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с п и с о к  СОКРАЩ ЕНИЙ

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

БАЛ - бронхо-альвеолярны й л аваж

ВКО - внутренний контрольный о б р азец  д л я  наборов с 
гибридизационно-ф луоресцентной детекцией

К+ - полож ительный контроль ПЦР
К- - отрицательны й контроль ПЦР

МВТ (МТС)
- микобактерии туберкулеза {Mycobacterium tuberculosis 
complex)_________________________________________________

м.т. - микробные тел а
ОКО - отрицательны й контрольный об р азец
ПВБ - промы вны е воды бронхов
ПКО - полож ительный контрольный обр азец
ПЦР - п олим еразная  цепная реакция

ФВУН ЦНИИ
Эпидемиологии
Роспотребнадзора

- ф е д е р а л ь н о е  бю дж етное учреж дение науки «Центральный 
научно-исследовательский институт эпидемиологии» 
Ф едеральной  службы по надзору в с ф е р е  защ иты прав 
потребителей  и благополучия человека______________________

FRT - ф луоресц ен тн ая  детекция в реж им е «реального времени»
PBS - ф о сф атн о -со л ево й  буф ер
UDG - урацил-ДН К-гликозилаза

НАЗНАЧЕНИЕ

Набор реагентов «А мплиС енс®  MTC-diff-FL» предназначен для 

ди ф ф ерен ц и рован и я  видов микобактерий туберкулеза (МВТ) -  Mycobacterium 

tuberculosis com plex (МТС) -  человеческого {M.tuberculosis) и бычьего {M.bovis), а 

также вакцинного ш там м а {M.bovis BCG) -  в клиническом м атер и ал е  и культурах 

микроорганизмов м етодом  ПЦР с гибридизационно-ф луоресцентной детекцией 

продуктов ам плиф икации. Д ля анал и за  следует  использовать образцы  ДНК, 

экстрагированной из клинического м атери ала  или культур микроорганизмов, в 

которых на этап е обнаруж ения и/или количественного определен и я Mycobacterium  

tuberculosis com plex  были получены полож ительны е результаты .

ВНИМАНИЕ! Р езультаты  П Ц Р-исследования учитываю тся в комплексной 

диагностике заб о л ев ан и я ^

ПРИНЦИП МЕТОДА

Д и ф ф ерен ц и рован и е  ДНК микобактерий туберкулеза, экстрагированной из 

образцов клинического м атер и ал а  или культур микроорганизмов, проводится 

методом полим еразной цепной реакции (ПЦР) в ф о р м ат е  «мультипрайм» с 

одновременной ам плиф икацией  четы рех ф рагм ентов  ДНК, три из которых 

являю тся специф ическим и миш енями, детерминирую щ ими один из видов

 ̂ в  с о о т в е т с т в и и  с  Д и р е к т и в о й  Е в р о п е й с к о г о  С о ю з а  9 8 / 7 9 / Е С ,



Mycobacterium tuberculosis complex: M.tuberculosis, M.bovis или M.bovis BCG, 

четвертая -  внутренним контрольным образцом  (ВКО). В составе  реакционной 

смеси присутствуют ф луоресцен тн о-м ечен ы е олигонуклеотидные зонды, которые 

гибридизуются с ком плем ентарны м  участком ам плиф ицируем ой ДНК-мишени, в 

результате чего происходит н арастание интенсивности флуоресценции. 

Гибридизационно-ф луоресцентная детекция сигналов продуктов амплификации 

осущ ествляется непосредственно в процессе ПЦР с помощ ью ам плиф икатора в 

режиме «реального врем ени».

Гибридизационно-ф луоресцентная детекция ДНК микобактерий человеческого 

вида {М.tuberculosis) проводится по каналу FAM^, ДНК микобактерий бычьего вида 

{M.bovis или M.bovis BCG) -  по каналу JOE^, только вакцинного ш тамма {M.bovis 

BCG) -  по каналу ROX^, ВКО -  по каналу Су5^.

«ПЦР-комплект», входящ ий в состав  данного набора реагентов, содержит 

ф ерм ен т UDG д л я  снижения риска возможной контаминации продуктами 

амплификации П Ц Р-лаборатории.

ФОРМАТЫ И Ф ОРМ Ы  ВЫПУСКА НАБОРА РЕАГЕНТОВ 

Н абор  р е аг ен 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 ат FRT

Набор реагентов вы пускается в 2 ф орм ах  комплектации:

Ф орм а 1 вкпю чает комплект реагентов «ПЦР-комплект» вариант FRT.

Ф орм а 2 вклю чает наборы  реагентов оптом, р асф асо ван н ы е по отдельным 

реагентам , с маркировкой реагентов на их оптовой ф асовке.

Форма комплектации 1 предназначена д ля  проведения амплификации ДНК видов 

Mycobacterium tuberculosis com plex  с гибридизационно-ф луоресцентной детекцией 

в режиме «реального врем ени».

Ф орма комплектации 2 предн азначен а д ля  производственны х целей для 

последую щ ей маркировки на язы ке заказчика и комплектации по наборам. 

ВНИМАНИЕ! Ф орма комплектации 2 используется только в соответствии с 

реглам ентом , утверж денны м ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора. 

