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список СОКРАЩЕНИИ

В н а сто ящ е й  и н с т р у кц и и  п р и м е н я ю тс я  с л е д у ю щ и е  с о к р а щ е н и я  и о б о з н а ч е н и я :

ВКО -  в н у тр е н н и й  к о н т р о л ь н ы й  о б р а з е ц
к+ -  п о л о ж и т е л ь н ы й  ко н т р о л ь  П Ц Р

к- -  о т р и ц а т е л ь н ы й  к о н тр о л ь  П Ц Р

око -  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 з е ц
ок -  о т р и ц а т е л ь н ы й  к о н тр о л ь  э к с тр а кц и и  '
П К -  п о л о ж и т е л ь н ы й  ко н т р о л ь  э к с тр а кц и и
пко -  п о л о ж и т е л ь н ы й  ко н т р о л ь н ы й  о б р а з е ц
П Ц Р -  п о л и м е р а з н а я  ц е п н а я  р е а кц и я

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

-  Ф е д е р а л ь н о е  б ю д ж е т н о е  у ч р е ж д е н и е  н а уки  « Ц е н тр а л ь н ы й  
н а у ч н о -и с с л е д о в а т е л ь с к и й  и н с т и т у т  э п и д е м и о л о ги и »  
Ф е д е р а л ь н о й  с л у ж б ы  по  н а д з о р у  в с ф е р е  з а щ и т ы  пр а в  
п о т р е б и т е л е й  и б л а го п о л у ч и я  ч е л о в е ка

HBV -  в и р у с  ге п а ти т а  В
HDV -  в и р у с  ге п а ти та  D (« Д е л ь т а » )
P R T -  ф л у о р е с ц е н т н а я  д е т е кц и я  в р е ж и м е  « р е а л ь н о го  в р е м е н и »

НАЗНАЧЕНИЕ

Н а б о р  р е а ге н т о в  «АмплиСенс® НБ\/-Монитор-РЕ» п р е д н а з н а ч е н  д л я  

к о л и ч е с тв е н н о го  о п р е д е л е н и я  Д Н К  в и р у с а  ге п а ти т а  В {HBV) в кл и н и ч е с ко м  

м а те р и а л е  м е то 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  в р е ж и м е  « р е а л ь н о го  в р е м е н и » . М а т е р и а л о м  д л я  

п р о в е д е н и я  П Ц Р  с л у ж а т  п р о б ы  Д Н К , в ы д е л е н н ы е  из п л а з м ы  кр о в и .

ВНИМАНИЕ! Р е зу л ь т а т ы  П Ц Р -и с с л е д о в а н и я  у ч и т ы в а ю т с я  в ко м п л е кс н о йо

д и а гн о с ти ке  з а б о л е в а н и я ^

ПРИНЦИП МЕТОДА

П р и н ц и п  т е с т и р о в а н и я  о с н о в ы в а е т с я  на  э к с т р а кц и и  Д Н К  из п л а зм ы  крови  

со в м е стн о  с  В КО , п р о в е д е н и и  а м п л и ф и ка ц и и  Д Н К  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 тн 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 го  вр е м е н и »  (ф о р м а т  FR T). П о  ка н а л у , 

с о о тв е тс тв у ю щ е м у  ф л у о р о ф о р у  РА М , д е т е к т и р у е т с я  л р о д у кт  а м п л и ф и ка ц и и  В КО . 

По ка н а л у , с о о т в е т с т в у ю щ е м у  ф л у о р о ф о р у  JO E , д е т е к т и р у е т с я  п р о д у кт  

а м п л и ф и ка ц и и  Д Н К  HBV. П о л о ж и т е л ь н ы е  ко н т р о л ь н ы е  о б р а з ц ы  э т а п а  э кс тр а кц и и  

U\{0-^-HBV, П К О -2 -Н в \ /д е т е к т и р у ю т с я  по  ка н а л а м , с о о т в е т с т в у ю щ и м  ф л у о р о ф о р а м  

РАМ (В К О ) и J O E  {HBV). К о н т р о л ь н ы е  о б р а з ц ы  а м п л и ф и к а ц и и  (Д Н К -к а л и б р а т о р ы ) -  

КВ1 HBV и К В 2  HBV, а т а к ж е  к а л и б р а т о р  HBV-Q (п р и  и с п о л ь з о в а н и и  ф о р м ы  5) 

аналогично д е т е к т и р у ю т с я  по  ка н а л а м , с о о т в е т с т в у ю щ и м  ф л у о р о ф о р а м  Р А М  (В К О )

 ̂ в  соответствии с Д ирективой  Е вропейского  С ою за 98/79/ЕС .
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и JO E  {HBV).

ФОРМАТЫ И ФОРМЫ ВЫПУСКА НАБОРА РЕАГЕНТОВ 

Набор реагентов выпускается в 1 формате.

Формат FRT

Н абор  р е а ге н т о в  в ы п у с к а е т с я  в 5 ф о р м а х  к о м п л е кт а ц и и ;

Форма 1 в к л ю ч а е т  к о м п л е кт ы  р е а ге н т о в  « Р И Б О -с о р б -1 2 » , О К О  (4 п р о б и р ки ), « П Ц Р - 

ко м п л е кт»  в а р и а н т  FR T.

Форма 2 в к л ю ч а е т  к о м п л е кт ы  р е а ге н т о в  « Р И Б О -п р е п »  в а р и а н т  50, О КО  

(4 п р о б и р ки ), « П Ц Р -к о м п л е к т »  в а р и а н т  FR T.

Форма 4 в к л ю ч а е т  к о м п л е кт ы  р е а ге 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 , О КО  

(8 п р о б и р о к), « П Ц Р -ко м п л е к т »  в а р и а н т  F R T  -  2 ш туки .

Форма 5 в к л ю ч а е т  ко м п л е кт ы  р е а ге н т о в  « П Ц Р -ко м п л е к т »  в а р и а н т  F R T , О КО  

(4 п р о б и р ки ) и « К о м п л е кт  д л я  ка л и б р о в ки  HBV-Q».

Форма 6 в к л ю ч а е т  н а б о р ы  р е а ге н т о в  о п то м , р а с ф а с о в а н н ы е  по  о тд е л ь н ы м  

ре а ге н та м , с  м а р ки р о в ко й  р е а ге н т о в  на их  о п то в о й  ф а с о в ке .

Примечание -  Форма 3 удалена.

Ф о р м а  ко 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  п о л н о го  П Ц Р -

и ссл е д о в а н и я , в кл ю ч а ю щ е го  э к с т р а кц и ю  Д Н К  из к л и н и ч е с ко го  м а те р и а л а  м е то д о м  

сорбции  на  с и л и к а ге л е  и а м п л и ф и ка ц и ю  Д Н К  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 те кц и е й  в р е ж и м е  « р е а л ь н о го  в р е м е н и » .

Ф о р м а  ко м п л е к т а ц и и  2 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  п о л н о го  П Ц Р -

и ссл е д о ван ия , в кл ю ч а ю щ е го  э к с т р а кц и ю  Д Н К  из к л и н и ч е с к о го  м а те р и а л а  м е то д о м  

п р ец и пи тац и и  и а м п л и ф и к а ц и ю  Д Н К  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 кц и е й  

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

Ф орм а  ко м п л е к т а ц и и  4  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  п о л н о го  П Ц Р -

и сследования , в кл ю ч а ю щ е го  э к с т р а кц и ю  Д Н К  из к л и н и ч е с ко го  м а т е р и а л а  м а гн и тн о й  

сепарацией и а м п л и ф и к а ц и ю  Д Н К  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 кц и е й  в 

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

Ф орм а ко м п л е к т а ц и и  5 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  а м п л и ф и к а ц и и  Д Н К  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 кц и е й  в р е ж и м е  « р е а л ь н о го  в р е м е н и » . Д л я  

проведения п о л н о го  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  и с л о л ь з о в а т ь  ко м п л е кты  

реагентов д л я  э к с т р а кц и и  Р Н К /Д 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 ги и  

Р оспотребнадзора .
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Ф о р м а  ко 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 сл е д ую щ е й  м а р ки р о в ки  на я з ы ке  за ка зч и к а  и ко м п л е к т а ц и и  по  н а б о р а м . 

ВНИМАНИЕ! Ф о р м а  ко 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 ко  в с о о т в е тс т в и и  с 

р е гл а м е н то 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 ги и  Р о с п о т р е б н а д з о р а .

АНАЛИТИЧЕСКИЕ ХАРАКТИСТИКИ

Линейный диапазон измерения набора реагентов

Вид
клинического

материала
Объём

экстракции, мкл
Комплект для 

экстракции ДНК
Линейный диапазон 

измерения, МЕ/мл

П л а зм а  кр о в и

1 00
« Р И Б О -с о р б -1 2 »  

« Р И Б О -п р е п »  ■ 
N u c liS E N S  e a s y M A G

1 5 0 -  1 0 0  0 0 0  0 0 0

2 0 0 « М А Г Н О -с о р б » 7 5 -  1 0 0  0 0 0  0 0 0

1 0 0 0
« М А Г Н О -с о р б »  

N u c liS E N S  e a s y M A G
1 5 -  1 0 0  0 0 0  0 0 0

I

Г

Аналитическая специфичность

О ц е н ка  а н а л и т и ч е с к о й  с п е ц и ф и ч н о с т и  н а б о р а  р е а ге н т о в  п р о в е д е н а  п о с р е д с тв о м  

д о б а в л е н и я  в р е а кц и ю  ге н о м н о й  Р Н К /Д Н К  с л е д у ю щ и х  о р га н и з м о в  и в и р усо в : в и р ус  

гепатита  А , в и р у с  ге п а ти т а  D, в и р у с  ге п а ти т а  С , в и р у с  и м м у н о д е ф и ц и т а  ч е л о в е ка , 

ц и то м е га л о в и р ус , в и р у с  Э п ш т е й н а -Б а р р , в и р у с  п р о с то го  ге р п е с а  т и п ы  1, 2, в и р ус  

ветряной  о сп ы , в и р у с  ге р п е с а  ч е л о в е к а  ти п ы  6, 8, п а р в о в и р у с  В 19 , в и р у с  к л е щ е в о го  

эн цеф ал ита , в и р у с  л и х о р а д ки  з а п а д н о го  Н и л а , а д е н о в и р у с  т и п ы  2, 3, 7, Escherichia 

coli, Staphylococcus aureus, S treptococcus pyogen es, S treptococcus agalactiae. Homo 

sapiens.

П е р е кр е с тн ы е  р е а кц и и  д л я  у к а з а н н ы х  о р га н и з м о в  и в и р у с о в  з а р е ги с т р и р о в а н ы  не 

были.

МЕРЫ ПРЕДОСТОРОЖНОСТИ И СВЕДЕНИЯ ОБ УТИЛИЗАЦИИ

Работа д о л ж н а  п р о в о д и ть ся  в л а б о р а то р и и , в ы п о л н я ю щ е й  м о л е кул я р н о ­

биологические (П Ц Р ) и ссл е д о в а н и я  кл и н и ч е ско го  м а те р и а л а  на н а л и ч и е  во зб уд и те л е й  

инф екционных б о л е зн е й , с  со б л ю д е н и е м  с а н и та р н о -э п и д е м и о л о ги ч е с ки х  пр а ви л  СП 

1.3.2322-08 « Б е зо п а сн о сть  р а б о ты  с м и кр о о р га н и зм а м и  I I I - IV  групп  па то ге н н о сти  

(опасности) и в о зб уд и те л я м и  п а р а зи та р н ы х  б о л е зн е й » , С а н П и Н  2 .1 .7 .2 7 9 0 -1 0  

«С анитарно-эпидем иологические  тр 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 ски м и  о тхо д а м и »  

и м етодических у ка за н и й  М У  1 .3 .2569 -09  « О р га н и за ц и я  р а б о ты  л а б о р а то р и й , 

использующих м е то д ы  а м п л и ф и ка ц и и  н укл е и н о в ы х  ки сл о т  при  р а б о те  с  м а те р и а л о м , 

содержащим м и кр о о р га н и зм ы  I - IV  групп п а то ге н н о сти » .
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При раб оте  н е о б хо д и м о  все гд а  в ы п о л н я ть  с л е д ую щ и е  тр е б о в а н и я :

- Т е м п е р а ту р а  в п о м е щ е н и и  л а б о р а т о р и и  о т  20  д о  2 8  °С , о т н о с и т е л ь н а я  в л а ж н о с ть  

о т  15 д о  75% .

- 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  ка к  и н ф е кц и о н н о -о п а с н ы е , о р га н и з о в ы в а т ь  

р а б о ту  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 ты  с 

м и к р о о р га н и з м а м и  II1 -IV  гр уп п  п а то ге н н о с ти  (о п а с н о с т и ) и в о зб у д и те л я м и  

п а р а з и т а р н ы х  б о л е зн е й » .

- У бирать  и д е зи н ф и ц и р о в а ть  р азл и ты е  об разцы , и спол ьзуя  д е зи н ф и ц и р ую щ и е  

средства  в со о тве тстви и  с  С П  1 .3 .2322 -08  « Б е зо па сн о сть  раб оты  с м икроор гани зм ам и  

I11-IV групп па то ге нно сти  (опасн ости ) и во зб уд и те л ям и  п а р а зи та р н ы х  болезней» .

- Л абораторны й процесс д ол ж е н  бы ть од но направл ен ны м . А н а л и з  проводится в 

отдельны х п о м ещ ени я х  (зонах). Р аботу сл ед ует  начинать  в З оне  Вы деления, 

продолж ать в З оне  А м пл и ф и ка ц и и  и Д етекции . Не возвр ащ а ть  образцы , оборудование  

и реактивы  в зону, в которой бы л а  проведена  преды д ущ ая  стадия  процесса .

- Н е и с п о л ь з о в а н н ы е  р е а ге н ты , р е а ге н ты  с и с те кш и м  с р о к о м  го д н о с ти , а та кж е  

и с п о л ь з о в а н н ы е  р е а ге н т ы , уп а ко в ку^ , б и о л о ги ч е с ки й  м а те р и а л , в кл ю ч а я  

м а те р и а л ы , и н с т р у м е н т ы  и п р е д м е ты , з а гр я з н е н н ы е  б и о л о ги ч е с к и м  м а те р и а л о м , 

с л е д у е т  у д а л я т ь  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  « С а н и т а р н о - 

э п и д е м и о л о ги 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 ки м и  о т х о д а м и » .

ВНИМАНИЕ! П ри  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  

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

поскол ьку  э то  м о ж е т  п р и в е с ти  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  зо н ы , 

об о р уд о ва ни я  и р е а ге н то в .

- И с п о л ь з о в а ть  и м е н я ть  при  ка ж д о й  о п е р а ц и и  о д н о р а з о в ы е  н а ко н е ч н и ки  д л я  

а в т о м а т и ч е с ки х  д о з а т о р о в  с  ф и л ь тр о м ^ . О д н о р а з о в у ю  п л а с т и ко в у ю  п о с у д у  

(п р о б и р ки , н а ко н е ч н и к и ) н е о б х о д и м о  с б р а с ы в а т ь  в с п е ц и а л ь н ы й  ко н те й н е р , 

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

для о б е з з а р а ж и в а н и я  м е д и ц и н с ки х  о тх о д о в .

