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1. НАЗНАЧЕНИЕ
«Набор реагентов для выявления и дифференциации штаммов возбудителя чумы 

основного и неосновных подвидов (отдельно алтайского) методом полимеразной цепной 
реакции с гибридизационно-флуоресцентным учетом результатов в режиме реального 
времени (ГенПест-подвид/алтай-РГФ)», далее - набор реагентов «ГенПест-подвид/алтай- 
РГФ», предназначен для качественного выявления ДНК возбудителя чумы в пробах 
клинического материала (кровь, мокрота, мазок из зева, моча, пунктаты бубона, 
отделяемое язв, фекалии, ликвор); биологического материала (органы, экскременты 
грызунов и хищников, эктопаразиты, остатки пищи из гнезд хищных птиц, их погадки), 
объектов окружающей среды (почва), культур микроорганизмов с одновременным 
определением его принадлежности к основному и неосновным подвидам, 
дифференциацией отдельно неосновного алтайского подвида методом полимеразной 
цепной реакции с гибридизационно-флуоресцентным учетом результатов в режиме 
реального времени.

Чума - острое инфекционное хорошо изученное заболевание, относящееся к 
природно-очаговым зоонозным трансмиссивным заболеваниям, носителем которого 
является дикие грызуны, а переносчиками - эктопаразиты. Заражение человека в 
природных очагах происходит при укусе инфицированными блохами, контакте с 
больными и погибшими от чумы грызунами, при забое и разделке больных чумой 
промысловых и домашних животных. Чума может передаваться и от человека к человеку 
как антропонозное заболевание, а также при контакте с трупами или вещами умершего 
больного чумой человека.

Набор реагентов используется в клинической лабораторной диагностике для 
исследования материала, полученного от лиц обоего цола любого возраста с подозрением 
на чуму вне зависимости от формы и наличия манифестации заболевания (контактных и 
проживающих на территории природных очагов чумы), а также в ходе 
эпидемиологического мониторинга природных очагов чумы для исследования 
биологического материала от животных-носителей и переносчиков чумы, объектов 
окружающей среды.

2. ХАРАКТЕРИСТИКА ИЗДЕЛИЯ

Реактив Описание Объем
(мл)

Количество

ПЦР-смесь-
вид

Смесь праймеров, зонда, дНТФ и натрия 
азида -  прозрачная розоватая жидкость

0,25 1 пробирка

ПЦР-смесь-
подвид

Смесь праймеров, зондов, дНТФ и натрия 
азида -  прозрачная розоватая жидкость

0,25 1 пробирка

^Введена впервые
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ПЦР-смесь-
РГФ

прозрачная бесцветная жидкость, 
содержащая Трис-НС1; калия хлорид; магния 
хлорид; Tween-20, глицерин, азид натрия

0,5 2  пробирки

Растворитель прозрачная бесцветная жидкость, 
представляющая собой Н2О, свободную от 
нуклеаз

1 ,0 1 пробирка

Taq ДНК- 
полимераза

прозрачная бесцветная жидкость, 
представляющая собой фермент с 
активностью 5 ед/мкл

0,04 1 пробирка

ТЕ-буфер прозрачная бесцветная жидкость, 
содержащая трис-НС1; Ыаг-ЭДТА

1 ,0 2  пробирки

ПКО ДНК 
Y. p e s tis

препарат ДНК Y. p e s tis , сухой, в виде следа 
от высушенной капли на дне пробирки; после 
растворения -  прозрачная бесцветная 
жидкость

0 ,1 3 пробирки

Набор реагентов «ГенПест-подвид/алтай-РГФ» рассчитан на 50 определений с 
учетом контрольных образцов.

В основу метода положен анализ наличия или отсутствия фрагментов генома 
чумного микроба методом ПЦР с учетом результатов в режиме реального времени.

Выявление ДНК чумного микроба проводят на основании амплификации 
видоспецифичного хромосомного y ih N  гена с использованием ПЦР-смеси-вид. Учет 
результатов реакции с данной смесью проводят по каналу РАМ (Green).

Для определения принадлежности возбудителя чумы к основному, неосновным 
подвидам и дифференциации отдельно неосновного алтайского подвида проводят 
амплификацию ilvN  и АК38_1327 генов с использованием ПЦР-смеси-подвид. Учет 
результатов реакции с данной смесью проводят по каналу РАМ (Green) -  ilvN  ген, JOE 
(Yellow) - АК38_1327 локус.

При проведении реакции с ПЦР-смесью-подвид у штаммов чумного микроба 
основного подвида будет отсутствовать специфичная амплификация по каналу РАМ 
(Green) (из-за наличия у Y. p e s tis  p e s tis  делеции в гене ilvN ), а у штаммов возбудителя 
чумы неосновного алтайского подвида - по каналу JOE (Yellow) (из-за наличия у Y p e s tis  
a lta ica  делеции в локусе АК38_1327).

В результате проведения анализа регистрация флуоресценции с обеими ПЦР- 
смесями у штаммов чумного микроба будет следующая: основной подвид -  РАМвид +
FAM
JOE

подвид -  JOE, Л : - FAM,
подвид

п̂одвид неосновной алтайский подвид - х̂ гж̂ тхвид 
неосновных (кроме алтайского) подвидов - РАМвид

+
ч-

РАМпоДВИД
РАМ подвид -I-

подвидJOE.._
Проведение анализа включает два этапа: 1. вьщеление ДНК из проб клинического и 

биологического материала, объектов окружающей среды 2. амплификация с «ПЦР- 
смесью-вид» и «ПЦР-смесью-подвид» на приборах типа Rotor Gene. Тип используемых 
зондов -  TaqMan. Образование флуоресцентного сигнала происходит за счет 
освобождения флуоресцентных меток при расщеплении зонда ферментом Taq ДНК- 
полимераза (5’-экзонуклеазная активность). С каждым циклом ПЦР число свободных 
флуоресцентных меток экспоненциально возрастает, что приводит к повышению уровня 
флуоресценции в пробирке. Учет результатов флуоресценции проводят по каждому 
каналу отдельно.

3.
3.1.