ВНИМАНИЕ! Н абор реагентов предназначен  д ля  работы  с ранее 

экстрагированной ДНК, полученной при использовании комплектов реагентов 

«ДНК-сорб-В», «РИ БО -преп» или «ДНК-сорб-С» д ля  экстракции ДНК/РНК из 

исследуемы х обр азц о в  разны х видов м атериалов  производства ФБУН ЦНИИ

Или аналогичному по названию каналу детекции в зависимости от используемого прибора.



Эпидемиологии Роспотребнадзора.

АНАЛИТИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ

А н ал и ти ч еская  ч у в с т в и т е л ь н о с т ь

Вид
клинического

материала

Комплект
д л я

вы делени я
ДНК

Аналитическая чувствительность, м.т./мл

«АмплиСенс*'^
МГС-FL»

АмплиСенс'^
МГС-diff-FL»

M.tuberculosis 
(штамм Н37 Ra)

«АмплиСенс"’*
МГС-FL»

АмплиСенс'^’
МГС-diff-FL»

M.bovis BCG 
(штамм M.bovis BCG)

PBS-буфер 5x10"
Моча

Мокрота , 
БАЛ/ПВБ

«РИБО-
преп»

1x10"

5x10^

1x10" 1x10"

5x10" 1x10"

1x10^ 1x10"

1x10"
1x10"

1x10"

PBS-буфер 5x10" 1x10" 1x10" 1x10"
Мокрота , 
БАЛ/ПВБ

«ДНК-сорб-
В» 5x10^ 5x10" 1x10" 5x10"

Моча 1x10" 5x10" 1x10" 5x10"
10%  

гомогенат 
разных видов 

тканей

«ДНК-сорб-
С» 1x10" 1x10" 5x10" 1x10"

А н ал и ти ч еская  с п е ц и ф и ч н о с т ь

А налитическая специф ичность оц ен и валась  как при тестировании штаммов 

микобактерий входящ их в группу M.tuberculosis complex, так и нетуберкулезных 

микобактерий, а  также ш там м ов микроорганизмов, вызываю щ их заболевания 

сходных локализаций.

Для оп ределен и я  аналитической специфичности на ш таммах различных 

микроорганизмов (в концентрации не м ен ее  чем 5x10® м.т./мл), тестировали 

116 контрольных ш там м ов или клинических изолятов. Из них 5 входили в состав 

M.tuberculosis complex, 31 являли сь  нетуберкулезны ми микобактериями (НТМБ), 

80 принадлеж али к другим родам  и сем ействам . С пециф ичность тест-системы 

оц енивалась по отсутствию  положительного результата  амплификации ДНК 

бактерий, не принадлеж ащ их к M.tuberculosis complex, а также по наличию 

положительного р езультата  по соответствую щ ему каналу детекции для 

ди ф ф ерен ц и рован и я  видов микобактерий туберкулезного комплекса.

" Концентрация в 1 мл мокроты, обработанной реагентом для предобработки слизистого 
материала «МУКОЛИЗИН».



П еречень реф ерен тн ы х  видов:

-  М икобактерии. принадлеж ащ ие Mycobacterium tuberculosis complex: 

М.tuberculosis, M.bovis, M.bovis BCG-1v\ др.

-  Н етуберкулезны е микобактерии: М.avium, M.paratuberculosis, M.xenopi,

M.gordonae, M.ulcerans, M.phlei, M.intracellulare, M.kansasii, M.fortuitum.

-  Бактерии, принадлеж ащ ие к другим родам  и сем ействам : Brucella,

Campylobacter, Chlamydophila, Cryptococuss, Enterobacter, Enterococcus, E.coli, 

Klebsiella, Listeria, Moraxella, Neisseria, Pantoea, Pasteurella, Proteus, 

Pseudom onas, Salmonella, Shigella, Staphylococcus, Streptococcus.

Результаты  тестирования показали 100% специф ичность.

МЕРЫ ПРЕДОСТОРОЖ НОСТИ

Р абота долж на проводиться в лаборатории , выполняю щ ей молекулярно­

биологические (ПЦР) исследования клинического м атери ала  на наличие 

возбудителей инфекционных болезней , с соблю дением  санитарно-эпидемических 

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

патогенности (опасности) и возбудителям и паразитарны х болезней», СанПиН 

2.1.7.2790-10 «С анитарно-эпидем иологические требования к обращ ению  с 

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

работы лабораторий , использую щ их методы  амплиф икации нуклеиновых кислот 

при работе с м атериалом , содерж ащ им  микроорганизмы I-IV групп патогенности».

При работе  в лаб оратори ях  противотуберкулезных учреждений следует 

дополнительно руководствоваться требованиям и П риказа № 109 от 21 марта

2003 г. «О соверщ енствовании  противотуберкулезных мероприятий в Российской 

Ф едерации» (П рилож ение № 11).

При работе всегда следует выполнять следую щ ие требования:

- С ледует рассм атри вать  исследуем ы е образцы  как инфекционно-опасные, 

организовы вать работу и хранение в соответствии с СП 1.3.2322-08 

«Б езопасность работы  с микроорганизмами III-IV групп патогенности 

(опасности) и возбудителям и паразитарны х болезней» .

- Убирать и дези н ф и ц и ровать  разлиты е образцы  или реактивы, используя 

дезинф ицирую щ ие ср ед ства  в соответствии с СП 1.3.2322-08 «Безопасность 

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

возбудителям и паразитарны х болезней».

