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1 НАЗНАЧЕНИЕ

1.1 Полное название набора

«Набор реагентов для выявления и идентификации НК вируса 

Крымской-Конго геморрагической лихорадки и возбудителя лихорадки Ку 

методом полимеразной цепной реакции в реальном времени 

(ОМ-Скрин-ККГЛ/Ку-РВ)».

1.2 Предназначение набора и его диагностическая роль

Набор реагентов «ОМ-Скрин-ККГЛ/Ку-РВ» предназначен для 

качественного определения (скрининг, мониторинг) РНК вируса Крымской- 

Конго геморрагической лихорадки (ККГЛ) и ДНК возбудителя лихорадки Ку 

(бактерия Coxiella burnetii) в препаратах НК, выделенных из проб: объектов 

окружающей среды, воздуха, насекомых, клинических образцов, 

вируссодержащей суспензии, биопсийного и аутопсийного материала.

Диагностическая роль набора реагентов заключается в возможности его 

использования в поддержке диагностики специфических патологий (Крымской- 

Конго геморрагической лихорадки и лихорадки Ку) при исследовании 

материала от больного (подозрительного на заболевание) и индикации 

патогенных биологических агентов (ПБА), в объектах окружающей среды; как 

ускоренного предварительного теста при выполнении культурального и 

биологического методов исследования и идентификации подозрительных 

культур; для эпидемиологического мониторинга.

1.3 Область применения набора

Область применения набора -  клиническая лабораторная диагностика 

Крымской-Конго геморрагической лихорадки и лихорадки Ку, специфическая 

индикация патогенных биологических агентов, эпидемиологический монито­

ринг, научные исследования. Набор может быть использован в учреждениях 

медицины и здравоохранения, лабораториях Центров гигиены и эпидемиологии 

Роспотребнадзора, в эпидемиологических службах для расшифровки вспышек 

экзотических инфекций, а также в стационарных и мобильных лабораториях
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специализированны х учреж дений д р угих м инистерств и ведомств, в том чи сле 

М инистерства О бороны .

2 ХА РА КТЕРИ СТИ КА НАБОРА

К о м поненты  набора являю тся одноразовым и.

Набор реагентов « О М -С к р и н -К К Г Л /К у -Р В »  не требует технического 

обслуж ивания и калибровки.

2.1 Состав набора

Набор реагентов состоит из 5 реагентов.

№ Состав комплекта Описание Объем Кол-во

1.
Реакционная смесь в стрипованных 
микропробирках, РС -К К Г Л /К у

сухое вещество 
белого цвета

1 мг 6 стрипов

2. Разбавитель, РБ
прозрачная бесцветная 

жидкость 0,8 мл 1 пробирка

3. Положительный контрольный 
образец, П К О -К К Г Л /К у

сухое вещество 
белого цвета

2 мг 3 пробирки

4. Раствор для разбавления ПКО, 
ОКО

прозрачная бесцветная 
жидкость

1 мл 1 пробирка

5. Внутренний положительный 
контроль вьщеления, В П К -В -РН К

сухое вещество 
белого цвета

2 мг 1 пробирка

I

Реакционная см есь в стр ипо ванны х м икропробирках, РС-ККГЛ/Ку, 

расфасована в м икропробирки в стр ипах объемом 0,2 м л, упако ванны е в 

непрозрачный по лиэтилено вы й пакет Z ip -L o c k  размером 9 x 12  см, состав: 

эквимолярная см есь дезоксинуклеозидтриф осф атов, десять олиго нуклео тид ны х 

праймеров, пять ф луор есцентны х зондов, фермент Taq  Д Н К -по лим ер аза; 

фермент M M L V -ревертаза; синтетическая Р 1Ж  ВПК, трегалоза.

Разбавитель, РБ, расф асован в пробирку из по липр о пилена объемом 1,5  мл 

с завинчиваю щ ейся кр ы ш кой, упако ван ную  в по лиэтилено вы й пакет Z ip -L o c k  

размером 4 x7 см , состав: П Ц Р -б у ф е р ; хлорид м агния; глицерол; вода для П Ц Р .

Раствор для разбавления П К О , ОКО, расф асован в пробирку из по липр о­

пилена объемом 1,5  м л с завинчиваю щ ейся кр ы ш кой, упако ван ную  в по ли эти ­

леновый пакет Z ip -L o c k  размером 4 x 7  см, состав: Т Е  буфер.

П олож ительны й ко нтро льны й образец, ПКО-ККГЛ/Ку, расф асован в 

пробирку из по липр о пилена объемом 0,5 мл с завинчиваю щ ейся кр ы ш кой, у п а ­



кованную  в по лиэтилено вы й пакет Z ip -L o c k  размером 6><7 см , состав: смесь 

синтетической Р 1Ж , по лученно й  с пом ощ ью  in v itro  тр анскр ипц ии с рекомби­

нантной плазм иды  p G e m -T  с встроенны м  специф ическим  фрагм ентом  1Ж  L -  

сегмента геном а вируса К К Г Л  и Д Н К  реком бинантной плазм иды  p G e m -T  с 

встроенным специф ическим  фрагментом гена супероксиддисм утазы  бактерии 

С. burnetii.

