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список СОКРАЩЕНИЙ
В  н а с т о я щ е й  и н с т р у к ц и и  

с о к р а щ е н и я  и  о б о з н а ч е н и я :
п р и м е н я ю т с я  с л е д у ю щ и е

БАЛ - бронхоальвеолярная лаважная жидкость
BKO-FL - экзогенный внутренний контрольный образец
ГЭ - геномный эквивалент (геном)
ДНК - дезоксирибонуклеиновая кислота
К+ - положительный контроль ПЦР
К- - отрицательный контроль ПЦР

МБТ (М ТВс)
- микобактерии туберкулеза {M ycobac te rium  tub e rcu lo s is  
complex)

м л . - микробные тела
МУ - методические указания
о к - отрицательный контроль экстракции
ПВБ - промывные воды бронхов
ПКО - положительный контрольный образец
ПО - программное обеспечение
ПЦР - полимеразная цепная реакция
РУ - регистрационное удостоверение
СанПиН - санитарные правила и нормы
УДГ - урацил-ДНК-гликозилаза

ФБУН ЦНИИ
Эпидемиологии
Роспотребнадзора

- федеральное бюджетное учреждение науки «Центральный 
научно-исследовательский институт эпидемиологии» 
Федеральной службы по надзору в сфере защиты прав 
потребителей и благополучия человека

C t - cycle threshold (пороговый цикл)
С- - отрицательный контрольный образец
РСК С+ - положительный контрольный образец этапа ПЦР
FL - ПЦР с гибридизационно-флуоресцентной детекцией
FRT - флуоресцентная детекция в режиме «реального времени»

НАЗНАЧЕНИЕ
Н а б о р  р е а г е н т о в  A m p l i S e n s ®  M T B c - d i f f  п р е д н а з н а ч е н  д л я  

д и ф ф е р е н ц и а ц и и  м и к о б а к т е р и й  т у б е р к у л е з а  ( М В Т )  
M y c o b a c te r iu m  tu b e rc u lo s is  c o m p l e x  {М Т В с ) -  д о  в и д а :  
ч е л о в е ч е с к о г о  (M .tu b e rc u lo s is )  и  б ы ч ь е г о  (M .b o v is )  и л и  
в а к ц и н н о г о  ш т а м м а  {M .b o v is  B C G )  -  в  б и о л о г и ч е с к о м  м а т е р и а л е  
( м о к р о т а ,  п р о м ы в н ы е  в о д ы  б р о н х о в  ( б р о н х о а л ь в е о л я р н а я  
л а в а ж н а я  ж и д к о с т ь ) ,  м о ч а ,  п л е в р а л ь н а я  ж и д к о с т ь ,  а с ц и т и ч е с к а я  
ж и д к о с т ь ,  с п и н н о м о з г о в а я  ж и д к о с т ь  ( л и к в о р ) ,  ф е к а л и и ,  ж и д к о е  
и л и  п л о т н о е  с о д е р ж и м о е  н е к р о т и ч е с к о г о  х а р а к т е р а  и з  
р а з л и ч н ы х  о р г а н о в  и  т к а н е й ,  т к а н е в о й  ( б и о п с и й н ы й ,  
о п е р а ц и о н н ы й ,  а у т о п с и й н ы й )  м а т е р и а л  в  п а р а ф и н о в ы х  б л о к а х ) ,  
в  к у л ь т у р а х  м и к р о о р г а н и з м о в ,  в ы д е л е н н ы х  п р и  п о с е в е  
б и о л о г и ч е с к о г о  м а т е р и а л а  ч е л о в е к а ,  м е т о д о м  П Ц Р  с  
г и 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  п р о д у к т о в
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а м п л и ф и к а ц и и .
Н а б о р  р е а г е н т о в  м о ж е т  п р и м е н я т ь с я  д л я  и с с л е д о в а н и я  

с м ы в о в  с  о б ъ е к т о в  о к р у ж а ю щ е й  с р е д ы  п р и  п р о в е д е н и и  
п р о ф и л а к т и ч е с к и х  м е р о п р и я т и й  с  ц е л ь ю  п р е д о т в р а щ е н и я  
з а б о л е в а н и я  ч е л о в е к а  т у б е р к у л е з о м .