- У далять неиспользованны е реактивы в соответствии с СанПиН 2.1.7.2790-10



«С анитарно-эпидем иологические требования к обращ ению  с медицинскими 

отходами».

ВНИМАНИЕ! При удалении  отходов после амплиф икации (пробирок, содержащ их 

продукты ПЦР) недопустимо откры вание пробирок и разбры згивание 

содержимого, поскольку это может привести к контаминации продуктами ПЦР 

лабораторной зоны, оборудования и реагентов.

- П рименять набор строго по назначению , согласно данной инструкции.

- Допускать к р аб о те  с набором  только специально обученный персонал.

- Не использовать набор по истечении срока годности.

- Использовать од н о р азо вы е  перчатки, лабораторн ы е халаты , защ ищ ать глаза 

во врем я работы  с образц ам и  и реактивами. Т щ ательно вымыть руки по 

окончании работы .

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

нем едленно промы ть пораж енное м есто водой и обратиться за медицинской 

помощью.

- Листы безопасности  м атери алов  (MSDS -  m aterial safety  d a ta  sheet) доступны 

по запросу.

ДОПОЛНИТЕЛЬНЫ Е МАТЕРИАЛЫ И ОБОРУДОВАНИЕ

ЗОНА 2

Для проведения ам плиф икации и гибридизационно-ф луоресцентной детекции 

продуктов реакции требую тся;

1. Бокс абактериальной  воздуш ной среды  (ПЦР-бокс).

2. Ц ентрифуга/вортекс.

3. Набор электронны х или автом атических дозаторов  перем енного объем а.

4. О дноразовы е наконечники с ф ильтром  до  100 (200) мкл.

5. Штативы д ля  наконечников и пробирок на 0,2 мл.

6. 2 холодильника от 2 д о  8 °С с морозильной камерой не выш е минус 16 °С для 

раздельного  хранения образц ов  ДНК и реагентов.

7. О тдельны й халат, шапочки, обувь и одн оразовы е перчатки по МУ 1.3.2569-09.

8. Емкость с крышкой д ля  дезинф ицирую щ его раствора.

9. П ерсональны й компью тер д ля  работы  с ам плиф икатором .

10.П рограммируемый ам плиф икатор с системой детекции ф луоресцентного 

сигнала в реж им е «реального врем ени» (например, R otor-G ene 3000/6000 

(Corbett R esearch , А встралия), R otor-G ene Q (Q iagen, Германия), iCycler i05



(Bio-Rad, США), МхЗОООР, Мх3005 (S tra tagene, США), «ДТ-96» («ДНК- 

Технология», Россия) и Sm artCyclerll в комплекте со специальной центрифугой 

Mini-Spin (C epheid, США) и реком ендованны е ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии 

Роспотребнадзора в методических реком ендациях по применению данного 

набора реагентов).

11.О дноразовы е нестрипованны е полипропиленовы е пробирки для ПЦР с плоской 

крышкой объем ом  0,2 мл д ля  приборов ф о р м ата  ПЦР в режиме «реального 

времени» с детекцией  ч ер ез  дно пробирки (например, R otor-G ene для 

постановки в ротор на 36 пробирок) или с куполообразной крышкой на 0,2 мл 

для приборов ф о р м ат а  ПЦР в реж им е «реального врем ени» с детекцией через 

крышку (например, iCycler iQ5, МхЗОООР, Мх3005, «ДТ-96» и др.) или 

специальны е реакционны е модули д ля  прибора Sm artC ycler II.



Ф О Р М А Т  F R T

ФОРМАТ FRT 

СОСТАВ

К ом плект р е а г е н т о в  «П Ц Р-ком плект» в а р и а н т  FRT -  комплект реагентов для 

амплификации ф рагм ен тов  ДНК видов Mycobacterium tuberculosis complex  с 

гибридизационно-ф луоресцентной детекцией  в реж име «реального времени» -  

вкл ю ч ает:

Реактив Описание Объем, мл Кол-во

ПЦР-смесь-1-FL МТС-Ш Прозрачная бесцветная 
жидкость______________ 0,28 2 пробирки

ПЦР-смесь-2-FRT Прозрачная бесцветная 
жидкость 0,3 1 пробирка

Полимераза (TaqF) Прозрачная бесцветная 
жидкость

0,03 1 пробирка

Фермент UDG Прозрачная бесцветная  
жидкость

0,03 1 пробирка

ПКО flHKM rC-diff/STI Прозрачная бесцветная  
жидкость 0.1 1 пробирка

ТЕ-буфер Прозрачная бесцветная  
жидкость

0,5 1 пробирка

Комплект реагентов рассчитан на проведение 55 реакций амплификации, вкпючая 

контроли.

ПРОВЕДЕНИЕ ПЦР-ИССЛЕДОВАНИЯ

П Ц Р-исследование состоит из следую щ их этапов:

- П роведение ам плиф икации с гибридизационно-ф луоресцентной детекцией в 

режиме «реального  врем ени».

- Анализ и интерпретация результатов.