В н утр е н н и й  по ло ж ительны й контроль, ВПК-В-РНК, расф асован в про­

бирку из по липр о пилена объемом 0,5 мл с завинчиваю щ ейся кры ш кой, уп а ко ­

ванную  в по лиэтилено вы й пакет Z ip -L o c k  размером 4 x 7  см, состав: си нтетиче­

ская Р Ж ,  по лученная с пом ощ ью  in v itro  тр анскрипции с реком бинантной 

плазмиды p G e m -T  со встроенны м  специф ическим  фрагм ентом  Д Н К .

П рим ечание: И нгредиентам и, которые м о гут влиять на измерения, явля­

ются прайм еры и ф луоресцентны е зонды , основной характеристикой которы х 

для конечного пользователя является тем пература отж ига Т а , составляю щ ая 

60 °С . Д анная характеристика реализуется с пом ощ ью  тем пературно­

временного реж им а ам плиф икации, следовательно, его соблю дение является 

строго обязательным .

2.2 Количество анализируемых проб

Набор реагентов р ассчитан на 48 определений, вклю чая контрольны е 

образцы.

2.3 Метод исследования

О бнаруж ение ф рагм ентов н уклеин о вы х кислот возбудителей о пасны х 

инфекций основано на использо вании метода м ультиплексно й одностадийной 

реакции обратной тр ан скр и пц и и, совм ещ енной с полим еразной цепной 

реакцией в реальном времени (О Т -П Ц Р -Р В )  в одной м икропробирке.

При ам плиф икации с пом ощ ью  О Т -П Ц Р -Р В  и спо льзую т четы ре 

олигонуклеотидных праймера, ф ланкир ую щ их ф рагм ент н уклеино вы х кислот 

(НК) L -сегм ента геном а вируса К р ы м ско й -К о н го  гем оррагической лихорадки, 

два олигонуклеотидны х праймера, ф ланкир ую щ их ф рагм ент гена 

супероксиддисмутазы бактерии С. burnetii, два о лиго нуклео тид ны х праймера.
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фланкирую щ их ЬЖ  внутреннего полож ительного контроля О Т -П Ц Р -Р В , два 

олигонуклеотидных прайм ера, ф ланкир ую щ их Н К  внутреннего 

положительного контроля вы деления, а такж е пять ф луоресцентны х зондов. 

Процесс ам плиф икации сп е ц и ф и чн ы х  ф рагм ентов заклю чается в 

повторяющ ихся ц иклах тем пературной денатурации Д Н К , отж ига праймеров с 

комплементарными последовательностям и и последую щ ей достройке 

полинуклеотидны х цепей с этих праймеров Д Н К -по лим ер азо й  с детекцией 

результатов в режиме реального времени. П остановка О Т -П Ц Р -Р В  

осущ ествляется на спец и альны х приборах, наприм ер, « А Н К -3 2  (3 2М , 48)» 

(И А П  Р А Н , г. С а н кт-П е те р б ур г), C F X -9 6  (B io R a d , С Ш А ), или эквивалентны х 

по характеристикам (см . п . 5 .1 настоящ ей и нстр укц и и).

Набор реагентов « О М -С к р и н -К К Г Л /К у -Р В »  реализует преим ущ ества 

м ультиплексной О Т -П Ц Р -Р В  в части  одноврем енного вы явления в одной пробе 

РН К вируса К К Г Л  и Д Н К  бактерии С. burnetii, а такж е д вух контролей анализа: 

О Т -П Ц Р -Р В  и вы деления Р Н К , по разным  каналам  детекции ф луоресценции. 

Сигналы ф луоресценции р егистрирую тся независим о д р уг от др уга по следую ­

щим каналам: F A M  -  внутр енний  по ло ж ительны й контроль вы деления Р Н К ; 

R6G -  вирус К р ы м ско й -К о н го  гем оррагической лихорадки; R O X  -  возбудитель 

лихорадки К у ; С у 5 -  внутр енний  по ло ж ительны й контроль О Т -П Ц Р -Р В .

П олож ительны й результат теста означает, что  исследуем ы й м атериал со­

держит Р Н К  вируса К р ы м ско й -К о н го  гем оррагической лихорадки и /и л и  Д Н К  

бактерии С. burnetii. О тр ицательны й результат теста означает, что  исследуем ы й 

материал не содерж ит Р Н К  вир уса К р ы м ско й -К о н го  гем оррагической лихорад­

ки и Д Ц К  бактерии С. burnetii.

2.3 Ограничения метода 

I В инф ицированном  материале ЬЖ  м икроорганизм ов мож ет бы ть не обна-

I  ружена по пр ичине ингибирования О Т -П Ц Р -Р В  и /и л и  недостаточной эф ф ек- 

I тивности выделения н уклеин о вы х кислот. Д ля достиж ения показателей а н ал и -

■  тической чувстви тельно сти  используем ы й набор для выделения долж ен обее-

■  печивать эф ф ективность вы деления ЬЖ  на уровне не менее 20 % .

i
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П р и чи н о й  по лучени я лож нополож ительного результата является конта­

минация на этапе вы деления Н К  либо проведения реакции О Т -П Ц Р -Р В . Л о ж ­

нополож ительный результат выявляется с пом ощ ью  отрицательны х контроль­

ных образцов вы деления и О Т -П Ц Р -Р В  (п . 8.3 настоящ ей и нстр укц и и).