менее

А Н А ЛИ ТИ ЧЕСКИ Е И ДИ А ГН О СТИ ЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ 
А налитическая чувствительность.
Набор должен выявлять ДНК чумного микроба в суспензиях концентрацией не 
1 x 1 0  ̂м.к./мл и определять принадлежность патогена к основному и неосновным
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подвидам с дифференциацией отдельно штаммов Г. p e s tis  неосновного алтайского 
подвида.
3.2. Аналитическая специфичность

Набор не должен давать положительных результатов с ДНК микроорганизмов 
других родов в суспензиях концентрацией 1 м.к./мл.
3.3. Диагностическая чувствительность - не менее 98,5 % с доверительной 
вероятностью 90%; при анализе 242 положительных проб (32 проб бактериальных 
суспензий микроорганизмов, 1 1 2  проб клинического ма-^ериала, 84 проб биологического 
материала и 14 проб объектов окружающей среды), содержащих 7, p e s tis  в концентрации 
IX10 М.К./МЛ, получен положительный результат с верной дифференциацией по
принадлежности к основному, алтайскому подвиду и остальным неосновным подвидам - 
В 242 случаях;
3.4. Диагностическая специфичность - не менее 9 9  % е доверительной 
вероятностью 90%; при анализе 242 положительных проб (32 проб бактериальных 
суспензии микроорганизмов, 1 1 2  проб клинического материала, 84 проб биологического 
материала и 14 проб объектов окружающей среды), содержащих К p e s tis  в концентрации 
1x10 М .К ./М Л , получен положительный результат е верной дифференциацией по

^ основному, алтайскому подвиду и остальным неосновным подвидам - 
в 242 случаях, при исследовании 70 отрицательных проб (48 проб бактериальных 
суспензии микроорганизмов, 10  проб клинического материала, 10  проб биологического 
материала и 2  проб объектов окружающей среды), содержащих гетерологичные 
микроорганизмы L eg ion ella  pneum ophila , F ra n cicella  tu larensis, E n terobacter kobei, 
E n terococcu s fa eca lis , E n terobacter cloacae, E n terobacter aerogen es, Escherichi. coll, 
K leb s ie lla  pn eum oniae, L is ter ia  m onocytogenes, P ro teu s m irabilis, P ro teu s vu lgaris  
P seu dom on as aeruginosa , S a lm on ella  enteritid is. S h igella  flexn eri. S taph ylococcu s aureus  
S taph ylococcu s ep iderm id is, C itro b a c ter  yange, S trep tococcu s pyo g en es. Salm on ella  
galhnarum , S taph ylococcu s saproph iticu s. Y ersin ia  p seu d o tu bercu losis , Y ersin ia  en teroco litica  
в концентрации 1x 1 0  м.к./мл, получен отрицательный результат в 70 случаях.

4. МЕРЫ ПРЕДОСТОРОЖНОСТИ ПРИ РАБОТЕ С ИЗДЕЛИЕМ
4.1. Информация об инфекционных или микробных рисках.

Набор реагентов может быть использован в учреждениях, имеющих Лицензию на 
деятельность в области использования возбудителей инфекционных заболеваний человека 
и животных I-IV групп патогенности, стационарньк и мобильных лабораториях, 
имеющих еанитарно-эпидемиологическое заключение на проведение работ с 
микроорганизмами I-IV групп патогенности.

Исследования могут выполнять специалисты не моложе 18 лет с вьющим и средним 
медицинским, биологическим или иным образованием, окончившие соответствующие 
курсы специальной подготовки с освоением методов безопаеной работы е патогенными 
биологическими агентами (ПБА) I-II групп патогенности.

Следует рассматривать исследуемые образцы как инфекционно-опасные, поэтому 
этапы подготовки образцов и проведение ПЦР-анализа проводят в соответствии с 
требованиями СП 1.3.3118 -  13 «Безопасность работы с микроорганизмами I-II групп 
патогенности» и МУ 1.3.2569 - 09 «Организация работы лабораторий, использующих 
методы амплификации нуклеиновых кислот при работе с материалом, содержащим 
микроорганизмы I-IV групп патогенности».
4.2. Информация об экологических рисках.

Уничтожение неиспользованных компонентов набора или наборов реагентов с 
истекшим сроком годности проводить в соответствии с СанПиН 2.1.7.2790-10.
4.3. Информация о физических рисках, в том числе возможность взрыва или 

возгорания.



4.4.

Набор реагентов следует ппименят^, гг.. .
прошедшими надлежащее техническое о б с ™ ^  ^ комбинации приборами,
инструкций по э к с м у а т С и  э я е к т ^ о о ^ ™ ^ ^  Необходимо строгое соблюдение 
электроприборами. ктрооборудования, безопасности при работе с

S i = = E f = ^ ^ ^

Нарушение условий о Т р у ж !” Г д ы  п п и Т ““  подготовки проб;
Нарушение процесса проведения ан^иза L  “^бора реагентов;
Применение по назначениГми '  f  “ Упета результатов,
прошедшими поверку и/иликал^ровку. “  средствами измерения, не

5. ОБОРУДОВАНИЕ И  МАТЕРИА.
ЛЫ, необходимые при работе с изделием*:

Основные xapaK Tepii^TiS^Fii^^
Амплификатор типа RotorGene -1---------—Документации, произволителк

^ п л и ф и к а т о ? ^ ^ с ; Н Л ^ ^
6000», «RotorGene Q», «Qiagen», Германия

Ламинарный бокс биологической 
оезопасности класс ПВ Ламинарный бокс биологической^ 

безопасности класс II БАВп-«Ламинар-С-1 2 »
1ЩР-бокс — — i:liciJviiiHcipHbie системы», Pnrr'j.fcf

OKL аоактериальной воздушной среды для 
работы с ДНК-пробами (ПЦР-бокс) при 
проведении ПЦР-диагностики БАВ-ПЦР-

Микрицентрифуга-встряхиватель -------^  «^1аминарные системы». Россия
Микроцентрифуга-встряхиватель «ТЭТА-2 »
«Биоком». Россия ’

1 ермостат твердотельный
1 ермостат твердотельный от 25 до 100 °С 
Термо 24-15, «Биоком>у Россия 'lvlkл.puцeнтpифyгa настольная
Микроцентрифу?^1^ ^ Т з Ж ^ ё ? ш ^ ^ ^

Оюасыватель медицинский
Отсасыватель медицинский "ОМ-1 " ОАО 
"Утес", Россия

t' li^cpдoleльныи с функцией 
охлаждения термостат твердотельный с функцией

Дозатор 0,5 -  1 0  мкл —^ ^ с н и я  от ч до 1 2 U С. «Биоком». Россия
Дозатор 1 0 -  100 мкл
Дозатор 2 0 - 2 0 0  мкл

llioim, Финляндия

Дозатор 1 0 0 - 1 0 0 0  MVT. ЬдопЦ, Финляндия

штатив-подставка для дозаторов
Штатив-подставка для дозаторов 

^ дозаторов, «Хеликон»,
m iaiH b «раиичее место» для 
микропробирок на 0 ,2  мл Штатив «рабочее место» для микропробирок 

на 0,2 мл, 10x20 мест, «Хеликон». РоссияШ 1а 1иь «раоочее место» для ] 
_микропробирок на 1.5 мл Штатив «рабочее место» для микропробирок 

