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с п и с о к  СОКРАЩ ЕНИЙ

В настоящ ей инструкции применяю тся следую щие сокращ ения и обозначения:

в- - Отри ц ател ьны й  контроль экстракции (выделения) Д Н К
Д Н К - дезоксирибонуклеиновая кислота
к+ - Полож ительны й контроль П Ц Р
к- - О трицательны й контроль П Ц Р
око - О трицательны й контрольный образец
пко - Полож ительны й контрольный образец
П Ц Р - Пол и м еразная цепная реакция

Ф Б У Н  Ц Н И И
Эпидемиологии
Роспотребнад зора

- ф ед ерал ьное бюджетное учреж дение науки «Центральны й 
научно-исследовательский институт эпидемиологии» 
Ф едеральной службы по надзору в сф ере защиты прав 
потребителей и благополучия человека

F E P - Ф л уоресцентная детекция по «конечной точке»
F R T - Ф л уоресцентная детекция в режиме «р е а л ьн о го  врем ени»

НАЗНАЧЕНИЕ

Н а б о р  ре аге нтов «АмплиСенс® Mycoplasma pneumoniae I Chlamydophila 
pneumoniae-fL» предназначен для выявления Д Н К  M y c o p la sm a  p n e u m o n ia e  и 

C h la m yd o p h ila  p n e u m o n ia e  в биологическом м атериал е методом полимеразной 

цепной реакции ( П Ц Р )  с гибрид изационно-ф луоресцентной детекцией.

М атериалом  для проведения П Ц Р  служат пробы Д Н К , полученны е из образцов 

следую щего м атери ал а: мокроты (либо аспиратов из тр а хе и ), промывных вод 

бронхов, бронхо-альвеолярного лаваж а, мазков со слизистой нижнего носового хода 

и задней стенки ротоглотки, секционного м атериал а.

Н а б о р  также может использоваться при изучении роли M y c o p la sm a  p n e u m o n ia e  и 

C h la m yd o p h ila  p n e u m o n ia e  в патогенезе неинф екционны х хронических заболеваний, 

наприм ер, серд ечно - сосудистой системы путем обнаруж ения Д Н К  M yc o p la sm a  

p n e u m o n ia e  и C h la m y d o p h ila  p n e u m o n ia e  в цельной крови при использовании для 

экстракции Д Н К  комплекта реагентов « Р И Б О - с о р б » .
ВНИМАНИЕ! Результаты  П Ц Р -и с сл е д о в а н и я  учиты ваю тся в комплексной 

диагностике з а б о л е в а н и я \

ПРИНЦИП МЕТОДА

Вы явление Д Н К  M y c o p la s m a  p n e u m o n ia e  и C h la m y d o p h ila  p n e u m o n ia e  методом 
полимеразной цепной реакции ( П Ц Р )  с гибридизационно-ф луоресцентной детекцией 

включает в себя два этап а: экстракцию Д Н К  из образцов биологического м атериала, 

амплификацию участков генов « p u ta tiv e  lipopro te in»  M y c o p la sm a  p n e u m o n ia e  и 
« о т р А »  C h la m y d o p h ila  p n e u m o n ia e  в присутствии ф луоресцентно-м ечены х 

олигонуклеотидны х зондов и гибридизационно-ф луоресцентную  детекцию, которая

в  соответствии с Директивой Европейского Союза 98/79/ЕС



производится либо непосред ственно в ходе П Ц Р  (ф орм ат F R T ) ,  либо после ее 

завершения (ф о рм ат F E P ) .  В анализе используется принцип эндогенного внутреннего 

контроля - амплиф икация участка гена протром бина человека, что позволяет 

контролировать присутствие в образце клеток и Д Н К  человека в достаточном 

количестве. Таким  образо м , эндогенный внутренний контроль позволяет не только 

контролировать этапы П Ц Р -и с сл е д о в а н и я  (экстракцию Д Н К  и проведение П Ц Р ) , но и 

оценивать адекватность взятия м атериала и его хр ан ен и я.

ФОРМАТЫ И ФОРМЫ ВЫПУСКА НАБОРА РЕАГЕНТОВ 

Набор реагентов выпускается в 2 форматах.

Формат FEP

Н а б о р  реагентов вы пускается в 7  ф о рм ах комплектации:

Форма 1 включает комплекты реагентов « Р И Б О - п р е п »  вариант 50, «П Ц Р -к о м п л е к т» 

вариант F E P  (пробирки 0 ,5  мл);

Форма 2 включает комплекты реагентов « Р И Б О - п р е п »  вариант 50, «П Ц Р -к о м п л е к т » 

вариант F E P  (пробирки 0 ,2  мл);

Форма 3 включает комплекты ре агентов « Р И Б О - с о р б »  вариант 50, «П Ц Р -к о м п л е к т» 
вариант F E P  (пробирки 0 ,5  мл);

Форма 4 включает комплекты ре агентов « Р И Б О - с о р б »  вариант 50, «П Ц Р -к о м п л е к т» 

вариант F E P  (пробирки 0 ,2  мл);

Форма 5 включает комплект реагентов «П Ц Р -к о м п л е к т » вариант F E P  (пробирки

0,5 мл);

Форма 6 вкпю чает комплект реагентов «П Ц Р -к о м п л е к т » вариант F E P  (пробирки

0 ,2  мл);

Форма 7 вклю чает наборы  реагентов оптом , расф асованны е по отдельным 

реагентам , с маркировкой ре агентов на их оптовой ф асовке.

Формы комплектации 1 , 2 предназначены для проведения полного П Ц Р -  

исследования, вкпю чаю щ его экстракцию Д Н К  из биологического материала методом 

преципитации и амплиф икацию  Д Н К  с гибридизационно-ф луоресцентной детекцией 

по «конечной то чк е»
Формы комплектации 3, 4 предназначены для проведения полного П Ц Р - 

исследования, включаю щ его экстракцию Д Н К  из биологического материала методом 
сорбции на силикагеле и амплификацию Д Н К  с гибридизационно-ф луоресцентной 

детекцией по «конечной точк е»
Формы комплектации 5, 6 предназначены для проведения амплификации Д Н К  с 

гибрид изационно-ф луоресцентной детекцией по «конечной то ч к е ». Для проведения

полного П Ц Р -и с сл е д о в а н и я  необходим о использовать комплекты реагентов для
4



экстракции Д Н К / Р Н К , рекомендованны е Ф Б У Н  Ц Н И И  Эпидемиологии 

Ро спотребнад зора.

Форма комплектации 7  предназначена для производственны х целей для 

последующей маркировки на языке заказчика и комплектации по наборам . 

В Н И М А Н И Е !  Ф орма комплектации 7  используется только в соответствии с 

реглам ентом , утвержденным Ф Б У Н  Ц Н И И  Эпид ем иологии Роспотребнад зора.

Ф о р м а т F R T

Н а б о р  реагентов выпускается в 7  ф о рм ах комплектации:

Ф о р м а  1 включает комплекты реагентов « Р И Б О - с о р б »  вариант 50, «П Ц Р -к о м п л е к т » 

вариант F R T  (пробирки 0 ,2  мл в соответствии с типом ам плиф икатора).

Ф о р м а  2 включает комплекты реагентов « Р И Б О - п р е п »  вариант 50, «П Ц Р -к о м п л е к т» 

вариант F R T  (пробирки 0 ,2  мл в соответствии с типом ам плиф икатора).

Ф о р м а  3 вклю чает комплекты реагентов « Р И Б О - с о р б »  вариант 10 0 , « П Ц Р -  

комплект» вариант F R T - 1 0 0  F .

Ф о р м а  4 включает комплекты реагентов « Р И Б О - п р е п »  вариант 10 0 , « П Ц Р -  

комплект» вариант F R T - 1 0 0  F .

Ф о р м а  5 включает комплект ре агентов «П Ц Р -к о м п л е к т » вариант F R T  (пробирки 0,2 

мл в соответствии с типом ам плиф икатора)

Ф о р м а  6 включает комплект ре агентов «П Ц Р -к о м п л е к т » вариант F R T - 1 0 0  F .

Ф о р м а  7  вклю чает наборы  реагентов оптом , расф асованны е по отдельным 

реагентам , с маркировкой ре аге нтов на их оптовой ф асовке.

Формы комплектации 1 , 2 предназначены для проведения полного П Ц Р - 

исследования, включающего экстракцию Д Н К  из биологического материала методом 

преципитации и амплиф икацию  Д Н К  с гибридизационно-ф луоресцентной детекцией 

в режиме «р е а л ь н о го  в р е м е н и ».

Формы комплектации 3, 4 предназначены для проведения полного П Ц Р - 

исследования, включающего экстракцию Д Н К  из биологического материала методом 

сорбции на силикагеле и амплификацию Д Н К  с гибридизационно-ф луоресцентной 

детекцией в режиме «р е а л ь н о го  вре м е н и ».
Формы комплектации 5, 6 предназначены для проведения амплификации Д Н К  с 

гибрид изационно-ф луоресцентной детекцией в режиме «р е а л ьн о го  врем ени». Для 

проведения полного П Ц Р -и с сл е д о в а н и я  необходим о использовать комплекты 
реагентов для экстракции Д Н К / Р Н К , рекомендованны е Ф Б У Н  Ц Н И И  Эпидемиологии 

Ро спотребнад зора.
Форма комплектации 7  предназначена для производственны х целей для 

последующей маркировки на языке заказчика и комплектации по наборам .



ВНИМАНИЕ! Ф орма комплектации 7  используется только в соответствии с 

реглам ентом , утвержденным Ф Б У Н  Ц Н И И  Эпидем иологии Роспотребнад зора.

АНАЛИТИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ 

Аналитическая чувствительность
Вид 

клиническог 
о материала

Возбудител
ь

Объем 
материал 

а мкл

Комплект для 
экстракции 
ДНК/РНК

Комплект для 
амплификаци 
и и детекции

Аналитическая 
чувствительно 

сть ГЭ/мл ̂
тСлизистая

нижнего
носового
хода и
задней
стенки
ротоглотки и
мокроты,
обработаннй
муколизином

«Р И Б О -с о р б »
«Р И Б О -п р е п »

M ycoplasm a
pneum oniae ,
Chlam ydophil
а
pneu m o n ia e

N u c liS EN S
e asyM AG

« П Ц Р -
комплект»

вариант F E P
1 0 0

«Р И Б О -с о р б »
«Р И Б О -п р е п »

N u c liS EN S
easyM AG

« П Ц Р - 
комплект» 

вариант F R T , 
вариант F R T -  

100 F

1x10
5x10"
5x10'
IxlO'"
5x10"

5x10"

Аналитическая специфичность

Н а б о р  ре аге нтов обн аруж и вает ф рагменты  Д Н К  заявленны х возбудителей. 