П р и чи н о й  по лучения лож ноотрицательного результата является и н ги б и ­

рование О Т -П Ц Р -Р В  и /и л и  недостаточная эф ф ективность выделения Н К . Л о ж ­

ноотрицательный результат вы является с пом ощ ью  внутр енних по ло ж ительны х 

контрольных образцов выделения РЬЖ  (В П К -В -Р Н К )  и О Т -П Ц Р -Р В  (В П К ) 

(п. 8.3 настоящ ей и нстр укц и и ).

И Д И АГН О СТИ Ч ЕСКИ Е3 АН АЛ И ТИ Ч ЕСКИ Е

ХАРАКТЕРИСТИКИ

3.1 АН АЛ И ТИ Ч ЕСКИ Е ХАРАКТЕРИ СТИ КИ

И сследования анали ти чески х характеристик набора проведены на базах 

Ф Г Б У  «48 Ц Н И И »  М инобороны  Ро ссии (г. Сер гиев П осад М осковской 

области) и З А О  С и н то л  (г. М осква) в рам ках исследования эф ф ективности 

набора и проведения техн ических и спы тан и й .

3.1.1 Чувствительность

Ч увстви тельно сть -  не более 1,0 -10 ^  ко пий Н К  в 1 м иллилитре пробы  

(копий мл"’). Д ан н ы й  показатель достигается при усло ви и  объема аликвоты  

исходного м атериала (пробы ) не менее 100 м кл.

3.1.2 Специфичность

С пец и ф и чн о сть -  лож нополож ительны е и лож ноотрицательны е 

результаты пр и анализе образцов Р 1Ж  вируса К р ы м ско й -К о н го  

геморрагической лихорадки и Д Н К  лихорадки К у  (4 заведомо по ло ж ительны х 

образцов), а такж е Н К  вирусов М арбург, Эбола, Л асса, М ачуп о , Х у н и н , В Э Л , 

Западного Н и ла , денге, ж елтой лихорадки, лихорадки до лины  Р и ф т, клещ евого 

и японского энцеф алитов, К К Г Л , Т О Р С ; бактериях B acillu s an thracis, Yersin ia  

pestis, C oxiella  burnetii, Д Н К  человека и гры зуно в, культур  клеток V e ro , G M K  и 

ВНК, а такж е Р К Э  (27  заведомо отрицательны х образцов) отсутствовали.



П р и  проведении исследований наблю далась полная 

внутрипостановочная, м еж постановочная и м еж серийная воспроизводим ость 

для всех по ло ж ительны х образцов.

3.2 Д И АГН О СТИ Ч ЕСКИ Е ХАРАКТЕРИ СТИ КИ

К ли ни че ски е  исследования набора проведены на базе и Ф Б У Н  Г Н Ц  В Б  

Вектор (р.п. К ольцово, Н овосибирской области).

3.2.1 Диагностическая чувствительность

Д иагно стическая чувстви тельно сть -  при исследовании 64 проб клето ч­

ны х культур  (вируссодерж ащ ей ж ид кости), 64 проб образцов цельной крови, 

64 проб образцов мозговой суспензи и  м ы ш ей и 64 проб образцов членисто но ­

гих (256 по ло ж ительны х проб), содерж ащ их возбудители К р ы м ско й -К о н го  ге­

м оррагической лихорадки и лихорадки К у  с концентрацией 1x 10 ^  ко пий/м л, 

полож ительны й результат по лучен  в 256  случаях. Д иагно стическая чув ств и ­

тельность -  не менее 99 %  с доверительной вероятностью  90 % .

3.2.2 Диагностическая специфичность

Д иагно стическая спец и ф ично сть -  при исследовании 64 отрицательны х 

образцов, содерж ащ их гетерологичны е м икроорганизм ы  (ви р усы  клещ евого 

энцеф алита, японского энцеф алита, ж елтой лихорадки, денге. Западного Н и ла, 

лихорадки до лины  Р и ф т, венесуэльского энцеф алом иелита лош адей) в ко нцен­

трации не менее 1,0 -10 ^  ко пий /м л, отрицательны й ответ в П Ц Р  по лучен  во всех 

64 случаях. Д иагно стическая спец и ф ично сть -  не менее 96 %  с доверительной 

вероятностью 90 % .

П р и  проведении исследований наблю далась полная 

внутрипостановочная, м еж постановочная и м еж серийная воспроизводим ость 

для всех по ло ж ительны х образцов.
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4 М ЕРЫ  ПРЕДОСТОРОЖ НОСТИ ПРИ РАБОТЕ С  НАБОРОМ

Работу С м атериалом , зараж енны м  или подозрительны м  на зараж енность 

возбудителями К р ы м ско й -К о н го  гем оррагической лихорадки и лихорадки К у  

проводят в соответствии с требованиям и санитар но-эпид ем ио логических 

правил по безопасности работы с м икроорганизм ам и I - I I  гр у п п  патогенности 

(опасности) (С П  1 .3 .3 1 1 8 -1 3 ) , м етодических указаний «О р ганизация работы 

лабораторий, испо льзую щ их методы ам плиф икации н уклеин о вы х кисло т при 

работе с материалом, содержащ им м икроорганизм ы  I - I V  гр уп п  пато генно сти» 

(М У  1.3 .25 6 9 -0 9 ), м етодических указани й  «О р ганизация и проведение 

проф илактических и противоэпидем ических м ероприятий против Кры м ской 

геморрагической лихо радки» (М У  3 .1.3 .24 8 8 -0 9 ) и санитар но- 

эпидем иологических правил "П роф илактика коксиеллеза (лихорадка К у)" (С П  

3 .1 .7 .2 8 11 -10 ) .

