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сп и с о к  СОКРАЩЕНИЙ
В настоящей инструкции применяются следующие сокращения и обозначения:

В КО - внутренний контрольный образец
К- - отрицательный контроль ПЦР
К+ - положительный контроль ПЦР

кДНК - комплементарная ДНК, получаемая в реакции обратной 
транскрипции на матрице РНК

НК - нуклеиновые кислоты (РНК/ДНК)
ОКО - отрицательный контрольный образец
ОК - отрицательный контрольный образец экстракции РНК
ПК -положительный контроль экстракции РНК
ПКО - положительный контрольный образец
ПЦР - полимеразная цепная реакция
СМЖ - спинномозговая жидкость
ФБУН ЦНИИ
Эпидемиологии
Роспотребнадзора

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

FRT - флуоресцентная детекция в режиме «реального времени»
WNV - West Nile virus, вирус Западного Нила

НАЗНАЧЕНИЕ

Набор реагентов «АмплиСенс® W N V - F L »  предназначен для выявления РНК 
вируса Западного Нила {WNV) в клиническом (плазма и сыворотка крови, 
лейкоцитарная фракция крови, спинномозговая жидкость, моча) и аутопсийном 
материале от людей (ткани мозга, печени, селезенки, лимфоузлов), материале от 
животных (ткани мозга), в комарах и клещах методом ПЦР с гибридизационно- 
флуоресцентной детекцией.
ВНИМАНИЕ! Результаты ПЦР-исследования учитываются в комплексной 
диагностике заболевания^

ПРИНЦИП МЕТОДА
Выявление WNV методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) с 

гибридизационно-флуоресцентной детекцией включает в себя следующие этапы: 
экстракцию РНК из образцов клинического материала, проведение обратной 
транскрипции РНК и амплификацию участка кДНК WNV с гибридизационно- 
флуоресцентной детекцией, которая производится непосредственно в ходе ПЦР.

Экстракция РНК из клинического материала проводится в присутствии внутреннего 
контрольного образца (ВКО STI-87-гес), который позволяет контролировать 
выполнение процедуры исследования для каждого образца. Затем с полученными 
пробами проводятся; обратная транскрипции РНК с помощью фермента ТМ-

’ В соответствии с Директивой Европейского Союза 98/79/ЕС.



Р е в е р т а з ы  и а м п л и ф и к а ц и я  у ч а с т к о в  к Д Н К  W N V  п р и  п о м о щ и  с п е ц и ф и ч н ы х  к э т о м у  

у ч а с т к у  к Д Н К  п р а й м е р о в  и ф е р м е н т а  Т а р - п о л и м е р а з ы .  В  с о с т а в е  р е а к ц и о н н о й  с м е с и  

п р и с у т с т в у е т  ф л у о р е с ц е н т н о - м е ч е н ы й  о л и г о н у к л е о т и д н ы й  з о н д ,  к о т о р ы й  

г и б р и д и з у е т с я  с  к о м п л е м е н т а р н ы м  у ч а с т к о м  а м п л и ф и ц и р у е м о й  к Д Н К - м и ш е н и ,  в 

р е з у л ь т а т е  ч е г о  п р о и с х о д и т  н а р а с т а н и е  и н т е н с и в н о с т и  ф л у о р е с ц е н ц и и .  Э т о  

п о з в о л я е т  р е г и с т р и р о в а т ь  н а к о п л е н и е  с п е ц и ф и ч е с к и х  п р о д у к т о в  а м п л и ф и к а ц и и  

п у т е м  и з м е р е н и я  и н т е н с и в н о с т и  ф л у о р е с ц е н т н ы х  с и г н а л о в .  Д е т е к ц и я  

ф л у о р е с ц е н т н ы х  с и г н а л о в  п р и  и с п о л ь з о в а н и и  ф о р м а т а  F R T  п р о и с х о д и т  

н е п о с р е д с т в е н н о  в  х о д е  П Ц Р  с  п о м о щ ь ю  а м п л и ф и к а т о р а  с  с и с т е м о й  д е т е к ц и и  

ф л у о р е с ц е н т н о г о  с и г н а л а  в  р е ж и м е  « р е а л ь н о г о  в р е м е н и » .

Ф О Р М А Т Ы  И  Ф О Р М Ы  В Ы П У С К А  Н А Б О Р А  Р Е А Г Е Н Т О В  

Н а б о р  р е а г е н т о в  в ы п у с к а е т с я  в  1  ф о р м а т е .

Ф о р м а т  F R T

Н а б о р  р е а г е н т о в  в ы п у с к а е т с я  в  6  ф о р м а х  к о м п л е к т а ц и и :

Ф о р м а  1  в к л ю ч а е т  к о м п л е к т  р е а г е н т о в  « П Ц Р - к о м п л е к т »  в а р и а н т  F R T .

Ф о р м а  2  в к л ю ч а е т  к о м п л е к т ы  р е а г е н т о в  « Р И Б О - п р е п »  в а р и а н т  5 0 ,  « П Ц Р - к о м п л е к т »  

в а р и а н т  F R T .

Ф о р м а  3  в к л ю ч а е т  к о м п л е к т ы  р е а г е н т о в  д л я  к о м б и н и р о в а н н о г о  м е т о д а  э к с т р а к ц и и  

Р Н К :  « Р И Б О - п р е п »  в а р и а н т  5 0 ,  « Р И Б О - з о л ь - С »  в а р и а н т  5 0 ,  « П Ц Р - к о м п л е к т »  

в а р и а н т  F R T .

Ф о р м а  4  в к л ю ч а е т  к о м п л е к т ы  р е а г е н т о в  д л я  к о м б и н и р о в а н н о г о  м е т о д а  э к с т р а к ц и и  

Р Н К :  « Р И Б О - с о р б »  в а р и а н т  5 0 ,  « Р И Б О - з о л ь - С »  в а р и а н т  5 0 ,  « П Ц Р - к о м п л е к т »  

в а р и а н т  F R T .

Ф о р м а  5  в к л ю ч а е т  1 к о м п л е к т  р е а г е н т о в  « М А Г Н О - с о р б »  в а р и а н т  1 0 0 - 1 0 0 0 ,

2  к о м п л е к т а  р е а г е н т о в  « П Ц Р - к о м п л е к т »  в а р и а н т  F R T .

Ф о р м а  6  в к л ю ч а е т  н а б о р ы  р е а г е н т о в  о п т о м ,  р а с ф а с о в а н н ы е  п о  о т д е л ь н ы м  

р е а г е н т а м ,  с  м а р к и р о в к о й  р е а г е н т о в  н а  и х  о п т о в о й  ф а с о в к е .

Ф о р м а  к о м п л е к т а ц и и  1 п р е д н а з н а ч е н а  д л я  п р о в е д е н и я  о б р а т н о й  т р а н с к р и п ц и и  

Р Н К  и а м п л и ф и к а ц и и  к Д Н К  с  г и б р и д и з а ц и о н н о - ф л у о р е с ц е н т н о й  д е т е к ц и е й  в р е ж и м е  

« р е а л ь н о г о  в р е м е н и » .  Д л я  п р о в е д е н и я  п о л н о г о  П Ц Р - и с с л е д о в а н и я  н е о б х о д и м о  

д о п о л н и т е л ь н о  и с п о л ь з о в а т ь  к о м п л е к т ы  р е а г е н т о в  д л я  э к с т р а к ц и и  Р Н К ,  

р е к о м е н д о в а н н ы е  Ф Б У Н  Ц Н И И  Э п и д е м и о л о г и и  Р о с п о т р е б н а д з о р а  в  з а в и с и м о с т и  о т  

в и д а  и с с л е д у е м о г о  м а т е р и а л а .



Ф о р м ы  к о м п л е к т а ц и и  2 ,  3 ,  4 ,  5  п р е д н а з н а ч е н ы  д л я  п р о в е д е н и я  п о л н о г о  П Ц Р -  

и с с л е д о в а н и я ,  в к л ю ч а я  э к с т р а к ц и ю  Р Н К  и з  к л и н и ч е с к о г о  м а т е р и а л а ,  п р о в е д е н и е  

о б р а т н о й  т р а н с к р и п ц и и  Р Н К  и  а м п л и ф и к а ц и ю  к Д Н К  с  г и б р и д и з а ц и о н н о -  

ф л у о р е с ц е н т н о й  д е т е к ц и е й  в  р е ж и м е  « р е а л ь н о г о  в р е м е н и » .

Ф о р м а  к о м п л е к т а ц и и  6  п р е д н а з н а ч е н а  д л я  п р о и з в о д с т в е н н ы х  ц е л е й  д л я  

п о с л е д у ю щ е й  м а р к и р о в к и  н а  я з ы к е  з а к а з ч и к а  и к о м п л е к т а ц и и  п о  н а б о р а м .  

ВНИМАНИЕ! Ф о р м а  к о м п л е к т а ц и и  6  и с п о л ь з у е т с я  т о л ь к о  в  с о о т в е т с т в и и  с  

р е г л а м е н т о м ,  у т в е р ж д е н н ы м  Ф Б У Н  Ц Н И И  Э п и д е м и о л о г и и  Р о с п о т р е б н а д з о р а .

АНАЛИТИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ  

Аналитическая чувствительность

Вид
А  биологического 

материала (объем 
исследуемой 

_____пробы)_____

Комплект для 
экстракции 

РНК/ДНК

Комплект для 
амплифика­
ции и детек­

ции

Аналити­
ческая чув­
ствитель­

ность, 
копий/мл

Пробоподготовка
материала

с ы в о р о т к а  к р о в и  
( 2 0 0  м к л ) ,  С М Ж  
( 2 0 0  м к л ) ,  л е й к о ц и ­
т а р н а я  ф р а к ц и я  
к р о в и  ( 2 0 0  м к л ) ,
1 0  %  с у с п е н з и я  
т к а н е й  м о з г а  
( 3 0  м к л ) ,  к о м а р ы  
( 1 0 0  мкл)___________

«РИБО-преп»
« П Ц Р -  

к о м п л е к т »  
в а р и а н т  F R T

5x10=*

л е й к о ц и т а р н а я  
ф р а к ц и я  к р о в и  
( 2 0 0  м к л ) ,  1 0 %  
с у с п е н з и я  т к а н е й  
м о з г а  ( 3 0  м к л ) ,  
к о м а р ы  ( 1 0 0  м к п )

«РИБО-преп» и 
«РИБО-золь-С»

« П Ц Р -  
к о м п л е к т »  

в а р и а н т  F R T
5 x 1 0 '

л е й к о ц и т а р н а я  
ф р а к ц и я  к р о в и  
( 2 0 0  м к л ) ,  1 0  %  
с у с п е н з и я  т к а н е й  
м о з г а  ( 3 0  м к л ) ,  
к о м а р ы  ( 1 0 0  м к л )

«РИБО-сорб» и 
«РИБО-золь-С»

« П Ц Р -  
к о м п л е к т »  

в а р и а н т  F R T

Д а н н а я  ч у в с т в и ­
т е л ь н о с т ь  д о с т и ­

г а е т с я  п р и  с о б л ю ­
д е н и и  н и ж е и з л о ­

ж е н н ы х  п р а в и л  
п р о б о п о д г о т о в к и  
б и о м а т е р и а л а  и 
р е к о м е н д у е м о м  

и с с л е д у е м о м  
о б ъ е м е  п р о б ы

5 x 1 0 ^

С ы в о р о т к а  и п л а з м а  
к р о в и ,  С М Ж  -  1 м л

«МАГНО-сорб»
« П Ц Р -  

к о м п л е к т »  
в а р и а н т  F R T

5 x 1 0^

Аналитическая специфичность

А н а л и т и ч е с к а я  с п е ц и ф и ч н о с т ь  и з у ч е н а  н а ;

-  ф л а в и в и р у с а х  ( в и р у с  к л е щ е в о г о  э н ц е ф а л и т а ,  Л а н г а т ,  П о в а с с а н ,  Я п о н с к о г о  

э н ц е ф а л и т а .  О м с к о й  г е м о р р а г и ч е с к о й  л и х о р а д к и ) ;

-  г е р п е с в и р у с а х  (I и  И т и п о в ,  CM V , EB V , VZV,  I V  т и п а ) ,  э н т е р о в и р у с а х  {ECHO, 

Coxsackie);



-  р и к к е т с и я х  г р у п п ы  п я т н и с т ы х  л и х о р а д о к  {R ickettsia conorii  s s p .  caspia, 

R .heilong iangensis] Cox ie lla  burnetii] Bartonella  hense lae , B.quintana)]

-  с п и р о х е т а х  {Borrelia m iyamotoi] Treponem a pallidum] Leptosp ira  interrogans, 

L . kirshneri, L. borgpe te rsen ii).

П р и  р а б о т е  с  Р Н К / Д Н К  в ы ш е п е р е ч и с л е н н ы х  о р г а н и з м о в .  Д Н К  ч е л о в е к а ,  Д Н К  

п т и ц ,  Д Н К  к л е щ е й  и  к о м а р о в ,  Д Н К  г р ы з у н о в  н е  в ы я в л е н о  л о ж н о п о л о ж и т е л ь н ы х  

р е з у л ь т а т о в .