Н а б о р  р е а г е н т о в  р е к о м е н д у е т с я  и с п о л ь з о в а т ь  п о с л е  
о б н а р у ж е н и я  и / и л и  к о л и ч е с т в е н н о г о  о п р е д е л е н и я  Д Н К  М Т В с  в  
и с с л е д у е м ы х  о б р а з ц а х  ( н а п р и м е р ,  с  п о м о щ ь ю  н а б о р о в  
р е а г е н т о в  « А м п л и С е н с ®  / W T C - F L »  ( Ф Б У Н  Ц Н И И  Э п и д е м и о л о г и и  
Р о с п о т р е б н а д з о р а ,  Р о с с и я ) ,  X p e r t ®  M T B IR \F  ( C e p h e i d ,  С Ш А ) ) .  
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 ,  
э к с т р а г и р о в а н н ы е  и з  и с с л е д у е м о г о  м а т е р и а л а .

Р е к о м е н д а ц и и  п о  о т б о р у  п р о б  и  к о л и ч е с т в у  р е к о м е н д у е м ы х  
п о в т о р о в  д л я  и с с л е д о в а н и я  у к а з а н ы  в  р а з д е л е  « О г р а н и ч е н и я  п о  
и с п о л ь з о в а н и ю  п р о б  и с с л е д у е м о г о  м а т е р и а л а »  и  в о  в к л а д ы ш е  к  
н а с т о я щ е м у  н а б о р у  р е а г е н т о в .
Показания и противопоказания к применению набора 
реагентов
ВНИМАНИЕ! У с т а н о в л е н и е  д и а г н о з а  и  н а з н а ч е н и е  л е ч е н и я  
д о л ж н ы  п р о в о д и т ь с я  в р а ч о м  с о о т в е т с т в у ю щ е й  с п е ц и а л и з а ц и и .

Н а б о р  р е а г е н т о в  и с п о л ь з у е т с я  в  к л и н и ч е с к о й  л а б о р а т о р н о й  
д и а г н о с т и к е  т у б е р к у л е з а ,  в н е  з а в и с и м о с т и  о т  ф о р м ы  
з а б о л е в а н и я ,  а  т а к ж е  в  п а т о л о г о а н а т о м и ч е с к о й  п р а к т и к е  п р и  
и с с л е д о в а н и и  т к а н е в о г о  ( б и о п с и й н о г о ,  о п е р а ц и о н н о г о ,  
а у т о п с и й н о г о )  м а т е р и а л а  в  п а р а ф и н о в ы х  б л о к а х  д л я  
п р и ж и з н е н н о й  и л и  п о с м е р т н о й  д и а г н о с т и к и .  Н а б о р  р е а г е н т о в  
м о ж е т  б ы т ь  и с п о л ь з о в а н  д л я  и с с л е д о в а н и я  с м ы в о в  с  о б ъ е к т о в  
о к р у ж а ю щ е й  с р е д ы  п р и  п р о в е д е н и и  п р о ф и л а к т и ч е с к и х  
м е р о п р и я т и й .

Д и ф ф е р е н ц и а ц и я  в и д о в  и  в а к ц и н н о г о  ш т а м м а  М Т В с  в а ж н а  
д л я  у т о ч н е н и я  э т и о л о г и и  з а б о л е в а н и я  и  о п р е д е л е н и я  и с т о ч н и к а  
з а р а ж е н и я .

