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список СОКРАЩ ЕНИИ

В настоящей инструкции применяются следующие сокращения и обозначения:

"в-..
ДНК
к+
к-
око
пко
ПЦР

ФБУН ЦНИИ
Эпидемиологии
Роспотребнадзора

FRT

- отрицательный контроль экстракции
- дезоксирубонуклеиновая кислота
- положительный контроль ПЦР
- отрицательный контроль ПЦР
- отрицательный контрольный образец
- положительный контрольный образец
- полимеразная цепная реакция
- Федеральное бюджетное учреждение науки «Центральный 
научно-исследовательский институт эпидемиологии» 
Федеральной службы по надзору в сфере защиты прав 
потребителей и благополучия человека__  ____
- флуоресцентная детекция в режиме «реального времени»

H B V - вирус гепатита В

НАЗНАЧЕНИЕ

Набор реагентов «А м плиСенс® НВ\/-генотип-РЬ» предназначен для выявления 

и дифференциации генотипов А, В, С и D вируса гепатита В {HBV)  в клиническом 

материале (плазма крови) методом ПЦР с гибридизационно-флуоресцентной 

детекцией продуктов амплификации.

Данный набор реагентов рекомендуется использовать после обнаружения ДНК 

H B V  в исследуемых образцах с помощью наборов реагентов, предназначенных как 

для качественного, так и для количественного определения ДНК вируса гепатита В 

(например, «А м плиСенс® HBV -FLn  или «А м плиСенс® НБ\/-Монитор-РЬ» 

(производства ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора), использующих 

гибридизационно-флуоресцентную детекцию.

ВНИМАНИЕ! Результаты ПЦР-исследования учитываются в комплексной 

диагностике заболевания\

ПРИНЦИП МЕТОДА

Принцип тестирования основывается на экстракции ДНК из плазмы крови и 

амплификации ДНК с гибридизационно-флуоресцентной детекцией в режиме 

«реального времени». Для анализа можно использовать образцы ДНК, 

экстрагированной из клинического материала, в которых на этапе обнаружения 

и/или количественного определения H B V  были получены положительные 

результаты.

Определение генотипов А, В, С и D H B V  проводится в одной пробирке. Набор

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



разработан для приборов, имеющих четыре и более канала детекции 

флуоресценции. В табл. 1 указаны каналы, по которым детектируются выявляемые 

генотипы HBV.

Таблица 1

Детекция по каналу для флуорофора
FAM

JOE

ROX

Су5

Генотип HBV

D

В

А

ФОРМАТЫ И ФОРМ Ы  ВЫ ПУСКА НАБОРА РЕАГЕНТО В  

Набор реагентов в ы п у скается в 1 формате.

Формат FRT

Набор реагентов выпускается в 3 формах комплектации:

Форма 1 включает комплекты реагентов «РИБО-преп» вариант 50, «ПЦР-комплект» 

вариант FRT-50 F.

Форма 2 включает комплект реагентов «ПЦР-комплект» вариант FRT-50 F.

Форма 3 включает наборы реагентов оптом, расфасованные по отдельным 

реагентам, с маркировкой реагентов на их оптовой фасовке.

Форма комплектации 1 предназначена для проведения полного ПЦР- 

исследования, включающего экстракцию ДНК из клинического материала и 

амплификацию ДНК с гибридизационно-флуоресцентной детекцией в режиме 

«реального времени».

Форма комплектации 2 предназначена для проведения амплификации ДНК с 

гибридизационно-флуоресцентной детекцией в режиме «реального времени». Для 

проведения полного ПЦР-исследования необходимо использовать комплекты 

реагентов для экстракции ДНК, рекомендованные ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии 

Роспотребнадзора.

Форма комплектации 3 предназначена для производственных целей для 

последующей маркировки на языке заказчика и комплектации по наборам. 

ВНИМАНИЕ! Форма компле1аации 3 используется только в соответствии с регламентом, 

утвержденным ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора.



АНАЛИТИЧЕСКИЕ ХАРАКТИСТИКИ  

Аналитическая ч у в стви те л ь н о сть

Вид
клинического

материала

Плазма крови

Объём
экстракции,

мкл

100

Комплект для 
экстракции 

ДНК

«РИБО-преп»

Комплект для 
амплификации и 

детекции

«ПЦР-комплект» 
вариант FRT-50 F

Аналитическая
чувствительность,

IVlE/мл

500

Аналитическая сп е ц и ф и ч н о сть

Оценка аналитической специфичности набора реагентов показала отсутствие 

перекрестных реакций между генотипами А, В, С, D, Е, F, G и Н вируса гепатита В 

при использовании высококонцентрированных рекомбинантных положительных 

контрольных образцов и образцов плазмы крови соответствующих генотипов HBV.