МЕРЫ ПРЕДОСТОРОЖНОСТИ

Р а б о т а  д о л ж н а  п р о в о д и т ь с я  в  л а б о р а т о р и и ,  в ы п о л н я ю щ е й  м о л е к у л я р н о ­

б и о л о г и ч е с к и е  ( П Ц Р )  и с с л е д о в а н и я  к л и н и ч е с к о г о  м а т е р и а л а  н а  н а л и ч и е  

в о з б у д и т е л е й  и н ф е к ц и о н н ы х  б о л е з н е й ,  с  с о б л ю д е н и е м  с а н и т а р н о - э п и д е м и ч е с к и х  

п р а в и л  С П  1 . 3 . 2 3 2 2 - 0 8  « Б е з о п а с н о с т ь  р а б о т ы  с  м и к р о о р г а н и з м а м и  I I I - I V  г р у п п  

п а т о г е н н о с т и  ( о п а с н о с т и )  и в о з б у д и т е л я м и  п а р а з и т а р н ы х  б о л е з н е й » ,  

С а н П и Н  2 . 1 . 7 . 2 7 9 0 - 1 0  « С а н и т а р н о - э п и д е м и о л о г и ч е с к и е  т р е б о в а н и я  к о б р а щ е н и ю  с  

м е д и ц и н с к и м и  о т х о д а м и »  и м е т о д и ч е с к и х  у к а з а н и й  М У  1 . 3 . 2 5 6 9 - 0 9  « О р г а н и з а ц и я  

р а б о т ы  л а б о р а т о р и й ,  и с п о л ь з у ю щ и х  м е т о д ы  а м п л и ф и к а ц и и  н у к л е и н о в ы х  к и с л о т  п р и  

р а б о т е  с  м а т е р и а л о м ,  с о д е р ж а щ и м  м и к р о о р г а н и з м ы  I - I V  г р у п п  п а т о г е н н о с т и » .

П р и  р а б о т е  в с е г д а  с л е д у е т  в ы п о л н я т ь  с л е д у ю щ и е  т р е б о в а н и я :

-  С л е д у е т  р а с с м а т р и в а т ь  и с с л е д у е м ы е  о б р а з ц ы  к а к  и н ф е к ц и о н н о - о п а с н ы е ,  

о р г а н и з о в ы в а т ь  р а б о т у  и  х р а н е н и е  в  с о о т в е т с т в и и  с  С П  1 . 3 . 2 3 2 2 - 0 8  

« Б е з о п а с н о с т ь  р а б о т ы  с  м и к р о о р г а н и з м а м и  I I I - I V  г р у п п  п а т о г е н н о с т и  

( о п а с н о с т и )  и в о з б у д и т е л я м и  п а р а з и т а р н ы х  б о л е з н е й » .

ВНИМАНИЕ! П р и  р а б о т е  с  к л е щ о м  с  в ы с о к о й  с т е п е н ь ю  н а п и т а н н о с т и  р е к о м е н д у е т с я  

п е р е д  г о м о г е н и з а ц и е й  п р о к о л о т ь  е г о  о д н о р а з о в о й  и г л о й  д л я  в ы х о д а  к р о в и  и 

п р е д у п р е ж д е н и я  р а з б р ы з г и в а н и я  м а т е р и а л а  п р и  р а с т и р а н и и  в  с т у п к е .

-  У б и р а т ь  и д е з и н ф и ц и р о в а т ь  р а з л и т ы е  о б р а з ц ы  и л и  р е а к т и в ы ,  и с п о л ь з у я  

д е з и н ф и ц и р у ю щ и е  с р е д с т в а  в  с о о т в е т с т в и и  с  С П  1 . 3 . 2 3 2 2 - 0 8  « Б е з о п а с н о с т ь  

р а б о т ы  с  м и к р о о р г а н и з м а м и  I I I - I V  г р у п п  п а т о г е н н о с т и  ( о п а с н о с т и )  и 

в о з б у д и т е л я м и  п а р а з и т а р н ы х  б о л е з н е й » .

-  Л а б о р а т о р н ы й  п р о ц е с с  д о л ж е н  б ы т ь  о д н о н а п р а в л е н н ы м .  А н а л и з  п р о в о д и т с я  в 

о т д е л ь н ы х  п о м е щ е н и я х  ( з о н а х ) .  Р а б о т у  с л е д у е т  н а ч и н а т ь  в  З о н е  В ы д е л е н и я ,  

п р о д о л ж а т ь  в  З о н е  А м п л и ф и к а ц и и  и Д е т е к ц и и .  Н е  в о з в р а щ а т ь  о б р а з ц ы ,  

о б о р у д о в а н и е  и  р е а к т и в ы  в  з о н у ,  в  к о т о р о й  б ы л а  п р о в е д е н а  п р е д ы д у щ а я  с т а д и я  

п р о ц е с с а .

-  У д а л я т ь  н е и с п о л ь з о в а н н ы е  р е а к т и в ы  в  с о о т в е т с т в и и  с  С а н П и Н  2 . 1 . 7 . 2 7 9 0 - 1 0
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« С а н и т а р н о - э п и д е м и о л о г и ч е с к и е  т р е б о в а н и я  к о б р а щ е н и ю  с  м е д и ц и н с к и м и  

о т х о д а м и » .

ВНИМАНИЕ! П р и  у д а л е н и и  о т х о д о в  п о с л е  а м п л и ф и к а ц и и  ( п р о б и р о к ,  с о д е р ж а щ и х  

п р о д у к т ы  П Ц Р )  н е д о п у с т и м о  о т к р ы в а н и е  п р о б и р о к  и р а з б р ы з г и в а н и е  с о д е р ж и м о г о ,  

п о с к о л ь к у  э т о  м о ж е т  п р и в е с т и  к к о н т а м и н а ц и и  п р о д у к т а м и  П Ц Р  л а б о р а т о р н о й  з о н ы ,  

о б о р у д о в а н и я  и р е а г е н т о в .

-  П р и м е н я т ь  н а б о р  с т р о г о  п о  н а з н а ч е н и ю ,  с о г л а с н о  д а н н о й  и н с т р у к ц и и .

-  Д о п у с к а т ь  к р а б о т е  с  н а б о р о м  т о л ь к о  с п е ц и а л ь н о  о б у ч е н н ы й  п е р с о н а л .

-  Н е  и с п о л ь з о в а т ь  н а б о р  п о  и с т е ч е н и и  с р о к а  г о д н о с т и .

-  И с п о л ь з о в а т ь  о д н о р а з о в ы е  п е р ч а т к и ,  л а б о р а т о р н ы е  х а л а т ы ,  з а щ и щ а т ь  г л а з а  в о  

в р е м я  р а б о т ы  с  о б р а з ц а м и  и  р е а к т и в а м и .  Т щ а т е л ь н о  в ы м ы т ь  р у к и  п о  о к о н ч а н и и  

р а б о т ы .

-  И з б е г а т ь  к о н т а к т а  с  к о ж е й ,  г л а з а м и  и с л и з и с т о й  о б о л о ч к о й .  П р и  к о н т а к т е  

н е м е д л е н н о  п р о м ы т ь  п о р а ж е н н о е  м е с т о  в о д о й  и о б р а т и т ь с я  з а  м е д и ц и н с к о й  

п о м о щ ь ю .

-  Л и с т ы  б е з о п а с н о с т и  м а т е р и а л о в  ( M S D S  -  m a t e r i a l  s a f e t y  d a t a  s h e e t )  д о с т у п н ы  п о  

з а п р о с у .

ДОПОЛНИТЕЛЬНЫЕ МАТЕРИАЛЫ И ОБОРУДОВАНИЕ

1 .  0 , 1 5  М N a C I  и л и  ф о с ф а т н ы й  б у ф е р н ы й  р а с т в о р  (PBS) ( н а т р и я  х л о р и д ,  1 3 7  м М ;  

к а л и я  х л о р и д ,  2 , 7  м М ;  н а т р и я  м о н о ф о с ф а т ,  1 0  м М ;  к а л и я  д и ф о с ф а т ,  2  м М ;  

р Н = 7 , 5 ± 0 , 2 ) .

2 .  К о м п л е к т ы  р е а г е н т о в  д л я  в ь щ е л е н и я  Р Н К / Д Н К  ( в  з а в и с и м о с т и  о т  т и п а  

и с с л е д у е м о г о  б и о м а т е р и а л а )  п р и  р а б о т е  с  ф о р м о й  к о м п л е к т а ц и и  1 .

3 .  Д о п о л н и т е л ь н ы е  м а т е р и а л ы  и о б о р у д о в а н и е  д л я  э к с т р а к ц и и  Р Н К / Д Н К  -  с о г л а с н о  

и н с т р у к ц и и  к к о м п л е к т у  р е а г е н т о в  д л я  в ы д е л е н и я  Р Н К / Д Н К .

4 .  Г о м о г е н и з а т о р  T i s s u e L y s e r  L T  ( Q i a g e n ,  Г е р м а н и я )  р е к о м е н д у е т с я  и с п о л ь з о в а т ь  д л я  

г о м о г е н и з а ц и и  а у т о п с и й н о г о  м а т е р и а л а ,  к л е щ е й  и к о м а р о в .

5 .  М е т а л л и ч е с к и е  ш а р и к и  и з  н е р ж а в е ю щ е й  с т а л и  д и а м е т р о м  5  м м  и 7  м м .

6 .  Б о к с  а б а к т е р и а л ь н о й  в о з д у ш н о й  с р е д ы  ( П Ц Р - б о к с ) .

7 .  Ц е н т р и ф у г а / в о р т е к с .

8 .  А в т о м а т и ч е с к и е  д о з а т о р ы  п е р е м е н н о г о  о б ъ е м а  ( о т  5  д о  2 0  м к л  и о т  2 0  д о  2 0 0  м к л ) .

9 .  О д н о р а з о в ы е  н а к о н е ч н и к и  с  ф и л ь т р о м  д о  1 0 0  м к л  в  ш т а т и в а х ,  д о  2 0 0  м к л  и д о  

1 0 0 0  м к л .

1 0 . Ш т а т и в ы  д л я  п р о б и р о к  о б ъ е м о м  0 , 2  м л .



1 1 . О д н о р а з о в ы е  п о л и п р о п и л е н о в ы е  з а в и н ч и в а ю щ и е с я  и л и  п л о т н о  з а к р ы в а ю щ и е с я  

п р о б и р к и  о б ъ е м о м  1 , 5  м л .

1 2 . Ш т а т и в ы  д л я  н а к о н е ч н и к о в  и  п р о б и р о к  о б ъ е м о м  1 , 5  м л .

1 3 . Х о л о д и л ь н и к  о т  2  д о  8  ° С  с  м о р о з и л ь н о й  к а м е р о й  н е  в ы ш е  м и н у с  1 6  °С  д л я  

в ы д е л е н н ы х  п р о б  Р Н К .

1 4 .  О т д е л ь н ы й  х а л а т ,  ш а п о ч к и ,  о б у в ь  и о д н о р а з о в ы е  п е р ч а т к и  п о  М У  1 . 3 . 2 5 6 9 - 0 9 .

1 5 .  Е м к о с т ь  д л я  с б р о с а  н а к о н е ч н и к о в .

1 6 . Е м к о с т ь  с  д е з и н ф и ц и р у ю щ и м  р а с т в о р о м .

1 7 . П р о г р а м м и р у е м ы й  а м п л и ф и к а т о р  с  с и с т е м о й  д е т е к ц и и  ф л у о р е с ц е н т н о г о  с и г н а л а  

в р е ж и м е  « р е а л ь н о г о  в р е м е н и »  ( н а п р и м е р ,  R o t o r - G e n e  3 0 0 0 / 6 0 0 0  ( C o r b e t t  

R e s e a r c h ,  А в с т р а л и я ) ,  R o t o r - G e n e  Q  ( Q i a g e n ,  Г е р м а н и я ) ,  i C y c l e r  i Q 5  ( B i o - R a d ,  

С Ш А ) ,  М х З О О О Р  ( S t r a t a g e n e ,  С Ш А )  и р е к о м е н д о в а н н ы е  Ф Б У Н  Ц Н И И  

Э п и д е м и о л о г и и  Р о с п о т р е б н а д з о р а  в  м е т о д и ч е с к и х  р е к о м е н д а ц и я х  п о  

п р и м е н е н и ю  д а н н о г о  н а б о р а  р е а г е н т о в ) .

1 8 . О д н о р а з о в ы е  п о л и п р о п и л е н о в ы е  п р о б и р к и  д л я  П Ц Р  о б ъ е м о м  0 , 2  м л :

а )  т о н к о с т е н н ы е  п р о б и р к и  д л я  П Ц Р  о б ъ е м о м  0 , 2  м л  с  в ы п у к л о й  к р ы ш к о й  

( н а п р и м е р ,  А х у д е п ,  С Ш А )  -  п р и  и с п о л ь з о в а н и и  п р и б о р а  п л а н ш е т н о г о  т и п а ;

б )  т о н к о с т е н н ы е  п р о б и р к и  д л я  П Ц Р  о б ъ е м о м  0 , 2  м л  с  п л о с к о й  к р ы ш к о й  

( н а п р и м е р ,  А х у д е п ,  С Ш А )  -  п р и  и с п о л ь з о в а н и и  п р и б о р а  р о т о р н о г о  т и п а .

П р и  и с п о л ь з о в а н и и  к о м п л е к т а  р е а г е н т о в  « М А Г Н О - с о р б »  д о п о л н и т е л ь н о :

1 .  Т е р м о с т а т  д л я  п р о б и р о к  о б ъ е м о м  5  м л ,  д и а м е т р о м  1 2  м м  о т  2 5  д о  1 0 0  ° С .

2 .  Т е р м о с т а т  д л я  п р о б и р о к  т и п а  « Э п п е н д о р ф »  о т  2 5  д о  1 0 0  ° С .

3 .  М а г н и т н ы й  ш т а т и в  д л я  п р о б и р о к  т и п а  « Э п п е н д о р ф »  н а  1 , 5  м л .

4 .  М а г н и т н ы й  ш т а т и в  д л я  п р о б и р о к  н а  5  м л ,  д и а м е т р  1 2  м м .

5 .  О д н о р а з о в ы е  п о л и п р о п и л е н о в ы е  и л и  п о л и с т и р о л ь н ы е  п р о б и р к и  о б ъ е м о м  д о  5  м л  

д и а м е т р о м  1 2  м м ,  к р у г л о д о н н ы е .