-  5 "'16 мест с увеличенньт
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1 расстоянием между лунками, «Хеликон», 
Россия

1 Холоди^1ьник от 2  до 8 с морозильной 
камерой не выше минус 18°Г «Атлант», Россия

иаконсчники универсальные для 
дозаторов переменного объемом с 
аэрозольным барьером до 10  мкл

ФСЗ 2012/11892 «Axygen», США

наконечники универсальные для 
дозаторов переменного объемом с 
аэрозольным барьером до 1 0 0  мкд

ФСЗ 2012/11892 «Axygen», США

наконечники универсальные для 
дозаторов переменного объемом с 
аэрозольным барьером до 2 0 0  мкп

ФСЗ 2012/11892 «Axygen», США

наконечники универсальные для 
дозаторов переменного объемом с 
аэрозольным барьером до 1 0 0 0  мкп

ФСЗ 2012/11892 «Axygen», США

микроцсн1рифужные пробирки объемом 
1, J мл ФСЗ 2012/11892 «Axygen», США
ИриОирки ДЛЯ И ц р  объемом 0,2 мл с 
плоской крышкой ФСЗ 2012/11892 «Axygen», США

^делчда одииразовая медицинская из 
нетканого и полимерного материалов г а н  2013/668 ---------------------------

нерча1ки медицинские диагностические 
одноразовые. Часть 1 . Спецификация на 
перчатки из каучукового латекса или 
раствора

I ост Р 52239-2004 -----------------------

примечание, допускается применение оборудования другого типа по своим------------------- ^
характеристикам не уступающего рекомендуемому.

6. АНАЛИЗИРУЕМЫЕ ПРОБЫ

■ иГ™ С™ ь“ Г ^ “  РУ— ™  „  „ „

^  "  "■ ” ■■'
пробы биологического материала: органы грызунов, зайцеобразных насекомоядных и 
нмемных хищников, эктопаразиты (блохи, клещи), остатки пищи’из гнезд хищных 
ПТИЦ, их погадки, экскременты грызунов и хищников; 
пробы объектов окружающей среды: почва

7 ' " г „ “ с п '
Безопасность работы с микроорганизмами I-II групп патогенности» МУ 4 2 2039 05 

л а б о р Т р и и ? м У  1 3 2 5 б 1 Х Т ” '’“ “ ^^ биоматериалов в микробиологические

микроорганизмы I-IV групп патогенности». ^ ериалом, содержащим
Транспортирование материала в лабораторию для исследований пповолят ппи 

^п ературе  от плюс 2 до плюс 8 “С в течение 1 суток в соответствии с СП 1 2 036 -95 
«Порядок учета, хранения, передачи и транспортирования микроорганизмов I-IV групп 
патогенности». После проведения предварительной обработки проб допускается^х  
транспортировка при температуре от минус 16 до минус 20 °С в течение 7 с wok либо в 
сосуде Дьюара с жидким азотом - длительно. ^



транспортной средаГследующего соТтава^Г'"* возможно использование
КаНРО. - 0,0072 моль; Т Г Г с А  Ш и н е о в х Г '' ‘ '  «>««38 моль,
транспортировки, при отсутствии низкотемпепя™ ™  даительного хранения и (или) 
специальную транспортную среду ESP- 1 % caoKown^^n^^ холодильников, используют 
Исследуемый матери^^л может xpL htL  в c n ^ F S ?  ’ ‘ "Р“« « а Е .
30 С в темном месте до 10 дней*^ ^  температуре от плюс 2 0  до плюс

™ e p Z " r , r  - « Р . » . ,

приводить к ингибированию реакции амплификации.

ИССЛЕДОВАНИЯ (АНАЛИЗА)

материала, о б ^ Т а р ^ ^ ^ Т а т е р т ^ Г Т ь д а ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^  исследуемого
учет результатов. ДНК, амплификация, регистрация и

7.1. Подготовка исследуемых образцов

№  к ™ Т Г ' ' ‘* " ‘’"® микроорганизмов

2 - . o , , . / . p ' " T p . r z " X ™ z ' r ' “ — ■
единиц ФГБУ «НЦЭСМП» (О С О  42 2Я "2 та“ 2™ Ю
r -p e s t is . Затем проводят 10-кпатные  ̂ ™  =°°™^тствует 1x10^ м.к./мл для

“ " Р “ “

Кровь у людей берут из локтевой вены в количестне 4  s лдгт 
который предварительно вносят 0 ,5  мл стерильного 4  <>/ ’ пГ шприцем, в
переносят в стерильные стеклянные пробиоки или с ** раствора натрия цитрата и
пробкой. Аккуратно перемешивают покачиванием“ ‘’ зате" ''^ ‘'™ ''“ “ ^ пробирки с 
обеззараживания материала и выделения ДНК выполняют этапы

Мокрота
Мокроту отбирают в количестве не менее 1 П мг, = д. 

стерильные флаконы с широким гоолом и ® одноразовые градуированные
менее 50 мл. В емкость с мо” й ^ л я ю Г Х Г “ ° '" ™ “ "
«Муколизина» к 1 части мокроты! R “  ® “ °™ошении 5:1 (5 частей
емкость нериодически вс 'я х и Й о т  процессе разжижения мокроты (20 - 30 мин.) 
наконечник с фильтром отбвдают 1 мп пяя* автоматической пипеткой, используя 
завинчивающейся крьппкой или в микропен помещают в пробирку с
центрифугируют при 5000-7000 g в т е ч е н Т ^ Г 7 “  “
жидкости, осадок клеток перемешают с 0 2  м ™  Д ^яю т 0 ,8  мл надосадочной
выделение ДН1СРНК из о, 1м л разжиженной жидкости. Допускается

М азки из зева ^  ‘Стадии центрифугирования.

