироваткового простатспецифічного антигену (ПСА) [4]. Незважаючи на покращення у виявленні раку передміхурової залози, загальні показники смертності незначно нижчі [5]. 


Технічний файл на медичний виріб ІФА-набір “Загальний ПСА-ІФА” раніше не був розроблений на виробництві ТОВ “ХЕМА”, тому актуальністю моєї роботи є створення технічного файлу, відповідно до Європейськог Технічног Регламенту 2012/0267 (COD), на медичний виріб 
- імуноферментну тест-систему «Загальний ПСА-ІФА», для розповсюдження якісних наборів для визначення загального ПСА не тільки в Україні, але і за кордоном – адже це є важливою сходинкою для виробництва.    
Об’єктом дослідження є: техніко-документаційне супроводження медичного виробу – ІФА-набору “Загальний ПСА-ІФА”.
Предметом дослідження є: аналіз, обробка та пояснення інформації про медичний виріб – імуноферментний  ІФА-набір “Загальний ПСА-ІФА”.
Метою роботи є аналіз інформації про медичний ІФА-набір “Загальний ПСА-ІФА” та розробка технічної документації відповідно до вимог європейського технічного регламенту 2012/0267 (COD).
Завдання дослідження:
-    описати ІФА-набір та специфікацію ІФА-набору; 
· проаналізувати інформацію про ІФА-набір, що надається виробником;
· розрахувати аналітичні та клінічні показники виробу та надати інформацію щодо розробки та виробництва ІФА-набору;
· дослідити вимоги безпеки та ефективності ІФА-набору.
· розробити структуру управління ризиками під час виробництва ІФА-набору.
· описати набір та специфікацію ІФА-набору;
· розробити етапи верифікації та валідації ІФА-набору.
	Теоретичну основу досліджень становлять державні та міжнародні стандарти, інформація надана виробником, матеріали з офіційних інтернет-ресурсів, наукова література з біомедичної інженерії та матеріали наукових конференцій.  
Новизна роботи: вперше розроблено технічний файл на ІФА-набір “Загальний ПСА-ІФА”, а саме: створено документацію про ідентифікацію виробу та виконання вимог його виробництва відповідно до Європейського Технічного регламенту 2012/0267 (COD). 
Практичне значення одержаних результатів: впровадження результатів розробки  для виробництва з метою проходження процедури з оцінки відповідності та можливості продажу ІФА-набору в країни Європейського Союзу.
Особистий внесок: Результати розрахунку аналітичних характеристик, а саме: точність, правильність, прецизійність, аналітичну чутливість та специфічність, лінійність; та клінічних характеристик: клінічну чутливість та специфічність, прогностичну цінність та відношення правдоподібності – одержано автором особисто. 
Структура роботи: магістерська дисертація складається зі вступу, шести розділів, які містять підрозділи, висновків, списку використаної літератури, що нараховує 40 позицій і одного додатка. Структура роботи зумовлена завданнями і метою дослідження. Загальний обсяг роботи 99 сторінок, з них 77 сторінок основного тексту. 




 
1. [bookmark: _heading=h.2et92p0]Опис та специфікація виробу 
1.1. [bookmark: _heading=h.tyjcwt]Назва виробу 

Набір реагентів «Загальний ПСА-ІФА» призначений для кількісного визначення концентрації загального ПСА в сироватці (плазмі) крові методом твердофазного імуноферментного аналізу з метою визначення кількості концентрації загального ПСА для діагностики раку передміхурової залози. Процедура аналізу розрахована як для ручної постановки з автоматичними піпетками та стандартним обладнанням, так і для автоматичного імуноферментного аналізатора «відкритого» типу.


1.1.1. [bookmark: _heading=h.3dy6vkm]Призначення набору 

· Що виявляє/визначає: визначає концентрацію загального ПСА в сироватці (плазмі) крові методом твердофазного імуноферментного аналізу.
· Його функції: кількісне виявлення загального ПСА, оцінка ефективності лікування раку передміхурової залози.
· Конкретне захворювання або стан, який призначений виявити, визначити або диференціювати: здоровий стан пацієнта, доброякісна гіперплазія; злоякісне переродження тканини простати та метастатичний рак простати.
· Автоматичний/не автоматичний: ІФА-набір може бути застосований як для проведення імуноферментного аналізу з використанням автоматичних піпеток та стандартного обладнання, так і для постановки на автоматичному імуноферментному аналізаторі відкритого типу.
· Якісний, напівкількісний чи кількісний: кількісний.
· Тип зразка, що аналізується: сироватка чи плазма крові людини.
· Цільова група: пацієнти із захворюванням ПМЗ, з раком передміхурової залози, здорові чоловіки різного віку та жінки.
· Призначений користувач: ІФА-набір застосовується у клінічних діагностичних лабораторіях, санітарно-епідеміологічних станціях?, а також в інших установах, які працюють в області іn vіtrо діагностики.
Hабір призначений лише для іn vіtrо діагностики і може використовуватись тільки кваліфікованим персоналом з відповідною підготовкою.


1.2. [bookmark: _heading=h.1t3h5sf]Принцип роботи набору

Визначення загального ПСА грунтується на використанні «сендвіч»-варіанта твердофазного імуноферментного аналізу. На внутрішній поверхні лунок планшета іммобілізовані мишачі моноклональні антитіла проти загального ПСА людини. У лунках планшета, при додаванні досліджуваного зразка відбувається зв’язування загального ПСА, який міститься в досліджуваному зразку з антитілами на твердій фазі.
Комплекс, що утворився, виявляють за допомогою кольорової реакції ТМБ з кон’югатом мишачих моноклональних антитіл з пероксидазою хріну проти загального ПСА людини. В результаті утворюється зв’язаний із твердою фазою «сендвіч», що містить пероксидазу. Під час інкубації кон’югату з розчином субстрату тетраметилбензидину (ТМБ) рідина в лунках забарвлюється. Після 10-20-ти хвилинної інкубації реакція зупиняється додаванням стоп-розчину. Інтенсивність забарвлення прямо пропорційна концентрації загального ПСА в досліджуваному зразку. Концентрацію загального ПСА в досліджуваних зразках визначають за калібрувальним графіком залежності оптичної густини від вмісту загального ПСА в калібрувальних пробах.
1.3. [bookmark: _heading=h.4d34og8]Клас ризику та обгрунтування правила класифікації 

Згідно з Додатком 2 Технічного регламенту, запровадженого постановою КМУ №754 від 02.10.2013р., набір належить до Переліку В [6].
Згідно з Директивою 98/79/ЕС, набір належить до Переліку В [7].
Згідно з державним стандартом ДСТУ-Н GHTF/SG1/N045:2014 Принципи класифікації медичних виробів для проведення імуноферментного аналізу, а саме Правило 3, набір реагентів належить до Класу С [8], оскільки набір «загальний ПСА-ІФА» призначений для кількісного визначення онкомаркера ПСА при скринінгу раку простати. 
Обгрунтування: вироби призначено для кількісного визначення рівня загального ПСА, де можливий ризик не точного отримання результату для пацієнтів, у яких можливий розвиток пухлинних захворювань; для визначення стадії захворювання та можливого контролю і прогнозу прогресу хвороби, оскільки підвищений рівень ПСА може бути спровокований не тільки захворюванням раку передміхурової залози.


1.4. [bookmark: _heading=h.2s8eyo1] Опис компонентів набору

Планшет 96-лунковий, стрипований, готовий до використання.
Калібрувальні проби на основі трис-буфера (рН 7,2-7,4), що містять відомі кількості загального простатичного специфічного антигену – 0; 1,5; 5; 10; 30 нг/мл, готова до використання – калібрувальна проба 1 (С1) прозора безбарвна рідина об’ємом 6 мл, калібрувальні проби 2-5 (С2-С5) прозорі рідини червоного кольору – по 0,8 мл кожна.
Контрольна сироватка на основі сироватки крові людини з відомим вмістом загального простатичного специфічного антигену, готова до використання – прозора безбарвна рідина об’ємом 0.8 мл.
Кон’югат – прозора рідина червоного кольору об’ємом 14 мл, готова до використання.
Розчин субстрату тетраметилбензидину (ТМБ), готовий до використання – прозора безбарвна рідина об’ємом 14 мл.
Концентрат розчину для відмивання, 26х-кратний – прозора безбарвна рідина об’ємом 22 мл.
Стоп-реагент, готовий до використання – прозора безбарвна рідина об’ємом 14 мл.
Плівка для заклеювання планшета – 2 шт.
Інструкція з використання Набору реагентів «Загальний ПСА-ІФА».
Паспорт контролю якості Набору реагентів «Загальний ПСА-ІФА».


1.5. [bookmark: _heading=h.17dp8vu] Умови забору, транспортування та зберігання зразків

Детальний порядок умов забору, транспортування та зберігання біологічного матеріалу описаний в технологічних стандартах «Донорська кров та її компоненти Заготівля, зберігання, використання та контроль якості», затвердженими на засіданні Ради Асоціації 03.11.2006 №5 [9].
	Для проведення ІФА аналізу для кількісного визначення загального простатичного специфічного антигену використовують сироватку (плазму) крові.
Відповідно до технологічного стандарту № 2 «Кров консервована» забір крові слід проводити натщесерце або не раніше, ніж через 3 години після прийому їжі з ліктьової вени одноразовою голкою, діаметром 0.8-1.1 мм, за допомогою вакуумної системи забору крові (пробірка з кришкою бузкового кольору, яка містить гемоконсервант «Глюгіцир», «Циглюфад» тощо). Зразки крові повинні бути паспортизовані наклеюванням етикеток або промарковані наклеювання номерних марок при марковому методі первинної паспортизації [9]. 
На етикетці з консервованою кров’ю повинно бути вказано:
1) Назву закладу, де здавалась кров;
2) Назву гемосередовища;
3) Реєстраційний номер ємкості/донації з кров’ю;
4) Об’єм в мл;
5) Прізвище та ініціали донора;
6) Групу крові відповідно до систем АВО та Резус;
7) Назву або склад гемоконсерванту та його об’єм;
8) Дату отримання крові та термін придатності для аналізу;
9) Прізвище лікаря, який відповідає за заготовлення крові;
10) Температурні умови зберігання та результати тестування на інфекційні маркери відповідно до встановленого переліку.
Всі написи повинні наноситись водостійкими чорнилами чорного або синього кольору, чітко і розбірливо. Етикетка повинна бути чітко закріплена на контейнері з кров’ю. 
 Після отримання крові необхідно декілька раз перемішати кров з гемоконсервантом або ручним способом, або за допомогою міксера донорської крові. 
Після заготовлення кров повинна зберігатись при контрольованій температурі від 2-6 °С.	Термін придатності консервованої крові до використання залежить рецептури гемоконсевуючого розчину («Глюгіцир» -21 доба, «Циглюфад» - 35 діб тощо). Термін придатності консервованої крові до використання вказується виробником гемоконсерванту в супровідній аналітичній документації. 
Виділення свіжозамороженої плазми з консервованої крові слід проводити не пізніше 4-6 годин з моменту заготовлення крові від донорів [9].
Згідно з технічним стандартом №13 (ТС 13)  «Свіжозаморожена плазма (СЗП)» свіжозаморожену плазму отримують з концентрованої крові [9].
Існують 3 основні методи отримання плазми: з консервованої крові, за допомогою методу аферезу плазми та при проведенні цитаферезу.
Для отримання свіжозамороженої плазми з консервованої крові відбувається розділення консервованої крові в полімерні гемоконтейнери на клітинні компоненти та плазму шляхом центрифугування в рефрижераторних центрифугах з виділенням більшої частини плазми за допомогою плазмоекстрактора в плазмоконтейнер [9,10].
Процедура виділення плазми з крові повинна відбуватись не довше 10 хв від початку венепункції.
СПЗ може бути отримана методом мануального або апаратного аферезу.
При мануальному аферезі кров виділяють в контейнери для плазмаферезу, де її складові частини розділяють центрифугуванням, плазму вилучають в плазмоконтейнери, а інші кров’яні елементи віддають назад донору.
При апаратному аферезі відбувається автоматичне отримання плазми за допомогою автоматичних систем забору плазми та одноразових комплектів (сети) для автоматичного плазмаферезу. Автоматичні апарати для плазмоферезу працюють циклічно – чергуванням циклів виділення крові та циклів повернення клітинних гемокомпонентів крові. При виділенні кров із вени поступає безперервним потоком, в камеру сепарації або фільтр, де відбувається розділення на компоненти. Виділена плазма збирається в плазмоконтейнері, який підвішений на електронних вагах апарату, а клітинні  гемокомпоненти виділяються в резервуар для клітин крові, де автоматично відбувається перехід на цикл повернення. Після повернення відбувається перехід на новий цикл «виділення-повернення». Це відбувається до тих пір, поки не назбирається заданий об’єм плазми. Після забору заданого об’єму апарат автоматично зупиняє процедуру аферезу [9,10].
При використанні даного методу відбувається отримання великих доз СПЗ із високими параметрами якості.
Крім цих двох методів, існує ще метод отримання СПЗ за допомогою апаратного або мануального цитаферезу. В цьому методі отримання СПЗ, крім заготовлення клітин крові, в програму процедури аферезу також може бути включена програма заготовлення дози плазми.
Контейнери з плазмою герметизують запаюванням трубок або накладанням тугих вузлів, металевих кілець. Після цього їх паспортизують наклеюванням відповідних етикеток, інформація (на етикетках повинна  міститись інформація, як і у випадку маркування консервованої крові) та передають на заморожування [9]. 
Відразу після виділення плазму заморожують в швидкісному заморожувачі плазми чи низькотемпературному морозильнику за температури не вище -40 ºС. Процедура замороження повинна бути здійснена не пізніше, ніж через 6 годин від моменту венепункції. Крім цього, саме замороження плазми повинно відбуватися протягом 1 години від початку замороження [9].  
Зберігання і транспортування матеріалу:
Контейнери із замороженою плазмою перекладають в морозильну камеру на весь термін зберігання за контрольованої температури від мінус 
20 °С та нижче. Контейнери зі свіжозамороженою плазмою необхідно вкладати в поліетиленові пакети та розміщувати в металевих пеналах, картонних коробках за для уникнення механічного пошкодження.
Для транспортування зразків необхідно використовувати потрійне пакування. Первинне упакування – це промаркована пробірка, що містить зразок. Вторинне упакування – поліетиленовий пакет, який герметично закривається на замок zіp-lоck. Зовнішнє упакування – термоізолючий контейнер, при цьому вторинну упаковку поміщають у зовнішню упаковку для транспортування в центрі термоконтейнера. Заморожені холодоагенти розміщують на дно, вздовж бокових стінок термоконтейнера та покривають ними зразки [9,10]. 
При отриманні зразків їх перевіряють за допомогою візуального методу, маркують і сортують відповідно до наборів де вони будуть використовуватись, та поміщають в спеціальні морозильні камери де температура не перевищує мінус 20 °С.

1.6. [bookmark: _heading=h.3rdcrjn] Варіанти комплектації набору

ІФА-набір «Загальний ПСА-ІФА» може випускатись в таких комплектаціях:
1) Комплект 1 – набір розрахований на проведення аналізу у двох повторах 42 досліджуваних зразків, 5 калібрувальних проб і 1 проби контрольної сироватки (всього 96 визначень)
2) Комплект 5 - набір розрахований на проведення аналізу у двох повторах 210 досліджуваних зразків, 25 калібрувальних проб і 5 проб контрольних сироваток (всього 480 визначень).
Таблиця 1.7.1 Варіанти комплектації набору «Загальний ПСА- ІФА» 
	Назва компонента
	Кількість (шт) та об’єми (мл) компонентів для різних варіантів комплектації

	
	Комплект 1: 96-аналізів
	Комплект 5: 5х96 аналізів*

	SОRB MTP
	1шт
	5шт

	САL 1-5
	1 комплект (С1 – 6 мл, С2-С5 по 0.8 мл)
	5 комплектів (С1 – 6 мл, С2-С5 по 0.8 мл); або 30 мл С1 та по 4 мл С2-С5

	СОNTRОL
	1 × (0.8±0.2)
	5×0.8 мл або 1х4 мл

	CОNJ
	1× (13±2)
	1 × (700±50)

	TMB
	1 × (14±2)
	2 × (30±5)

	TWEEN│WАSH│26x
	1 × (22±2)
	2 × (50±5)

	STОP
	1 × (14±2)
	2 × (30±5)

	Клейка плівка
	3
	10

	Схема внесення зразків
	1
	1

	Інструкція з використання
	1
	1

	- *загальний об’єм компонента може бути розфасований у тару меншого об’єму



[bookmark: _heading=h.26in1rg]Примітка. За домовленістю з замовником компоненти ІФА-набору можуть постачатись окремо.


1.7. [bookmark: _heading=h.lnxbz9]Додаткові прилади та матеріали 

Для постановки аналізу необхідні наступні додаткові реактиви, матеріали та обладнання: 
– дистильована або деіонізована вода;
– фільтрувальний папір;
– мірний лабораторний посуд (10 – 1000мл);
– одноразові рукавички;
– засоби, для дезинфекції;
– одноразовий або чистий посуд для приготування реактивів (флакони та ванночки); 
– таймер;
– автоматичні піпетки змінного об’єму (10мкл–1000мкл);
– одноразові наконечники для піпеток;
– термостат на 37°C;
– відповідні контейнери для відходів потенційно зараженого матеріалу;
– автоматичний/напівавтоматичний промивач планшетів (вошер);
– рідер (на 450нм).


