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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ
В настоящей инструкции применяются следующие сокращения и обозначения:

ВК0-Р1- - внутренний контрольный образец для наборов с 
гибридизационно-флуоресцентной детекцией

око - отрицательный контрольный образец
пко - положительный контрольный образец
ПЦР - полимеразная цепная реакция

ФГУН ц н и и э  
Роспотребнадзора

- федеральное государственное учреждение науки 
«Центральный научно-исследовательский институт 
эпидемиологии» Федеральной службы по надзору в сфере 
защиты прав потребителей и благополучия человека

РЕР - детекция по «конечной точке»

“П
 

—
1 - детекция в режиме «реального времени»

|  НАЗНАЧЕНИЕ
Набор реагентов «АмплиСенс® М .т е п  'т дШ сИ з /  Н . 'т И и е п г а е  /  3 .р п е и т о т а е -^ у >

предназначен для выявления ДНК А/е/ззег/а теп'тдШсИз, Н а ет о рЬ Н из 1п Л и е п га е  и 

$1гер1ососсиз р п е и т о п 1 а е  в образцах спинномозговой жидкости методом ПЦР с 

гибридизационно-флуоресцентной детекцией продуктов амплификации.

ВНИМАНИЕ! Результаты ПЦР-исследования учитываются в комплексной 

диагностике заболевания1.

ПРИНЦИП МЕТОДА

Метод основан на одновременной амплификации участков ДНК Л/е/ззела 

тетпдШсИз, Н ает орЫ 1из т Л и е т а е  и 81гер {о соссиз  рпе ит оп1ае , а также участка 

внутреннего контрольного образца (ВКО) в двух реакционных пробирках (формат 

«мультиплекс-ПЦР») и гибридизационно-флуоресцентной детекции, которая 

производится либо непосредственно в ходе ПЦР (вариант РПТ), либо после ее 

завершения (вариант РЕР). Реакционная смесь содержит олигонукпеотидные 

праймеры и флуоресцентно-меченые гибридизационные зонды, которые 

комплементарны внутренним специфическим участкам амплифицируемого 

фрагмента. Флуоресцентный сигнал, испускаемый флуоресцентно-меченым зондом, 

детектируется оптическим блоком амплификатора непосредственно в процессе 

реакции в реальном времени (формат РРТ) или флуоресцентным детектором по 

окончании амплификации (формат РЕР). Флуоресцентно-меченые зонды для каждой 

из мишеней имеют свою длину волны, что позволяет регистрировать сигнал по 

соответствующему каналу. Для детекции трех возбудителей и ВКО используется 

амплификатор или флуоресцентный детектор с оптическим блоком, имеющим 2 и 

более каналов.

1В соответствии с Директивой Европейского Союза 98/79/ЕС



ВАРИАНТЫ И ФОРМЫ ВЫПУСКА НАБОРА РЕАГЕНТОВ 

Набор реагентов выпускается в 1 варианте.

Вариант РЕР/РКТ
Набор реагентов выпускается в 1 форме комплектации:

Форма 1 включает «ПЦР-комплект» вариант РЕР/РРГГ-50 Р.

Форма комплектации 1 предназначена для проведения одновременной 

амплификации участков ДНК Л/е/ззег/а тез1здШсИз, Н а ет о рЬ И из 1пЛ ие пга е  и 

$1гер1ососсиз р п е и т о п 1 а е  с гибридизационно-флуоресцентной детекцией в режиме 

«реального времени» или по «конечной точке». Для проведения полного ПЦР- 

исследования необходимо использовать комплекты реагентов для экстракции 

 ̂(выделения) ДНК из клинического материала, рекомендованные ФГУН ЦНИИЭ 

Роспотребнадзора.

АНАЛИТИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ 

Аналитическая чувствительность

Вид
клинического

материала

Комплект
для

выделения
ДНК

Комплект для 
амплификации 

и детекции
Патоген

Аналитическая
чувствительность,

ГЭ/мл2

Спинномозговая
жидкость

«РИБО-
преп»

«ПЦР- 
комплект» 
вариант 

РЕР/РРГГ-50 Р

Л/е/ззег/а
тез/здШсЛз

1 х103НаеторРИиз
'тЯиеагае

31гер1ососсиз
рзеитоп1ае

Аналитическая специфичность
Оценку специфичности набора реагентов «АмплиСенс® N.тез^зд^^^б^з /

НМ1иепгае /  8 .р п е и т о п 1 а е -\: 1» проводили при исследовании следующих штаммов 

микроорганизмов: Ез1егоЬас1ег а е го д е п е з ; Еп{егоЬас1ег с1оасае; Е п1егососсиз ГаесаИз 

(ГИСК 29212); Е зсЬ е п сЫ а  соН (1ЧСТС 9001); Е зсЬ е п сЫ а  соН (АТСС 25922); 

НаеторЬ'Ииз рага1пЛиепгае; Н ает о рЬ И из Н а е т о /уИ си з ; К1еЬз1е11а о ху (о са ; К1еЬз1е11а 

рпеитот'ае; И з1епа т о п о су1 о д е п е з ; М огахеНа са(аггЬаНз; М е1ззепа с ’т егеае ; Л/е/'ззег/а 

е1опда1е; N6188633 1:IаV е8 сепз ; N6138633 допоггЬ оеае ; N6138633 т и с о з а ; N6138633  

5/сса; Л/е/ззег/'а зиЬ Л ауа; Р аз1оеа  адд1от егазз; Р го (е и з  т /т Ы И з; Р з е и д о т о з а з  

аегид'тоза (АТСС 27853); 8а1тозе11а ез(егШсЛз (ГИСК 1137); 8а1тозе11а 1урЫ (Сеп1га1 

РиЫю НеаИН 1_аЬога1огу (1_опс1оп) 5715); ЗЫ деИа Г1ехзез 2а (ГИСК 1270); ЗЫ деНа  

зоппе/ (ГИСК 9090); 81арЬу1ососсиз а игеи з  (АТСС 25923); 8(ар1пу1ососси8  

заргорЬуНсиз (АТСС 15305); 3 (ге р {о с о с с и з  р з е и т о з \а ;  81гер1ососсиз ада1асИае;

к 2 Количество геномных эквивалентов микроорганизма (ГЭ) в 1 мл образца клинического материала



№ер1ососсиз т Ш еп; 81гер1ососсиз т Ш з; 8 (г е р (о с о с с и з  т и1апз; 8 (гер1ососсиз  

руодепез; 81гер1ососсиз з а /м а п и з ; 81гер1ососсиз з а п д и /з ; 81гер (ососсиз зи /з ; 

§1гер1ососсиз V^^^с^^ап8; Уегз1та еп1егосо1Шса; Уегз'т1а рзеис!о(иЬегси1оз13. Также 

аналитическую специфичность оценивали при тестировании ДНК человека. 

Неспецифических реакций выявлено не было.

ЕРЫ ПРЕДОСТОРОЖНОСТИ
Работа должна проводиться в лаборатории, выполняющей молекулярно- 

биологические (ПЦР) исследования клинического материала на наличие 

возбудителей инфекционных болезней, с соблюдением санитарно-эпидемических 

правил СП 1.3.2322-08 «Безопасность работы с микроорганизмами Ш-1\/ групп 

* патогенности (опасности) и возбудителями паразитарных болезней», СанПиН 

2.1.7.2790-10 «Санитарно-эпидемиологические требования к обращению с 

медицинскими отходами» и методических указаний МУ 1.3.2569-09 «Организация 

работы лабораторий, использующих методы амплификации нукулеиновых кислот 

при работе с материалом, содержащим микроорганизмы М \/ групп патогенности».

При работе всегда следует выполнять следующие требования:

- Следует рассматривать исследуемые образцы как инфекционно-опасные, 

организовывать работу и хранение в соответствии с СП 1.3.2322-08 

«Безопасность работы с микроорганизмами Ш-1\/ групп патогенности 

(опасности) и возбудителями паразитарных болезней».