МЕРЫ ПРЕДОСТОРОЖ НОСТИ

Работа должна проводиться в лаборатории, выполняющей молекулярно­

биологические (ПЦР) исследования клинического материала на наличие

возбудителей инфекционных болезней, с соблюдением санитарно-эпидемических 

правил СП 1.3.2322-08 «Безопасность работы с микроорганизмами III-IV групп 

патогенности (опасности) и возбудителями паразитарных болезней»,

СанПиН 2.1.7.2790-10 «Санитарно-эпидемиологические требования к обращению с 

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

работы лабораторий, использующих методы амплификации нуклеиновых кислот при 

работе с материалом, содержащим микроорганизмы I-IV групп патогенности».

При работе всегда выполнять следующие требования:

- Следует рассматривать исследуемые образцы как инфекционно-опасные, 

организовывать работу и хранение в соответствии с СП 1.3.2322-08 

«Безопасность работы с микроорганизмами III-IV групп патогенности (опасности) 

и возбудителями паразитарных болезней».

- Убирать и дезинфицировать разлитые образцы или реактивы, используя

дезинфицирующие средства в соответствии с СП 1.3.2322-08 «Безопасность 

работы с микроорганизмами Ill-lV групп патогенности (опасности) и

возбудителями паразитарных болезней».

- Лабораторный процесс должен быть однонаправленным. Анализ проводится в 

отдельных помещениях (зонах). Работу следует начинать в Зоне Экстракции, 

продолжать в Зоне Амплификации и Детекции. Не возвращать образцы, 

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



процесса.

- Неиспользованные реактивы, реактивы с истекшим сроком годности, а также 

использованные реактивы следует удалять в соответствии с СанПиН 2.1.7.2790- 

10 «Санитарно-эпидемиологические требования к обращению с медицинскими 

отходами».

ВНИМАНИЕ! При удалении отходов после амплификации (пробирок, содержащих 

продукты ПЦР) недопустимо открывание пробирок и разбрызгивание содержимого, 

поскольку это может привести к контаминации продуктами ПЦР лабораторной зоны, 

оборудования и реагентов.

- Использовать и менять при каждой операции одноразовые наконечники для 

автоматических дозаторов с фильтром. Одноразовую пластиковую посуду 

необходимо сбрасывать в специальный контейнер, содержащий 

дезинфицирующее средство, которое может быть использовано для 

обеззараживания медицинских отходов.

- Поверхности столов, а также помещения, в которых проводится постановка 

ПЦР, до начала и после завершения работ необходимо подвергать 

ультрафиолетовому облучению в течение 30 мин.

- Применять набор строго по назначению, согласно данной инструкции.

- Допускать к работе с набором только специально обученный персонал.

 ̂ Не использовать набор по истечении срока годности.

- Использовать одноразовью перчатки, лабораторные халаты, защищать глаза во 

время работы с образцами и реактивами. Тщательно вымыть руки по окончании 

работы.

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

немедленно промыть пораженное место водой и обратиться за медицинской 

помощью.

- Листы безопасности материалов (MSDS -  material safety data sheet) доступны по 

запросу.

ДОПОЛНИТЕЛЬНЫЕ М АТЕРИАЛЫ И ОБОРУДОВАНИЕ  

ЗОНА 1. Экстракция ДНК из клинического материала

1. Комплект реагентов для вьщеления РНК/ДНК -  «РИБО-преп» вариант 50 или 

вариант 100 (ТУ 9398-071-01897593-08) или другие рекомендованные ФБУН 

ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора -  при работе с формой комплектации 2.

2. Ламинарный бокс (например, «БАВп-01-«Ламинар-С»-1,2», «Ламинарные



системы», Россия, класс биологической безопасности II тип А).

3. Термостат для пробирок типа «Эппендорф» от 25 до 100 °С (например, «ТЕРМО 

24-15», «Биоком», Россия).

4. Микроцентрифуга для пробирок типа «Эппендорф» до 12 тыс g (например, 

MiniSpin, Eppendorf, Германия).

5. Центрифуга/вортекс (например, «ТЭТА-2», «Биоком», Россия).

6. Вакуумный отсасыватель медицинский с колбой-ловушкой для удаления 

надосадочной жидкости (например, «ОМ-1», г. Ульяновск, Россия).

7. Автоматические дозаторы переменного объема (от 20 до 200, от 200 до 1000 мкл) 

(например, «Ленпипет», Россия).

8. Одноразовые полипропиленовые завинчивающиеся или плотно закрывающиеся 

пробирки объемом 1,5 мл (например, Ахудеп, США).

9. Одноразовые наконечники с фильтром до 200 мкл и до 1000 мкл в штативах 

(например, Ахудеп, США).

10. Одноразовые наконечники до 200 мкл (например, Ахудеп, США).

11. Штативы для пробирок объемом 1,5 мл (например, Ахудеп, США).

12.Холодильник от 2 до 8 °С.

13.Отдельный халат, шапочки, обувь и одноразовые перчатки по МУ 1.3.2569'09.

14. Емкость для сброса наконечников.

ЗОНД 2. Проведение амплиф икации с гибридизационно-флуоресцентной

детецией в режиме «реального времени»

1. Бокс абактериальной воздушной среды (ПЦР-бокс) (например, «БАВ-«Ламинар.-с», 

«Ламинарные системы», Россия).