- П о в е р хн о сти  с т о л о в , а т а кж е  п о м е щ е н и я , в ко т о р ы х  п р о в о д и тс я  п о с та н о в к а  

ПЦР, д о  н а ч а л а  и п о с л е  за в е р ш е н и я  р а б о т  н е о б х о д и м о  п о д в е р га т ь  

у л ь т р а ф и о л е т о в о м у  о б л у ч е н и ю  в т е ч е н и е  30  м ин .

- Н абор р е а ге н т о в  п р е д н а з н а ч е н  д л я  о д н о р а з о в о го  п р и м е н е н и я  д л я  п р о в е д е н и я

 ̂ Неиспользованные реагенты , реагенты  с истекш им  сроком  годности , использованны е  реагенты , 
упаковка относятся к классу опасности  м ед ицинских  отходов Г.
 ̂Для удаления надосадочной жидкости с помощ ью  вакуумного отсасы вателя использую тся одноразовые 
наконечники без фильтра.
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П Ц Р -и с с л е д о в а н и я  у к а з а н н о го  к о л и ч е с тв а  п р о б  (см . р а зд е л  « С о с та в » ),

- Н а б о р  р е а ге н т о в  го то в  к п р и м е н е н и ю  с о гл а с н о  д а н н о й  и н с тр у кц и и . П р и м е н я т ь  

н а б о р  р е а ге н т о в  с т р о го  по  н а зн а ч е н и ю .

- К р а б о те  с  н а б о р о м  р е а ге н т о в  д о п у с к а е т с я  т о л ь ко  п е р с о н а л , о б у ч е н н ы й  

м е то д а м  м о л е ку л я р н о й  д и а гн о с т и ки  и п р а в и л а м  р а б о ты  в к л и н и к о -

* д и а гн о с т и ч е с к о й  л а б о р а т о р и и  в у с т а н о в л е н н о м  п о р я д ке  (С П  I*.3 .2 3 2 2 -0 8  

« Б е зо п а с н о с ть  р а б о ты  с м и кр о о р га н и з м а м и  I I I - IV  гр уп п  п а то ге н н о с ти  

(о п а с н о с ти ) 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 зн е й » ).

- Не и с п о л ь з о в а т ь  н а б о р  р е а ге н то в , е с л и  н а р у ш е н а  в н у тр е н н я я  у п а ко в ка  или  

в н е ш н и й  в и д  р е а ге н т а  не  с о о т в е т с т в у е т  о п и с а н и ю .

- Н е и с п о л ь з о в а т ь  н а б о р  р е а ге н то в , е с л и  не  с о б л ю д а л и с ь  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 о гл а с н о  и н с тр у кц и и .

- Н е и с п о л ь з о в а ть  н а б о р  р е а ге н т о в  по  и с те ч е н и и  с р о к а  го д н о с ти .

- И с п о л ь з о в а ть  о д н о р а з о в ы е  н е о п у д р е н н ы е  п е р ч а тки , л а б о р а т о р н ы е  х а л а ты , 

з а щ и щ а т ь  гл а за  во  в р е м я  р а б о ты  с о б р а з ц а м и  и р е а ге н т а м и . Т щ а т е л ь н о  

в ы м ы ть  р уки  по  о ко н ч а н и и  р а б о ты . В се  о п е р а ц и и  п р о в о д я т с я  т о л ь ко  в 

п е р ч а тка х  д л я  и с кл ю ч е н и я  ко н та кта  с  о р га н и з м о м  ч е л о в е ка .

- И зб е га ть  в д ы х а н и я  п а р о в , ко н та кта  с  ко ж е й , гл а за м и  и с л и з и с то й  о б о л о ч ко й . 

В р е д е н  при  п р о гл а ты в а н и и . П ри  к о н т а кте  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 сто  в о д о й , при  н е о б х о д и м о с ти  о б р а т и т ь с я  за  м е д и ц и н с ко й  п о м о щ ь ю .

- П ри с о б л ю д е н и и  у с л о в и й  т р а н с п о р т и р о в к и , э к с п л у а т а ц и и  и х р а н е н и я  р и ски  

в зр ы в а  и в о з го р а н и я  о т с у тс т в у ю т .

- Л и сты  б е з о п а с н о с т и  р е а ге н т о в  (S D S  -  s a fe ty  d a ta  s h e e t)  д о с т у п н ы  по  за п р о су .

ДОПОЛНИТЕЛЬНЫЕ МАТЕРИАЛЫ И ОБОРУДОВАНИЕ

ЗОНА 1. Экстракция ДНК из клинического материала

1. Л а м и н а р н ы й  б о кс .

2. Ц е н тр и ф у га /в о р те кс .

3. А в то м а т и ч е с ки е  д о з а т о р ы  п е р е м е н н о го  о б ъ е м а .

4. О д н о р а зо 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 кр ы в а ю щ и е с я  

пробирки  о б ъ е м о м  1,5  м л.

5. О д н о р а зо в ы е  н а ко н е ч н и к и  с  ф и л ь т р о м  д о  2 0 0  м кл  и д о  10 0 0  м кл .

6. Ш тативы  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  мл.

7. Х о л о д и л ь н и к  о т  2 д о  8 °С .

8. О тд ел ьны й  х а л а т , ш а п о ч ки , о б ув ь  и о д н о р а з о в ы е  п е р ч а т ки  по  М У  1 .3 .2 5 6 9 -0 9 .

9. Ем кость с  д е з и н ф и ц и р у ю щ и м  р а ств о р о м .
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При 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 ге н т о в  « Р И Б О -с о р б -1 2 »  и л и  « Р И Б О -п р е п »  (Р У  №

ФСР 2 0 0 8 /0 3 1 4 7 ):

1. Т е р м о с т а т  д л я  п р о б и р о к  ти п а  « Э п п е н д о р ф »  о т  2 5  д о  100  °С .

2. М и кр о ц е н тр и ф у га  д л я  п р о б и р о к  ти п а  « Э п п е н д о р ф »  д о  12 т ы с  д.

3. В а куум н ы й  о т с а с ы в а т е л ь  м е д и ц и н с ки й  с  к о л б о й -л о в у ш к о й  д л я  у д а л е н и я

н а д о с а д о ч н о й  ж и д к о с т и . >

4. О д н о р а з о в ы е  н а ко н е ч н и к и  д о  2 0 0  м кл .

5. О д н о р а з о в ы й  ф л а ко н  на 1 0 -2 0  мл.

При и с п о л ь з о в а н и и  ко м л л е кт а  р е а ге н т о в  « М А Г Н О -с о р б »  (Р У  №  Ф С Р  2 0 1 0 /0 7 2 6 5 ):

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  12 м м  о т  25  д о  100  °С .

2. Т е р м о с т а т  д л я  п р о б и р о к  ти п а  « Э п п е н д о р ф »  о т  25  д о  100 °С .

3. М а гн и тн 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 »  на 1,5  м л.

4. М а гн и тн ы й  ш т а т и в  д л я  п р о б и р о к  на 5 м л, д и а м е т р  12 м м .

5. В а куум н ы й  о т с а с ы в а т е л ь  м е д и ц и н с ки й  с  к о л б о й -л о в у ш к о й  д л я  у д а л е н и я

н а д о с а д о ч н о й  ж и д к о с т и .

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  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 кр ы в а ю щ и е с я  

п р о б и р ки  о б ъ е м о м  1,5  мл.

7. 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  или  п о л и с т и р о л ь н ы е  л р о б и р ки  о б ъ е м о м  д о  5 мл 

д и а м е т р о м  12 м м , кр у гл о д о н н ы е .

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  кр ы ш ки  д л я  п р о б и р о к  о б ъ е м о м  д о  5 мл 

д и а м е т р о м  12 м м .

9. А в то м а т и ч е с ки й  д о з а т о р  п е р е м е н н о го  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  от 

1000 д о  5 0 0 0  м кл .

10.О д н о р а з о в ы е  н а ко н е ч н и к и  д о  2 0 0  м кл , д о  10 0 0  м кл  и д о  5 0 0 0  м кл .

При и с п о л ь з о в а н и и  а в т о м а т и ч е с к и х  с та н ц и й  д л я  э к с т р а кц и и  н у к л е и н о в ы х  ки сл о т :

1. А в то м а т и ч е с ка я  с т а н ц и я  д л я  э к с тр а кц и и  Р Н К /Д Н К  (н а п р и м е р , N u c liS E N S  

e a syM A G  (b io M e r ie u x , Ф р а н ц и я )) .

2. Н абор  р е а кт и в о в  и р а с х о д н ы х  м а те р и а л о в  к а в т о м а т и ч е с к о й  с та н ц и и  (н а п р и м е р  

N u c liS E N S  e a s y M A G  (N u c liS e n s  б у ф е р  д л я  э к с т р а кц и и  1, N u c liS e n s  б у ф е р  д л я  

э кстр а кц и и  2, N u c liS e n s  б у ф е р  д л я  э к с т р а кц и и  3, N u c liS e n s  б у ф е р  д л я  л и зи с а , 

N u c liS e n s  м а гн е т и з и р о в а н н а я  с и л и ка ) (b io M e rie u x , Ф р а н ц и я )) .

ЗОНА 2. ПЦР и гибридизационно-флуоресцентная детекции продуктов

амплификации

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

2. Ц е н тр и ф у га /в о р те кс .
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3. А в т о м а т и ч е с ки е  д о з а т о р ы  п е р е м е н н о го  о б ъ е м а .

4. О д н о р а з о в ы е  н а ко н е ч н и к и  с  ф и л ь т р о м  д о  2 0 0  м кл  в ш т а ти в а х .

5. Ш та ти в ы  д л я  п р о б и р о к  о б ъ е м о м  0 ,2  мл или  0 ,5  м л  (в с о о т в е т с т в и и  с 

и с п о л ь з у е м ы м и  ко м п л е к т а м и  р е а ге н то в ).

6. Х о л о д и л ь н и к  о т  2 д о  8 °С .

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

8. Е м ко сть  д л я  с б р о с а  н а ко н е ч н и ко в .

9. П р о гр а м м и р у е м ы й  а м п л и ф и ка т о р  р о т о р н о го  т и п а  (н а п р и м е р , R o to r-G e n e  3 0 0 0

или 6 0 0 0  (C o rb e tt  R e s e a rc h , А в с т р а л и я ))  или  а м п л и ф и к а т о р  п л а н ш е т н о го  ти п а  

(н а п р и м е р , iC y c le r  iQ 5  (B io -R a d , С Ш А ), МхЗОООР (S tra ta g e n e , С Ш А )) и 

р е ко 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 ги и  Р о с п о т р е б н а д з о р а  в

м е то д и ч е с ки х  р е к о м е н д а ц и я х  по  п р и м е н е н и ю  д а н н о го  н а б о р а  р е а ге н то в .

10 .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 ки  д л я  П Ц Р  о б ъ е м о м  0 ,2  мл или  0,1 мл:

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

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 го  ти п а ;

б) т о н к о с т е н н ы е  п р о б и р ки  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 ко й  -  при  

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 го  ти п а .

К
f

ВЗЯТИЕ, ТРАНСПОРТИРОВАНИЕ И ХРАНЕНИЕ ИССЛЕДУЕМОГО МАТЕРИАЛА

П е р е д  н а ч а л о м  р а б о ты  с л е д у е т  о з н а ко 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 зятие , 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 ко го  м а т е р и а л а  д л я  П Ц Р - 

д и а гн о сти ки » , р а з р а б о т а н н ы м и  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 .

Д л я  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  и с п о л ь з у е т с я  п л а з м а  п е р и ф е р и ч е с ко й  крови . 

В зятие кр о ви  п р о в о д и тс я  у т р о м  н а т о щ а к  в п р о б и р к у  с  р а с т в о р о м  Э Д Т А  в ка ч е с тв е  

а н ти ко а гул я н та . З а к р ы ту ю  п р о б и р к у  с  кр о в ь ю  н е с ко л ь к о  р а з  п е р е в о р а ч и в а ю т . В 

течение  6 ч с  м о м е н т а  в зя ти я  кр о в и  с л е д у е т  о т о б р а т ь  п л а з м у  и п е р е н е с ти  в н о в ую  

пробирку. Д л я  э то го  п р о б и р к у  с  кр о в ь ю  ц е н т р и ф у ги р у ю т  2 0  м ин  пр и  8 0 0 -1 6 0 0  д. 

Х ранить п л а з м у  м о ж н о  не  б о л е е  3 сут  при  т е м п е р а т у р е  о т  2 д о  8 °С  и д л и т е л ь н о  -  

при те м п е р а т у р е  не  в ы ш е  м и н у с  68  °С .

В о т д е л ь н ы х  с л у ч а я х  д о п у с к а е т с я  и с п о л ь з о в а н и е  с ы в о р о т к и  кр о ви . 

А н а л и ти ч е ска я  ч у в с т в и т е л ь н о с т ь  н а б о р а  р е а ге н т о в  д л я  д а н н о го  м а те р и а л а  

сохраняется , о д н а ко  кл и н и ч е с ка я  ч у в с т в и т е л ь н о с т ь  в в и д у  с о о с а ж д е н и я  в и р у с н ы х  

частиц при  р е т р а кц и и  с гу с т ка  м о ж е т  б ы ть  с у щ е с т в е н н о  с н и ж е н а . Х р а н и т ь  с ы в о р о т к у  

можно не б о л е е  3 с у т  пр и  т е м п е р а т у р е  о т  2 д о  8 °С  и д л и т е л ь н о  -  при  т е м п е р а т у р е  

не вы ш е м и н у с  6 8  °С .
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Комплект реагентов «РИБО-сорб-12» -  к о м п л е к т  р е а ге н т о в  д л я  в ы д е л е н и я  

Р Н К /Д Н К  из к л и н и ч е с ко го  м а те р и а л а  -  включает:

Реагент Описание Объем, мл ' Кол-во

Лизирующий раствор Прозрачная бесцветная 
ж идкость''

5,8 4 пробирки

Раствор для отмывки 1 Прозрачная бесцветная 
жидкость^ 8,0 4 ф лакона

Раствор для отмывки 3 П розрачная бесцветная 
ж идкость 15 4 ф лакона

Раствор для отмывки 4 Прозрачная бесцветная 
жидкость

8,0 4 ф лакона

Сорбент С успензия белого цвета 0,4 4 пробирки

ДНК-буфер Прозрачная бесцветная 
жидкость 0,6 4 пробирки

Ком плект  р е а ге н то в  р а с с ч и та н  на в ы д е л е н и е  Р Н К /Д Н К  из 4 8  пр об , в кл ю ч а я  контрол и . 

В ходит в с о ста в  ф о р м ы  ко м п л е кта ц и и  1.