6 .  О д н о р а з о в ы е  п о л и п р о п и л е н о в ы е  к р ы ш к и  д л я  п р о б и р о к  о б ъ е м о м  д о  5  м л  

д и а м е т р о м  1 2  м м .

7  А в т о м а т и ч е с к и й  д о з а т о р  п е р е м е н н о г о  о б ъ е м а  с  в о з м о ж н о с т ь ю  д о з и р о в а н и я  о т  

1 0 0 0  д о  5 0 0 0  м к л .

8 .  О д н о р а з о в ы е  н а к о н е ч н и к и  д о  2 0 0  м к л ,  д о  1 0 0 0  м к л  и д о  5 0 0 0  м к л .



ВЗЯТИЕ, ТРАНСПОРТИРОВАНИЕ И ХРАНЕНИЕ ИССЛЕДУЕМОГО МАТЕРИАЛА

П е р е д  н а ч а л о м  р а б о т ы  с л е д у е т  о з н а к о м и т ь с я  с  м е т о д и ч е с к и м и  р е к о м е н д а ц и я м и

« В з я т и е ,  т р а н с п о р т и р о в к а ,  х р а н е н и е  к л и н и ч е с к о г о  м а т е р и а л а  д л я  П Ц Р -

д и а г н о с т и к и » ,  р а з р а б о т а н н ы м и  Ф Г У Н  Ц Н И И Э  Р о с п о т р е б н а д з о р а ,  М о с к в а ,  2 0 0 8  г.

ПОДГОТОВКА ИССЛЕДУЕМОГО МАТЕРИАЛА К ЭКСТРАКЦИИ РНК

1 .  П л а з м а  к р о в и ,  с ы в о р о т к а  к р о в и ,  С М Ж .  В з я т и е  ц е л ь н о й  п е р и ф е р и ч е с к о й  к р о в и  

п р о в о д и т с я  у т р о м  н а т о щ а к  в  п р о б и р к у  с  6 %  р а с т в о р о м  Э Д Т А  и з  р а с ч е т а  1 : 2 0 .  

З а к р ы т у ю  п р о б и р к у  с  ц е л ь н о й  п е р и ф е р и ч е с к о й  к р о в ь ю  н е с к о л ь к о  р а з  

п е р е в о р а ч и в а ю т .  Д л я  о т б о р а  п л а з м ы  п р о б и р к у  с  к р о в ь ю  ц е н т р и ф у г и р у ю т  в т е ч е н и е  

2 0  м и н  п р и  1 6 0 0  д .  С ы в о р о т к у  к р о в и  п о л у ч а ю т  с т а н д а р т н ы м и  м е т о д а м и .  С М Ж  н е  

п р о х о д и т  с т а д и ю  п р о б о п о д г о т о в к и .  Д л я  и с с л е д о в а н и я  о т б и р а ю т  2 0 0  м к л  

к л и н и ч е с к о г о  м а т е р и а л а  п р и  э к с т р а к ц и и  Р Н К  с  и с п о л ь з о в а н и е м  к о м п л е к т а  « Р И Б О -  

п р е п »  и л и  1 м л  к л и н и ч е с к о г о  м а т е р и а л а  п р и  и с п о л ь з о в а н и и  к о м п л е к т а  « М А Г Н О -  

с о р б » .

2 .  Л е й к о ц и т а р н а я  ф р а к ц и я  к р о в и .  Д л я  и с с л е д о в а н и я  л е й к о ц и т а р н о й  ф р а к ц и и  к р о в и  

( д а н н ы й  т и п  к л и н и ч е с к о г о  м а т е р и а л а  р е к о м е н д у е т с я  д л я  и с с л е д о в а н и я  н а  2 - й  н е д  

з а б о л е в а н и я )  1 , 5  м л  к р о в и  с  р а с т в о р о м  Э Д Т А  п е р е н о с я т  в  п р о б и р к у  т и п а  

« Э п п е н д о р ф »  и  ц е н т р и ф у г и р у ю т  н а  м и к р о ц е н т р и ф у г е  п р и  4 0 0  g  в  т е ч е н и е  1 0  м и н .  

З а т е м  о т б и р а ю т  п р и б л и з и т е л ь н о  5 0 0 - 6 0 0  м к л  п л а з м ы  и  ц е н т р и ф у г и р у ю т  п р и  7 0 0 0  g  

в т е ч е н и е  1 0  м и н .  П о с л е  ч е г о  о с т а в л я ю т  д л я  э к с т р а к ц и и  Р Н К  о с а д о к  к л е т о к  и 

2 0 0  м к л  н а д о с а д о ч н о й  п л а з м ы  н а д  к л е т к а м и  п р и  э к с т р а к ц и и  с  и с п о л ь з о в а н и е м  

к о м п л е к т а  « Р И Б О - п р е п »  и п р и  и с п о л ь з о в а н и и  к о м б и н и р о в а н н ы х  м е т о д о в  э к с т р а к ц и и  

( к о м п л е к т ы  « Р И Б О - з о л ь - С »  и  « Р И Б О - с о р б »  и л и  к о м п л е к т ы  « Р И Б О - з о л ь - С »  и « Р И Б О -  

п р е п » ) .

3 .  В н у т р е н н и е  о р г а н ы  ж и в о т н ы х  и  с е к ц и о н н ы й  м а т е р и а л .  Д а н н ы й  м а т е р и а л  

г о м о г е н и з и р у ю т  с  и с п о л ь з о в а н и е м  с т е р и л ь н ы х  ф а р ф о р о в ы х  с т у п о к  и п е с т и к о в ,  

з а т е м  г о т о в я т  1 0 %  с у с п е н з и ю  н а  с т е р и л ь н о м  ф и з и о л о г и ч е с к о м  р а с т в о р е  и л и  

ф о с ф а т н о м  б у ф е р е .  П р и  н а л и ч и и  а в т о м а т и ч е с к о г о  г о м о г е н и з а т о р а  T i s s u e L y s e r  

L T  п р и м е н я ю т  с л е д у ю щ и е  п а р а м е т р ы  д л я  г о м о г е н и з а ц и и  т к а н е й  в н у т р е н н и х  

о р г а н о в ;  о б ъ е м  P B S - б у ф е р а  и л и  0 , 1 5  М  р а с т в о р а  N a C I  д л я  г о м о г е н и з а ц и и  

о п р е д е л я е т с я  о б ъ е м о м  г о м о г е н и з и р у е м о й  т к а н и  -  с о о т н о ш е н и е  т к а н ь - б у ф е р  

о п р е д е л я е т с я  к а к  1 : 9 ,  т о  е с т ь  г о т о в и т с я  1 0  %  с у с п е н з и я .  О б щ и й  о б ъ е м  п р о б ы  д л я  

п р о б и р о к  о б ъ е м о м  1 , 5  м л  н е  д о л ж е н  п р е в ы ш а т ь  1 м л ,  у с л о в и я  г о м о г е н и з а ц и и ;  

д л я  т к а н е й  м о з г а ;  д и а м е т р  ш а р и к о в  -  5  м м ;  ч а с т о т а  -  5 0  Г ц / с е к ;  в р е м я  

г о м о г е н и з а ц и и  -  2 - 3  м и н у т ы ;  д л я  т к а н е й  п е ч е н и ,  с е л е з е н к и ,  л и м ф о у з л о в ;  д и а м е т р
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ш а р и к о в  -  7  м м ;  ч а с т о т а  -  5 0  Г ц / с е к ;  в р е м я  г о м о г е н и з а ц и и  -  1 0  м и н у т ;  д л я  

л и м ф о у з л о в :  д и а м е т р  ш а р и к о в  -  5  м м ;  ч а с т о т а  -  5 0  Г 1д /с е к ; в р е м я  г о м о г е н и з а ц и и

-  5  м и н у т .

Д л я  э к с т р а к ц и и  Р Н К  б е р у т  3 0  м к л  с у с п е н з и и  в  с л у ч а е  э к с т р а к ц и и  к о м п л е к т о м  

« Р И Б О - п р е п »  и  к о м б и н и р о в а н н ы м  м е т о д о м  ( к о м п л е к т ы  « Р И Б О - з о л ь - С »  и  « Р И Б О -  

с о р б » )  и 1 0 0  м к л  с у с п е н з и и  в  с л у ч а е  э к с т р а к ц и и  к о м б и н и р о в а н н ы м  м е т о д о м  

( к о м п л е к т ы  « Р И Б О - з о л ь - С »  и  « Р И Б О - п р е п » ) ,

4 .  М о ч а .  Д л я  и с с л е д о в а н и я  м о ч а  с о б и р а е т с я  в  ч и с т у ю  п о с у д у .  Е с л и  н е т  в о з м о ж н о с т и  

и с с л е д о в а т ь  м а т е р и а л  в  т е ч е н и е  1 с у т о к  п о с л е  в з я т и я ,  м о ч а  п е р е н о с и т с я  в 

ц е н т р и ф у ж н у ю  п р о б и р к у  н а  3 0  м л  и л и  п р о б и р к у  т и п а  « Э п п е н д о р ф » ,  з а т е м  в н е е  

в н о с я т  г л и ц е р и н ,  1 0 %  о т  о б ъ е м а  п р о б ы ,  п е р е м е ш и в а ю т  д л я  р а в н о м е р н о г о  

р а с п р е д е л е н и я  г л и ц е р и н а  и з а м о р а ж и в а ю т  п р и  м и н у с  2 0  ° С  д л я  х р а н е н и я  в т е ч е н и е  

1 н е д  и л и  п р и  м и н у с  7 0  ° С  в  т е ч е н и е  б о л е е  д л и т е л ь н о г о  в р е м е н и .

П р и  н а л и ч и и  ц е н т р и ф у г и  с  о х л а ж д е н и е м  д о  4  ° С  д л я  п р о б и р о к  о б ъ е м о м  3 0  м л  и 

у с к о р е н и е м  8 0 0 0  g  и с п о л ь з у е т с я  с л е д у ю щ и й  а л г о р и т м  п р о б о п о д г о т о в к и .  П р о б у  

ц е н т р и ф у г и р у ю т  п р и  8 0 0 0 - 9 0 0 0  g  в  т е ч е н и е  1 0  м и н ,  з а т е м  н а д о с а д о ч н у ю  ж и д к о с т ь  

п е р е н о с я т  в  е м к о с т ь  с  д е з и н ф и ц и р у ю щ и м  р а с т в о р о м ,  а  о с а д о к  и  1 м л  н а д о с а д о ч н о й  

ж и д к о с т и  н а д  н и м  -  в  п р о б и р к у  т и п а  « Э п п е н д о р ф » .  П о с л е  ч е г о  с н о в а  к о н ц е н т р и р у ю т  

п р о б у  п р и  8 0 0 0  g  в  т е ч е н и е  1 0  м и н .  9 0 0  м к л  н а д о с а д о ч н о й  ж и д к о с т и  п е р е н о с я т  в 

е м к о с т ь  с  д е з и н ф и ц и р у ю щ и м  р а с т в о р о м ,  а  о с а д о к  и 1 0 0  м к л  н а д о с а д о ч н о й  

ж и д к о с т и  и с п о л ь з у ю т  д л я  э к с т р а к ц и и  Р Н К .  В  с л у ч а е  н а л и ч и я  б о л ь ш о г о  к о л и ч е с т в а  

с о л е й ,  д л я  э к с т р а к ц и и  Р Н К  в  о т д е л ь н у ю  п р о б и р к у  т и п а  « Э п п е н д о р ф »  п е р е н о с я т  

1 0 0  м к л  н а д о с а д о ч н о й  ж и д к о с т и .

П р и  о т с у т с т в и и  ц е н т р и ф у г и  д л я  п р о б и р о к  о б ъ е м о м  3 0  м л  и  у с к о р е н и е м  8 0 0 0  д , 

п р о в о д я т  к о н ц е н т р и р о в а н и е  б а к т е р и й  т о л ь к о  и з  1 м л  м о ч и  к а к  о п и с а н о  в ы ш е .  

Э к с т р а к ц и ю  Р Н К  т а к ж е  п р о в о д я т  и з  о с а д к а  и  1 0 0  м к л  н а д о с а д о ч н о й  ж и д к о с т и .

5 .  К о м а р ы .  Д л я  п р и г о т о в л е н и я  с у с п е н з и й  к о м а р о в  и с п о л ь з у ю т  с т е р и л ь н у ю  

ф а р ф о р о в у ю  ч а ш к у  и  с т е р и л ь н ы й  п е с т и к .  П р и  н а л и ч и и  а в т о м а т и ч е с к о г о  

г о м о г е н и з а т о р а  T i s s u e L y s e r  L T  п р и м е н я ю т  с л е д у ю щ и е  п а р а м е т р ы  д л я  

г о м о г е н и з а ц и и  к о м а р о в  ( д и а м е т р  ш а р и к о в  -  5  м м ;  ч а с т о т а  -  5 0  Г ц / с ;  в р е м я  

г о м о г е н и з а ц и и  -  5  м и н ;  о б ъ е м  б у ф е р а  -  7 0 0  м к л  ( п у л  и з  2 5  к о м а р о в ) ,  1 0 0 0 -  

1 5 0 0  м к л  ( п у л  и з  5 0  к о м а р о в ) .

П р е д в а р и т е л ь н о  ф о р м и р у ю т  п у л ы  к о м а р о в  ( н е  б о л е е  5 0  о с о б е й ) .  К о м а р о в  

г о м о г е н и з и р у ю т  в  с т е р и л ь н о м  ф и з и о л о г и ч е с к о м  р а с т в о р е  и л и  ф о с ф а т н о м  

б у ф е р е  и з  р а с ч е т а  1 к о м а р  -  3 0  м к л  р а с т в о р а .  Ц е н т р и ф у г и р у ю т  п р о б ы  п р и
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1 0  О О О  g  в  т е ч е н и е  1 м и н .  З а т е м  о т б и р а ю т  1 0 0  м к л  н а д о с а д о ч н о й  ж и д к о с т и  д л я  

э к с т р а к ц и и  Р Н К .