Аналитическая специф ичность набор а реагентов доказана при исследовании Д Н К  

следующих м икроорганизм ов: S tr e p to c o c c u s  s p p ., M oraxe lla  catarrhalis, S ta p h ilo c o c c u s  

a u re u s , S ta p h ilo c o c c u s  sa p ro p h itic u s , H a e m o p h ilu s  in flu e n za e , P r o te u s  mirabilis, 

K lebsie lla  p n e u m o n ia e , P s e u d o m o n a s  a e ru g in o sa , M y c o b a c te r ia  tu b e rc u lo s is  2 72 9 4  105, 

N e isse r ia  flava. N e is se r ia  s ic c a , N e is se r ia  m u c o s a , E. co li A T C C , N C T C , E n te ro c o c c u s  

fa eca lis , L e g io n e lla  p n e u m o p h ila . S h ig e lla  fle x n e h , S h ig e lla  so n n e i. S a lm o n e lla  enteritidis, 

Y ersin ia  en teroco llitica , B o rd e te lla  p e r tu s s is , B o rd e te lla  p a ra p e r tu s s is , B ordete lla  

b ro n c h ise p tic a , a также геном ной Д Н К  человека. Показано отсутствие активности 

компонентов наб ор а в отнош ении родственны х микроорганизмов: C hlam ydoph ila  

arginini, C h la m y d o p h ila  p e c o ru m . C h la m y d ia  tra c h o m a tis , C h la m yd ia  m uridarum . 

C h la m yd ia  su is , C h la m y d o p h ila  a b o rtu s , C h la m y d o p h ila  p sitta c i, M y c o p la sm a  arginini, 

M yc o p la sm a  m y c o id e s  (подвид ca p h ), M y c o p la sm a  hyorin is , M y c o p la sm a  bovigen ita lium . 

M yc o p la sm a  b o v in e , M y c o p la s m a  sa livarium . M y c o p la s m a  fa u c iu m . M yc o p la sm a  

g a llisep ticu m . M y c o p la s m a  s in o v ia e , M y c o p la sm a  g en ita liu m , M y c o p la sm a  hom in is.

МЕРЫ ПРЕДОСТОРОЖНОСТИ

Р а б о та  должна проводиться в л аб о р ато р и и , выполняющей молекулярно­

биологические ( П Ц Р )  исследования клинического м атериала на наличие 

возбудителей инф екционны х болезней, с соблю дением санитарно-эпидемических

■ Чувствительность выражается в геномных эквивалентах (ГЭ) возбудителя в 1 мл пробы.



правил С П  1 .3 .2 3 2 2 -0 8  «Б ез оп асн о сть  работы  с микроорганизмами III-1V  групп 

патогенности (опасности) и возбудителями паразитарны х бо л е зн е й », С а н П и Н  

2 .1 .7 .2 7 9 0 - 1 0  «Сан и тарн о-эпи д ем и ол оги чески е требовани я к обращ ению с 

медицинскими о тхо д а м и » и методических указаний М У  1.3 .2 5 6 9 -0 9  «Организация 

работы  л а б о р а то р и й , использую щих методы амплификации нуклеиновых кислот при 

работе с м атериал ом , содержащим микроорганизмы I - I V  групп патоген ности ».

При работе всегда следует выполнять следующие требования:

-  С л е д уе т рассм атривать исследуемые образцы  как инфекционно-опасны е, 

организовы вать р а б о ту и хр ан ен и е в соответствии с С П  1.3 .2 3 2 2 -0 8  

«Б ез оп асн о сть работы  с микроорганизмами III-IV  групп патогенности 
(опасности) и возбудителями паразитарны х б о л е з н е й ».

-  Уб и р ать  и дезинф ицировать разлитые образцы или реактивы, используя 

дезинф ицирую щ ие сред ства в соответствии С П  1 .3 .2 3 2 2 -0 8  «Безопасность 

работы с микроорганизмами III-IV  групп патогенности (опасности) и 

возбудителями паразитарны х бо л е зн е й ».

-  Лабораторны й процесс должен быть однонаправленным. Анализ проводится в 

отдельных помещ ениях (зонах). Р а б о ту  следует начинать в Зоне Выделения, 

продолжать в Зоне Амплификации и Детекции. Н е  возвращать образцы, 

оборудование и реактивы в зону, в которой была проведена предыдущая стадия 

процесса.

-  Неиспользованны е реактивы, реактивы с истекшим сроком годности, а также 

использованны е реактивы следует удалять в соответствии с требованиями 

С а н П и Н  2 .1 .7 .2 7 9 0 - 1 0  «Сан и тарно-эпид ем иол огические требования к 

обращ ению  с медицинскими о тхо д а м и ».

ВНИМАНИЕ! П р и  удалении отход ов после амплификации (пробирок, содержащих 

продукты П Ц Р )  недопустим о открывание пробирок и разбры згивание содержимого, 

поскольку это может привести к контаминации продуктами П Ц Р  лабораторной зоны, 

оборудования и ре а ге н то в .

-  Использовать и менять при каждой операции одноразовы е наконечники для 
автом атических д озаторов с ф ильтром . О д н оразо вую  пластиковую посуду 

(пробирки, наконечники) необходим о сбрасы вать в специальный контейнер, 

содержащий дезинфицирующ ий 0 ,2  %  раствор Д П -2 Т .

-  П о верхно сти  сто л о в, а также пом ещ ения, в которы х проводится постановка 

П Ц Р , до начал а и после заверш ения р а б о т необходим о подвергать 

ул ьтраф и ол етово м у облучению  в течение 30 мин.

-  Прим енять набор строго по назначению , согласно данной инструкции.
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-  Допускать к р а б о те  с набором  только специально обученны й персонал.

-  Н е  использовать набор по истечении срока годности.

-  Использовать одноразовы е перчатки, л або рато рны е хал аты , защищать глаза во 

время работы  с образцам и и реактивами. Тщ а те л ь н о  вымыть руки по окончании 

работы .

-  Избегать контакта с кожей, глазами и слизистой оболочкой. При контакте 

немедленно промыть пораж енное место водой и обратиться за медицинской 

помощью.

-  Листы безопасности м атериал ов ( M S D S  -  material safety data sheet) доступны 

по запросу.

Ш  ДОПОЛНИТЕЛЬНЫЕ МАТЕРИАЛЫ И ОБОРУДОВАНИЕ

Взятие исследуемого материала

1 . Тр ан сп ор тн ая среда -  «Т р а н с п о р тн а я  среда для хранения и транспортировки 

респираторны х м азков» ( Т У  9 3 9 8 -0 8 3 -0 18 9 75 9 3 -2 0 0 9 ).

2. Педиатрический назоф арингеальны й велю р-там пон на пластиковом аппликаторе 

( 5 1 6 C S 0 1 , C O P A N , И та л и я ) -  зонд для взятия мазков со слизистой нижнего 

носового хода у д етей.

^  3. Гибкий назоф арингеальны й велю р-тампон на пластиковом аппликаторе

(5 0 3 C S 0 1 , C O P A N , И тал и я ) -  зонд для взятия мазков со слизистой нижнего 

носового хода у взрослы х.
4. Зонд-там пон (полистирол с там поном  из вискозы), в индивидуальной упаковке, 

стерильный (3 0 0 20 2, D eltalab , Испания) -  зонд для взятия мазков из ротоглотки у 

детей и взрослых.

5. Муколизин ( Т У  9 3 9 8 -15 9 -0 18 9 7 5 9 3 -2 0 11) - ре аге нт для проведения

ф  предварительной подготовки мокроты и аспиратов вязкой консистенции.

6. Стерильны й физиологический раствор или ф осф атны й буф ерны й раствор -  для 

предварительной подготовки секционного м атериал а.

7 .  Ф арф оровы е ступки с пестиками для гомогенизации секционного материала.

8. М икроцентриф уга для пробирок типа «Э п п е н д о р ф » до 12  тыс д.

ЗОНА 1 Экстракция ДНК из исследуемого материала

1 . Комплект р е аге н тов для выделения -  « Р И Б О - с о р б »  ( Т У  9 398-004-01897593- 

2008), « Р И Б О - п р е п »  ( Т У  9 3 9 8 -0 71-0 18 9 75 9 3 -2 0 0 8 ) или другие рекомендованные 

Ф Б У Н  Ц Н И И  Эпид ем иологии Роспотребн ад зора - при работе с формами 

комплектации 5 и 6 (вариант F E P  и вариант F R T ) .
2. Дополнительны е материалы  и оборуд ование для экстракции -  согласно
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инструкции к комплекту ре аге нтов для выделения Р Н К / Д Н К .

3. Автом атическая станция для выделения Р Н К / Д Н К  (наприм ер N u c liS E N S  

e a s y M A G  (bioM erie ux, Ф ранция) -  при использовании автоматических станций 

для экстракции нуклеиновы х кислот.

4. Н а б о р  реактивов и расходны х м атериалов к автоматической станции (например 

N u c liS E N S  e a s y M A G  (N u c liS e n s буф ер для экстракции 1 , N ucliSens буф ер для 

экстракции 2 , N u c liS e n s буф ер для экстракции 3, N u cliS e n s буф ер для лизиса, 

NucliSens м агнетизированная силика) (bioM erieux, Ф ранция)) -  при использовании 

автом атических станций для экстракции нуклеиновы х кислот.

ЗОНА 2. Проведение ПЦР и гибридизационно-флуоресцентной детекции

продуктов амплификации.

1 . Бокс бактериальной воздушной среды П Ц Р -б о к с  (наприм ер, « Б А В - П Ц Р -  

«Л а м и н а р -С » , «Л ам и н ар н ы е систем ы », Россия).

2. Центриф уга/вортекс (наприм ер, « Т Э Т А - 2 » ,  « Б и о к о м », Росси я).

3. Автом атические дозаторы  перем енного объ ем а (от 5 до 20 мкл, при работе с 

«П Ц Р -к о м п л е к т » вариант F R T - 1 0 0  F  от 20 до 200 мкл) (например, 

«Л е н п и п е т »,.Р о с с и я )

4 . Од норазовы е наконечники с ф ильтром до 10 0  мкл и 200 мкл в штативах 

(наприм ер, А х у д е п ,С Ш А ).

5. Штативы для пробирок объ ем ом  0 ,2  мл или 0 ,5  мл (в соответствии с 

используемыми комплектами реагентов) (наприм ер «И н т е р Л а б С е р в и с », Россия)

6. Холодильник о т 2 до 8 ° С  с морозильной камерой не выше минус 16 °С  для 

выделенных проб Д Н К .

7 .  Отдельны й ха л а т, ш апочки, обувь и одноразовы е перчатки по М У  1.3 .25 6 9 -0 9 .

8. Ем кость для сброса наконечников.

П р и  работе с «П Ц Р -к о м п л е к т о м » вариант F E P :
1 . Програм м ируем ы й ам плиф икатор (наприм ер, «Те р ц и к » («Д Н К-Технол оги я», 

Россия), G ra d ie n t Palm  C ycler (Corbett Research, Австралия), M a x y G e n e  (A xyg e n , 

С Ш А ) , G e n e A m p  P C R  S ys te m  2 70 0  (Applied B iosystem s, С Ш А )).