• Убирать и дезинфицировать разлитые образцы или реактивы, используя 

дезинфицирующие средства в соответствии с СП 1.3.2322-08 «Безопасность 

работы с микроорганизмами Ш-1\/ групп патогенности (опасности) и 

возбудителями паразитарных болезней».

- Удалять неиспользованные реактивы в соответствии с СанПиН 2.1.7.2790-10 

«Санитарно-эпидемиологические требования к обращению с медицинскими 

отходами».

ВНИМАНИЕ! При удалении отходов после амплификации (пробирок, содержащих 

продукты ПЦР) недопустимо открывание пробирок и разбрызгивание содержимого, 

поскольку это может привести к контаминации продуктами ПЦР лабораторной зоны, 

оборудования и реагентов.

- Применять набор строго по назначению, согласно данной инструкции.

- Допускать к работе с набором только специально обученный персонал.

- Не использовать набор по истечении срока годности.

- Избегать контакта с кожей, глазами и слизистой оболочкой. При контакте
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немедленно промыть пораженное место водой и обратиться за медицинской 

помощью.

• Листы безопасности материалов (МЗРЗ -  пла4епа1 з а ^ у  ба1а зНее!) доступны по 

запросу.

ДОПОЛНИТЕЛЬНЫЕ МАТЕРИАЛЫ И ОБОРУДОВАНИЕ
1. Комплект реагентов для выделения ДНК -  «ДНК-сорб-В» (ТУ 9398-003-01897593- 

2009), «РИБО-сорб» (ТУ 9398-004-01897593-2008), «РИБО-преп» (ТУ 9398-071- 

01897593-2008) или другие рекомендованные ФГУН ЦНИИЭ Роспотребнадзора. 

Комплекты реагентов «РИБО-сорб» или «РИБО-преп» рекомендуется 

использовать при одновременном исследовании клинического образца на

* энтеровирусы.

2. Дополнительные материалы и оборудование для экстракции ДНК -  согласно 

инструкции к комплекту реагентов для выделения ДНК.

3. Бокс абактериальной воздушной среды (ПЦР-бокс).

4. Центрифуга/вортекс.

5. Автоматические дозаторы переменного объема (от 5 до 20 мкл, от 20 до 200 мкп).

6. Одноразовые наконечники с фильтром до 100 мкл в штативах.

1. Штативы для микропробирок объемом 0,2 мл или 0,5 мл (в соответствии с 

используемыми комплектами реагентов).

8. Холодильник от 2 до 8 °С с морозильной камерой не выше минус 16 °С для 

выделенных проб ДНК.

9. Отдельный халат, шапочки, обувь и одноразовые перчатки по МУ 1.3.1888-04.

10. Емкость для сброса наконечников.

| При детекции по «конечной точке»:

, 11. Программируемый амплификатор (например, «Терцик» («ДНК-Технология», 

Россия), СгасПеп! Ра1т Сус1ег (СогЬей ПезеагсИ, Австралия), МахуОепе (Ахудеп, 

США), ОепеАтр РСП 8уз1ет 2700 (АррМес! Вюзуз1етз, США) или аналогичные).

12. Флуоресцентный ПЦР-детектор (например, АБА-1/4 (ВюЗап, Латвия), «Джин» 

(«ДНК-Технология», Россия) или аналогичные).

13. Одноразовые полипропиленовые пробирки для ПЦР (с плоской крышкой,

нестрипованные):

а) объемом 0,2 мл (например, Ахудеп, США) -  для амплификаторов,

адаптированных для ПЦР-пробирок 0,2 мл (ОгасНеп* Ра1т Сус1ег, ОепеАтр 

РСК Зуз1ет 2700, МахуОепе и др.);

б) объемом 0,5 мл (например, Ахудеп, США) -  для амплификаторов,

адаптированных для ПЦР-пробирок 0,5 мл («Терцик» и др.).

6



При детекции в режиме «реального времени»:

14. Программируемый амплификатор с системой детекции флуоресцентного сигнала 

в режиме «реального времени» (например, По1ог-Сепе 3000/6000 (СогЬей 

РезеагсИ, Австралия), Ро1ог-Оепе О (01адеп, Германия), Н35 (Вю-Раф США), 

МхЗОООР (31га1адепе, США), «ДТ-96» («ДНК-Технология», Россия) или 

аналогичные).

15. Одноразовые полипропиленовые пробирки для ПЦР:

а) на 0,2 мл (с плоской крышкой, нестрипованные; например, Ахудеп, США) для 

постановки в ротор на 36 пробирок -  к приборам для ПЦР в реальном времени 

с детекцией через дно пробирки (например, Ро^ог-Сепе).

4 б) на 0,2 мл (с куполообразной крышкой; например, Ахудеп, США) -  к приборам 

для ПЦР в реальном времени с детекцией через крышку (например, Ю5, 

МхЗОООР).

ВЗЯТИЕ, ТРАНСПОРТИРОВАНИЕ И ХРАНЕНИЕ ИССЛЕДУЕМОГО МАТЕРИАЛА
Перед началом работы следует ознакомиться с методическими рекомендациями 

«Взятие, транспортировка, хранение клинического материала для ПЦР- 

| диагностики», разработанными ФГУН ЦНИИЭ Роспотребнадзора, Москва, 2008 г. 

Материалом для исследования служат образцы спинномозговой жидкости. 

Спинномозговую жидкость (ликвор) следует получать с помощью одноразовых игл, в 

одноразовые пластиковые сухие пробирки объемом 2,0 мл в количестве не менее 

| 1,0 мл. Пробирку плотно закрыть крышкой, не допуская зазора и смятия внутренней 

части крышки, и промаркировать.

Условия хранения материала:

- при комнатной температуре -  в течение 6 ч;

- при температуре от 2 до 8 °С -  в течение 1 сут;

- при температуре не выше минус 16 °С -  в течение 1 мес;

- при температуре не выше минус 68 °С -  длительно.

Допускается только однократное замораживание-оттаивание материала.
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ВАРИАНТ РЕР
В Н П )

ВАРИАНТ РЕР

СОСТАВ

Комплект реагентов «ПЦР-комплект» вариант РЕР/РКТ-50 Р -  комплект реагентов 

для одновременной амплификации фрагментов ДНК Л/е/ззепа теп/пдН/сЛз, 

НаеторЬНиз т Л и е п га е  и 81гер1ососсиз р п е ит о п1ае  с гибридизационно- 

флуоресцентной детекцией -  включает:

Реактив Описание Объем (мл) Кол-во
ПЦР-смесь-1 -РЕР/РКТ  
№/55епа тептдШсИз 1 5Т1

Прозрачная бесцветная 
жидкость 0,6 1 пробирка

ПЦР-смесь-1 -РЕР/РКТ  
${гер1ососсиз рпеитотае /  
НаеторНИиз /пЛиепгае

Прозрачная бесцветная 
жидкость 0,6 1 пробирка

ПЦР-смесь-2-РКТ Прозрачная бесцветная 
жидкость 0,3 2 пробирки

Полимераза (ТадР) Прозрачная бесцветная 
жидкость 0,03 2 пробирки

ДНК-буфер Прозрачная бесцветная 
жидкость 0,5 1 пробирка

ПКО ДНК Ые1ззепа 
ттпдШсИз-Пи

Прозрачная бесцветная 
жидкость 0,1 1 пробирка

ПКО ДНК НаеторЫ/из 
Миепгае

Прозрачная бесцветная 
жидкость 0,1 1 пробирка

ПКО ДНК ЗКер^соссиз 
рпеитотае

Прозрачная бесцветная 
жидкость 0,1 1 пробирка

ПКО 5Т1-88 Прозрачная бесцветная 
жидкость 0,1 1 пробирка

Минеральное масло для ПЦР Бесцветная вязкая жидкость 4,0 1 флакон

Комплект реагентов рассчитан на проведение 55 реакций амплификации, включая 

контроли.