6 .  К л е щ и .  П р е д в а р и т е л ь н о  ф о р м и р у ю т  п у л ы  к л е щ е й :  г о л о д н ы х  о б ъ е д и н я ю т  п о  5 -  

7  о с о б е й ,  п о л у н а п и т а в ш и х с я  -  п о  2 - 3 ;  п о л н о с т ь ю  н а п и т а в щ и х с я  -  п о  1 .  Д л я  

п р и г о т о в л е н и я  с у с п е н з и й  к л е щ е й  и с п о л ь з у ю т  с т е р и л ь н у ю  ф а р ф о р о в у ю  ч а ш к у  и 

с т е р и л ь н ы й  п е с т и к .  П р и  н а л и ч и и  а в т о м а т и ч е с к о г о  г о м о г е н и з а т о р а  T i s s u e L y s e r  L T  

п р и м е н я ю т  с л е д у ю щ и е  п а р а м е т р ы  д л я  г о м о г е н и з а ц и и  к л е щ е й  р о д а  Hyalomma 

( д и а м е т р  ш а р и к о в  -  7  м м ;  ч а с т о т а  -  5 0  Г ц / с ;  в р е м я  г о м о г е н и з а ц и и  -  1 0 - 1 2  м и н ;  

о б ъ е м  б у ф е р а  -  7 0 0  м к л  ( н е н а п и т а в ш и й с я  к л е щ ) ,  1 0 0 0 - 1 5 0 0  м к л  ( н а п и т а в ш и й с я  

к л е щ  и п у л ы  к л е щ е й ) .  В  с л у ч а е  г о м о г е н и з а ц и и  н а п и т а в ш и х с я  к л е щ е й  в с т у п к е  и х  

п р е д в а р и т е л ь н о  п р о к а л ы в а ю т  с т е р и л ь н о й  о д н о р а з о в о й  и г л о й  в  н е с к о л ь к и х  

м е с т а х  д л я  в ы х о д а  к р о в и .  К л е щ е й  р а с т и р а ю т  в  7 0 0  м к л  ( е с л и  п р о б а  с о с т о и т  и з  

о д н о г о  н е н а п и т а в ш е г о с я  к л е щ а )  и л и  в  1 - 1 , 5  м л  ( е с л и  г о м о г е н и з и р у ю т  п у л  к л е щ е й  

и л и  н а п и т а в ш е г о с я  к л е щ а )  0 , 1 5  М  р а с т в о р а  х л о р и д а  н а т р и я ,  с м е ш и в а я  р а с т в о р  с  

к л е щ а м и  н е б о л ь ш и м и  о б ъ е м а м и ,  з а т е м  п о л у ч е н н у ю  с у с п е н з и ю  ц е н т р и ф у г и р у ю т  

п р и  1 0  О О О  g  в  т е ч е н и е  1 м и н  и о т б и р а ю т  1 0 0  м к л  н а д о с а д о ч н о й  ж и д к о с т и  д л я  

э к с т р а к ц и и  Р Н К .

Д о п у с к а е т с я  х р а н е н и е  в ы ш е п е р е ч и с л е н н о г о  к л и н и ч е с к о г о  м а т е р и а л а  д о  

п р о в е д е н и я  и с с л е д о в а н и я  в  т е ч е н и е  с у т о к  п р и  т е м п е р а т у р е  о т  2  д о  8  ° С  и л и  1 н е д  -  

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 .  Д л я  а у т о п с и й н о г о  м а т е р и а л а  и н а с е к о м ы х  

п р е д у с м о т р е н ы  с л е д у ю щ и е  р е ж и м ы  х р а н е н и я :  т к а н и  в н у т р е н н и х  о р г а н о в  и к о м а р о в  

х р а н я т  1 н е д  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 ,  д а л е е  -  п р и  т е м п е р а т у р е  м и н у с  

7 0  ° С .  К л е щ е й  х р а н я т  и л и  ж и в ы м и  ( д о  1 м е с )  и л и  1 н е д  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 ,  д а л е е  -  п р и  т е м п е р а т у р е  м и н у с  7 0  ° С .
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ФОРМАТ FRT

ФОРМАТ FRT 

СОСТАВ

К о м п л е к т  р е а г е н т о в  « Р И Б О - с о р б »  в а р и а н т  5 0  ( Т У  9 3 9 8 - 0 0 4 - 0 1 8 9 7 5 9 3 - 2 0 0 8 )  -  

к о м п л е к т  р е а г е н т о в  д л я  в ы д е л е н и я  Р Н К / Д Н К  и з  к л и н и ч е с к о г о  м а т е р и а л а  -  

в к л ю ч а е т :

Р е а к ти в Описание Объем, мл Кол-во

Л и з и р у ю щ и й  р а с т в о р П р о з р а ч н а я  б е с ц в е т н а я  
ж и д к о с т ь ^ 2 2 , 5 1 ф л а к о н

Р а с т в о р  д л я  о т м ы в к и  1 П р о з р а ч н а я  б е с ц в е т н а я  
ж и д к о с т ь '* 2 0 1 ф л а к о н

Р а с т в о р  д л я  о т м ы в к и  3 П р о з р а ч н а я  б е с ц в е т н а я  
ж и д к о с т ь 5 0 1 ф л а к о н

Р а с т в о р  д л я  о т м ы в к и  4 П р о з р а ч н а я  б е с ц в е т н а я  
ж и д к о с т ь 2 0 1 ф л а к о н

С о р б е н т С у с п е н з и я  б е л о г о  ц в е т а 1 . 2 5 1 п р о б и р к а

Р Н К - б у ф е р П р о з р а ч н а я  б е с ц в е т н а я  
ж и д к о с т ь 0 , 5 5 п р о б и р о к

К о м п л е к т  р е а г е н т о в  р а с с ч и т а н  н а  в ы д е л е н и е  Р Н К / Д Н К  и з  5 0  п р о б ,  в к л ю ч а я  к о н т р о л и .  

В х о д и т  в с о с т а в  ф о р м ы  к о м п л е к т а ц и и  4 .

К о м п л е к т  р е а г е н т о в  « Р И Б О - з о л ь - С »  в а р и а н т  5 0  ( Т У  9 3 9 8 - 0 7 4 - 0 1 8 9 7 5 9 3 - 2 0 0 8 )  -  

к о м п л е к т  р е а г е н т о в  д л я  п е р в о г о  э т а п а  в ы д е л е н и я  Р Н К  и з  б и о л о г и ч е с к о г о  м а т е р и а л а

-  в к л ю ч а е т :

Р е а к ти в Описание Объем, мл Кол-во

Р а с т в о р  D П р о з р а ч н а я  б е с ц в е т н а я  
ж и д к о с т ь 2 0 1 ф л а к о н

Р а с т в о р  Е П р о з р а ч н а я  б е с ц в е т н а я  
ж и д к о с т ь 1 , 5 1 п р о б и р к а

Р а с т в о р  А П р о з р а ч н а я  ж и д к о с т ь  
о р а н ж е в о г о  ц в е т а 1 5 1 ф л а к о н

Р а с т в о р  В П р о з р а ч н а я  б е с ц в е т н а я  
ж и д к о с т ь 5 1 ф л а к о н

К о м п л е к т  р е а г е н т о в  р а с с ч и т а н  н а  в ы д е л е н и е  Р Н К  и з  5 0  п р о б ,  в к л ю ч а я  к о н т р о л и .  

В х о д и т  в с о с т а в  ф о р м  к о м п л е к т а ц и и  3 ,  4 .

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

Комплект реагентов «РИБО-преп» вариант 50 ( Т У  9 3 9 8 - 0 7 1 - 0 1 8 9 7 5 9 3 - 2 0 0 8 )  -  

к о м п л е к т  р е а г е н т о в  д л я  в ы д е л е н и я  Р Н К / Д Н К  и з  к л и н и ч е с к о г о  м а т е р и а л а  -  

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 отм ы вки  3 Прозрачная бесцветная 
жидкость 25 1 флакон

Раствор для отм ы вки  4 Прозрачная бесцветная 
жидкость 10 1 флакон

РНК-буфер Прозрачная бесцветная 
жидкость 1,2 4 пробирки

К о м п л е к т  р е а г е н т о в  р а с с ч и т а н  н а  в ы д е л е н и е  Р Н К / Д Н К  и з  5 0  п р о б ,  в к л ю ч а я  

к о н т р о л и .  В х о д и т  в  с о с т а в  ф о р м  к о м п л е к т а ц и и  2 ,  3 .

Комплект реагентов «МАГНО-сорб» вариант 100-1000 ( Т У  9 3 9 8 - 1 0 6 - 0 1 8 9 7 5 9 3 - 0 9 )

-  к о м п л е к т  р е а г е н т о в  д л я  в ы д е л е н и я  Р Н К / Д Н К  и з  к л и н и ч е с к о г о  м а т е р и а л а  -  

включает:

Реактив Описание Объем, мл Кол-во
Лизирующий раствор 
МАГНО-сорб

Прозрачная бесцветная 
жидкость^ 70 4 флакона

Компонент А Прозрачная бесцветная 
жидкость 0,6 4 пробирки

Раствор для отм ы вки  5 Прозрачная бесцветная 
жидкость® 60 4 флакона

Раствор для отм ы вки  6 Прозрачная бесцветная 
жидкость 20 4 флакона

Раствор для отм ы вки  7 Прозрачная бесцветная 
жидкость 6.0 4 флакона

М агнетизированная силика Суспензия черного цвета 0,9 4 пробирки

Буфер для элю ции Прозрачная бесцветная 
жидкость 1.2 12 пробирок

К о м п л е к т  р е а г е н т о в  р а с с ч и т а н  н а  в ы д е л е н и е  Р Н К / Д Н К  и з  1 0 0  п р о б ,  в к л ю ч а я  

к о н т р о л и .  О б ъ е м  и с с л е д у е м о г о  м а т е р и а л а  1 0 0 0  м к л .  В х о д и т  в  с о с т а в  ф о р м ы  

к о м п л е к т а ц и и  5 .

 ̂ При хранении лизирующего раствора и раствора для отмывки 5 при температуре ниже 20 °С 
возможно образование осадка в виде кристаллов.
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ФОРМАТ FRT

Комплект реагентов «ПЦР-комплект» вариант FRT -  к о м п л е к т  р е а г е н т о в  д л я  

п р о в е д е н и я  о б р а т н о й  т р а н с к р и п ц и и  Р Н К  и а м п л и ф и к а ц и и  к Д Н К  у ч а с т к а  г е н о м а  

в и р у с а  З а п а д н о г о  Н и л а  с  г и б р и д и з а ц и о н н о - ф л у о р е с ц е н т н о й  д е т е к ц и е й  в  р е ж и м е  

« р е а л ь н о г о  в р е м е н и »  -  включает:

Реактив Описание Объем, мл Кол-во

R T - G - m i x - 2 П р о з р а ч н а я  
б е с ц в е т н а я  ж и д к о с т ь 0 , 0 1 5 1 п р о б и р к а

О Т - П Ц Р - с м е с ь - 1 - F R T  WNV П р о з р а ч н а я  
б е с ц в е т н а я  ж и д к о с т ь 0.6 1 п р о б и р к а

О Т - П Ц Р - с м е с ь - 2 - F E P / F R T П р о з р а ч н а я  
б е с ц в е т н а я  ж и д к о с т ь 0 , 3 1 п р о б и р к а

П о л и м е р а з а  ( T a q F ) П р о з р а ч н а я  
б е с ц в е т н а я  ж и д к о с т ь 0 , 0 3 1 п р о б и р к а

Т М - Р е в е р т а з а  ( M M I v ) П р о з р а ч н а я  
б е с ц в е т н а я  ж и д к о с т ь 0 , 0 1 5 1 п р о б и р к а

П К О  к Д Н К  WNV/ST\ П р о з р а ч н а я  
б е с ц в е т н а я  ж и д к о с т ь 0,1 1 п р о б и р к а

Р Н К - б у ф е р П р о з р а ч н а я  
б е с ц в е т н а я  ж и д к о с т ь 0,6 2  п р о б и р к и

К о м п л е к т  р е а г е н т о в  р а с с ч и т а н  н а  п р о в е д е н и е  6 0  р е а к ц и й  а м п л и ф и к а ц и и ,  в к л ю ч а я  

к о н т р о л и .  1 к о м п л е к т  р е а г е н т о в  в х о д и т  в  с о с т а в  ф о р м  к о м п л е к т а ц и и  1 ,  2 ,  3 ,  4 .  

ф  2 к о м п л е к т а  р е а г е н т о в  в х о д я т  в  с о с т а в  ф о р м ы  к о м п л е к т а ц и и  5 .

К  к о м п л е к т у  р е а г е н т о в  п р и л а г а ю т с я  с л е д у ю щ и е  р е а г е н т ы :

Реактив Описание Объем, мл Кол-во

О К О П р о з р а ч н а я  б е с ц в е т н а я  
ж и д к о с т ь 1 . 6 8  п р о б и р о к

П К О  WNV-rec П р о з р а ч н а я  б е с ц в е т н а я  
ж и д к о с т ь 0 , 0 3 5 п р о б и р о к

В К О  S T I - 8 7 - r e c П р о з р а ч н а я  б е с ц в е т н а я  
ж и д к о с т ь 0 , 1 2 5 п р о б и р о к

ПРОВЕДЕНИЕ ПЦР-ИССЛЕДОВАНИЯ

П Ц Р - и с с л е д о в а н и е  с о с т о и т  и з  с л е д у ю щ и х  э т а п о в :

-  Э к с т р а к ц и я  Р Н К  и з  и с с л е д у е м ы х  о б р а з ц о в .