ПРОВЕДЕНИЕ АМПЛИФИКАЦИИ С ДЕТЕКЦИЕЙ В РЕЖИМЕ «РЕАЛЬНОГО 

ВРЕМЕНИ»

А. П одготовка  п р о б и р о к  д л я  а м п л и ф и к а ц и и

В ы б о р  п р о б и р о к  д л я  а м п л и ф и к а ц и и  з а в и с и т  о т  и сп о л ьзу ем о го  

а м п л и ф и к а т о р а  с  с и с т е м о й  д етек ц и и  в р еж и м е « р е а л ь н о г о  вр ем ен и » .

Д ля  в н е с е н и я  в  п р о б и р к и  р е а г е н т о в , п р о б  ДНК и к о н т р о л ь н ы х  о б р а зц о в  

и с п о л ь зу ю т с я  о д н о р а з о в ы е  н акон ечн и ки  с  ф и л ь т р а м и .

ВНИМАНИЕ! До н ач ала  работы  разм орозить, тщ ательно  перем еш ать на вортексе 

все реагенты  н абора и осадить капли с крышек пробирок. Компоненты 

реакционной см еси  след у ет  см еш ивать непосредственно перед  проведением 

анализа.
9
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1. О тобрать необходим ое количество пробирок для  амплификации с учетом 

количества исследуем ы х и контрольных образц ов  (два контроля 

амплификации).

2. В пробирке объ ем ом  1,5 мл приготовить реакционную см есь  из расчета по 

10 мкл П Ц Р -см еси-1 -FL /WTC-dlff, 5 мкл П Ц Р -см еси-2-FRT, 0,5 мкл 

п о л и м е р а зы  (TaqF) и 0 ,5 мкл ф ер м е н т а  UDG на одну реакцию. Полученную 

реакционную см есь  п ерем еш ать на вортексе и осадить капли с крышки 

пробирки.

3. Внести в каждую пробирку по 15 мкл подготовленной реакционной смеси.

4. Подготовить пробирки с экстрагированной ДНК, в которых ранее была 

обнаружена ДНК Mycobacterium tuberculosis com plex  с помощью набора 

реагентов «А м плиС енс®  MTC-FL». В случае  хранения пробирок, их 

необходимо встряхнуть на вортексе, а  затем  центриф угировать при 10 тыс g в 

течение 2 мин.

5. В подготовленны е пробирки внести по 10 м кл п р о б  ДНК. При добавлении ДНК- 

проб необходимо избегать попадания сорбента в реакционную смесь (в случае 

использования для экстракции ДНК сорбентных методик).

ВНИМАНИЕ! Д ля и сследован ия пригодна р ан ее  полученная ДНК при условии ее  

хранения в течен и е 1 недели  при тем пературе от 2 до  8 °С, в течение 1 года при 

тем пературе не вы ш е минус 16 °С, любого срока хранения при тем пературе не 

выше минус 68 °С.

6. Поставить контрольны е реакции:

а) о т р и ц а т е л ь н ы й  к о н т р о л ь  ПЦР (К-) -  внести в пробирку 10 мкл ТЕ- 

б у ф е р а .

б) п о л о ж и т е л ь н ы й  к о н т р о л ь  ПЦР (К+) -  внести в пробирку 10 мкл ПКО ДНК 

MTC-diff / STI.

Реком ендуется п еред  постановкой в ам плиф икатор осадить капли со стенок 

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

ВНИМАНИЕ! Д ля проведения деконтаминации реакционной смеси инкубировать 

полностью подготовленны е д ля  проведения П Ц Р-анализа пробирки 10-30  мин 

при комнатной тем п ературе.

Б. П р о в ед е н и е  а м п л и ф и к а ц и и  с  д етек ц и ей  в  р еж и м е  « р е а л ь н о г о  вр ем ен и »

Запрограм м ировать прибор (ам плиф икатор с системой детекции 

ф луоресцентного сигнала в реж им е «реального врем ени») для  выполнения

10
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соответствую щ ей программы амплиф икации и детекции ф луоресцентного сигнала 

(см. табл. 5, 6).

ВНИМАНИЕ! П рограм м а амплиф икации «95-65-72 МТС» универсальна для всей 

линейки наборов детекции микобактерий туберкулеза, поэтому при постановке в 

одном приборе можно проводить как обнаруж ение, так и ди ф ф ерен ц ирован ие  до 

вида МБТ.

ВНИМАНИЕ! При раб оте  с приборами R otor-G ene 3000/6000 (Corbett R esearch, 

А встралия), R otor-G ene Q (Q iagen, Германия) лунка №1 ротора обязательно 

должна быть зап олн ен а  какой-либо исследуем ой пробиркой из текущего 

эксперимента. Если в один ротор загружаю тся пробирки с образцами, 

анализируем ы м и с помощ ью  разны х наборов реагентов линейки диагностики 

туберкулеза, то порядок расстановки пробирок следую щ ий: пробирки с

реагентами д ля  д и ф ф ер ен ц и р о ван и я , затем  для  количественного определения и 

в последню ю о ч ер ед ь  д л я  обнаруж ения Mycobacterium tuberculosis complex.