К ко м п л е кту  р е а ге н т о в  « Р И Б О -с о р б -1 2 »  п р и л а га е тс я  с л е д у ю щ и й  р е а ге н т :

Реагент Описание Объем, мл Кол-во

ОКО
Прозрачная бесцветная 
жидкость 1,2 4 пробирки

Комплект реагентов «РИБО-преп» вариант 50 -  к о м п л е к т  р е а ге н т о в  для  

вы д ел ени я  Р Н К /Д Н К  из к л и н и ч е с ко го  м а те р и а л а  -  включает:

Реагент Описание Объем, мл Кол-во

Раствор для лизиса Прозрачная жидкость 
голубого цвета^ 15 1 флакон

Раствор для преципитации Прозрачная бесцветная 
жидкость 20 1 флакон

Раствор для отмывки 3 Прозрачная бесцветная 
жидкость 25 1 флакон

Раствор для отмывки 4 Прозрачная бесцветная 
ж идкость

10 1 флакон

РНК-буфер Прозрачная бесцветная 
жидкость 1.2 4 пробирки

Ком плект р е а ге н то в  р а с с ч и та н  на в ы д е л е н и е  Р Н К /Д Н К  из 50  проб , в кл ю ч а я  ко н тр о л и .

 ̂ При хранении лизи р ую щ е го  раствора, раствора  для л изиса  и раствор  для отм ы вки 1 при 
температуре от 2 до 8 °С возм ож но  образование  осадка  в виде кристаллов .
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В ходит в с о ста в  ф о р м ы  ко м п л е кта ц и и  2.

К ко м п л е кту  р е а ге н т о в  « Р И Б О -п р е п »  п р и л а га е тс я  с л е д у ю щ и й  р е а ге н т ;

Реагент Описание Объем, МП Кол-во

ОКО Прозрачная бесцветная 
жидкость 1,2 4 пробирки

Комплект реагентов «МАГНО-сорб» вариант 100-1000 -  к о м п л е к т  р е а ге н т о в  д л я  

в ы д е л е н и я  Р Н К /Д Н К  из к л и н и ч е с ко го  м а те р и а л а  -  включает:

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

Прозрачная бесцветная 
жидкость^

70 4 ф лакона

Компонент А Прозрачная бесцветная 
жидкость

0.6 4 пробирки

Раствор для отмывки 5 Прозрачная бесцветная 
жидкость^

60 4 ф лакона

Раствор для отмывки 6 Прозрачная бесцветная 
ж идкость 20 4 ф лакона

Раствор для отмывки 7 Прозрачная бесцветная 
ж идкость

6,0 4 ф лакона

Магнетизированная силика Суспензия черного цвета 0,9 4 пробирки

Буфер для элюции Прозрачная бесцветная 
ж идкость

1,2 12 пробирок

Ком плект р е а ге н то в  р а ссч и та н  на в ы д е л е н и е  Р Н К /Д Н К  из 100  проб , в кл ю ч а я  контрол и . 

О бъем и ссл е д уе м о го  м а те р и а л а  1000 мкл. 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 ко м п л е кту  р е а ге н т о в  « М А Г Н О -с о р б »  п р и л а га е тс я  с л е д у ю щ и й  р е а ге н т :

Реагент Описание Объем, мл Кол-во

ОКО
П розрачная бесцветная 
жидкость 1.2 8 пробирок

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

а м п л и ф и ка ц и и  Д Н К  в и р у с а  ге п а ти т а  В (HBV) 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 те кц и е й  в р е ж и м е  « р е а л ь н о го  в р е м е н и »  -  включает:

Реагент Штатив Объем, мл Кол-во

ПЦР-смесь-1-FL W8\/ П розрачная бесцветная 
ж идкость

0,3 4 пробирки

ПЦР-смесь-2-FRT П розрачная бесцветная 
жидкость

0,2 4 пробирки

Полимераза(TaqF)
,

П розрачная бесцветная 
жидкость

0,02 4 пробирки

’  При хранении л изирую щ его  раствора  М А ГН О -сорб  и раствора  для  отм ы вки  5 при тем пе ра туре  ниже 
20 °С возм ож но образование  осадка  в виде кристаллов.
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Реагент Описание Объем, мл Кол-во

КВ1 HBV Прозрачная бесцветная 
жидкость 0,1 4 пробирки

КВ2 HBV Прозрачная бесцветная 
ж идкость 0,1 4 пробирки

Буфер для элюции •
Прозрачная бесцветная 
жидкость 1.2 4 пробирки

К о м п л е кт  р е а ге н т о в  р а с с ч и т а н  на п р о в е д е н и е  80  р е а кц и й  а м п л и ф и ка ц и и , в кл ю ч а я  

контрол и  и ка л и б р а т о р ы .

В ходит в со ста в  ф о р м  ко м п л е кта ц и и  1, 2, 5 (в ко л и ч е ств е  1-й ш т.), 4  (в ко л и ч е ств е  2 -х  

шт.).

К ко м п л е кту  р е а ге н т о в  « П Ц Р -ко м п л е к т »  п р и л а га ю т с я  к о н т р о л ь н ы е  о б р а з ц ы  э та п а  

экстр а кц и и :

Реагент Описание Объем, мл Кол-во

UKO-^-HBV П розрачная бесцветная 
жидкость 0,06 4 пробирки

ПКО-2-HBV П розрачная бесцветная 
ж идкость 0,06 4 пробирки

ВКО STI-87 П розрачная бесцветная 
ж идкость 0,28 4 пробирки

В с о с та в е  ф о р м ы  ко м п л е к т а ц и и  5 к « П Ц Р -ко м п л е к т у »  п р и л а га е тс я  с л е д у ю щ и й  

реагент:

Реагент „ Описание Объем, мл Кол-во

ОКО П розрачная бесцветная 
ж идкость 1,2 4 пробирки

Комплект реагентов «Комплект для калибровки HBV-Q »  включает:

Реагент Описание Объем, мл Кол-во

Калибратор HBV-Q П орош ок ж елтого цвета 1 пробирка

Растворитель Q Прозрачная бесцветная 
жидкость 1,2 3 пробирки

Входит в с о с т а в  ф о р м ы  ко м п л е к т а ц и и  5.

К н а б о р у  р е а ге н т о в  п р и л а га е тс я  на ц и ф р о в о м  н о с и т е л е  или  н а х о д и т с я  на 

о ф и ц и ал ьно м  с а й т е  И з го т о в и т е л я  п р о гр а м м н о е  о б е с п е ч е н и е  A m p liS e n s  S o ft M o n ito r  

FRT (в ф о р м а те  M ic roso ft®  E xce l)  д л я  а в т о м а т и ч е с ко й  о б р а б о т ки  р е з у л ь т а то в .

ПРОВЕДЕНИЕ ПЦР-ИССЛЕДОВАНИЯ

П Ц Р -и ссл 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 зц о в .
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-  П р о в е д е н и е  а м п л и ф и ка ц и и  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 кц и е й  в 

р е 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 з у л ь т а то в .

ЭКСТРАКЦИЯ ДНК ИЗ ИССЛЕДУЕМЫХ ОБРАЗЦОВ

ВНИМАНИЕ! Д л я  р а б о ты  с Д Н К  н е о б х о д и м о  и с п о л ь з о в а т ь  т о л ь к о  о д н о р а з о в ы е  

сте р и л ь н ы е  п л а с т и ко в ы е  р а с х о д н ы е  м а те р и а л ы , и м е ю щ и е  с п е ц и а л ь н у ю  м а р ки р о в ку  

R N a se -fre e , D N a s e -fre e .

Д л я  э к с тр а кц и и  Д Н К  и с п о л ь з у ю тс я  ко м п л е кт ы  р е а ге н т о в , 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 ги и  Р о с п о т р е б н а д з о р а ;

-  при и с п о л ь з о в а н и и  ко м п л е к т а  р е а ге н т о в  «РИБО-сорб-12» п о р я д о к  р а б о ты  см . в 

п р и л о ж е н и и  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  к о м п л е к т а  р е а ге н т о в  « Р И Б О - 

со р б -1 2 » .

-  при и с п о л ь з о в а н и и  ко м п л е к т а  р е а ге н т о в  «РИБО-преп» п о р я д о к  р а б о ты  см . в 

п р и л о ж е н и и  2. « 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  к о м п л е к т а  р е а ге н т о в  « Р И Б О - 

преп» .

-  при и с п о л ь з о в а н и и  а в т о м а т и ч е с ко й  с та н ц и й  д л я  э к с т р а кц и и  н у к л е и н о в ы х  ки с л о т  

N u c liS E N S  e a s y M A G  (B io M e r ie u x , Ф р а н ц и я ) п о р я д о к  р а б о ты  см . в п р и л о ж е н и и  3. 

« Э кс тр а кц и я  Д Н К  с  и с п о л ь з о в а н и е м  а в т о м а т и ч е с ко й  с т а н ц и й  д л я  э к с тр а кц и и  

н у кл е и н о в ы х  ки с л о т  N u c liS E N S  e a s y M A G » .

-  при 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 ге н т о в  «МАГНО-сорб» п о р я д о к  р а б о ты  д л я  

э кс тр а кц и и  Д Н К  из 10 0 0  м кл  и 2 0 0  м кл  п л а зм ы  кр о в и  см . в п р и л о ж е н и и  4. 

« Э кс тр а кц и я  Д Н К  с и с п о л ь з о в а н и е м  к о м п л е кт а  р е а ге н т о в  « М А Г Н О -с о р б » .

-  при и с п о л ь з о в а н и и  к о м п л е к т о в  р е а ге н т о в  д л я  э к с т р а кц и и , не  в х о д я щ и х  в с о с т а в  

д а н н о го  н а б о р а  р е а ге н т о в , п о р я д о к  р а б о ты  см . в п р и л о ж е н и и  5. « 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  к о м п л е к т о в  д л я  э к с тр а кц и и  не  в х о д я щ и х  в с о с т а в  д а н н о го  

н а б о р а  р е а ге н то в » .

Т а кж е  см . м е т о д и ч е с к и е  р е к о м е н д а ц и и  Ф Б У Н  Ц Н И И  Э п и д е м и о л о ги и  

Р о сп о тр е б н а д зо р а  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  « А м п л и С е н с ®  Н В У -М о н и т о р -  

FL».
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ПРОВЕДЕНИЕ АМПЛИФИКАЦИИ С ДЕТЕКЦИЕЙ В РЕЖИМЕ «РЕАЛЬНОГО 

ВРЕМЕНИ»

Общий объем реакционной смеси -  50 мкл, включая объем пробы ДНК -  

25 мкл.

ВНИМАНИЕ! П ри  р а б о т е  с  Д Н К  н е о б х о д и м о  и с п о л ь з о в а т ь  т о л ь к о  о д н о р а з о в ы е  

с те р и л ь н ы е  п л а с т и ко в ы е  р а с х о д н ы е  м а те р и а л ы , и м е ю щ и е  с п е ц и а л ь н у ю  м а р ки р о в ку  

R N a se -fre e , D N a s e -fre e .

А. Подготовка пробирок для амплификации

Выбор пробирок для амплификации зависит от используемого 

амплификатора.

Для внесения в пробирки реагентов, проб ДНК и контрольных образцов 

используются одноразовые наконечники с фильтрами.

ВНИМАНИЕ! К о м п о н е н ты  р е а кц 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 с р е д с т в е н н о  

перед  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 . С м е ш и в а т ь  р е а ге н т ы  из р а с ч е та  на 

н е о б хо д и м о е  ч и с л о  р е а кц и й , в к л ю ч а ю щ е е  т е с т и р о в а н и е  и с с л е д у е м ы х  и 

ко н тр о л ь н ы х  о б р а з ц о в , н е о б х о д и м о  с о гл а с н о  расчетной таблице (см . та б л . 1).

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

н а б о р а  и о с а д и т ь  ка п л и  с  к р ы ш е к  п р о б и р о к .

2. О то б р а ть  н е о б х о д и м о е  ко л и ч е с тв о  п р о б и р о к  д л я  а м п л и ф и ка ц и и  с  у ч е то м  

ко л и ч е ств а  и с с л е д у е м ы х , ко н т р о л ь н ы х  о б р а зц о в  (тр и  ко н т р о л я  э к с тр а кц и и , ч е т ы р е  

ка л и б р а то р а ). Т и п  п р о б и р о к  с тр и п о в  или  п л а ш е к  в ы б р а ть  в за в и с и м о с ти  от 

и с п о л ь зуе м о го  п р и б о р а .

3. Для приготовления реакционной смеси н е о б х о д и м о  в о т д е л ь н о й  с те р и л ь н о й  

п р о б и р ке  с м е ш а т ь  р е а ге н т ы  из р а с ч е та  на 1 р е а кц и ю : 15 мкл ПЦР-смеси-1-FL 

HBV, 10 мкл ПЦР-смеси-2-FRT и 1,0 мкл полимеразы (TaqF). Т щ а т е л ь н о  

п е р е м е ш а ть  с м е с ь  на в о р те кс е  и о с а д и т ь  ка п л и  с  кр ы ш ки  п р о б и р ки .

Д л я  12 (с та н д а р т н а я  п а н е л ь  э кс тр а кц и и  н а б о р о м  « Р И Б О -с о р б -1 2 » )  -  16 

(э кс тр а кц и я  с  и с п о л ь з о в а н и е м  д в у х  ка р т р и д ж е й  E a s y M a g ) о б р а з ц о в  п о сл е  

э кс тр а кц и и  р е к о м е н д у е т с я  го т о в и т ь  р е а кц и о н н у ю  с м е с ь  на  2 0  р е а кц и й , д л я  э то го  

в п р о б и р ку  с  ПЦР-смесью-1-FL Я В \/д о б а в и т ь  все  с о д е р ж и м о е  п р о б и р ки  с  ПЦР- 

смесью-2-FRT и все  с о д е р ж и м о е  п р о б и р ки  с  полимеразой (TaqF). Т щ а т е л ь н о  

п е р е м е ш а ть  с м е с ь  на  в о р те кс е  и о с а д и ть  ка п л и  с  кр ы ш ки  п р о б и р ки .
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П р и го то в л е н н а я  с м е с ь  не  х р а н и тс я .

4. В н е сти  в п р о б и р ки  по  2 5  м кл  го то в о й  р е а кц и о н н о й  с м е с и . Н е и с п о л ь з о в а н н ы е  

о ста тки  р е а кц и о н н о й  с м е с и  в ы б р о с и ть .

5. В го то в ы е  п р о б и р ки  в н е с ти  по  25 мкл проб ДНК, в ы д е л е н н ы х  из к л и н и ч е с ки х  

о б р а зц о в . Содержимое пробирок необходимо тщательно перемешать 

пипетированием, не допуская появления пузырьков воздуха.

ВНИМАНИЕ! П ри  д о б а в л е н и и  п р о б  Д Н К , в ы д е л е н н ы х  с  п о м о щ ь ю  ко м п л е к т а  

р е а ге н то в  « Р И Б О -с о р б -1 2 » , « М А Г Н О -с о р б »  и N u c liS E N S  e a s y M A G , н е о б х о д и м о  

и зб е га ть  п о п а д а н и я  с о р б е н т а  в р е а кц и о н н у ю  см е сь .