2. Ф луоресцентны й П Ц Р -д е т е к то р  (наприм ер, A L A - 1 / 4  (B io S a n , Л атви я), «Д ж ин-4» 
(« Д Н К -Т е х н о л о ги я » , Р о с с и я ), и рекомендованны е Ф Б У Н  Ц Н И И  Эпидемиологии 

Роспотребн ад зора в методических реком ендациях по применению данного 

набора р е агентов).

При работе с «П Ц Р -к о м п л е к т о м » вариант F R T :
1 . Програм м ируем ы й ам плиф икатор с системой детекции ф л уоресцентного сигнала 

в режиме «р е а л ь н о го  вре м е н и » (наприм ер, R o to r-G e n e  3000/6000 (Corbett
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R e se a rch , А в с тр а л и я ), R o to r-G e n e  Q  (Q ia g e n , Герм ан и я), iCycler iQ5 и iCycler iQ 

(B io -R a d , С Ш А ) , « Д Т -9 6 »  (« Д Н К -Т е х н о л о ги я » , Ро с с и я ), C F X 9 6  (B io -R a d , С Ш А ) и 

рекомендованны е Ф Б У Н  Ц Н И И  Эпидем иологии Роспотребнад зора в 

методических реком ендациях по применению д анного набор а реагентов).

2. Одноразовы е полипропиленовы е пробирки для П Ц Р  объ ем ом  0 ,2  мл или 0 ,1 мл -  
при работе с «П Ц Р -к о м п л е к т о м » вариант F R T - 1 0 0  F :

а) тонкостенны е пробирки для П Ц Р  объ ем ом  0 ,2  мл с круглой или плоской 

оптически прозрачной крышкой - при использовании прибора планш етного типа;

б) тонкостенны е пробирки для П Ц Р  объ ем ом  0 ,2  мл с плоской крышкой (например, 

А худ е п , С Ш А ) или пробирки для П Ц Р  к R o to r-G e n e , объ ем ом  0,1 мл в стрипах по 

4 шт. с крышками (наприм ер, Corbett Research, Австралия; Q ia g e n , Герм ания) -  при 
использовании прибора р оторного типа.

ВЗЯТИЕ, ТРАНСПОРТИРОВАНИЕ И ХРАНЕНИЕ ИССЛЕДУЕМОГО МАТЕРИАЛА

Перед  началом работы  след ует ознакомиться с методическими рекомендациями 

«В з я ти е , транспор ти ровка, хр ан ен и е клинического м атериала для П Ц Р -  

диагностики», разработанны м и Ф Г У Н  Ц Н И И Э  Р о с п отре бн ад зора, М осква, 2008 г.

М атериалом  для исследования служат: мазки со слизистой нижнего носового 

хода и задней стенки ротоглотки, мокрота (либо аспираты  из трахе и ), брон хо­

альвеолярный лаваж  (Б А Л ) или промывные воды б рон хо в (П В Б ), секционный 

материал (ф рагменты  пораж енной части легких), цельная кровь.

Взятие мазков со слизистой нижнего носового хода

Мазки б е р ут сухим стерильным назоф арингеальны м велю р-тампоном на 

пластиковом аппликаторе. Ес л и  полость носа заполнена слизью, перед процедурой 

рекомендуется провести вы смаркивание. Зонд вводят легким движением по 

наружной стенке носа на глубину 2-3 см до нижней раковины. Затем  зонд слегка 

опускают книзу, вводят в нижний носовой ход под нижнюю носовую раковину до 

носоглотки, делаю т вращ ательное движение и удаляю т вдоль наружной стенки 

носа.
П осл е взятия м атериал а там пон (рабочую  часть зонда с там поном ) помещают до 

места слома в стерильную  одноразовую  пробирку с 500 мкл транспортной среды 

для хранения и транспортировки респираторны х мазков. Конец зонда отламывают с 

расчетом , чтобы он позволил плотно закрыть крышку пробирки. Пробирку с 

раствором и рабочей частью  зонда закрывают и маркируют.

Взятие мазков из ротоглотки
Мазки из ротоглотки б е р ут сухими стерильными зондами с вискозными
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тампонами вращ ательны ми движениями с поверхности миндалин, небных дужек и 
задней стенки ротоглотки.

П о сл е взятия м атери ал а там пон (рабочую  часть зонда с вискозным тампоном) 

помещ ают в стерильную  одноразовую  пробирку с 500 мкл транспортной среды для 

хранения и транспортировки респираторны х мазков. Конец зонда отламывают, 

придерживая крышкой пробирки с расчетом , чтобы он позволил плотно закрыть 

пробирку. Проби рку с раствором  и рабочей частью зонда закрывают и маркируют.

В Н И М А Н И Е !  П ри  взятии мазков рекомендуется совм ещ ать мазки из полости носа и 

ротоглотки в одной пробирке. Для этого сначала б е р ут мазки разными зондами со 

слизистой нижнего носового хо д а, а затем из ротоглотки, при этом рабочие концы 

зондов после взятия мазков у пациента помещ аю тся в одну пробирку с 0,5 мл 

транспортной среды для хранения и транспортировки респираторны х мазков и 
исследуются как один образец .

Допускается хранение клинического материала до проведения исследования в 

течение 3 сут при тем пературе от 2 до 8 °С  или 1 нед при температуре не выше минус 
16 °С .

М окрота или аспират из трахе и

М окроту собираю т в стерильны е герметичны е одноразовы е пластиковые 

контейнеры, после пред варительного полоскания полости рта водой. Аспираты  из 

трахеи получаю т традиционны м способом  и помещ аю т в стерильные герметичные 
одноразовые пластиковые контейнеры .

Б ронхо-альвеолярны й лаваж  (Б А Л ) или промывные воды б рон хо в (П В Б ) собираю т в 

одноразовые плотно завинчиваю щ иеся емкости из полипропилена (во избежание 

адгезии клеток на внутренней поверхности емкости) объем ом  не м енее 5 мл.

Допускается хран ен ие вы ш еперечисленного материала до проведения 

исследования в течение 1 сут при тем пературе от 2 до 8 °С  или 1 нед при 

тем пературе не выше минус 16 ° С .

Секционный м атериал пом ещ аю т в стерильны е одноразовы е контейнеры и 

замораживают сразу после взятия либо исследуют в течение 1 ч. Дальнейш ее 

хранение м атериал а возможно в течение года при тем п е р атур е не выше минус 

68 ° С . Допускается од нократное зам ораж ивание-оттаивание м атериала.

Цельную кровь собираю т в пробирки типа Vacuette® с раствором или напылением 

Э Д Т А . Закрытую пробирку с м атериалом несколько раз переворачиваю т, чтобы 

перемешать консервант. Для анализа используют цельную  кровь, собранную  у 
пациента утром  натощ ак, без предварительной подготовки. Допускается хранение в 

течение 3 сут при те м п е р а тур е  о т 2 до 8 °С .
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ВНИМАНИЕ! Данный материал не используется для диагностики О Р З . Для экстракции 

Д Н К  рекомендуется использовать только комплект реаге н тов « Р И Б О -с о р б » .

ПОДГОТОВКА ИССЛЕДУЕМОГО МАТЕРИАЛА К ЭКСТРАЦИИ ДНК

Все манипуляции, связанны е с подготовкой проб, проводятся с использованием 

дозаторов перем енны х о б ъ е м о в , одноразовы х полипропиленовы х пробирок на 1,5  

мл, наконечников с ф ильтрам и и др. м атериалов в соответствии с документами, 

перечисленными в разделе «М е р ы  пред осторож ности».

Мазки из респираторного тракта. Сод ерж им ое закрытой пробирки перемеш ать на 

вортексе и центри ф уги ровать в течение 5 с при 5 тыс об/мин на микроцентрифуге 

для удаления капель с внутренней поверхности крышки пробирки. Для экстракции 
Д Н К  отбирают 100 мкл образца.

Мокрота или аспират из трахеи. Вязкая по консистенции мокрота подлежит 

обработке с целью снижения вязкости, р аб о та вы полняется по инструкции к 

реагенту « М У К О Л И З И Н » . Под готовл енную  м окроту (10 0  мкл) используют для 

экстракции Д Н К . П ри  необходимости повторного проведения анализа остаток 

мокроты замораживают.

Промывные воды бронхов или бронхо-альвеолярный лаваж. Образец 

перемешивают переворачиванием в исходной емкости. Автоматическим дозатором, 

используя наконечник с ф ильтром, отбираю т 1 мл образца и переносят в пробирку 

объемом 1 ,5  мл для проведения центриф угирования при 10 тыс об/мин в течение 10 

мин. Надосадочную жидкость аккуратно отбираю т, используя наконечник с фильтром, 

оставляя над осадком 200 мкл жидкости, в которой ресуспендируют осадок. 

Полученную  суспензию (10 0  мкл) используют для экстракции Д Н К . При необходимости 

повторного проведения анализа оставшийся материал замораживают.

Секционный материал гом огенизирую т с использованием стерильных 

ф арф оровы х ступок и пестиков, затем готовят 1 0 %  суспензию на стерильном 
физиологическом растворе или ф осф атном  б уф е р е . Суспензию  переносят в 

пробирку на 1 ,5  мл и центриф угирую т при 10  тыс об/мин в течение 5 мин. 

Надосадочную  жидкость (10 0  мкл) используют для экстракции Д Н К . При 

необходимости п о вторного проведения анализа остаток суспензии замораживают.
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ф

ФОРМАТ FEP 

СОСТАВ

Комплект реагентов «РИБО-сорб» вариант 50 ( Т У  93 9 8 -0 0 4-0 189 75 9 3-20 08 ) -  

комплект ре аге нтов для выделения Р Н К / Д Н К  из клинического материала -  

включает:

Реактив Описание Объем,
мл Кол-во

Лизирующий раствор Прозрачная бесцветная 
жидкость^ 22,5 1 флакон

Раствор для отмы вки 1 Прозрачная бесцветная 
жидкость^

20 1 флакон

Раствор для отмывки 3 Прозрачная бесцветная 
жидкость 50 1 флакон

Раствор для отмывки 4 Прозрачная бесцветная 
жидкость 20 1 флакон

Сорбент Суспензия белого цвета 1,25 1 пробирка

РНК-буфер Прозрачная бесцветная 
жидкость

0,5 5 пробирок

Комплект ре аге нтов вариант 50 рассчитан на выделение Р Н К /Д Н К  из 50 проб, 

включая контроли. Вход ит в состав ф орм комплектации 3 и 4 .