2. Центрифуга/вортекс (например, «ТЭТА-2», «Биоком», Россия).

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

(например, «Ленпипет», Россия).

4. Одноразовые наконечники с фильтром до 100 мкл, до 200 мкл в штативах 

(например, Ахудеп, США).

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

используемыми комплектами реагентов) (например, «ИнтерЛабСервис», Россия).

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

выделенных проб ДНК.

7. Отдельный халат, шапочки, обувь и одноразовые перчатки по МУ 1.3,2569-09.

8. Емкость для сброса наконечников.
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9. Программируемый амплификатор с системой детекции флуоресцентного сигнала 

в ре жиме  «реального времени» (например, Rotor-Gene 3000/6000 (Corbett 

Research, Австралия), Rotor-Gene Q (QIAGEN, Германия), iCycler iQ5 (Bio-Rad, 

США), CFX96 (Bio-Rad, США), «ДТ-96» («ДНК-Технология», Россия) и 

рекомендованные ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора в 

методических рекомендациях по применению данного набора реагентов).

10.Одноразовые полипропиленовые пробирки для ПЦР объемом 0,2 мл или 0,1 мл:

а) тонкостенные пробирки для ПЦР объемом 0,2 мл с круглой (например, Axygen, 

США) или плоской оптически прозрачной крышкой -  при использовании 

прибора планшетного типа;

б) тонкостенные пробирки для ПЦР объемом 0,2 мл с плоской крышкой 

(например, Axygen, США) или пробирки для ПЦР к Rotor-Gene, объемом 0,1 мл 

в стрипах по 4 шт. с крышками (например, Corbett Research, Австралия; 

QIAGEN, Германия) ~ при использовании прибора роторного типа.

ВЗЯТИЕ, ТРАНСПОРТИРОВАНИЕ И ХРАНЕНИЕ ИССЛЕДУЕМ ОГО МАТЕРИАЛА

Перед началом работы следует ознакомиться с методическими рекомендациями 

«Взятие, транспортировка, хранение клинического материала для ПЦР- 

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

Материалом для исследования служит плазма периферической крови. Для 

получения плазмы кровь отбирают в пробирку с 3 % раствором ЭДТА из расчета 

20:1 (20 частей крови на 1 часть ЭДТА), Закрытую пробирку с кровью несколько раз 

переворачивают. В течение 6 ч с момента взятия крови следует отобрать плазму и 

перенести в новую пробирку. Для этого пробирку с кровью центрифугируют 20 мин 

при 800-1600 д, после чего отбирают плазму и переносят в отдельную одноразовую 

пробирку. Хранить плазму можно не более 3 дней при температуре от 2 до 8 °С и 

длительно при температуре не выше минус 68 °С.



ФОРМАТ FRT

ФОРМАТ FRT  

СОСТАВ

Комплект реагентов «РИБО-преп» вариант 50 -  комплект реагентов для 

выделения РНК/ДНК из клинического материала -  вклю чает:

Реактив

Раствор для лизиса

Раствор для преципитации

Раствор для отмывки 3

Раствор для отмывки 4

РНК-буфер

Описание
Прозрачная жидкость 
голубого цвета̂
Прозрачная бесцветная 
жидкость
Прозрачная бесцветная 
жидкость
Прозрачная бесцветная 
жидкость
Прозрачная бесцветная 
жидкость

Объем, мл

15

20

25

10

1.2

Кол-во

1 флакон

1 флакон

1 флакон

1 флакон

4 пробирки

Комплект реагентов рассчитан на выделение РНК/ДНК из 50 проб, включая 

контроли. Входит в состав формы комплектации 1.

Комплект реагентов «ПЦР-комплект» вариант FRT-50 F -  комплект реагентов для 

амплификации ДНК генотипов А, В, С и D H B V  с гибридизационно-флуоресцентной 

детекцией в режиме «реального времени» -  вклю чает:

Реактив Описание Объем, мл Кол-во
ПЦР-смесь-1-FRT HBV  
генотипы C/D/B/A

П розрачная бесцветная 
ж идкость 0.6 1 пробирка

ОТ-ПЦР-смесь-2-FEP/FRT Прозрачная бесцветная 
ж идкость 0.3 1 пробирка

Полимераза (TaqF) Прозрачная бесцветная 
ж идкость 0,03 1 пробирка

ПКО ДНК HBV генотипы В/А Прозрачная бесцветная 
ж идкость 0,2 1 пробирка

ПКО ДНК HSU генотипы C/D Прозрачная бесцветная 
жидкость 0.2 1 пробирка

ТЕ-буфер П розрачная бесцветная 
жидкость 0,07 1 пробирка

Комплект реагентов рассчитан на проведение 55 тестов, включая контроли. Входит в 

состав форм комплектации 1 и 2.