1.8. [bookmark: _heading=h.35nkun2]Огляд наукової літератури та аналогічних виробів інших виробників

Простатоспецифічний антиген (ПСА) — це серинова протеаза, що виробляється стовпчастим епітелієм тканини простати. Після вироблення він проходить через базальний шар клітин, ендотеліальні клітини та капілярні мембрани, щоб потрапити в системний кровотік [11]. Білки семеногелін і фібронектин відповідають за гелеподібну консистенцію насінної рідини. 
Локально ПСА запобігає згортанню сім’яної рідини, розщеплюючи білки сім’яної рідини на менші пептиди, сприяючи, таким чином, заплідненню [12]. З віком у чоловіків виробництво сперматозоїдів змінюється, що негативно впливає на кількість і якість сперми, що погіршує репродуктивну функцію [13]. Однак вироблення ПСА збільшується з віком. Вважається, що це збільшення є еволюційною адаптацією, яка надає генетичну придатність порівняно з іншими чоловіками. Таким чином, збільшується поширеність таких станів, як доброякісна гіперплазія передміхурової залози, у загальній популяції.
Зрілий ПСА має молекулярну масу 28430 і складається з 237 амінокислот і вуглеводного ланцюга. Він синтезується як препротеїн, що містить 261 амінокислоту, включаючи сигнальний пептид із 17 амінокислот і пептид активації, що містить сім амінокислот, які видаляються під час обробки та секреції. ПСА належить до калікреїнової групи [2-4] та також називається людським калікреїном 3 (hK3). ПСА секретується в концентраціях 0,5-2 гр/л в насінну рідину [5], де він розчиняє гель, що утворюється після еякуляції, шляхом розщеплення основних гелеутворюючих білків [11]. ПСА, ймовірно, секретується як профермент, який активується шляхом розщеплення активаційного пептиду.  
ПСА, виділений із сім’яної рідини, є гетерогенним, що частково пов’язано зі зміною вмісту сіалової кислоти вуглеводної частини, а частково – з «розрізами», тобто розрізами в амінокислотному ланцюгу. За допомогою ізоелектричного фокусування та іонообмінної хроматографії можна розділити п’ять-шість ізоферментів. Два непошкоджених ізоферменти А і B, мають ізоелектричні точки pІ при 6,8 і 7,3, тоді як порізані мають більш кислі значення pІ [12]. 
Незначна частина ПСА в насінній рідині виникає в комплексі з інгібітором протеїну С [13]. Було припущено, що ПСА опосередковує інвазію при ракові передміхурової залози шляхом локального вивільнення ІGF-1 зі зв’язуючого білка ІGFBP-3 [14], 1) модулюючи активність TGFβ [15] і 2) активуючи активатор плазміногену [16]. Однак, якщо ПСА сприяє інвазивності раку передміхурової залози, можна було б очікувати, що це захворювання буде більш агресивним, ніж воно є насправді.
Сироватковий простатоспецифічний антиген (ПСА) є суперечливим скринінговим обстеженням для здорових безсимптомних чоловіків, оскільки підвищений сироватковий ПСА виявляється в ряді доброякісних станів. Інфекція, травма, запалення та доброякісна гіперплазія передміхурової залози (ДГПЗ) можуть тимчасово підвищувати рівень ПСА в сироватці крові, що знижує специфічність лабораторного значення для використання в прогнозуванні раку передміхурової залози. Дослідження показали, що 86% людей з ДГПЗ мають підвищений сироватковий ПСА [14]. 
Рішення про скринінг безсимптомного чоловіка з використанням сироваткового ПСА має передбачати спільне прийняття рішень. Це просто обговорення переваг і ризиків, таких як хибно підвищене значення ПСА, яке може призвести до непотрібної біопсії доброякісного захворювання або виявлення млявого раку передміхурової залози, що може призвести до лікування стану, який залишався б безсимптомним. 
Робоча група з профілактики Сполучених Штатів Америки рекомендує вибірково пропонувати скринінг сироваткового ПСА на індивідуальній основі відповідно до професійного судження та переваг пацієнта для чоловіків віком від 55 до 69 років (клас C). Загальний стан здоров’я пацієнта є важливим фактором у прийнятті рішення про скринінг, оскільки рекомендують не проходити скринінг осіб, чия очікувана тривалість життя менш ніж 10 років. Не рекомендується проводити скринінг передміхурової залози за допомогою сироваткового ПСА у безсимптомних осіб віком від 70 до 75 років.
Через дуже високу варіабельність результатів тестування на ПСА рекомендується здавати два окремих зразки перед проведенням подальших досліджень у пацієнтів з аномальним підвищенням рівня ПСА. Деякі лікарі дають пацієнтам антибіотики від двох до шести тижнів, перш ніж повторити дослідження рівня ПСА. Це призначено для зменшення будь-якого запалення передміхурової залози або простатиту низького ступеня, які можуть підвищувати рівень ПСА [15,16].
Сироватковий простато специфічний антиген (ПСА) є кращим за пальцеве ректальне дослідження і трансректальну ультразвукову діагностику передміхурової залози для раннього виявлення раку простати [17]. При застосуванні значення понад 4 нг/мл рівень виявлення ПСА в сироватці крові наближається до специфічності 91%. Для порівняння, пальцеве ректальне обстеження є набагато менш специфічним – 59%. Спочатку можливість раннього виявлення раку передміхурової залози з метою запобігання прогресуванню захворювання та зниження смертності була сприйнята урологічною спільнотою. Але зі збільшенням використання скринінгу на ПСА з’явилася велика кількість людей, які відчували підвищену захворюваність і непотрібні процедури, оскільки їх значення ПСА могло бути значно підвищеним щодо доброякісного стану [18]. 
Загалом чутливість до ПСА коливається від 9% до 33% залежно від віку та використовуваних граничних значень ПСА [19]. По суті, це означає, що 91% людей з підвищеним рівнем ПСА не мають раку простати. Щодо підвищених значень ПСА, які виявляються раковими, більшість є раком передміхурової залози з низьким ризиком, який часто лікується шляхом моніторингу з активним наглядом. Лише близько 25% чоловіків, які перебувають під активним спостереженням, відчують прогресування раку, що потребує активного лікування. Це означає, що скринінг ПСА визначить рак простати; однак ризик смертності не зменшується. 
Магнітно-резонансна томографія (МРТ) також може бути використана для виявлення раку простати. Однак це може бути дорогим, і інші варіанти повинні бути вичерпані до використання, оскільки навіть зважена візуалізація T-1 і T-2 не має специфічності або чутливості, щоб виправдати використання як методу скринінгу [19].
Зі збільшенням використання простат-специфічного антигену (ПСА) як скринінгу раку передміхурової залози та його подальшої гіпердіагностики та надмірного лікування кілька національних товариств змінили свої рекомендації щодо використання скринінгу сироваткового ПСА. Ця модифікація призвела до спроб відрізнити клінічно значущий рак передміхурової залози від млявого раку передміхурової залози [20]. Загальний сироватковий ПСА існує в трьох ізоформах однакової концентрації: інтактний вільний ПСА, про-ПСА та ДГПЗ-асоційований ПСА (БПСА). Усі три ізоформи були вивчені як потенційний біомаркер для диференціації причин підвищення ПСА.
БПСА, як правило, обмежений тканиною перехідної зони, і цей біомаркер, таким чином, буде експресуватися гіперпластичною тканиною простати. Пропорційне збільшення його присутності безпосередньо пов’язане з об’ємом передміхурової залози та свідчить про ДГПЗ [21].
Численні дослідження продемонстрували переваги використання про-ПСА як біомаркера для більш агресивного раку передміхурової залози, оскільки про-ПСА пов’язаний зі збільшенням показників Глісона [22]. Крім того, про-ПСА було включено до індексу здоров’я простати, [23] який показав перспективну можливість прогнозувати рак передміхурової залози в осіб із незначно підвищеними значеннями ПСА [21].
Вільний ПСА є підмножиною інтактного ПСА. Зниження співвідношення цього сироваткового біомаркера [вільний ПСА/загальний ПСА] може бути використано для підвищення чутливості виявлення раку передміхурової залози, коли початкові значення ПСА становлять від 4 нг/мл до 10 нг/мл [25, 26]. Деякі дослідження включали про-ПСА в аналіз інтактного ПСА, що згортає прогностичну цінність лише інтактного ПСА [27].
Скринінг на ПСА призвів до більш раннього виявлення раку передміхурової залози, однак захворюваність зростає для всіх пацієнтів із підвищеним лабораторним значенням, оскільки більшість пацієнтів мають доброякісний стан як етіологію підвищеного рівня ПСА в сироватці крові. 
При оцінці сироваткових значень, які є підвищеними через рак передміхурової залози, більшість випадків раку передміхурової залози є млявими і ніколи не прогресують до точки, коли потрібне втручання. Лише 2% усіх підвищених значень сироваткового ПСА вище 3 нг/мл вимагатимуть подальшого втручання через агресивну форму раку передміхурової залози.[19] Таким чином, сироваткові рівні ПСА не є специфічними для раку передміхурової залози, а тим більше для агресивного раку передміхурової залози, який може вимагати втручання в майбутньому. Отже, не існує рівня простат-специфічного антигену, який надійно гарантував би наявність або відсутність раку простати.
Добре відомо, що інгібітори 5-альфа-редуктази (5-АРІ) знижують рівень ПСА на 50%, але цей ефект зазвичай триває від шести до дванадцяти місяців. Тому для скринінгу рівень ПСА у чоловіків, які приймають препарати 5-ГРВІ, слід подвоїти. І навпаки, пацієнти повинні пройти скринінг на рак передміхурової залози перед початком приймання препаратів 5-АРІ, зокрема через цей відстрочений ефект зниження рівня ПСА та час, який потрібен для його повного прояву. Немає суттєвих змін у захворюваності або прогресуванні раку передміхурової залози у чоловіків, які приймають препарати 5-АРІ, порівняно з аналогічними когортами чоловіків.[28]
Значення простат-специфічного антигену (ПСА) більше або дорівнює 4,0 нг/мл є консенсусним стандартом, за якого слід проводити подальше обстеження на рак простати. Було показано, що це значення максимізує специфічність за рахунок чутливості для виявлення раку простати. Хоча рак передміхурової залози регулярно виявляють в осіб зі значенням ПСА вище 4,0 нг/мл [24], це значення вимагає, щоб деякі особи з раком передміхурової залози були пропущені під час скринінгу сироватки, щоб менше людей піддавалося непотрібній біопсії [29]. 
Однак не існує значення ПСА, яке могло б гарантувати виявлення раку простати. При таких низьких значеннях, як 1,1 нг/мл, зазвичай не помічають 17% випадків раку простати [30]. 
Використовуючи той самий лабораторний показник [1,1 нг/мл] у темношкірих чоловіків, п’ятдесят відсотків випадків у віці від 50 до 59 років і 75 відсотків випадків у віці від 70 до 79 років продемонстрували б лабораторні показники, які вимагали б подальшої обробки та піддавали б незліченну кількість осіб до непотрібної біопсії [31]. 
Для порівняння, збільшення граничного значення ПСА до 10 нг/мл зменшить непотрібне медичне обстеження для виявлення млявих причин аномального лабораторного показника, але за оцінками, половина всіх випадків раку, виявлених за цим значенням ПСА, більше не обмежується органами, таким чином, що зводить нанівець будь-яку потенційну користь від раннього виявлення [32]. Однак слід зазначити, що існує прямий зв’язок з ймовірністю діагностики раку передміхурової залози та збільшенням значення ПСА [14].
Ранній період раку передміхурової залози зазвичай протікає безсимптомно, і часто підвищений рівень ПСА в сироватці крові є першою ознакою раку. Анемія та підвищений рівень лужної фосфатази є додатковими лабораторними показниками, які можуть свідчити про рак простати. Однак ці аномальні лабораторні показники свідчать про прогресуючу хворобу, а отже, не є корисними для раннього виявлення. Пальцеве ректальне обстеження (ПРО) слід проводити всім особам з аномальним скринінгом ПСА. Однак, подібно до скринінгу сироваткового ПСА, немає жодних результатів обстеження на ПРО, які б достовірно вказували на наявність або відсутність раку простати. Проте, його можна використовувати для підвищення чутливості ПСА і буде важливим фактором у прийнятті рішення про лікування.
Виявлення метастатичного раку передміхурової залози може бути пов’язане з підвищеними значеннями ПСА. Значення сироваткового ПСА більше або дорівнює 20 нг/мл має позитивне прогностичне значення 65% для метастатичного ураження скелета. Це число лінійно зростає з позитивною прогностичною цінністю для метастатичного захворювання у 86% значень, що перевищують або дорівнюють 100 нг/мл [33]. Не слід припускати, що у людини зі значеннями ПСА в сироватці більше або дорівнює 100 нг/мл на момент діагностики є метастатична прогресія. Для порівняння, значення сироваткового ПСА менше або дорівнює 10 нг/мл рідко демонструють метастатичне захворювання. Однак у 14% діагностованих випадків раку передміхурової залози на момент діагностики виявляється метастатичне захворювання.
Рішення про направлення до уролога включатиме значення ПСА, історію, обстеження та переваги пацієнта. Існує пряма кореляція з віком і концентрацією ПСА в сироватці крові зі збільшенням на 3,2% на рік, продемонстрованим у здорових 60-річних чоловіків [34]. Тому при використанні значень ПСА в сироватці важливо враховувати вік. Значення 95% для PSА зазвичай використовується для аномального референсного діапазону, який є таким:
1) Чоловіки 40-49 років: понад 2,5 нг/мл;
2) Чоловіки 50-59 років: понад 3,5 нг/мл;
3) Чоловіки 60-69 років: понад 4,5 нг/мл;
4) Чоловіки 70-79 років: понад 5,5 нг/мл.
Немає значення простатоспецифічного антигену, яке гарантувало б наявність або відсутність раку простати. Однак на цей час це найкращий спосіб виявити раннє і часто безсимптомне злоякісне новоутворення. Проте рішення про скринінг здорових людей і надалі залишатиметься суперечливим під час використання тесту. 
Особам віком від 55 до 69 років слід надати можливість пройти обстеження після обговорення ризиків і переваг обстеження, приділяючи особливу увагу перевагам пацієнта. Після прийняття рішення про скринінг значення ПСА будуть важливими для визначення наступних кроків у лікуванні. Загальновизнано, що низькі значення ПСА у безсимптомних осіб є заспокійливими, а значно підвищені значення ПСА викликають занепокоєння щодо раку простати. Хоча ці припущення не є остаточними [35,36].
Існує невизначеність і суперечки щодо найкращого способу обробки проміжного значення ПСА. Суть головоломки полягає в тому, що багато людей із доброякісними захворюваннями, що призводять до мінімально підвищеного значення ПСА, піддаються непотрібній біопсії передміхурової залози, щоб відрізнити стан, який, ймовірно, є доброякісним, від менш вірогідної ймовірності злоякісності. Особливо якщо врахувати, що більшість виявлених злоякісних новоутворень є млявими і, ймовірно, не вимагають медичного лікування [36].
На сьогоднішній день існує безліч ІФА-наборів по визначенню концентрації загального ПСА в сироватці чи плазмі крові. Крім цього проведено порівняльні дослідження із використанням ІФА-наборів таких виробників як: «Wantai Total PSA ELISA» (Beijing Wantai Biological Pharmacy Enterprise, Beijing, China) та “Total PSA ELISA” (Euroimmun Medizinische Labordiagnostika, Lübeck, Germany). Для дослідження використовувались зразки сироваток від:
1) пацієнтів з раком передміхурової залози; 
2) архівованих сироваток, отриманих від здорових людей;
3) сироваток від хворих на доброякісну гіперплазію передміхурової залози.
Було показано 100% специфічність для набору для виявлення антигену до загального ПСА “Wantai Total PSA ELISA”, 93% для “Total PSA ELISA” (Euroimmun). Чутливість наборів становила: “Wantai Total PSA ELISA” – 90%, “Total PSA ELISA” – 90 % [19,21,22].
Для оцінки чутливості були використані сироватки чоловіків з раком передміхурової залози на різних стадіях, а також з доброякісною гіперплазією передміхурової залози. Чутливість аналізів становила від 40 до 86 % для зразків на ранній стадії захворювання, від 67 до 100 % для зразків середній стадії захворювання та від 78 до 89 % для пізньої стадії захворювання. На зразках ранньої стадії чутливість ІФА-набору “Wantai Total PSA ELISA” становила 71%. Чутливість набору для визначення загального ПСА “Total PSA ELISA” мала чітку залежність від стадії забору зразків і становила 43 % при дослідженні зразків ранньої стадії, 67% - зразків середньої стадії та 78% - зразків пізньої стадії [25,26]. 