вращательньши д м ж ^ ^ м Т п о в е ^ ^ ^ ^ ^  ™  пластиковой основе
ротоглотки. После взятия материала тампон Гпяб Дужек и задней стенки
помещают в стерильную одноразовую пробипкч ватным тампоном)
(например, № 2 ) и аккуратно облам к!^ ^ ^  специальной транспортной средой
0,5 см от рабочей Г с ™  о е т а зл я Т Х ч ^ Г ^ ^ ^ ^ ^ ^  -  б о 1 е
среде, которую используют для выделения ДНК материалом в транспортной

Моча



щ

утреннюю порцию) отбирают в количестве не менее 2 0  - 30 мл в 
специальньш сухой стерильный флакон. Переносят 1 мл мочи, используя наконечник с 
фильтром в стерильные одноразовые пробирки объемом 1,5  мл. Центрифугируют в 
течение 10  минут при 1 0 0 0 0  об/мин, полностью удаляют супернатант не захватывая
осадок. К осадку добавляют транспортную среду до конечного объема 0,2 мл тщательно 
перемешивают содержимое на вортексе. ’

Пунктах из бубона, отделяемое кожных элементов
™ бубона, отделяемое язв (везикул, пустул, карбункулов) берут шприцем 

с ^ ^  ™ участке, намеченном для прокола, обрабТывак^ 70°
т ^  ш с ™ “  раствором йода и вновь протирают 70° спиртом. Иглу вводят с
т ^  расчетом, чтобы ее острие достигло центральной части бубона, после чего оттянув до 
отказа поршень, медленно вытягивают иглу. После извлечения иглы из бубона череГнее

питательного бульона (pH 7,2), содержимое вьшивают в 
с ти л ь н у ю  пробирку и закрывают стерильной резиновой пробкой. Бульон можно набпать в

периферической плотной части и отделяемое свища. Обе порции исследуют раздельно Пои

середине. У карбункулов и язв пунктируют плотный край.
Ф екалии
Жидкие фекалии переносят по 1-5 мл в микроцентрифужные пробирки с

м Г Т т Г Т "  Дентрифугируют при 9 Ш  об/мин в'течение 5
мин. Затем отбирают по 0,2 мл верхней бело-желтой части осадка (если отсутствует бело- 
желтый пограничный слой или полностью осадок, то отбор производят на границе осадка 

супернатанта или со дна пробирки, соответственно) и переносят в микроцентрифужные 
’ мл с завинчивающейся крышкой. Пробирки ц ен три ф уг^^^т  при

хл! п! ртп^  ч Ресуспендируют в 100 мкл 0,9 % раствора натрия
Р . атем выполняют этапы обеззараживания материала и выделения ДНК.

плотным фекалиям добавляют 0,9 % раствор натрия хлористого в соотношении 
1.9 тшательно ресуспендируют с использованием микроцензрифуги-встряхивателя

т ^  же как при исследовании жидких испражнений. Затем выполняют этапы 
обеззараживания материала и выделения ДНК.

Л иквор

Спинномозговую жидкость в количестве не менее 1 мл собирают, используя 
д оразовые и глы , в одноразовые пластиковые пробирки объемом 1 ,5  или 2 ,0  мл.

7.1.3. П одготовка проб биологического материала 
О рганы  лабораторных и диких животных
Органы лабораторных и диких животных отбирают при вскрытии, соблюдая 

регламентированные меры безопаености. Кусочки органов массой до 10 г растир“  
стерильной ступке со стеклянным порошком, после чего добавляют 0 ,9  % раствор татрия 
хлористого в соотношении 1:5 (вее/обьем). Надоеадочную жидкость о;бирают с п о м о р ю
при 1™оГойЧфип™“ “  отдельную пробирку. Центрифугируют в течение 15 мин
при 12000 об/мин, осадок суспендируют в 0,2-0,5 мл ТЕ-буфера или 0,9 % растворе натрия 
хлористого и используют для выделения ДНК. ^  ^

Э ктопаразиты  (блохи, клещ и)
Клещей и блох обрабатывают эфиром до обездвижения, нанося каплю эфира на 

ватно-марлевую пробку. После определения вида и пола материал может быть объединен

п р Г и р к и ^ Г м Г и м л "  ™ е
Группировку проб осуществляют в соответствии с МУ 3.1.1027-01 "Сбор учет и 

подготовка к лабораторному исследованию кровососущих членистоногих - переносчиков 
возбудителен природно-очаговых инфекций".



Блох помещают в стерильную фарфоровую чашку, добавляют 0,7-1,0 мл 0,15 моль 
раствора натрия хлористого и гомогенизируют пробу. Наконечником с фильтррм 
переносят пробу в микроцентрифужную пробирку объемом 1,5 мл и центрифугируют при 
1200 об/мин в течение 2 мин. для осветления пробы. ДНК выделяют из 0,1 мл 
надосадочной жидкости.

Клещей помещают в микроцентрифужные пробирки объемом 1,5 мл, куда вносят 1 
мл 96% этанола, встряхивают на вортексе и центрифугируют в течение 3 - 5 с при 2000 
об/мин для удаления капелъ с крышки пробирки. С помощью вакуумного отсасывателя 
отдельными наконечниками для каждой пробы удаляют спирт из пробирки. Вносят в 
пробирку 1 мл 0,15 моль раствора натрия хлористого, встряхивают пробирку и осаждают 
капли с крышки пробирки на микроцентрифуге в течение 3 - 5 с при 2000 об/мин. С 
помощью вакуумного отсасывателя отдельными наконечниками для каждой пробы 
удаляют раствор натрия хлористого из пробирки. Переносят клещей в стерильную 
фарфоровую чашку, добавляют 0,7-1,0 мл 0,15 моль раствора натрия хлористого и 
гомогенизируют пробу. Наконечником с фильтром переносят пробу в 
микроцентрифужную пробирку объемом 1,5 мл и центрифугируют при 1200 об/мин в 
течение 2 мин. для осветления пробы. ДНК выделяют из 0,1 мл надосадочной жидкости.

Остатки пищи из гнезд хищных птиц, их погадки, экскременты грызунов и 
хищников

Отобранные пробы помещают в стерильные пробирки или в банки. К 
исследуемому материалу добавляют 0,9%  раствор натрия хлористого 1 :1 0 , тщательно 
перемешивают в течение 15 мин, отстаивают в течение 10 мин для оседания крупных 
частиц. Надосадочную жидкость дробно центрифугируют: первоначально в течение 2-3 
мин при 5000 об/мин, затем супернатант центрифугируют в течение 15 мин при 12000 
об/мин. Осадок суспендируют в 0,2-0,5 мл ТЕ-буфера или 0,9 % растворе натрия 
хлористого и используют для выделения ДНК.

7.1.4. Подготовка проб из объектов окружающей среды
Почва
Пробы почвы с мест вероятного обсеменения берут в количестве 20-30 г на глубине 

до 15 см. Отобранные пробы помещают в стерильные пробирки или в банки. К 
исследуемому материалу добавляют 0,9 %-ный раствор натрия хлористого 1:10, 
тщательно перемешивают в течение 15 мин, отстаивают в течение 10  мин для оседания 
крупных частиц. Надосадочную жидкость дробно центрифугируют: первоначально в 
течение 2-3 мин при 5000 об/мин, затем супернатант центрифугируют в течение 15 мин 
при 12000 об/мин. Осадок суспендируют в 0,2-0,5 мл ТЕ-буфера или 0,9 % растворе 
натрия хлористого и используют для выделения ДНК.