Необходим о одновременно обеспечить и соблю дать персоналом  правила 

биологической безопасности и требования к организации и проведению  д анны х 

работ с целью  предотвращ ения контам инации нуклеиновы м и кислотам и и (и ли) 

ампликонами исследуем ы х проб пом ещ ений и оборудования.

П о тен ц и альны й  риск прим енения набора -  класс 3 (п . 9 прилож ения №  2 

к приказу М инздрава Р о ссии от 0 6 .0 6 .20 12 №  4н).

4.1 Необходимость обучения персонала

Д ля вы по лнения анализа с пом ощ ью  данного набора реагентов необхо­

димо участие специалиста с вы сш им  м едицинским  образованием, прош едш его 

обучение на лицензир о ванны х кур сах специализации по работе с П Б А  I -  

II групп пато генности и по П Ц Р -д и а гн о сти ке , а такж е лаборанта со средним 

специальным м едицинским  образованием. П ерсонал долж ен им еть навы ки ра­

боты с биохим ическим и реактивам и и соврем енным  лабораторным  оборудова­

нием.



4.2 Меры безопасности, позволяющие предохранять оператора

При работе с набором соблюдать требования ГОСТ Р 52905-2007 «Лабо­

ратории медицинские. Требования безопасности». Все компоненты набора в 

используемых концентрациях являются нетоксичными, вредного влияния на 

организм оператора не оказывают. При работе с набором следует соблюдать 

обычные меры предосторожности для лабораторий:

- пользоваться лабораторными перчатками и надевать лабораторные ха­

латы;

- не принимать пищу, пить или курить в лабораторных помещениях;

- после работы с пробами и реактивами следует тщательно вымыть руки 

водой с мылом.

Избегать контакта с кожей, глазами и слизистыми оболочками, при попа­

дании на них компонентов набора промыть большим количеством воды. При 

приеме внутрь компонентов набора реагентов за медицинской помощью следу­

ет обратиться немедленно.

4.3 Необходимые меры предосторожности в отношении влияния фи­

зических факторов
При использовании набора реагентов нет необходимости принимать ме­

ры предосторожности в отношении влияния магнитных полей, внешних элек­

трических воздействий, электростатических разрядов, давления или перепадов 

давления, перегрузки, источников термического воспламенения.

4.4 Необходимые меры предосторожности против специальных рис­

ков
При использовании набора реагентов нет необходимости принимать ме­

ры предосторожности против любых специальных рисков при использовании 

или реализации, поскольку в состав изделия не входят вещества человеческого 

или животного происхождения с учетом их потенциальной инфекционной при­

роды.



5 ОБОРУДОВАНИЕ И М АТЕРИАЛЫ , НЕОБХОДИМ Ы Е ПРИ  

РАБОТЕ С НАБОРОМ

5Л Рекомендуемое измерительное оборудование

П рибор для П Ц Р -Р В  -  зарегистрированны й в Р Ф  как м едицинское 

изделие и им ею щ ий каналы  детекции, соответствую щ ие красителям  Р А М , R 6 G , 

R O X , С у 5  (либо их спектральны м  аналогам ) со следую щ им и характеристикам и 

-  А-макс.возб./А-макс.эм. (№ 1 -  490нм /520нм , № 2 -  525нм /550 нм , № 3 -  550нм /580нм , 

№4 -  630нм /665нм ), наприм ер, « А 1Ж -3 2  (3 2М , 48)», C F X -9 6 .

5.2 Указания о необходимости использования специального 

оборудования

Работу с набором следует проводить в настольном  боксе с 

бактерицидной лам пой (наприм ер, Б А В -П Ц Р -« Л а м и н а р -С » , З А О  «Л ам инар ны е 

систем ы », г. М иасс, Ро ссия), установленном  в рабочей зоне 3 (М У  1.3 .25 6 9 -0 9 ).

5.3 Дозирующие устройства

Н абор автом атических пипето к перем енного объема на 0 ,5 -10  м кл, 

2 -2 0  м кл, 10 -10 0  м кл и на 20 -20 0  м кл.

5.4 Другое используемое оборудование

М икр оцентр иф уга-вор текс (наприм ер, «Ц и к л о те м п -9 0 1»);

м икроцентриф уга для стрипов (наприм ер, «Ц и кло те м п -9 0 3»);

ш татив ти п а  «Iso Freeze»;

ш тативы  для наконечнико в, м икропробирок на 0,5 и 1,5  мл;

ш татив для работы со стрипам и (кат. номер С Т -1 5 , З А О  С и н то л );

холо дильник на 2 -8  °С .

5.5 Лабораторная посуда

Ем ко сти  для сброса наконечников и м икропробирок.

5.6 Материалы и реагенты, не входящие в состав набора

О дноразовые наконечники для пипето к перем енного объема с

аэрозольным  барьером до 10 м кл;

одноразовые наконечники для пипето к перем енного объема с

аэрозольным барьером до 20 м кл;
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одноразовые нако нечники для пипето к перем енного объема с 

аэрозольным барьером до 200 м кл;

набор реагентов для вы деления Д Н К /Р Н К ;

Т Е -б у ф е р  (кат. номер В -0 14 , З А О  «С и н то л »);

отдельны й халат и одноразовые м едицинские перчатки;

ком плект средств для обработки рабочего места.