К комплекту реагентов прилагаются контрольные образцы этапа экстракции:

Реактив Описание Объем
(мл) Кол-во

ВКО-П3 Прозрачная бесцветная 
жидкость 1,0 1 пробирка

ОКО Прозрачная бесцветная 
жидкость 1,2 1 пробирка

ПРОВЕДЕНИЕ ПЦР-ИССЛЕДОВАНИЯ
ПЦР-исследование состоит из следующих этапов:

- Экстракция ДНК из исследуемых образцов.

- Проведение амплификации.

: 3 В процессе экстракции ДНК внести в каждую пробирку по 10 мкл ВКО-РЬ.



■ Флуоресцентная детекция продуктов амплификации по «конечной точке».

■ Интерпретация результатов.

ЭКСТРАКЦИЯ ДНК ИЗ ИССЛЕДУЕМЫХ ОБРАЗЦОВ
Для экстракции ДНК используются комплекты реагентов, рекомендованные ФГУН 

ЦНИИЭ Роспотребнадзора, в соответствии с инструкцией к используемому 

комплекту. Экстракция ДНК из каждого клинического образца проводится в 

присутствии внутреннего контрольного образца (ВКО-Р1_).

В качестве отрицательного контроля выделения (ОК) используют реагент ОКО. 
Комплекты реагентов «РИБО-сорб» или «РИБО-преп» рекомендуется 

использовать при одновременном исследовании клинического образца на 

энтеровирусы.

ПРОВЕДЕНИЕ АМПЛИФИКАЦИИ
Общий объем реакционной смеси -  25 мкл, включая объем пробы ДНК -  

Юмкл.
А. Подготовка пробирок для амплификации
Выбор пробирок для амплификации зависит от используемого 

амплификатора.
Для внесения в пробирки реагентов, проб ДНК и контрольных образцов 

используются одноразовые наконечники с фильтрами.
В комплекте реагентов применяется «горячий старт», который 

обеспечивается использованием химически модифицированной Тац- 
полимеразы (ТацР-ДНК-полимераза), которая активируется при прогреве 

реакционной смеси при температуре 95 °С в течение 15 мин.
ВНИМАНИЕ! Компоненты реакционной смеси следует смешивать непосредственно 

перед проведением анализа. Смешивать реагенты из расчета необходимого числа 

реакций, включающего тестирование исследуемых и контрольных образцов, 

согласно расчетной таблице (см. табл. 1). Следует учитывать, что для тестирования 

даже одного исследуемого или контрольного образца ДНК необходимо проводить 

постановку всех контролей этапа ПЦР (положительных контролей (К+), 

отрицательного контроля (К-) и двух пробирок «Фон» для каждого типа смеси). 

Рекомендуется смешивать реагенты для четного числа реакций с целью более 

точного дозирования.

1. До начала работы все реагенты набора разморозить, тщательно перемешать на 

вортексе и осадить капли с крышек пробирок.

ВАРИАНТ РЕР
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2. Отобрать необходимое количество пробирок для амплификации ДНК исследуемых 

и контрольных проб и образцов «Фон».
3. Для приготовления реакционных смесей и смесей для образцов «Фон» 

необходимо в отдельной стерильной пробирке смешать одну из ПЦР-смесей-1 

(ПЦР-смесь-1-РЕР/РРТ Л/е/'ззег/а т е п т д Ш с Л з  I 5Т1 или ПЦР-смесь-1-РЕР/РРТ 

З Н е р ^ с о с с и з  р п е и т о т 'а е  /  Н а е т о р Н И и з  /п Л и е п г а е ) и ПЦР-смесь-2-РРТ
согласно приложению 1. Тщательно перемешать смеси на вортексе и осадить 

капли с крышек пробирок.

4. Приготовить 4 пробирки «Фон» (по две для каждого типа реакционной смеси).

' Для этого внести по 15 мкл приготовленных смесей (без полимеразы (ТаяР)) в

две пробирки «Фон», добавить по 10 мкл ДНК-буфера, перемешать 

пипетированием. Сверху добавить каплю минерального масла для ПЦР (при 

использовании амплификатора без термостатируемой крышки).

5. В оставшиеся части реакционных смесей добавить полимеразу (ТадР) (во все 

смеси) в количестве, указанном в приложении 1. Тщательно перемешать смесь 

на вортексе и осадить капли с крышки пробирки.

ВНИМАНИЕ! Количество добавляемого в реакционную смесь фермента 

полимеразы (ТацР), указанное в приложении 1, приведено с учетом уже отобранных 

30 мкл реакционной смеси для двух пробирок «Фон» (с вычетом двух пробирок 

«Фон»),

6. Внести в оставшиеся пробирки по 15 мкл готовых реакционных смесей. Сверху 

добавить каплю минерального масла для ПЦР (при использовании 

амплификатора без термостатируемой крышки).

7. В пробирки с реакционной смесью добавить по 10 мкл проб ДНК, полученных в 

результате экстракции из исследуемых или контрольных образцов. 

Неиспользованные остатки реакционной смеси выбросить.

ВНИМАНИЕ! При добавлении проб ДНК, выделенных с помощью комплектов 

реагентов «ДНК-сорб-В» и «РИБО-сорб», необходимо избегать попадания сорбента 

в реакционную смесь для ПЦР.

8. Поставить контрольные реакции:

а) отрицательный контроль ПЦР (К-) -  внести в пробирку 10 мкл ДНК-буфера;

б) положительные контрол и ПЦР (К+л/.тел/лд/шз, К+5Т|) -  для ПЦР-смеси-1- 
РЕР/РКТ Л/е/азег/а т е т п д Ш с И з  I 5Т1 внести в подготовленные пробирки по 

10 мкл ПКО ДНК Л/е/'ааег/а т е п т д Ш с И з -Ни и ПКО 5Т1-88, соответственно;

в) положительные контроля ПЦР (К+зрпеитотае, К+ШпПивпгвв) -ДЛЯ ПЦР-СМвСИ-1-
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РЕР/РКТ ЗКерЪсоссиз рпеитотае /  НаеторЫ/из /пЛиепгае внести в 

пробирки по 10 мкл ПКО ДНК 3{гер{ососсиз рпеитотае и ПКО ДНК 

НаеторЫ/из тЛиепгае, соответственно.

Рекомендуется перед постановкой в амплификатор осадить капли со стенок 

пробирок кратким центрифугированием на центрифуге/вортексе (1-3 с).

ВАРИАНТ Р Е Р

Б.Проведение амплификации
ВНИМАНИЕ! Амплификацию проводить сразу после соединения реакционной 

смеси, проб ДНК и контролей. Запуск реакции на приборе должен произойти не 

позже, чем через 10-15 мин с момента внесения проб в реакционную смесь.

[Запустить на амплификаторе соответствующую программу амплификации (см. 

табл. 1).
Таблица 1

Программа амплификации ДНК
(при использовании детекции по «конечной точке»)

Амплификаторы с активным регулированием (по 
раствору в пробирке):

Амплификаторы с 
матричным

С е п еА тр  Р С К  5 у з 1 е т  2400  
(Р е гк т  Е1тег), «Терцик»  

(«Д Н К-Технология»)

С е п е А т р  Р С К 5 у з 1 е т  2700  
(АррПей В ю зу зТ е тз), 
СгасЛепТ Р а1т Сус1ег 

(СогЬеИ КезеагсЬ )

регуз
тел/

1)по-;
м

РТС-1 ОС

пированием
шературы:
2 (В ю те1га), 
тСус1ег,
(МЦ ВезеагсН)

Цикл Темпера 
тура, °С

Время Кол-во
циклов

Темпера 
тура, °С

Время Циклы Температ 
ура, °С

Время Кол-во
ц и к л о в

0 95 пауза 95 пауза 95 пауза

1 95 15 мин 1 95 15 мин 1 95 15
мин

1

2
95 Юс

42
95 Юс

42
95 1 мин

4256 10 с 56 25 с 56 1 мин
72 Юс 72 25 с 72 1 мин

3 72 1 мин 1 72 1 мин 1 72 1 мин 1
4 10 хранение 10 хранение 10 хранение

2. По окончании выполнения программы приступить к флуоресцентной детекции.