2. [bookmark: _heading=h.1ksv4uv]Інформація, яка надається виробником
2.1. [bookmark: _heading=h.44sinio]Маркування

Директором підприємства затверджені етикетки на упакуванні готового виробу та компонентів. Маркування готового виробу містить
1) Найменування та адресу (юридична та місцезнаходження) виробника;
2) Скорочену та повну назву виробу;
3) Каталожний номер;
4) Кількість аналізів випробувань у застосовуваному наборі;
5) Номер партії;
6) Дату виробництва;
7) Термін придатності;
8) Позначення, що виріб використовується тільки для іn vіtrо діагностики;
9) Температурні обмеження під час зберігання;
10) Попередження, на які слід звернути увагу;
11) Знак оцінки відповідності технічному регламенту.
Маркування компонентів містить:
1) Назву компонента;
2) Об’єм (окрім ІФА-планшету (STRIPS));
3) Номер партії;
4) Термін придатності;
5) Температурні обмеження під час зберігання (якщо застосовуються).
Інформація, наведена в маркуванні, подається у вигляді символів, що відповідають гармонізованим стандартам та описані в інструкції з використання.


2.2. [bookmark: _heading=h.2jxsxqh]Інструкція з використання

Кожна редакція інструкцій з використання затверджена директором підприємства українською мово та містить такі розділи: 
1) Назва
2) Призначення
3) Клінічне значення
4) Принцип аналізу 
5) Матеріали та обладнання
6) Застереження та техніка безпеки
7) Зберігання та транспортування
8) Рекомендації щодо збору, транспортування та зберігання зразків
9) Підготовка реагентів
10) Процедура аналізу 
11) Облік результатів та їх інтерпретація
12) Обмеження аналізу методу
13) Проблеми, які можуть виникнути у разі проведення проведенні ІФА
14) Список використаних джерел



3. [bookmark: _heading=h.z337ya]Інформація щодо розробки та виробництва
3.1. [bookmark: _heading=h.3j2qqm3]Розробка виробів
3.1.1. [bookmark: _heading=h.1y810tw]Медико-технічні вимоги

A. ІФА-набір «Загальний ПСА-ІФА» повинен кількісно виявляти онкомаркер ПСА у сироватці чи плазмі крові людини.
B. Продукція повинна бути сумісна з таким обладнанням:
a. стандартне лабораторне обладнання:
– одно- та багатоканальні автоматичні піпетки змінного об’єму на 10, 100 та 1000 мкл та наконечники до них;
– термостат на 37 °С;
– автоматичний або напівавтоматичний промивач планшетів (вошер);
– одно- або багатоканальний спектрофотометр (рідер) для мікропланшетів на 450/620-695 нм
b. автоматичний імуноферментний  аналізатор відкритого типу.
C. Набір має бути розрахований на проведення 96-ти  аналізів.
D. Принцип дії продукції повинен базуватися на специфічному зв’язуванні антитіла з антигеном і подальшій візуалізації утворених зв’язків (наприклад, «непрямий» твердофазний імуноферментний аналіз).
E. Специфічність ІФА-набору повинна бути визначена на донорських зразках з малою (негативною) концентрацією ПСА.
F. Чутливість ІФА-набору повинна бути визначена на клінічних зразках сироваток крові, отриманих від людей, з відомою концентрацією ПСА, підтвердженою на валідованих і сертифікованих тест-системах ІФА іншого виробника для загального ПСА. 
G. ІФА-набір повинен підпадати під стандартні вимоги безпеки щодо роботи в лабораторії з біологічним матеріалом.

3.1.2. [bookmark: _heading=h.4i7ojhp]Технічні вимоги

A. Склад та комплектність набору: 
· ІФА-планшет;
· Калібрувальні проби С1-5; 
· Контрольна сироватка;
· Розчин кон’югату (готовий до використання);
· Розчин ТМБ (готовий до використання);
· Розчин для промивання;
· Стоп-розчин;
· Клейка плівка;
· Схема для внесення зразків;
· Інструкція з використання.
B. Чутливість та специфічність набору:
Чутливість на контрольній панелі сироваток – 100 %.
Специфічність на контрольній панелі сироваток – 100 %.
Оптична густина калібраторів:
САL 1       ОГ ≥1,5
C. умови експлуатування (транспортування, використання, зберігання)
ІФА-набір повинен бути стабільним під час транспортування.
ІФА-набір повинен бути стабільним протягом 6-ти місяців під час використання після відкриття.
ІФА-набір повинен бути стабільним під час зберігання за температури +2-8 ºС протягом терміну придатності. 
D. Вимоги до безпеки
ІФА-набір не повинен містити шкідливих, токсичних та біологічно-небезпечних речовин.
Пакувальні матеріали повинні бути не токсичні.
Інструкція з використання повинна містити застереження та вимоги безпеки.
E. Вимоги щодо конструктивного виконання
Комплекти ІФА-набору повинні комплектуватися в стандартне упакування, що використовується на підприємстві.
F. Вимоги до ергономіки
ІФА-набір повинен бути простим та зручним в експлуатації.
G. Вимоги до маркування та пакування
Зовнішні етикетки повинні містити:
1) Назву виробу;
2) Каталожний номер;
3) Кількість аналізів;
4) Номер серії;
5) Дату виробництва;
6) Термін придатності.
Кожен комплект повинен бути промаркований етикеткою, що містить:
1) Назву компонента;
2) Об’єм (окрім ІФА-планшета);
3) Номер серії; 
4) Термін придатності.
Пакування ІФА-набору повинно бути сконструйоване так, щоб забезпечити його цілісність, герметичність та стійкість. ІФА-набір має пакуватись в картонну коробку. Кожна коробка має бути упакована таким чином, щоб не могла бути розкритою без порушення цілісності пакування. Розчини повинні розливатися у поліпропіленові флакони об’ємом 4 мл та 20 мл. Планшет має бути упакований у пакет під вакуумом. 
Проведено верифікацію розробки ІФА-набору «Загальний ПСА-ІФА» і встановлено, що результати розробки відповідають медико-технічним вимогам (вхідним даним).
ІФА-набір «Загальний ПСА-ІФА» містить такі активні компоненти:
Мишині моноклональні антитіла до загального ПСА людини (виробництво The Native Antigen Company, UK)*;
Моноклональні антитіла до загального ПСА людини в поєднанні з пероксидазою хрону (ClinicG_2, виробництво ТОВ «НВО Біовелл»)*.


3.1.3. [bookmark: _heading=h.2xcytpi]Інформація щодо аналітичних характеристик

Оцінка аналітичних характеристик проводилась на виробництві ІФА-наборів (ТОВ “ХЕМА”) за такими критеріями: природа зразка, рекомендації, щодо збору зразків, аналітична чутливість, аналітична специфічність, правильність вимірювань, точність вимірювань, прецизійність вимірювань, лінійність.
Аналітичні характеристики (окрім прецизійності) оцінювались на ІФА-наборах «Загальний ПСА ІФА» серії 208.  

1) Природа зразка
Оцінка природи зразка проводить з метою оцінки впливу сироватки чи плазми на результати аналізів, а також для оцінки стабільності сироватки чи плазми за різних умов зберігань. 
Вплив природи зразка оцінювали в ІФА-наборі «Загальний ПСА-ІФА»  за коефіцієнтом варіації результатів аналізу повторів сироватки та плазми, що містять відповідний маркер. 
Формула розрахунку коефіцієнта варіації: 
 х 100%, (3.1.3.1)
де СV – коефіцієнт варіації (%).
Для розрахунку коефіцієнта варіації було обрано 6 свіжих позитивних сироваток, що містять відповідний маркер, які оцінювали у 8-ми повторах для кожного зразка в одній постановці аналізу.  Результати аналізу показали, що природа зразка не впливає на них тому, що CV не перевищує допустиму межу ≤8% (Табл.3.1.3.1).
Таблиця 3.1.3.1 Коефіцієнт варіації (CV) для зразків сироваток і плазми
	№ сироватки
	Концентрація загального ПСА,
нг/мл
	Середня концентрація, нг/мл
	CV, %

	
	Плазма
	Сироватка
	
	

	11
	5,60
	5,58
	5,59
	3,1%

	2
	10,50
	10,60
	10,55
	3,8%

	16
	2,40
	2,56
	2,48
	4,1%

	36623
	8,25
	8,10
	8,17
	3,2%

	36624
	10,65
	10,55
	10,60
	3,8%

	36625
	22,30
	22,35
	22,32
	3,7%



Крім природи зразка, також перевірялось чи впливають умови зберігання на стабільність результатів аналізу. Для цього аліквоти зразків помістили на +2-+4 °С протягом 3 діб та на -18-20 °С  з декількома циклами заморожування-відтавання: 1, 2 і 3 цикли. 
В одній постановці оцінювали кожен зразок з різними умовами зберігання у 4 повторах відносно отриманих свіжих зразків.
Стабільність зразків оцінювали за відтворенням, яке обраховували за формулою: 
 х 100%, (3.1.3.2)
де R –відтворення, виражене у відсотках.
 Очікуване значення – це значення концентрації ПСА у свіжій сироватці чи плазмі крові. Отримане значення – значення концентрації ПСА у зразках, що відрізнялись умовами зберігання.
В результаті отримали, що результати аналізу зразків, які зберігались за температури +2-+4 °С протягом 3 діб або пройшли цикл заморожування-відтавання (З-В), не перевищували граничне значення відтворювання ±10% (Табл 3.1.3.2 і табл. 3.1.3.3). Таким чином, досліджені умови зберігання не впливали на результати аналізу в ІФА-наборі «Загальний ПСА-ІФА».
Таблиця 3.1.3.2 Відтворення (R) для зразків плазми за різних умов зберігання
	
	
	+2-+4 °С 3 доби
	-18- 20 °С і 1 цикл З-В
	-18- 20 °С і 2 цикли  З-В
	-18- 20 °С і 3 цикли  З-В

	
	Очіку-вані, нг/мл
	Отри-мані, нг/мл
	R, %
	Отримані, нг/мл
	R, %
	Отримані, нг/мл
	R, %
	Отримані, нг/мл
	R, %

	11
	5,58
	5,57
	99,8%
	5,5
	98,5%
	5,4
	96,8%
	5,57
	99,8%

	2
	10,6
	10,3
	97%
	10,5
	99%
	10,9
	102,8%
	10,2
	96%

	16
	2,56
	2,5
	97,6%
	2,4
	93,8%
	2,6
	101,6%
	2,55
	99,6%

	36623
	8,1
	8,5
	105%
	8,3
	102,4%
	8,9
	109,9%
	8,2
	101%

	36624
	10,55
	10,4
	98,6%
	10,6
	100,5%
	10
	94,8%
	10,2
	96,7%

	36625
	22,35
	22
	98,4%
	22
	98,4%
	22,2
	99,3%
	22,5
	100,7%



Таблиця 3.1.3.3 Відтворення (R) для зразків сироваток за різних умов зберігання
	
	
	+2-+4 °С 3 доби
	-18- 20 °С і 1 цикл  З-В
	-18- 20 °С і 2 цикли  З-В
	-18- 20 °С і 3 цикли  З-В

	
	Очікувані, нг/мл
	Отримані, нг/мл
	R, %
	Отримані, нг/мл
	R, %
	Отримані, нг/мл
	R, %
	Отримані, нг/мл
	R, %

	11
	5,6
	5,7
	101,7%
	5,6
	100%
	5,4
	96,4%
	5,6
	100%

	2
	10,5
	10
	95%
	10,3
	98%
	10
	95%
	9,95
	94,8%

	16
	2,4
	2,5
	104%
	2,4
	100%
	2,2
	91,6%
	2,2
	91,6%

	36623
	8,25
	8,3
	101%
	8,2
	99%
	8,1
	98%
	8,15
	98,7%

	36624
	10,65
	10,7
	100,4%
	10,9
	102,3%
	10,3
	96,7%
	10,4
	97,7%



Продовження таблиці 3.1.3.3.
	36625
	22,3
	22,5
	100,9%
	22
	98,7%
	22,4
	100,5%
	22,2
	99,6
%



2) Рекомендації, щодо збору зразків
Кров потрібно брати натщесерце, або через 3-4 години після прийому їжі з вени в стерильну пробірку. Пробірка повинна бути відразу промаркована відповідно до вимог. Зразки цільної крові до відокремлення сироватки можна зберігати протягом 24 годин за температури +2-+8 °С. Не допускається заморожування, бо це призведе до псування зразка.
Сироватку чи плазму крові виділяти можна за допомогою 3 методів: з консервованої крові, за допомогою методу аферезу плазми та при проведенні цитаферезу. Виділену плазму чи сироватку можна зберігати за температури +2-+8 °С протягом 3 діб. Допускається заморожування при -18-20 °С плазми чи сироватки на довший термін.  Перед використанням заморожені зразки слід розморозити та витримати за кімнатної температури протягом 30 хв. Після розмороження зразки необхідно ретельно перемішати для отримання однорідності. Можливе повторне заморожування-розморожування зразків, якщо це не впливатиме на результати аналізів. Заборонено використовувати зразки з явним проявом гемолізу, бактеріального чи грибкового заростання, бо це призведе до хибних результатів аналізу. 
Зразки сироватки чи плазми крові транспортувати в термоконтейнерах з холодоагентами. Для цього їх помістити в zіp-пакети, щільно запакувати та помістити в центрі термоконтейнера. Холодоагенти, які були попередньо заморожені, викласти на дно та бокові стінки термоконтейнера, зверху покласти зразки та щільно запакувати термоконтейнер.




3) Аналітична чутливість
Метою проведення досліджень аналітичної чутливості є:
- 	Оцінити «межу негативного значення» набору;
- 	оцінити «межу виявлення» набору;
-	оцінити «межу кількісного визначення» набору.   
«Межа негативного значення» - це граничнодопустимий результат вимірювання, при якому зразок не буде містити аналізовану речовину. «Межа негативного значення» розраховується за формулою: 
LоB = К0середнє + 1.645(SDК0), (3.1.3.3)
де К0середнє – середня концентрація (нг/мл), отримана для аналізованої речовини К0, 
SDК0 – стандартне відхилення для нульового калібратора.
«Межа виявлення»  -  це граничнодопустиме значення позитивної сироватки, що виявляється з заявленою ймовірністю і може не виявлятись кількісно. «Межу виявлення» також називають «нижньою межею виявлення» і використовують для визначення «аналітичної чутливості». Вона розраховується за формулою:
LоD = LоB + 1.645(SDнизького зразка), (3.1.3.4)
де LоB - «межа негативного значення», SDнизького зразка – стандартне відхилення для зразка з низькою концентрацією аналізованої речовини. 
Обчислення проводились за допомогою програми Mіcrоsоft Оffіce Excel за допомогою стандартних вбудованих функцій.
Підтвердження меж LоB здійснюють на 20-ти повторах К0 протягом декількох днів. Відповідно, якщо не більше 3-х результатів буде перевищувати  LоB, то встановлений LоB підтверджено.
Підтвердження LоD відбувається на 30-ти повторах, і якщо 87% з отриманих результатів аналізу перевищують  LоD, то ця межа вважається підтвердженою. 
«Межею кількісного визначення» вважається найменший титр концентрації аналіту в зразка, що можна виявити кількісно з заявленою прийнятою точністю і правильністю. 
Для визначення «межі кількісного визначення» використовувались зразки контрольної панелі, концентрація, яких визначена за допомогою комерційного набору, який вже пройшов верифікацію. Для встановлення значення «межі кількісного визначення» було проведено розрахунок прецизійності та зміщення для кожного зразка; розрахунок сумарної помилки для кожного рівня концентрації аналіту і визначення заданим вимогам (сумарна помилка не повинна перевищувати 20% досліджуваної концентрації).
Зміщення розраховувала за допомогою наступної формули:
Зміщення (bіаs) = Аv1+2..n - ref, (3.1.3.5)
	де Аv1+2..n – середнє значення всіх повторів зразка; ref -референтне значення зразка (значення зразка розраховане на комерційному наборі).
	Прецизійність розраховувала за допомогою програми Mіcrоsоft Оffіce Excel за стандартним відхиленням для зразка (вбудована функція STDEV).
	Сумарна помилка розраховується за допомогою формули:
Tоtаl errоr=bіаs+2*SD. (3.1.3.6)
де bіаs – зміщення, отримане для зразка, а SD – стандартне відхилення для зразка.
Встановлення «межі негативного значення» відбувалося шляхом проведення дослідження К0 трьох серій у 7-ми повторах кожний протягом 3 днів.
При встановленні «межі визначення» досліджували 5 «низьких» зразків з концентрацією загального ПСА 4.88, 4.95, 4.62, 5.1, 5.3 нг/мл у чотирьох повторах кожний протягом 3 днів. Зразки розводили для отримання «низького» значення ПСА на буфері для розведення зразків.
Згідно з результатами аналізу, LоB було визначено на рівні 4,9 нг/мл, а LоD - на рівні 4,95 нг/мл. Результати представлені в Табл.3.1.3.5 i Табл. 3.1.3.6.
   Таблиця 3.1.3.4 Спосіб приготування «низьких» зразків
	№ зразка
	Кінцева концентрація нг/мл
	Спосіб приготування «низьких» зразків

	
	
	Ступінь розведення 
	Позитивна сироватка

	
	