Комплект реагентов «РИБО-преп» вариант 50 ( Т У  9 3 9 8 -0 71-0 18 9 75 9 3 -2 0 0 8 ) -  

комплект реаге н тов для выделения Р Н К / Д Н К  из клинического материала -  

включает:

Реактив Описание
Объем,

мл Кол-во

Раствор для лизиса Прозрачная жидкость 
голубого цвета**

15 1 флакон

Раствор для 
преципитации

Прозрачная бесцветная 
жидкость

20 1 флакон

Раствор для отмывки 3 Прозрачная бесцветная 
жидкость

25 1 флакон

Раствор для отмывки 4 Прозрачная бесцветная 
жидкость

10 1 флакон

РНК-буфер Прозрачная бесцветная 
жидкость 1,2 4 пробирки

Комплект ре агентов вариант 50 рассчитан на выделение Р Н К /Д Н К  из 50 проб, 

включая контроли. Вход и т в состав ф орм комплектации 1 и 2.

Комплект реагентов «ПЦР-комплект» вариант FEP—  комплект реагентов для 

амплификации и идентификации Д Н К  Mycoplasma pneumoniae и Chlamydophila

 ̂ При хранении лизирующего раствора и раствора для отмывки 1 при температуре от 2 до 8 °С 
возможно образование осадка в виде кристаллов.

“ При хранении раствора для лизиса при температуре от 2 до 8 °С возможно образование осадка в 
виде кристаллов.
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p n e u m o n ia e  гибрид изационно-ф луоресцентной детекцией по «конечной точке» -  

включает:

Р е а к т и в ■■■ \ if О п и с а н и е ^ О бъем , м л К о л-во

ПЦР-смесь-1-FEP/FRT  
Mycoplasma pneumoniae / 
Chlamydophila pneumoniae
раскапана под воск_________

Прозрачная бесцветная 
жидкость 0,008

55 пробирок 
вместимостью 
0,5 или 0,2 мл

ПЦР-смесь-2-FL Прозрачная бесцветная 
жидкость_______________

0,77 1 пробирка

ПЦР-смесь-Фон Прозрачная бесцветная 
жидкость_______________ 0,5 1 пробирка

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

ПКО ДНК Mycoplasma pneumoniae 
Chlamydophila pneumoniae / 
Prothrombin

Прозрачная бесцветная 
жидкость 0 , 1 1 пробирка

ТЕ-буфер Прозрачная бесцветная 
жидкость 0,5 1 пробирка

Комплект ре аге нтов рассчитан на проведение 55 реакций амплификации, включая 

контроли.

К комплекту реаге н тов прилагаю тся контрольные образцы  этапа экстракции:
Реактив — Описание Объем, мл Кол-во

ОКО Прозрачная бесцветная 
жидкость 1.2 1 пробирка

ПРОВЕДЕНИЕ ПЦР-ИССЛЕДОВАНИЯ

П Ц Р -и с сл е д о в а н и е  состоит из следую щ их этапов:

— Экстракция Д Н К  из исследуемых образцов

— Ам плиф икация
— Ф луоресцентная детекция продуктов амплификации по «конечной точке».

— И нтер претац и я резул ьтатов.
Д етальная инф орм ация по процедуре проведения П Ц Р -и с сл е д о в а н и я  в зависимости 

от типа используем ого оборуд ования изложена в методических рекомендациях по 

применению наб ор а р е аге н тов для выявления Д Н К  M y c o p la sm a  p n e u m o n ia e  и 

C h la m yd o p h ila  p n e u m o n ia e  в биологическом м атериал е методом полимеразной 

цепной реакции ( П Ц Р )  с гибрид изационно-ф луоресцентной детекцией «АмплиСенс®  

M yc o p la sm a  p n e u m o n ia e  i C h la m y d o p h ila  p n e u m o n ia e -F L » , разработанны х Ф Б У Н  

Ц Н И И  Эпидем иологии Роспотребн ад зора

ЭКСТРАКЦИЯ ДНК ИЗ ИССЛЕДУЕМЫХ ОБРАЗЦОВ

Для экстракции Д Н К  использую тся наборы ре а ге н то в , рекомендованные Ф Б УН
Ц Н И И  Эпид ем иологии Ро сп отре бн ад зора, в соответствии с инструкцией к
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используемому комплекту. Поряд ок работы  с комплектами реагентов «РИБО-сорб», 

«РИБО-преп», автоматической станцией NucliSENS easyMAG (производства 

bioM erieux, Ф ранция) и набором  реактивов и расходны х м атериалов N u c liS E N S  

e a s y M A G  описан в прилож ениях 1 , 2 , 3.

ПРОВЕДЕНИЕ АМПЛИФИКАЦИИ

ВНИМАНИЕ! Н а  этапе амплификации для П Ц Р -с м е с и -1 - F E P / F R T  Mycoplasma 
pneumoniae /  Chlamydophila pneumoniae используются 2 пробирки «Фон», 

положительный контроль амплификации и отрицательны й контроль амплификации, 

предназначенный для контроля чистоты реагентов и аккуратности работы оператора 

при каждой постановке эксперимента. Кром е т о го , на этапе амплификации 

исследуется отрицательны й контроль этапа экстракции Д Н К  ( В - ) .

Выбор пробирок для амплификации зависит от используемого 

амплификатора.

Для внесения в пробирки реагентов, проб ДНК и контрольных образцов 

используются одноразовые наконечники с фильтрами.

А. Подготовка пробирок для проведения амплификации

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

10 мкл.

1. О т о б р а ть  необход им ое количество пробирок с ПЦР-смесью-1-FEP/FRT 

Mycoplasma pneumoniae /  Chlamydophila pneumoniae для амплификации Д Н К  

исследуемых и контрольны х проб. Убе д и ться , что воск полностью покрывает 

раствор на дне пробирок.
2. В пробирки с ПЦР-смесью-1-FEP/FRT Mycoplasma pneumoniae / Chlamydophila 
pneumoniae на поверхность застывш его воска внести по 7 мкл ПЦР-смеси-2-FL, 

при этом она не должна проваливаться под воск и смеш иваться с ПЦР-смесью-1- 

F Е P/F RT Mycoplasma pneumoniae /  Chlamydophila pneumoniae.
3. С в е р х у  д обавить каплю минерального масла для ПЦР (при использовании 

амплиф икатора без терм остатируем ой крышки).
4 . Приготовить 2 образца «Фон». Для этого в две пробирки с ПЦР-смесью-1- 

FEP/FRT Mycoplasma pneumoniae / Chlamydophila pneumoniae на поверхность 

застывшего воска внести по 17 мкл ПЦР-смеси-Фон, при этом она не должна 

проваливаться под воск и смеш иваться с ПЦР-смесью-1-FEP/FRT Mycoplasma 
pneumoniae / Chlamydophila pneumoniae. С в е р х у  добавить каплю минерального 

масла для ПЦР.

5. В подготовленны е пробирки внести по 10 мкл проб ДНК, полученных в
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результате экстракции из исследуемых образцов.

6. Поставить контрольны е реакции;

а) отрицательный контроль ПЦР (К-) - внести в пробирку 10 мкл ТЕ-буфера.

б) положительный контроль ПЦР (К+) - внести в пробирку 10 мкл ПКО ДНК 

Mycoplasma pneumoniae / Chlamydophila pneumoniae / Prothrombin.
в) отрицательный контроль экстракции (В-) -  внести в пробирку 10 мкл 

пробы, вы деленной из образца О К О

Реком ендуется перед постановкой в ам плиф икатор осадить капли со стенок 

пробирок кратким центриф угированием  на центриф уге/вортексе (1-3  с).

Б. Проведение амплификации

1 . Запустить на ам плиф икаторе соответствую щ ую  програм м у термоциклирования / 

амплификации (см. таб л . 1).

2. Когда те м п е р атур а в ячейках д остигнет 95 ° С  (режим паузы), поставить пробирки 

в ячейки ам плиф икатора и нажать кнопку продолжения программы.

Табл и ца 1

Программа амплификации ДНК Mycoplasma pneumoniae и Chlamydophila
pneumoniae

Амплификаторы с активным регулированием (по раствору в
пробирке):

«Терцик»
(«ДНК-технология»)

GeneAmp PC 
(Applied В 

Gradient Palm  
Research) 

(Ax^

R System 2700 
iosystems), 
Cycler (Corbett 

, MaxyGene 
/gen)

цикл температура время циклы температура время циклы
0 95 °С пауза 95 °C пауза
1 95 °С 5 мин 1 95 °C 5 мин 1

95 °С Ю с 95 °C Ю с
2 63 °С 20 с 42 63 “C 25 с 42

72 °С 20 с 72 °C 25 с
3 72 °С 1 мин 1 72 °C 1 мин 1
4 4 “С хранение Д Х хранение

Примечание -  Програм м ы  терм оциклирования для других моделей 

амплиф икаторов описаны в методических реком ендациях по применению набора 

реагентов для вы явления Д Н К  M y c o p la sm a  p n e u m o n ia e  и C h la m yd o p h ila  p n e u m o n ia e  

в биологическом м атери ал е методом полимеразной цепной реакции ( П Ц Р )  с 

гибрид изационно-ф луоресцентной детекцией «Ам плиСен с®  M y c o p la sm a  p n e u m o n ia e  

/ C h la m yd o p h ila  p n e u m o n ia e -F L » , разработанны х Ф Б У Н  Ц Н И И  Эпидемиологии 

Ро спотребнад зора.

П о  окончании в ы пол нен и я програм м ы  при ступ и ть к ф луоресцентной детекции.
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ФЛУОРЕСЦЕНТАЯ ДЕТЕКЦИЯ ПРОДУКТОВ АМПЛИФИКАЦИИ ПО «КОНЕЧНОЙ 

ТОЧКЕ»

Детекция проводится с помощью ф л уо ресц ен тн ого П Ц Р -д е те к то р а  (согласно 

инструкции к используем ом у прибору) путем измерения интенсивности 

ф л уоресцен тн ого сигнала по трем каналам, указанным в таб л . 2.

Табл и ца 2

Соответствие мишеней и каналов детекции

Наименование
ПЦР-смесь-1-FEP/FRT

Детекция по каналу

FAM HEX ROX

ПЦР-смесь-1-FEP/FRT 
M ycoplasm a pneu m o n ia e  
/  Chlamydophila  
pneum oniae___________

M ycoplasm a
pneum on iae ДНК человека Chlamydophila

pneum oniae

ВНИМАНИЕ! Д о проведения детекции в програм м ном  обеспечении П Ц Р-д етек то р а 

должны быть внесены и сохранены  соответствую щ ие настройки -  см. вкладыш к 
набору р е аге н тов, а также методические рекомендации Ф Б У Н  Ц Н И И  Эпидемиологии 

Роспотребнад зора «М е то д и че ски е рекомендации по применению  набора реагентов 

для выявления Д Н К  M y c o p la s m a  p n e u m o n ia e  и C h la m y d o p h ila  p n e u m o n ia e  в 

биологическом м атери ал е методом полимеразной цепной реакции (П Ц Р )  с 

гибрид изационно-ф луоресцентной детекцией «Ам плиСенс®  M yc o p la sm a  p n e u m o n ia e  / 

C h la m yd o p h ila  p n e u m o n ia e -F L » .