ФЛУОРЕСЦЕНТНАЯ ДЕТЕКЦИЯ ПРОДУКТОВ АМПЛИФИКАЦИИ ПО «КОНЕЧНОЙ 

ТОЧКЕ»
Детекция проводится с помощью флуоресцентного ПЦР-детектора (согласно 

инструкции к используемому прибору) путем измерения интенсивности 

флуоресцентного сигнала по двум каналам (см. табл. 2).

I
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ВАРИАНТ РЕР

Таблица 2

Схема соответствия тестируемых патогенов
и каналов флуоресцентной детекции________________

Канал детекции
ПЦР-смесь-1 -РЕР/РПТ  

Л/е/ззепа теп 'тдШсНз 1 5Т1

ПЦР-смесь-1 -РЕР/РКТ  
81гер1ососсиз рпеитоп/ае /  

НаеторРНиз /пЛиепгае
РАМ ДНК ВКО-Р1- ДНК 5(гер1ососсиз рпеитоп1ае

НЕХ ДНК Л/е/ззег/а теп1пдШсНз ДНК НаеторРИиз 1пЛиепгае

ВНИМАНИЕ! До проведения детекции в программном обеспечении ПЦР- 

детектора должны быть внесены и сохранены соответствующие настройки -  см. 

вкладыш, прилагаемый к набору реагентов, а также методические рекомендации по 

применению набора реагентов для выявления ДНК Л/е/ззег/а теп1пдШ Ыз, 

ИаеторЬНиз 1п Л и е п га е  и 31гер№ соссиз р п е ит о п1ае  в клиническом материале 

методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) с гибридизационно-флуоресцентной 

детекцией «АмплиСенс® N .теп'тдШсНз /  Н .1 п Л и е т а е  /  8 .рпеит оп1ае-? \-у>, 

разработанные ФГУН ЦНИИЭ Роспотребнадзора.

ИНТЕРПРЕТАЦИЯ РЕЗУЛЬТАТОВ
Полученные результаты интерпретируют на основании данных об уровне 

флуоресцентного сигнала относительно фона по соответствующим каналам для 

контрольных образцов и проб ДНК, выделенных из клинических образцов. 

Интерпретация производится автоматически с помощью программного обеспечения 

используемого прибора (см. табл. 3 и методические рекомендации по применению 

набора реагентов для выявления ДНК Л/е/5 5ег/а теп'тдШсНз, Н ает орЫ 1из т Л и е т а е  и 

51гер(ососсиз рпе ит о п1ае  в клиническом материале методом ПЦР с 

гибридизационно-флуоресцентной детекцией продуктов амплификации 

«АмплиСенс® N .теп'тдШсНз /  Н .1пЛ иепгае /  3 .р п е и т о п 1 а е -Е \_», ФГУН ЦНИИЭ 

Роспотребнадзора).

Если значение уровня флуоресценции для пробы находится между пороговыми 

значениями положительного и отрицательного результата, он расценивается как 

невалидный или сомнительный и требует повторения ПЦР-исследования 

соответствующего исследуемого образца.

1 2
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Таблица 3

Интерпретация результатов ПЦР-исследования

ПЦР-
смесь-1

Сигнал по каналу
Результат

РАМ НЕХ

П
Ц

Р
-с

м
е

с
ь

-1
-Р

Е
Р

/
Р

Г
С

Т
 

Ы
е

/з
зе

п
а

 т
еп

'т
дШ

сЧ
з 

1 5
Т1

Вы ш е порогового 
значения 

положительного 
результата

Ниже порогового 
значения 

отрицательного 
результата

В пробе не выявлена
ДНК А/е/ззег/а теп'юдШсНз

Выше или Ниже 
порогового 
значения 

отрицательного 
результата

Вы ш е порогового 
значения 

положительного 
результата

В пробе выявлена
ДНК А/е/ззег/а т еп1пдШсИз

Ниже порогового 
значения 

отрицательного 
результата

Ниже порогового 
значения 

отрицательного 
результата

Результат невалидный - проба 
требует повторного выделения и 

тестирования

П
Ц

Р
-с

м
ес

ь
-1

 -
Р

Е
Р

/Р
К

Т
 

3
{г

е
р

*о
со

сс
и

з 
р

п
е

и
т

о
т

'а
е

 /
 

Н
а

е
т

о
р

Н
И

и
з 

’т
П

и
е

п
га

е

Вы ш е порогового 
значения 

положительного 
результата

Ниже порогового 
значения 

отрицательного 
результата

В пробе выявлена ДНК 
81гер{ососсиз рпеит оп/ае

Ниже порогового 
значения 

отрицательного 
результата

Вы ш е порогового 
значения 

положительного 
результата

В пробе выявлена ДНК
НаеторШ Ш з 1п1:1иепгае

Ниже порогового 
значения 

отрицательного 
результата

Ниже порогового 
значения 

отрицательного 
результата

В пробе не выявлены ДНК 
81гер1ососсиз рпеит оп/ае и 

Н ает орШ из т П иет ае4

Результат ПЦР-исследования считается достоверным, если получены
правильные результаты для положительного и отрицательного контролей 

амплификации и отрицательного контроля выделения ДНК в соответствии с 

табл. 4

4 При уровне флуоресценции выше порогового значения по каналу РАМ на ПЦР-смеси-1-РЕР/РРТ 
) Ме/ззег/а теп1пдШсИз I 5Т1
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Таблица 4

Результаты для контролей различных этапов ПЦР-исследования

ПЦР-
смесь-1

Контроль

Контроля  
руемый  

этап ПЦР- 
исследован  

ия

Сигнал по каналу О бозначение  
результата в 
программ ах  
некоторы х  
детекторов

РАМ НЕХ

л
С
0
<0и
5
г г

1 к  "и. ,<о
1 !§ ш ^  
1ь'В)

ч
01
0.

с

ОК Экстракция
ДНК

Выше
порогового
значения

положительного
результата

Ниже порогового 
значения 

отрицательного 
результата

« -»  или «ОК»

К- ПЦР
Ниже порогового 

значения 
отрицательного 

результата

Ниже порогового 
значения 

отрицательного 
результата

«нд»

К+л/.тел/лд/й<*5 ПЦР
Ниже порогового 

значения 
положительного 

результата

Выше порогового 
значения 

положительного 
результата

«+» или «ОК»

К+5Т1 ПЦР

Выше
порогового
значения

положительного
результата

Ниже порогового 
значения 

положительного 
результата

«+» или «ОК»

(/> О
а та
0 N 
0 ?0 0)
0 з 
0 й
п с

Й:Е0. Vш та и. I

о '3 о 5 
5 2 
V |

?  с с а

ОК Экстракция
ДНК

Ниже порогового 
значения 

отрицательного 
результата

Ниже порогового 
значения 

отрицательного 
результата

«нд»

К- ПЦР
Ниже порогового 

значения 
отрицательного 

результата

Ниже порогового 
значения 

отрицательного 
результата

«нд»

К '^8 .рпеит оп1ае ПЦР

Выше
порогового
значения

положительного
результата

Ниже порогового 
значения 

положительного 
результата

«+» или «ОК»

К+ н.1пПиепгае ПЦР
Ниже порогового 

значения 
положительного 

результата

Выше порогового 
значения 

положительного 
результата

«+» или «ОК»

ВНИМАНИЕ!
1. Если для положительного контроля ПЦР (К+) сигнал по каналам НЕХ или РАМ 

ниже порогового значения положительного результата, необходимо повторить 

амплификацию и детекцию для всех образцов, у которых сигнал по каналам НЕХ 

или РАМ был ниже порогового значения положительного результата на 

соответствующем типе ПЦР-смеси-1.