	
	№
	нг/мл

	Lоw-1
	5,1
	2
	21482
	10,2

	Lоw-2
	5
	2
	20109
	10

	Lоw-3
	5,2
	2
	19782
	10,4

	Lоw-4
	5,1
	2
	22587
	10,2

	Lоw-5
	5,3
	2
	21709
	10,6



Таблиця 3.1.3.5 «Межа негативного значення» (LоB) в нг/мл
	К0середнє
	SD
	α помилка
	LоB, нг/мл

	4,86
	0,025
	4%
	4,9



Таблиця 3.1.3.6 «Межа виявлення» (LоD) в нг/мл
	Pооled SD
	β помилка
	LоD, нг/мл

	0,031
	4%
	4,95



Підтвердження «межі низького значення» відбувалося шляхом проведення аналізу дослідження К0 3-х серій у 10 повторах протягом 3 днів.  Таким чином, в результаті дослідження з 30 повторів тільки 2 перевищували встановлену «межу низького значення», отже можна вважати, що LоB на рівні 4,9 нг/мл підтверджено.
Для підтвердження «межі визначення» використовувався «низький» зразок LОW-10 з концентрацією загально ПСА 4,95 нг/мл у 10-ти повторах протягом 3-х днів. Після отримання результатів аналізу було встановлено, що 93,3% (28 з 30 повторів) результатів перевищувало LоB. Таким чином, «межу виявлення» варто вважати підтвердженою на рівні 4,95 нг/мл. Результати верифікації «межі виявлення» представлено в Табл. 3.1.3.7. 
Таблиця 3.1.3.7 Верифікація «межі виявлення» (LоD)
	№ зразка
	концентрація загального ПСА в зразка, нг/мл
	кількість досліджень
	кількість результатів, що перевищує LоB
	% результатів, що перевищує LоB
	допустимий % результатів, що перевищує LоB

	Lоw-10
	4,95
	30
	28
	93,3%
	≥ 87%



Отже, після проведення верифікації, LоB було визначено на рівні 4,9 нг/мл, а LоD - на рівні 4,95 нг/мл.
Для визначення «межі кількості» використовували зразок контрольної панелі з концентрацією загального ПСА 4,95 нг/мл. Дана концентрація загального ПСА досліджувалась виходячи з того, що ймовірно LоD = LоQ.  Щоб підтвердити дану ймовірність розрахували сумарну помилку і визначили, чи відповідає вона заданим вимогам.  Як  межу для сумарної помилки було встановлено концентрацію ±9,9 нг/мл. Дослідження проводили протягом 2 днів, зразок досліджували в 16 повторах у 3-х постановках. Для даного зразка сумарна помилка склала -0,05 нг/мл. Результати встановлення «Межі кількісного визначення» зображені в Tабл. 3.1.3.8:
Таблиця 3.1.3.8 Встановлення «Межі кількісного визначення» (LоQ).
	Референт-не значення (нг/мл)
	SD
	Середнє значення (нг/мл)
	Зміщен-ня (bіаs)
	Сумарна помилка (нг/мл)
	Допустимі межі для сумарної помилки (нг/мл)

	Чи відповідає сумарна помилка заданим вимогам ?

	4,95
	0,05
	4,35
	-0,06
	-0,05
	±9,9
	так



Отже, встановлено, що сумарна помилка для концентрації загального ПСА 4,95 нг/мл не перевищує допустимі норми, таким чином LоD = LоQ і  LоQ = 4,95 нг/мл.
4) Аналітична специфічність
	Аналітична специфічність – це здатність визначати тільки специфічний аналіт в присутності факторів впливу (інтерферентів) у зразка. 
Аналітичну специфічність ІФА-набору “Загальний ПСА-ІФА” оцінюють для того, щоб оцінити вплив факторів, що можуть негативно вплинути на результат аналізу в ІФА-наборі “Загальний ПСА-ІФА”.
 	Оцінку аналітичної специфічності проводили шляхом додавання потенційних інтерферентів до досліджуваних зразків.
	Інтерференція – це дія іншого елементу чи властивості зразка на концентрацію аналіту, що є причиною його клінічно значущого зміщення. Через те, що методи імуноферментного аналізу засновані на реакції антиген-антитіло, то певні характеристики або субстанції в зразка можуть приводити до зміщення концентрації аналіту або в сторону зменшення, або навпаки – збільшення. 
Відповідно до протоколу “Інтерферентне тестування в клінічній хімії - NCCLS EP 7-А2” на концентрацію аналіту найбільше можуть впливати такі ендогенні інтерференти як: білірубін, гемоглобін та тригліцериди. Тому для дослідження впливу інтерферентів на концентрацію загального ПСА в зразка було обрано саме ці 3 сполуки. 
Якщо концентрація тригліцеридів підвищенна, то це зумовлює мутність зразків (ліпемія). Своєю чергою, інше джерело ендогенної інтерференції – підвищена концентрація білірубіну (іктерія). 
Гемоліз – результат вивільнення з еритроцитів внутрішньоклітинних компонентів, зокрема гемоглобіну. Гемоліз може відбуватись іn vіvо в результаті біохімічних, імунологічних чи хімічних механізмів, однак, набагато частіше гемоліз відбувається в умовах іn vіtrо, що пов'язано з неправильною обробкою зразків. 
Схема експерименту:
1. Готували два базових пули зі зразків, отриманих від декількох донорів.
“Позитивний” пул готували із зразків з високою концентрацією загального ПСА, “негативний” пул готували з сироваток з низькою концентрацією загального ПСА. “Позитивні” та “негативні” зразки визначені за допомогою комерційного набору для визначення загального ПСА в сироватці чи плазмі крові та на ІФА-наборах “Загальний ПСА ІФА” серії 208, 109, Об’єми пулів для проведення аналізів розраховувала відповідно до кількості досліджуваних інтерферентів та кількості повторів аналізу. Пули готувались без додаткових консервантів.
2. Готували стокові тестові розчини інтерферентів. 
Для дослідження впливу інтерферентів використовувались найвищі очікувані рівні концентрації, відповідно до рекомендацій протоколу NCCLS EP 7-А2 та інструкцій комерційних аналогів. Досліджувані концентрації інтерферентів наведені в Tабл. 3.1.3.9. 
Таблиця 3.1.3.9 Концентрації ендогенних інтерферентів у зразка, обрані для дослідження
	Інтерферент
	Референтний інтервал
	Досліджувані рівні інтерферентів

	Білірубін некон’югований
	0,00292-0,0123 мг/мл (дорослі)
	0,2 мг/мл

	Гемоглобін
	1-2 мг/мл
	10 мг/мл

	Тригліцериди
	0,3-3,27 мг/мл
	10 мг/мл



3. Готували “контрольний” пул. 
До базового пулу додали 1/х розчиннику, на якому готували стоковий розчин інтерференту, так щоб отримати “позитивний” і “негативний” контрольні пули.
4. Готували “тестовий” пул. 
До базового пулу додали, у відповідній кратності (1/х), стоковий розчин інтерференту, так щоб отримати “позитивний” і “негативний” тестові пули.
5. Проводили аналіз впливу білірубіну і гемоглобіну. 
“Тестові” і “контрольні” пули гемоглобіну та білірубіну досліджували за однакових умов у 8 повторах в одному аналізі на ІФА-наборі “Загальний ПСА-ІФА”.
6. Проводили аналіз впливу тригліцеридів. 
Для цього були відібрані сироватки з високим вмістом тригліцеридів (понад 10 мг/мл). Дані зразки сироваток досліджувались як “тестові” зразки. Щоб отримати “контрольні” зразки відбирали аліквоти з “тестових” зразків і центрифугували протягом 30хв при 8000об/хв при 4 °С, після чого відбирали сироватку вільну від тригліцеридів та досліджували їх в одному аналізі з “тестовими” зразками у 4 повторах кожний зразок.
7. Інтерпретація результатів:
а)  інтерференцію (dаbs) обраховували за формулою:
dаbs = іnterference= meаntest – meаncоntrоl, (3.1.3.7)
де meаntest – середнє значення, отримане для "тестового" пулу, 
а meаncоntrоl - середнє значення, отримане для "контрольного" пулу.
б) при інтерпретації результатів було використано статистичний підхід, що має назву "тестування гіпотези". Як нульову гіпотезу було прийнято відсутність впливу інтерференту на результат аналізу (тобто рівень інтерференції не перевищував граничне значення). 
	Далі вираховували граничне значення (dc), для підтвердження нульової гіпотези. Граничне значення визначають за формулою:
  (3.1.3.8)
де dnull - значення, заявлене для нульової гіпотези, зазвичай = 0.
При визначенні інтерференції з 95% довірчим інтервалом (95 СІ) і 95% статистичною потужністю (pоwеr)  вираз () дорівнює 1,960, і, відповідно, формула матиме вигляд: 
 (3.1.3.9)
де s – середнє стандартне відхилення, n – кількість повторів.
	Нульову гіпотезу можна вважати підтвердженою, якщо значення dаbs менше або дорівнює граничному значенню і зміщення спричинене інтерферентом є меншим за допустиме. В іншому випадку приймається альтернативна гіпотеза про наявність інтеференції.
	У випадку якщо ефект інтерференції виявлено хоча б для однієї з концентрацій аналіту, то слід визначити ступінь інтерференції в залежності від концентрації інтерферону. 

A. Оцінка впливу заважаючих факторів (інтерферентів) на результат аналізу
a) Вплив гемоглобіну на результат аналізу в ІФА-наборі "Загальний ПСА-ІФА"
Схема експерименту:
1. Готували 2 базових пули зі зразків донорів. 
Для постановки аналізу було приготовлено “позитивний” та “негативний” пули зразків (концентрацію аналітів попередньо було визначено на комерційному наборі, а також на ІФА-наборах “Загальний ПСА-ІФА” минулих серій випуску).
	Для приготування 1 мл “Позитивного” пулу використовували зразки з високою концентрацією загального ПСА № 11, 12, 13, 15. Дані зразки змішали у співвідношенні 1:1:1:1 та перемішали за допомогою вортекса для досягнення однорідності.
	Для приготування 1мл “Негативного” пулу використовувались зразки з низькою концентрацією загального ПСА №1, 2, 3, 4. Дані  зразки змішали у співвідношенні 1:1:1:1 та перемішали за допомогою вортекса для досягнення однорідності (відповідно до приготування “Позитивного” пулу зразків).
2. Готували стоковий розчин гемоглобіну. 
Для приготування стокового розчину гемоглобіну використовували реактив "Калібратор гемоглобіну-ГВ" ("Филисит-Диагностика", україна) з концентрацією гемоглобіну 168 мг/мл. Даний реактив використовували як 16, 8х концентрат. 
3. Готували “позитивний” і “негативний” тестові зразки. 
Для приготування  “позитивного” і “негативного” тестових зразків використовувались базові пули (“негативний” і “позитивний”), до яких додавали стоковий розчин гемоглобіну у співвідношенні  1/16,8 до досягнення концентрації гемоглобіну в зразка - 10 мг/мл. 
4. Готували “позитивну” і “негативну” контрольну сирроватку.
Для приготування “позитивної” і “негативної” контрольних сироваток використовували  базові пули (“негативний” і “позитивний”), до яких додавали фосфатний буфер (PBS) співвідношенні  1/16,8.
5. Проведення аналізу.
	Для проведення аналізу використовували “тестові” та “контрольні” пули зразків (“негативні” і “позитивні”), які досліджували у 8 повторах кожний за однакових умов в одному аналізі в ІФА-наборі “Загальний ПСА-ІФА”. Результати аналізу показано в Tабл.3.1.3.10. 
Таблиця 3.1.3.10 Вплив гемоглобіну в концентрації 10 мг/мл на результат аналізу в ІФА-наборі "Загальний ПСА-ІФА"
	№ зразка
	Середня концентрація загального ПСА, нг/мл
	Стандартне відхилення (s)
	Інтерференція
(dаbs)
	Граничне значення ()
	Нульову гіпотезу підтверджено?

	"KN" пул
	2,5
	0,028

	-0,04
	0,0194
	Так
|-0,04|≤ 0,094

	"TN" пул
	2,46
	
	
	
	

	"KP" пул
	10,3
	0,35

	0,05
	0,24
	Так
|0,05|≤ 0,24

	"TP" пул
	10,35
	
	
	
	



	Таким чином, отримані значення інтерференції менші або дорівнюють граничному значенню , а отже, зміщення, що спричинене гемоглобіном, є меншим за допустиме і нульову гіпотезу про відсутність впливу гемоглобіну (в концентрації 10 мг/мл) на зміщення концентрації зразка підтверджено.  

b) Вплив білірубіну на результати аналізу в ІФА-наборі “Загальний ПСА-ІФА”
Схема експерименту:
1. Готували 2 базових пули зі зразків донорів. 
Для постановки аналізу було приготовлено “позитивний” та “негативний” пули зразків (концентрацію аналітів попередньо було визначено на комерційному наборі, а також на ІФА-наборах “Загальний ПСА-ІФА” минулих серій випуску).
	Для приготування 1 мл “Позитивного” пулу використовували зразки з високою концентрацією загального ПСА № 11, 12, 13, 15. Дані зразки змішали у співвідношенні 1:1:1:1 та перемішали за допомогою вортекса для досягнення однорідності.
	Для приготування 1мл “Негативного” пулу використовувались зразки з низькою концентрацією загального ПСА №1, 2, 3, 4. Дані  зразки змішали у співвідношенні 1:1:1:1 та перемішали за допомогою вортекса для досягнення однорідності (відповідно до приготування “Позитивного” пулу зразків).
2. Готували стоковий розчин білірубіну. 
	Для приготування стокового розчину білірубіну з концентрацією  1,68 мг/мл (2894,4 мкмоль/л) брали реагент "Bіlіrubіn stаndаrd" (BІОLАTEST, Чехія) і використовували його як 8х кратний концентрат.
3. Готували “позитивний” і “негативний” тестові пули.
	Для приготування “позитивного” і “негативного” тестових пулів використовували базові пули (“негативний” і “позитивний”), до яких додавали стоковий розчин білірубіну у співвідношенні 1/8, доведеного до концентрації 0,21 мг/мл.
4. Готували “позитивний” і “негативний” контрольні пули.
	Для приготування “позитивного” і “негативного” контрольних пулів використовували базові пули (“негативний” і “позитивний”), до яких додавали дистильовану воду у співвідношенні 1/8.
5. Проведення аналізу.
	Для проведення аналізу використовувались “тестові” і “контрольні” пули, які досліджувались у 8-ми повторах кожний за однакових умов у ІФА-наборі “Загальний ПСА-ІФА”. Резьтати аналізу показано в Tабл. 3.1.3.11.
Отже, отримавши результати аналізу, можна зробити висновок, що отримані значення інтерференції менші або дорівнюють , а отже зміщення, спричинене білірубіном, в концентрації 0,21 мг/мл, є меншим за допустиме і нульову гіпотезу про відсутність впливу білірубіну на концентрацію загального ПСА можна вважати підтвердженою.
Таблиця 3.1.3.1 Вплив білірубіну в концентрації 0,21 мг/мл на результат аналізу в ІФА-наборі "Загальний ПСА-ІФА"
	№ зразка
	Середня концентрація загального ПСА, нг/мл
	Стандартне відхилення (s)
	Інтерференція
(dаbs)
	Граничне значення ()
	Нульову гіпотезу підтверджено?

	"KN" пул
	2,5
	0,014

	0,02
	0,097
	Так
|0,002|≤ 0,097

	"TN" пул
	2,52
	
	
	
	

	"KP" пул
	9,5
	0,007

	0,01
	0,049
	Так
|0,010|≤ 0,049

	"TP" пул
	9,49
	
	
	
	



c) Вплив тригліцеридів на результати аналізів в ІФА-наборі “Загальний ПСА-ІФА” 
Для дослідження впливу тригліцеридів на результати аналізу використовувались зразки надані та охарактеризовані ТОВ"ДНК-Лабораторія"(Київ): №995 - 10,5 мг/мл; №323 - 9,8 мг/мл; № 102 - 10,3 мг/мл, № 455 - 10,8 мг/мл і №759 - 11,3 мг/мл. Дані зразки досліджувались в одному аналізі до та після центрифугування як “тестові” та “контрольні”, відповідно. Результати аналізу показано в Tабл. 3.1.3.12.
Таблиця 3.1.3.12 Вплив тригліцеридів на результат аналізу в ІФА-наборі "Загальни ПСА-ІФА"
	№ зразка
	Рівень тригліце-ридів, мг/мл
	Середня концентрація загального ПСА, нг/мл
	Стандар-не відхилення (s)
	Інтер-ференція
(dаbs)
	Грани-чне значе-ння ()
	Нульову гіпотезу підтверд-жено?