6. П о с та в и ть  контрольные реакции:

а) положительный контроль экстракции (ПК-1) -  в н е с ти  в п р о б и р к у  25 мкл 

пробы ДНК, в ы д е л е н н о й  из о б р а з ц а  Г[KO-^-HBV.

б) положительный контроль экстракции (ПК-2) -  в н е с т и  в п р о б и р к у  25 мкл 

пробы ДНК, в ы д е л е н н о й  из о б р а з ц а  ПКО-2-HBV.

в) отрицательный контроль экстракции (ОК) -  в н е с ти  в п р о б и р к у  25 мкл ДНК- 

пробы, в ы д е л е н н о й  из о б р а з ц а  О КО .

г) положительный контроль ПЦР (K + i)  -  в н е сти  в д в е  п р о б и р ки  по  25 мкл 

КВ1 HBV.

д) положительный контроль ПЦР (К+г) -  в н е сти  в д в е  п р о б и р ки  по  25 мкл 

КВ2 H B V

Содержимое пробирок необходимо тщательно перемешать пипетированием, 

не допуская появления пузырьков воздуха.

П ри п о д о з р е н и и  на  в о з м о ж н у ю  к о н т а м и н а ц и ю  т а к ж е  н е о б х о д и м а  п о с та н о в ка  

о тр и ц а те л ь н о го  ко н т р о л я  П Ц Р  (К - ) .  Д л я  э то го  в п р о б и р к у  с  го т о в о й  р е а кц и о н н о й  

см есью  в н е сти  25 мкл буфера для элюции.
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Т а б л и ц а  1

Схема приготовления реакционных смесей

Объем реагента на одну реакцию (мкл)
Объем реакти 

исследи
BOB на указанное количество 
/емых точек с запасом

15.00 10.00 1.00
Число

клинических
образцов

Число
экстрагируемых

образцов®

Число
исследуемых 
точек в ПЦР^

ПЦ Р-смесь-1-FL
HBV П Ц Р-смесь-2-FR T

ПЬлимераза
(TaqF)

3 6 10 165 110 11
4 7 11 180 120 12
5 8“ 12 195 130 13
6 9 13 210 140 14
7 10 14 225 150 15
8 11 15 240 160 16
9 12® 16 255 170 17
10 13 17 270 180 18
11 14 18 285 190 19
12 15 19 Все содерж им ое 

проб ирки
Все содерж им ое 

п р об и рки
Все содерж им ое 

проб ирки

13 16̂ ° 20 Все содерж им ое 
проб ирки

Все содерж им ое 
пр об и рки

Все содерж им ое 
пр об и рки

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

1. У с т а н о в и ть  п р о б и р ки  в я ч е й ки  р е а кц и о н н о го  м о д у л я  п р и б о р а .

2. 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 к а т о р  с  с и с те м о й  д е т е кц и и  в р е 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 р о гр а м м ы  

а м п л и ф и ка ц и и  и д е т е кц и и  ф л у о р е с ц е н т н о го  с и гн а л а  (см . т а б л . 2, 3).

® Число клинических образцов  + 3 контроля этапа экстракции  Д Н К  (N+3, N - количество  кл инических 
образцов)

Число кл инических  образцов  + 3 контроля этапа экстракции Д Н К  + 4 Д Н К -кал и бр атор а  (N+7, N - 
количество кл инических  образцов)
° Экстракция одного  стрипа  на приборе  N ucliS E N S  easyM A G  (8 пробирок)
® Панель из 12 пробирок на экстракцию .

Экстракция двух  стрипов  на приборе N ucliSE N S easyM A G  (16 пробирок)
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ФОРМАТ FRT

Т а б л и ц а  2

Программа «АмплиСенс-2 RG» для приборов роторного типа^^

Этап Температура, °С Время Измерение
флуоресценции

Кол-во
циклов

Hold 1/Удерж, 
темп-ры  1 50 15 мин - 1

Hold 2/Удерж. 
темп-ры  2 95 15 мин - , 1

Cycling 1/ 
Циклирование 1

95 5 с -
560 20 с -

72 15 с -

Cycling 2/ 
Циклирование 2

95 5 с -

4060 20 с FAM /G reen, JO E/Yellow , 
RO X/O range, C y5/R ed

72 15 с -

ВНИМАНИЕ! С и с п о л ь з о в а н и е м  это й  п р о гр а м м ы  м о ж н о  о д н о в р е м е н н о  п р о в о д и ть  в 

одном  п р и б о р е  л ю б о е  с о ч е т а н и е  те с то в  по  е д и н о й  п р о гр а м м е  (н а п р и м е р , с о в м е с тн о  

с те ста м и  д л я  HDV, ге н о т и п и р о в а н и я  HCV  и д р .) . В с л у ч а е , е сл и  в о д н о м  п р и б о р е  

о д н о в р е м е н н о  п р о в о д я т с я  т о л ь ко  т е с ты  д л я  в ы я в л е н и я  Д Н К  HBV, м о ж н о  у д а л и т ь  из 

данной  п р о гр а м м ы  п е р в ы й  ш а г (5 0  °С  -  15 м и н ) д л я  э к о н о м и и  в р е м е н и .

П р и м е ч а н и е  -  К а н а л ы  R O X /O ra n g e  и C y 5 /R e d  в к л ю ч а ю т с я  пр и  н е о б х о д и м о с ти , 

если п р о в о д я тс я  т е с ты  в ф о р м а т е  « м у л ь ти п р а й м » , д л я  ко т о р ы х  и с п о л ь з у ю тс я  эти  

каналы .

Т а б л и ц а  3

Программа «АмплиСенс-2 iQ» для приборов планшетного типа^^

Этап Температура, ®С Время Измерение
флуоресценции

Кол-во
циклов

1 50 15 мин — 1
2 95 15 мин — 1

3
95 5 с -

560 20 с -

72 15 с -

4

95 5 с -

4060 30 с
РАМ. HEX, ROX, 

Су5
72 15 с -

1

ВНИМАНИЕ! С и с п о л ь з о в а н и е м  это й  п р о гр а м м ы  м о ж н о  о д н о в р е м е н н о  п р о в о д и ть  в

например, R o to r-G ene  3000 или 6000 (C orbe tt R esearch , А встра л и я ) и р еком енд ованны е  Ф БУН  
ЦНИИ Э пидем иол огии  Р оспотребнад зора  в м етодических  р еко м енд аци ях  по прим енению  данного  
набора реагентов.

например, iC yc le r iQ5 (B io-R ad, СШ А), МхЗОООР (S tra tagene, С Ш А), Д Т -96  («Д Н К-Технология» , 
Россия) и реком енд ованны е  Ф БУН  Ц НИИ Э пидем иол огии  Р о спотреб над зора  в м етодических  
рекомендациях по прим енению  д а нного  набора реагентов.
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о д н о м  п р и б о р е  л ю б о е  с о ч е т а н и е  т е с т о в  по  е д и н о й  п р о гр а м м е  (н а п р и м е р , с о в м е с тн о  

с т е с та м и  д л я  HDV, ге н о т и п и р о в а н и я  HCV  и д р .). В сл у ч а е , е с л и  в о д н о м  л р и б о р е  

о д н о в р е м е н н о  п р о в о д я т с я  т о л ь к о  т е с ты  д л я  в ы я в л е н и я  Д Н К  HBV, м о ж н о  у д а л и т ь  из 

д а н н о й  п р о гр а м м ы  п е р в ы й  ш а г (5 0  °С  -  15 м ин ) д л я  э к о н о м и и  в р е м е н и .

П р и м е ч а н и е  -  К а н а л ы  R O X /O ra n g e  и C y 5 /R e d  в кл ю ч а ю тс я  пр и  н е о б х о д и м о с ти , 

есл и  п р о в о д я тс я  т е с ты  в ф о р м а те  « м у л ь ти п л е к с » , д л я  ко то р ы х  и с п о л ь з у ю тс я  эти  

канал ы .

3. П о о к о 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 ть  к а н а л и з у  и и н т е р п р е т а 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 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  и с п о л ь з у е м о го  

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 го  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 ко 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  по  д в у м  ка н а л а м :

-  по ка н а л у  д л я  ф л у о р о ф о р а  РА М  р е ги с т р и р у е т с я  си гн а л , с в и д е т е л ь с т в у ю щ и й  о 

н а ко п л е н и и  п р о д у кт а  а м п л и ф и ка ц и и  Д Н К  В КО ,

-  по ка н а л у  д л я  ф л у о р о ф о р а  J O E  р е ги с т р и р у е т с я  с и гн а л , с в и д е т е л ь с т в у ю щ и й  о 

н а ко п л е н и и  п р о д у кт а  а м п л и ф и ка ц и и  ф р а гм е н т а  Д Н К  HBV.

Р е зу л 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  (и л и  о т с у тс т в и я ) 

п е р е се ч е 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 т с т в у ю щ е м  у р о в н е  

п о р о го в о й  л и н и е й  (у с т а н а в л и в а е т с я  в се р е д и1не  л и н е й н о го  у ч а с т к а  п р и р о с та  

ф л у о р е с ц е н ц и и  п о л о ж и т е л ь н о го  к о н тр о л я  в л о га р и ф м и ч е с к о й  ш ка л е ), ч то  

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  з н а ч е н и 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 з у л ь та то в .

На о с н о в а н и и  з н а ч е н и й  п о р о го в о го  ц и кл а  {Ct) (п е р е с е ч е н и е  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 т с т в у ю щ е м  у р о в н е  п о р о го в о й  л и н и е й ) и 

исходя из з а д а н н ы х  зн а ч е н и й  к а л и б р а т о р о в  КВ 1 и К В 2  п р о и с х о д и т  а в т о м а т и ч е с ко е  

п о стр о е н и е  к а л и б р о в о ч н о й  п р я м о й  и р а с ч е т  з н а ч е н и й  ко п и й  Д Н К  П К О  (п о  к а н а л у  д л я  

ф л уо р о ф о р а  J O E ) и В К О  (по  ка н а л у  д л я  ф л у о р о ф о р а  F A M ) в п р о б е  П Ц Р . 

П о л уч е н н ы е  з н а ч е н и я  и с п о л ь з у ю т  д л я  р а с ч е та  к о н ц е н т р а ц и и  Д Н К  HBV в 

и ссл е д уе м ы х  и к о н т р о л ь н ы х  о б р а з ц а х  по  ф о р м у л е :

число копий ДНК HBV в ПЦР-пробе 

число копий ДНК ВКО в ПЦР-пробе
X коэф ф ициент А  х коэф ф и ц и ен т В = M E Д Н К  Н Б У /м л  плазмы
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4

100
К оэф ф ициент А  =

объем  экстракции, мкл

ВНИМАНИЕ! Д л я  п о л о ж и т е л ь н ы х  к о н тр о л е й  (П К-1  и П К -2 ) р а с ч е т  ко н ц е н т р а ц и и  

п р о и зв о д и тс я  б е з  у ч е т а  к о э ф ф и ц и е н т а  А.

К р э ф ф и ц и е н т  В у к а з ы в а е т с я  во  в кл а д ы ш е  к д а н н о й  с е р и и  П Ц Р -ко м п л е к т а  и неI
м о ж е т  б ы ть  и с п о л ь з о в а н  д л я  р а с ч е та  р е з у л ь т а то в , п о л у ч е н н ы х  при  а н а л и з е  с 

и с п о л ь з о в а н и е м  р е а ге н т о в  д р у ги х  с е р и й . Д л я  формы 5 К о э ф ф и ц и е н т  В 

в ы ч и с л я е тс я  и с х о д я  из ка л и б р о в ки  при  п е р в о й  п о с т а н о в к е  н а б о р а  д а н н о й  с е р и и  (см . 

п р и л о ж е н и е  5. « 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 к т о в  д л я  э к с тр а кц и и , не 

в х о д я щ и х  в с о с т а в  д а н н о го  н а б о р а  р е а ге н то в » ).

ВНИМАНИЕ! Е сл и  р е з у л ь т а т  б о л ь ш е , ч е м  100  0 0 0  0 0 0  М Е /м л , т о  он  в ы д а е т с я  ка к  

р езул ь т ат  б о л ее  100 000  000  M E  H B V /м л . П ри  п о л у ч е н и и  з н а ч е н и я  в ы ш е  

л и н е й н о го  д и а п а з о н а  о б р а з е ц  м о ж е т  б ы ть  п е р е т е с т и р о в а н  п о с л е  1 0 -кр а т н о го  

р а зв е д е н и я ; п о л у ч е н н ы й  р е з у л ь т а т  у м н о ж а ю т  на  10. Е сл и  р е з у л ь т а т  м е н ь ш е , чем  

150 М Е /м л  при  э к с т р а кц и и  из 100  м кл  о б р а зц а , м е н ь ш е  че м  7 5  М Е /м л  при  э кс тр а кц и и  

из 2 0 0  м кл  о б р а з ц а , м е н ь ш е  ч е м  15 М Е /м л  при  э к с т р а кц и и  из 1 м л  о б р а з ц а , то  он 

в ы д а е тся  ка к  р е зу л ь т а т  м ен ее  150, м е н е е  75, м е н е е  15 M E  H B V /м л  

(со о тв е тс тв е н н о ).

П р и м е ч а н и е  -  В с л у ч а е  н е о б х о д и м о с ти  п о л у ч е н и я  р е з у л ь т а т о в  в е д и н и ц а х
о

копи й /м л , р е з у л ь т а ты , и зм е р е н н ы е  в М е ж д у н а р о д н ы х  Е д и н и ц а х  и зм е р е н и я  (М Е /м л ) 

н е о б хо д и м о  у м н о ж и т ь  на 1 ,70  (т.е . 1 М Е = 1 ,7 0  ко п и й , 1 ко п и я = 0 ,5 9  M E ).

ВНИМАНИЕ! Г р а н и ч н ы е  з н а ч е н и я  ко н ц е н т р а ц и и  В К О  у к а за 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 т о в . С м . т а кж е  и н с т р у к ц и и  к с о о т в е т с т в у ю щ и м  

пр и б о р а м  д л я  П Ц Р  в р е а л ь н о м  в р е м е н и  и м е т о д и ч е с к и е  р е к о м е н д а ц и и  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  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  « А м п л и С е н с®  

/-/6 У -М о н и то р -Е 1 » .