2. Если для отрицательного контроля экстракции ДНК (ОК) (кроме ПЦР-смеси-1- 

РЕР/РКТ Л/е/ззела т ет пдШ сЧз / 5Т! по каналу РАМ) и/или отрицательного контроля

14
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амплификации (К-) (по всем каналам) сигнал выше порогового значения 

положительного результата, необходимо повторить ПЦР-исследование для всех 

образцов, в которых обнаружена ДНК соответствующих патогенов, начиная с этапа 

экстракции ДНК.

*



ВАРИАНТ РКТ

ВАРИАНТ РКТ

СОСТАВ

Комплект реагентов «ПЦР-комплект» вариант РЕР/РКТ-50 Р -  комплект реагентов 

для амплификации ДНК Л/е/ззег/а теп'тдШсИз, Н ает орЫ 1из 1п Л и е п 1 а е  и 81гер (ососсиз  

рпеит от ае  с гибридизационно-флуоресцентной детекцией -  включает:

Реактив Описание Объем (мл) Кол-во
ПЦР-смесь-1-РЕР/РРТ  
Л/е/ззег/з тетпдШсЧз /  5Т1

Прозрачная бесцветная 
жидкость 0,6 1 пробирка

ПЦР-смесь-1 -РЕР/РКТ  
$1гер1ососсиз рпеитоп/ае /  
НаеторНИиз /пРиепгае

Прозрачная бесцветная 
жидкость 0,6 1 пробирка

ПЦР-смесь-2-РКТ
Прозрачная бесцветная 
жидкость 0,3 2 пробирки

Полимераза (ТаяР)
Прозрачная бесцветная 
жидкость 0,03 2 пробирки

ДНК-буфер
Прозрачная бесцветная 
жидкость 0,5 1 пробирка

ПКО ДНК Л/е/хзег/а 
тетпдШсИз-Р\и

Прозрачная бесцветная 
жидкость 0,1 1 пробирка

ПКО ДНК НаеторЬИиз 
тЛиепгае

Прозрачная бесцветная 
жидкость 0,1 1 пробирка

ПКО ДНК ЗКер1ососсиз 
рпеитотае

Прозрачная бесцветная 
жидкость 0,1 1 пробирка

ПКО ЗТ1-88
Прозрачная бесцветная 
жидкость 0,1 1 пробирка

Минеральное м асло для ПЦР Бесцветная вязкая жидкость 4,0 1 флакон

Комплект реагентов рассчитан на проведение 55 реакций амплификации, включая 

контрол и.

К комплекту реагентов прилагаются контрольные образцы этапа экстракции:

Реактив Описание Объем
(мл) Кол-во

ВК0-П-5
Прозрачная бесцветная 
жидкость 1,0 1 пробирка

око Прозрачная бесцветная 
жидкость 1,2 1 пробирка

ПРОВЕДЕНИЕ ПЦР-ИССЛЕДОВАНИЯ
ПЦР-исследование состоит из следующих этапов:

- Экстракция ДНК из исследуемых образцов.

- Проведение ПЦР-амплификации с гибридизационно-флуоресцентной детекцией 

в режиме «реального времени».
__________________  16

|  5 В процессе экстракции внести в каждую пробирку по 10 мкл ВКО-РЬ.
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■ Анализ и интерпретация результатов.

ЭКСТРАКЦИЯ ДНК ИЗ ИССЛЕДУЕМЫХ ОБРАЗЦОВ
Для экстракции ДНК используются комплекты реагентов, рекомендованные ФГУН 

ЦНИИЭ Роспотребнадзора, в соответствии с инструкцией к используемому 

комплекту. Экстракция ДНК из каждого клинического образца проводится в 

присутствии внутреннего контрольного образца (ВКО-РЬ).

В качестве отрицательного контроля экстракции (ОК) используется реагент ОКО. 
Комплекты реагентов «РИБО-сорб» или «РИБО-преп» рекомендуется 

использовать при одновременном исследовании клинического образца на 

энтеровирусы.

ПРОВЕДЕНИЕ АМПЛИФИКАЦИИ С ДЕТЕКЦИЕЙ В РЕЖИМЕ «РЕАЛЬНОГО 

ВРЕМЕНИ»
Общий объем реакционной смеси -  25 мкл, включая объем пробы ДНК -  

Юмкл.

А. Подготовка пробирок для амплификации
Выбор пробирок для амплификации зависит от используемого 

амплификатора с системой детекции в режиме «реального времени».
Для внесения в пробирки реагентов, проб ДНК и контрольных образцов 

используются одноразовые наконечники с фильтрами.
ВНИМАНИЕ! Компоненты реакционных смесей следует смешивать непосредственно 

перед проведением анализа. Смешивать реагенты из расчета на необходимое число 

реакций, включающее тестирование исследуемых и контрольных образцов, 

необходимо согласно расчетной таблице (см. табл. 6 ). Следует учитывать, что для 

тестирования даже одного исследуемого образца ДНК необходимо проводить 

постановку всех контролей этапа ПЦР (положительных контролей (К+) и 

отрицательного контроля (К-) для каждого типа смеси). Рекомендуется 

смешивать реагенты для четного числа реакций с целью более точного 

дозирования.

1. До начала работы все реагенты набора разморозить, тщательно перемешать на 

вортексе и осадить капли с крышек пробирок.

2. Отобрать необходимое количество пробирок для амплификации ДНК исследуемых 

и контрольных проб.

3. Для приготовления реакционных смесей необходимо в отдельной стерильной 

пробирке смешать одну из ПЦР-смесей-1 (ПЦР-смесь-1-РЕР/РРТ Ы е /з з е п а  17
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т еп'т дШ сП з I 5Т1 или ПЦР-смесь-1-РЕР/РПТ 8 & е р {о с о с с и з  р п е и т о т а е  /  

Н а е т о р Ь П и з  т Л иепгае ), ПЦР-смесь-2-РКТ и полимеразу (ТацР) в количестве, 

указанном в приложении 2. Тщательно перемешать смеси на вортексе и осадить 

капли с крышек пробирок.

4. Внести в отобранные пробирки по 15 мкл готовых реакционных смесей.

5. В подготовленные пробирки с реакционной смесью добавить по 10 мкл проб ДНК, 
полученных в результате экстракции из исследуемых или контрольных образцов 

Неиспользованные остатки реакционной смеси выбросить.

ВНИМАНИЕ! При добавлении проб ДНК, выделенных с помощью комплектов 

► реагентов «ДНК-сорб-В» и «РИБО-сорб», необходимо избегать попадания сорбента 

вреакционную смесь для ПЦР.

6. Поставить контрольные реакции:

а) отрицательный контроль ПЦР (К-) -  внести в пробирку 10 мкл ДНК-буфера;
б) положительные контроли ПЦР (К+ п .т в п 1пдШсИв, К+ЗТ|) -  для ПЦР-смеси-1- 

РЕР/РПТ Л/е/ааег/'а т еп'т дШ сП з I 5Т1 внести в пробирки по 10 мкл ПКО ДНК 

Л/е/ззег/а т ет пдШ сП з-^У и  и ПКО 5Т1-88, соответственно;

в) положительные контроли ПЦР (К+ 5  .р п е ит оп1ае, К + н .т Г 1и е т а е ) “ ДЛЯ ПЦР-СМеСИ-1- 
РЕР/РПТ 8 & е р {о с о с с и з  р п е и т о т а е  /  Н а е т о р Н И и з  1п Л и е п га е  внести в 

пробирки по 10 мкл ПКО ДНК 8 1 г е р (о с о с с и з  р п е и т о т а е  и ПКО ДНК 

Н а ет о рЬ П из т Л и е п га е , соответственно.

Б. Проведение амплификации с детекцией в режиме «реального времени»
1. Запрограммировать прибор (амплификатор с системой детекции в режиме 

«реального времени») для выполнения соответствующей программы 

амплификации и детекции флуоресцентного сигнала (см. табл. 5).