-  П р о в е д е н и е  о б р а т н о й  т р а н с к р и п ц и и  и  а м п л и ф и к а ц и и  с  г и б р и д и з а ц и о н н о -  

ф л у о р е с ц е н т н о й  д е т е к ц и е й  в  р е ж и м е  « р е а л ь н о г о  в р е м е н и » .

-  А н а л и з  и  и н т е р п р е т а ц и я  р е з у л ь т а т о в .

Д е т а л ь н а я  и н ф о р м а ц и я  п о  п р о ц е д у р е  п р о в е д е н и я  П Ц Р - и с с л е д о в а н и я  в 

з а в и с и м о с т и  о т  т и п а  и с п о л ь з у е м о г о  о б о р у д о в а н и я  и з л о ж е н а  в  м е т о д и ч е с к и х  

р е к о м е н д а ц и я х  п о  п р и м е н е н и ю  н а б о р а  р е а г е н т о в  д л я  в ы я в л е н и я  Р Н К  в и р у с а  

З а п а д н о г о  Н и л а  в  б и о л о г и ч е с к о м  м а т е р и а л е  м е т о д о м  п о л и м е р а з н о й  ц е п н о й  р е а к ц и и
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( П Ц Р )  с  г и б р и д и з а ц и о н н о - ф л у о р е с ц е н т н о й  д е т е к ц и е й  « А м п л и С е н с ®  W NV-FL», 

р а з р а б о т а н н ы х  Ф Б У Н  Ц Н И И  Э п и д е м и о л о г и и  Р о с п о т р е б н а д з о р а .

ЭКСТРАКЦИЯ РНК ИЗ ИССЛЕДУЕМЫХ ОБРАЗЦОВ

Д л я  э к с т р а к ц и и  Р Н К  W N V  и з  р а з л и ч н ы х  б и о л о г и ч е с к и х  о б ъ е к т о в  р е к о м е н д у е т с я  

и с п о л ь з о в а т ь  с л е д у ю щ и е  к о м п л е к т ы  р е а г е н т о в  п р о и з в о д с т в а  Ф Б У Н  Ц Н И И  

Э п и д е м и о л о г и и  Р о с п о т р е б н а д з о р а :

-  «РИБО-преп» -  э к с т р а к ц и я  Р Н К  и з  п л а з м ы  и с ы в о р о т к и  к р о в и ,  С М Ж ,  

л е й к о ц и т а р н о й  ф р а к ц и и  к р о в и ,  г о м о г е н а т о в  т к а н е й  в н у т р е н н и х  о р г а н о в  и 

к о м а р о в ,  о с а д к о в  м о ч и ,  с о д е р ж а щ и х  т о л ь к о  э п и т е л и а л ь н ы е  к л е т к и  и н е  

с о д е р ж а щ и х  с о л и ;

^  -  «РИБО-золь-С» -  э к с т р а к ц и я  Р Н К  н а  п е р в о м  э т а п е  в ы д е л е н и я  и з  л е й к о ц и т а р н о й  

ф р а к ц и и  к р о в и ,  с у с п е н з и й  т к а н е й  в н у т р е н н и х  о р г а н о в ,  к о м а р о в  и к л е щ е й ,  о с а д к о в  

м о ч и  ( в  т о м  ч и с л е  с о д е р ж а щ и х  с о л и ) .  В т о р о й  э т а п  в ы д е л е н и я  п р о в о д и т с я  с  

и с п о л ь з о в а н и е м  к о м п л е к т а  «РИБО-преп» и л и  «РИБО-сорб»;

-  «МАГНО-сорб» -  э к с т р а к ц и я  Р Н К  и з  1 м л  п л а з м ы  и с ы в о р о т к и  к р о в и ,  С М Ж .

ф  П р и  и с п о л ь з о в а н и и  ф о р м ы  к о м п л е к т а ц и и  2  э к с т р а к ц и я  Р Н К  п р о в о д и т с я  с  

п о м о щ ь ю  к о м п л е к т а  « Р И Б О - п р е п »  в  с о о т в е т с т в и и  с  П р и л о ж е н и е м  1 ,  П р и  

и с п о л ь з о в а н и и  ф о р м ы  к о м п л е к т а ц и и  3  э к с т р а к ц и я  Р Н К  п р о в о д и т с я  с  п о м о щ ь ю  

к о м п л е к т о в  « Р И Б О - з о л ь - С »  и  « Р И Б О - п р е п »  в  с о о т в е т с т в и и  с  П р и л о ж е н и е м  2 .  П р и  

и с п о л ь з о в а н и и  ф о р м ы  к о м п л е к т а ц и и  4  э к с т р а к ц и я  Р Н К  п р о в о д и т с я  с  п о м о щ ь ю  

к о м п л е к т о в  « Р И Б О - з о л ь - С »  и « Р И Б О - с о р б »  в  с о о т в е т с т в и и  с  П р и л о ж е н и е м  3 .  П р и  

Ш  и с п о л ь з о в а н и и  ф о р м ы  к о м п л е к т а ц и и  5  э к с т р а к ц и я  Р Н К  п р о в о д и т с я  с  п о м о щ ь ю  

к о м п л е к т а  « М А Г Н О - с о р б »  в  с о о т в е т с т в и и  с  и н с т р у к ц и е й  к н а б о р у .

ПРОВЕДЕНИЕ ОБРАТНОЙ ТРАНСКРИПЦИИ РНК И АМПЛИФИКАЦИИ кДНК С 

ДЕТЕКЦИЕЙ В РЕЖИМЕ «РЕАЛЬНОГО ВРЕМЕНИ»

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 и контрольных образцов 

используются одноразовые наконечники с фильтрами.

Общий объем реакционной смеси -  25 мкл, включая объем пробы РНК -10  мкл. 

Способы внесения реактивов в пробирки:

1 .  П р и г о т о в и т ь  р е а к ц и о н н у ю  с м е с ь  н а  н е о б х о д и м о е  к о л и ч е с т в о  р е а к ц и й  -  с м е ш а т ь  в
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о т д е л ь н о й  п р о б и р к е  ОТ-ПЦР-смесь-1-FRT WNV,  ОТ-ПЦР-смесь-2-FEP/FRT, 

полимеразу (TaqF), ТМ-Ревертазу (MMIv) и RT-G-mix-2, и з  р а с ч е т а  н а  к а ж д у ю  

р е а к ц и ю :

-  10 мкл ОТ-ПЦР-смеси-1-FRT WNV]

-  5 мкл ОТ-ПЦР-смеси-2-FEP/FRT;

-  0,5 мкл полимеразы (TaqF);

-  0,25 мкл ТМ-Ревертазы (MMIv);

-  0,25 мкл RT-G-mix-2.

П р и  р а с ч е т е  с л е д у е т  у ч и т ы в а т ь ,  ч т о  п о с т а н о в к а  с о п р о в о ж д а е т с я  а м п л и ф и к а ц и е й  

к а к  м и н и м у м  ч е т ы р е х  к о н т р о л ь н ы х  о б р а з ц о в :  п о л о ж и т е л ь н о г о  к о н т р о л я

э к с т р а к ц и и  ( П К ) ,  о т р и ц а т е л ь н о г о  к о н т р о л я  э к с т р а к ц и и  ( О К ) ,  п о л о ж и т е л ь н о г о  и 

о т р и ц а т е л ь н о г о  к о н т р о л е й  О Т - П Ц Р  ( К +  и К - ) .

2. Р а с к а п а т ь  п р и г о т о в л е н н ы е  с м е с и  в  п р о б и р к и  п о  15 мкл.

ВНИМАНИЕ! П р и г о т о в л е н н у ю  с м е с ь  н е  х р а н и т ь .

3 .  И с п о л ь з у я  н а к о н е ч н и к  с  ф и л ь т р о м ,  д о б а в и т ь  10 мкл РНК-пробы в  п р о б и р к и  с  

к а ж д о й  р е а к ц и о н н о й  с м е с ь ю .  О с т о р о ж 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 .

4 .  Д л я  к а ж д о й  п а н е л и  и с с л е д у е м ы х  о б р а з ц о в  н е о б х о д и м о  п о с т а в и т ь  к о н т р о л ь  

а м п л и ф и к а ц и и  к Д Н К :

а) отрицательный контроль ПЦР (К-) -  в н е с т и  в  п р о б и р к у  10 мкл РНК-буфера.

б )  положительный контроль ПЦР (К+) -  в н е с т и  в  п р о б и р к у  10 мкл ПКО кДНК 

W N V / S T \ .

ВНИМАНИЕ! П р о б ы  а м п л и ф и ц и р о в а т ь  с р а з у  п о с л е  с о е д и н е н и я  р е а к ц и о н н о й  с м е с и  и 

Р Н К - п р о б ы  и к о н т р о л е й .

Б. Проведение обратной транскрипции РНК и амплификации кДНК с детекцией в 

режиме «реального времени»

1 .  З а п р о г р а м м и р о в а т ь  п р и б о р  ( а м п л и ф и к а т о р  с  с и с т е м о й  д е т е к ц и и  в р е ж и м е  

« р е а л ь н о г о  в р е м е н и » )  д л я  в ы п о л н е н и я  с о о т в е т с т в у ю щ е й  п р о г р а м м ы  о б р а т н о й  

т р а н с к р и п ц и и ,  а м п л и ф и к а ц и и  и  д е т е к ц и и  ф л у о р е с ц е н т н о г о  с и г н а л а  ( т а б л . 1 ) .
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Таблица 1

Ц и к л

П р и б о р ы  р о т о р н о г о  типа"*

Т е м п е р а -  
тура, "С
50
95
95
56
72
95

56

72

В р е м я

3 0  м и н
1 5  м и н

5 с
2 5  с
1 5 с
5 с

2 5  с  
д е т е к ц и я  

ф л у о р е с ц .  
с и г н а л а

1 5  с

К о л - в о
ц и к л о в

1

4 0

П р и б о р ы  п л а н ш е т н о го  типа^

Т е м п е р а -  
тура, °С
50
95
95
56
72
95

56

72

В р е м я

3 0  м и н
1 5  м и н

5 с
3 0  с
1 5 с
5 с

3 0  с  
д е т е к ц и я  

ф л у о р е с ц .  
с и г н а л а

1 5 с

К о л - в о
ци к л о в

1
1

4 0

Д е т е к ц и я  ф л у о р е с ц е н т н о г о  с и г н а л а  н а з н а ч а е т с я  п о  к а н а л а м  д л я  ф л у о р о ф о р о в  

F A M  и J O E .

2. У с т а н о в и т ь  п р о б и р к и  в  я ч е й к и  р е а к ц и о н н о г о  м о д у л я  п р и б о р а .  Лунка №1 

обязательно должна быть заполнена какой-либо исследуемой пробиркой.

3 .  З а п у с т и т ь  в ы п о л н е н и е  п р о г р а м м ы  а м п л и ф и к а ц и и  с  д е т е к ц и е й  ф л у о р е с ц е н т н о г о  

с и г н а л а .

4 .  П о  о к о н ч а н и и  в ы п о л н е н и я  п р о г р а м м ы  п р и с т у п и т ь  к а н а л и з у  и и н т е р п р е т а ц и и  

р е з у л ь т а т о в .

АНАЛИЗ И ИНТЕРПРЕТАЦИЯ РЕЗУЛЬТАТОВ

А н а л и з  р е з у л ь т а т о в  п р о в о д я т  с  п о м о щ ь ю  п р о г р а м м н о г о  о б е с п е ч е н и я  

и с п о л ь з у е м о г о  п р и б о р а  д л я  п р о в е д е н и я  П Ц Р  с  д е т е к ц и е й  в  р е ж и м е  « р е а л ь н о г о  

в р е м е н и » .  А н а л и з и р у ю т  к р и в ы е  н а к о п л е н и я  ф л у о р е с ц е н т н о г о  с и г н а л а  п о  д в у м  

к а н а л а м :

-  п о  к а н а л у  д л я  ф л у о р о ф о р а  F A M  р е г и с т р и р у е т с я  с и г н а л ,  с в и д е т е л ь с т в у ю щ и й  о  

н а к о п л е н и и  п р о д у к т а  а м п л и ф и к а ц и и  ф р а г м е н т а  к Д Н К  В К О  S T I - 8 7 - r e c ;

-  п о  к а н а л у  д л я  ф л у о р о ф о р а  J O E  р е г и с т р и р у е т с я  с и г н а л ,  с в и д е т е л ь с т в у ю щ и й  о  

н а к о п л е н и и  п р о д у к т а  а м п л и ф и к а ц и и  ф р а г м е н т а  к Д Н К  W NV.

Р е з у л ь т а т ы  и н т е р п р е т и р у ю т с я  н а  о с н о в а н и и  н а л и ч и я  ( и л и  о т с у т с т в и я )  

п е р е с е ч е н и я  к р и в о й  ф л у о р е с ц е н ц и и  с  у с т а н о в л е н н о й  н а  с о о т в е т с т в у ю щ е м  у р о в н е

Например, Rotor-Gene 3000/6000 (Corbett Research, Австралия), Rotor-Gene Q (Qiagen, Германия) и 
рекомендованные ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора в методических рекомендациях по 
применению данного набора реагентов.
® Например, iQ5 (Bio-Rad, США), МхЗОООР (Stratagene, США) и рекомендованные ФБУН ЦНИИ 
Эпидемиологии Роспотребнадзора в методических рекомендациях по применению данного набора 
реагентов.

17



ФОРМАТ FRT

п о р о г о в о й  л и н и е й ,  ч т о  о п р е д е л я е т  н а л и ч и е  ( и л и  о т с у т с т в и е )  д л я  д а н н о й  п р о б ы  к Д Н К  

з н а ч е н и я  п о р о г о в о г о  ц и к л а  C t  в  с о о т в е т с т в у ю щ е й  г р а ф е  в  т а б л и ц е  р е з у л ь т а т о в .  