ИНТЕРПРЕТАЦИЯ РЕЗУЛЬТАТОВ

Полученны е результаты  интерпретирую т на основании данных об уровне 

ф л уоресцентного сигнала относительно ф она по соответствую щ им каналам для 

контрольных образцов и проб Д Н К , выделенных из клинических образцов.

Интерпретация производится автоматически с помощью програм м ного обеспечения 

используемого прибора в соответствии с таб л . 2. Принцип интерпретации 

результатов следую щий:
— Д Н К  возбудителя обнаружена, если для данной пробы сигнал по

соответствую щ ем у каналу выше установл енного порогового значения

полож ительного р е зул ьтата, указанного во вкладыше к набору.

-  Д Н К  возбудителя не обнаружена, если для данной пробы сигнал по
соответствую щ ем у каналу ниже установл енного порогового значения

отрицательного р е зул ьтата, а сигнал по каналу H E X  ( В К О  -  Д Н К  человека) выше 

установленного п о рого вого значения.
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-  Резул ьтат анализа невалидный, если для данной пробы сигнал по 

соответствую щ ем у каналу для детекции данной мишени (см. табл. 2) ниже 

установл енного порого вого значения и сигнал по каналу детекции H E X  ниже 

установленного по р о го в о го  значения. Для образцов « К - »  и « В - »  отрицательный 

результат по всем каналам является нормой.

— Результат анализа сомнительный, если для данной пробы сигнал по каналу для 

детекции Д Н К  возбудителя выше устан о вл е н н о го порогового значения 

отрицательного р езул ьтата, но ниже п о рогового значения положительного 

результата (сигнал находится между пороговыми значениями), а сигнал по 

каналу H E X  ( В К О  -  Д Н К  человека) выше устано вл е нно го порогового значения. 

Есл и  для пробы получен сомнительный резул ьтат, требуется повторно 

провести П Ц Р -и с с л е д о в а н и е  соответствую щ его клинического образца, начиная с 

этапа экстракции Д Н К . П ри  повторении сомнительного результата 

рекомендовать повторное взятие м атериала для анализа.

Результат ПЦР-исследования считается достоверным, если получены 

правильные результаты для положительного и отрицательного контролей 

амплификации и отрицательного контроля экстракции ДНК, в соответствии с 

табл. 3.

Табл и ца 3

Контро
ль

Контролиру­
емый этап ПЦР- 

исследования

Сигнал по каналу

FAM HEX ROX
Детекция

M ycoplasm a
pneum oniae

Детекция  
ДН К человека

Детекция
Chlamydophila

pneumoniae

В - Экстракция НК

Ниже пооогового 
значения* 

отрицательного 
результата

Ниже пооогового 
значения 

отрицательного 
результата

Ниже пооогового 
значения 

отрицательного 
результата

К - ПЦР

Ниже пооогового 
значения 

отрицательного 
результата

Ниже пооогового 
значения 

отрицательного 
результата

Ниже пооогового 
значения 

отрицательного 
результата

К+ ПЦР

Выше пооогового 
значения 

положительного 
результата

Выше пооогового 
значения

Выше пооогового 
значения 

положительного 
результата

* - Пороговые значения указаны во вкладыше к набору реагентов

ВНИМАНИЕ!

1 . Есл и  для полож ительного контроля П Ц Р  (К+) значение уровня флуоресценции 

ниже п о рогового значения полож ительного результата по соответствую щ ему
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каналу детекции, необход им о повторить амплификацию для всех отрицательны х 

по данном у каналу клинических образцов и полож ительного контроля П Ц Р .

2. Есл и  для о тр и ц ател ь н ого контроля экстракции Д Н К  ( В - )  и/или отрицательного 

контроля П Ц Р  ( К - )  сигнал по каналу детекции какой-либо мишени выше 

граничного значения отри цател ьн ого р езул ьтата, необходим о повторить 

исследование для всех образц о в, в которых обнаруж ена данная мишень, начиная 

с этапа экстракции, чтобы исключить последствия возможной контаминации.
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ФОРМАТ FRT 

СОСТАВ

Комплект реагентов «РИБО-сорб» вариант 50 или вариант 100 -  комплект 

реагентов для выделения Р Н К / Д Н К  из клинического м атериал а -  включает:

Реактив Описание
Вариант 50 Вариант 100

Объем,
мл Кол-во Объем,

мл Кол-во

Лизирующий раствор Прозрачная 
бесцветная жидкость® 22,5 1 флакон 45 1 флакон

Раствор для отмывки 1 Прозрачная 
бесцветная жидкость^ 20 1 флакон 40 1 флакон

Раствор для отмывки 3 Прозрачная 
бесцветная жидкость 50 1 флакон 100 1 флакон

Раствор для отмывки 4 Прозрачная 
бесцветная жидкость 20 1 флакон 40 1 флакон

Сорбент Суспензия белого 
цвета

1.25 1 пробирка 1,25 2 пробирки

РНК-буфер
Прозрачная 
бесцветная жидкость 0,5 5 пробирок 0,5 10 пробирок

Комплект ре аге нтов вариант 50 рассчитан на выделение Р Н К /Д Н К  из 50 проб, 

включая контроли. Вход и т в состав формы комплектации 1 .

Комплект ре аге нтов вариант 100 рассчитан на выделение Р Н К /Д Н К  из 100 проб, 

включая контроли. Вход и т в состав формы комплектации 3.

Комплект реагентов «РИБО-преп» вариант 50 или вариант 100 -  комплект 

реагентов для выделения Р Н К / Д Н К  из клинического м атериал а -  включает:

Реактив Описание
Вариант 50 Вариант 100

Объем,
мл Кол-во Объем,

мл Кол-во

Раствор для лизиса Прозрачная жидкость 
голубого цвета® 15 1 флакон 30 1 флакон

Раствор для 
преципитации

Прозрачная 
бесцветная жидкость 20 1 флакон 40 1 флакон

Раствор для отмывки 3
Прозрачная 
бесцветная жидкость 25 1 флакон 50 1 флакон

Раствор для отмывки 4 Прозрачная 
бесцветная жидкость 10 1 флакон 20 1 флакон

РНК-буфер
Прозрачная 
бесцветная жидкость 1,2 4 пробирки 1,2 8 пробирок

Комплект реагентов вариант 50 рассчитан на выделение Р Н К /Д Н К  из 50 проб, 

включая контроли. Вход и т в состав формы комплектации 2.
Комплект реагентов вариант 10 0  рассчитан на выделение Р Н К /Д Н К  из 100 проб,

® При хранении лизирующего раствора и раствора для отмывки 1 при температуре от 2 до 8 °С 
возможно образование осадка в виде кристаллов.

® При хранении раствора для лизиса при температуре от 2 до 8 °С возможно образование осадка в 
виде кристаллов.



включая контроли. Входит в состав формы комплектации 4.

Комплект реагентов «ПЦР-комплект» вариант FRT -  комплект реагентов для 

амплификации и идентификации Д Н К  M y c o p la s m a  p n e u m o n ia e  и C hlam ydoph ila  

p n e u m o n ia e  с гибрид изационно-ф луоресцентной детекцией в режиме «реал ьн ого 

врем ени» -  включает:

V- Реактив '■ Описание Объем, мл Кол-во

ПЦР-смесь-1-FEP/FRT  
Mycoplasma pneum oniae  /  
Chlam ydophila pneum oniae
раскапана под воск

Прозрачная бесцветная 
жидкость

0,008
55 пробирок 

объемом 
0,2 мл

ПЦР-смесь-2-FL Прозрачная бесцветная 
жидкость

0.77 1 пробирка

ПКО ДНК M ycoplasm a pneum oniae /  
Chlam ydophila pneum oniae  /  
Prothrom bin

Прозрачная бесцветная 
жидкость 0,1 1 пробирка

ТЕ-буфер Прозрачная бесцветная 
жидкость 0,5 1 пробирка

Комплект ре аге нтов рассчитан на проведение 55 реакций амплификации, включая 

контроли.

К комплекту ре аге нтов прилагаю тся контрольные образцы  этапа экстракции:

Реактив Описание Объем, мл Кол-во

ОКО Прозрачная бесцветная 
жидкость 1,2 1 пробирка

Комплект реагентов «ПЦР-комплект» вариант FRT-100 F -  комплект реагентов 

для амплификации и идентификации Д Н К  M y c o p la sm a  p n e u m o n ia e  и C hlam ydoph ila  

p n e u m o n ia e  с гибрид изационно-ф луоресцентной детекцией в режиме «реал ьного 

врем ени» -  включает:

: Реактив *  ■ v fr Описание Объем, мл Кол-во

ПЦР-смесь-1-FRT (F) M ycoplasm a  
pneum oniae /  Ch lam ydophila  
pneum oniae

Прозрачная бесцветная 
жидкость

0,2 5 пробирок

ПЦР-смесь-2-FRT
Прозрачная бесцветная 
жидкость

0,6 1 пробирка

Полимераза (TaqF)
Прозрачная бесцветная 
жидкость

0,06 1 пробирка

ПКО ДНК M ycoplasm a pneum oniae  /  
Chlam ydophila pneum oniae  /  
Prothrom bin

Прозрачная бесцветная 
жидкость 0.1 2 пробирки

ТЕ-буфер Прозрачная бесцветная 
жидкость 0,5 2 пробирки

Комплект реагентов рассчитан на проведение 100 реакций амплификации, включая 

контроли.
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к комплекту ре аге нтов прилагаю тся контрольные образцы  этапа экстракции:

Р е а к т и в О п и с а н и е О бъем , м л К о л-во

ОКО Прозрачная бесцветная  
жидкость 1 . 2 1 пробирка

ПРОВЕДЕНИЕ ПЦР-ИССЛЕДОВАНИЯ

П Ц Р -и с сл е д о в а н и е  состоит из следую щих этапов:

— Экстракция Д Н К  из исследуемы х образцов.

— Ам плиф икация с гибрид изационно-ф луоресцентной детекцией в режиме 

«р е а л ь н о го  в р е м е н и ».

— Анализ и интерпретация результатов.

Д етальная инф орм ация по процедуре проведения П Ц Р-и ссл ед о вани я в 

зависимости от типа используем ого оборуд ования изложена в методических 
рекомендациях по прим енению  набора реагентов для выявления Д Н К  M yc o p la sm a  

p n e u m o n ia e  и C h la m y d o p h ila  p n e u m o n ia e  в биологическом м атериале методом 

полимеразной цепной реакции ( П Ц Р )  с гибридизационно-ф луоресцентной детекцией 

«Ам плиСенс®  M y c o p la s m a  p n e u m o n ia e  / C h la m y d o p h ila  p n e u m o n ia e -F L » , 

разработанны х Ф Б У Н  Ц Н И И  Эпидем иологии Роспотребн ад зора

ЭКСТРАКЦИЯ ДНК ИЗ ИССЛЕДУЕМЫХ ОБРАЗЦОВ

Для экстракции Д Н К  используются наборы  ре а ге н то в , рекомендованные Ф Б У Н  

Ц Н И И  Эпидем иологии Ро сп отр е бн ад зор а. Поряд ок работы  с комплектами реагентов 

«РИБО-сорб», «РИБО-преп», автоматической станцией NucliSENS easyMAG 

(производства bioM erie ux, Ф ранция) и набором  реактивов и расходны х материалов 

NucliSENS easyMAG описан в прилож ениях 1 , 2 , 3.