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

виде кристаллов.
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К ко м п л е кту  р е а ге н т о в  п р и л а га е т с я  о т р и ц а т е л ь н ы й  ко н т р о л ь н ы й  о б р а зе ц  этапа  

э кстр а кц и и ;

Реактив Описание Объем, мл Кол-во

ОКО П розрачная бесцветная 
ж идкость 1,2 1 пробирка

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  из с л е д у ю щ и х  э та п о в ;

-  Э кстр а кц и я  Д Н К  из и с с л е д у е м ы х  о б р а з ц о в .

-  А м п л и ф и ка ц и я  с ги 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 ре ж и м е  

« р е а л ь н о го  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 зу л ь та то в .

Д е та л ь н а я  и н ф о р м а ц и я  по  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 

за в и си м о сти  о т  и с п о л ь з у е м о го  о б о р у д о в а н и я  и з л о ж е н а  в м е то д и ч е ски х  

р е ко м е н д а ц и я х  по  п р и м е н е н и ю  н а б о р а  р е а ге н т о в  д л я  в ы я вл е н и я  и 

д и ф ф е р е н ц и а ц и и  ге н о т и п о в  А , В, С и D в и р у с а  ге п а т и т а  В (HBV) в кл и н и че ско м  

м а те 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 кц и и  (П Ц Р ) с  ги б р и д и за ц и о н н о - 

ф л у о р е с ц е н тн о й  д е т е к ц и е й  « А м п л и С е н с®  Н Б \/- ге н о т и п -Р 1 » , р а зр а б о та н н ы х  Ф Б У Н  

Ц Н И И  Э п и д е м и о л о ги и  Р о с п о т р е б н а д з о р а .

ЭКСТРАКЦИЯ ДНК ИЗ ИССЛЕД УЕМ Ы Х ОБРАЗЦОВ

Д л я  э к с т р а к ц и и  Д Н К  и с п о л ь з у е т с я  к о м п л е к т  р е а ге н т о в  «РИБО-преп» в 

со о тв е тс тв и и  с  П р и л о ж е н и е м  1 « Э кс т р а кц и я  Д Н К  с  и с п о л ь з о в а н и е м  ко м п л е кта  

р е а ге н то в  « Р И Б О -п р е п » » .

В ка ч е ств е  о т р и ц а т е л ь н о го  ко н тр о л я  э кс т р а кц и и  ( В - )  и с п о л ь з у е т с я  р е а ге н т  ОКО. 

П ри и с п о л ь з о в а н и и  ф о р м ы  ко м п л е кт а ц и и  н а б о р а  1 д л я  э кстр а кц и и  Д Н К  

и сп о л ь зуе тся  в х о д я щ и й  в н а б о р  ко м п л е кт  р е а ге н т о в  « Р И Б О -п р е п » ,

ПРОВЕДЕНИЕ АМПЛИФИКАЦИИ С ДЕТЕКЦИЕЙ В РЕЖИМЕ «РЕАЛЬНОГО  

ВРЕМЕНИ»

Выбор пробирок д ля амплиф икации за ви си т от используемого  

амплификатора с си стем ой  детекции в режиме «реального времени».

Для внесения в пробирки реагентов, проб ДНК и контрольны х образцов 

использую тся од н ор азо вы е наконечники с ф ильтрам и.

А. Подготовка пробирок д ля амплиф икации

Общий объем реакционной см еси  -  25 мкл, вклю чая объем  пробы ДНК -

10
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10 МКЛ.

ВНИМАНИЕ! К о м п о н е н т ы  р е а к ц и о н н о й  с м е с и  с л е д у е т  с м е ш и в а т ь  н е п о ср е д ств е н н о

п ере д  п р о в е д е н и е м  П Ц Р -и с с л е д о в а н и я .

1. Д о  н а ч а л а  р а б о т ы  р а з м о р о з и т ь  все  р е а ге н ты  н а б о р а , т щ а т е л ь н о  п е р е м е ш а ть  на 

в о р те кс е  и о с а д и т ь  ка п л и  к р а т ко в р е м е н н ы м  ц е н т р и ф у ги р о в а н и е м  (1-2  с) с 

п о м о щ ь ю  ц е н т р и ф у ги /в о р т е к с а .

2. О то б р а ть  н е о б х о д и м о е  к о л и ч е с тв о  п р о б и р о к  или  с т р и п о в  д л я  а м п л и ф и ка ц и и  Д Н К  

и ссл е д уе м ы х  и к о н т р о л ь н ы х  п р о б  (о д и н  к о н т р о л ь  э к с т р а к ц и и  Д Н К , три  контр ол я  

а м п л и ф и ка ц и и ).

3. Для приготовления реакционной см еси н е о б х о д и м о  в о тд е л ь н о й  п р о б и р ке  

см е ш а ть  р е а ге н т ы  из р а с ч е т а  на  1 р е а кц и ю : 10 мкл ПЦР-смеси-1-FRT H BV  

генотипы C/D/B/A, 5 мкл О Т-ПЦ Р-смеси-2-FEP/FRT и 0,5 мкл 

полимеразы (T a q F )  (см . т а к ж е  та б л . 2).