18
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Таблица 5

Программа амплификации
(при использовании детекции по в режиме «реального времени»)

П риборы  роторного типа6 Приборы  планш етного типа7

Цикл Темпера­
тура, °С Время Кол-во

циклов
Темпера­
тура, °С Время Кол-во

циклов
1 95 15 мин 1 95 15 мин 1

2 95 Юс

45

95 10 с

45
3

1
56

20  с
детекция

флуоресц.
сигнала

56

25 с
детекция
флуоресц.

сигнала
72 10 с 72 10 с

Детекция флуоресцентного сигнала назначается по каналам для флуорофоров 

РАМ/бгееп и ЦОЕ/Уе11о\л//НЕХ (при одновременном проведении нескольких тестов 

назначается детекция и по другим используемым каналам).

2. Установить пробирки в ячейки реакционного модуля прибора.

' 3. Запустить выполнение программы амплификации с детекцией флуоресцентного 

сигнала.

4. По окончании выполнения программы приступить к анализу и учету результатов.

АНАЛИЗ И ИНТЕРПРЕТАЦИЯ РЕЗУЛЬТАТОВ
Анализ результатов проводят с помощью программного обеспечения 

используемого прибора для проведения ПЦР с детекцией в режиме «реального 

времени». Анализируют кривые накопления флуоресцентного сигнала по двум 

каналам: РАМ/Огееп и ЦОЕ/Уе11о\л//НЕХ.

Результаты интерпретируются на основании наличия (или отсутствия) 

пересечения кривой флуоресценции с установленной на соответствующем уровне 

пороговой линией, что определяет наличие (или отсутствие) для данной пробы ДНК 

значения порогового цикла «СЬ> в соответствующей графе в таблице результатов.

Результаты интерпретируются в соответствии с табл. 6 , методическими 

рекомендациями по применению набора реагентов для выявления ДНК Л/е/5 5ег/'а 

теп1пдШсИз, Н ает о рЬ И из 1п Л и е т а е  и 8{гер1о соссиз  р п е ит о п1ае  в клиническом 

материале методом ПЦР с гибридизационно-флуоресцентной детекцией продуктов 

амплификации «АмплиСенс® Ы.теп'тдШсЧз /  Н .1пЛиеп2ае /  З .р п е и т о т а е -Р1_», ФГУН 

ЦНИИЭ Роспотребнадзора и вкладышем, прилагаемом к набору реагентов. *

* Например, Ко1ог-Оепе 3000, Во1ог-0епе 6000, Во(ог-0епе О или аналогичные. 
| 7Например, Юус1ег Ю, Ю5, МхЗОООР, МхЗООО, «ДТ-96» или аналогичные.
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Таблица 6

Интерпретация результатов ПЦР-исследования

I ПЦР-
Значение порогового цикла, С1

Результатсмесь-1 По каналу  
РАМ/Сгееп

По каналу 
ЛЭЕ/У е11о\лг/НЕХ

<пС®и
•аО
Ь «Лос — и. </>Ч йо.ш 5I II. О)
X .5

|  щ 5
и•0.
зС

М еньш е граничного 
значения

Больше граничного 
значения

В пробе не выявлена ДНК
Л/е/заег/а теп/пдН/сИз

Больше или меньше 
граничного значения

М еньш е граничного 
значения

В пробе выявлена ДНК
Л/е/55ег/а теп'тдШсИз

Больше граничного 
значения

Больше граничного 
значения

Результат невалидный -
проба требует повторного 

перевыделения и 
тестирования

ч0). <о о С а ш

I I  1
 ̂С.С

0 Зй1 и г  
5 « а 
V® о а. о с
1*1 О  ̂0. (вс ЛЗ;чЗ

V)

М еньш е граничного 
значения

Больше граничного 
значения

В пробе выявлена ДНК
31гер№соссиз рпеитоп1ае

Больше граничного 
значения

М еньш е граничного 
значения

В пробе выявлена ДНК
НаеторШ1из тНиет ае

Больше граничного 
значения

Больше граничного 
значения

В пробе не выявлены ДНК 
81гер1ососсиз рпеитоп1ае и 

НаеторЫ1из 1пЛ иет ае8

ВНИМАНИЕ! Граничные значения С* указаны во вкладыше, прилагаемом к набору

реагентов.

Результат ПЦР-исследования считается достоверным, если получены 

правильные результаты для положительных и отрицательного контролей 

амплификации и отрицательного контроля выделения ДНК, в соответствии с 

таблицей оценки результатов контрольных реакций (см. табл. 7).

в При значении порогового цикла меньше граничного по каналу РАМ на ПЦР-смеси-1-РЕР/РЯТ 
№|$$ела тептдШсИз / 5Т!.
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Таблица 7

Результаты для контролей различных этапов ПЦР-исследования

ПЦР-
смесь-1

Контроль
Контролируем  
ый этап ПЦР- 

исследования

Значение порогового цикла, С1

по каналу  
РАМ /Сгееп

по каналу  
ЗОЕ/Уе11о\л//НЕХ

н<о
^  У> 
У: 1  
&  |

V  ® 
-о 5о „  
о .2 з
V 3) 
о. у> 
з - 5  
с  ^

ОК Экстракция ДНК М еньш е граничного 
значения

Больше граничного 
значения

К- ПЦР Больше граничного 
значения

Больше граничного 
значения

К+Л/.тел/'лдШ/з ПЦР
Больше граничного 

значения
М еньш е граничного 

значения

К+зт1 ПЦР
М еньш е граничного 

значения
Больше граничного 

значения
фШ 0)3 та

Ё 1 8
*  1 § 
о. ф чг
ш с С I о. —
' <0 2  V з  з  
л О 'Д О О -С ф о о.
5 О о 
о 3  5 а »  9̂  ф та
С со ^

ОК Экстракция ДНК Больше граничного 
значения

Больше граничного 
значения

К- ПЦР Больше граничного 
значения

Больше граничного 
значения

К+ 8.рпеит оп1ае ПЦР
М еньш е граничного 

значения
Больше граничного 

значения

К+/-/./пГ/иелгае ПЦР Больше граничного 
значения

М еньш е граничного 
значения

ВНИМАНИЕ!
1. Если для положительного контроля ПЦР (К+) сигнал по каналам РАМ или НЕХ 

больше граничного значения, необходимо повторить амплификацию и детекцию 

для всех образцов, в которых сигнал по каналам РАМ или НЕХ был больше 

граничного значения на соответствующем типе ПЦР-смеси-1.

2. Если для отрицательного контроля экстракции ДНК (ОК) (кроме ПЦР-смеси-1- 
РЕР/РРТ Л/е/ззег/а т е п 'т д Ш сИ з  I 5Т1 по каналу РАМ) и/или отрицательного 

контроля этапа ПЦР (К-) (по всем каналам) сигнал меньше граничного значения, 

необходимо повторить ПЦР-исследование для всех образцов, в которых 

обнаружена ДНК соответствующих патогенов, начиная с этапа экстракции ДНК.
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СРОК ГОДНОСТИ. УСЛОВИЯ ТРАНСПОРТИРОВАНИЯ И ХРАНЕНИЯ
Срок го д н о с т и . 9 мес. Набор реагентов с истекшим сроком годности применению не

подлежит.

Т р а н с п о р ти р о в а н и е . Набор реагентов транспортировать при температуре от 2 до 

8 °С не более 5 сут. «ПЦР-комплект» вариант РЕР/РРТ-50 Р при получении 

разукомплектовать в соответствии с указанными температурами хранения.