Таблица 5

П рограм м а а м п л и ф и к а ц и и  «95-65-72 МТС» д л я  п р и б о р о в  R o to r-G ene  

3000/6000 (C o rb e tt R e s e a rc h , А в ст р ал и я ), R o to r-G en e  Q (Q iagen , Г ерм ания), 

iC ycler iQ5 (B io-R ad , США), «ДТ-96» («Д Н К -Т ехнология», Р о сси я)

Цикл Температура, °С Время Измерение
флуоресценции

Кол-во
циклов

Удержание
температуры 95 15 мин - 1

Циклирование
95 15с -

565 30 с -

72 15 с -

Циклирование 2

95 15с -

4065 30 с РАМ. JO E, 
ROX, Су5"

72 15с -

 ̂Или аналогичный в зависимости от прибора: Green/FAM/FAM-490, Yellow/JOE/JOE-530/HEX, 
Orange/ROX/ROX-575, Red/Cy5/Cy5-635.

1 1
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Т а б л и ц а  6

П р о г р а м м а  а м п л и ф и к а ц и и  « 9 5 -6 5 -7 2  М ТС» 
д л я  п р и б о р а  S m a r tC y c le r  ( C e p h e id ,  СШ А )

Тем перат ура, °С

95
95
65
72

В рем я

90 0  с
20  с
50 с
20  с

К ол-во
циклов

1

45

П о р яд о к  п р о г р а м м и р о в а н и я  п р и б о р о в  см . 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  по 

п р и м ен ен и ю  н а б о р а  р е а г е н т о в  д л я  д и ф ф е р е н ц и р о в а н и я  м и коб актери й  

т у б е р к у л е за  {М .tu b e rc u lo s is , M .b o v is  и M .b o v is  B C G ) в к л и н и ч еск о м  м а т е р и а л е  и 

кул ьтурах  м и к р о о р га н и зм о в  м е т о д о м  п о л и м е р а зн о й  ц е п н о й  р еак ц и и  (П Ц Р) с  

г и б р и д и за 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 плиС енс®  М ГС -diff-FL».

По окон ч ан и и  в ы п о л н е н и я  п р о гр а м м ы  п р и сту п и ть  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 т а т о в .

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

П о л у ч е н н ы е  д а н н ы е  -  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 гн а л а  по 

ч е т ы р е м  к а н а л а м  -  а н а л и з и р у ю т с я  и и н т е р п р е т и р у ю т с я  п о с л е  о к о н ч ан и я  р а б о ты  

а м п л и ф и к а т о р а  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  п р и б о р а , и сп о л ьзу я  

у стан о вк и , у к а з а н н ы е  в о  в к л а д ы ш е ,  п р и л а г а е м о м  к П Ц Р -ком п лекту , и 

м е т о д и ч е с к и х  р е к о м е н д а ц и й  по 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  

д и ф ф е р е н ц и р о в а н и я  м и к о б а к т е р и й  т у б е р к у л е з а  {М .tu b e rc u lo s is , M .b o v is  и M .b o vis  

B C G ) в к л и н и ч еск о м  м а т е р и а л е  и к у л ьту р ах  м и к р о о р га н и зм о в  м ет о д о м  

п о л и м е р а зн 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 за 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 ен с®  М ГС -diff-FL», р а з р а б о т а н н ы х  ФБУН ЦНИИ 

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 .

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  (или  отсу тстви я) 

п е р е с е ч е н и я  кри вой  ф л у о р е с ц е н ц и и  с  п о р о го в о й  л и н и е й , ч то  с о о т в е т с т в у е т  

н ал и чи ю  (или  о тс у т ст в и ю ) з н а ч е н и я  п о р о го во го  ц и к л а  C t (С р)  в с о о тв ет с тв 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 . Г р ан и ч н ы е  з н а ч е н и я  C f д л я  кон кретн ого  п р и б о р а  

у к азан ы  во  в к л а д ы ш е , п р и л а г а е м о м  к « П Ц Р -к о м п л ек ту » .

Р е з у л ь т а т  а м п л и ф и к а ц и и  по к а н а л у  с ч и т а е т с я  п о л о ж и т е л ь н ы м  (+ ). е с л и  

кр и в ая  ф л у о р е с ц е н ц и и  и м е е т  типичную  д л я  П Ц Р в р е ж и м е  « р е а л ь н о г о  в р е м е н и »  

S -о б р а зн у ю  ф о р м у , о д н о к р а т н о  п е р е с е к а е т с я  с  п о р о го в о й  л и н и е й  на у ч астке  

х а р а к т е р н о го  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 , и зн а ч е н и е  порогового
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ци кл а  C t (С р) д л я  д а н н о г о  к а н а л а  м е н е е  или  р а в н о  указан н ом у ; 

с о м н и т е л ь н ы м  (> C t) -  в с л у ч а е , е с л и  з н а ч е н и е  п о р о го во го  ц и кл а  б о л ь ш е  

у казан н о го : о т р и ц а т е л ь н ы м  ( - )  -  в с л у ч а е  о т с у т с т в и я  кри вой  типичной  ф о р м ы , не 

п е р е с е к а ю щ е й с 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  C t (С р). Н е в а л и д н ы й  

р е з у л ь т а т  по к а н а л у  ф о р м и р у е т с я  из со во к у п н о сти  о т р и ц а т е л ь н о г о  зн а ч е н и я  по 

это м у  к ан а л у , и о т р и ц а т е л ь н о г о  или  с о м н и т е л ь н о го  р е з у л ь т а т а  по к ан ал у  Су5, 

которы й в о с п р о и з в е л с я  при п о в т о р н о м  а н а л и з е  п роб ы .