7.2 Обеззараживание материала
Подготовленные для исследования пробы обеззараживают в соответствии с МУ 

1.3.2569 - 09 «Организация работы лабораторий, использующих методы амплификации 
нуклеиновых кислот при работе с материалом, содержащим микроорганизмы I-IV групп 
патогенности».

Дополнительно к исследуемым образцам готовят отрицательный контроль 
выделения (ОКБ). Для этого в отдельную микроцентрифужную пробирку объемом 1,5 мл 
вносят 100 мкл ТЕ-буфера.

К исследуемым образцам и ОКБ добавляют натрия мертиолят до концентрации 
1:10000 (0,01%) с последующим прогреванием их при (56±1) °С в течение 30 минут. 
Затем к 100 мкл образцов, обработанных мертиолятом натрия и разлитых в 
микроцентрифужные пробирки объемом 1,5 мл, добавляют лизирующий буфер на основе 
6  моль гуанидинизотиоцианата в объеме, указанном в инструкции к набору для выделения 
ДНК, и инкубируют 15 минут при температуре (65±1) °С. После выполнения данного 
этапа материал считается обеззараженным.

7.3 Выделение ДНК



0

Выделение ДНК осуществляют методом нуклеосорбции на силикагеле в 
присутствии гуанидинтиоцианата с использованием коммерческих наборов «ДНК-сорб 
В», «Рибо-преп» или аналогичных. Работу проводят в соответствии с инструкциями к 
указанным наборам.

7.4 Проведение ПЦР -  амплификация ДНК
Важно !!! Исследования проводят одновременно с ПЦР-смесью-вид» и «ПЦР- 

смесью-подвид».
7.4.1. Подготовка ПКО ДНК Y. pestis
Перед началом работы готовят ПКО ДНК Y. p e s tis . Для этого в пробирку с сухим 

ПКО добавляют 100 мкл растворителя, выдерживают при комнатной температуре в 
течение 20-30 с, тщательно перемешивают на микроцентрифуге/встряхивателе в течение 
5-7 с и центрифугируют при 3000-5000 об/мин в течение 5-10 с для осаждения капель со 
стенок пробирки. После растворения ПКО ДНК Y. p e s tis  хранят при температуре минус 
20 °С.

7.4.2. Подготовка реакционных смесей
Из холодильной камеры извлекают ПЦР-смесь-вид и ПЦР-смесь-подвид, ПЦР- 

смесь-РГФ, ТЕ-буфер, из морозильной камеры извлекают Taq ДНК-полимеразу и ПКО 
ДНК Y. p e s tis . Пробирку с ПКО ДНК Y. p e s tis  полностью оттаивают, перемешивают на 
микроцентрифуге/встряхивателе и центрифугируют при 3000-5000 об/мин в течение 5-10 
с для осаждения капель со стенок пробирки.

Определяют количество реакций в эксперименте из расчете: количество 
исследуемых проб, ОКБ, положительный контроль (К+) и отрицательный контроль (К-). 
Для проведения реакции в штатив отбирают необходимое количество микропробирок 
объемом 0,2 мл для РС-вид и РС-подвид. Пробирки маркируют.

В отдельной микропробирке объемом 0,6 мл или 1,5 мл готовят реакционные смеси 
РС-вид и РС-подвид из расчета, что на 1 реакцию необходимо:

Реакционная
смесь

Реагент Объем,
мкл

РС-вид ПЦР-смесь-вид 5
ПЦР-смесь-РГФ 10
Taq ДНК-полимераза 0,4

РС-подвид ПЦР-смесь-подвид 5
ПЦР-смесь-РГ Ф 10
Taq ДНК-полимераза 0,4

наподготовленные смеси тщательно перемешивают
микроцентрифуге/встряхивателе и вносят по 15 мкл подготовленных реакционных смесей 
в соответствующие микропробирки.

Затем в пробирки с РС-вид и РС-подвид вносят по 10 мкл ДНК из исследуемьпс 
проб и ОКБ. В микропробирки с отрицательными контролями амплификации (Квид- и 
Кподвид-) вносят по 10 МКЛ ТЕ-буфсра, в микропробирки с положительными контролями 
амплификации (Квид+ и Кподвид+) -  по 10 мкл ПКО ДНК 7. p e s tis .

7.4.3. Проведение термоциклирования 
Подготовленные микропробирки помещают в термоциклер типа RotorGene. 
Программирование амплификатора типа RotorGene:

Для работы с прибором прибором «Rotor-Gene» 6000 и «RotoЮeпe» Q- программу “Rotor­
Gene 6000” версии 1.7 (build 67) или вьпне. При описании программы термины для каждой 
версии программы представлены следующим образом: для англоязычной версии программы 
«Rotor-Gene» 6000 / для русскоязычной версии программы «Rotor-Gene» 6000.
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3. Выбирают тип ротора «36-Well Rotor»/«36-лyнoчный ротор». Ставят отметку в окне 
рядом с надписью «No Domed 0.2 ml Tubes»/«Locking ring attached»/«Konbuo закреплено».

4. Нажимают кнопку «Кех1»/«Далее».

Добро пожаловать в детальный мастер тестов!

гТ и п р о то р а -

Выхш << Назад Д а л е е »

5. Выбирают объем реакционной смеси: Reaction уо1\1те/Объем реакции - 25 мкл. Для 
прибора «Rotor-Gene» 6000 должно бьпъ активно (отмечено галочкой) окно «15 pi oil layer 
volume»/«15 pL объем масла/воска».

6 . Нажимают кнопку «НехГ»/«Далее».

М астер Нового Теста

Этот экран отображает смешанные опции для этого  теста  Запо/»1ИГв 
поля, наж мите След., когда вы готовы перейти на след. стр.

Оператор; 

З ам ечания:

Объём  
реакции [uL);

{ 7  [1 ^ 1  с  добав. воска)

Компоною<.а [ l , 2 , 3... ~ z\

Выход << Назад Д а л е е »

Данная область 
предназначена для 
отображения 
справки  
элементов  
мастера. Для  
справки по этой  
тем е проведите 
мышь над этой 
темой. Вы можете  
та кж е  нажать на 
раскрывающийся 
список для 
отображения 
справки о 
возможных 
установках.



7. В верхней части окна нажимают кнопку «Edit ргоГ11е»/«Редактор профиля».

Темпераггура: 95 | град.

5 |м и к  О |свк.

QK

8 . Задают следующие параметры эксперимента:
8.1. Hold/Удерж, температуры 95 °С - 5 мин
8.2. Cycling/IJ[HKnHpoBaHHe 95 °С - 30 с

60 ° С - 3 0 с  
72 °С - 30 с
Cycle repeats/Цикл повторить -  10 times/раз.
95 °С - 15 с 
56°С - 30 с - Детекция 
72 °С - 15 с
Cycle repeats/Цикл повторить -  35 times/раз. 