6 АН АЛИЗИРУЕМ Ы Е ПРОБЫ

П о луче н и е  и обработка биологического м атериала, зараж енного или 

подозрительного на зараж енность возбудителям и К р ы м ско й -К о н го  

гем оррагической лихорадки и лихорадки К у , не являю тся частью  процедуры 

анализа с использованием  набора реагентов « О М -С к р и н -К К Г Л /К у -Р В » .

6.1 Тип исследуемых образцов

М атериалом  для исследований служ ат препараты  н уклеин о вы х кислот, 

выделенные из проб: объектов окруж аю щ ей среды, воздуха, насеком ы х, 

клинических образцов, вируссодерж ащ ей суспензи и , б ио псийно го и 

аутопсийного материала.

6.2 Процедура получения биологического материала

Д ля проведения О Т -П Ц Р -Р В  забор проб крови проводят в ранние сроки 

болезни (в период вирусем ии). Д ля предотвращ ения сверты вания кровь 

отбирают с Э Д Т А  либо цитратом  натрия, использовать гепарин запрещ ается.

О тбор проб насеком ы х осущ ествляю т в соответствии с М У  3 .1 .10 2 7 -0 1  

«Сбор, уче т и подготовка к лабораторном у исследованию  кровососущ их 

членистоногих -  переносчиков возбудителей приро дно-о чаговы х и нф екци й ».

П робы  воздуха (биологического аэрозоля) отбираю т с пом ощ ью  

специальны х приборов, снаряж енны х сорбирую щ ей ж идкостью  или 

фильтрами. Объем исследуем ого воздуха долж ен составлять не менее 2 м^.

11



6.3 Ограничения по использованию анализируемого материала

Для выделения НК используют зарегистрированные наборы реагентов 

сообразно происхождению проб. Для достижения показателей аналитической 

чувствительности объем аликвоты исходного материала (пробы) должен 

составлять не менее 100 мкл. Полученный препарат НК используется для 

проведения анализа с помощью набора реагентов «ОМ-Скрин-ККГЛ/Ку-РВ».

В каждую партию выделения наряду с исследуемым материалом 

необходимо включать отрицательный контроль выделения (ОКО-В), который 

потом обязательно анализируется в ОТ-ПЦР-РВ. Это позволяет контролировать 

возможную контаминацию на этапе выделения НК.

Для контроля выделения нуклеиновых кислот используют пробирку с 

ВПК-В-РНК из состава набора реагентов «ОМ-Скрин-ККГЛ/Ку-РВ». Сухое 

содержимое ВПК-В-РНК разводят* 200 мкл элюента из состава наборов 

реагентов для выделения и 10 мкл полученного раствора добавляют в пробирку 

с пробой непосредственно перед внесением сорбента. Регистрация роста 

сигнала по каналу FAM свидетельствует об успешном выделении РНК.

6.4 Условия транспортирования и возможного хранения 

анализируемых образцов

Пробы объектов окружающей среды, плазму и сыворотку крови хранят 

при температуре от плюс 2 до плюс 8 °С не более 2 суток, при температуре от 

минус 16 до минус 20 °С не более одного месяца, при температуре минус 70 °С 

или в жидком азоте в течение 1 года, не допуская его оттаивания до проведения 

исследования. Образцы тканей хранят при температуре минус 70 °С или в жид­

ком азоте в течение 1 года.

При замораживании клинического материала его транспортировка также 

должна проводиться в замороженном состоянии. Допускается только 

однократное замораживание-оттаивание образцов.

Примечание* Разведенный ВПК-В-РНК хранить при температуре не 
выше минус 20 °С.
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6.5 Меры предосторожности к материалу исследования

У ч е т , хранение, передача и транспортирование биологического материа­

ла, подозрительного на наличие возбудителей К р ы м ско й -К о н го  гем оррагиче­

ской лихорадки и лихорадки К у , долж ны  осущ ествляться в соответствии с дей­

ствую щ им и санитарно-эпид ем ио логическим и правилам и по безопасности рабо­

ты с м икроорганизм ам и I - I I  гр у п п  пато генности (опасно сти) (С П  1 .3 .3 1 1 8 -1 3 )  и 

действую щ им и санитарны м и правилам и о порядке учета, хранения, передачи и 

транспортирования м икроорганизм ов I - I V  гр уп п  пато генности.

К л и н и че ски й  м атериал ути л и зи р ую т по классу В , как чрезвы чайно э п и ­

дем иологически опасны е отходы в соответствии с С ан и тар н о - 

эпидем иологическим и требованиям и к обращ ению  с м едицинским и отходами 

(С а н П и Н  2 .1 .7 .2 7 9 0 -10 ).

7 ПОДГО ТО ВКА РЕАГЕН ТО В ДЛЯ АНАЛИЗА

7.1 Процедура приготовления контрольных образцов

В  пробирку с сухим  содерж имым ПКО-ККГЛ/Ку добавляю т 

200 мкл ОКО, перем еш иваю т на вортексе до полного растворения, 

центриф угирую т 5 секунд при 3000 о б -м ин’’ . Х р анени е разведенных 

препаратов ПКО-ККГЛ/Ку допускается при тем пературе не вы ш е м инус 20 °С  

не более месяца.