П о л о ж и т е л ь н ы й  р е з у л ь т а т  по к а н а л у  FAM® с в и д е т е л ь с т в у е т  о  н ал и чи и  в 

о б р а з ц е  ДН К м и к о б а к т е р и й  т у б е р к у л е з а  ч е л о в е ч е с к о г о  в и д а  { M .tu b e r c u lo s is ) ,  по 

к ан ал у  JOE®, -  ДН К м и к о б а к т е р и й  т у б е р к у л е з а  б ы ч ь е го  в и д а  (M .b o v is  и M .b o v is  

B C G j, по к а н а л у  RO X® - ДН К вакц и н н ого  ш т а м м а  м и к о б ак т е р и й  т у б е р к у л е за  

б ы ч ь е го  в и д а  ( M .b o v is  B C G j, по к а н а л у  С у 5 ® - о б  а д е к в а т н о м  п р о х о ж д ен и и  э т а п о в  

экстр акц и и  и а м п л и ф и к а ц и и  ВКО.

ВН ИМ А Н И Е! 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 и ф ф е р е н ц и р о в а н и я  в и д о в  

M .tu b e r c u lo s i s  c o m p l e x  о с у щ е с т в л я е т с я  н е з а в и с и м о  п о  к а ж д о м у  и з  к а н а л о в .

Н аб о р  р е а г е н т о в  п о з в о л я е т  в ы я в л я т ь  у к а за н н ы е  в и д ы  M .tu b e rc u lo s is  c o m p le x  в 

с м е с я х  (н а п р и м е р , с м е с ь  M .tu b e rc u lo s is  и M .b o v is  или  M .tu b e rc u lo s is  и M .b o vis  

B C G ). И ск л ю ч е н и е  с о с т а в л я е т  с м е с ь  M .b o v is  и M .b o v is  B C G , что  с в я з а н о  с  

п р и н а д л е ж н о с т ь ю  в а к ц и н н о го  ш т а м м а  M .b o v is  B C G  к б ы ч ь е м у  ви д у  МВТ {M .bovis). 

О ц е н к а  р е з у л ь т а т о в  а н а л и з а  к о н т р о л ь н ы х  т о ч е к

Р е з у л ь т а т  П Ц Р -и с с л е д о в а н и я  с ч и т а е т с я  д о с т о в е р н ы м , е с л и  п ол учен ы  

п р а в и л ь н ы е  р е з у л ь т а т ы  д л я  п о л о ж и т е л ь н о го  и о т р и ц а т е л ь н о г о  ко н тр о л ей  

а м п л и ф и к а ц и и , в с о о т в е т с т в и и  с  т а б л . 7.

Т а б л и ц а  7

Р е з у л ь т а т ы  д л я  к о н т р о л е й  р а з л и ч н ы х  э т а п о в  П Ц Р - и с с л е д о в а н и я

К онтроль
К он трол и руем ы й  

этап  ПЦР- 
и с с л е д о в а н и я

З н а ч е н и е  C t по  к ан ал у
Р е зу л ь т а т

FAM JO E ROX Су5

К- ПЦР - - - - отрицательный
К+ ПЦР + + + + положительный

® Или аналогичный в зависимости от прибора: Green/FAM/FAM-490, Yellow/JOE/JOE-530/HEX, 
Orange/ROX/ROX-575, Red/Cy5/Cy5-635.
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Р е з у л ь т а т ы  н е  п о д л е ж а т  у ч е т у  в  с л у ч а е :

-  о тс у т ст в и я  п о л о ж и т е л ь н о го  с и г н а л а  по о д н о м у  -  ч е т ы р е м  к а н а л а м  д е те к ц и и  в 

п р о б е  с  п о л о ж и т е л ь н ы м  к о н т р о л е м  П Ц Р (К+). 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 а я  а м п л и ф и к а ц и я  п о л о ж и т е л ь н о го  к о н т р о л я  П Ц Р (К+). При п о вторн ом  

п о л у ч ен и и  а н а л о ги ч н о го  р е з у л ь т а т а , н а б о р  р е а г е н т о в  н е  п о д л еж и т  

д а л ь н е й ш е м у  и с п о л ь зо в а н и ю .

-  н а л и ч и я  п о л о ж и т е л ь н о го  с и г н а л а  по о д н о м у  -  ч е т ы р е м  к а н а л а м  д е те к ц и и  в 

о т р и ц а т е л ь н о м  к о н т р о л е  П Ц Р  (К -). В это м  с л у ч а е  н е о б х о д и м о  п о вто р и ть  

и с с л е д о в а н и е  н е  м е н е е , ч е м  5 о б р а з ц о в  о т р и ц а т е л ь н о г о  ко н тр о л я  П Ц Р (К -). 