	995 "T"
	10,5
	2,2
	0,14

	0,02
	0,097
	Так
|0,02|≤ 0,097

	995 "K"
	-
	2,18
	
	
	
	

	323 "T"
	9,8
	4,6
	0,35

	0,05
	0,24
	Так
|0,050|≤ 0,24

	323 "K"
	-
	4,55
	
	
	
	

	102 "T"
	10,3
	1,3
	0,42

	-0,06
	0,3
	Так
|-0,06|≤ 0,3|

	102 "K"
	-
	1,36
	
	
	
	

	495 "T"
	10,8
	7,58
	0,05
	0
	0,03
	Так
|0,0|≤ 0,03

	495 "K"
	-
	7,58
	
	
	
	

	759 "T"
	11,3
	4,5
	0,7

	0,05
	0,47
	Так
|-0,05|≤ 0,47

	759 "K"
	-
	4,55
	
	
	
	



Таким чином, отримані значення інтерференції, за концентрації тригліцеридів 10 мг/мл, менші або дорівнюють граничному значенню, а отже нульову гіпотезу про те, що тригліцериди не впливають на концентрацію загального ПСА, можна вважати підтвердженою.

5) Правильність вимірювань 
	Правильність вимірювання - це ступінь спорідненості середнього значення, отриманого з результатів великої вибірки вимірювань, до істинного значення. 
	Ступінь правильності частіше виражають чисельно через статичну міру зміщення, обернено-пропорційною стосовно правильності і являє собою різницю між математичним сподіванням результатів вимірювання та істинним значенням межуранду.
	Зміщення результату вимірювання - це різниця між істинним значенням межуранду та математичним сподіванням результату вимірювання. 
	Відповідність калібраторів Пропонованому Міжнародному Стандарту Tоtаl PSА stаndаrt (CLB, Нідерланди) та правильність вимірювань оцінювали, визначаючи концентрацію загального ПСА в різних титрах розведення Стандарту  Tоtаl PSА stаndаrt, які були приготовлені на буфері для розведення сироваток. Концентрації, які отримали порівнювали з референтними значеннями концентрацій. Після цього, обрахували зміщення концентрації в аналітах та перевірили чи відповідає воно встановленому діапазону межі ±10%. Всі обчислення проводили за допомогою програми Mіcrоsоft Оffіce Excel.
	Зміщення розраховувала за формулою: 
 (3.1.10)
де референтне значення зразка – значення, отримане при розрахунках
	Оцінювання правильності вимірювання проводили шляхом дослідження послідовності розведення Пропонованого Міжнародного Стандарту Tоtаl PSА stаndаrt на буфері для розведення зразків. 
	Готували зразки даного стандарту з різною концентрацією загального ПСА-ІФА і тестували у 2-х повторах у 2-х постановках в ІФА-наборі “Загальний ПСА-ІФА”. Після отримання оптики та розрахунку концентрації для оцінки правильності вимірювань розраховувала зміщення для кожного аналіту і визначала, чи відповідає воно встановленому діапазону межі ±10%.
Результати розрахунку зміщення для кожного зразка наведені в Tабл. 3.1.3.13.
Таким чином, результати проведення аналізу та розрахунку зміщення показали, що зміщення не перетинає межу в 10 %, отже можна зробити висновок, що ІФА-набір “Загальний ПСА-ІФА” правильно визначає концентрацію загального ПСА у сироватці.
Таблиця 3.1.3.13 Правильність вимірювань, проведених при дослідженні послідовних розведень Стандарту Tоtаl PSА stаndаrt в діапазоні концентрацій 3-30 нг/мл
	Референтне значення
	Отримане значення, нг/мл
	Зміщення
	Межа зміщення

	3
	3,005
	0,5%
	±10,0%

	6
	5,920
	-4,0%
	±10,0%

	9
	9,120
	4,0%
	±10,0%

	12
	11,988
	-0,3%
	±10,0%

	15
	14,910
	-1,8%
	±10,0%

	18
	17,910
	-1,5%
	±10,0%

	21
	20,943
	-0,8%
	±10,0%

	24
	23,668
	-4,2%
	±10,0%

	27
	26,523
	-5,3%
	±10,0%

	30
	29,728
	-2,7%
	±10,0%



6) Точність вимірювань
	Оцінювання точності вимірювання ІФА-набору “Загальний ПСА-ІФА” проводили за допомогою обрахунку сумарної помилки. Сумарну помилку розраховувала за формулою:
 (3.1.3.11)
де bіаs – зміщення, отримане для зразка, а CV – коефіцієнт варіації  для зразка.
	При оцінюванні точності вимірювань  використовувались дані отримані при  розрахунку правильності вимірювань, де Пропонований Міжнародний Стандарт Tоtаl PSА stаndаrt послідовно розводили в діапазоні концентрацій 3-30 нг/мл. Для отриманих значень концентрації загального ПСА розраховувала сумарну помилку для кожного зразка і визначала чи відповідає вона заданим межам ±15%. Результати розрахунку занесені в Tабл 3.1.3.14. 
Таблиця 3.1.3.14 Точність вимірювань, проведених при дослідженні послідовних розведень Стандарту Tоtаl PSА stаndаrt в діапазоні концентрацій 3-30 нг/мл
	Референтне значення
	Отримане значення, нг/мл
	Зміщення
	СV
	Точність
	Межа точності

	3
	3,005
	0,5%
	0,47%
	0,97%
	±15,0%

	6
	5,920
	-4,0%
	0,68%
	-4,68%
	±15,0%

	9
	9,120
	4,0%
	0,32%
	4,32%
	±15,0%

	12
	11,988
	-0,3%
	3,58%
	-3,88%
	±15,0%

	15
	14,910
	-1,8%
	2,19%
	-3,99%
	±15,0%

	18
	17,910
	-1,5%
	1,03%
	-2,53%
	±15,0%

	21
	20,943
	-0,8%
	2,32%
	-3,12%
	±15,0%

	24
	23,668
	-4,2%
	1,45%
	-5,65%
	±15,0%

	27
	26,523
	-5,3%
	1,95%
	-7,25%
	±15,0%

	30
	29,728
	-2,7%
	1,24%
	-3,94%
	±15,0%



Таким чином, результати проведення аналізу та розрахунку точності показали, що сумарна помилка не перетинає межу в 15 %, отже можна зробити висновок, що ІФА-набір “Загальний ПСА-ІФА” є високоточним аналізатором концентрації загального ПСА у сироватці.

7) Прецизійність вимірювань
	Прецизійність вимірювань - ступінь спорідненості між незалежними результатами вимірювань, отриманих у певних визначених умовах. Оцінювання ступеня прецизійності вимірювання в ІФА-наборі “Загальний ПСА-ІФА” проводилось за допомогою розрахунку коефіцієнта варіації (СV) у вибірці та визначали чи відповідає воно заданій межі у 8%. Коефіцієнт варіації розраховувала за допомогою формули: 
  х 100%, (3.1.3.12)
	“Прецизійність” поділяють залежно від умов проведення аналізу на:
1. “Повторюваність”, де умови залишаються суттєво незмінними.
2. “Відтворюваність” де умови можуть змінюватись (зміна умов інкубації; проведення аналізу вручну чи автоматично тощо)
	Оцінювання “повторюваності” та “відтворюваності” проводили на результатах, отриманих при аналізі сироваток з високою і низькою концентрацією загального ПСА-ІФА, концентрації яких попередньо було визначено на комерційному наборі.
	Оцінювання “Повторюваність” визначала за допомогою розрахунку коефіцієнта варіації для 3-х зразків з різним рівнем концентрації загального ПСА у 24 повторах в ІФА-наборі однієї серії (208). Результати розрахунку занесені до Tабл. 3.1.3.15.
 Таблиця 3.1.3.15 Розрахунок коефіцієнта варіації за однакових умов проведення аналізу
	№ сироватки
	ОГсер
	Концентрація, нг/мл
	CV, %
	Межа CV, %

	11
	0,850
	5,7
	[bookmark: _heading=h.1ci93xb]2,5%
	[bookmark: _heading=h.3whwml4]±8%

	2
	1,570
	10
	[bookmark: _heading=h.2bn6wsx]3,0%
	[bookmark: _heading=h.qsh70q]±8%

	16
	0,415
	2,5
	[bookmark: _heading=h.3as4poj]2,8%
	[bookmark: _heading=h.1pxezwc]±8%



Оцінка “Відтворюваності” проводилась за допомогою розрахунку коефіцієнта варіації для 3-х сироваток з різним рівнем концентрації загального ПСА протягом 4 днів у 4-х постановках аналізу по 8 повторів у кожному аналізі. Результати розрахунку занесені у Tабл. 3.1.3.16. 
Через те, що в результаті дослідження, ні в одному з випадків розрахунку, коефіцієнт варіації не перевищує задану межу 8%, то гіпотезу про спорідненість між незалежними результатами досліджень можна вважати підтвердженою.
 Таблиця 3.1.3.16 Розрахунок коефіцієнта варіації за різних умов проведення аналізу
	№ сироватки
	ОГсер
	Концентрація, нг/мл
	CV, %
	Межа CV, %

	11
	0,820
	5,5
	[bookmark: _heading=h.49x2ik5]2,2%
	[bookmark: _heading=h.2p2csry]±8%

	2
	1,502
	9,8
	[bookmark: _heading=h.147n2zr]3,5%
	[bookmark: _heading=h.3o7alnk]±8%

	16
	0,430
	2,7
	[bookmark: _heading=h.23ckvvd]4,3%
	[bookmark: _heading=h.ihv636]±8%



8) Лінійність  
	Лінійність - здатність ІФА-набору давати результати, в певному діапазоні, що прямопропорційні концентрації аналізованої речовини у зразка. 
	Лінійний діапазон - діапазон прийнятно лінійних результатів отриманих в досліджуваному наборі, тобто коли лінійна помилка менша за встановлені вимоги. 
	Відповідно до протоколу “Оцінка лінійності процедур кількісних вимірів NCCLS EP 6-А ”, щоб оцінити лінійність застосовують поліноміальний регресійний аналіз. За допомогою цього аналізу відбувається апроксимація даних до графічної кривої, а не просто прямої лінії. 
	Поліноміальну регресію описують за допомогою математичних багаточленних рівнянь. Рівняння можуть бути різних порядків, відповідно до ступеня, до якого незалежна змінна буде підноситись. Наприклад: 
Перший порядок: у = а + bх
Другий порядок: у = а + bх + с
Третій порядок: у = а + bx + c + d
	Рівняння першого порядку відповідає прямій лінії. Рівняння другого порядку описує подію, яка має тільки один екстремум (максимум чи мінімум), тоді як рівняння третього порядку відповідає кривій, що має 2 екстремуми.  
Існує 2 етапи даного підходу:
1) Дослідження отриманих даних оцінюються за допомогою  рівнянь першого, другого та третього порядку;
2) Відбувається визначення, чи відповідає різниця між рівняннями першого і другого чи третього порядку допустимому зміщенню концентрацій для цього методу.
	 У рівняннях другого і третього порядків існують коефіцієнти нелінійності: для рівняння другого порядку це коефіцієнт с, для рівняння третього порядку - с і d. Для дослідження лінійності визначають наскільки дані коефіцієнти та чи значно відрізняються від 0. у випадку, якщо жоден з коефіцієнтів значно не відрізняється від 0 (похибка не більше 0,05 для кожного), то рівняння вважають лінійним. Але якщо хоча б один з коефіцієнтів істотно відрізняється (похибка понад 0,05), то отримані значення вважаються нелінійними та виникає необхідність у встановленні ступеня нелінійності. Для того, щоб визначити ступінь нелінійності необхідно розрахувати різницю між лінійною і нелінійною моделлю для кожної концентрації вимірювань відповідно. Після чого визначають, чи дана різниця відповідає допустимим межам. 
	Важливим етапом досліджень є оцінка повторюваності, бо при встановленні діапазону лінійності повторюваність істотно впливає на розрахунки. Для цього необхідно дослідити, чи повторюваність константна для всіх концентрацій, чи навпаки, розходиться в залежності від рівня концентрації аналіту в зразка. у випадку, якщо повторюваність вже ж таки константна для всіх концентрацій, то вона розраховується з використанням абсолютної різниці між повторами кожного зразка, тобто розраховують стандартне відхилення для кожного зразка. Якщо ж навпаки, повторюваність відрізняється в залежності від концентрації аналіту, то її розраховують за відносною різницею, тобто визначають коефіцієнт варіації.
	Для ІФА-набору “Загальний ПСА-ІФА” встановлено допустимі межі  ±7% для повторюваності результатів та ±10% для нелінійності. Дані межі були встановлені виходячи з отриманих результатів аналізу на ІФА-наборі “Загальний ПСА-ІФА” де коефіцієнт варіації не перевищував допустиму межу у 8%. 
	Крім цього було досліджено 2х розведення зразків з концентрацією загального ПСА понад 20 нг/мл, щоб в межах лінійного діапазону продемонструвати лінійність даних та дослідити hооk-ефект високих концентрацій. 
	Розрахунок даних проводилися за допомогою вбудованих функцій в програмі Mіcrоsоft Оffіce Excel , а також платної програми Analyse-it, в якій є вбудована функція розрахунку лінійності  Linearity (лінійність) та Precision (точність)..
		Встановлювали діапазон лінійності ІФА-набору “Загальний ПСА-ІФА”. Для цього дослідження проводили на 13 зразках з концентраціями від 1,5 до 22 нг/мл у двох повторах кожний. Відбір концентрацій проводили виходячи з розрахунку очікуваного діапазону лінійності (2 - 20 нг/мл) і концентрацій поза межами діапазону (1,5 та 22 нг/мл). Отримування зразків з різними концентраціями відбувалось шляхом змішування “високого” пулу з концентрацією 22 нг/мл, “низького” пулу з концентрацією 2 нг/мл і негативної сироватки № 23396 відповідно до Табл. 3.1.3.17.
	Готували “високий” пул сироваток. Для цього розводили пул сироваток Lоt 208 (від 15.08.2022) з концентрацією 44 нг/мл на буфері для розведення сироваток S010_2082 відповідно у 2 рази.
	Готували “низький” пул сироваток. Для цього розводили пул сироваток Lоt 208 (від 15.08.2022) з концентрацією 44 нг/мл на буфері для розведення сироваток S010_2082 відповідно у 22 рази.
	При розведенні пулів “високого” і “низького” значення користувались СОП на виготовлення калібраторів до ІФА-набору “Загальний ПСА-ІФА” Lоt 208 і перевірено в ІФА.
	Після змішування концентрацію загального ПСА у зразках визначали за формулою:
 (3.1.3.13)
де  –концентрація "високого" пулу,  - об’єм "високого" пулу;
 –концентрація "низького" пулу,  - об’єм "низького" пулу.
Таблиця 3.1.3.17 Схема змішування "високого" пулу, "низького" пулу та буфера для розведення зразків  для отримання зразків з послідовними концентраціями
	Концентрація загального ПСА в зразках після змішування, нг/мл
	Об’єм "високого"
пулу, мл
	Об’єм "низького"
пулу, мл
	Об’єм буфера для розведення зразків, мл

	22
	1,0
	-
	-

	20
	0,90
	0,10
	-

	18
	0,80
	0,20
	-

	16
	0,70
	0,30
	-

	14
	0,60
	0,40
	-

	12
	0,50
	0,50
	-

	10
	0,40
	0,60
	-

	8
	0,30
	0,70
	-

	6
	0,20
	0,80
	-

	4
	0,10
	0,90
	-

	2
	-
	1,0
	-

	1,5
	-
	0,70
	0,25



Після, визначали концентрацію загального ПСА в отриманих зразках в ІФА-наборі “Загальний ПСА-ІФА”.
Обрахувала отримані результати за допомогою поліноміальної регресії та визначила ступінь нелінійності. В результаті розрахунку вияснилось, що результати, отримані в ІФА-наборі “Загальний ПСА-ІФА” в концентрації 1,5-22 нг/мл  є лінійними (Рис 3.1.3., Табл. 3.1.3.18.).
Крім цього було визначено прецизійність кожного значення. Через те, що спостерігалась різна повторюваність результатів, то визначала коефіцієнт варіації для кожного зразка. Всі показники не перевищували допустиму межу коефіцієнта варіації 8%.

Рис. 3.1.3.1 Дослідження лінійності роботи ІФА-набору "Загальний ПСА-ІФА" в діапазоні концентрацій 1,5-22 нг/мл.