7.2 Разведение препарата ДНК/РНК (при необходимости)

Д ля вы явления и идентиф икации Р Н К  вируса К К Г Л  

и Д Н К  бактерии С. bu rn etii необходимо внести в реакцию  20 м кл препарата 

Д Н К /Р Н К . В  случае необходим ости, раствор препарата IT K  разводят с пом ощ ью  

ТЕ-буф ер а (кат. номер В -0 14 , З А О  «С и н то л »).
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8 ПРОВЕДЕНИЕ АНАЛИЗА

8.1 Расход каждого реагента (минимальный)

Н а  одно определение расходую тся:

-  одна м икропробирка с Р С -К К Г Л /К у ;

-  15  м кл Р Б .

Н а каж ды й анализ расходую тся:

- 20 м кл ПКО-ККГЛ/Ку;

- 20 м кл О К О .

8.2 Последовательность проведения этапов анализа

А н а л и з с пом ощ ью  набора реагентов проводится в один этап:

-  вклю чаю т прибор, запускаю т програм м у в соответствии с и нстр укц ией 

по эксплуатаци и ;

-  вводят парам етры тем пературно-врем енного реж им а ам плиф икации со­

гласно таблице 1 и вводят красители F A M , R 6 G , R O X  и С у 5 ;

Т аб ли ц а 1 -  Тем пературно-врем енной режим ам плиф икации

№  п /п Тем пературно-врем енной режим Ч исло  циклов

1 50 °С  -  900 секунд 1

2 95 °С  -  300 секунд 1

3 60 °С  -  40 секунд
С чи ты в а н и е  си гн ала ф луоресценции 50

4 95 °С  -  15 секунд

-  вводят сведения об образцах по всем красителям  и активир ую т прибор в 

соответствии с руководством  по эксплуатац и и ;

При работе с РНК необходимо использовать только одноразовые 

пластиковые расходные материалы, имеющие специальную маркировку 

«RNase-free», «DNase-free».

-  набор реагентов извлекаю т из холодильника, РБ и ОКО перем еш иваю т 

на вортексе и центр иф угир ую т в течение 5 секунд при 3000 об-м ин'*;
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-  пом ещ аю т м икропробирки в стр ипах (РС-ККГЛ/Ку) в ш татив для стр и - 

пов ти п а  «Iso Freeze»** и м аркирую т в соответствии с протоколом  исследования 

на боковой стенке пробирки; откры ваю т кр ы ш ки м икропробирок и вносят в 

них по 15  м кл РБ;

-  используя нако нечники с аэрозольным  барьером, последовательно вно­

сят в м икропробирки соответственно порядку исследования образцов по 20 мкл 

ОКО, око-в и далее по 20 м кл растворов исследуем ы х образцов в необходи­

мой по вторности***, закры ваю т кр ы ш ки д анны х м икропробирок;

-  вносят в м икропробирки соответственно маркировке по 20 м кл ПКО- 

ККГЛ/Ку, закры ваю т кр ы ш ки д анны х м икропробирок;

-  перем еш иваю т содержимое м икропробирок на вортексе и ц ентр иф уги ­

рую т 5 секунд при 3000 об*мин''.

ВНИМ АНИЕ! После смешивания РС-ККГЛ/Ку, разбавителя и пре­

парата РНК, микропробирки сразу установить в амплификатор и запу­

стить ОТ-ПЦР-РВ.

П ом ещ аю т м икропробирки в прибор в соответствии с протоколом  иссле­

дования (таблица 2) и пр икаты ваю т кр ы ш ки м икропробирок;

Т аб ли ц а 2 -  Реком ендуем ый порядок исследования образцов

№ ячейки Образец
1 ПКО-ККГЛ/Ку
2 ПКО-ККГЛ/Ку
3 око
4 око
5 око-в
6 око-в
7 исследуемый образец 1
8 исследуемый образец 1
9 исследуемый образец 2
10 исследуемый образец 2
11

**П рим ечание: До начала работы ш татив реком ендуется охладить в б ы ­
товом холодильнике до тем пературы  2 -8  °С

***П рим ечание: каж ды й образец реком ендуется анализировать в двух 
повторах.
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-  закры ваю т кр ы ш ку прибора, запускаю т реакцию  О Т -П Ц Р -Р В  и ф и кси ­

рую т в рабочем ж урнале название ф айла с результатом  работы прибора, рас­

четное время анализа составляет в среднем 2 часа.

8.3 Процедура измерения и оценки результатов анализа

О ц е н ку результатов проводят с пом ощ ью  приборов для П Ц Р -Р В , напр и­

мер, « А Н К -3 2  (3 2М , 48)», C F X -9 6  и ли  эквивалентны е им (см. п . 5 .1 настоящ ей 

и нстр укц ии).

К инетическая кривая роста си гн ала ф луоресценции (регистрация роста 

сигнала) означает лю бую  в е ли чи н у порогового ц икла C t менее 50. О тсутстви е 

регистрации роста си гн ала прибором описы вается програм м ой прибора, 

наприм ер, как величина порогового ц икла (Ct >=50 в приборах А 1Ж ), либо как 

ее отсутствие (N/A в приборах ф ирм ы B io R ad ) и т .п . Подробная инф орм ация 

приведена в руководстве по эксплуатац и и  конкретного прибора.