Р е з у л ь т а т ы  и н т е р п р е т и р у ю т с я  в  с о о т в е т с т в и и  с  т а б л .  2 .

Т а б л и ц а  2

_________ Соответствие мишеней и каналов детекции

ПЦР-смесь-1

О Т - П Ц Р - с м е с ь - 1 - F R T  W N V

Детекция по каналу

FAM/Green
вко

JOE/Yellow
W N V

П р и н ц и п  и н т е р п р е т а ц и и  р е з у л ь т а т о в  с л е д у ю щ и й :

-  к Д Н К  W N V  обнаружена, е с л и  д л я  д а н н о й  п р о б ы  в  т а б л и ц е  р е з у л ь т а т о в  п о  к а н а л у  

д л я  ф л у о р о ф о р а  J O E  о п р е д е л е н о  з н а ч е н и е  п о р о г о в о г о  ц и к л а  Ct, н е  

п р е в ы ш а ю щ е е  у к а з а н н о е  г р а н и ч н о е  в о  в к л а д ы ш е .  П р и  э т о м  к р и в а я  

ф л у о р е с ц е н ц и и  к а ж д о й  и с с л е д у е м о й  п р о б ы  д о л ж н а  п е р е с е к а т ь  п о р о г о в у ю  л и н и ю  

н а  у ч а с т к е  х а р а к т е р н о г о  э к с п о н е н ц и а л ь н о г о  п о д ъ е м а  ф л у о р е с ц е н ц и и .

-  к Д Н К  W N V  не обнаружена, е с л и  д л я  д а н н о й  п р о б ы  в  т а б л и ц е  р е з у л ь т а т о в  п о  

к а н а л у  д л я  ф л у о р о ф о р а  Р А М  о п р е д е л е н о  з н а ч е н и е  п о р о г о в о г о  ц и к л а  Ct, н е  

п р е в ы ш а ю щ е е  у к а з а н н о е  г р а н и ч н о е  з н а ч е н и е ,  а  п о  к а н а л у  J O E  з н а ч е н и е  

п о р о г о в о г о  ц и к л а  н е  о п р е д е л е н о  и л и  б о л ь ш е  у к а з а н н о г о  в о  в к л а д ы ш е .

-  Р е з у л ь т а т  а н а л и з а  невалидный, е с л и  д л я  д а н н о й  п р о б ы  н е  о п р е д е л е н о  

( о т с у т с т в у е т )  з н а ч е н и е  п о р о г о в о г о  ц и к л а  C t  п о  к а н а л у  д л я  ф л у о р о ф о р а  J O E ,  и п о  

к а н а л у  д л я  ф л у о р о ф о р а  Р А М  з н а ч е н и е  Ct  т а к ж е  н е  о п р е д е л е н о  ( о т с у т с т в у е т )  и л и  

п р е в ы ш а е т  у к а з а н н о е  г р а н и ч н о е  з н а ч е н и е .  В  э т о м  с л у ч а е  т р е б у е т с я  п о в т о р н о  

п р о в е с т и  П Ц Р - и с с л е д о в а н и е  с о о т в е т с т в у ю щ е г о  к л и н и ч е с к о г о  о б р а з ц а ,  н а ч и н а я  с  

э т а п а  э к с т р а к ц и и .

ВНИМАНИЕ! Г р а н и ч н ы е  з н а ч е н и я  Ct  у к а з а н ы  в о  в к л а д ы ш е ,  прилагаемом к набору 

реагентов. С м .  т а к ж е  м е т о д и ч е с к и е  р е к о м е н д а ц и и  п о  п р и м е н е н и ю  н а б о р а  р е а г е н т о в  

д л я  в ы я в л е н и я  Р Н К  в и р у с а  З а п а д н о г о  Н и л а  в  б и о л о г и ч е с к о м  м а т е р и а л е  м е т о д о м  

п о л и м е р а з н о й  ц е п н о й  р е а к ц и и  ( П Ц Р )  с  г и б р и д и з а ц и о н н о - ф л у о р е с ц е н т н о й  д е т е к ц и е й  

« А м п л и С е н с ®  W N V-FL» ,  р а з р а б о т а н н ы е  Ф Б У Н  Ц Н И И  Э п и д е м и о л о г и и .
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Результат ПЦР-исследования считается достоверным, если получены 

правильные результаты для положительного и отрицательного контролей 

амплификации и положительного и отрицательного контролей экстракции 

РНК, в соответствии с таблицей оценки результатов контрольных реакций 

(табл. 3).

Т а б л и ц а  3

Результаты для контролей различных этапов ПЦР-исследования

Контроль
Контролируемый 

этап ПЦР- 
исследования

Значение порогового цикла, Ct

по каналу для 
флуорофора JOE

по каналу для 
флуорофора FAM

OK Экстракция РНК Значение отсутствует Определено значение 
меньше граничного

ПК Экстракция РНК Определено значение 
меньше граничного

Определено значение 
меньше граничного

К - ПЦР Значение отсутствует Значение отсутствует

К+ ПЦР Определено значение 
меньше граничного

Определено значение 
меньше граничного

ВНИМАНИЕ!

1 .  Е с л и  д л я  п о л о ж и т е л ь н о г о  к о н т р о л я  П Ц Р  ( К + )  з н а ч е н и е  п о р о г о в о г о  ц и к л а  п о  к а н а л у  

д л я  ф л у о р о ф о р а  J O E  о т с у т с т в у е т  и л и  п р е в ы ш а е т  г р а н и ч н о е  з н а ч е н и е ,  

н е о б х о д и м о  п о в т о р и т ь  а м п л и ф и к а ц и ю  д л я  в с е х  о б р а з ц о в ,  в  к о т о р ы х  н е  

о б н а р у ж е н а  с п е ц и ф и ч е с к а я  к Д Н К .

2 .  Е с л и  д л я  п о л о ж и т е л ь н о г о  к о н т р о л я  э к с т р а к ц и и  Р Н К  ( П К )  з н а ч е н и е  п о р о г о в о г о  

ц и к л а  п о  к а н а л у  д л я  ф л у о р о ф о р а  J O E  о т с у т с т в у е т  и л и  п р е в ы ш а е т  г р а н и ч н о е  

з н а ч е н и е ,  н е о б х о д и м о  п о в т о р и т ь  э к с т р а к ц и ю  д л я  в с е х  о б р а з ц о в ,  в  к о т о р ы х  н е  

о б н а р у ж е н а  с п е ц и ф и ч е с к а я  к Д Н К .

3 .  Е с л и  д л я  о т р и ц а т е л ь н о г о  к о н т р о л я  э к с т р а к ц и и  Р Н К  ( О К )  п о  к а н а л у  д л я  

ф л у о р о ф о р а  J O E  о п р е д е л е н о  з н а ч е н и е  п о р о г о в о г о  ц и к л а  Ct, н е о б х о д и м о  

п о в т о р и т ь  П Ц Р - и с с л е д о в а н и е  д л я  в с е х  о б р а з ц о в ,  в  к о т о р ы х  о б н а р у ж е н а  к Д Н К ,  

д е т е к т и р у е м а я  н а  к а н а л е  д л я  ф л у о р о ф о р а  J O E .

4 .  Е с л и  д л я  о т р и ц а т е л ь н о г о  к о н т р о л я  П Ц Р  ( К - )  п о  к а н а л а м  д л я  ф л у о р о ф о р о в  Р А М  и 

J O E  о п р е д е л е н о  з н а ч е н и е  п о р о г о в о г о  ц и к л а  Ct, н е о б х о д и м о  п о в т о р и т ь  

а м п л и ф и к а ц и ю  д л я  в с е х  о б р а з ц о в ,  в  к о т о р ы х  о б н а р у ж е н а  к Д Н К ,  д е т е к т и р у е м а я  н а  

к а н а л е  д л я  ф л у о р о ф о р а  J O E ,  с  п о с т а н о в к о й  К -  н е  м е н е е  ч е м  в  т р е х  п о в т о р а х .
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С Р О К  г о д н о с т и .  У С Л О В И Я  Т Р А Н С П О Р Т И Р О В А Н И Я  и  Х Р А Н Е Н И Я  

С р о к  г о д н о с т и .  9  м е с .  Н а б о р  р е а г е н т о в  с  и с т е к ш и м  с р о к о м  г о д н о с т и  п р и м е н е н и ю  н е  

п о д л е ж и т .  С р о к  г о д н о с т и  в с к р ы т ы х  р е а г е н т о в  с о о т в е т с т в у е т  с р о к у  г о д н о с т и ,  

у к а з а н н о м у  н а  э т и к е т к а х  д л я  н е в с к р ы т ы х  р е а г е н т о в ,  е с л и  в  и н с т р у к ц и и  н е  у к а з а н о  

и н о е .

Т р а н с п о р т и р о в а н и е .  Н а б о р  р е а г е н т о в  т р а н с п о р т и р о в а т ь  п р и  т е м п е р а т у р е  о т  2  

д о  8  ° С  н е  б о л е е  5  с у т .  « П Ц Р - к о м п л е к т »  в а р и а н т  F R T  п р и  п о л у ч е н и и  

р а з у к о м п л е к т о в а т ь  в  с о о т в е т с т в и и  с  у к а з а н н ы м и  т е м п е р а т у р а м и  х р а н е н и я .  

Х р а н е н и е .  К о м п л е к т ы  р е а г е н т о в  « Р И Б О - п р е п » ,  « Р И Б О - з о л ь - С » ,  « Р И Б О - с о р б » ,  

« П Ц Р - к о м п л е к т »  ( к р о м е  R T - G - m i x - 2 ,  О Т - П Ц Р - с м е с и - 1 - F R T  W NV,  О Т - П Ц Р - с м е с и - 2 -  

F E P / F R T ,  п о л и м е р а з ы  ( T a q F )  и  Т М - Р е в е р т а з ы  ( M M I v ) )  х р а н и т ь  п р и  т е м п е р а т у р е  о т  2  

д о  8  “ С .  R T - G - m i x - 2 ,  О Т - П Ц Р - с м е с ь - 1 - F R T  W NV,  О Т - П Ц Р - с м е с ь - 2 - F E P / F R T ,  

п о л и м е р а з у  ( T a q F )  и  Т М - Р е в е р т а з у  ( M M I v )  х р а н и т ь  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 .  К о м п л е к т  р е а г е н т о в  « М А Г Н О - с о р б »  х р а н и т ь  т е м п е р а т у р е  о т  2  д о  2 5  ° С .  О Т -  

П Ц Р - с м е с ь - 1 - F R T  W N V  х р а н и т ь  в  з а щ и щ е н н о м  о т  с в е т а  м е с т е .

У с л о в и я  о т п у с к а .  Д л я  л е ч е б н о - п р о ф и л а к т и ч е с к и х  и  с а н и т а р н о - п р о ф и л а к т и ч е с к и х  

у ч р е ж д е н и й .

Р е к л а м а ц и и  н а  к а ч е с т в о  н а б о р а  р е а г е н т о в  « А м п л и С е н с ®  WNV-FL» н а п р а в л я т ь  

н а  п р е д п р и я т и е - и з г о т о в и т е л ь  Ф Б У Н  Ц Н И И  Э п и д е м и о л о г и и  Р о с п о т р е б н а д з о р а  

( 1 1 1 1 2 3  г. М о с к в а ,  у л .  Н о в о г и р е е в с к а я ,  д .  З а )  в  о т д е л  п о  р а б о т е  с  р е к л а м а ц и я м и  и 

о р г а н и з а ц и и  о б у ч е н и я  ( т е л .  ( 4 9 5 )  9 7 4 - 9 6 - 4 6 ,  ф а к с  ( 4 9 5 )  9 1 6 - 1 8 - 1 8  e - m a i l ;  

p r o d u c t s @ p c r . r u ) ® .

З а в е д у ю щ и й  Н П Л  О М Д и Э  I/  Е . Н .  Р о д и о н о в а

Ф Б У Н  Ц Н И И  Э п и д е м и о л о г и и  Р о с п о т р е б н а я з о р а ^ ^ ^ ч

/ 1
Г л а в н ы й  в р а ч  Ф Г Б У  « П о л и к л и н и к а  

У п р а в л е н и я  д е л а м и  П р е з и д е н т а  Р о (

Отзывы и предложения о продукции «АмплиСенс» вы можете оставить, заполнив анкету 
потребителя на сайте; www.amplisens.ru.
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ЭКСТРАКЦИЯ РНК

ПРИЛОЖЕНИЕ 1. Экстракция РНК из плазмы и сыворотки крови, СМЖ, 

лейкоцитарной фракции крови, мочи (без осадка солей), гомогенатов тканей 

внутренних органов и комаров с применением комплекта реагентов «РИБО- 

преп»

(проводится в ЗОНЕ 1 -  помещении для обработки исследуемого материала) 

Порядок работы

1 .  Раствор для лизиса ( е с л и  о н  х р а н и л с я  п р и  т е м п е р а т у р е  о т  2  д о  8  ° С )  п р о г р е т ь  

п р и  т е м п е р а т у р е  6 5  ° С  д о  п о л н о г о  р а с т в о р е н и я  к р и с т а л л о в .

2 .  В  с л у ч а е  э к с т р а к ц и и  Р Н К  и з  гомогенатов тканей, плазмы, сыворотки, СМЖ и 

гомогенатов комаров о т о б р а т ь  н е о б х о д и м о е  к о л и ч е с т в о  о д н о р а з о в ы х  п р о б и р о к

Щ  н а  1 , 5  м л  с  п л о т н о  з а к р ы в а ю щ и м и с я  к р ы ш к а м и  ( в к л ю ч а я  о т р и ц а т е л ь н ы й  и 

п о л о ж и т е л ь н ы й  к о н т р о л и  э к с т р а к ц и и ) .  В н е с т и  в  к а ж д у ю  п р о б и р к у  п о  Юмкл 

ВКО STI-87-rec. Д о б а в и т ь  в  п р о б и р к и  п о  300 мкл раствора для лизиса. 