Флуоресценцию измеряют при 56 ®С (во втором блоке циклирования) по каналу 
FAM/Green, JOE/Yellow.

8.3. Cyclmg2/U,HiaiHpoBaHHe2



Нажмите на цикл ниже, чтобы изменить е го ;

Цикл повторить 35 | раз 

Нажмите на шаг внизу для его изменения

56 град.
30 сек.

Д етек на Cycling А

на Green, Yellow
Г  Удлим. Шаг.
Г~ Снижать темп ру шага

или нажмите* шаг или • шаг, чтобы добавить или удалить шаги этого цикла.

94 град, на 15 сек. з о

72 град, на 15 сек.

на 30 сек.

QK

9.

8.4. Нажимают кнопку «ОК»/«Да». 

В нижнеи части окна 
Optimisation... »/«Опт.уровня сигн.». нажимают кнопку «Calibrate»/«Gain

Профиль

£едактор профиля... i

Установка к а н а л а :

Имя 1 Источник 1 Двтектоо уровень сигнала I
Green 470nm 510nm 10
Yellow 530nm 555nm 10
Orange SBSnrn 610nm 10
Red b2bnm 660nm 10
Crimson bdUnm 710hp 7
Blue Jbbnm 4S0nm 7

Q i T T .  у р о в н я  с и г и . . .  1

Выход «  Назад Д а л е е »

Новый,.,

Правка...

Ноалить
П т м е н и г ь

Нажмите эту 
кнопку, чтобы 
перейти на след, 
стр. мастера. Если 
это
заблокировано, вы 
должны выполнить 
некот. действия на 
этой странице 
перед
продолжением.



в  открывшемся окне нажимают кнопку «Calibrate Acquiring»/«Optimise Acquiring»/ 
«Опт.детек-мых».

П ри авто-оптимизации ароеня сигнала буает считы ваться Ф луорвсиекгны й сигнал 
выбранной пробирки при различных уровнях усиления сигнала, пока  не найдется 
уровень, при котором  сигнал  попадает в  нужный диапазон Уровень сигнала 
зависит от используемых реагентов.

Установить температуру |Б0 градусов. 

Оптим. всех Опт. Д етек-м ы х

Г "  Выполнить оптимизацию  при 1 -м шаге детекции 

Г”  Выполнить оптимизацию  при 60 градусах перед началом теста

г  У становки  ка н а л а :'

▼ I Добавить...

И м я I П озиция П робирки I М и ж н ^ и г н а г ^ ^ а к с и ^  П ревка...

Удалить Все

Старт Вручную... Закры ть £пр.

- для красителя FAM/Green указьшают в графе M in Reading/M unim . Сигнал значение 14, 
а в графе М ах Reading/М аксим. Сигнал значение 20,

■ для красителя JOE/Yellow указьшают в графе M in Reading/Миним. Сигнал значение 5, а 
в графе М ах R eading/М аксим. Сигнал значение 10, ______________________

А в т о *о гт а й « Ш 9 (я  ^ровм» сигнала! i

- Огтгимиэация: *
При авто-оптимизации уровня сигнала будет считываться Флуоресцентмьй сигнал 
вьгбранной пробирки при различных уровнях усиления сигнала, пока не найдется 
уровень, при котором сигнал попадает в нужный диапазонУровень сигнала 
зависит от испо/ъэуемых реагентов.

Установить темперетуру |бсГ”^  градусов.

—■ Устано«еи Авто-оптимизации уровня оижада

Г
■Уо

3%

•Установки канала 
Канал: Gteen Позиция Пробирки: |1

Нужный диапазон стартового см-наяа: [ й “  ̂ F U o  | 2 0 ~

Диапазон уровней сигнала: [Т о  ^  до [То

ОК ]  Отменить I Справка |

< С

J

U
lJ

в  графе Tube position/П озиция П робирки  указан номер пробирки, по которой будет

14



/ автоматически выбран параметр «^аш»/«усиление сигнала», по умолчанию это 1 -я пробирка 
в роторе. Поэтому в 1-ой позиции в роторе должна ставиться пробирка с реакционной 
смесью РС-подвид.

Помечают галочкой бокс в строке «Perform  Calibration Before Р ' Acquisition»/«Perform  
Optim isation Before P ‘ A cquisition»/«Выполнить оптимизацию при 1-м ш аге детекции». 
Закрыть окно А ш о Gain Calibration Setup/Авт о-оптимизация уровня сигнала, нажимают 
кнопку «С1озе»/«Закрыть».

• Оптимизация :•
При авто-огтг^^изации уровня сигнала будет считываться Флуоресцентный сигнал 
выбранной пробирки при различных уровнях усиления сигнала, пока не найдется 
уровень, при котором сигнал попадает в нужный диапазонУровень сигнала 
зависит от используемых реагентов.

Т !  градусов.Установить температуру |60  

Оптим. всех I Опт. Детек-мых |

Р " В ыполнить оптимизацию при 1 -м шаге детекции 

Г” Выполнить оптимизацию при 60 градусах перед началом теста

гУ с та н о в ки  канала

▼ I Добавить.., {
Имя I Позиция Пробирки I Минин Скгнал I Максим, Сигнал | Мин, урс
Gieen 1
Yellow 1

14FI
5FI

20FI
10R

-10
■10

£тарт Вручную... Закрьгь Спр.

Нажимают кнопку «Ыех1»/«Далее».

Правка...

валить
Удалить See

Профиль

I
Еедактор профиля „ . | 

У становка  ка н а л а :

Н ажмите эту 
кнопку , чтобы 
перейти на след, 
стр. мастера. Если 
это
заблокировано, вы 
должны выполнить 
некот. действия на 
этой странице 
перед
прсаолжением.

И мя Источник 1 Д етектов Уровень сигнала 1
Green 470nm 51 Опт 10
Y e low 530nm 555tvn 10
□range BSSnm Б1 Otvn 10
Red Ь Л п т GGOtvn 10
Dimson btlUnm 710hp 7
Blue 3G5rm 460rm 7

; ypoBHg

Выхеа « Saeai Д а л е е »

Новый..

П равка...

У ровень С ы н  I

î aлить
П тм енить

10. Запускают амплификацию кнопкой «Start гип»/«Старт». При необходимости
15



введенные значения термоциклирования могут быть сохранены в качестве шаблона, 
используя кнопку « Save template/ «Сохр. шаблон».