Хранение. Набор реагентов хранить при температуре от 2 до 8  °С. ПЦР-смесь-1- 

РЕР/РРТ Л/е/ззела теп1пдШсЛз / 5Т1, ПЦР-смесь-1-РЕР/РРТ 81гер !ососсиз

рпеитоп1ае /  Н ает о рЫ 1и з т Т1иет ае , ПЦР-смесь-2-РРТ и полимеразу (ТацР) хранить 

 ̂при температуре не выше минус 16 °С. ПЦР-смесь-1-РЕР/РРТ Л/е/ззег/а теп1пдШсИз / 

ЗТ1, ПЦР-смесь-1-РЕР/РРТ 81гер1ососси8 рпе и т о п 1 а е  /  Н ает орЫ 1и8 1п(1иеп1ае 

хранить в защищенном от света месте.

Условия о т п у с к а . Для лечебно-профилактических и санитарно-профилактических 

учреждений.

Рекламации на качество набора реагентов «АмплиСенс® Ы .т еп'т дШ сИз /  

Н.'тЛиепгае /  З .р п е и т о т а е -Р1_» направлять на предприятие-изготовитель ФГУН 

ЦНИИЭ Роспотребнадзора (111123 г. Москва, ул. Новогиреевская, д. За) в отдел по 

работе с рекламациями и организации обучения (тел. (495) 974-96-46, факс (495) 

916-18-18, е-таП: ргос1ис15@рсг.ги)9.

Заведующий НПЛ
ФГУН ЦНИИЭ Роспотребнадзора

Главный врач
ФГУЗ «Центр гигиены и Эпидемиологии 
в Ярославской области»

Е.Н. Родионова

9 Отзывы и предложения о продукции «АмплиСенс» вы можете оставить, заполнив анкету 
потребителя на сайте: хллллллатрПзепз.ги.



ПРИЛОЖЕНИЕ 1. Схема приготовления реакционных смесей для ПЦР с

цетекцией по «конечной точке»

О бъ ем  реагентов на указанное количество реакций (мкл)

О бъ ем  реагента на 
одну реакцию  (м кл)

10,00 5,00 0,50

Ч исло реакций10 П ЦР-см есь-1-РПТ П Ц Р-см есь-2-РРТ Полимераза (ТацР)

8 80 40 3,0

10 100 50 4,0

12 120 60 5,0

14 140 70 6,0

16 160 80 7,0

18 180 90 8,0

20 200 100 9,0

22 220 110 10,0

24 240 120 11,0

26 260 130 12,0

28 280 140 13,0

30 300 150 14,0

32 320 160 15,0

34 340 170 16,0

'“ Число клинических образцов, контроли этапа экстракции ДНК (N1), контроли этапа ПЦР и пробирки 
«Фон» с запасом на один образец (N+5+1).



ПРИЛОЖЕНИЕ 2. Схема приготовления реакционных смесей для ПЦР с

детекцией в режиме «реального времени»

О бъ ем  реагентов на указанное количество реакций (мкл)

О бъ ем  реагента на 
одну реакцию  (м кл)

10,00 5,00 0,50

Ч исло реакций11 П Ц Р -см есь-1- РПТ П ЦР-см есь-2-РП Т Полимераза (ТацР)

6 60 30 3,0

8 80 40 4,0

10 100 50 5,0

12 120 60 6,0

14 140 70 7,0

16 160 80 8,0

18 180 90 9,0

20 200 100 10,0

22 220 110 11,0

24 240 120 12,0

26 260 130 13,0

28 280 140 14,0

30 300 150 15,0

32 320 160 16,0

11 Число клинических образцов, контроли этапа экстракции ДНК (N1), контроли этапа ПЦР с запасом на 
один образец (N+3+1).
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^  ЭКСПЕРТНОЕ ЗАКЛЮЧЕНИЕ № 161-30-11
по результатам экспертизы документации на медицинское изделие, 

заявленное к регистрации в Российской Федерации

Полномочия экспертной организации: Договор № 5-С от 18.12.2009
«О сотрудничестве Росздравнадзора с ГОУ ВПО РГМУ Росздрава при проработке вопросов, 
отнесенных к установленной сфере деятельности Росздравнадзора»

Основание для проведения экспертизы: 
ФБУН ЦНИИЭ Роспотребнадзора №03/424

письмо-заявка от учреждения

|Цель проведения экспертизы: оценка качества, эффективности и безопасности изделий 
медицинского назначения

I
Наименование изделия: Набор реагентов для выявления ДНК Ыетззепа тешп§ШсНз,
НаеторЫ1из тЯиепгае и ЗТгерТососсиз рп еитотае в клиническом материале 
методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) с гибридизационно-флуоресцентной 
детекцией «АмплиСенс® N. тешп§ШсН$ / Н. тйиепгае / 8. рпеитотае-РГ»
по ТУ 9398-163-0 1 8 9 7 5 93-20 1 0.
Заявитель: ФБУН ЦНИИЭ Роспотребнадзора, Россия
юридический и фактический адрес: Россия, 111123, г. Москва, ул. Новогиреевская, 3 А, 
тел. (495)305-54-24, факс (495)305-54-23,

} т&@рсг.ги

Фирма-пронзводитель: ФБУН ЦНИИЭ Роспотребнадзора, Россия
юридический и фактический адрес: Россия, 111123, г. Москва, ул. Новогиреевская, 3 А,
тел.(495)305-54-24, факс (495)305-54-23,
тСо@рсг.ги
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В материалах представлены копии:

1. Заявление о проведении регистрации изделия от ФБУН «ЦНИИ Эпидемиологии» 
Роспотребнадзора.

2. Свидетельство от 27.05.2011, серия 77 №012445458, о внесении записи в ЕГРЮЛ по 
ФБУН «ЦНИИ Эпидемиологии» Роспотребнадзора, ОГРН 1027700046615.

3. Письмо заявителя №03/402 от 02.06.2011 о смене названия организации на 
ФБУН «ЦНИИ Эпидемиологии» Роспотребнадзора.

4. Справка о медицинском изделии.
5. Протокол технических испытаний с отзывом на инструкцию по применению 

от ГОУ ДНО «РМАПО Росздрава» №417/10 от 23.11.2010.
6. Заключение о результатах клинических испытаний от 18.01.2011 ГУЗ города Москвы 

«Инфекционная клиническая больница №2».
7. Отчет о результатах клинических испытаний от 29.04.2011 ФГУЗ «Центр гигиены и 

эпидемиологии в Ярославской области».
8. Нормативный документ ТУ 9398-163-01897593-2010.
9. Инструкция по применению.
10. Аналитические паспорта.
11. Предварительные испытания.

Основные параметры и характеристики изделия:

Наименование изделия: Набор реагентов для выявления ДНК Не138епа тешп§ШсЙ5, 
[ НаеторЬПиз тЯиепгае и 81гер1ососсиз рпеитошае в клиническом материале 

методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) с гибридизационно-флуоресцентной 
| детекцией «АмплиСенс® N. тетщрйсНз / Н. тЯиепгае / 8. рпеитошае-РР»

по ТУ 9398-163-01897593-2010.

Область применения: клиническая лабораторная т  у й г о  диагностика

Назначение изделия: для выявления ДНК ЫеЦзепа тешп§ШсН$, НаеторЬНиз тЯиепгае
я 81гер1ососси8 рпеитошае в образцах с п и н н о м о з г о в о й  ж и д к о с т и  методом ПЦР с 
гибридизационно-флуоресцентной детекцией продуктов амплификации.

[Общие данные: Этиологическая структура воспалительных заболеваний центральной 
1 нервной системы (ЦНС) очень разнообразна. Возбудителями наиболее часто являются 
I бактериальная флора (менингококк, пневмококк, гемофильная и туберкулезная палочки и 
I другие) и вирусы (энтеровирусы, вирус паротита, герпетические вирусы). Необходимость 
! адекватной этиотропной терапии, во многом определяющей течение и прогноз менингита, 
[требует быстрого и точного определения характера патологического процесса в ранние 
сроки заболевания.