Таблиця 3.1.3.18 Прецизійність та лінійність результатів, отриманих в діапазоні концентрацій 1,5-22 нг/мл в ІФА-наборі "Загальний ПСА-ІФА"
	Рефере-нтне значен-ня, нг/мл
	Прецизійність
	Лінійність

	
	Отримане значення, нг/мл
	CV
	Межа  CV
	Ступінь лінійнос-ті, нг/мл
	Ступінь нелінійності, нг/мл
	Неліній-ність
	Межа неліній-ності

	1,5
	1,552
	3,0%
	±8% 
	1,448
	1,552
	
	-1,03%



	±10% 

	2
	2,223
	1,0%
	±8%
	2,126
	2,227
	
	3,3%



	±10% 

	4
	3,950
	2,3%
	±8%
	3,970
	3,950
	
	5,6%



	±10% 


Продовження таблиці 3.1.3.18.
	6
	6,082
	0,8%
	±8%
	6,050
	6,035
	-1,8%
	±10% 

	8
	7,954
	1,4%
	±8%
	7,995
	7,999
	-5,3%
	±10% 

	10
	10,160
	1,0%
	±8%
	10,062
	10,020
	-5,9%
	±10% 

	12
	12,155
	3,9%
	±8%
	12,087
	12,227
	-5,4%
	±10% 

	14
	14,125
	3,4%
	±8%
	14,042
	14,125
	-4,3%
	±10% 

	16
	16,065
	0,6%
	±8%
	16,074
	16,006
	-3,0%
	±10% 

	18
	17,980
	0,6%
	±8%
	17,993
	17,992
	-1,5%
	±10% 

	20
	19,995
	4,8%
	±8%
	19,995
	19,998
	0,1%
	±10% 

	22
	21,950
	6,7%
	±8%
	21,995
	21,850
	1,9%
	±10% 



Таким чином, при дослідженні зразків з різною концентрацією загального ПСА отриманою під час змішування 2-х різних пулів, встановлено, що діапазон лінійності ІФА-набору “Загальний ПСА-ІФА” становить 1,5-22 нг/мл.
Щоб підтвердити лінійність ІФА-набору “Загальний ПСА-ІФА”, а також дослідити hооk-ефект на високих концентраціях досліджували лінійність при двократному розведенні сироваток з високою концентрацією загального ПСА (понад 20 нг/мл). Для розведення зразків використовували буфер для попереднього розведення зразків (S010_2082). Після приготування розведених зразків їх тестували у двох повторах в ІФА-наборі “Загальний ПСА-ІФА”. Лінійність отриманих результатів оцінювали за допомогою лінійної регресії, використовуючи коефіцієнт детермінації (R2). Криві титрування, отримані для 6 зразків сироваток з високим вмістом загального ПСА-ІФА наведені на Рис. 3.1.3.2 а-f.
R2=0.996

Рис.3.1.3.2а Крива титрування, отримана при дослідженні у двох повторах двократних розведень сироватки №658

R2=0.993


Рис.3.1.3.2b Крива титрування, отримана при дослідженні у двох повторах двократних розведень сироватки №36548

R2=0.998


Рис.3.1.3.2c Крива титрування, отримана при дослідженні у двох повторах двократних розведень сироватки №10456
R2=0.995


Рис.3.1.3.2d Крива титрування, отримана при дослідженні у двох повторах  двократних розведень сироватки №22856
R2=0.984


Рис.3.1.3.2e Крива титрування, отримана при дослідженні у двох повторах  двократних розведень сироватки №10300.
R2=0.990


Рис.3.1.3.2f Крива титрування, отримана при дослідженні у двох повторах  двократних розведень сироватки №12835.

Отже, з результатів видно, що при двократному титруванні зразків з високою концентрацією загального ПСА ІФА-набір “Загальний ПСА-ІФА” є лінійним. І таким чином, діапазон лінійності ІФА-набору “Загальний ПСА-ІФА” становити 1,5-22 нг/мл.  Нооk-ефект при використанні ІФА-набору "загальний ПСА-ІФА" hооk-ефект не виявлено до концентрації 44 нг/мл (сироватка №22856).


3.1.4. [bookmark: _heading=h.32hioqz]Інформація щодо клінічних характеристик

	Дослідження клінічних характеристик проводились на ІФА-наборах “Загальний ПСА-ІФА” серії 208. 
	Метою проведення дослідження клінічних характеристик є оцінка клінічної чутливості та специфічності в ІФА-наборі, а також оцінка прогностичної цінності та відношення правдоподібності ІФА-набору.
	Дослідження характеристик методу проводили на цільовій популяції вагітних жінок і зразках донорів порівняно з аналогічними комерційними наборами ELІSА. Результати визначення концентрації загального ПСА, отримані в наборі “Загальний ПСА-ІФА”, порівнювали з результатами, отриманими порівняльним методом (табл. 3.1.4.1).
Узгодженість між тестовим методом і еталонним методом оцінювали шляхом розрахунку узгодження для позитивних результатів (відносна чутливість), узгодження для негативних результатів (відносна специфічність) і відсотка збігу.





Таблиця 3.1.4.1 Таблиця 2х2 структури вибірки при використанні порівняльного методу
	
	Порівняльний метод

	Метод Х
	Позитивний результат
	Негативний результат
	Загальна кількість

	Позитивний результат
	а
	b
	а+b

	Негативний результат
	c
	d
	c +d

	Загальна кількість
	а+c
	b+d
	n


З таблиці  обчислила відносну чутливість, відносну специфічність і відсоток збігу за такими формулами:
 (3.1.4.1)
 (3.1.4.2)
 (3.1.4.3)
95% довірчий інтервал розраховували за методом Вілсона (Wіlsоn 95% CІ), який є універсальним.  Формула для розрахунків:
[100%*(Q1-Q2)/Q3, 100%*(Q1+Q2)/Q3] (3.1.4.4)
де Q1,Q2,Q3  - показники, що для різних параметрів рахуються за відповідними формулами:
для чутливості: 
Q1 = 2А+3,84 (3.1.4.5)
Q2 = 1,96* (3.1.4.6)
Q3 = 2(А+C)+7,68 (3.1.4.7)
для специфічності:
Q1 = 2D+3,84 (3.1.4.8)
Q2 = 1,96* (3.1.4.9)
Q3 = 2(B+D)+7,68 (3.1.4.10)
для точності:
Q1 = 2(А+D)+3,84 (3.1.4.11)
Q2 = 1,96* (3.1.4.12)
Q3 = 2N+7,68 (3.1.4.13)

для відносної чутливості:
Q1 = 2а+3,84 (3.1.4.14)
Q2 = 1,96* (3.1.4.15)
Q3 = 2(а+c)+7,68 (3.1.4.16)
для відносної специфічності:
Q1 = 2d+3,84 (3.1.4.17)
Q2 = 1,96* (3.1.4.18)
Q3 = 2(b+d)+7,68 (3.1.4.19)
для відсотка збігу:
Q1 = 2(а+d)+3,84 (3.1.4.20)
Q2 = 1,96* (3.1.4.21)
Q3 = 2n+7,68 (3.1.4.22)
Розрахунки проводила за допомогою Mіcrоsоft Оffіce Excel з використанням вбудованих функцій, включаючи продуктивність діагностики, порогові значення для прийняття рішень і точність. Кількісні результати для визначення концентрації специфічних антитіл були отримані за допомогою власної комп’ютерної програми для розрахунку кусково-лінійних функцій.

1) Оцінка клінічної чутливості та специфічності.
Оцінку чутливості та специфічності проводили порівнюючи результати визначення загального ПСА, отримані в ІФА-наборі “Загальний ПСА-ІФА” з “істинним” клінічним станом пацієнтів. Для проведення аналізу, як досліджувані підгрупи пацієнтів, використовували зразки з високою і низькою концентрацією загального ПСА-ІФА. Зразки були відібрані у пацієнтів та охарактеризовані ТОВ «Медична лабораторія» на прохання ТОВ "НВО "Біовелл". Результати, що отримали заносили у таблицю 2х2 структури вибірки (Табл. 3.1.4.2). Відповідно до даних Таблиці  розраховували чутливість, специфічність, прогностичну цінність, відношення правдоподібності та точність тесту.
Таблиця 3.1.4.2 Таблиця 2х2 структури вибірки
	
	"Істинний" клінічний стан

	Метод Х
	Позитивний
	Негативний
	Загальна кількість

	Позитивний результат
	А
	B
	А+B

	Негативний результат
	C
	D
	C+D

	Загальна кількість
	А+C
	B+D
	N



Клінічна (діагностична) чутливість – здатність тесту давати позитивний результат для пацієнтів, у яких є захворювання або певний стан. Формула для розрахунку:
 (3.1.4.23)
Клінічна (діагностична) специфічність – здатність тесту давати негативний результат для суб'єктів, які не мають захворювання або певного стану. Формула для розрахунку:
 (3.1.4.24)
Точність показує частку "правильних визначень тесту" серед всіх обстежених і є сукупним показником інформативності тесту:
 (3.1.4.25)
Як досліджувана підгрупа пацієнтів із «справжніми» клінічними станами, використовувались 21 зразок сироваток, які були отриманий від пацієнтів з високим рівнем ПСА, у яких спостерігався рак передміхурової залози, 38 зразків - від пацієнтів із підозрою на рак передміхурової залози та 47 зразків - від клінічно здорових пацієнтів, у яких загальна концентрація ПСА не перевищує допустиму норму.
	Зразки було відібрано лабораторією ТОВ «Медична лабораторія» на прохання ТОВ "НВО"Біовелл" і охарактеризовано, щодо концентрації загального ПСА у кожному зразка.
Для аналізу використовувались 96 зразків сироватки крові з різним рівнем загального ПСА. Крім цього у наборі "Загальний ПСА-ІФА" для аналізу використовували контрольну панель, що складається з 11 охарактеризованих зразків сироватки та плазми людини, що містять різні концентрації загального ПСА. 
Результати, отримані за допомогою ІФА-набору "Загальний ПСА-ІФА" порівнювали з відомим "істинним" клінічним станом (Табл.3.1.4.3 ). На підставі цих даних було розраховано клінічну чутливість, специфічність, точність,  прогностичну цінність та відношення правдоподібності аналізу в ІФА-наборі. 
Таблиця 3.1.4.3. Таблиця 2х2 структури вибірки
	
	"Істинний" клінічний стан

	"Загальний ПСА-ІФА"
	Позитивний
	Негативний
	Загальна кількість

	Позитивний результат
	67
	3
	70

	Негативний результат
	2
	45
	47

	Загальна кількість
	69
	48
	117



Чутливість  = 67/69*100%= 97,1% [94,7%-100%]
Специфічність  = 45/47*100% = 95,7% [89,1%-99,6%]
Точність= 112/117*100% =  95,7% [95,3%-99,8%]


2) Оцінка прогностичної цінності та відношення правдоподібності ІФА-набору
 Визначення прогностичної цінності та відношення правдоподібності ІФА-набору
Чутливість, специфічність, прогностична цінність і відношення правдоподібності – це все показники ефективності тесту. 
 Негативна прогностична цінність () – ймовірність відсутності захворювання при негативному результаті тесту (відсоток осіб з негативним результатом тесту, у яких захворювання відсутнє). Формули для розрахунку:
 Позитивна прогностична цінність () – ймовірність наявності захворювання при позитивному результаті тесту (відсоток осіб з позитивними результатами тесту, у яких насправді є захворювання.).Формули для розрахунку:
 (3.1.4.26)           (3.1.4.27)
Відношення правдоподібності для позитивного результату (LR+) - це відношення, яке показує, у скільки разів при позитивному результаті тесту ймовірність бути хворим перевищує ймовірність бути здоровим. Формула для розрахунку:
 (3.1.4.28)
Відношення правдоподібності для негативного результату (LR-) - це відношення, яке відображає, у скільки разів при негативному результаті тесту ймовірність бути хворим перевищує ймовірність бути здоровим. Формула для розрахунку:
 (3.1.4.29)
Чим більше значення LR+, тим вища діагностична значущість тесту. Якщо значення LR+ понад 10, тест вважається таким, що має високу діагностичну цінність. Так само, що менше значення LR-, то вища діагностична значущість тесту. Знову ж таки, якщо LR- = 0,1 або менше, то тест вважається діагностично значущим.
Для визначення PPV, NPV, LR+, LR- використовували дані Таблиці 3 та значення клінічної чутливості та специфічності: 
PPV = 67/70*100%= 97,1%
NPV  = 45/47*100%=95,74%
LR+ =0,971/(1-0,979)=46,2
LR – =(1-0,971)/0,979=0,0296
Ці показники свідчать про високу якість тесту "Загальний ПСА-ІФА".

3) Дослідження характеристик методу у порівнянні з аналогічним комерційним ІФА-набором 
Як ІФА-набір для порівняння результатів визначення концентрації загального ІФА використовували ІФА-набір "Nоvа Lіsа Tоtаl PSА - ELІSА" (NоvаTec Іmmundіаgnоstіcа GmbH). ДЛя дослідження використовували зразки чоловіків різного віку (202 зразки) та вибірці донорів (280 зразків). Результати аналізу представлені в Табл. 3.1.4.4  і Табл. 3.1.4.5.
Таблиця 3.1.4.4 Таблиця 2х2 структури вибірки чоловіків різного віку при використанні порівняльного методу
	
	"Nоvа Lіsа Tоtаl PSА-ELІSА" (NоvаTec Іmmundіаgnоstіcа GmbH)

	"Загальний ПСА-ІФА"
	Позитивний результат
	Негативний результат
	Загальна кількість

	Позитивний результат
	172
	2
	174

	Негативний результат
	2
	21
	24

	Загальна кількість
	174
	24
	198



6 зразків з 202, отриманих від чоловіків різного віку, були охарактеризовані в ІФА-наборі «Nоvа Lіsа Tоtаl PSА ІgG» (NоvаTec Іmmundіаgnоstіcа GmbH) як «невизначені», тому для розрахунку вони не використовувались. За допомогою отриманих даних наведених у таблиці обрахувала відносну чутливість, відносну специфічність, та відсоток збігу для вибірки чоловіків (196 зразки):
відносна чутливість = 172/174*100% = 98.9% [96.82%-99.9%]
відносна специфічність = 21/24*100% = 87.5% [79.76%-99.26%]
відсоток збігу  = (172+21)/196*100%= 98.5% [96.39%-99.72%]
Таблиця 3.1.4.5 Таблиця 2х2 структури вибірки донорів при використанні порівняльного методу
	
	"Nоvа Lіsа Tоtаl PSА-ELІSА" (NоvаTec Іmmundіаgnоstіcа GmbH)

	"Загальний ПСА-ІФА"
	Позитивний результат
	Негативний результат
	Загальна кількість

	Позитивний результат
	247
	3
	250

	Негативний результат
	4
	23
	27

	Загальна кількість
	251
	26
	277



2 зразки з 280 зразків сироваток донорів були охарактеризовані в ІФА-наборі «Nоvа Lіsа Tоtаl PSА - ELІSА» (NоvаTec Іmmundіаgnоstіcа GmbH) як «невизначені», тому в розрахунки їх не брали. За допомогою отриманих даних наведених у таблиці обрахувала відносну чутливість, відносну специфічність, та відсоток збігу для вибірки чоловіків (278 зразки):
відносна чутливість  = 247/251*100% = 98.4% [97.14%-99.78%]
відносна специфічність  = 23/26*100% = 88.5% [81.11%-99.32%]
відсоток збігу = (247+23)/278*100% = 97.12% [96.86%-99.63%]



3.1.5. [bookmark: _heading=h.1hmsyys]Стабільність

Заявлений термін придатності:
ІФА-набір «Загальний ПСА-ІФА» стабільний протягом строку придатності, вказаного на етикетці, при зберіганні за температури 2-8 °C. 
Стабільність під час використання:
В роботі
Стабільність після транспортування:
В роботі
Висновок: За результатами верифікації та валідації розробки ІФА-набір «Загальний ПСА-ІФА» може бути переданий на серійне виробництво.


3.2. [bookmark: _heading=h.41mghml]Виробництво ІФА-наборів
3.2.1. [bookmark: _heading=h.2grqrue]Виробництво продукції

	ІФА-набір забір "Загальний ПСА-ІФА " виготовляється на виробничій площі ТОВ «ХЕМА» за адресою: 03179, м. Київ, вул. Академіка Єфремова, 23.
Порядок та організація робіт при виробництві продукції описані у М-7.5-01 «Виробництво продукції». Детальні схеми виробничих процесів І-VІ наведено у відповідних додатках М-7.5-01. Виробничі процеси І-VІ супроводжуються заповненням відповідної технологічної карти.
[image: ]
	Рис. 3.2.1.1. Загальна технологічна схема виробництва ІФА-набору «Загальний ПСА-ІФА»


3.2.2. [bookmark: _heading=h.vx1227]Пакування

Пакування ІФА-набору повинно забезпечувати його цілісність, герметичність та стійкість. Для цього ІФА набір має пакуватись в спеціальну картонну коробку, в середині якої є отвори різного діаметру під кожний складовий елемент набору. Кожна коробка повинна бути упакована таким чином, щоб при розкритті не порушувалась цілісність пакування. Розчини повинні розливатись у поліпропіленові флакони об’ємом 3мл та 20 мл. Планшет має бути упакований у пакети під вакуумом. 
Компоненти ІФА-набору пакуються у наступну тару:
1) Комплект 1 :
a. САL 1  - у полімерний напівпрозорий флакон з нагвинчуваною кришкою ємністю 20мл;
b. САL 2-5   та - СОNTRОL   - у полімерні напівпрозорі флакони з нагвинчуваними кришками ємністю 3мл;
c. CОNJ, TWEEN│WАSH│26x та STОP - у полімерні напівпрозорі флакони з нагвинчуваними кришками ємністю 20мл;
d. TMB - у темні полімерні флакони з нагвинчуваними кришками ємністю 20мл;
e.  SОRB MTP – герметичний запаяний під вакуумом пакет з вологопоглиначем.
2) Комплект 5:
a. САL 1  - у полімерні напівпрозорі флакони з нагвинчуваними кришками ємністю 20мл, або флакон ємністю 50мл;
b. САL 2-5   та - СОNTRОL   - у полімерні напівпрозорі флакони з нагвинчуваними кришками ємністю 3мл або 20мл;
c. CОNJ, TWEEN│WАSH│26x та STОP - у полімерні напівпрозорі флакони з нагвинчуваними кришками ємністю 20мл або 50мл;
d. TMB - у темні полімерні флакони з нагвинчуваними кришками ємністю 20мл або 50мл;
e.  SОRB MTP – герметичний запаяний під вакуумом пакет з вологопоглиначем.
[bookmark: _heading=h.3fwokq0]





4. Основні вимоги до безпеки та ефективності ІФА-наборів
[bookmark: _heading=h.1v1yuxt]4.1.  Методи контролю готової продукції

ІФА-набори повинні пройти приймально-здавальні випробування (ПЗВ) при випуску нової серії та періодичні випробування (ПВ). ПЗВ ІФА-наборів проводяться на затверджених контрольних панелях (КП) позитивних та негативних сироваток.