Интерпретация результатов в контрольных образцах

Результат ПЦР-исследования считается достоверным, если получены 

правильные результаты для контрольных образцов в соответствии с 

таблицей оценки результатов контрольных реакций (см. табл. 4).
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Т а б л и ц а  4

Результаты для контролей различных этапов ПЦР-исследования

Контроль Контролируемый этап 
ПЦР-исследования

Результат амплификации по каналу
FAM/Green JOE/Yellow

О К  • Э к с т р а к ц и я  Д Н К , П Ц Р
положительный

(ко н ц е н т р а ц и я  В К О  
б о л ь ш е  гр а н и ч н о й )

о т р и ц а т е л ь н ы й

ПК-1 Э к с т р а к ц и я  Д Н К , П Ц Р
положительный

(ко н ц е н т р а ц и я  В К О  
б о л ь ш е  гр а н и ч н о й )

положительный
Д олж ен уложиться в 

диапазон во вклады ш е по 
результатам расчетов 
через ВКО копий/мл

П К -2 Э к с т р а к ц и я  Д Н К , П Ц Р
положительный

(ко н ц е н т р а ц и я  В К О  
б о л ь ш е  гр а н и ч н о й )

положительный
Д олж ен уложиться в 

диапазон во вклады ш е по 
результатам расчетов 
через ВКО копий/мл

К+1 П Ц Р п о л о ж и т е л ь н ы й п о л о ж и т е л ь н ы й

К+2 П Ц Р п о л о ж и т е л ь н ы й п о л о ж и т е л ь н ы й

К - П Ц Р о т р и ц а т е л ь н ы й о т р и ц а т е л ь н ы й

ВНИМАНИЕ!

1. Е сли  д л я  о т р и ц а т е л ь н о го  ко н т р о л я  э к с т р а кц и и  Д Н К  (О К ) по  ка н а л у  д л я  

ф л у о р о ф о р а  J O E  и /и л и  о т р и ц а т е л ь н о го  ко н т р о л я  П Ц Р  ( К - )  по  ка 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  п о л у ч е н о  з н а ч е н и е  п о р о го в о го  ц и кл а  (C f), н е о б х о д и м о  

п о в то р и ть  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  Д Н К  HBV, 

н а ч и н а я  с  э т а п а  э к с т р а кц и и  Д Н К .

2. Е сл и  ко н ц е н тр а ц и я  В К О  в т а б л и ц е  р е з у л ь т а т о в  по  с о о т в е т с т в у ю щ е м у  ка н а л у  н и ж е  

гр а н и ч н о го  з н а ч е н и я , у к а з а н н о го  во  в кл а д ы ш е , т р е б у е т с я  п о в то р и ть  

и с с л е д о в а н и е  д а н н о й  п р о б ы , н а ч и н а я  с  п е р в о го  э т а п а  а н а л и за .

3. Е сл и  к о э ф ф и ц и е н т  к о р р е л я ц и и  при  п о с тр о е н и и  ка л и б р о в о ч н о й  п р я м о й  м е н е е  

0 .98 , 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 ка ц и ю  д л я  в с е х  пр об .

4. Е сли  р а с с ч и т а н н ы е  ко н ц е н т р а ц и и  ПKO-^-HBV и ПКО-2-HBV не  у к л а д ы в а ю т с я  в 

д и а п а зо н , у к а з а н н ы й  во в кл а д ы ш е , н е о б х о д и м о  п о в т о р и т ь  и с с л е д о в а н и е  д л я  в се х  

о б р а зц о в , н а ч и н а я  с  э т а п а  э кс тр а кц и и  Д Н К .
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СРОК годности, УСЛОВИЯ ТРАНСПОРТИРОВАНИЯ и ХРАНЕНИЯ 

Срок годности. 12 м ес . Н а б о р  р е а ге н т о в  с  и с те кш и м  с р о ко м  го д н о с ти  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 ти  в с к р ы т ы 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 к у  го д н о сти , 

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 т о в , е с л и  в и н с т р у к ц и и  не  у к а за н о  

иное.

Транспортирование. Н а б о р  р е а ге 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  не  б о л е е  5 сут . П ри  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 .

Хранение. К о м п л е кты  р е а ге н то в  « Р И Б О -со р б -1 2 » , « Р И Б О -п р е п »  х р а н и ть  при 

те м п е р а тур е  о т  2 д о  8 °С, « М А Г Н О -с о р б »  х р а н и ть  при  т е м п е р а т у р е  о т  2 д о  2 5  °С. 

«П Ц Р -ко м пл е кт»  и « К о м п л е кт  д л я  ка л и б р о в ки  HBV-Q» хр а н и ть  при т е м п е р а ту р е  не 

вы ш е м ин ус  16 °С . Н е  д о п у с к а е т с я  з а м о р а ж и в а н и е /о т т а и в а н и е  Г\KO-^-HBV, П К О -2 - 

HBV, КВ1 HBV, К В 2  HBV и В КО  S T I-8 7  б о л е е  д в у х  раз , п о с л е  р а з м о р а ж и в а н и я  П К О -1 - 

HBV, ПКО-2-HBV, КВ1 HBV, К В 2  HBV и В КО  S T I-87  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 

°С не б о л е е  6 м ес . П Ц Р -с м е с ь -1 -F L  HBV х р а н и ть  в з а щ и щ е н н о м  о т  с в е т а  м есте . 

Р е а ге н т  О К О , п р и л а га ю щ и й с я  к ко м п л е к т а м  р е а ге н т о в  « Р И Б О -с о р б -1 2 »  и « Р И Б О - 

преп» , хр а н и ть  при т е м п е р а ту р е  о т  2 д о  8 °С . Р е а ге н т  О К О , п р и л а га ю щ и й с я  к 

ко м п л е кту  р е а ге н т о в  « М А Г Н О -с о р б » , хр а н и ть  при те м п е р а ту р е  о т  2 д о  25  °С. Р е а ге н т  

О КО , п р и л а га ю щ и й ся  к « П Ц Р -ко м п л е кту»  в со ста в е  ф о р м ы  5, х р а н и ть  при  те м п е р а тур е  

не вы ш е м и н ус  16 °С.

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 т о в  «АмплиСенс® НБ\/-Монитор-РБ» 

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 БУН 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  (1 1 1 1 2 3  г. М о с кв а , ул . Н о в о ги р е е в с ка я , д . ЗА ) в о т д е л  по  р а б о т е  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  (e -m a il: c s @ p c r .ru )^ \

З а в е д у ю щ и й  Н П Л  О М Д и Э  

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

Г л авн ы й  врач

Ф ГБ У З  Г Ц Г  и Э  Ф М Б А  Р о с с и и

Е .Н . Р о д и о н о в а

С .А . Б о гд а н

О тзывы и предл ож ения о продукции «А м плиС енс»  вы м ож ете  оставить , заполнив  анкету 
потребителя на сайте: w w w .a m p lise n s .ru .
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ПРИЛОЖЕНИЕ 1

Экстракция ДНК с использованием комплекта реагентов «РИБО-сорб-12» 

Порядок работы.

1. Лизирующий раствор и раствор для отмывки 1 (е сл и  о н и  х р а н и л и с ь  при 

т е м п е р а т у р е  о т  2 д о  8 °С ) п р о гр е ть  при  т е м п е р а т у р е  6 0  °С  д о  п о л н о го  

р а с тв о р е н и я  кр и с та л л о в .

2. О то б р а т ь  н е о б х о д и м о е  ко л и ч е с тв о  о д н о р а з о в ы х  п р о б и р о к  на 1,5  мл (в кл ю ч а я  

о т р и ц а те л ь н ы й  и п о л о ж и т е л ь н ы й  ко н тр о л и  э к с тр а кц и и ). П р о м а р к и р о в а т ь  

п р о б и р ки .

3. На д н о  ка ж д о й  п р о б и р ки  в н е с ти  по  10 мкл ВКО STI-87.

4. В п р о б и р ки  в н е с ти  по  450 мкл лизирующего раствора. П р о м а р к и р о в а т ь  

п р о б и р ки .

П р и м е ч а н и е  -  П ри  б о л ь ш о м  о б ъ е м е  о б р а з ц о в  д л я  о б л е гч е н и я  п р о ц е д у р ы  

экстр а кц и и  д о п у с к а е т с я  с м е ш и в а н и е  в о т д е л ь н о м  с т е р и л ь н о м  ф л а ко н е  

лизирующего раствора и ВКО (из  р а с ч е та  на о д и н  о б р а з е ц  4 5 0  л и з и р у ю щ е го  

раствора  и 10 м кл  В К О ) с  п о с л е д у ю щ и м  р а з н е с е н и е м  по  450 мкл смеси в за р а н е е  

п р и го то в л е н н ы е  п р о б и р ки  на  1,5  мл.

5. В п р о б и р ки  в н е с ти  по  100 мкл исследуемых образцов, и с п о л ь з у я  о д н о р а з о в ы е  

н а ко н е ч н и ки  с  ф и л ь т р а м и . З а к р ы ть  кр ы ш ки  и п е р е м е ш а т ь  на  в о р те кс е . О с а д и ть  

на ц е н т р и ф у ге  д л я  с б р о с а  ка п е л ь  ж и д к о с т и  с  кр ы ш ки .

6. Д л я  ка ж д о й  п а н е л и  н е о б х о д и м о  п о с та в и т ь  положительные контроли (ПКИ, ПК- 

2). Д л я  э т о го  в п р и го т о в л е н н у ю  п р о б и р к у  П К-1 с  л и з и р у ю щ и м  р а с т в о р о м  д о б а в и ть  

90 мкл ОКО и 10 мкл ПКО-1-HSV, в п р и го т о в л е н н у ю  п р о б и р к у  П К -2  с 

л и з и р у ю щ и м  р а с т в о р о м  д о б а в и т ь  90 мкл ОКО и 10 мкл r\KO-2-HBV, п е р е м е ш а т ь  

на в о р те кс е  и о с а д и т ь  ка п л и  ж и д к о с т и  с  кр ы ш ки .

7. Д л я  ка ж д о й  п а н е л и  н е о б х о д и м о  п о с та в и т ь  отрицательный контроль (ОК). Д л я  

это го  в п р о б и р к у  с  л и з и р у ю щ и м  р а с тв о р о м  д о б а в и т ь  100 мкл ОКО, п е р е м е ш а т ь  

на в о р те кс е  и о с а д и т ь  ка п л и  ж и д к о с т и  с  кр ы ш ки .

8. П о м е с ти ть  п р о б и р ки  с  о б р а з ц а м и  и ко н т р о л я м и  в т е р м о с т а т  с  т е м п е р а т у р о й  60  °С  

на 10 м ин . О с а д и т ь  на ц е н т р и ф у ге  д л я  с б р о с а  ка п е л ь  ко н д е н с а т а  с  кр ы ш ки .

9. Р е с у с п е н д и р о в а т ь  с о р б е н т , и н т е н с и в н о  п е р е м е ш и в а я  на в о р те кс е . Д о б а в и т ь  в 

ка ж д ую  п р о б и р к у  о т д е л ь н ы м  н а ко н е ч н и ко м  по  25 мкл ресуспендированного 

сорбента.
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1 0 . П е р е м е ш а ть  с о д е р ж и м о е  п р о б и р о к  на в о р те кс е  и о с т а в и т ь  на 10 м ин  при  

ко м н а тн о й  т е м п е р а т у р е , т щ а т е л ь н о  п е р е м е ш и в а я  ка ж д ы е  2 м ин .

1 1 . Ц е н тр и ф у ги р о в а т ь  п р о б и р ки  на м и к р о ц е н т р и ф у ге  при  7 т ы с  g (н а п р и м е р , 

100 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  1 м ин .

1 2 .0 т р 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  из ка ж д о й  п р о б и р ки  о т д е л ь н ы м  н а ко н е ч н и ко м , 

и сп о л ь зуя  в а ку у м н ы й  о тс а с ы в а т е л ь .

13 . Д о б а в и т ь  в п р о б и р ки  по  500 мкл раствора для отмывки 1. П е р е м е ш а ть  на 

в о р те кс е  д о  п о л н о го  р е с у с п е н д и р о в а н и я  с о р б е н та . Ц е н т р и ф у ги р о в а т ь  п р о б и р ки  

на м и к р о ц е н т р и ф у ге  при  7 т ы с  g в т е ч е н и е  1 м ин . 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  из ка ж д о й  п р о б и р ки  о т д е л ь н ы м  н а ко н е ч н и к о м , и с п о л ь з у я  в а ку у м н ы й  

о тс а с ы в а т е л ь .

14. Д о б а в и т ь  в п р о б и р ки  по  500 мкл раствора для отмывки 3. П е р е м е ш а т ь  на 

в о р те кс е  д о  п о л н о го  р е с у с п е н д и р о в а н и я  с о р б е н та . Ц е н т р и ф у ги р о в а т ь  п р о б и р ки  

на м и к р о ц е н т р и ф у ге  при  7 т ы с  g в т е ч е н и е  1 м ин . О т о б р а т ь  р а с тв о р  д л я  

о тм ы в ки  3 из ка ж д о й  п р о б и р ки  о т д е л ь н ы м  н а ко н е ч н и к о м , и с п о л ь з у я  в а ку у м н ы й  

о тс а с ы в а т е л ь .

15. Д о б а в и т ь  в п р о б и р ки  по  500 мкл раствора для отмывки 4. П е р е м е ш а т ь  на 

в о р те кс е  д о  п о л н о го  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 . Ц е н т р и ф у ги р о в а т ь  п р о б и р ки  

на м и к р о ц е н т р и ф у ге  пр и  7 т ы с  g в т е ч е н и е  1 м ин . П о л н о с т ь ю  о т о б р а т ь  р а с тв о р  

д л я  о т м ы в ки  4 из ка ж д о й  п р о б и р ки  о т д е л ь н ы м  н а ко н е ч н и к о м , и с п о л ь зу я  

в а ку у м н ы й  о т с а с ы в а т е л ь .

1 6 . В ы с у ш и ть  с о р б е н т , п о м е с т и в  п р о б и р ки  с  о т кр ы т ы м и  к р ы ш ка м и  в т е р м о с т а т  при 

т е м п е р а т у р е  60  °С  на 10 м ин .

1 7 . Р е с у с п е н д и р о в а т ь  с о р б е н т  в 50 мкл ДНК-буфера. П р о гр е т ь  в т е р м о с т а т е  при 

т е м п е р а т у р е  6 0  °С  5 м ин , п е р е м е ш а т ь  на в о р те кс е  и о с а д и т ь  с о р б е н т  на 

ц е н т р и ф у ге  при  12 т ы с  g (н а п р и м е р , 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  1 м ин .

О ч и щ е н н а я  Д Н К  м о ж е т  х р а н и т ь с я  в т е ч е н и е  1 н е д  при  т е м п е р а т у р е  о т  2 д о  8 °С. 

Д ля д л и т е л ь н о го  х р а н е н и я  п р е п а р а та  н е о б х о д и м о , не  з а х в а т ы в а я  с о р б е н т , 

пе р е н е сти  н а д о с а д о ч н у ю  ж и д к о с т ь  в с т е р и л ь н у ю  п р о б и р к у  и х р а н и т ь  при  

т е м п е р а ту р е  не  в ы ш е  м и н у с  16 °С  в т е ч е н и е  год а . П ри  п о я в л е н и и  п р и з н а ко в  

в зм уч и в а н и я  с о р б е н т а  н е о б х о д и м о  в н о в ь  о с а д и т ь  с о р б е н т  на  ц е н т р и ф у ге  при  12 т ы с  

g в те ч е н и е  1 м ин .
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ПРИЛОЖЕНИЕ 2

Экстракция ДНК с использованием комплекта реагентов «РИБО-преп»

Порядок работы.