В связи с этим разработан набор реагентов, предназначенный для выявления ДНК 
^вчепа тешп§ШсН8, Наеторййиз тЯиепгае и 81герТососсиз рпеитошае в образцах 
с п и н н о м о з г о в о й  ж и д к о с т и  методом ПЦР с гибридизационно-флуоресцентной детекцией 
продуктов амплификации.

Используемый метод основан на одновременной амплификации участков ДНК 
Решена тешп§Шсй$, НаеторЬПиь тЯиепгае и 81гер1ососси$ рпеитошае, а также участка 
внутреннего контрольного образца (ВКО) в двух реакционных пробирках (формат 
«мультиплекс-ГЩР») и гибридизационно-флуоресцентной детекции, которая производится 
либо непосредственно в ходе ПЦР (вариант РКТ), либо после ее завершения (вариант РЕР). 
Реакционная смесь содержит олигонуклеотидные праймеры и флуоресцентно-меченые 
'ибридизационные зонды, которые комплементарны внутренним специфическим участкам 
амплифицируемого фрагмента. Флуоресцентный сигнал, испускаемый флуоресцентно­
меченым зондом, детектируется оптическим блоком амплификатора непосредственно в 
процессе реакции в реальном времени (формат РКТ) или флуоресцентным детектором по 
окончании амплификации (формат РЕР). Флуоресцентно-меченые зонды для каждой из 
мишеней имеют свою длину волны, что позволяет регистрировать сигнал по
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соответствующему каналу. Для детекции трех возбудителей и ВКО используется 
амплификатор или флуоресцентный детектор с оптическим блоком, имеющим 2 и более 
каналов.

Набор реагентов выпускается в 1 варианте - вариант РЕР/РКТ.
Р1абор реагентов выпускается в 2 формах комплектации:
Форма 1 включает комплект реагентов «ПЦР-комплект» вариант РЕР/РКТ-50 Р.
Форма 2 включает наборы реагентов оптом, расфасованные по отдельным реагентам, 

с маркировкой реагентов на их оптовой фасовке.
Форма комплектации 1 предназначена для проведения одновременной амплификации 

участков ДНК Иегзяепа шешп^ШсИз, НаеторЬйия тЯиепгае и 51гер1ососси8 рпеитошае с 
гибридизационно-флуоресцентной детекцией в режиме «реального времени» или по 
«конечной точке». Для проведения полного НЦР-исследования необходимо использовать 
комплекты реагентов для экстракции (выделения) ДНК из клинического материала, 
рекомендованные ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора.

Форма комплектации 2 предназначена для промышленных целей с последующей 
маркировкой на языке заказчика и комплектацией по наборам.

Аналитическая чувствительность -  набор должен выявлять ДНК Ые18$епа 
тешп^ШсНв, НаеторЬПиз тЯиепгае и §1гер1ососси8 рпеитошае в концентрации не менее 
1x103 ГЭ (геномных эквивалентов) в 1 мл пробы.

Полные технические характеристики и специфика изделия изложены в нормативном 
документе и инструкции по применению.

Результаты экспертизы документов на изделие медицинского назначения:

На основании представленных заявителем документов установлено, что:

( Данное изделие относится к изделиям медицинского назначения и соответствует коду 
П продукции по Общероссийскому классификатору продукции ОК 005-93 -9 3  9816.

Название изделия и область применения соответствуют функциональному 
назначению.

В зависимости от степени потенциального риска применения (в соответствии с ГОСТ 
Р 51609-2000) изделие относится к классу 26.

Нормативным документом (Технические условия на Набор реагентов для выявления 
ДНК Не1$зепа тепт^ШсНз, НаеторЬПиз тЛиепхае и 8 1гер1ососсиз рпеитошае в клиническом 
материале методом полимеразной цепной реакции (Г1ЦР) с гибридизационно- 
флуоресцентной детекцией «АмплиСенс® N. тешп§ШсН& / Н. тПиепгае / 5. рпеитошае-РЕ» 
по ТУ 9398-163-01897593-2010, введены впервые, согласованы в установленном порядке 
ГОУ ДПО «РМАПО Росздрава» 23.11.2010, разработчик ФГ'УН ЦНИИЭ Роспотребнадзора) 
установлены требования к: основным техническим характеристикам, формам комплектации, 
Уставу изделия, маркировке, упаковке, безопасности, приемке и методам контроля, 
транспортированию и хранению, гарантиям.

Технические испытания (протокол технических испытаний ГОУ ДПО «РМАПО 
госздрава» №417/10 от 23.11.2010) проведены с целью определения соответствия 
характеристик изделия требованиям безопасности в соответствии с Нормативным 
Документом и ГОСТ Р 51088-97, ГОСТ Р 51609-2000, ГОСТ Р 51352-99. Испытания 
Проводились с использованием средств измерений и оборудования, поверенных и 
Хггестованных в установленном порядке. По результатам испытаний установлено, что 
Собранные и выборочно испытанные образцы модификаций заявленного к регистрации 
(далия технические испытания выдержали и соответствуют вышеуказанным требованиям

|ля данного вида ИМН.
Медицинские испытания (заключение о результатах клинических испытаний от 

18.01.2011 ГУЗ города Москвы «Инфекционная клиническая больница №2» и отчет о 
кзультатах клинических испытаний от 29.04.2011 ФГУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии в 
1рославской области») проведены специалистами профильных лабораторий с целью оценки
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___ __ — ... ирииисмия заявленного к регистрации изделия в практике
специализированных лабораторий медицинских учреждений на территории Российской 
Федерации. В ходе лабораторных исследований набор реагентов зарекомендовал себя 
соответствующим заявленным техническим характеристикам и функциональному 
назначению. Отмечены высокие показатели диагностической чувствительности и 
специфичности (при сравнении с аналогом, показатели чувствительности имели 
соответствующие показатели). Замечаний и рекламаций не зафиксировано. Изделие 
рекомендовано к использованию на территории Российской Федерации и к регистрации.

Дополнительных испытаний не требуется.
Протоколы испытаний оформлены в полном объеме и содержат достаточную 

гнформацию по безопасности регистрируемого изделия.
Актуальность проблем, для решения которых могут быть использованы заявленные к 

>егистрации изделия, не вызывает сомнения.
Предлагаемая инструкция по применению медицинского изделия содержит 

юстаточный объем информации.
На основании вышеперечисленных испытаний проведена оценка качества, 

ффективности и безопасности изделия медицинского назначения в соответствии с классом 
отенциального риска применения 26 по ГОСТ Р 51609-2000).

Документация представлена в соответствии с требованиями Административного 
егламента  и социального 
азвития по исполнению государственной функции по регистрации изделий медицинского 
азначения, утвержденного Приказом Министерства здравоохранения и социального 
гзвития Российской Федерации №735 от 30.10.2006.

ЫВОД: ГОУ ВПО РГМУ Росздрава рекомендует зарегистрировать заявленное изделие 
щицинского назначения для применения в медицинской практике на территории 
)ссийской Федерации под уточненным наименованием:

Набор реагентов для выявления ДНК №е18$епа тешп§Ш(Н$, НаеторЬПи$ тЯиепгае и 
8(гер1ососсш рпеитошае в клиническом материале методом полимеразной цепной 

реакции (ПЦР) с гибридизационно-флуоресцентной детекцией 
«АмплиСенс® N. тепш§Ш(Н$ / Н. тЯиепгае / 8. рпеитошае-ГЬ»

по ТУ 9398-163-01897593-2010.

ю и зв о д и те ль: ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора,
1123. г. Москва, ул. Новогиреевская, ЗА

жомендации: представить в Росздравнадзор документы, свидетельствующие о смене 
именования организации и о праве пользования Нормативным документом.

кспертиза проведена:

н.с. лаборатории клинико- 
кономического анализа, к.м.н. Е.В.Деркач

Экспертное заключение № 161 -ЭО-11 стр. 4 из 4



Пронумеровано, прошнуровано и скреплено 
печатью 4 ^ _______лист

Зам. директора ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии

N\

I