П р о м а р к и р о в а т ь  п р о б и р к и .

3. В  п р о б и р к и  с  раствором для лизиса и ВКО STI-87-rec в н е с т и  п о  30 мкл 

и с с л е д у е м ы х  с у с п е н з и й  о р г а н о в ,  п о  100 мкл с у с п е н з и й  к о м а р о в ,  п о  200 мкл

^  п л а з м ы ,  с ы в о р о т к и ,  С М Ж .

4 .  П р и  э к с т р а к ц и и  и з  лейкоцитарной фракции крови и л и  осадка мочи в д а н н ы е  

и с с л е д у е м ы е  п р о б и р к и  н е о б х о д и м о  в н е с т и  300 мкл раствора для лизиса и 

Юмкл ВКО STI-87-rec. З а т е м  о т о б р а т ь  д в е  п р о б и р к и  д л я  о т р и ц а т е л ь н о г о  и 

п о л о ж и т е л ь н о г о  к о н т р о л е й  э к с т р а к ц и и .

^  5 .  В  п р о б и р к у  о т р и ц а т е л ь н о г о  к о н т р о л я  ( О К )  э к с т р а к ц и и  и  п о л о ж и т е л ь н о г о  к о н т р о л я  

( П К )  э к с т р а к ц и и  в н е с т и  10 мкл ВКО STI-87-rec и  300 мкл раствора для лизиса. 

В  п р о б и р к у  п о л о ж и т е л ь н о г о  к о н т р о л я  ( П К )  э к с т р а к ц и и  в н е с т и  т а к ж е  10 мкл ПКО 

W NV-rec.

6 .  С о д е р ж и м о е  п р о б и р о к  т щ а т е л ь н о  п е р е м е ш а т ь  н а  в о р т е к с е  и п р о г р е т ь  5 мин при 

65 °С в  т е р м о с т а т е .  Д о б а в и т ь  в  п р о б и р к и  п о  400 мкл раствора для 

преципитации, п е р е м е ш а т ь  н а  в о р т е к с е .

7 .  П р о ц е н т р и ф у г и р о в а т ь  п р о б и р к и  н а  м и к р о ц е н т р и ф у г е  в  т е ч е н и е  5 мин п р и  

10 ООО д.

8 .  А к к у р а т н о  о т о б р а т ь  н а д о с а д о ч н у ю  ж и д к о с т ь ,  н е  з а д е в а я  о с а д о к ,  и с п о л ь з у я  

в а к у у м н ы й  о т с а с ы в а т е л ь  и о т д е л ь н ы й  н а к о н е ч н и к  д л я  к а ж д о й  п р о б ы .

9 .  Д о б а в и т ь  в  п р о б и р к и  п о  500 мкл раствора для отмывки 3, п л о т н о  з а к р ы т ь  

к р ы ш к и ,  о с т о р о ж н о  п р о м ы т ь  о с а д о к ,  п е р е в о р а ч и в а я  п р о б и р к и  3-5 р а з .  М о ж н о
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ЭКСТРАКЦИЯ РНК

п р о в е с т и  п р о ц е д у р у  о д н о в р е м е н н о  д л я  в с е х  п р о б и р о к ,  д л я  э т о г о  н е о б х о д и м о  

н а к р ы т ь  п р о б и р к и  в  ш т а т и в е  с в е р х у  к р ы ш к о й  и л и  д р у г и м  ш т а т и в о м ,  п р и ж а т ь  и х  и 

п е р е в о р а ч и в а т ь  ш т а т и в .

Ю . П р о ц е н т р и ф у г и р о в а т ь  п р и  10 ООО g в течение 2 мин н а  м и к р о ц е н т р и ф у г е .

1 1 . О с т о р о ж н о ,  н е  з а х в а т ы в а я  о с а д о к ,  о т о б р а т ь  н а д о с а д о ч н у ю  ж и д к о с т ь ,  и с п о л ь з у я  

в а к у у м н ы й  о т с а с ы в а т е л ь  и о т д е л ь н ы й  н а к о н е ч н и к  д л я  к а ж д о й  п р о б ы .

1 2 . Д о б а в и т ь  в  п р о б и р к и  п о  200 мкл раствора для отмывки 4, п л о т н о  з а к р ы т ь  

к р ы ш к и  и  о с т о р о ж н о  п р о м ы т ь  о с а д о к ,  п е р е в о р а ч и в а я  п р о б и р к и  3 - 5  р а з .

1 3 . П р о ц е н т р и ф у г и р о в а т ь  п р и  10 ООО g в  т е ч е н и е  2 мин н а  м и к р о ц е н т р и ф у г е .

1 4 . О с т о р о ж н о ,  н е  з а х в а т ы в а я  о с а д о к ,  о т о б р а т ь  н а д о с а д о ч н у ю  ж и д к о с т ь ,  и с п о л ь з у я  

в а к у у м н ы й  о т с а с ы в а т е л ь  и о т д е л ь н ы й  н а к о н е ч н и к  д л я  к а ж д о й  п р о б ы .

1 5 . П о м е с т и т ь  п р о б и р к и  в  т е р м о с т а т  п р и  т е м п е р а т у р е  65 °С на 5 мин д л я  

п о д с у ш и в а н и я  о с а д к а  ( п р и  э т о м  к р ы ш к и  п р о б и р о к  д о л ж н ы  б ы т ь  о т к р ы т ы ) .

1 6 . Д о б а в и т ь  в  п р о б и р к и  п о  50 мкл РНК-буфера. П е р е м е ш а т ь  н а  в о р т е к с е .  

П о м е с т и т ь  в  т е р м о с т а т  п р и  т е м п е р а т у р е  65 °С на 5 мин, п е р и о д и ч е с к и  

в с т р я х и в а я  н а  в о р т е к с е .

1 7 . П р о ц е н т р и ф у г и р о в а т ь  п р о б и р к и  п р и  10 000 g в течение 1 мин н а  

м и к р о ц е н т р и ф у г е .  Н а д о с а д о ч н а я  ж и д к о с т ь  с о д е р ж и т  о ч и щ е н н ы е  Р Н К .  П р о б ы  

г о т о в ы  к п о с т а н о в к е  р е а к ц и и  о б р а т н о й  т р а н с к р и п ц и и  и  П Ц Р .
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ПРИЛОЖЕНИЕ 2. Экстракция РНК из лейкоцитарной фракции крови, осадков

мочи, суспензий тканей внутренних органов, комаров и клещей с применением

комплектов реагентов «РИБО-золь-С» и «РИБО-преп»

(проводится в ЗОНЕ 1 -  помещении для обработки исследуемого материала)

Порядок работы

I этап

1 .  О т о б р а т ь  н е о б х о д и м о е  к о л и ч е с т в о  о д н о р а з о в ы х  п р о б и р о к  о б ъ е м о м  1 , 5  м л  

( в к л ю ч а я  о т р и ц а т е л ь н ы й  и п о л о ж и т е л ь н ы й  к о н т р о л и  э к с т р а к ц и и ) .  В н е с т и  в 

к а ж д у ю  п р о б и р к у  п о  10 мкл ВКО STI-87-rec, з а т е м  д о б а в и т ь  п о  300 мкл 

раствора D. П р о м а р к и р о в а т ь  п р о б и р к и .

2 .  В  с л у ч а е  и з о л я ц и и  Р Н К  и з  с у с п е н з и й  к л е щ е й ,  к о м а р о в ,  в н у т р е н н и х  о р г а н о в  в 

п р о б и р к и  с  р а с т в о р о м  D  и  В К О  S T I - 8 7 - г е с  д о б а в л я ю т  п о  1 0 0  мкл 

подготовленных проб, и с п о л ь з у я  н а к о н е ч н и к и  с  ф и л ь т р о м .

3 .  П р и  э к с т р а к ц и и  Р Н К  и з  л е й к о ц и т а р н о й  ф р а к ц и и  к р о в и  и л и  о с а д к о в  м о ч и  в 

п р о б и р к и  с  о с а д к а м и  в н о с я т  п о  300 мкл раствора D и п о  10 мкл ВКО STI-87-rec.

4. В  п р о б и р к у  о т р и ц а т е л ь н о г о  к о н т р о л я  ( О К )  э к с т р а к ц и и  в н е с т и  100 мкл ОКО и

10 мкл ВКО STI-87-rec. В  п р о б и р к у  п о л о ж и т е л ь н о г о  к о н т р о л я  ( П К )  э к с т р а к ц и и  

в н е с т и  10 мкл ПКО W N V-rec ,  10 мкл ВКО STI-87-rec и  90 мкл ОКО. П л о т н о  

з а к р ы т ы е  п р о б ы  т щ а т е л ь н о  п е р е м е ш а т ь  н а  в о р т е к с е

5 .  П р о г р е т ь  п р о б и р к и  в  т е р м о с т а т е  п р и  5 6  ° С  в  т е ч е н и е  5  м и н ,  п е р и о д и ч е с к и  

в с т р я х и в а я  и х  н а  в о р т е к с е .

6 .  Д о б а в и т ь  к о б р а з ц а м ,  л и з и р о в а н н ы м  в  р а с т в о р е  D ,  30 мкл раствора Е, 

п е р е м е ш а т ь  н а  в о р т е к с е  и ц е н т р и ф у г и р о в а т ь  5  с  п р и  1 5 0 0  д .

7 .  В  э т и  ж е  п р о б и р к и  д о б а в и т ь  300 мкл раствора А, п е р е м е ш а т ь  н а  в о р т е к с е  и 

ц е н т р и ф у г и р о в а т ь  5  с  п р и  1 5 0 0  д .

8 .  В  э т и  ж е  п р о б и р к и  в н е с т и  100 мкл раствора В, п е р е м е ш а т ь  н а  в о р т е к с е  в 

т е ч е н и е  1 - 2  м и н  ( р а с т в о р  д о л ж е н  с т а т ь  м о л о ч н о - б е л ы м ) ,  з а т е м  п о м е с т и т ь  п р о б ы  

н а  л е д я н у ю  б а н ю  ( п р и  т е м п е р а т у р е  о т  О  д о  4  ° С )  н а  5  м и н .  П о с л е  э т о г о  

ц е н т р и ф у г и р о в а т ь  п р о б и р к и  в  т е ч е н и е  1 0  м и н  п р и  1 0  О О О  д .

9 .  В  н о в ы е  п р о б и р к и  о б ъ е м о м  1 , 5  м л  в н е с т и  п о  3 0 0  мкл раствора для лизиса (из 

комплекта реагентов «РИБО-преп») и п р о м а р к и р о в а т ь  с о о т в е т с т в е н н о  н о м е р а м  

п р о б .

1 0 . П о с л е  ц е н т р и ф у г и р о в а н и я  р а с т в о р  д о л ж е н  р а з д е л и т ь с я  н а  2  ф а з ы :  н и ж н ю ю  

( ф е н о л ь н у ю ) ,  с о д е р ж а щ у ю  б е л к и  и Д Н К ,  и в е р х н ю ю  ( в о д н у ю ) ,  с о д е р ж а щ у ю  Р Н К .
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Н е о б х о д и м о  а к к у р а т н о ,  н е  з а х в а т ы в а я  н и ж н и й  с л о й ,  о т о б р а т ь  200 мкл в е р х н е й  

ф а з ы  и п е р е н е с т и  е е  в  п р о б и р к у  с  р а с т в о р о м  д л я  л и з и с а .  Т щ а т е л ь н о  п е р е м е ш а т ь  

с м е с ь .

II этап

1 1 . С о д е р ж и м о е  п р о б и р о к  т щ а т е л ь н о  п е р е м е ш а т ь  н а  в о р т е к с е  и  п р о г р е т ь  5 мин при 

65 °С в  т е р м о с т а т е .  П р о ц е н т р и ф у г и р о в а т ь  в  т е ч е н и е  5 с п р и  1500 g д л я  у д а л е н и я  

к а п е л ь  с  в н у т р е н н е й  п о в е р х н о с т и  к р ы ш к и  п р о б и р к и .  Д о б а в и т ь  в  п р о б и р к и  п о  

400 мкл раствора для преципитации, п е р е м е ш а т ь  н а  в о р т е к с е .

1 2 . П р о ц е н т р и ф у г и р о в а т ь  п р о б и р к и  н а  м и к р о ц е н т р и ф у г е  в  т е ч е н и е  5 мин п р и  

10 000 д.

1 3 . А к к у р а т н о  о т о б р а т ь  н а д о с а д о ч н у ю  ж и д к о с т ь ,  н е  з а д е в а я  о с а д о к ,  и с п о л ь з у я  

в а к у у м н ы й  о т с а с ы в а т е л ь  и  о т д е л ь н ы й  н а к о н е ч н и к  д л я  к а ж д о й  п р о б ы .

1 4 . Д о б а в и т ь  в  п р о б и р к и  п о  500 мкл раствора для отмывки 3, п л о т н о  з а к р ы т ь  

к р ы ш к и ,  о с т о р о ж н о  п р о м ы т ь  о с а д о к ,  п е р е в о р а ч и в а я  п р о б и р к и  3 - 5  р а з .  М о ж н о  

п р о в е с т и  п р о ц е д у р у  о д н о в р е м е н н о  д л я  в с е х  п р о б и р о к ,  д л я  э т о г о  н е о б х о д и м о  

н а к р ы т ь  п р о б и р к и  в  ш т а т и в е  с в е р х у  к р ы ш к о й  и л и  д р у г и м  ш т а т и в о м ,  п р и ж а т ь  и х  и 

п е р е в о р а ч и в а т ь  ш т а т и в .