1. Раствор для лизиса (е сл 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 ) п р о гр е ть  

при т е м п е р а т у р е  д о  65  °С  д о  п о л н о го  р а с т в о р е н и я  кр и с та л л о в .

2. О то б р а ть  н е о б х о д и м о е  ко л и ч е с тв о  о д н о р а з о в ы х  п р о б и р о к  на  1 ,5  мл (в кл ю ч а я  

о т р и ц а те л ь н ы й  и п о л о ж и т е л ь н ы й  к о н тр о л и  э к с т р а кц и и ). П р о м а р к и р о в а т ь  

п р о б и р ки .

3. На д н о  ка ж д о й  п р о б и р ки  в н е с ти  по  10 мкл ВКО STI-87.

4. В п р о б и р ки  в н е с ти  по  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 ки . 

П р и м е ч а н и е  -  П ри  б о л ь ш о м  о б ъ е м е  о б р а з ц о в  д л я  о б л е гч е н и я  п р о ц е д у р ы

экстр а кц и и  д о п у с к а е т с я  с м е ш и в а н и е  в о т д е л ь н о м  с т е р и л ь н о м  ф л а к о н е  раствора

для лизиса и В К О  (и з  р а с ч е та  на  о д и н  о б р а з е ц  3 0 0  м кл  р а с т в о р а  д л я  л и з и с а  и

10 м кл ВКО) с  п о с л е д у ю щ и м  р а з н е с е н и е м  по  300 мкл смеси в з а р а н е е

п р и го то в л е н н ы е  п р о б и р ки  на  1 ,5  мл.

5. В п р о б и р ки  в н е с ти  по  100 мкл исследуемых образцов, и с п о л ь з у я  о д н о р а з о в ы е  

н а ко н е ч н и ки  с  ф и л ь т р а м и . З а к р ы ть  кр ы ш ки  и п е р е м е ш а т ь  на в о р те кс е . О с а д и ть  

на ц е н т р и ф у ге  д л я  с б р о с а  ка п е л ь  ж и д к о с т и  с  кр ы ш ки .

6. Д л я  ка ж д о й  п а н е л и  н е о б х о д и м о  п о с та в и т ь  положительные контроли (HK-I и 

ПК-2). Д л я  э т о го  в п р и го т о в л е н н у ю  п р о б и р к у  П К-1 с  р а с т в о р о м  д л я  л и зи с а  

д о б а в и ть  90 мкл ОКО и 10 мкл Г\KO-^-HBV, в п р и го т о в л е н н у ю  п р о б и р к у  П К -2  с 

р а с тв о р о м  д л я  л и з и с а  д о б а в и т ь  90 мкл ОКО и 10 мкл ПКО-2-HBV, п е р е м е ш а т ь  

на в о р те кс е  и о с а д и т ь  ка п л и  ж и д к о с т и  с  кр ы ш ки .

7. Д л я  ка ж д о й  п а н е л и  н е о б х о д и м о  п о с та в и т ь  отрицательный контроль (ОК). Д л я  

э то го  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  д о б а в и т ь  100 мкл ОКО, п е р е м е ш а т ь  на 

в о р те кс е  и о с а д и т ь  ка п л и  ж и д к о с т и  с кр ы ш ки .

8. С о д е р ж и м о е  п р о б и р о к  п р о гр е т ь  5 мин при 65 °С в т е р м о с т а т е , п е р е м е ш а т ь  на 

в о р те кс е  и о с а д и т ь  ка п л и  ж и д к о с т и  с  кр ы ш ки .

9. Д о б а в и т ь  в п р о б и р ки  по  400 мкл раствора для преципитации, п е р е м е ш а т ь  на 

в о р те ксе .

10. Ц е н тр и ф у ги р о в а т ь  п р о б и р ки  на м и к р о ц е н т р и ф у ге  при  12 т ы с  g (н а п р и м е р , 

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 м ин .

11. А к ку р а тн 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 с а д о к , и с п о л ь зу я
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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  д л я  ка ж д о й  п р о б ы .

12. Д о б а в и т ь  в п р о б и р ки  по  500 мкл раствора для отмывки 3, п л о тн о  за кр ы ть  

кр ы ш ки , о с т о р о ж н о  п р о м ы т ь  о са 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.

13. Ц е н тр и ф у ги р о в а т ь  при  12 тыс g в течение 1-2 мин на  м и к р о ц е н т р 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 , 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 зу 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 к о н е ч н и к  д л я  к а ж д о й  п р о б ы .

15. Д о б а в и т ь  в п р о б и р ки  по  200 мкл раствора для отмывки 4, п л о т н о  з а кр ы т ь  

кр ы ш ки  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 ки  3-5 раз.

1 6 . Ц е н тр и ф у ги р о в а т ь  при  12 тыс g в т е ч е н и е  2 мин на м и к р о ц е н т р и ф у ге .

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

18. П о м е с ти ть  п р о б и р ки  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 д л я  

п о д с у ш и в а н и я  о с а д к а  (пр и  это м  кр ы ш ки  п р о б и р о к  д о л ж н ы  б ы т ь  о ткр ы ты ).

19. Д о б а в и т ь  в п р о б и р ки  по  50 мкл РНК-буфера. П е р е м е ш а т ь  на в о р те ксе . 

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 ч е с ки  

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

2 0 . Ц е н т р и ф у ги р о в а т ь  п р о б и р ки  при  12 тыс g в течение 1 мин на  м и кр о ц е н т р и ф у ге . 

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 у ю  Д Н К . П р о б ы  го то в ы  к п о с та н о в ке  

р е а кц и и  о б р а т н о й  т р а н с кр и п ц и и  и П Ц Р .

О ч и щ е н н а я  Д Н К  м о ж е т  х р а н и т ь с я  в т е ч е н и е  1 н е д  при  т е м п е р а т у р е  о т  2 д о  8 °С 

или в т е ч е н и е  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 .

стр. 25 из 36

50670
13.08.2019



ЭКСТРАКЦИЯ ДНК

i

ПРИЛОЖЕНИЕ 3

Экстракция ДНК с использованием автоматической станции для экстракции

нуклеиновых кислот NucliSENS easyMAG

Порядок работы.

А. Экстракция ДНК из образца объемом 100 мкл и лизис образца вне прибора.

1. В кл ю ч и ть  п р и б о р  N u c liS E N S  e a s y M A G  и п о д го т о в и т ь  е го  к э к с тр а кц и и  Д Н К , 

сл е д уя  и н с т р у кц и и  к п р и б о р у .

2. В о кн е  д л я  в в о д а  и с с л е д у е м ы х  о б р а з ц о в  в в е с ти  д л я  к а ж д о го  о б р а з ц а  с л е д у ю щ и е  

п а р а м е тр ы : н а зв а н и е  о б р а зц а , м а те р и а л  (Matrix) д л я  э к с т р а кц и и  Д Н К  -  п л а зм а  

(Plasma), о б ъ е м  о б р а з ц а  (Volum e) -  0,1 ml, о б ъ е м  э л ю ц и и  (Eluate) -  55 mkl, тип  

о б р а зц а  (Туре) -  Lysed, о ч е р е д н о с т ь  э кс тр а кц и и  Д Н К  в о б р а з ц а х  (Priority) -  

Normal.

3. С о зд а ть  н о в ы й  п р о то ко л  э кс тр а кц и и  Д Н К  и с о х р а н и т ь  е го . В п р о т о ко л е  у ка за ть , 

ч то  л и з и с  и и н к у б а ц и я  о б р а з ц о в  п р о и с х о д и т  вн е  п р и б о р а : O n-board Lysis B uffer 

Dispensing -  No, O n-board Lysis Incubation -  No.

4. П е р е н е с ти  з а п р о гр а м м и р о в а н н ы е  о б р а з ц ы  в с о з д а н н ы й  п р о то ко л .

5. В я ч е й ки  ка р т р и д ж а , п р е д н а з н а ч е н н ы е  д л я  э к с тр а кц и и  Д Н К  в п р и б о р е  N u c liS E N S  

e a s y M A G , в н е сти  по  450 мкл смеси буфера для лизиса NucliSens.

6. В ка ж д ую  я ч е й к у  д о б а в и т ь  “100 мкл исследуемой плазмы о тд е л ь н ы м  

н а ко н е ч н и ко м  с  ф и л ь т р о м , т щ а т е л ь н о  п е р е м е ш а т ь  п и п е ти р о в а н и е м .

7. Д л я  ка ж д о й  п а н е л и  н е о б х о д и м о  п о с та в и т ь  положительные контроли (ПК-1 и 

ПК-2). Д л я  э т о го  в я ч е й ку , п р е д н а з н а ч е н н у ю  д л я  П К-1 с  б у ф е р о м  д л я  л и зи с а  

N u c liS e n s , д о б а в и т ь  90 мкл ОКО и 10 мкл ПКО-1-HBV, в я ч е й ку , 

п р е д н а з н а ч е н н у ю  д л я  П К -2  с  б у ф е р о м  д л я  л и з и с а  N u c liS e n s , д о б а в и т ь  90 мкл 

ОКО и 10 мкл ПКО -2-HBV, т щ а т е л ь н о  п е р е м е ш а т ь  п и п е т и р о в а н и е м .

8. Д л я  ка ж д о й  п а н е л и  н е о б х о д и м о  п о с та в и т ь  отрицательный контроль (ОК). Д л я  

это го  в я ч е й ку , п р е д н а з н а ч е н н у ю  д л я  О К  с  б у ф е р о м  д л я  л и з и с а  N u c liS e n s , 

д о б а в и т ь  100 мкл ОКО, т щ а т е л ь н о  п е р е м е ш а т ь  п и п е т и р о в а н и е м .

9. О с та в и ть  к а р т р и д ж  с  о б р а з ц а м и  на 10 м ин  пр и  к о м н а т н о й  т е м п е р а т у р е  д л я  

п р о х о ж д е н и я  л и зи с а .

10. В о т д е л ь н о й  с те р и л ь н о й  п р о б и р ке  на 1,5 мл с м е ш а т ь  м а гн и т н у ю  с и л и к у  N u c liS e n s  

и В КО  S T I-8 7  о д н о р а з о в ы м и  н а ко н е ч н и ка м и  с  ф и л ь т р а м и  (см . та б л . 5).
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Т а б л и ц а  5

Количество образцов Количество 
магнитной силики 

NucliSens, мкл
Количество Количество 

компонента А 
«ЕМ-плюс», мклдля экстракции ДНК ВКО STI-87, мкл

1 10 10 10
8 90 90 90
16 170 170 170
24

(полная загрузка прибора)
250

(с запасом на 25 проб)
250 250

I

1 1 . Д о б а в и т ь  в ка ж д у ю  я ч е й к у  о т д е л ь н ы м  н а ко н е ч н и к о м  по  30 мкл подготовленной 

смеси магнитной силики NucliSens и ВКО STI-87. К а ж д у ю  я ч е й к у  т щ а т е л ь н о  

п е р е м е ш а т ь  п и п е т и р о в а н и е м  с п о м о щ ь ю  д о з а т о р а  о т д е л ь н ы м и  н а ко н е ч н и к а м и  с 

ф и л ь тр а м и  на 100 0  м кл .

12. З а гр у зи ть  к а р т р и д ж  с о б р а з ц а м и  в п р и б о р , у с т а н о в и т ь  н а ко н е ч н и к и , за п у с т и ть  

п р о гр а м м у  э кс тр а кц и и  Д Н К  с л и з и с о м  о б р а з ц о в  вн е  п р и б о р а  {Off board).

13. П о сл е  о к о н ч а н и я  э к с тр а кц и и  Д Н К , и зв л е ч ь  к а р т р и д ж  из п р и б о р а  и не позднее 

30 мин после окончания процедуры экстракции ДНК провести ПЦР.

Д л я  д л и т е л ь н о го  х р а н е н и я  п р е п а р а та  Д Н К  н е о б х о д и м о  п е р е н е с т и  н а д о с а д о ч н у ю

ж и д ко сть  в с т е р и л ь н у ю  п р о б и р к у  и х р а н и ть  в т е ч е н и е  1 н е д  пр и  т е м п е р а т у р е  о т  2 д о

8 °С  или  в т е ч е н и е  год 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.

Б. Экстракция ДНК из образца объемом 100 мкл или 1 мл с автоматическим

лизисом образца в приборе.

1. П остави ть  ф л а ко н  с б уф е р о м  д л я  л и зи са  N u c liS e n s  в пр иб ор .

2. В ка ж д ую  я ч е й к у  ка р т р и д ж а , п р е д н а з н а ч е н н у ю  д л я  э к с т р а кц и и  Д Н К  в п р и б о р е  

N u c liS E N S  e a s y M A G , н е о б х о д и м о  д о б а в и т ь  100 м кл  или  1 м л  и с с л е д у е м о й  

п л а зм ы  о т д е л ь н ы м  н а ко н е ч н и к о м  с ф и л ь тр о м .

3. Д л я  ка ж д о й  п а н е л и  н е о б х о д и м о  п о с та в и т ь  положительные контроли (ПК-1 и 

ПК-2). Д л я  э то го  в я ч е й ку , п р е д н а з н а ч е н н у ю  д л я  П К -1 , д о б а в и т ь  90 мкл ОКО и 

10 мкл Г\KO-^-HBV, в я ч е й ку , п р е д н а з н а ч е н н у ю  д л я  П К -2 , д о б а в и т ь  90 мкл ОКО и 

10 мкл т О -2 -HBV.

4. Д л я  ка ж д о й  п а н е л и  н е о б х о д и м о  п о с та в и т ь  отрицательный контроль (ОК). Д л я  

э то го  в я ч е й ку , п р е д н а з н а ч е н н у ю  д л я  О К, д о б а в и т ь  100 мкл ОКО.

5. В кл ю ч и ть  п р и б о р  N u c liS E N S  e a s y M A G  и п о д го т о в и т ь  е го  к э к с тр а кц и и  Д Н К , 

сл е д уя  и н с т р у кц и и  к п р и б о р у .

6. В окне  для  ввода  и ссл е д уе м ы х  об разц о в  ввести  д л я  ка ж д о го  о б р а зц а  сл е д ую щ и е
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парам етры ; на зв а н и е  образца , м ате ри ал  {Matrix) д л я  э к с т р а кц и и  Д Н К  -  плазм а 

(Plasma), об ъ ем  о б разц а  (Volume) -  100 m kl или 1 ml, в зави си м о сти  о т  об ъ ем а  

и спол ьзуем ого  кл и ни че ско го  м атериала , об ъ ем  эл ю ц и и  (Eluate) -  55 mkl, тип  об разца  

(Tipe) -  Primary, о че р е д н о сть  э к с тр а кц и и  Д Н К  в о б р а зц а х  (Priority) -  Normal.