С ке и а :

№пШт ■ II
LicTaHOBKa Значение
Green У р о ве нь  си гнал а  10
Orange У р о ве нь  си гнал а  Ю
Y ellow  У р о ве нь  си гнала  10
О гпигнизация автоуроеня си гнала  Д о  первого  детектир . данны х 
Р отор 36-луночный ротор
К о м по но вка  о бразцов 1 .2 .3 . . . .
□ б ь ё м  р еакции  (в м икролиграх) 25

П роверив г^а в и я ь н о с ть  уста н овок, н а ж м и те  Старт дл я  начала вы полнения 
Теста . Намолите Сохр.Шаблом, чтобы сохранить  ш аблси с  пр о гра м м о й  и 
уста н отка м и  э т о го  теста . ____________

Сохр. шаблон

Выход I « Н а за д  |

11. Дают название эксперимента и сохраняют его на диске (в этом файле будут 
автоматически сохранены результаты данного эксперимента).

В процеесе работы амплификатора или по окончании его работы программируют 

положение пробирок в карусели. Для этого используют кнопку «Edit затр1ез»/«Правка 

образцов» (в нижней правой части основного окна). Все пробы и контроли обозначают 

меню Samples/Образцы как Unknown/Неизвестный.

7.4.4 Регистрация результатов
Учет данньк по каналам для ПЦР-смеси-вид и ПЦР-смеси-подвид проводят 

единообразно. Для регистрации результатов амплификации на приборах типа Rotor 
Gene используют следующие показатели.



Показатели
Наименование мишени

функция «More SPttinrtovv ,̂/ ,̂,*i:-“ ^---------
p j^ jS ^ Y ^ Ь ^ тpaнeниe выброспи» 
13начения ---------

------ FAM fGrepn)
PC-вид —

VlflN
активна

5 %

0,05

Показатели

^Наименование мишени
FAM

-----------

выбросов»
зн^ е н и я  -----------------

iivN
РС-подвид

JOE

активна

5 %

~~^05

АК38 1327
активна

1 0 %

0,05

. « < 9  '  Р С ..Щ  .

.Q » n ™ ,W , ,K ™ L r ,“L°3 ^  “I * "  I*” » ™ и з .
Green», нажимают кнопку «Show »/«noK «rb» ^ ® ^^AM»/«CyeIing А.

CnpHu

-2 . я  S

2. Отменяют автоматический выбор ТЫеяЬЫсШорог.

кнопки «О уп тТ сГ ьеХ ^н ^аГ ч  ф 1ГиТ ^^^^ активируют
4. Выбирают линейную ш к^у графи1екоГи Г я  " “»■

mear scale/Линейная шкала, в нижней части окня^” *̂ * результатов, нажимают кнопку
умолчанию, вместо кнопки Linear s c a M ^ Z ' ^ t  активна по
scaIe/Лог.шкала). Линейная шкала видна кнопка Log



П р о с н о ф  ^  Ф
У с п н о г а  ПроА1хж.

Р
Профиль

i
Таип.

%
0 6 р в 1̂ АН4 ЛМ

ш
Отчета

в  ,
0(Н1

ю  V 
0  \

1

/  \ 7
Л] \

/ г
, а  

; я

; и  ■ •

30

: 20

0 0 2 40022 0 0 2 3 0 0 2 5  0

Ы  .  1 и
^UcTiH : il t t ic r n ;3 2 i  Д«рж«гк 3* к » 1Гь]

Вы 1Ю Ш «м м 1^иЬ ««
Тает аамршАп.

j 6Miwabcrate»ia*AKMia-Cyc6p'g*-6reen(P»gtO Го 1' '̂"ff g"1
^  И п ю р .  n c p i M  j  т  y c r p i H C H n t i v t p o c o f - ^  U  C a 4 w n fT v n o y u o A 4 ? » N O

H jcrpo m t ш и л у ..  A iT o u iU M  Ш и л * no yu o n u . Лог. Ш и л*

\  Г р *ф ш с г*п д .-Cycling А Л г п п 9 >>9*1>

О  К оли и осп ен н ы *Р ^лкт*ты * O y c t e g A ^ n u n ^ s g e l]

№ г г ; ; ;  Г г т 1 K r ta i Гтанеаг>га1 K e w  Р а ш  IX tw fK m M  Ral O e n  *
1 с с и « О бразец
2 м519 О бразец 1
3 с6Э1 0 « р * м и
4 c«27 О б м э в и I

231 О бразец
6 * 1 0 0 О б м м ц

4957 О боазеи
в 2359 О бразец ]

9 1043 :0 б р * * е и  i
1 0 1743 1 0 б о *зе и  1 [

1L ,917 О б о а э е и ' ' ' j j i

5. В меню окна «More settings»/«Outlier Кетоуа1»/«Устранение выбросов» установить 
значение NTC threshold/TTopor Фона -  ПФ (NTC) -  5 %.



6. в  меню «СТ Са1си1а11оп»/«Вычисление rт̂  ̂ (
Threshold/Порог = 0,05.  ̂ правой части окна) выставить

Шаблок анштаа

значен™ пор^гомгГвдмГ(С1)^‘™ * Кчаикач/чКоличественные Реаультаты») появятса

«риат11а11оп»/«Количественный» выбипают r выбирают режим анализа
Yellow>>, нажимают кнопку <<Show >,/SC^^ ™  J°E>>/«Cyding А.
Отменяют автоматический выбор Threshold/Порог

■кнопки анализ активируют
' I . Выбирают линейную m Z l  гпТ / ^  Соггес1»/«Коррек. уклона», 

кнопку Linear scale/Линейная ш ка^а,*Гниж ней"ч^тГ ''“"^ Результатов, нажимают

з с ™ о г “ш к м ™ " '° ’ ^ “ ‘̂ аг scale/Линейная ш к С  гадиТкнотк™"^^

з и а ч е н и Г м т с Х е ^ ь Т ш о ^  выбросов» установить

■ThreshoT^opl"'IoS,"“'" ''“" '^ '® “ ™“ ‘̂ ™" "Равой части окна) выставить

появятся значениГпорогоХо циада (Q)““ ‘' ^ “ “'‘^"^«^“^чественные Результаты»)



Результаты учитывают на основании наличия (или отсутствия) пересечения кривой 
флуоресценции с установленной на соответствующем уровне пороговой линией (что 
соответствует наличию или отсутствию значения порогового цикла «Ct» в 
соответствующей графе в таблице результатов).

Учет и интерпретацию результатов проводят в соответствии с таблицей учета 
результатов амплификации положительного, отрицательного контролей и отрицательного 
контроля вьщеления и таблицей интерпретации данных анализа с использованием PC -вид 
и РС-подвид.

К учету результатов исследуемых проб приступают только в случае прохождения 
положительного (К+), отрицательного (К-) контролей амплификации и ОКВ.