1 5 . П р о ц е н т р и ф у г и р о в а т ь  п р и  10 ООО g в течение 2 мин н а  м и к р о ц е н т р и ф у г е .

1 6 . О с т о р о ж н о ,  н е  з а х в а т ы в а я  о с а д о к ,  о т о б р а т ь  н а д о с а д о ч н у ю  ж и д к о с т ь ,  и с п о л ь з у я  

в а к у у м н ы й  о т с а с ы в а т е л ь  и о т д е л ь н ы й  н а к о н е ч н и к  д л я  к а ж д о й  п р о б ы .

1/  Д о б а в и т ь  в  п р о б и р к и  п о  200 мкл раствора для отмывки 4, п л о т н о  з а к р ы т ь  

к р ы ш к и  и о с т о р о ж н о  п р о м ы т ь  о с а д о к ,  п е р е в о р а ч и в а я  п р о б и р к и  3 - 5  р а з .

1 8 . П р о ц е н т р и ф у г и р о в а т ь  п р и  10 ООО g в  т е ч е н и е  2 мин н а  м и к р о ц е н т р и ф у г е .

1 9 . О с т о р о ж н о ,  н е  з а х в а т ы в а я  о с а д о к ,  о т о б р а т ь  н а д о с а д о ч н у ю  ж и д к о с т ь ,  и с п о л ь з у я  

в а к у у м н ы й  о т с а с ы в а т е л ь  и о т д е л ь н ы й  н а к о н е ч н и к  д л я  к а ж д о й  п р о б ы .

2 0 . П о м е с т и т ь  п р о б и р к и  в  т е р м о с т а т  п р и  т е м п е р а т у р е  65 °С на 5 мин д л я  

п о д с у ш и в а н и я  о с а д к а  ( п р и  э т о м  к р ы ш к и  п р о б и р о к  д о л ж н ы  б ы т ь  о т к р ы т ы ) .

2 1 . Д о б а в и т ь  в  п р о б и р к и  п о  50 мкл РНК-буфера. П е р е м е ш а т ь  н а  в о р т е к с е .  

П о м е с т и т ь  в  т е р м о с т а т  п р и  т е м п е р а т у р е  65 °С на 5 мин, п е р и о д и ч е с к и  

в с т р я х и в а я  н а  в о р т е к с е .

2 2 .  П р о ц е н т р и ф у г и р о в а т ь  п р о б и р к и  п р и  1 0  0 0 0  g в течение 1 мин н а  

м и к р о ц е н т р и ф у г е .  Н а д о с а д о ч н а я  ж и д к о с т ь  с о д е р ж и т  о ч и щ е н н ы е  Р Н К .  П р о б ы  

г о т о в ы  к п о с т а н о в к е  р е а к ц и и  о б р а т н о й  т р а н с к р и п ц и и  и П Ц Р .
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ПРИЛОЖЕНИЕ 3. Экстракция РНК из лейкоцитарной фракции крови, осадков

мочи, суспензий тканей внутренних органов, комаров и клещей с применением

комплектов реагентов «РИБО-золь-С» и «РИБО-сорб»

(проводится в ЗОНЕ 1 -  помещении для обработки исследуемого материала)

Порядок работы.

I этап

1 .  О т о б р а т ь  н е о б х о д и м о е  к о л и ч е с т в о  о д н о р а з о в ы х  п р о б и р о к  о б ъ е м о м  1 , 5  м л  

( в к л ю ч а я  о т р и ц а т е л ь н ы й  и п о л о ж и т е л ь н ы й  к о н т р о л и  э к с т р а к ц и и ) .  В н е с т и  в 

к а ж д у ю  п р о б и р к у  п о  10 мкл ВКО STI-87-rec, з а т е м  д о б а в и т ь  п о  300 мкл 

раствора D. П р о м а р к и р о в а т ь  п р о б и р к и .

2 .  В  с л у ч а е  и з о л я ц и и  Р Н К  и з  с у с п е н з и й  к л е щ е й ,  к о м а р о в  в  п р о б и р к и  с  р а с т в о р о м  D  

и В К О  S T I - 8 7 - r e c  д о б а в л я ю т  п о  1 0 0  мкл подготовленных проб, в  с л у ч а е  

и з о л я ц и и  и з  с у с п е н з и й  т к а н е й  в н у т р е н н и х  о р г а н о в  -  3 0  мкл подготовленных 

проб, и с п о л ь з у я  н а к о н е ч н и к и  с  ф и л ь т р о м .

3 .  П р и  э к с т р а к ц и и  Р Н К  и з  л е й к о ц и т а р н о й  ф р а к ц и и  к р о в и  и л и  о с а д к о в  м о ч и  в 

п р о б и р к и  с  о с а д к а м и  в н о с я т  п о  300 мкл раствора D и  п о  10 мкл ВКО STI-87-rec.

4 .  В  п р о б и р к у  о т р и ц а т е л ь н о г о  к о н т р о л я  ( О К )  э к с т р а к ц и и  в н е с т и  100 мкл ОКО и

10 мкл ВКО STI-87-rec. В  п р о б и р к у  п о л о ж и т е л ь н о г о  к о н т р о л я  ( П К )  э к с т р а к ц и и  

в н е с т и  10 мкл ПКО W N V-rec ,  10 мкл ВКО STI-87-гес и  90 мкл ОКО. П л о т н о  

з а к р ы т ы е  п р о б ы  т щ а т е л ь н о  п е р е м е ш а т ь  н а  в о р т е к с е  и  п р о ц е н т р и ф у г и р о в а т ь  в 

т е ч е н и е  5  с  п р и  1 5 0 0  g  н а  м и к р о ц е н т р и ф у г е  д л я  у д а л е н и я  к а п е л ь  с  в н у т р е н н е й  

п о в е р х н о с т и  к р ы ш к и  п р о б и р к и .

5 .  П р о г р е т ь  п р о б и р к и  в  т е р м о с т а т е  п р и  5 6  ° С  в  т е ч е н и е  5  м и н ,  п е р и о д и ч е с к и  

в с т р я х и в а я  и х  н а  в о р т е к с е .

6 .  Д о б а в и т ь  к о б р а з ц а м ,  л и з и р о в а н н ы м  в  р а с т в о р е  D ,  30 мкл раствора Е, 

п е р е м е ш а т ь  н а  в о р т е к с е  и  ц е н т р и ф у г и р о в а т ь  5  с  п р и  1 5 0 0  д .

7 .  В  э т и  ж е  п р о б и р к и  д о б а в и т ь  300 мкл раствора А, п е р е м е ш а т ь  н а  в о р т е к с е  и 

ц е н т р и ф у г и р о в а т ь  5  с  п р и  1 5 0 0  д .

8 .  В  э т и  ж е  п р о б и р к и  в н е с т и  1 0 0  мкл раствора В, п е р е м е ш а т ь  н а  в о р т е к с е  в 

т е ч е н и е  1 - 2  м и н  ( р а с т в о р  д о л ж е н  с т а т ь  м о л о ч н о - б е л ы м ) ,  з а т е м  п о м е с т и т ь  п р о б ы  

н а  л е д я н у ю  б а н ю  ( п р и  т е м п е р а т у р е  о т  О  д о  4  ° С )  н а  5  м и н .  П о с л е  э т о г о  

ц е н т р и ф у г и р о в а т ь  п р о б и р к и  в  т е ч е н и е  1 0  м и н  п р и  1 0  О О О  д .
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9 .  В  н о в ы е  п р о б и р к и  о б ъ е м о м  1 , 5  м л  в н е с т и  п о  4 0 0  мкл лизирующего раствора 

(из комплекта реагентов «РИБО-сорб») и п р о м а р к и р о в а т ь  с о о т в е т с т в е н н о  

н о м е р а м  п р о б .

1 0 . П о с л е  ц е н т р и ф у г и р о в а н и я  р а с т в о р  д о л ж е н  р а з д е л и т ь с я  н а  2  ф а з ы :  н и ж н ю ю  

( ф е н о л ь н у ю ) ,  с о д е р ж а щ у ю  б е л к и  и Д Н К ,  и в е р х н ю ю  ( в о д н у ю ) ,  с о д е р ж а щ у ю  Р Н К .  

Н е о б х о д и м о  а к к у р а т н о ,  н е  з а х в а т ы в а я  н и ж н и й  с л о й ,  о т о б р а т ь  в е р х н ю ю  ф а з у  

(400 мкл при экстракции РНК из осадков мочи и гомогенатов внутренних 

органов, гомогенатов комаров и клещей, 300 мкл -  из осадков крови, 

450 мкл при экстракции РНК и з  ОКО и  ПКО) и  п е р е н е с т и  е е  в  п р о б и р к у  с  

л и з и р у ю щ и м  р а с т в о р о м .  Т щ а т е л ь н о  п е р е м е ш а т ь  с м е с ь .

II этап

т щ а т е л ь н о  р е с у с п е н д и р о в а т ь  сорбент н а  в о р т е к с е .  В  к а ж д у ю  п р о б и р к у  

о т д е л ь н ы м  н а к о н е ч н и к о м  д о б а в и т ь  п о  25 мкл сорбента. П е р е м е ш а т ь  н а  

в о р т е к с е ,  п о с т а в и т ь  в  ш т а т и в  н а  1 м и н ,  е щ е  р а з  п е р е м е ш а т ь  и о с т а в и т ь  н а  5 м и н .

1 2 . Ц е н т р и ф у г и р о в а т ь  п р о б и р к и  д л я  о с а ж д е н и я  с о р б е н т а  п р и  1 5 0 0  g  в  т е ч е н и е  3 0  с  

н а  м и к р о ц е н т р и ф у г е .  У д а л и т ь  н а д о с а д о ч н у ю  ж и д к о с т ь ,  и с п о л ь з у я  в а к у у м н ы й  

о т с а с ы в а т е л ь  и о т д е л ь н ы й  н а к о н е ч н и к  д л я  к а ж д о й  п р о б ы .

1 3 . Д о б а в и т ь  в  п р о б и р к и  п о  400 мкл раствора для отмывки 1. П е р е м е ш а т ь  н а  

в о р т е к с е  д о  п о л н о г о  р е с у с п е н д и р о в а н и я  с о р б е н т а ,  п р о ц е н т р и ф у г и р о в а т ь  3 0  с  п р и  

1 5 0 0  g  н а  м и к р о ц е н т р и ф у г е .  У д а л и т ь  н а д о с а д о ч н у ю  ж и д к о с т ь ,  и с п о л ь з у я  

в а к у у м н ы й  о т с а с ы в а т е л ь  и о т д е л ь н ы й  н а к о н е ч н и к  д л я  к а ж д о й  п р о б ы .

14.Д о б а в и т ь  в  п р о б и р к и  п о  500 мкл раствора для отмывки 3. Т щ а т е л ь н о  

р е с у с п е н д и р о в а т ь  с о р б е н т  н а  в о р т е к с е .  П р о ц е н т р и ф у г и р о в а т ь  4 5  с  п р и  5 0 0 0  g  н а  

м и к р о ц е н т р и ф у г е .  У д а л и т ь  н а д о с а д о ч н у ю  ж и д к о с т ь ,  и с п о л ь з у я  в а к у у м н ы й  

о т с а с ы в а т е л ь  и  о т д е л ь н ы й  н а к о н е ч н и к  д л я  к а ж д о й  п р о б ы .

15.П о в т о р и т ь  о т м ы в к у  раствором для отмывки 3, с л е д у я  п у н к т у  13.

1 6 . Д о б а в и т ь  в п р о б и р к и  п о  400 мкл раствора для отмывки 4. Т щ а т е л ь н о  

р е с у с п е н д и р о в а т ь  с о р б е н т  н а  в о р т е к с е ,  п р о ц е н т р и ф у г и р о в а т ь  1 м и н  п р и  6 0 0 0  g  

н а  м и к р о ц е н т р и ф у г е .  П о л н о с т ь ю  у д а л и т ь  н а д о с а д о ч н у ю  ж и д к о с т ь  и з  к а ж д о й  

п р о б и р к и  о т д е л ь н ы м  н а к о н е ч н и к о м ,  и с п о л ь з у я  в а к у у м н ы й  о т с а с ы в а т е л ь .

1 7 . П о м е с т и т ь  п р о б и р к и  в  т е р м о с т а т  п р и  т е м п е р а т у р е  5 6  ° С  н а  1 0  м и н  д л я  

п о д с у ш и в а н и я  с о р б е н т а .  П р и  э т о м  к р ы ш к и  п р о б и р о к  д о л ж н ы  б ы т ь  о т к р ы т ы .

1 8 . В  п р о б и р к и  д о б а в и т ь  п о  5 0  мкл РНК-буфера, и с п о л ь з у я  с в о б о д н ы й  о т  Р Н К а з  

н а к о н е ч н и к  с  ф и л ь т р о м .
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ВНИМАНИЕ! Вскрытую пробирку с РНК-буфером хранить при температуре 

не выше минус 16 °С.

1 9 . П е р е м е ш а т ь  с о д е р ж и м о е  п р о б и р о к  н а  в о р т е к с е .  П о м е с т и т ь  в  т е р м о с т а т  п р и  

т е м п е р а т у р е  5 6  ° С  н а  5  м и н  ( в с т р я х и в а я  п р о б ы  н а  в о р т е к с е  к а ж д у ю  м и н ) .  

П р о ц е н т р и ф у г и р о в а т ь  п р о б и р к и  н а  м а к с и м а л ь н ы х  о б о р о т а х  м и к р о ц е н т р и ф у г и  

( 1 0  0 0 0  д )  в  т е ч е н и е  1 м и н .  Н а д о с а д о ч н а я  ж и д к о с т ь  с о д е р ж и т  о ч и щ е н н ы е  Р Н К .  

П р о б ы  г о т о в ы  к п о с т а н о в к е  р е а к ц и и  о б р а т н о й  т р а н с к р и п ц и и  и П Ц Р .
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