ПРОВЕДЕНИЕ АМПЛИФИКАЦИИ С ДЕТЕКЦИЕЙ В РЕЖИМЕ «РЕАЛЬНОГО 

ВРЕМЕНИ»

ВНИМАНИЕ! Н а  этап е амплиф икации при каждой постановке реакции используются 

положительный контроль амплификации и отрицательны й контроль амплификации, 

предназначенный для контроля чистоты ре агентов и аккуратности работы 
оп ератора. Кром е т о го , на этапе амплификации исследуется отрицательный 

контроль этапа экстракции Д Н К  ( В - ) .

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.
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А. Подготовка пробирок для амплификации

А1. Подготовка пробирок для проведения амплификации при помощи 

комплекта реагентов «ПЦР-комплект» вариант FRT

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

10 мкл.

1 . О то б р а ть  необход и м ое количество пробирок с ПЦР-смесью-1-FEP/FRT 

Mycoplasma pneumoniae / Chlamydophila pneumoniae для амплификации Д Н К  

исследуемых и контрольны х проб. Убе д и ться , что воск полностью покрывает 

раствор на дне пробирок.

2. Н а  поверхность воска внести по 7  мкл ПЦР-смеси-2-FL, при этом она не должна 

проваливаться под воск и смеш иваться с ПЦР-смесью-1-FEP/FRT Mycoplasma 
pneumoniae / Chlamydophila pneumoniae.

3. В подготовленны е пробирки внести по 10 мкл проб ДНК, полученных в 

результате экстракции из исследуемы х образцов.

4. Поставить контрольны е реакции;

а) отрицательный контроль ПЦР (К-) -  внести в пробирку 10 мкл ТЕ-буфера.

б) положительный контроль ПЦР (К+) -  внести в пробирку 10 мкл ПКО ДНК 

Mycoplasma pneumoniae /  Chlamydophila pneumoniae /Prothrombin.
в) отрицательный контроль экстракции (В-) -  внести в пробирку 10 мкл пробы, 

выделенной из образца В-.

5. Осад ить реакционную  смесь в нижнюю часть пробирки кратким 

центриф угированием  ( 1 - 2  с) с помощью центрифуги/вортекса (для приборов 

планш етного типа).
А2. Подготовка пробирок для проведения амплификации при помощи 

комплектов реагентов «ПЦР-комплект» вариант FRT-100 F

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

10 мкл.

1. Разм орозить необход и м ое количество пробирок с ПЦР-смесью-1-FRT (F) 

Mycoplasma pneumoniae / Chlamydophila pneumoniae, ПЦР-смесью-2-FRT и 

полимеразой (TaqF). П е рем еш ать содержимое пробирок с реагентами ПЦР- 

смесь-1-FRT (F) Mycoplasma pneumoniae /  Chlamydophila pneumoniae, ПЦР- 

смесь-2-FRT и полимераза (TaqF) и осадить капли кратковременным 

центриф угированием  (1 -2  с) с помощью центриф уги/вортекса.
2. О т о б р а ть  необход им ое количество пробирок или стрипов для амплификации Д Н К  

исследуемых и контрольны х проб.
3. Для проведения N  реакций (включая 2 контроля П Ц Р )  смеш ать в отдельной
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пробирке 10*(N+1) мкл ПЦР-смесью-1-FRT (F) Mycoplasma pneumoniae / 
Chlamydophila pneumoniae, 5*(N+1) мкл ПЦР-смеси-2-FRT и 0,5*(N+1) мкл 

полимеразы (TaqF).

4 . П ерем еш ать подготовленную  смесь на вортексе и осадить капли 

кратковременным центриф угированием  с помощью центриф уги/вортекса.

5. Внести в каждую пробирку по 15 мкл подготовленной смеси.

6. В подготовленны е пробирки внести по 10 мкл ДНК, полученны х в результате 

экстракции из исследуемы х образцов.

7 .  Поставить контрольны е реакции:

а) отрицательный контроль ПЦР (К-) -  внести в пробирку 10 мкл ТЕ-буфера.

б) положительный контроль ПЦР (К+) -  внести в пробирку 10 мкл ПКО ДНК 

Mycoplasma pneumoniae / Chlamydophila pneumoniae/ Prothrombin.
8. отрицательный контроль экстракции (В-) -  внести в пробирку 10 мкл пробы, 

выделенной из образца В-. О сад и ть реакционную  смесь в нижнюю часть 

пробирки кратким центриф угированием  ( 1 - 2  с) с помощью центрифуги/вортекса 

(для приборов пл анш етного типа).

Б. Проведение амплификации с детекцией в режиме «реального времени»

1 . Запрограм м ировать прибор (амплиф икатор с системой детекции в режиме 

«р е а л ь н о го  в р е м е н и ») для выполнения соответствую щ ей программы 

амплификации и детекции ф л уо ресц ен тн ого сигнала (см. таб л . 4 .) .

Табл и ца 4.

Программа амплификации ДНК Mycoplasma pneumoniae и Chlamydophila
pneumoniae вариант FRT

Приборы роторного типа^ Приборы планшетного типа®

Цикл Темпера­
тура, °С

Время Кол-во
циклов

Температу 
ра, X

Время Кол-во
циклов

1 95

5 мин
(для формата FRT) 

или 
15 мин (для 

формата FRT-100 F)

1 95

5 мин
(для формата FRT) 

или 
15 мин (для 

формата FRT-ЮО F)

1

2
95 Ю с

Ю
95 Ю с

Ю60 20 с 60 25 с
72 Ю с 72 25 с

 ̂ например, Rotor-Gene 3000, Rotor-Gene 6000 (Corbett Research, Австралия), Rotor-Gene Q (Qiagen, 
Германия) и рекомендованные ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора в методических 
рекомендациях по применению данного набора реагентов.

например, iCycler iQ5 (Bio-Rad, США), «ДТ-96» («ДНК-Технология», Россия), CFX96 (Bio-Rad, США) и 
рекомендованные ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора в методических рекомендациях по 
применению данного набора реагентов.
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95 Ю с 95 Ю с

3 60
20 с

детекция флуоресц. 
сигнала

35 60
25 с

детекция флуоресц. 
сигнала

35

72 Ю с 72 25 с

Детекция ф л уо р есц ен тн ого сигнала проводится по каналам для ф луороф оров 

F A M , J O E  и R O X .

2. Устан о ви ть пробирки в ячейки реакционного модуля прибора.

3. Запустить вы полнение программы  амплификации с детекцией ф луоресцентного 

сигнала.

4 . П о  окончании вы полнения программы  приступить к анализу и интерпретации 

результатов.

Примечание -  П р о гр а м м а  терм оциклирования для конкретной модели 

амплиф икатора описана в методических реком ендациях «Методические

Рекомендации по прим енению  набора реагентов для выявления Д Н К  M yco p la sm a  

p n e u m o n ia e  и C h la m y d o p h ila  p n e u m o n ia e  в биологическом материале методом 

полимеразной цепной реакции ( П Ц Р )  с гибридизационно-ф луоресцентной детекцией 

«Ам плиСенс®  M y c o p la s m a  p n e u m o n ia e  / C h la m y d o p h ila  p n e u m o n ia e -F b > .

АНАЛИЗ И ИНТЕРПРЕТАЦИЯ РЕЗУЛЬТАТОВ

Анализ резул ьтатов поводят с помощью програм м ного обеспечения 

используемого прибора для проведения П Ц Р  с детекцией в режиме «реал ьного 

врем ени ». Результаты  интерпретирую тся на основании наличия (или отсутствия) 

пересечения кривой ф л уоресценции на каждом из используемых каналов в 

соответствии с таб л . 5 с установленной на соответствую щ ем  уровне пороговой 

линией, что оп ред ел яет наличие (или отсутствие) для данной пробы Д Н К  значения 

порогового цикла C t в соответствую щ ей граф е в табл ице результатов.

Табл и ца 5

Соответствие мишеней и каналов детеции

Наименование
ПЦР-смеси-1

Детекция no каналу

FAM/Green JOE/Yellow/HEX ROX/Orange

ПЦР-смесь-1-FEP/FRT 
M ycoplasm a p n eum on iae  
/  Chlamydophila  
pneum oniae

M ycoplasm a
pneum on iae

ДНК человека Chlamydophila
pneum oniae

ПЦР-смесь-1-FRT (F) 
M ycoplasm a p n eum on iae  
/  Chlamydophila  
pneum oniae

M ycoplasm a
pneum on iae

ДНК человека Chlamydophila
pneum oniae

Принцип интерпретации результатов следующий:
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-  Д Н К  возбудителя обнаружена, если для данной пробы в табл ице результатов по 

соответствую щ ем у каналу (см. табл . 5) опред елено значение порогового цикла 

Ct, не превы ш аю щ ее указанное во вкладыше к н абор у реагентов граничное 

значение. П ри  этом кривая ф луоресценции данной пробы должна пересекать 

пороговую  линию на участке характерного экспоненциального подъема 

ф луоресценции.

-  Д Н К  возбудителя не обнаружена, если для данной пробы в таблице результатов 

по соответствую щ ем у каналу (см. таб л . 5) отсутствуе т значение порогового цикла 

Ct (кривая ф л уоресценции не пересекает пороговую  линию ), или превышает 

указанное во вкладыше граничное значение, а в табл и це результатов по каналу 

для ф л уо р о ф о р а  JOE/Yellow/HEX ( В К О  -  Д Н К  человека) определено значение

ф  порогового цикла Ct, не превыш аю щее указанное граничное значение.

-  Результат анализа невалидный, если для данной пробы не определено 

(отсутствует) значение п орогового цикла Ct по каналам детекции (FAM/Green или 

ROX/Orange) или превы ш ает указанное граничное значение (см. табл . 6), и по 
каналу для В К О  (JOE/Yellow/HEX) значение Ct также отсутствует или превышает 

указанное граничное значение. В этом случае тр еб уется повторно провести П Ц Р -  

исследование соответствую щ его клинического образца с этапа экстракции Д Н К .

^  При повторении результата рекомендовать повторное взятие материала для

анализа.

ВНИМАНИЕ! Граничны е значения Ct указаны во вкладыше к набор у реагентов и в 

методических реком ендациях Ф Б У Н  Ц Н И И  Эпидем иологии Роспотребнадзора 

«М етодические Реком ендации по применению набора ре агентов для выявления Д Н К  

Mycoplasma pneumoniae и Chlamydophila pneumoniae в биологическом материале 

ф  методом полимеразной цепной реакции ( П Ц Р )  с гибридизационно-ф луоресцентной 

детекцией «Ам плиСенс®  Mycoplasma pneumoniae / Chlamydophila pneumoniae-FL».