Пороговое значение Ct для положительных проб с РС-вид по каналу РАМ (Green) 
составляет не более 26, пороговое значение Ct для положительных проб е РС-подвид по 
каналу РАМ (Green) составляет не более 28, по каналу JOE (Yellow) -  не более 25.

Если по каналу РАМ с РС-вид выявлено значение Ct в пределах более 26 но менее 28, 
по каналу РАМ с РС-подвид выявлено значение Ct в пределах более 28 но менее 31, по 
каналу JOE с РС-подвид выявлено значение Ct в пределах более 25 но менее 27 результат 
анализа считают невалидным, поскольку в пробе находится недостаточное количество 
ДНК чумного микроба для проведения идентификации. Необходимо повторить 
исследование. Если при повторном исследовании получены значение (Ct) с РС-вид по 
каналу РАМ (Green) не более 26, с РС-подвид по каналу РАМ (Green) - не более 28, с РС- 
подвид по каналу JOE (Yellow) -  не более 25, то результат считают положительным.

При повторном получении значений Ct по каналу РАМ с РС-вид в пределах более 26 
но менее 28, по каналу РАМ с РС-подвид - в пределах более 28 но менее 31, по каналу 
JOE с РС-подвид - в пределах более 25 но менее 27 в случае исследования нативных проб 
осуществляют их исследование после обогащения, или проводят концентрирование 
материала путем центрифугирования. Анализ осуществляют с этапа выделения ДНК. При 
отсутствии повышения значений Ct результат считают отрицательным.

При повторном получении значений Ct по каналу РАМ с РС-вид в пределах более 26 
но менее 28, по каналу РАМ с РС-подвид - в пределах более 28 но менее 31, по каналу 
JOE с РС-подвид - в пределах более 25 но менее 27 в случае исследования бактериальных 
суспензий чумного микроба анализ осуществляют еще раз, начиная с этапа выделения 
ДНК.

Контроли
Значения порогового цикла (Ct) 

по каналу
РАМ/
Green

РАМ/
Green

JOE/
Yellow

РС-вид РС-подвид
К+ <26 <28 < 27
К- — — —

ОКВ — — —



использованием PC -вип и РГ.п.„„„„ Значения порогового цикла (Ct) по ' ----------------- --------------------— ПОДВИД

Результат анализа

В пробе выявлена ДНК штамма К pestis основного 
подвида
В пробе выявлена ДНК штамма К pestis неосновного 
алтайского подвида
В пробе выявлена ДНК штамма К pestis неосновных 
(кроме алтайского) подвидов
В пробе ДНК чумного микроба не обнаружена

y z -------------- '--------------------1--------------------или провести концентрировани<
ф и м е р  инт ерпрет ации р езульт ат ов анализа см. прилож ение 1 .

Результат невалидный.
Недостаточно материала для проведения 
идентификации. Необходимо повторить исследование, в 
том числе с использованием проб после обогащения, 
или провести концентрирование клеток в пробе.

8.
НАБОРА^” ”  ТРАНСПОРТИРОВАНИЯ, ХРАНЕНИЯ И ЭКСПЛУАТАЦИИ

о с у щ е с 2 л я ю т ° ^ 3 ? " “ '' реагентов «ГенПест-подвид/алтай-РГФ»,
^ в Г и я Г г о г т % , Г ^  транспортных средств в соответствии с
^ебованиями ГОСТ 15150 и правилами, установленными для каждого вида транспопта 
Условия транспортирования - при температуре от 2 до 8 “С Г  более 2 суток п ш
температуре от минус 1 6  до минус 2 0  “С-неограниченно. ^ ^

Условия >фанения компонентов набора реагентов «ГенПест-подвид/алтай-РГФ» -  
ПЦР-смесь-подвид, ПЦР-смесь-РГФ, Растворитель, ТЕ-буфер, ПКО ДНК

Срок годности набора реагентов «ГенПест-подвид/алтай-РГФ» - 6  месяцев 
Срок годности ПКО ДНК К p e s tis  после растворения -  6  месяцев при хранении

при температуре от минус 16 до минус 2 0  °С. '«‘̂ '-яцев при хранении

™  пт реагентов «ГенПест-подвид/алтай-РГФ» -  притемпературе от 18 до 25 °С.

9. ГАРАНТИИ И ИНФОРМАЦИЯ О ПРОИЗВОДИТЕЛЕ
РГФ» ■' '̂^^ство набора реагентов «ГенПеет-подвид/алтай-
указа^ного срока“ е т Г ° “ “ >=Р--ия и эксплуатации в течение

н а у ч н о ? с с ~ Г ^ ' ' ' ’ '  казенное учреждение здравоохранения «Российский
а^но-исследовательскии противочумный институт «Микроб» Ф едещ ш ю й службы по
адзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия ч е л ™ ^ Т ^ ^ « о с Н И П Ч И  

« ^ »  Роспотребнадзора) (410005, г. Саратов, ул. L n B e n ^ g 5 ^ g ; ; ? S ^

Зам. директора по экспериментальной и 
производственной работе ФКУЗ 
РосНИПЧИ «Микроб» Роспотребнадзора

Генеральный директор 
ООО «ВЫМПЕЛ-МЕДЦЕНТР»

П.К. Варнавичус



г
Приложение 1,

Пример регистрации, учета и интерпретации результатов с использованием набора
реагентов «ГенПест-подвид/алтай-РГФ»

FAM/Green

РАМ/Green

РС-вид

РС-подвид



г

P C -ПОДВИД

N o. Colour К а т е Гуре C t Р езультат анализа

FA M  вид
[
’A M  1
Ю Д В И Д

O E  подвид

1 ■ П роба 1 U nknow n 22,22 4E G  (N T C ) >0,35 3 п робе вы явлена 
Д,НК ш там м а К  pestis  
эсн о вн о го  п о д в и д а

2 ■ П роба 2 U nknow n 22,38 22,32 NEG (N T C ) 3 пробе вы явлена 
Д Н К  ш там м а Y. p es tis  
н ео сн о в н о го  
а л т а й с к о г о  п о д в и д а

3 ■ П роба 3 U nknow n 23,03 24,51 21,99 В пробе вы явлена 
Д Н К  ш там м а К  p estis  
н ео сн о в н ы х  (к р о м е  
а л т а й с к о го ) 
п одви дов

4 ■ ОКВ U nknow n N E G  (N T C ) K EG  (N T C ) NEG (N T C ) Результаты  п одлеж ат 
учету

5 ■ к- U nknow n N E G  (N T C ) KEG (N T C ) NEG (N T C ) Результаты  подлеж ат 
учету

6 ■ к+ U nknow n 15,53 17,62 14,77 Результаты  п одлеж ат 
учету