П р о т и в о п о к а з а н и я  о т с у т с т в у ю т ,  з а  и с к л ю ч е н и е м  с л у ч а е в ,  
к о г д а  в з я т и е  м а т е р и а л а  н е  м о ж е т  б ы т ь  о с у щ е с т в л е н о  п о  
м е д и ц и н с к и м  п о к а з а н и я м .
Потенциальные пользователи медицинского изделия

К  р а б о т е  с  н а б о р о м  р е а г е н т о в  д о п у с к а ю т с я  м е д и ц и н с к и е  
р а б о т н и к и  с  в ы с ш и м  п р о ф и л ь н ы м  о б р а з о в а н и е м  ( н а п р и м е р ,
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в р а ч и - б а к т е р и о л о г и ,  в р а ч и - м е д и ц и н с к и е  м и к р о б и о л о г и ,  в р а ч и  
к л и н и ч е с к о й  л а б о р а т о р н о й  д и а г н о с т и к и ,  б и о л о г и ) ,  с п е ц и а л и с т ы  
с о  с р е д н и м  м е д и ц и н с к и м  о б р а з о в а н и е м  ( н а п р и м е р ,  
м е д и ц и н с к и е  т е х н о л о г и ,  м е д и ц и н с к и е  л а б о р а т о р н ы е  т е х н и к и  
( ф е л ь д ш е р а - л а б о р а н т ы ) ,  л а б о р а н т ы ) ,  д о п у щ е н н ы е  к  р а б о т е  в  
л а б о р а т о р и и  и  о б у ч е н н ы е  м е т о д а м  м о л е к у л я р н о й  д и а г н о с т и к и  в  
у с т а н о в л е н н о м  з а к о н о д а т е л ь с т в о м  п о р я д к е .

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  н а  э к с т р а к ц и и  Д Н К  и з  

о б р а з ц о в  и с с л е д у е м о г о  м а т е р и а л а  с о в м е с т н о  с  э к з о г е н н ы м  
в н у т р е н н и м  к о н т р о л ь н ы м  о б р а з ц о м  ( B K O - F L )  и  о д н о в р е м е н н о й  
а м п л и ф и к а ц и и  у ч а с т к о в  Д Н К  о д н о г о  и з  в и д о в / ш т а м м о в  М Т В с  
{М .tu b e rc u lo s is , M .b o v is  и л и  M .b o v is  B C G )  и  Д Н К  B K O - F L  с  
г и 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 .  B K O - F L  
п о з в о л я е т  к о н т р о л и р о в а т ь  в с е  э т а п ы  П Ц Р - и с с л е д о в а н и я  д л я  
к а ж д о г о  о б р а з ц а  и  о ц е н и в а т ь  в л и я н и е  и н г и б и т о р о в  н а  
р е з у л ь т а т ы  П Ц Р - и с с л е д о в а н и я .

А м п л и ф и к а ц и я  у ч а с т к а  Д Н К  п р о в о д и т с я  п р и  п о м о щ и  
с п е ц и ф и ч н ы х  к  э т о м у  у ч а с т к у  п р а й м е р о в  и  ф е р м е н т а  T a q -  
п о л и м е р а з ы .  В  с о с т а в е  р е а к ц и о н н о й  с м е с и  п р и с у т с т в у ю т  
ф л у о р е с ц е н т н о - м е ч е н ы е  о л и г о н у к л е о т и д ы ,  к о м п л е м е н т а р н ы е  
у ч а с т к а м  а м п л и ф и ц и р у е м ы х  Д Н К - м и ш е н е й ,  ч т о  п о з в о л я е т  
р е г и с т р и р о в а т ь  н а к о п л е н и е  с п е ц и ф и ч е с к о г о  п р о д у к т а  
а м п л и ф и к а ц и и  п у т е м  и з м е р е н и я  и н т е н с и в н о с т и  
ф л у о р е с ц е н т н о г о  с и г н а л а  с  п о м о щ ь ю  а м п л и ф и к а т о р а  с  
с и с т е м о й  д е т е к ц и и  в  р е ж и м е  « р е а л ь н о г о  в р е м е н и » .

Н а б о р  р е а г е н т о в  с о д е р ж и т  с и с т е м у  з а щ и т ы  о т  к о н т а м и н а ц и и  
а м п л и к о н а м и  з а  с ч е т  п р и м е н е н и я  ф е р м е н т а  у р а ц и л - Д Н К -  
г л и к о з и л а з ы  ( У Д Г )  и  д е з о к с и у р и д и н т р и ф о с ф а т а .