Результат ПЦР-исследования считается достоверным, если получены 

правильные результаты для положительного и отрицательного контролей 

амплификации и отрицательного контроля выделения ДНК, в соответствии с 

таблицей оценки результатов контрольных реакций (табл. 6).

Табл и ца 6

Результаты анализа контрольных образцов

Контроль
Контролируемый 

этап ПЦР- 
исследования

Сигнал по каналу

FAM/Green JOE/Yellow ROX/Orange
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Детекция
Mycoplasma
pneumoniae

Детекция 
ДНК человека

Детекция
Chlamydophila
pneumoniae

В- Экстракция Р Н К Отсутствует Отсутствует Отсутствует

К- П Ц Р Отсутствует Отсутствует Отсутствует

К+ П Ц Р
Меньше

порогового
значения

Меньше
порогового

значения

Меньше
порогового

значения

В Н И М А Н И Е !

1 . Есл и  для полож ительного контроля П Ц Р  (К+) значение порогового цикла по 

соответствую щ ем у каналу детекции какого-либо гена-м иш ени отсутствует или 

превыш ает граничное значение, необходим о повторить амплификацию для всех 

отрицательны х по д анн ом у каналу клинических образцов и положительного 

контроля П Ц Р .

2. Есл и  для отри ц ател ьн ого контроля экстракции Д Н К  ( В - )  и/или отрицательного 

контроля П Ц Р  ( К - )  сигнал по каналу детекции какой-либо мишени меньше 

граничного значения, необход им о повторить исследование для всех образцов, в 

которых обн ар уж ена данная миш ень, начиная с этапа экстракции, чтобы 

исключить последствия возможной контаминации.
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СРОК годности. УСЛОВИЯ ТРАНСПОРТИРОВАНИЯ и ХРАНЕНИЯ 

Срок годности. Д л я всех ф орм  комплектации вари анта F E P  -  9 мес. Для форм 

комплектации 1 , 2 , 5 (ф о р м а т F R T )  -  9 мес. Для ф орм  комплектации 3, 4 , 6 (ф ормат 

F R T - 1 0 0  F )  -  1 2  м ес. Н а б о р  реагентов с истекшим сроком годности применению не 

подлежит. С р о к  годности вскрытых р е аге н тов с о о тв е тств уе т сроку годности, 
указанному на этикетках для невскрытых р е а ге н то в , если в инструкции не указано 
иное.

Транспортирование. Н а б о р  ре а ге н то в  тран сп ор ти ро вать при тем пературе от 2 до 
8 °С  не б о л е е  5 сут. « П Ц Р -к о м п л е к т »  вари ан т F R T - 1 0 0  F  при получении 

разукомплектовать в соответстви и  с указанными тем п е ратурам и  хранения. 

Хранение. Н а б о р  р е а ге н то в  хр ан и ть при те м п е р а тур е  о т 2 до 8 ° С . П Ц Р -с м е с ь -2 - 

F R T , реагенты  П Ц Р -с м е с ь -1 - F R T  ( F ) , полим еразу ( T a q F )  хр ан и ть при тем пературе не 

выше минус 16  ° С . П Ц Р -с м е с ь -1 - F E P / F R T  M y c o p la s m a  p n e u m o n ia e  / C hlam ydophila  

p n e u m o n ia e  и П Ц Р -с м е с ь -1 - F R T  (F )  M y c o p la s m a  p n e u m o n ia e  / C hlam ydophila  

p n e u m o n ia e  хр ан и ть в защ ищ енном  о т света м есте.

Условия отпуска. Д л я лечебно-проф илактических и санитарно-проф илактических 

учреждений.

Рекламации на качество наб ор а р е а ге н то в  «АмплиСенс® Mycoplasma 
pneumoniae I Chlamydophila pneumoniae-FL» направл ять на предприятие- 

изготовитель Ф Б У Н  Ц Н И И  Эпид ем иологии Ро с п о тр е б н а д з о р а  ( 1 1 1 1 2 3  г. Москва, ул. 
Новогиреевская, д. З а) в отд ел по р а б о те  с реклам ациям и и организации обучения 

(тел. (495) 9 7 4 -9 6 -4 6 , ф акс (495) 9 1 6 - 1 8 - 1 8 , e-m ail: products@ pcr.ru)® .

/-Заведующий Н П Л  О М Д и Э  

Ф Б У Н  Ц Н И И  Эпид ем иологии Роспотребнад зора

Главный врач Ф Г В У  «П ол и кл и н и ка №  1 »  
Управления д елам и П ре з и д е н та  Российской

/ '
Н . Родионова

Е.Л .Н и к о н о в

® Отзывы и предложения о продукции «АмплиСенс» вы можете оставить, заполнив анкету 
потребителя на сайте; www.amplisens.ru.
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ПРИЛОЖЕНИЕ 1. Экстракция ДНК из проб при использовании комплекта

реагентов «РИБО-сорб»

1 . Лизирующий раствор и раствор для отмывки 1 (если они хранились при 

тем пературе от 2 до 8 °С ) прогреть при тем пературе от 60 до 65 °С  до полного 

растворения кристаллов.

2. О то б р а ть  необход им ое количество одноразовых пробирок объемом 1 ,5  мл 

(вкпючая отрицательны й контроль выделения). Внести в каждую пробирку по 

450 мкл лизирующего раствора. Пром аркировать пробирки.

3. В пробирки с лизирующим раствором внести по 100 мкл исследуемых проб,

используя наконечники с ф ильтрам и. П е р ем еш ать  пипетированием.

Инкубировать при комнатной тем пе ратуре от 3 до 5 мин.

4. В пробирку отри ц ател ьн ого контроля ( В - )  выделения внести 100 мкл ОКО.

5. П л о тн о  закрытые пробы тщ ательно перем еш ать на вортексе и

процентриф угировать в течение 5 с при 5 тыс об/мин на микроцентриф уге для 

удаления капель с внутренней поверхности крышки пробирки. Есл и  в пробирках 

находятся взвеш енны е частицы (не растворивш ийся полностью материал), 

центриф угировать при 10  тыс об/мин в течение 1 мин на микроцентрифуге и 

перенести надосадочную  жидкость в другие пробирки.

6. Тщ ател ьн о ресуспенд ировать сорбент на вортексе. В каждую пробирку

отдельным наконечником добавить по 25 мкл ресуспендированного сорбента. 

П ерем еш ать на вортексе, поставить в ш татив на 1 мин, ещ е раз перемеш ать и 

оставить на 5 мин.

7 .  Процентриф угировать пробирки для осаждения сорбента при 10 тыс об/мин в 

течение 30 с на м икроцентриф уге. Уд алить надосадочную жидкость, используя 

вакуумный отсасы ватель и отдельный наконечник для каждой пробы.

8. Д обавить в пробирки по 400 мкл раствора для отмывки 1 . Перем еш ать на 

вортексе до полного ресуспендирования со р б е н та , процентриф угировать 30 с при 

10 тыс об/мин на м икроцентриф уге. Уд ал и ть надосадочную жидкость, используя 

вакуумный отсасы ватель и отдельный наконечник для каждой пробы.

9. Д обавить в пробирки по 500 мкл раствора для отмывки 3. Тщ ательно 

ресуспендировать сорб е н т на вортексе. П ро ц ен ри ф уги ро вать  30 с при 10 тыс 

об/мин на м икроцентриф уге. Уд алить надосадочную жидкость, используя 

вакуумный отсасы ватель и отдельный наконечник для каждой пробы.

10 . Повторить отмывку раствором для отмывки 3, следуя п. 9.
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1 1 .  Д обавить в пробирки по 400 мкл р а с т в о р а  д л я  о тм ы в к и  4 . Тщ ательно 

ресуспендировать сорб е н т на вортексе, процентриф угировать 30 с при 10 тыс 

об/мин на м икроцентриф уге. Полностью  удалить надосадочную жидкость из 

каждой пробирки отдельным наконечником, используя вакуумный отсасы ватель.

12 . Пом естить пробирки в терм остат с тем пе ратуро й  60 ° С  на 15 мин для 

подсушивания со р б е н та . П ри  этом крышки пробирок должны быть открыты.

13 . В пробирки добавить по 50 мкл Р Н К -б у ф е р а , используя наконечники с 

ф ильтрам и, свободны е от Р Н К а з . П ерем еш ать на вортексе. Поместить в 

терм остат с тем п е ратуро й  60 ° С  на 2-3 мин. П ерем еш ать на вортексе и 

процентриф угировать пробирки на максимальных о б о р о т а х микроцентрифуги 

( 1 2 - 1 3  тыс об/мин) в течение 1 мин. Надосадочная жидкость содержит очищенную 

Д Н К . Пробы  готовы к постановке амплиф икации.

О тб и р а ть  раствор Д Н К  для реакции нужно очень осторож но, не з а хв а ты в а я  

с о р б е н т . Ес л и  со р б е н т взмутился, необходим о осадить его на центриф уге.

О чищ енная Д Н К  может храниться в течение 1 нед при тем пературе от 2 до 8 ° С , в 

течение 1 года при те м п е р а тур е  не выше минус 16 ° С , бол ее длительно при 

тем пературе не выше минус 68 ° С .
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ПРИЛОЖЕНИЕ 2. Экстракция ДНК из проб при использовании комплекта

реагентов «РИБО-преп»

Порядок работы:

1 . Раствор для лизиса (если он хранился при тем п е р атур е от 2 до 8 °С ) прогреть 

при тем п е р атур е 65 ° С  до полного растворения кристаллов.

2. О то б р а ть  необход им ое количество одноразовы х пробирок на 1 ,5  мл с плотно 

закрывающимися крышками (включая отрицательны й и положительный контроли 

выделения). Внести в каждую пробирку по 300 мкл раствора для лизиса. 

Пром аркировать пробирки.

3. В пробирки с раствором для лизиса внести по 100 мкл подготовленных проб, 

используя наконечники с ф ильтрам и. В пробирку отрицательного контроля ( В - )  

выделения внести 100 мкл ОКО.

4. Содерж им ое пробирок тщ ательно перем еш ать на вортексе, 

процентриф угировать в течение 5 с на м икроцентриф уге для удаления капель с 

внутренней поверхности крышки пробирки и прогреть 5 мин при 65 °С в 

терм остате.

5. Добавить в пробирки по 400 мкл раствора для преципитации, перемеш ать на 

вортексе.

6. Процентриф угировать пробирки на микроцентриф уге в течение 5 мин при 13 тыс 

об/мин.

7 . Аккуратно о то бр ать  надосадочную  жидкость, не задевая осадок, используя 
вакуумный отсасы ватель и отдельный наконечник на 200 мкл для каждой пробы.