7. С р зд а ть  н о в ы й  п р о то ко л  э кс тр а кц и и  Д Н К  и с о х р а н и т ь  е го . В п р о т о ко л е  у ка за ть , 

что  л и з и с  и и н ку б а ц и я  о б р а з ц о в  п р о и с х о д и т  в п р и б о р е : O n-board  Lysis B uffer  

Dispensing -  Yes, O n-board Lysis Incubation -  Yes

8. П е р е н е с ти  з а п р о гр а м м и р о в а н н ы е  о б р а з ц ы  в с о з д а н н ы й  п р о то ко л .

9. З а гр у зи ть  к а р т р и д ж  с о б р а з ц а м и  в п р и б о р , у с т а н о в и т ь  н а ко н е ч н и к и , за п у с т и ть  

п р о гр а м м у  э к с тр а кц и и  Д Н К  с л и з и с о м  о б р а з ц о в  в п р и б о р е  (On board).

10. Д о ж д а ть с я , п о ка  а в т о м а т и ч е с ка я  с та н ц и я  N u c liS E N S  e a s y M A G  не  о с т а н о в и т  

р а б о ту  в п о л о ж е н и и  Instrum ent State - Idle  (п р и б л и з и т е л ь н о  15 м ин ).

11. В о т д е л ь н о й  с т е р и л ь н о й  п р о б и р к е  на  1 ,5  м л  с м е ш а т ь  м а гн и т н у ю  с и л и к у  

N u c liS e n s  и В К О  о д н о р а з о в ы м и  н а к о н е ч н и к а м и  с ф и л ь т р а м и  (см . т а б л . 5)

12. О ткр ы ть  к р ы ш ку  п р и б о р а  и д о б а в и т ь  в ка ж д у ю  я ч е й к у  о т д е л ь н ы м  н а ко н е ч н и ко м  

по 30 мкл подготовленной смеси магнитной силики NucliSens и ВКО STI-87 

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

н а ко н е ч н и ка м и  с ф и л ь т р а м и  на 10 0 0  м кл .

13. З а п у с ти ть  на п р и б о р е  п р о гр а м м у  п р о д о л ж е н и я  э к с т р а кц и и  Д Н К .

14. П о сл е  о ко н ч а н и я  э к с т р а кц и и  Д Н К , и зв л е ч ь  к а р т р и д ж  с  о б р а з ц а м и  из п р и б о р а  и не 

п о зд н е е  30  м ин  п о с л е  о ко н ч а н и я  п р о ц е д у р ы  э к с тр а кц и и  Д Н К  п р о в е с т и  П Ц Р .

Д л я  д л и т е л ь н о го  х р а н е н и я  п р е п а р а та  Д Н К  н е о б х о д и м о , не  з а х в ы т ы в а я  с о р б е н т , 

п е р е н е сти  н а д о с а д о ч н у ю  ж и д к о с т ь  в с т е р и л ь н у ю  п р о б и р к у  и х р а н и т ь  в т е ч е н и е  1 нед  

при т е м п е р а т у р е  о т  2 д о  8 °С  или  в т е ч е н и е  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.

Н а бор  р е а ге н то в  при  и сп о л ь зо в а н и и  а в т о м а т и ч е с ко й  с та н ц и и  N u c liS E N S  e a syM A G  

п о зво л я е т  р а б о та ть  с  о б ъ е м а м и  о б р а зц о в  0,1 мл или  1 мл.
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i

ПРИЛОЖЕНИЕ 4

Экстракция ДНК с использованием комплекта реагентов «МАГНО-сорб»

А. Экстракция из 1000 мкл образца плазмы

Порядок работы.

1. Л и з и р у ю щ и й  р а с т в о р  М А Г Н О -с о р б  и р а с т в о р  д л я  о т м ы в ки  5 п р о гр е ть  при 

т е м п е р а т у р е  6 0  °С  д о  п о л н о го  р а с т в о р е н и я  к р и с та л л о в .

2. П о д го то в и ть  н е о б х о д и м о е  ко л и ч е с тв о  о д н о р а з о в ы х  п р о б и р о к  на 5 мл и 

о д н о р а з о в ы х  к р ы ш е к  (в кл 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  ко н тр о л и  

э кс тр а кц и и ) и п р о м а р к и р о в а т ь  их.

3. П ри э к с тр а кц и и  Д Н К  из 2 4  о б р а з ц о в :

а) во ф л а ко н  с  лизирующим раствором МАГНО-сорб (70 мл) в н е сти  0,28 мл 

ВКО STI-87, все  с о д е р ж и м о е  п р о б и р ки  с  компонентом А (0,6 мл) и все 

с о д е р ж и м о е  п р о б и р ки  с магнетизированной силикой (0,9 мл).

б) з а кр ы т ь  к р ы ш ку  ф л а ко н а  и аккуратно п е р е м е ш а т ь  п е р е в о р а ч и в а н и е м  5-7 раз, 

и зб е га я  о б р а з о в а н и я  пе н ы .

в) в н е сти  в п р о б и р ки  на 5 мл по  2,6 мл п о д го т о в л е н н о й  с м е с и  лизирующего 

раствора МАГНО-сорб, ВКО, компонента А и магнетизированной силики.

4. П ри э кс тр а кц и и  Д Н К  м е н е е  ч е м  из 2 4  о б р а зц о в :

а) с м е ш а т ь  в о т д е л ь н о й  с т е р и л ь н о й  п р о б и р к е  на  1,5  м л  ВКО STI-87, компонент 

А и магнетизированную силику из р а с ч е та  на  о д н у  т о ч к у  10 м кл  В К О  S T I-87 , 

2 0  м кл  к о м п о н е н т а  А  и 30  м кл  м а гн е т и з и р о в а н н о й  си л и ки . П ри  р а сч е те  

н е о б х о д и м о  у ч и т ы в а т ь  з а п а с  -  р а с с ч и т ы в а т ь  на  о д н у  т о ч к у  б о л ь ш е , н а п р и м е р :

Количество образцов 
для экстракции ДНК

ВКО STI- 
87, мкл

Компонент А, 
мкл

Магнетизированная 
силика, мкл

6 70 140 210
12 130 260 390
18 190 380 570

б) в н е сти  в п р о б и р ки  на 5 м л по  60 мкл п о д го т о в л е н н о й  с м е с и  ВКО STI-87, 

ко м п о н е н та  А  и м а гн е т и з и р о в а н н о й  си л и ки .

в) в н е сти  в п р о б и р ки  на 5 м л по  2,6 мл лизирующего раствора МАГНО-сорб.

5. Д о б а в и т ь  в к а ж д у ю  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  1 мл исследуемого 

образца плазмы и п е р е м е ш а т ь  п и п е ти р о в а н и е м , з а к р ы т ь  кр ы ш ко й .

6. Д л я  ка ж д о й  п а н е л и  н е о б х о д и м о  п о с та в и т ь  положительные контроли (ПК-1 и 

ПК-2). Д л я  э т о го  в п р и го т о в л е н н у ю  п р о б и р к у  П К-1 с  л и з и р у ю щ и м  р а с т в о р о м
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д о б а в и ть  90 мкл ОКО и 10 мкл ПКО-1-HBV, в п р и го т о в л е н н у ю  п р о б и р ку  П К -2  с 

л и з и р у ю щ и м  р а с т в о р о м  д о б а в и т ь  90 мкл ОКО и 10 мкл ПКО-2-HSV, т щ а т е л ь н о  

п е р е м е ш а т ь  п и п е ти р о в а н и е м .

7. Д л я  ка ж д о й  п а н е л и  н е о б х о д и м о  п о с та в и т ь  отрицательный контроль (ОК). Д л я  

это го  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  д о б а в и т ь  100 мкл ОКО, п е р е м е ш а т ьI
п и п е ти р о в а н и е м , з а кр ы т ь  кр ы ш ко й .

8. П о м е с ти т ь  п р о б и р ки  в т е р м о с т а т  с  т е м п е р а т у р о й  6 0  °С  на 10 м ин .

9. П е р е н е с ти  п р о б и р ки  в м а гн и тн ы й  ш та ти в  на  6 мин.

1 0 . И с п о л ь зу я  н а ко н е ч н и к и  б е з  ф и л ь т р а  на 10 0 0  м кл , о с т о р о ж н о , по  в н у тр е н н е й  

с те н ке  п р о б и р ки  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 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 к о н е ч н и к  д л я  ка ж д о й  п р о б ы . П е р е н е с т и  п р о б и р ки  в 

о б ы ч н ы й  ш та ти в .

11. Д о б а в и т ь  в п р о б и р ки  по  700 мкл раствора для отмывки 5, п р о б и р ки  з а кр ы т ь  

кр ы ш ко й .

12 .О то б р а т ь  н е о б х о д и м о е  ко л и ч е с тв о  о д н о р а з о в ы х  п р о б и р о к  на 1,5  м л  (в кл ю ч а я  

о т р и ц а те л ь н ы й  и п о л о ж и т е л ь н ы й  ко н тр о л и  э к с т р а кц и и )  и п р о м а р ки р о в а т ь  их.

1 3 . Р е с у с п е н д и р о в а т ь  м а гн е т и з и р о в а н н у ю  с и л и к у  с о  с т е н о к  о с то р о ж н ы м  

в о р те кс и р о в а н и е м , а з а те м  п и п е ти р о в а н и е м , и п е р е н е с ти  всю  ж и д к о с т ь  в 

п р и го т о в л е н н ы е  п р о б и р ки  на  1,5  мл.

14. П е р е с т а в и т ь  п р о б и р ки  в м а гн и тн ы й  ш т а т и в  и и н к у б и р о в а т ь  2 мин.

15 .О то б р а ть  н а д о с а д о ч н у ю  ж и д к о с т ь  и п е р е н е с ти  п р о б и р к и  в о б ы ч н ы й  ш та ти в .

16. Д о б а в и т ь  700 мкл раствора для отмывки 5, р е с у с п е н д и р о в а т ь  

м а гн е т и з и р о в а н н у ю  си л и ку , и п о в то р и ть  пп. 14 -15 .

1/ .А н а л о ги ч н о  п р о в е с т и  о д н у  о т м ы в к у  700 мкл раствора для отмывки 6.

18. Д о б а в и т ь  200 мкл раствора для отмывки 7, п е р е м е ш а т ь , а за те м  ко р о тко  

о с а д и ть  ка п л и  на в о р те кс е .

19. П е р е с т а в и т ь  п р о б и р ки  в м а гн и тн ы й  ш т а т и в  на 1 мин, з а те м  о то б р а ть  

н а д о с а д о ч н у ю  ж и д к о с т ь .

2 0 . В ы с у ш и ть  с о р б е н т , о с т а в и в  п р о б и р ки  с  о т кр ы т ы м и  к р ы ш ка м и  на м а гн и тн о м  

ш та ти в е  в т е ч е н и е  10 мин.

21. Д о б а в и т ь  70 мкл буфера для элюции и п е р е м е ш а т ь  на в о р те кс е .

2 2 . П о м е с ти т ь  п р о б и р ки  в т е р м о с т а т  при  т е м п е р а т у р е  6 0  °С  на  5 м ин , ч е р е з  2 м ин 

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

2 3 . К о р о тко  о с а д и т ь  ка п л и  на  в о р те кс е  и п е р е с т а в и т ь  п р о б и р к и  в м а гн и тн ы й  ш та ти в .
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И н ку б и р о в а т ь  2 м ин . 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 у ю  Д Н К .

ВНИМАНИЕ! Отбор очищенной ДНК для проведения ПЦР осуществляется без 

снятия пробирок с магнитного штатива.

О ч и щ е н н а я  Д Н К  м о ж е т  х р а н и т ь с я  в т е ч е н и е  1 н е д  при  т е м п е р а т у р е  о т  2 д о  8 °С . 

Д л я  д л и т е л ь н о го  х р а н е н и я  п р е п а р а та  н е о б х о д и м о , не  з а х в а т ы в а я  • со р б е н т , 

п е р е н е сти  н а д о с а д о ч н у ю  ж и д к о с т ь  в с т е р и л ь н у ю  п р о б и р к у  и х р а н и ть  при  

т е м п е р а т у р е  не  в ы ш е  м и н у с  16 °С  в те ч е н и е  года .

Б. Экстракция из 200 мкл образца плазмы 

Порядок работы.

1. Л и з и р у ю щ и й  р а с т в о р  М А Г Н О -с о р б  и р а с т в о р  д л я  о т м ы в к и  5 п р о гр е т ь  при 

т е м п е р а т у р е  60  °С  д о  п о л н о го  р а с т в о р е н и я  к р и с та л л о в .

2. П о д го то в и ть  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  на  1 ,5  м л  (в кл ю ч а я  

о т р и ц а те л ь н ы й  и п о л о ж и т е л ь н ы й  ко н тр о л и  э к с т р а кц и и )  и п р о м а р к и р о в а т ь  их.

3. С м е ш а ть  в о т д е л ь н о й  с т е р и л ь н о й  п р о б и р ке  на 1,5 м л  ВКО STI-87, компонент А и 

магнетизированную силику из р а с ч е та  на  о д н у  т о ч к у  10 м кл  В К О  S T I-8 7 , 10 м кл  

ко м п о н е н та  А  и 2 0  м кл  м а гн е т и з и р о в а н н о й  с и л и ки . П ри  р а с ч е т е  н е о б х о д и м о  

у ч и т ы в а ть  з а п а с  -  р а с с ч и т ы в а т ь  на  о д н у  т о ч к у  б о л ь ш е , н а п р и м е р :

Количество образцов ВКО STI-87, Компонент А, Магнетизированная
для экстракции ДНК мкл мкл силика, мкл

6 70 70 140
12 130 130 260
18 190 190 380
24 250 250 500

4. В н е сти  в п р о б и р ки  по  40 мкл п о д го т о в л е н н о й  с м е с и  В К О  S T I-8 7 , ко м п о н е н та  А  и 

м а гн е т и з и р о в а н н о й  си л и ки .

5. В н е сти  в п р о б и р ки  900 мкл лизирующего раствора МАГНО-сорб.

6. Д о б а в и т ь  в к а ж д у ю  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  200 мкл исследуемого 

образца плазмы и п е р е м е ш а т ь  на в о р те ксе .

7. Д л я  ка ж д о й  п а н е л и  н е о б х о д и м о  п о с та в и т ь  положительные контроли (ПК-1 и 

ПК-2). Д л я  э т о го  в п р и го т о в л е н н у ю  п р о б и р к у  П К-1 с  л и з и р у ю щ и м  р а с тв о р о м  

д о б а в и т ь  90 мкл ОКО и 10 мкл Г\KO-^-HBV, в п о д го т о в л е н н у ю  п р о б и р к у  П К -2  с 

л и з и р у ю щ и м  р а с т в о р о м  д о б а в и т ь  90 мкл ОКО и 10 мкл ПКО-2-НВ1/, т щ а т е л ь н о  

п е р е м е ш а т ь  п и п е ти р о в а н и е м .

8. Д л я  ка ж д о й  п а н е л и  н е о б х о д и м о  п о с та в и т ь  отрицательный контроль (ОК). Д л я

э то го  в п р о б и р к у  с  л и з и р у ю щ и м  р а с тв о р о м  д о б а в и т ь  100 мкл ОКО, п е р е м е ш а т ь
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на в о р те ксе .