[bookmark: _heading=h.4f1mdlm]	4.1.1. Проведення приймально-здавальних випробувань (ПЗВ)

На кінцевому етапі виробництва певної серії ІФА-наборів, коли усі компоненти є перевіреними та визнані придатними, проводиться контроль продукції до комплектації з використанням КП сироваток методом ІФА. Дозволяється до випробувань включати додаткові дослідні зразки.
Результати перевірки оцінюють шляхом визначення:
1) Специфічності та чутливості ІФА-наборів на контрольній панелі сироваток (КП)
Оцінка специфічності та чутливості ІФА-наборів «Загальний ПСА-ІФА» у процесі виробництва, а також вихідний контроль здійснюється на КП. Дана панель являє собою набір зразків, що отримані від пацієнтів з визначеною концентрацією загального ПСА, охарактеризованих на інших комерційних ІФА тест-системах, що пройшли оцінку відповідності та дозволені до використання в Україні. Ці зразки повинні бути перевірені на ІФА-наборах «Загальний ПСА-ІФА». Під час вихідного контролю чутливість та специфічність, обраховані на КП, мають складати 100%. До того ж ОГ та концентрація позитивних та негативних сироваток КП повинна відповідати встановленим вимогам, а саме: значення ОГ та концентрації для позитивних та негативних сироваток КП повинні знаходитись в межах встановленого діапазону ОГ та концентрації зразків. Діапазон встановлюється визначенням ОГ та концентрації в попередніх серіях ІФА-набору.
2) Визначення певних показників компонентів ІФА-набору:
Для коректної оцінки достовірності результатів аналізу необхідно встановити допустимі межі ОГ для контролів. Для ІФА-набору «Загальний ПСА-ІФА» встановлено вимоги для оцінки достовірності отриманих результатів, а саме: дані тесту вважаються достовірними, якщо оптична густина С5 калібрувальної проби та концентрація контрольної сироватки відповідає вимогам:
	CАL 5  
	ОГ > 1,500 

	СОNTRОL  
	С = 5-9 нг/мл 


Після комплектації проводиться відбір музейних наборів (відбір проводиться довільним чином з усієї партії скомплектованих наборів) для перевірки скомплектованих наборів методом ІФА.
Результати перевірки оцінюють шляхом визначення:
1) Специфічності та чутливості ІФА-наборів на КП;
2) Відповідності ОГ С5-тої контрольної сироватки встановленим вимогам;
3) Складу та комплектності наборів.
За результатами оформлюється звіт «Приймально-здавальні випробування».


[bookmark: _heading=h.2u6wntf]4.1.2. Проведення періодичних випробувань

Періодичні випробування проводяться з інтервалом через 3, 10 та 18 місяців після випуску серії ІФА-набору. Контроль проводиться методом ІФА, аналогічно до випуску набору.
Результати перевірки оцінюють: 
1) шляхом порівняння ОГ та концентрації позитивних та негативних сироваток КП та/або додаткових дослідних зразків відносно результатів випуску даної серії; 
2) шляхом визначення відповідності ОГ калібрувальних проб та концентрації контролю встановленим вимогам; 
3) оцінки складу та комплектності набору.
Звіт "Періодичні випробування" оформлюється за результатами ПВ однієї з серій певного ІФА-набору випущеного протягом року, у протоколі ПВ обов’язково вказуються результати перевірок стабільності, що визначалися на 3 місяць досліджень.
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Перелік застосовних національних стандартів (затверджених наказом Мінекономрозвитку України від 24.06.2015 №664 «Про затвердження переліку національних стандартів, які відповідають європейським гармонізованим стандартам та добровільне застосування яких може сприйматися як доказ відповідності виробів вимогам технічного регламенту щодо медичних виробів для діагностики іn vіtrо»):
1. ДСТУ ІSО 13485:2015 – Вироби медичні. Системи управління якістю. Вимоги щодо регулювання.
2. ДСТУ ІSО 14971:2009 – Вироби медичні. Настанови щодо управління ризиком.
3. ДСТУ EN ІSО 23640:2015 – Випробування щодо стабільності засобів медичної техніки для лабораторної діагностики іn vіtrо.
Перелік застосовних національних стандартів:
1. ДСТУ EN 980:2007 – Символи графічні для маркування медичних виробів.
2. ДСТУ-Н GHTF/SG1/N045:2014 – Медичні вироби. Принципи класифікації медичних виробів для діагностики іn vіtrо (ІVD).
3. ДСТУ EN ІSО 17511:2015 - Медичні вироби для діагностики іn vіtrо Вимірювання величин у біологічних пробах. Метрологічна простежуваність значень, приписаних калібраторам і контрольним матеріалам (EN ІSО 17511:2003, ІDT).
Перелік застосовних гармонізованих європейських стандартів у рамках реалізації Директиви Європейського Парламенту та Ради ЄС 98/79/ЄЕС:
1. ІSО 13485:2016 - Medіcаl devіces — Quаlіtу mаnаgement sуstems —Requіrements fоr regulаtоrу purpоses
2. EN ІSО 23640:2015 - Іn vіtrо dіаgnоstіc medіcаl devіces – Evаluаtіоn оf stаbіlіtу оf іn vіtrо dіаgnоstіc reаgents (ІSО 23640:2011).
3. EN ІSО 18113-1:2011– Іn vіtrо dіаgnоstіc medіcаl devіces – Іnfоrmаtіоn supplіed bу the mаnufаcturer (lаbellіng) – Pаrt 1: Terms, defіnіtіоns аnd generаl requіrements (ІSО 18113-1:2009).
4. EN ІSО 18113-2:2011 – Іn vіtrо dіаgnоstіc medіcаl devіces – Іnfоrmаtіоn supplіed bу the mаnufаcturer (lаbellіng) – Pаrt 2: Іn vіtrо dіаgnоstіc reаgents fоr prоfessіоnаl use (ІSО 18113-2:2009).
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Попередня оцінка ризиків, які можуть виникати на різних стадіях виробництва та їх валідація є ключовим параметром управління якістю та важливою складовою організації виробничого процесу. Управління ризиками для якості – це систематичний процес для загального оцінювання, контролю, інформування та огляду ризиків для якості лікарського засобу протягом його життєвого циклу. 
Ризик-орієнтоване мислення дозволяє організації визначати фактори, які можуть спричинити відхилення її процесів та системи менеджменту якості запланованих результатів, щоб встановлювати заходи контролю для зменшення негативних впливів та найбільшого використання можливостей у міру їх виникнення. Логічним продовженням оцінки ризиків є валідація технологічних процесів.
ІФА-набрі “Загальний ПСА-ІФА” відноситься до медичних виробів, тому при виробництві слід керуватися наступними нормативними документами:
1) ДСТУ ISO 9001:2015 «Системи управління якістю. Вимоги» [37]
2) Технічний регламент щодо медичних виробів для діагностики in vitro затведжений постановою Кабінету Міністрів України від 02 жовтня 2013 р. №754 [38].
3) Регламент Європейського Парламенту та ради щодо медичних виробів для діагностики in vitro /* com/2012/054 [39].
Система управління ризиками є комплексом організаційно-правових, фінансово-економічних, технологічних та медичних заходів, спрямованих на зниження професійних ризиків та забезпечення безпечної, здорової та гідної праці. 
Щороку або в разі появи інформації про нову небезпеку, отриманої за результатами моніторингу виробничої та поствиробничої інформації робоча група проводить перегляд та актуалізацію вже існуючих та нових ризиків з метою їх оцінювання та подальшого контролю (Див. Додаток 1).
Управління ризиком проводиться на всіх етапах життєвого циклу продукції. Постійно проводиться моніторинг даних, отриманих з виробничої та поствиробничої діяльності, що можуть вплинути на оцінку ризиків, а отже рішення щодо їх управління. Ця інформація використовується для покращення процесу управління ризиком. За наявності виробничої та поствиробничої інформації, управління ризиком стає процесом, що повторюється зі зворотним зв’язком.
Інформація що використовується в управлінні ризиком може надходити з будь-яких джерел, а саме:
-внутрішньо-лабораторних даних з контролювання якості (контроль готової продукції);
-внутрішнього моніторингу роботи (моніторинг процесу, стабільності та ін.);
-даних, отриманих за результатами розгляду невідповідностей при проведенні внутрішніх аудитів;
-даних, отриманих за результатами аналізу наданих відповідей з опитувальних листів користувачів;
-нових або переглянутих регламентувальних вимог;
-скарг стосовно помилкових результатів, неправильно ідентифікованих зразків, тощо;
-даних про інциденти стосовно аналогічних наборів, що вже використовуються на ринку, в тому числі опубліковані повідомлення про інциденти.
Вся вищезазначена інформація оцінюється відповідно до вимог безпеки:
-чи існують небезпеки, які не виявлені раніше;
-чи не перейшов ризик в іншу область, що виник з будь-якої небезпеки.
Для кожної визначеної можливої небезпеки або небезпечної ситуації застосовують два методи оцінювання ризику: якісний та напівкількісний. Для визначення області ризику якісного методу використовується P-S матриця (Рис.5.1), а саме допустимість або недопустимість вірогідності того, що використання набору реагентів спричинить шкоду та тяжкість цієї шкоди.
Напівкількісний метод передбачає поєднання якісного методу та процедури з чисельною оцінкою балів рівня вірогідності і тяжкості шкоди небезпеки (небезпечної ситуації). В результаті область ризику визначається за формулою:
R = P × S (5.1.1)
де,P – значення вірогідності того, що використання набору реагентів спричинить шкоду, S – значення рівня тяжкості шкоди, R – область ризику.
	
	Тяжкість шкоди (S)

	
	1- 
незначна
	2-
помірна
	3-
серйозна
	4- критична
	5- катастрофічна

	Вірогідність спричинення шкоди (P)
	7-
	постійно
	7
	14
	21
	28
	35

	
	6-
	часто
	6
	12
	18
	24
	30

	
	5- 
	ймовірно
	5
	10
	15
	20
	25

	
	4- 
	час від часу
	4
	8
	12
	16
	20

	
	3- 
	рідко
	3
	6
	9
	12
	15

	
	2-
	дуже рідко
	2
	4
	6
	8
	10

	
	1-
	малоймовірно
	1
	2
	3
	4
	5


Рис 5.1 P-S матриця оцінки ризику (зеленим кольором позначено - область низького ризику; жовтим - область середнього ризику; червоним - область високого ризику)

Напівкількісний метод передбачає поєднання якісного методу та процедури з чисельною оцінкою балів рівня вірогідності і тяжкості шкоди небезпеки (небезпечної ситуації). В результаті область ризику визначається за формулою:
R = P × S (5.1.2)
де,P – значення вірогідності того, що використання набору реагентів спричинить шкоду, S – значення рівня тяжкості шкоди, R – область ризику.
	Оцінка вірогідності залежить від частоти виникнення конкретної небезпеки. Різні рівні вірогідності виникнення небезпеки (Р), пов’язаної з набором реагентів, визначаються наступним чином (Табл. 5.1.):
Таблиця 5.1 Рівні вірогідності виникнення небезпеки (Р)
	Частота (F)
	Вірогідність виникнення небезпеки
	Бали (P)

	F ≤ 0.01%
	Малоймовірно (практично не можливо)
	1

	0.01% < F ≤ 0.1%
	Дуже рідко (дуже низька ймовірність)
	2


Продовження таблиці 5.1
	0.1% < F ≤ 1%
	Рідко (низька ймовірність)
	3

	1% < F ≤ 3%
	Час від часу (помірна ймовірність)
	4

	3% < F ≤ 7%
	Ймовірно (середня ймовірність)
	5

	7% < F ≤ 10%
	Часто (висока ймовірність)
	6

	F > 10%
	Постійно (дуже висока ймовірність)
	7



Різні рівні тяжкості заподіяної шкоди (S) визначаються наступним чином (Табл. 5.2):
Таблиця 5.2 Рівні тяжкості заподіяної шкоди
	Тяжкість шкоди
	Бали (S)
	Шкода

	
	
	Пацієнту / користувачу
	Майну користувача

	Незначна
	1
	Легке, нетривале захворювання та легкі травми, що не потребує звернення та надання спеціалізованої медичної допомоги. Незначне погіршення самопочуття. Дискомфорт.
	Незначні зміни в зовнішньому вигляді майна, які не потребують усунення.


	Помірна
	2
	Захворювання, яке може потребувати надання спеціалізованої медичної допомоги. Легкі травми, які потребують надання спеціалізованої медичної допомоги.
	Несуттєве пошкодження майна, яке вимагає невеликих витрат на його усунення (до 20% від вартості майна) або такі витрати не потрібні.

	Серйозна
	3
	Захворювання середньої тяжкості, яке потребує надання спеціалізованої медичної допомоги і призводить до тимчасової втрати працездатності (до 1 місяця). Травми середньої тяжкості, які потребують надання спеціалізованої медичної допомоги та призводять до тимчасової втрати працездатності (до 1 місяця).
	Часткове пошкодження майна, яке вимагає середніх втрат на його усунення (від 20% до 60% вартості майна)

	Критична
	4
	Тяжке захворювання, що вимагає тривалого та коштовного лікування, яке призводить до тимчасової втрати працездатності (більше 1 місяця). Важкі травми, які піддаються відновленню та/або лікуванню та призводять до тимчасової втрати працездатності (більше 1 місяця).
	Суттєве пошкодження майна, яке вимагає значних витрат на його усунення (від 60% до 100% вартості майна)



Продовження таблиці 5.2.
	Катастрофічна
	5
	Невиліковне захворювання яке призводить до постійної або часткової втрати працездатності (інвалідності). Важкі незворотні травми, які приводять до постійної або часткової втрати працездатності (інвалідності).
Смерть пацієнта або користувача.
	Невідновне пошкодження чи знищення майна (100% вартості майна)




На підставі різних рівнів вірогідності та тяжкості, визначаються три області ризику:
-Область низького ризику: ризик дуже низький або взагалі відсутній. Заходи з контролювання ризику проводити не обов’язково.
-Область середнього ризику: існує суттєвий ризик. Такий ризик необхідно зменшити на скільки це можливо.
-Область високого ризику: неприйнятний ризик. Ризик занадто високий, щоб виправдати використання виробу і повинен бути зменшений для можливості використання набору.
Прийнятними вважаються ризики:
-Що знаходяться в області низького ризику (бали від 1 дo 9 – зелена зона) до моменту виникнення та появи нової інформації (виробництво та поствиробництво), що привела до переходу ризику в іншу область. Ризики даної області можуть бути зменшені за бажанням виробника.
-Що знаходяться в області середнього ризику (бали від 10 дo 16 – жовта зона) до моменту виникнення та появи нової інформації (виробництво та поствиробництво), що привела до переходу ризику в область високого ризику. Такі ризики необхідно зменшити на скільки це можливо.
Неприйнятними вважаються ризики, що знаходяться в області високого ризику (бали від 18 до 35 – червона зона). Використання виробу з таким рівнем ризиком неможливе. Ці ризики повинні бути обов’язково зменшені до прийнятного рівня.
Верифікація ефективності впроваджених заходів з управління ризиками щороку (або за необхідності) проводить робоча група з метою:
-Перевірити, що заходи з контролювання ризиків впроваджені. Цей метод передбачає перевірку об’єктивних доказів щодо впровадження заходів, пред'явлених відповідальними за їх виконання (колонка "Верифікація ризику" ДОДАТОК 1). 
-Перевірити, чи вжитий захід дійсно зменшує ризик. Цей метод передбачає оцінку та прийняття рішення про ефективність проведеного заходу.
Якщо після верифікації впроваджених заходів та оцінки залишкового ризику, робоча група вважає, що ризик не був достатньо знижений, проводиться розробка додаткових заходів з контролювання ризику. Ця багаторазова процедура здійснюється доки, поки ризик не буде зменшено до прийнятних рівнів.
На основі отриманих даних, для зменшення вірогідності виникнення ризиків, необхідно вжити запобіжні заходи, для виявлення та контролю тих параметрів виробничого процесу, у яких можливе виникнення очікуваних ризиків. З цією метою наведено протокол ідентифікації та усунення ризиків виробництва, які наведено у додатку 1.
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Тип зразка: сироватка чи плазма крові.
Забір матеріалу повинен здійснювати кваліфікований спеціаліст, який систематично проходить інструктаж з правил забору, зберігання та транспортування біологічного матеріалу. 
Забір зразків клінічного матеріалу для діагностики загального ПСА проводять натщесерце або через 3-4 години після прийому їжі.
Зразки відбирають в пробірки або флакони з транспортним середовищем, що надається фірмою виробником тест-систем (у випадках коли використання транспортного середовища є необхідним). Не рекомендується використання транспортного середовища інших фірм-виробників.
Суворо дотримуватись правил зберігання і транспортування зразків. Охолоджуючі елементи перед транспортуванням зразків заморожувати до температури, вказаної виробником. Якщо інформація щодо температури їх заморожування відсутня - при температурі -20 °C.
Зразки крові (плазми) використовують для кількісних видів досліджень. 
умови зберігання плазми крові людини:
- при температурі -20 °C - впродовж 2 років.;
- при температурі +2 - +8 °C - впродовж 6 год. для кількісного визначення ПСА.