К инетическая кривая роста си гн ала ф луоресценции по каналу R6G либо 

ROX относительно отрицательного контроля означает регистрацию  роста с и г­

нала и свидетельствует о н ал и чи и  спец и ф иче ских ф рагм ентов 1Ж  вируса К К Г  Л  

или бактерии С. bu rn etii в данной м икропробирке.

К инетическая кривая роста си гн ала ф луоресценции по каналу Су5 в сл у ­

чае отсутствия полож ительной динам ики по каналам  R6G и ROX означает ре­

гистрацию  роста си гн ала и свидетельствует об успеш ном  прохож дении реакций 

О Т  и П Ц Р -Р В , и подтверж дает отсутствие спец и ф иче ских фрагм ентов Н К  ви­

руса К К Г Л  и бактерии С. bu rn etii в данной м икропробирке.

К инетическая кривая роста си гн ала ф луоресценции по каналу FAM  в 

случае отсутствия полож ительной динам ики по каналам  R6G и ROX означает 

регистрацию  роста си гн ала и свидетельствует об успеш ном  вы делении Р Н К  из 

пробы, и дополнительно подтверж дает отсутствие спец и ф иче ских ф рагм ентов 

вируса К К Г  Л  и бактерии С. bu rn etii в данной м икропробирке.
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У ч е т  результатов анализа (толкование характера реакций)

Результаты анализа не подлежат учету:

-  в случае р егистрации роста си гн ала ОКО по каналам  R6G или ROX  

(лож нополож ительны й результат всего эксперим ента). В е л и чи н а  порогового 

цикла C t при этом не имеет значения;

-  в случае отсутствия регистрации роста си гн ала ПКО-ККГЛ/Ку по кана­

лам R6G и ли  ROX (лож ноотрицательны й результат всего эксперим ента);

-  в случае о тсутствия регистрации роста си гн ала по каналу С у 5 * * * *  

(лож ноотрицательны й результат в конкретной м икропробирке).

Результаты анализа подлежат учету:

-  в случае о тсутствия регистрации роста си гн ала ОКО по каналам  R6G и

ROX;

-  в случае р егистрации роста си гн ала по каналу С у 5 * * * * , с лю бой вели­

чино й порогового ц икла C t;

-  в случае р егистрации роста си гн ала ПКО-ККГЛ/Ку по каналам  R6G и 

ROX, с лю бой величиной порогового цикла Ct.

Регистрация роста си гн ала по каналу R6G в пробирках с препаратом  Ж  

свидетельствует о н ал и чи и  в образце спец и ф иче ских ф рагм ентов Р Н К  геном а 

вируса К р ы м ско й -К о н го  гем оррагической лихорадки. В е л и чи н а  порогового 

цикла C t при этом не имеет значения.

Регистрация роста си гн ала по каналу ROX в пробирках с препаратом  Н К  

свидетельствует о н ал и чи и  в образце спец и ф иче ских ф рагм ентов Д Н К  геном а 

возбудителя лихорадки К у  (С . bu rnetii). В е л и ч и н а  порогового ц икла C t при 

этом не имеет значения.

****  П рим ечание: в пробирках, им ею щ их регистрацию  роста си гн ала по 
каналам  R6G или ROX с пороговым  циклом  реакции менее 30,0, допускается 
отсутствие регистрации роста си гн ала либо низкая ам плитуда кинетической 
кривой по каналам  С у 5  и F A M .
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Регистрация роста си гн ала по каналу С у 5 * * * *  с пороговым  циклом  C t 

менее 37,0  свидетельствует об успеш ном  прохож дении обратной тр анскр ипц ии 

и П Ц Р -Р В  в каж дой конкретной м икропробирке, больш ие значения C t свиде­

тельствую т о некотором ингиб иро вании О Т -П Ц Р -Р В .

В  случае добавления ВПК-В-РНК на этапе вы деления Н К :

-  регистрация роста си гн ала по каналу FA M  с пороговы м  циклом  менее 

37,0 , свидетельствует об успеш ном  вы делении Д Н К /Р Н К  из пробы , больш ие 

значения C t свид етельствую т о некоторы х потерях на этапе вы деления Н К .

И нтерпретация результатов анализа осуш ,ествляется в соответствии с таб­

лицей 3.

п



Таблица 3 -  Интерпретация результатов анализа проб с помощью набора
реагентов «ОМ-Скрин-ККГJ УКу-РВ»

Результат ПЦР по каналу Образец Интерпретация
FAM R6G ROX Су5

Результаты веего анализа не подлежат учёту в любом из еледующих елучаев

- - - - п к о Ложноотрицательный результат, 
ингибирование ОТ-ПЦР-РВ

любой

любой +

любой

о к о -в Ложноположительный результат, 
контаминация в процессе вьщеления НК+ любой

любой +
о к о

Ложноположительный результат, 
контаминация в ходе постановки ОТ-ПЦР- 
РВ+ любой

Результаты анализа не подлежат учёту для конкретной пробы

- - - -
проба

Ложноотрицательный результат, 
ингибирование ОТ-ПЦР-РВ

- - + Ложноотрицательный результат, 
недостаточная эффективность вьщеления

Результаты анализа подлежат учёту при получении следующих результатов

- + + любой ПКО
Набор реагентов специфичен в 
отношении НК вируса ККГЛ и бактерии 
Coxiella burnetii