Т а б л и ц а  2

Схема приготовления реакционны х см есей

Объем реактивов на указанное количество реакций

Объем реагента на одну 
реакцию (мкл)

10,0 5,0 0,5

Число
клинических

образцов

Число
исследуемых

точек^
ПЦР-смесь-1-FRT^ ОТ-ПЦР-смесь-

2-FEP/FRT^
Полимераза \ 

(TaqF)^

4 8 90 45 4,5

5 9 100 50 5,0

6 10 110 55 5,5

7 11 120 60 6,0

8 12 130 65 6,5

9 13 140 70 7,0..

10 14 150 75 7,5
1 11 15 160 80 8,0

12 16 170 85 8,5 i

4. Т щ а т е л ь н о  п е р е м е ш а т ь  п о л у ч е н н у ю  р е а к ц и о н н у ю  с м е с ь  на  в о р те кс е  и осад и ть  

капли  к р а т к о в р е м е н н ы м  ц е н т р и ф у ги р о в а н и е м  с п о м о щ ь ю  ц е н тр и ф у ги /в о р те кс а ..

5. В н ести  в ка ж д у ю  п р о б и р ку , п р е д н а з н а ч е н н у ю  д л я  п р о в е д е н и я  а м п л и ф и ка ц и и , по 

15 мкл п о д го т о в л е н н о й  см е си .

6. В п о д го т о в л е н н ы е  п р о б и р к и  в н е с ти  по  10 мкл проб ДНК, п о л уч е н н ы х  в

 ̂ Число клинических образцов + 1 контроль этапа экстракции ДНК + 3 контроля ПЦР (N+4, N 
количество клинических образцов).

■' Объемы вносимых реагентов приведены с запасом на 1 образец.
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шшаънсди'а;;.'.

р е зу л ь та те  э к с т р а к ц и и  из к л и н и ч е с к и х  о б р а з ц о в .

7. П о ста в и ть  к о н т р о л ь н ы е  р е а кц и и ;

а) отрицательны й контроль экстракции (В -) -  в н е с ти  в п р о б и р ку

10 мкл пробы, в ы д е л е н н о й  из О К О .

б) отрицательны й контроль ПЦР (К -) -- в н е с т и  в п р о б и р к у  10 мкл ТЕ-буфера.

в) полож ительны й контроль ПЦР (К+в/а) -  в н е с т и  в п р о б и р к у  10 мкл ПКО ДНК 

Н Б \/гено ти пы  В/А;

г) полож ительны й контроль ПЦР (K+c/d) -  в н е с т и  в п р о б и р к у  10 мкл ПКО ДНК 

Н В \/гено ти пы  C/D.

Б. Проведение ам плиф икации с детекцией в режиме «реального времени»

1. З а п р о гр а м м и р о в а т ь  п р и б о р  (а м п л и ф и ка т о р  с с и с т е м о й  д е т е кц и и  в ре ж и м е  

« р е а л ь н о го  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 ро гр ам м ы  

а м п л и ф и ка 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 го  с и гн а л а  «АмплиСенс-1» (см . 

табл . 3).

Т а б л и ц а  3

Программа амплиф икации «А м плиСенс-1»

Цикл

Приборы роторного типа

Темпера- 
_ тура, "С 

95

60
72
95

60

72

Время

15 мин
5 с

20 с
15 с
5 с

20 с 
детекция 

ф луоресц. 
сигнала

15 с

Кол-во
циклов

1

40

Приборы планшетного типа®

Темпера- 
тура, °С

95
95
60
72
95

60

72

Время

15 мин
5 с

20 с
15 с
5 с

30 с 
детекция 

ф луоресц. 
сигнала

15 с

Кол-во
циклов

1

40

Д е те кц и я  ф л у о р е с ц е н т н о го  с и гн а л а  н а з н а ч а е т с я  по  ч е т ы р е м  ка н а л а м  

ф л у о р о ф о р о в  F A M ^  J O E ^  R O X ^ и С у 5 ^

2. У с та н о в и т ь  п р о б и р к и  в я ч е й к и  р е а кц и о н н о го  м о д у л я  п р и б о р а .

дл я

® 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, CFX96 (Bio-Rad, США), «ДТ-96» («ДНК-Технология», Россия) и 
рекомендованные ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора в методических рекомендациях по 
применению данного набора реагентов.
 ̂ Названия каналов детекции для соответствующего прибора см. в методических рекомендациях к 
набору реагентов.
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3. З а п усти ть  в ы п о л н е н и е  п р о гр а м м ы  а м п л и ф и ка ц и и  с д е т е к ц и е й  ф л у о р е с ц е н тн о го  

си гн ал а .

4. По о ко н ч а н и и  в ы п о л н е н и я  п р о гр 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 те р п р е та ц и и  

р е зу л ь та то 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 гр а м м н о го  о б е с п е ч е н и я  при бо ра , 

и с п о л ь зу е м о го  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 го  врем ени» . 