При п о в т о р н о м  п о л у ч е н и и  а н а л о ги ч н о го  р е з у л ь т а т а  х о тя  б ы  в о д н о м  из 

о б р а з ц о в , н а б о р  р е а г е н т о в  н е  п о д л е ж и т  д а л ь н е й ш е м у  и с п о л ь зо в а н и ю .
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И н т е р п р е т а ц и я  р е з у л ь т а т о в  и с с л е д у е м ы х  к л и н и ч е с к и х  о б р а з ц о в  и л и  

к у л ь т у р  м и к р о о р г а н и з м о в
Т а б л и ц а  8

И н т е р п р е т а ц и я  р е з у л ь т а т о в  и с с л е д у е м ы х  о б р а з ц о в

ДНК FAM JOE ROX Су5 Результат
Форма ответа, вносимого 

в бланк результатов 
исследования

+ Любое
значение^

Любое
значение + /- Обнаружена

ДНК м .tuberculosis 
(человеческий вид) 
обнаружена

■!2
U)
О

-
Любое

значение
Любое

значение
+ Не

обнаружена

ДНК М.tuberculosis 
(человеческий вид)не 
обнаружена

:з
й0)

•Q
5 > c t Любое

значение
Любое

значение
+ Сомнитель­

ный

Обнаружение ДНК 
М.tuberculosis (человеческий 
вид) сомнительно. 
Рекомендуется повторное 
взятие и исследование 
материала

-l> C t Любое
значение

Любое
значение -l> C t Невалидный

Обнаружение ДНК 
М.tuberculosis (человеческий 
вид) -  результат 
невалидный. Рекомендуется 
повторное взятие и 
исследование материала

Любое
значение

+ - +/- Обнаружена ДНК M.bovis (бычий вид) 
обнаружена

5

Любое
значение

-
Любое

значение
+ Не

обнаружена
ДНК M.bovis (бычий вид) не 
обнаружена

о

Любое
значение > c t - + Сомнитель­

ный

Обнаружение ДНК M.bovis 
сомнительно. 
Рекомендуется повторное 
взятие и исследование 
материала

Любое
значение - l> C t Любое

значение -l> C t Невалидный

Обнаружение ДНК M.bovis 
(бычий вид) -  результат 
невалидный. Рекомендуется 
повторное взятие и 
исследование материала

О
о
0Q
V)

Любое
значение

Любое
значение

+ +1- Обнаружена
ДНК M.bovis BCG 
(вакцинный штамм) 
обнаружена

' 5
о

•Q Любое
значение + / - - + Не

обнаружена

ДНК M.bovis BCG 
(вакцинный штамм) не 
обнаружена

О

с

® Любое значение -  возможен любой результат исследования: положительный (+), отрицательный 
(-) или сомнительный (>Ct).
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Любое
значение

Любое
значение >Cf Сомнитель­

ный

Обнаружение ДНК M.bovis 
BCG (вакцинный штамм) 
сомнительно. 
Рекомендуется повторное 
взятие и исследование 
материала

Любое
значение

Любое
значение -l> C t -l> C t Невалидный

Обнаружение ДНК M.bovis 
BCG (вакцинный штамм) -  
результат невалидный. 
Рекомендуется повторное 
взятие и исследование 
материала________________

ВН ИМ А Н И Е! Г р а н и ч н ы е  зн а ч е н и я  Cf у к а за н ы  во  в к л а д ы ш е , п р и л а г а е м о м  к н аб о р у

р е а ге н т о в .

ВН ИМ А Н И Е! 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 и ф ф е р е н ц и р о в а н и я  ви д о в

М .tu b e rc u lo s is  c o m p le x  о с у щ е с т в л я е т с я  н е з а в и с и м о  по к аж д о м у  из к а н а л о в .

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

П о л у ч ен и е:

1. п о л о ж и те л ь н о го  р е з у л ь т а т а  по о д н о м у  из к а н а л о в  РАМ, J O E  или RO X и 

п о л о ж и те л ь н о го  и л и  о т р и ц а т е л ь н о г о  р е з у л ь т а т а  по к а н а л у  С у5  с в и д е т е л ь с т в у е т  

о б  о б н а р у ж е н и и  в и с с л е д у е м о м  о б р а з ц е  М .tu b e rc u lo s is , M .b o v is  или M .b o vis  

BC G , с о о т в е т с т в е н н о . П ри о б н а р у ж е н и и  в ак ц и н н о го  ш т а м м а  M .b o v is  BCG  по 

к а н а л у  J O E  т а к ж е  м о ж е т  р е г и с т р и р о в а т ь с я  п о л о ж и т е л ь н ы й  си гн ал .

2. о т р и ц а т е л ь н о г о  р е з у л ь т а т а  по о д н о м у  из к а н а л о в  РАМ, JO E  или RO X и 

п о л о ж и те л ь н о го  р е з у л ь т а т а  по к а н а л у  С у5  с в и д е т е л ь с т в у е т  о б  о т с у т с т в и и  в 

и с с л е д у е м о м  о б р а з ц е  М .tu b e rc u lo s is , M .b o v is  или  M .b o v is  B C G , с о о т в е т с т в е н н о ;

3. п о л о ж и те л ь н о го  р е з у л ь т а т а  по н еск о л ьк и м  к а н а л а м : РАМ, J O E  и ROX 

с в и д е т е л ь с т в у е т  о б  о б н а р у ж е н и и  с м е с и  р а зн ы х  в и д о в  М .tu b e rc u lo s is  co m p lex . 

И скп ю ч ен и е  с о с т а в л я е т  с о ч е т а н и е  п о л о ж и т е л ь н ы х  с и г н а л о в  по к а н а л а м  JO E  и 

ROX, с в и д е т е л ь с т в у ю щ е е  о б  о б н а р у ж е н и и  в и с с л е д у е м о м  о б р а з ц е  M .b o vis  

BC G . П оэтом у , е с л и  в о б р а з ц е  н а х о д и т с я  с м е с ь  M .b o v is  B C G  и M .bovis, то  е е  

п р и с у тс тв и е  н е  в ы я в л я е т с я  и о б р а з е ц  о п р е д е л я е т с я  как M .b o v is  BC G .