+* - - + ОКО-В Контаминация отсутствует- - - + ОКО
+* - - +

проба

В пробе не обнаружены НК
вируса ККГЛ и бактерии Coxiella burnetii

любой

+ -

любой

В пробе присутствует РНК вируса ККГЛ
- + В пробе присутствует ДНК Coxiella burnetii
+ + В пробе присутствуют НК вируса ККГЛ и 

бактерии Coxiella burnetii
* Примечание: в случае добавления ВПК-В-РНК на этапе выделения НК

9 РАСЧ ЕТЫ

9.1 Используемые компьютерные программы

Д ля проведения О Т -П Ц Р -Р В  и оценки её результатов и спо льзую т спец иа­

лизированное программное обеспечение, поставляем ое производителем  прибо­

ра, наприм ер програм м а А 1Ж _8 Ь е 11 версия 33 и вы ш е, поставляем ая с прибо­

рами « А 1Ж -3 2 М » , « А Н К -4 8 »  или B io -R a d  C F X  M anager 2.0  и вы ш е, поставляе­

мая с прибором C F X -9 6 . Работу с програм м ны м  обеспечением  осущ ествляю т 

согласно руководству по эксплуатаци и  прибора.
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10 УСЛ О ВИ Я ХРАНЕНИЯ, ТРАНСПОРТИРОВАНИЯ И ЭКСП Л У­

АТАЦИИ НАБОРА

10.1 Условия хранения набора

В  соответствии с Т У  9 39 8 -0 0 8 -4 6 39 59 9 5-20 13 -  в сухом , защ ищ енном  от 

света месте, при тем пературе от плю с 2  до плю с 8 °С . С ум м ар ны й  срок хране­

ния при тем пературе от плю с 9 до плю с 20 °С  не долж ен превы ш ать 14  суто к в 

течение срока годности набора реагентов.

10.2 Условия транспортирования набора

Транспортирование набора реагентов « О М -С к р и н -К К Г Л /К у -Р В »  долж но 

производиться в соответствии с Т У  9 39 8 -0 0 8 -4 6 39 59 9 5-20 13  кры ты м  тр анспор - 

d  том (автом обильны м , ж елезнодорож ным  либо воздуш ны м ) при тем пературе от 

плю с 2 до плю с 8 °С .  Д о пускается транспортирование до 14  суто к при тем пера­

туре до плю с 20 °С .
1
I 10.3 Срок годности набора

С р о к годности набора реагентов составляет 12  месяцев с даты вы п уска 

предприятием -изготовителем . С ер и и  наборов реагентов с истекш им  сроком 

годности прим енению  не подлеж ат. С р о к годности вскр ы ты х реагентов соот­

ветствует сроку годности, указанном у на этикетках для невскр ы ты х реагентов, 

если в и нстр укц и и  не указано иное. С р о к годности разведенны х препаратов 

ПКО-ККГЛ/Ку и ВПК-В-РНК не более м есяца при тем пературе хранения не 

выше м инус 20 °С .

10.4 Информация по безопасной утилизации

И спользо ванны е пробирки с ам пликонам и, нако нечники, пер чатки, ве­

тошь для обработки поверхностей в П Ц Р -б о к се , собираю т в пластиковы е за­

крываю щ иеся ем кости, вы носят в рабочую  зону 4 -1  либо специально предна­

значенное вспом огательное пом ещ ение (М У  1.3 .25 6 9 -0 9 ) с целью  последую щ ей 

инактивации согласно требованиям  С а н П и Н  2 .1 .7 .2 7 9 0 -10 .

Н аборы  с истекш им  сроком годности, а такж е в случае повреж дения у п а ­

ковки, ути л и зи р ую т по классу А , как эпидем иологически безопасны е отходы, 

по составу приближ енны е к Т Б О  (С а н П и Н  2 .1 .7 .2 7 9 0 -10 ).
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4

10.5 Гарантийные обязательства производителя

П редприятие-производитель гарантирует соответствие ф ун кц ио нальны х 

характеристик набора реагентов требованиям , указанны м  в технической и экс­

плуатацио нно й докум ентации, в течение установленного срока годности 

(12  месяцев) при соблю дении всех усло вий транспортирования, хранения и 

прим енения.

Реклам ации на качество набора реагентов « О М -С к р и н -К К Г Л /К у -Р В »  

направлять на предприятие-изготовитель З А О  «С и н то л »  (12 7 5 5 0 , г. М осква, 

ул. Тим ирязевская, 4 2, тел. (495) 9 8 4-6 9 -9 3, факс. (499) 9 7 7 -7 4 -5 5

E .m a il: syntol@ syntol.ru).

П р и  вы явлении по б о чны х действий, не указанн ы х в и нстр укц и и  по пр и ­

м енению  набора реагентов, неж елательны х реакций при его использовании, 

фактов и обстоятельств, создаю щ их угр о зу ж изни и здоровью  граж дан и м еди­

ц и н ски х работников при прим енении набора реагентов, реком ендуется напра­

вить сообщ ение на предприятие-изготовитель З А О  « С и н то л »  по адресу, у к а ­

занном у вы ш е, и в упо лно м о ченную  государственную  р егулир ую щ ую  ор гани­

зацию  в соответствии с действую щ им  законодательством .

Н а у чн ы й  директор З А О  «С и н то л »

С О Г Л А С О В А Н О :
И . о. генерального директора 
Ф Б У Н  Г Н Ц  В Б  «В екто р », 
К .М .Н ., доцент

В .Н . М ихеев
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