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 го  с и гн а л а  п о  ч е ты р е м  кан ал а м . В 

табл . 4 у ка за н ы  ка н а л ы , по  ко т о р ы м  д е т е к т и р у ю т с я  в ы я в л я е м ы е  ге н о ти п ы  HBV.

Т а б л и ц а  4

ФОРМАТ FRT

Детекция по каналу для флуорофора
FAM

JOE

ROX

Су5

Г енотип HBV

В

Р е зул ь та ты  и н т е р п р е т и р у ю т с я  на  о с н о в а н и и  н а л и ч и я  (или  о тсутств и я ) 

п е р е се че н и я  кр 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  на с о о т в е тс тв у ю щ е м  ур о в н е  

п о р о го во 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  пробы  Д Н К  

зна че ни я  п о р о го в о го  ц и кл а  Ct в с о о т в е т с т в у ю щ е й  гр а ф е  в т а б л и ц е  р е зу л ьта то в .

Р е зу л ь та т  а м п л и ф и ка ц и и  по  ка н а л у  с ч и т а е т с я  положительным, если  кривая  

ф л у о р е с ц е н ц и и  о д н о к р а т н о  п е р е с е ка е тс я  с  п о р о го в о й  л и н и е й  в об л асти  

д о с то в е р н о го  п р и р о с т а  ф л у о р е с ц е н ц и и , отрицательным в с л у ч а е  о тсутств и я  

п е р е се ч е н и я  с п о р о го в о й  л и н и е й  (н е т  з н а ч е н и я  Ct и л и  С р ) и сомнительным во всех 

д р у ги х  сл у ч а я х .

Учет результатов в контрольны х образцах

Результаты П Ц Р-исследования счи таю тся досто верн ы м и , если получены  

правильны е результаты  для полож ительны х и отрицательного контролей 

амплификации и отрицательного контроля экстракции ДНК в соответствии с 

табл. 5.
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Т а б л и ц а  5

Р езультаты  д ля контролей различны х этапов ПЦ Р-исследования

Контроль

В-

К -

К+ В /А

к+C /D

Контролируем 
ый этап ПЦР- 
исследования

Э кстракция Д Н К

ПЦР

ПЦР

ПЦР

Значение порогового цикла Ct  
по каналу для флуорофора

FAM

Отсутствует 
значение Ct

Отсутствует 
значение Ct

Отсутствует 
значение Ct

Определено
значение
меньше

граничного

JOE

Отсутствует 
значение Ct

Отсутствует 
значение Ct

Отсутствует 
значение Ct

Определено
значение
меньше

граничного

ROX

Отсутствует 
значение Ct

Отсутствует 
значение Ct
Определено

значение
меньше

гран_ичного

Отсутствует 
значение Ct

Су5

Отсутствует 
значение Ct
Отсутствует 
значение Ct
Определено

значение
меньше

граничного

Отсутствует 
значение Ct

ВНИМАНИЕ! Г р а н и ч н ы е  з н а ч е н и я  Ct у ка з а н ы  во  в кл а д ы ш е , п р и л а га е м о м  к н а б о р у  

р е а ге н то в . С м . т а к ж е  м е т о д и ч е с к и е  р е ко 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 ге н то в  

для в ы я в л е н и я  и д и ф ф е р е н ц и а ц и и  ге н о т и п о в  А , В, С и D в и р у с а  ге п а ти та  В (HBV) в 

кл и н и че ско 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 кц и и  (П Ц Р ) с 

ги 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 ®  /-/в ^ '-ге н о ти п -Р 1 » , 

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

Учет результатов в и сслед уем ы х клинических образцах

1. Если в т а б л и ц е  р е з у л ь т а т о в  д л я  п р о б ы  о п р е д е л е н о  з н а ч е н и е  C f т о л ь ко  по кан ал у  

для  ф л у о р о ф о р а  FAM, то  в ы д а е тс я  р е з у л ь т а т  «Генотип С HBV».

2. Е сли в т а б л и ц е  р е з у л ь т а т о в  д л я  п р о б ы  о п р е д е л е н о  з н а ч е н и е  Ct т о л ь ко  по кан ал у  

для  ф л у о р о ф о р а  JOE, то  в ы д а е тс я  р е з у л ь т а т  «Генотип D HBV».

3. Если в т а б л и ц е  р е з у л ь т а т о в  д л я  п р о б ы  о п р е д е л е н о  з н а ч е н и е  C f т о л ь ко  по ка н а л у  

дл я  ф л у о р о ф о р а  ROX, то  в ы д а е тс я  р е з у л ь т а т  «Генотип В HBV».
4. Е сли в т а б л и ц е  р е з у л ь т а т о в  д л я  п р о б ы  о п р е д е л е н о  з н а ч е н и е  C f т о л ь ко  по кан ал у  

д л я  ф л у о р о ф о р а  Су5, то  в ы д а е тс я  р е з у л ь т а т  «Генотип А HBV».