4. с о м н и т е л ь н о го  р е з у л ь т а т а  (>Ct) по о д н о м у  и з к а н а л о в  РАМ, J O E  или RO X и 

п о л о ж и те л ь н о го  р е з у л ь т а т а  по к а н а л у  С у5  т р е б у е т  п о в т о р н о й  ам п л и ф и к а ц и и  

п роб ы  ДНК. Е сл и  зн а ч и м ы й  р е з у л ь т а т  н е  п о л у ч ен , т о  п р о в о д и т с я  п о в то р н ая  

эк стр ак ц и я  и а м п л и ф и к а ц и я  ДН К из и сх о д н о го  о б р а з ц а . П о л у ч ен и е  

а н а л о ги ч н о го  р е з у л ь т а т а  (>C t) и н т е р п р е т и р у е т с я  как с о м н и т е л ь н ы й .

5. о т р и ц а т е л ь н о г о  или  с о м н и т е л ь н о г о  р е з у л ь т а т о в  по к а н а л а м  РАМ, JO E  и RO X и

о т р и ц а т е л ь н о г о  или  с о м н и т е л ь н о г о  р е з у л ь т а т о в  по к а н а л у  С у5  с в и д е т е л ь с т в у е т

о н е в а л и д н о м  р е з у л ь т а т е .  В это м  с л у ч а е  т р е б у е т с я  п о в т о р н а я  а м п л и ф и к а ц и я
16
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о б р а з ц а . Е сл и  в а л и д н ы й  р е з у л ь т а т  н е  п о л у ч ен , то  п р о в о д и т с я  п о в то р н ая  

эк с тр а к ц и я  и а м п л и ф и к а ц и я  ДН К из и сх о д н о го  о б р а з ц а . П о л у ч ен и е  

а н а л о ги ч н о го  р е з у л ь т а т а  {-/> C f) и н т е р п р е т и р у е т с я  как н е в а л и д н ы й .  

В а л и д н о с т ь  р е з у л ь т а т о в  по к аж д о м у  из к а н а л о в  о ц е н и в а е т с я  н е за в и с и м о .
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С РО 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 . 12 м ес . С р о к  го д н о сти  в скр ы ты х  р е а г е н т о в  с о о т в е т с т в у е т  сроку 

годности , у к а за н н о м у  н а  э ти к е т к а х  д л я  н е в с к р ы ты х  р е а г е н т о в , е с л и  в инструкции 

не у к а за н о  и н о е . Н а б о р  р е а ге н т о в  с  истекш им  сроком  годности  прим енению  не 

подлеж ит.

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  при 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 сут. « П Ц Р -к о м п л е к т»  П ри п о л у ч е н и и  р а зу к о м п л е к т о в а т ь  в 

с о о тв ет с тв и и  с  у к а за 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 ек т  р е а г е н т о в  « П Ц Р -к о м п л ек т»  х р а н и т ь  при т е м п е р а т у р е  о т  2 д о  

8 X .  П Ц Р -с м е с ь -1 -FL  /W7C-diff, П Ц Р -с м е с ь -2 -F R T , п о л и м е р а з у  (T aq F ) и ф е р м е н т  

UDG х р а н и ть  при т е м п е р а т у р е  н е  в ы ш е  м и н ус  16 °С. П Ц Р -с м е с ь -1 -FL М ГС-diff 

хран и ть  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 реж ден и й .

Р ек п ам ац и и  н а  к а ч е с т в о  н а б о р а  р е а ге н т о в  « А м п л и С е н с ®  /WTC-diff-FL» 

н а п р а в л я ть  н а  п р е д п р и я т и е -и зго т о в и т е л ь  ФБУН ЦНИИ Э пидем иологии  

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

р е к л ам ац и ям и  и о р га н и за ц и и  о б у ч е н и я  (тел . (495) 9 7 4 -9 6 -4 6 , ф а к с  (495) 916-18-18, 

e-mail: p ro d u cts@ p cr.ru )^ . ^

З авед у ю щ и й  НПЛ О М Д иЭ

ФБУН ЦНИИ 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

Е.Н. Р о д и о н о ва

.О

Д иректор  ФГУ «С П б  Н И И Ф » 

М и н зд р ав с о ц р азв и ти я  Р о с с и и П .К .Яблонский

" ‘ --о-,-..; I t. к ’ ’  "

’’ Отзывы и предложения о продукции «АмплиСенс» вы можете оставить, заполнив анкету 
потребителя на сайте: www.amplisensTu.
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с и м в о л ы ,  И С П О Л Ь З У Е М Ы Е  В П Е Ч А Т Н О Й  П РО Д У К Ц И И

АR E F

L O T

Н ом ер в каталоге

Код партии V

Осторожно! 
О братитесь к 
сопроводительной 
документации

М аксимальное 
число тестов

I VD

V E R

Г

I
ы Л

И зд ели е  д л я  in vitro 
диагностики

Д ата изм енения

О граничение
тем пературы

В ерхнее ограничение 
тем пературы

П роизводитель

| W T

И спользовать до

О братитесь к 
руководству по 
эксплуатации

Не допускать 
попадания 
солнечного света

Д ата изготовления
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