9. П о м е с ти ть  п р о б и р ки  в т е р м о с т а т  с  т е м п е р а т у р о й  6 0  °С  на  10 м ин .

10. П е р е н е с ти  п р о б и р ки  в м а гн и тн ы й  ш та ти в  на  2 мин.

11 .О с то р о ж н о , по  в н у тр е н н е й  с те н ке  п р о б и р ки  о т о б р а т ь  н а д о с а д о ч н у ю  ж и д ко с ть , 

и р п о л ь зуя  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 к о н е ч н и к  д л я  ка ж д о й  п р о б ы . 

П е р е н е с ти  п р о б и р ки  в о б ы ч н ы й  ш та ти в .

12. Д о б а в и т ь  в п р о б и р ки  по  700 мкл раствора для отмывки 5.

13 . С м ы ть  м а гн е т и з и р о в а н н у ю  с и л и к у  в о р те кс и р о в а н и е м , а з а те м  о с а д и т ь  ка п л и  

кр а тки м  ц е н т р и ф у ги р о в а н и е м .

1 4 . П о с та в и ть  п р о б и р ки  в о б ы ч н ы й  ш та ти в , о т кр ы т ь  кр ы ш ки  и п е р е с т а в и т ь  в 

м а гн и тн ы й  ш та ти в . И н к у б и р о в а т ь  2 мин.

1 5 .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 п е р е н е с ти  п р о б и р ки  в о б ы ч н ы й  ш та ти в .

16. П о в то р и ть  о т м ы в к у  раствором для отмывки 5 (пп . 12-15).

17. А н а л о ги ч н о  п р о в е с т и  о д н у  о т м ы в к у  700 мкл раствора для отмывки 6.

18. Д о б а в и т ь  200 мкл раствора для отмывки 7, п е р е м е ш а т ь , а з а те м  о с а д и т ь  капл и  

на в о р те ксе . П о с т а в и ть  п р о б и р ки  в о б ы ч н ы й  ш т а т и в  и о т к р ы т ь  кр ы ш ки .

19. П е р е с т а в и т ь  п р о б и р ки  в м а гн и тн ы й  ш т а т и в  на  1 мин, з а т е м  о то б р а ть  

н а д о с а д о ч н у ю  ж и д к о с т ь .

2 0 . В ы с у ш и ть  с о р б е н т , о с т а в и в  п р о б и р ки  с  о т кр ы т ы м и  к р ы ш ка м и  на  м а гн и тн о м  

ш та ти в е  в т е ч е н и е  10 мин.

21. Д о б а в и т ь  70 мкл буфера для элюции и п е р е м е ш а т ь  на  в о р те кс е .

2 2 .  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  при  т е м п е р а т у р е  6 0  °С  на 5 м ин , ч е р е з  2 м ин 

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

2 3 .  К о р о тко  о с а д и т ь  ка п л и  на  в о р те кс е  и п е р е с т а в и т ь  п р о б и р ки  в м а гн и тн ы й  ш та ти в . 

И н к у б и р о в а т ь  2 м ин . 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 у ю  Д Н К .

ВНИМАНИЕ! Отбор очищенной ДНК для проведения ПЦР осуществляется без 

снятия пробирок с магнитного штатива.

О ч и щ е н н а я  Д Н К  м о ж е т  х р а н и ть с я  в т е ч е н и е  1 н е д  при  т е м п е р а т у р е  о т  2 д о  8 °С. 

Д л я  д л и т е л ь н о го  х р а н е н и я  п р е п а р а та  н е о б х о д и м о , не  з а х в а т ы в а я  с о р б е н т , 

п е р е н е с ти  н а д о с а д о ч н у ю  ж и д к о с т ь  в с т е р и л ь н у ю  п р о б и р к у  и х р а н и ть  при 

т е м п е р а т у р е  не  в ы ш е  м и н у с  16 °С  в те ч е н и е  года .
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ПРИЛОЖЕНИЕ 5

Экстракция ДНК с использованием комплектов для экстракции, не входящих в 

состав данного набора реагентов

З а я в л е н н ы е  а н а л и т и ч е с к и е  х а р а кт е р и с т и к и  н а б о р а  р е а ге н т о в  при  р а б о те  сI
ф о р м о й  5 га р а н т и р у ю т с я  т о л ь ко  в с л у ч а е  э к с тр а кц и и  Д Н К  при  п о м о щ и  ком плектов  

реа гентов  р е ко м е н д о в а 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 сп о тр е б н а д зо р а

Т а кж е  см . м е т о д и ч е с к и е  р е к о м е н д а ц и и  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  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  « А м п л и С е н с®  Н В У -М о н и т о р - 

FL».

В сл уч а е , е с л и  к о э ф ф и ц и е н т  В д л я  и с п о л ь з у е м о го  ком плекта  

р е а ге н то в /а в то м а ти ч е ско й  ста н ц и и  д л я  э к с тр а кц и и  н у к л е и н о в ы х  ки с л о т  не  у ка за н  во 

в кл а д ы ш е  к н а б о р у  р е а ге н т о в  «А м плиС енс®  Н 6 У -М о н и то р -Р Б » , н е о б хо д и м о  провести  

ка л и б р о вку  са м о сто я те л ь н о .

К а л и б р о в ка  н е о б х о д и м а  д л я  о п р е д е л е н и я  к о э ф ф и ц и е н т а  В и п р о и з в о д и т с я  при 

п е р во й  п о с та н о в к е  н а б о р а  д а н н о й  с е р и и . К а л и б р о в к а  о с у щ е с т в л я е т с я  о д и н  раз д л я  

ка ж д о й  н о в о й  с е р и и  н а б о р а  р е а ге н т о в  « А м п л и С е н с®  /- /В У -М о н и то р -Р Б »  и проводится  

на и сп о л ьзуе м о м  д л я  э кстр а кц и и  ДР1К ко м п л е кте  р е а ге н то в /а в то м а ти ч е с ко й  станции.

Д л я  пр о в е д е н и я  ка л и б р о в ки  н е о б хо д и м о  при  п е рвой  п о ста н о в ке  на б о р а  реа гентов  

д анн ой  сери и  п р о в е сти  а н а л и з  5 д о п о л н и те л ь н ы х  точек: д о п о л н и те л ь н ы й  по вто р  П КО - 

1, д о п о л н и те л ь н ы й  по вто р  PIKO-2 и К а л и б р а то р  HBV-Q в т р е х  по вто р а х .

Подготовка Калибратора HBV-Q к работе:

1. О с а д и т ь  на в о р те кс е  с о д е р ж и м о е  п р о б и р ки , с о д е р ж а щ е й  р е а ге н т  калибратор 

HBV-Q и а к ку р а т н о  о т кр ы т ь  кр ы ш ку  и, и зб е га я  р а с п ы л е н и я  с о д е р ж и м о го , 

д о б а в и т ь  400 мкл растворителя Q, и с п о л ь з у я  о д н о р а з о в ы е  н а ко н е ч н и ки  с 

ф и л ь тр а м и .

2. П л о тн о  з а кр ы т ь  п р о б и р к у  и о с т а в и т ь  на 2 0  м ин  при  к о м н а т н о й  те м п е р а т у р е , 

п е р и о д и ч е с ки  п е р е м е ш и в а я  на  в о р те ксе .

3. П о сл е  п о л н о го  р а с т в о р е н и я  о т кр у ти ть  с о д е р ж и м о е  п р о б и р ки  калибратор HBV-Q 

на в о р те кс е  в т е ч е н и е  3-5 с  д л я  с б р о с а  ка п е л ь  ж и д к о с т и  с  кр ы ш ки .

К а л и б р о в ку  н е о б х о д и м о  п р о в о д и ть  на и сп о л ь зуе м о м  д л я  э кстр а кц и и  ДР1К

ком плекте  реа ге нто в . П р о ц е д у р а  экстр а кц и и  Д Н К  п р о в о д и т с я  в с о о т в е т с т в и и  с 

и н с тр у кц и е й  к ко м п л е кту  р е а ге н то в /а в то м а ти ч е ско й  с та н ц и и  д л я  экстр а кц и и
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н у кл е и н о в ы х  ки сл о т . О б я за те л ь н ы м  у с л о в и е м  я в л я е тс я  в н е с е н и е  В К О  в о б р а зц ы  или 

л и зи р ую щ и й  р а с тв о р  д о  н а ч а л а  э кс тр а кц и и  в о б ъ ё м е  10 м кл  на о д н у  пробу.

В с л у ч а е  е с л и  э к с т р а кц и я  Д Н К  п р о в о д и тс я  из 100  м кл  п л а зм ы  -  в н е с ти  по  100 м кл  

р а с т в о р е н н о го  К а л и б р а т о р а  HBV-Q в тр и  п р о б и р ки  д л я  э к с т р а кц и и  н у кл е и н о в ы х  

кисл от.

В с л у ч а е  е сл и  э к с т р а кц и я  Д Н К  п р о в о д и тс я  из п р о ч е го  о б ъ е м а  п л а зм ы  (1 0 0 - 

1000  м кл ) -  в н е с ти  в тр и  п р о б и р ки , п о д го т о в л е н н ы е  д л я  э к с т р а кц и и  Д Н К , по  100  м кл  

р а с т в о р е н н о го  к а л и б р а т о р а  HBV-Q и д о в е с т и  р а с т в о р и т е л е м  Q о б ъ ё м  о б р а з ц а  д о  

и с п о л ь з у е м о го  о б ъ ё м а  э к с тр а кц и и  н у к л е и н о в ы х  к и с л о т  (н а п р и м е р : при  э кс тр а кц и и  из 

1 мл в н е сти  100  м кл  р а с т в о р е н н о го  ка л и б р а т о р а  HBV-Q и 9 0 0  м кл  р а с т в о р и т е л я  Q).

П о сл е  о ко н ч а н и я  э к с т р а кц и и  Д Н К  п р о в е с ти  р е а кц и ю  П Ц Р  в с о о т в е т с т в и и  с д а н н о й  

и н стр укц и е й .

С р е д н и е  з н а ч е н и я  ко н ц е н т р а ц и и  по  ка н а л а м  РА М  и J O E /H E X , п о л у ч е н н ы е  д л я  

т р ё х  п о в то р о в  К а л и б р а т о р а  HBV-Q, и с п о л ь з о в а ть  в к о л и ч е с т в е н н ы х  р а с ч е т а х  д л я  

о п р е д е л е н и я  ко э ф ф и ц и е н т а  В по с л е д у ю щ е й  ф о р м у л е :

число копий ДНК ВКО (канал РАМ) в калибраторе HBV-Q
Коэф ф ициент В = ------------------------------------------------------------------------------------------------------------ х Коэф ф ициент С

число копий ДНК HBV (канал JOE/HEX) в калибраторе HBV-Q

К о э ф ф и ц и е н т  С  у к а за н  во  в кл а д ы ш е  к д а н н о й  с е р и и  н а б о р а  р е а ге н то в  

« А м п л и С е н с ® /-/В \/-М о н и т о р -Р 1 » . "

ВНИМАНИЕ! В ы ч и с л е н н о е  з н а ч е н и е  к о э ф ф и ц и е н т а  В д о л ж н о  у к л а д ы в а т ь с я  в 

д и а п а зо н , у к а з а н н ы й  во  в к л а д ы ш е  к н а б о р у  р е а ге н т о в  « А м п л и С е н с ®  Н в \/ -М о н и т о р -  

FL» д а н н о й  се р и и .

В ы ч и с л е н н о е  з н а ч е н и е  к о э ф ф и ц и е н т а  В з а п и с а т ь  во  в кл а д ы ш  д л я  д а н н о й  се р и и  

н а б о р а  р е а ге н т о в  « А м п л и С е н с®  Н 6 \/-М о н и т о р -Р 1 »  и и с п о л ь з о в а т ь  д л я  р а сч е та  

ко н ц е н т р а ц и и  Д Н К  HBV в и с с л е д у е м ы х  и к о н т р о л ь н ы х  о б р а з ц а х  (см . р а зд е л  « 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 то в » ).

Т а кж е  см . м е т о д и ч е с к и е  р е ко м е н д а ц и и  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  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  « А м п л и С е н с®  Н В У -М о н и т о р - 

FL».

З начени я  в ы ч и с л е н н ы е  д л я  П К О -1 -Н В У  и ПКО-2-HBV за п и с а ть  во в кл а д ы ш  д л я  

д а н н о й  с е р и и  н а б о р а  р е а ге н т о в  « А м п л и С е н с®  H B \/-M o H H T o p -F L » , н а й ти  с р е д н е е

з н а ч е н и е  д л я  П К О -1 -Н В У  и с р е д н е е  з н а ч е н и е  д л я  ПКО-2-HBV. У с т а н о в и т ь  д и а п а з о н
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д о п у с т и м ы х  з н а ч е н и й  д л я  Г\KO-^-HBV и П К О -2 -/-/в \/: о т  « в ы ч и с л е н н о е  с р е д н е е  

зн а ч е н и е » /3  д о  « в ы ч и с л е н н о е  с р е д н е е  зн а ч е н и е » х З . Н а п р и м е р , в ы ч и с л е н н ы е  

зн а ч е н и я  д л я  д в у х  п о в то р о в  П К О -1 -/- /6 \/ = 5 0 0 0 0 0  М Е /м л  и 7 0 0 0 0 0  М Е /м л , то гд а  

с р е д н е е  в ы ч и с л е н н о е  з н а ч е н и е  Г\KO-^-HBV = 6 0 0 0 0 0  М Е /м л , а  д и а п а з о н  д о п у с т и м ы х  

зн а ч е н и й  д л я  Г\KO-^-HBV = 2 0 0 0 0 0 -1 8 0 0 0 0 0  М Е /м л . В ы ч и с л е н н ы е  зн а ч е н и я  

д и а п а з о н о в  д о п у с т и м ы х  з н а ч е н и й  д л я  Г\KO-^-HBV и r\KO-2-HBV з а п и с а т ь  во в кл а д ы ш  

и и с п о л ь з о в а ть  д л я  ко н т р о л я  с л е д у ю щ и х  п о с т а н о в о к  д а н н о й  се р и и  н а б о р а  р е а ге н то в  

« А м п л и С е н с®  /- /В \/-М о н и то р -Е 1 »  (см . р а зд е л  « 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 »  

и н с тр у кц и и  к н а б о р у  р е а ге н т о в  « А м п л и С е н с®  /-/В \/-М о н и то р -Е Ь » ).
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символы, ИСПОЛЬЗУЕМЫЕ В ПЕЧАТНОЙ ПРОДУКЦИИ

R E F Н омер в каталоге А
•

Код партии V
IVD И зделие для in vitro 

диагностики 2
VER Д ата изм енения СИ
J

О граничение
тем пературы

Г Верхнее ограничение 
тем пературы

| W n

id П роизводитель

О сторожно! 
О братитесь к 
сопроводительной 
докум ентации

М аксим альное 
число тестов.

И спользовать до

О братитесь к 
руководству по 
эксплуатации

Не допускать 
попадания 
солнечного  света

Д ата изготовления
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