5. Е сли в т а б л и ц е  р е з у л ь т а т о в  д л я  п р о б ы  о п р е д е л е н ы  д в а  и б о л е е  зн а ч е н и я  Ct, то  

вы д а е тся  д в о й н о й , т р о й н о й  и т. д . ге н о ти п .

6. Е сли в т а б л и ц е  р е з у л ь т а т о в  д л я  п р о б ы  н е  о п р е д е л е н о  з н а ч е н и е  Ct, то  вы д ае тся  

р е зу л ь та т  « Г е н о т и п  H B V  не определен». П р и  э то м , е с л и  и зве стн о , что  

ко н ц е н тр а ц и я  Д Н К  H BV  в э то й  п р о б е  н а х о д и т с я  в п р е д е л а х  а н а л и ти ч е ско й  

ч у в с т в и те л ь н о с ти  н а б о р а  р е а ге н то в , в ы д а е тс я  р е з у л ь т а т  «Генотип HBV  не
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определен по причине низкой вирусной нагрузки».

ВНИМАНИЕ!

1, Если з н а ч е н и е  Ct х о тя  бы  в о д н о й  п р о б е  с п о л о ж и т е л ь н ы м  ко н тр о л е м  этапа  П Ц Р  

(К+в/А или K+c/d) п р е в ы ш а е т  у к а з а н н о е  во  в к л а д ы ш е  гр а н и ч н о е  зн а ч е н и е  или 

о тс утств уе т , 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 се х  о тр и ц а те л ь н ы х  

о б р а зц о в , н а ч и н а я  с э т а п а  П Ц Р .

2. Е сли д л я  о т р и ц а т е л ь н о го  к о н тр о л я  э к с т р а кц и и  Д Н К  ( В - )  и /и л и  о тр и ц а те л ь н о го  

ко н тр о л я  П Ц Р  ( К - )  по  л ю б о м у  из и с п о л ь з у е м ы х  ка н а л о в  д е те кти р уе тс я  

п о л о ж и т е л ь н ы й  с и гн а л , 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  всех 

п о л о ж и т е л ь н ы х  о б р а з ц о в , н а ч и н а я  с  э та п а  П Ц Р .



СРОК годности. УСЛОВИЯ ТРАНСПОРТИРОВАНИЯ и ХРАНЕНИЯ  

Срок годности. 12 м ес . Н а б о р  р е а ге н то в  с  и с т е кш и м  с р о к о м  го д н о сти  п р и м е н е н и ю  

не п о д л е ж и т . С р о к  го д н о с т и  в с кр ы ты х  р е а ге н т о в  с о о т в е т с т в у е т  с р о ку  год ности , 

у ка за н н о м у  на э т и к е т к а х  д л я  н е в с кр ы т ы х  р е а ге н то в , е с л и  в и н с тр у кц и и  не ука за н о  

иное.

Транспортированио. Н а б о р  р е а ге н то 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 ту р е  о т  2 д о

8 С не б о л е е  5 сут . 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 ка за н н ы м и  

т е м п е р а ту р а м и  х р а н е н и я .

Хранение. К о м п л е кт  р е а ге н то в  « Р И Б О -п р е п »  х р а н и т ь  п ри  т е м п е р а т у р е  о т  2 д о  8 °С. 

К о м п л е кт  р е а ге н т о в  « П Ц Р -ко м п л е кт»  хр а н и ть  при  т е м п е р а ту р е  о т  м инус 24 °С д о  

минус 16 °С. П Ц Р -с м е с ь -1 -F R T  HBV  ге н о ти п ы  C /D /B /A  х р а н и т ь  в за щ и щ е н н о м  от 

света  м есте .

Условия отпуска. 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  

учр е ж д е н и й .

Р е кл а м а ц и и  на  к а ч е с т в о  н а б о р а  р е а ге н то в  «А м плиСенс® ЯБ\/-генотип-Ри» 

н а п р а в л я ть  на п р е д п р и я т и е -и з го 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 ги и  

Р о с п о т р е б н а д зо р а  (1 1 1 1 2 3  г. М о с кв а , ул . Н о в о ги р е е в с к а я , д . За) в о тд е л  по р а б о те  с 

р е кл а м а ц и я м и  и о р га н и з а ц и и  о б у ч е н и я  (тел . (4 9 5 ) 9 7 4 -9 6 -4 6 , ф а к с  (49 5 ) 9 1 6 -1 8 -1 8 , е^ 

m ail: p ro duc ts@ pcr.ru )® .

З а ве д ую щ и й  Н П Л  О М Д и Э  С/ ^  Е .Н , Р одионова

Ф Б У Н  Ц Н И И  Э п и д е м и о л о ги и  Р о с п о т р е б н а д зо р а

Гл авны й врач  Ф Г Б У  « П о л и к л и н и к а  №  1»

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 с с и й с ко й  Ф е д е р а ц и и
/ ■

® Отзывы и предложения о продукции «АмплиСенс» вы можете оставить, заполнив анкету 
потребителя на сайте; www.annplisens.ru.
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ПРИЛОЖЕНИЕ 1

Экстракция ДНК с использованием  комплекта реагентов «РИБО-преп»

Порядок работы

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

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

2. О т о б р а т ь  н е о б х о д и м о е  ко 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 мл 

(в кл ю ч а я  о т р и ц а т е л ь н ы й  ко н тр о л ь  э кс т р а кц и и ).