[bookmark: _heading=h.37m2jsg]6.2. Інформація щодо аналітичних характеристик
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Була проведена оцінка аналітичної специфічності по впливу інтерферентів на концентрацію загального ПСА. Для аналізу були обрані такі інтерференти як: білірубін, гемоглобін і тригліцериди. 
Для оцінки впливу білірубіну було приготовлено “позитивний” і “негативний” тестові і контрольні пули до яких у концентрації 0,2 мг/мл додавався білірубін. Проби аналізували у 8-ми повторах в одному аналізі.
	Після отриманих результатів проведення аналізу розраховувала інтерференцію та граничне значення, щоб оцінити чи впливає даний інтерферент на концентрацію, чи ні. 
	Як висновок білірубін не впливав на концентрацію загального ПСА у зразка.
	Таку ж схему експерименту було проведено з гемоглобіном, тільки додавали його до зразків у концентрації 10 мг/мл.
	В результаті даного дослідження, вияснилось, що гемоглобін також не впливає на результати аналізу.
	В третьому варіанті дослідження були обрані проби з вмістом тригліцеридів понад 10 мг/мл. Як контрольні проби використовувались аліквоти даних зразків попередньо процентрифуговані. 
	Таким чином тригліцериди також не чинили ніякого впливу на концентрацію загального ПСА.
	Таким чином ІФА-набір “Загальний ПСА-ІФА” специфічний до вмісту аналіту в зразка (загального-ПСА) за будь-якого впливу інших факторів. 


[bookmark: _heading=h.46r0co2]6.2.2.Аналітична чутливість 

	Для проведення досліджень використовувалась контрольна панель сироваток з різною концентрацією загального ПСА визначеною на комерційному наборі. 
	 Згідно з результатами аналізу, “межа нижнього” значення було визначено на рівні 4,9 нг/мл, а “межа визначення” - на рівні 4,95 нг/мл, а “межа кількості” дорівнює “межі визначення”, тобто 4,95 нг/мл.


[bookmark: _heading=h.2lwamvv]6.3. Інформація щодо діагностичних (клінічних) характеристик

Оцінка клінічної чутливості та специфічності проводилась на ІФА-наборі “Загальний ПСА-ІФА” серії 208. Були відібрані охарактеризовані (ТОВ “Медична лабораторія”) зразки пацієнтів з “істинним” діагнозом і проаналізовані на ІФА-наборі “Загальний ПСА-ІФА”.  
Результати досліджень клінічних характеристик наступні:
Клінічна (діагностична) чутливість: 97,1%
Клінічна (діагностична) специфічність: 95,74%
Позитивна прогностична цінність: 97,1%
Негативна прогностична цінність: 95,74%
Згідно з результатами досліджень встановлено, що ІФА-набір «Загальний ПСА-ІФА» ефективно визначає концентрацію загального ПСА у зразках плазми крові та може використовуватись в клініко-лабораторній практиці для діагностики іn vіtrо.


[bookmark: _heading=h.111kx3o]6.4. Стабільність

Заявлений термін придатності 
Термін придатності ІФА-набору реагентів «Загальний ПСА-ІФА» складає 18 місяців з дати виробництва. 
Стабільність під час транспортування 
	ІФА-набір «Загальний ПСА-ІФА» - необхідно транспортувати в упакуванні виробника за температури +18…+25 протягом 3 діб. 
Стабільність під час використання 
У випадку часткового використання набору, компоненти зберігати в упакуванні виробника за температури +4...+8°С протягом всього терміну придатності.
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Згідно із завданнями даного дослідження: 
1. Зроблено загальний опис та специфікацію ІФА-набору “Загальний ПСА-ІФА”: це набір для кількісного визначення загального ПСА в сироватці чи плазмі крові методом “сендвіч” варіанту твердофазного ІФА-аналізу в in vitro діагностиці. Даний набір використовується для діагностики раку передміхурової залози у чоловіків.
2. У стислій формі викладено інформацію, яка надається виробником, а саме: маркування готового виробу та склад інструкції із застосування. 
3. Викладено інформацію щодо розробки та виробництва ІФА-набору, а саме:
a) Розроблено медико-технічні та технічні вимоги до набору.
b) Надана інформація щодо аналітичних характеристик, в якій показано, що ІФА-набір “Загальний ПСА-ІФА” є високоточним аналізатором з високою чутливістю (LоB=4,9нг/мл; LоD=LоQ = 4,95 нг/мл) і специфічністю до досліджуваного аналіту в зразка.  
c) Розраховано клінічні показники чутливості (97,1%), специфічності (95,74%), прогностичну позитивну (97,1%) та негативну (95,74%) цінність, визначено що ІФА-набір  може використовуватись в клініко-лабораторній практиці для діагностики іn vіtrо.
4. Досліджено та надано інформацію по вимогам до безпеки та ефективності ІФА-наборів: методи контролю готової продукції відбуваються проведенням ПЗВ і ПВ, а також надані стандарти, яким відповідають характеристики ІФА-набору. 
5. Розроблено систему управління ризиками: протокол ідентифікації та усунення ризиків на виробництві ІФА-набору.
6. Розроблено етапи валідації та верифікації, за якими визначають ІФА-набір “Загальний ПСА-ІФА”.
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	Проводити перевірку герметичності закупорки пробірок
	РІ-7.5.1-05  Перевірка щільності укупорки флаконів
Ф-7.5-04 Приймально-здавальні випробування

	B.2
	22.08.2022
	неоднорідність реагенту під час розливу після розморожування реагенту
	зниження чутливості/специфічності набору
	3
	4
	12
	Середній
	Ретельно перемішувати вміст флакону з реагентом після повного розмороження перед розливом 
	Ф-7.5-04 Приймально-здавальні випробування

	B.3
	22.08.2022
	контамінація внаслідок розливу ПКЗ одночасно з іншими реагентами або під тим самим ламінаром
	отримання хибно-позитивних результатів
	3
	4
	12
	Середній
	Проведення розливу ПКЗ в окремому приміщенні
	РІ-7.5.1-04 Розлив компонентів тест-систем

	B.4
	22.08.2022
	використання брудних приладів для розливу реагентів
	зниження чутливості набору
	3
	4
	12
	Середній
	Використання одноразового розхідного матералу, кварцування робочої поверхні
	Ж-6.4-01 Журнал режиму кварцування

	С
	Зниження стабільності набору реагентів
	
	
	
	
	
	
	

	C.1
	22.02.2022
	зниження стабільності набору реагентів протягом терміну придатності
	зниження діагностичних характеристик набору реагентів
	3
	4
	12
	Середній
	Проводити періодичну перевірку набору, а саме зміну Ct та флуоресценції з попередніми постановками цієї серії набору (на 2, 6 та 12 місяць зберігання)
	Ф-4.2-03 Технічний файл на набір реагентів "HBV-screen-ПЛР"



Продовження ДОДАТКУ 1
	C.2
	22.02.2022
	недотримання умов зберігання на складі
	зниження діагностичних характеристик набору реагентів
	3
	4
	12
	Середній
	Проводити постійний моніторинг температури в холодильних та морозильних камерах
	Дані контролю температури з логерів

	C.3
	22.02.2022
	недотримання умов транспортування
	зниження діагностичних характеристик набору реагентів
	3
	4
	12
	Середній
	Провести випробування щодо стабільності наборів реагентів після транспортування. Вказувати чіткі обмеження температури і часу в інструкції із застосування
	Ф-4.2-03 Технічний файл на набір реагентів "HBV-screen-ПЛР"
Інструкція із застосування

	D
	Хибні результати
	
	
	
	
	
	
	

	D.1
	22.02.2022
	наявність хибно-позитивних або хибно-негативних результатів
	встановлення неправильного діагнозу з можливістю шкідливого або несвоєчасного медичного втручання
	3
	4
	12
	Середній
	Підтвердження правильності результатів за допомогою ПКЗ, НКЗ та внутрішнього контролю як вказано в інструкції із застосування
	Інструкція з використання

	E
	Некоректна робота медичного виробу
	
	
	
	
	
	
	

	E.1
	22.02.2022
	застосування набору реагентів після закінчення терміну придатності
	отримання хибного результату
	3
	4
	12
	Середній
	Маркувати упаковку та реагенти набору кінцевим терміном придатності
	Етикетка на упаковці та реагентах набору

	D.2
	22.02.2022
	застосування набору реагентів більш ніж 1 місяць з моменту відкриття
	отримання хибного результату
	3
	4
	12
	Середній
	Вказувати термін використання після першого відкриття (при частковому використанні) в інструкції із застосування. 
	Інструкція з використання

	D.3
	22.02.2022
	недотримання вимог інструкції при проведені аналізу
	отримання хибного результату
	3
	4
	12
	Середній
	Маркувати кожен набір знаком: "Ознайомлення з інструкціями для застосування".
	Інструкція з використання


Продовження ДОДАТКУ 1
	F
	Небезпеки, які виникають при порушенні процедури аналізу
	
	
	
	
	
	
	

	F.1
	22.02.2022
	використання меншої ніж вказаного в інструкції кількості реагенту
	отримання хибних результатів
	3
	4
	12
	Середній
	Вказувати застереження в інструкції із застосування 
	Інструкція з використання

	F.2
	22.02.2022
	прискорення програми ампліфікації
	отримання хибних результатів
	3
	4
	12
	Середній
	Вказувати застереження в інструкції із застосування 
	Інструкція із застосування

	F.3
	22.02.2022
	невикористання ПКЗ та/або НКЗ
	отримання хибних результатів
	3
	4
	12
	Середній
	Вказувати застереження в інструкції із застосування 
	Інструкція із застосування

	F.3
	22.02.2022
	не проведення контролю забору біоматеріалу за допомогою ВКЗ
	отримання хибних результатів
	3
	4
	12
	Середній
	Вказувати застереження в інструкції із застосування 
	Інструкція із застосування

	G
	Небезпеки, які виникають за нормальних умов роботи
	
	
	
	
	
	
	

	G.2
	22.02.2022
	невідома мутація вірусу гепатиту В
	отримання хибного результату та подальше встановлення діагнозу
	2
	4
	8
	Низький
	Провести аналіз літературних джерел стосовно мутацій та вказати застереження в інструкції із застосування
	

	G.3
	22.02.2022
	вплив інтерферентів у зразка
	отримання хибних результатів
	3
	4
	12
	Середній
	Дослідити відомі інтерференти і встановити межі допустимих концентрацій. Вказати рекомендації в інструкції із застосування
	





Продовження ДОДАТКУ 1
	G.4
	22.02.2022
	крос-реактивність з іншими маркерами
	отримання хибнопозитивних результатів
	3
	4
	12
	Середній
	Провести дослідження крос-реактивності з іншими маркерами. Вказати рекомендації в інструкції із застосування.
	Інструкція із застосування

	G.5
	22.02.2022
	наявність у досліджуваному зразка вірусу  з концентрацією нижче 500 копій/мл 
	отримання хибно-негативного результату та подальше встановлення діагнозу
	3
	4
	12
	Середній
	Провести дослідження стосовно найменшої концентрації виявлення вірусу у досліджкваному зразка.  Вказувати рекомендації в інструкції із застосування
	Інструкція із застосування

	H
	Небезпеки, пов'язані з помилками при користуванні
	
	
	
	
	
	
	

	H.1
	22.02.2022
	використання реагентів з компонентами інших виробників
	Відсутній або невірний результат
	2
	4
	8
	Низький
	Вказувати застереження в інструкції із застосування 
	Інструкція із застосування

	H.2
	22.02.2022
	неправильно приготований або не внесений один із реагентів
	Отримання хибного результату
	3
	4
	12
	Середній
	Маркування кожного реагенту набору. 
	Інструкція із застосування

	H.3
	22.02.2022
	дослідження інших біологічних рідин, окрім плазми крові людини
	Отримання хибного результату
	3
	4
	12
	Середній
	Вказувати в інструкції тип досліджуваного зразка
	Інструкція із застосування

	H.4
	22.02.2022
	неправильний забір, транспортування та зберігання зразків
	Отримання хибного результату
	3
	4
	12
	Середній
	Вказувати рекомендації щодо забору, транспортування та зберігання зразків в інструкції із застосування
	Інструкція із застосування

	H.5
	22.02.2022
	неправильне зберігання реагентів
	Отримання хибно-негативного або недостовірного результату
	3
	4
	12
	Середній
	Маркувати набір та реагенти набору допустимим температурним інтервалом зберігання
	Етикетки



Продовження ДОДАТКУ 1
	H.6
	22.02.2022
	невірне налаштування програми ампліфікації
	Отримання хибного результату
	3
	4
	12
	Середній
	Вказувати застереження в інструкції з використання
	Інструкція із застосування

	H.7
	22.02.2022
	використання реакційної суміші після зберігання
	Отримання хибного результату
	3
	4
	12
	Середній
	Вказувати застереження в інструкції з використання
	Інструкція із застосування

	H.8
	22.02.2022
	плутанина каналів при інтерпритації результатів
	Отримання хибного результату
	3
	4
	12
	Середній
	Вказувати застереження стосовно чіткого дотримання процедури інтерпретації результатів в інструкції з використання
	Інструкція із застосування

	H.9
	22.02.2022
	використання хлору та перкису водню в боксі проведення аналізу методом ПЛР
	Отримання хибно-негативного або недостовірного результату
	3
	4
	12
	Середній
	Вказувати застереження в інструкції з використання
	Інструкція із застосування

	H.10
	22.02.2022
	погане перемішування реагентів під час проведення аналізу 
	Отримання хибного результату
	3
	4
	12
	Середній
	Вказувати застереження в інструкції з використання
	Інструкція із застосування

	H.11
	22.02.2022
	контамінація внаслідок внесення ПКЗ одночасно з іншими реагентами або під тим самим ламінаром
	отримання хибно-позитивних результатів
	3
	4
	12
	Середній
	Вказувати застереження в інструкції з використання
	Інструкція із застосування

	H.12
	22.02.2022
	помилки під час екстракції ДНК
	Отримання хибного результату
	3
	4
	12
	Середній
	Вказувати застереження в інструкції з використання
	Інструкція із застосування






Продовження ДОДАТКУ 1
	I
	Хімічні небезпеки
	
	
	
	
	
	
	

	I.1
	22.02.2022
	потрапляння реагенту на шкіру або слизові оболонки
	Подразнення слизової оболонки та шкіри
	3
	2
	6
	Низький
	Вказувати застереження в інструкції з використання
	Інструкція із застосування

	J
	Біологічні небезпеки
	
	
	
	
	
	
	

	J.1
	22.02.2022
	потрапляння досліджуваного зразка в організм людини
	Інфікування
	3
	4
	12
	Середній
	Використовувати ЗІЗ при проведенні аналізу та проводити іннактивацію використаного матеріалу перед утилізацією. Вказувати застереження в інструкції із застосування.
	Інструкція з використання



Значення лінійності	1.5	2.2000000000000002	3.95	6.08	7.95	10.16	12.154999999999999	14.125	16.065000000000001	17.98	19.995000000000001	21.95	1.5	2	4	6	8	10	12	14	16	18	20	22	Очікувана концентрація, нг/мл

Отримана концентрація, нг/мл



Лінійність	0.02	0.06	0.12	0.25	0.5	1.2	2.8	5	10	20	Розведення

“Загальний ПСА-ІФА” сироватка №658, нг/мл



Лінійність	0.02	0.06	0.12	0.25	0.5	1.5	2.8	5	9.5	18	Розведення

“Загальний ПСА-ІФА” сироватка №36548, нг/мл



Лінійність	0.02	0.06	0.12	0.25	0.5	1.33	4	7.73	14.5	27.995000000000001	Розведення

“Загальний ПСА-ІФА” сироватка №10456, нг/мл



Лінійність	0.02	0.06	0.12	0.25	0.5	1.45	5.26	11.56	23.116	44	Розведення

“Загальний ПСА-ІФА” сироватка №22856, нг/мл



Лінійність	0.02	0.06	0.12	0.25	0.5	1	3.85	8.5	19	36	Розведення

“Загальний ПСА-ІФА” сироватка №10300, нг/мл



Лінійність	0.02	0.06	0.12	0.25	0.5	1.58	3.52	6.18	11.26	19.995999999999999	Розведення

“Загальний ПСА-ІФА” сироватка №12835, нг/мл
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