8. Д обавить в пробирки по 500 мкл раствора для отмывки 3, плотно закрыть

крышки осторож но промыть осадок, переворачивая пробирки 3-5 раз. Можно

провести процед уру од новрем енно для всех пробирок, для этого необходимо 

накрыть пробирки в ш тативе свер ху крышкой или другим ш тативом, прижать их и 

переворачивать ш татив.
9. П ро ц ен три ф уги ро вать при 13 тыс об/мин в течение 1-2 мин на

м икроцентриф уге.
1 0 .О сто р о ж н о , не захваты вая осадок, отобрать надосадочную  жидкость, используя 

вакуумный отсасы ватель и отдельный наконечник на 10 мкл для каждой пробы.
1 1 . Д обавить в пробирки по 200 мкл раствора для отмывки 4, плотно закрыть 

крышки и осторож но промыть осадок, переворачивая пробирки 3-5 раз.

1 2 .П ро ц ен три ф уги ро вать при 13 тыс об/мин в течение 1-2 мин на
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м икроцентриф уге.

1 3 .О сто р о ж н о , не захваты вая осадок, отобрать надосадочную  жидкость, используя 

вакуумный отсасы ватель и отдельный наконечник на 10 мкл для каждой пробы.

1 4 .Пом естить пробирки в терм остат с тем пературой  65 “С на 5 мин для 

подсушивания осадка (при этом крышки пробирок должны быть открыты).

15 .Д об ав и ть  в пробирки по 50 мкл РНК-буфера. П е рем еш ать на вортексе. 

Пом естить в те р м о с тат с тем пературой  65 °С на 5 мин, периодически встряхивая 

на вортексе.

16 .П р о ц е н тр и ф уги р о в а ть  пробирки при 13 тыс об/мин в течение 1 мин на 

м икроцентриф уге. Н ад осад очная жидкость содержит очищ енную Д Н К . Пробы 

готовы к постановке П Ц Р .

О чищ енная Д Н К  может храниться в течение 1 нед при тем пературе от 2 до 8 ° С , в 

течение 1 года при те м п е р а тур е  не выше минус 16  ° С , бол ее длительно при 

тем пературе не выше минус 68 ° С .
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ПРИЛОЖЕНИЕ 3. Экстракция ДНК из проб при использовании автоматической

станции NucliSENS easyMAG

Вариант 1. Экстракция ДНК с лизисом образца вне прибора

Данный метод выделения позволяет снизить расход б уф е р а  для лизиса NucliSens и

предпочтительнее при р а б о те  с образцами клинического м атериал а, содержащего

сгустки (м окрота, аспираты ).

Порядок работы;

1 . Включить прибор N u c liS E N S  e a s y M A G  и подготовить его к выделению Д Н К , 

следуя инструкции к прибору.

2. В окне для ввода исследуемы х образцов ввести для каждого образца следующие 

параметры : название о б р азц а, м атериал {M atrix) для выделения Д Н К  (установить 

O ther), объем  образца {vo lu m e) - 0 ,1  ml, объем  элюции {E lua te) - 25 mkl, тип 

образца {Т ур е ) - L y s e d , очередность вьщеления Д Н К  в образцах {priority) -  

normal.
3. Создать новый протокол вьщ еления Д Н К  и сохранить его . В протоколе указать, 

что лизис и инкубация образцов происходит вне п ри бора: O n -b o a rd  L y s is  Bu f f e r  

D is p e n s in g  - N o , O n -b o a rd  L y s is  In cu b a tio n  - N o.

4 . Перенести таб л и ц у образцов в созданный протокол.

5. О то б р а т ь  необход им ое количество специализированны х одноразовы х пробирок, 

предназначенны х для выделения Д Н К  в приборе N u c liS E N S  e a s y M A G , (включая 

отрицательны й контроль вы деления). Д обави ть в пробирки по 550 мкл буфера 

для лизиса NucliSens.

ВНИМАНИЕ! П ри  р а б о те  с м атериал ом , содержащ ем сгустки, лизис 

рекомендуется проводить в пробирках объ ём ом  1 ,5  мл. П осл е окончания 

инкубации (см. п. 8) след ует провести центриф угирование пробирок при 10 тыс 

об/мин в течени е 1 мин на м икроцентриф уге и перенести надосадочную жидкость 

в специализированны е пробирки, предназначенны е для выделения Д Н К  в 

приборе N u c liS E N S  e a s y M A G .
6. В пробирки с раствором для лизиса внести по 100 мкл подготовленных проб, 

используя наконечники с аэрозольным барьером  и тщ ательно перемешать 
пипетированием . (С л е д уе т избегать попадания в пробирку сгустков слизи и 

крупных частиц.)
7. В пробирку отри ц ател ьн ого контроля выделения (В-) выделения внести 100 мкл 

ОКО.
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8. Инкубировать пробирки в течение 10  мин при комнатной тем пературе.

9. Ресуспеид ировать пробирку с магнитной силикой NucliSens, интенсивно 

перем еш ав на вортексе. Внести в каждую пробирку отдельным наконечником с 

аэрозольным барьеро м  по 25 мкл магнитной силики и тщ ательно перемешать 

пипетированием . М агни тн ая силика должна быть равном ерно распределена по 

всему объ ем у пробирки.

10 . Загрузить пробирки с образцам и в прибор, установить наконечники, запустить 

програм м у выделения Д Н К  с лизисом образцов вне прибора {of f  board).

1 1 .  П о сл е окончания выделения Д Н К , извлечь пробирки из прибора.

При необходим ости хран ен ия очищ енны е Д Н К  след ует перенести в стерильные

пробирки в течение 30 мин после экстракции. О ч и щ е н н ая Д Н К  может храниться в

течение 1 нед при те м п е р а тур е  от 2 до 8 ° С , в течение 1 года при тем пературе не

выше минус 16  °С , б о л е е  длительно при тем п е ратуре не выше минус 68 °С .

Вариант 2. Экстракция ДНК с лизисом образца в приборе.

Порядок работы:

1 . Включить прибор N u c liS E N S  e a s y M A G  и подготовить его к выделению Д Н К , 

следуя инструкции к при бору.

2. В окне для ввода исследуемы х образцов ввести для каждого образца следующие 

параметры : название обр а з ц а , м атериал (M atrix) для выделения Д Н К  (установить 

O ther), объем  образца (vo lu m e )  -  0 ,1  ml, объ ем  элюции (E lua te) - 25 mkl, тип 

образца ( Т у р е )  - P rim ary, очередность выделения Д Н К  в образцах (priority) - 
normal.

3. Создать новый протокол выделения Д Н К  и сохранить его . В протоколе указать, 

что лизис и инкубация образцов происходит в при боре: O n -b o a rd  L y s is  Buf f er  

D is p e n s in g  -  Y e s , O n -b o a rd  L y s is  In cu b a tio n  -  Y e s .

4 . Перенести таб л и ц у образцов в созданный протокол.
5. О т о б р а ть  необход им ое количество одноразовы х пробирок, предназначенных для 

выделения Р Н К / Д Н К  в приборе N u c liS E N S  e a s y M A G , (включая отрицательный 

контроль выделения).
6. В пробирки внести по 100 мкл подготовленных проб, используя наконечники с 

аэрозольным б а р ь е р о м . (С л е д уе т избегать попадания в пробирку сгустков слизи 

и крупных частиц).
7. В пробирку отри ц ател ьн ого контроля выделения ( В - )  внести 100 мкл ОКО.

8. Загрузить пробирки с образцам и в прибор, установить наконечники, запустить
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п р о г р а м м у  в ы д е л е н и я  Д Н К  с  л и з и с о м  о б р а з ц о в  в п р и б о р е  { o n  b o a r c f ) .

9 .  Д о ж д а т ь с я ,  п о к а  а в т о м а т и ч е с к а я  с т а н ц и я  N u c l i S E N S  e a s y M A G  н е  о с т а н о в и т  

р а б о т у  в п о л о ж е н и и  I n s t r u m e n t  S t a t e  -  I d le .

Ю . Р е с у с п е н д и р о в а т ь  п р о б и р к у  с  м а г н и т н о й  с и л и к о й  N u c l i S e n s ,  и н т е н с и в н о  

п е р е м е ш а в  н а  в о р т е к с е .  О т к р ы т ь  к р ы ш к у  п р и б о р а  и в к а ж д у ю  п р о б и р к у  в н е с т и  

о т д е л ь н ы м  н а к о н е ч н и к о м  с  а э р о з о л ь н ы м  б а р ь е р о м  п о  2 5  м к л  м а г н и т н о й  с и л и к и  

и т щ а т е л ь н о  п е р е м е ш а т ь  п и п е т и р о в а н и е м .  М а г н и т н а я  с и л и к а  д о л ж н а  б ы т ь  

р а в н о м е р н о  р а с п р е д е л е н а  п о  в с е м у  о б ъ е м у  п р о б и р к и .

1 1 . З а к р ы т ь  к р ы ш к у  п р и б о р а  и п р о д о л ж и т ь  п р о г р а м м у  в ы д е л е н и я  Д Н К .

1 2 . П о с л е  о к о н ч а н и я  в ы д е л е н и я  Д Н К ,  и з в л е ч ь  п р о б и р к и  и з  п р и б о р а .

П р и  н е о б х о д и м о с т и  х р а н е н и я  о ч и щ е н н ы е  Д Н К  с л е д у е т  п е р е н е с т и  в с т е р и л ь н ы е  

п р о б и р к и  в т е ч е н и е  3 0  м и н  п о с л е  э к с т р а к ц и и .  О ч и щ е н н а я  Д Н К  м о ж е т  х р а н и т ь с я  в 

т е ч е н и е  1 н е д  п р и  т е м п е р а т у р е  о т  2  д о  8  ° С ,  в  т е ч е н и е  1 г о д а  п р и  т е м п е р а т у р е  н е  

в ы ш е  м и н у с  1 6  ° С ,  б о л е е  д л и т е л ь н о  п р и  т е м п е р а т у р е  н е  в ы ш е  м и н у с  6 8  °С .

35



с и м в о л ы ,  И С П О Л Ь З У Е М Ы Е  В  П Е Ч А Т Н О Й  П Р О Д У К Ц И И

R E F

L O T

Н о м е р  в к а т а л о г е

К о д  п а р т и и

Ж

V

О с т о р о ж н о !  
О б р а т и т е с ь  к 
с о п р о в о д и т е л ь н о й  
д о к у м е н т а ц и и

М а к с и м а л ь н о е  
ч и с л о  т е с т о в

IVD
И з д е л и е  д л я  in vitro 
д и а г н о с т и к и

И с п о л ь з о в а т ь  д о

V E R

Г

Г

\

ы Л

Д а т а  и з м е н е н и я

О г р а н и ч е н и е
т е м п е р а т у р ы

В е р х н е е  о г р а н и ч е н и е  
т е м п е р а т у р ы

П р о и з в о д и т е л ь

|W T

О б р а т и т е с ь  к 
р у к о в о д с т в у  по  
эк с п л у а т а ц и и

Н е  д о п у с к а т ь  
п о п а д а н и я  
с о л н е ч н о г о  с в е т а

Д а т а  и з г о т о в л е н и я
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