3. В п р о б и р ки  в н е с т и  по 300 мкл раствора д ля лизиса. П р о м а р ки р о в а ть  

п р о б и р ки .

4. В п р о б и р ки  с  раствором  для лизиса в н е сти  по  100 мкл пробы, и спол ьзуя  

н а ко н е ч н и ки  с ф и л ь т р о м . В п р о б и р ку  о т р и ц а т е л ь н о го  ко н тр о л я  экстракц ии  (В - )  

внести  100 м к л  ОКО.

5. 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  на вортексе , 

п р о ц е н тр и ф у ги р о в а ть  в т е ч е н и е  5 с  на  м и кр о ц е н т р и ф у ге  д л я  уд а л е н и я  капель  с 

в н у тр е н н е й  п о в е р х н о с т и  кр ы ш ки  и п р о гр е ть  5 мин при 65 °С в терм о стате .

6. Д о б а в и т ь  в п р о б и р к и  по 400 мкл раствора для преципитации, т щ а те л ьн о  

п е р е м е ш а т ь  на в о р т е кс е .

7. Ц е н т р и ф у ги р о в а т ь  п р о б и р к и  на  м и к р о ц е н т р и ф у ге  п ри  12 ты с g (н апри м ер , 

13 4 0 0  о б /м и н  д л я  ц е н т р и ф у ги  M in iS p in , E p p e n d o rf)  в т е ч е н и е  5 мин.

8. А к ку 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 , не  з а д е в а я  о са д о к , и сп ол ьзуя  

в а куум 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  пробы .

9 Д о б а в и ть  в пробирки по  500 мкл раствора д ля отм ы вки 3, п л о тн о  закры ть  

кр ы ш ки , осторожно п р о м ы ть  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 ки  3-5  раз. М о ж но  

п р о в е с ти  процедуру 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 го  н е о б хо д и м о  

н а кр ы ть  пробирки в ш т а т и в е  с в е р х у  кр ы ш ко й  и л и  д р у ги м  ш та ти в о м , при ж ать  

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

10. Ц е н т р и ф у ги р о в а т ь  п ри  12 т ы с g в течение 1-2 мин н а  м и кр о ц е н тр и ф у ге .

11. О с то р о ж н о , не 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 ко сть , 

и сп о л ь зу 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 ко н е ч н и к  д л я  каж д ой  

пробы .

12. Д о б а в и т ь  и пробирки по  200 мкл раствора д ля отм ы вки 4, п л о тн о  за кр ы ть  

кр ы ш ки  и осторожно п р о м ы ть  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 ки  3-5  раз. М о ж но  

п р о в е с ти  процедуру 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 то го  н е о б хо д и м о  

н а кр ы ть  пробирки в ш та ти в е  с в е р х у  кр ы ш ко й  и л и  д р у ги м  ш та ти в о м , при ж ать

ЭКСТРАКЦИЯ Д Н К
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их и п е р е в о р а ч и в а т ь  ш та ти в .

13. Ц е н т р и ф у ги р о в а т ь  п ри  12 т ы с g в т е ч е н и е  2 мин на  м и кр о ц е н тр и ф у ге .

14. О с то р о ж н о , не  з а х в а т ы в а я  о с а д о к , т щ а т е л ь н о  о т о б р а т ь  н а д о с а д о ч н ую  

ж и д ко с ть , и с п о л ь з у я  в а ку 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 ко н е ч н и к  для  

ка ж д о й  п р о б ы .

15. П о м е с ти ть  п р о б и р к и  в т е р м о с т а т  п ри  т е м п е р а т у р е  65 “С на 5 мин для  

п о д с у ш и в а н и я  о с а д к а  (п р и  э то м  кр ы ш ки  п р о б и р о к  д о л ж н ы  б ы ть  откры ты ).

16. Д о б а в и ть  в п р о б и р к и  по  50 мкл РНК-буфера. П е р е м е ш а т ь  на вортексе . 

П о м е с ти ть  в т е р м о с т а т  при  т е м п е р а т у р е  65 °С на 5 мин, п е р и о д и че ски  

в с тр я х и в а я  на в о р т е кс е .

17. Ц е н т р и ф у ги р о в а т ь  п р о б и р к и  при  12 т ы с  g в течение 1 мин на 

м и к р о ц е н т р и ф у [0 . Н а д о с а д о ч н а я  ж и д ко с т ь  с о д е р ж и т  о ч и щ е н н у ю  Д Н К . П робы  

готовы  к п о с т а н о в к е  П Ц Р

ВНИМАНИЕ! 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  д о  2 4  ч п р и  т е м п е р а ту р е  о т  2 до

8 °С и д о  го д а  при  т е м п е р а т у р е  не в ы ш е  м и н у с  16 °С.
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