Н а  э т а п е  а м п л и ф и к а ц и и  о д н о в р е м е н н о  в  о д н о й  п р о б и р к е  
п р о в о д и т с я  а м п л и ф и к а ц и я  ч е т ы р е х  Д Н К - м и ш е н е й .  Р е з у л ь т а т ы  
а м п л и ф и к а ц и и  р е г и с т р и р у ю т с я  п о  к а н а л а м  ф л у о р е с ц е н т н о й  
д е т е к ц и и ,  у к а з а н н ы м  в  т а б л .  1 :
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Т а б л и ц а  1
Канал для 

флуорофора FAM JOE ROX Су5

ДНК-мишень ДНК
М .tubercu los is

[ \И К  M .b o v is /  
Ц И К  M .bov is  BCG

ДНК
M .bovis  BCG ДНК BKO-FL

Область
амплификации Регион RD9 Регион RD1 Регион RD1

Искусственная
нуклеотидная

последова­
тельность

ФОРМЫ КОМПЛЕКТАЦИИ
Т а б л и ц а  2

Характеристика Форма FRT-96F Форма FRT-96L Форма FRT-96L-t
Число реакций 
амплификации, включая 
контроли

96 96 96

Реагент Mix-MTBc-diff да нет нет
Реагент Mix-MTBc-diff-Lyo 
в стрипованных пробирках 
объемом 0,2 мл на одну 
реакцию

нет да нет

Реагент Mix-MTBc-diff-Lyo 
в пробирках объёмом 
0,2 мл на одну реакцию

нет нет да

Тип амплификатора планшетный и 
роторный лланшетный планшетный и 

роторный

Ф о р м ы  F R T - 9 6 F ,  F R T - 9 6 L ,  F R T - 9 6 L - t  п р е д н а з н а ч е н ы  д л я  
п р о в е д е н и я  П Ц Р  с  г и 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 г о  в р е м е н и » .  Д л я  п р о в е д е н и я  
п о л н о г о  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 п о л ь з о в а т ь  
к о м п л е к т ы  р е а г е н т о в  д л я  э к с т р а к ц и и  Д Н К .

АНАЛИТИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ
Д л я  д а н н о г о  н а б о р а  р е а г е н т о в  п р и м е н и м ы  с л е д у ю щ и е  

х а р а к т е р и с т и к и :
Аналитическая чувствительность (лредел обнаружения)
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Вид исследуемого материала
Объем образца 
для экстракции, 

мкл

Мокрота

100

ПВБ (БАЛ)
Моча
Плевральная жидкость
Асцитическая жидкость
Спинномозговая жидкость 
(ликвор)
Фекалии
Содержимое некротического 
характера
Смывы с объектов окружающей 
среды
Тканевой (биопсийный, 
операционный, аутопсийный) 
материал в парафиновых блоках

Образец
обработанной

ткани
Мокрота

200

ПВБ (БАЛ)
Моча
Плевральная жидкость
Асцитическая жидкость
Спинномозговая жидкость 
(ликвор)
Фекалии
Содержимое некротического 
характера
Смывы с объектов окружающей 
среды
Тканевой (биопсийный, 
операционный, аутопсийный) 
материал в парафиновых блоках

Образец
обработанной

ткани

Комплект для 
экстракции ДНК

Т а б л и ц а  3
Аналитическая 
чувствитель­
ность (предел 
обнаружения), 

ГЭ (м.т.)/мл

«РИБО-преп» 1x10̂

«МАГНО-сорб» 1x10̂

П р и м е ч а н и е  -  О д и н  г е н о м н ы й  э к в и в а л е н т  ( г е н о м )  с о о т в е т с т в у е т  
о д н о м у  м и к р о б н о м у  т е л у  ( м . т . ) .

Д а н н ы е  з н а ч е н и я  х а р а к т е р и с т и к  д о с т и г а ю т с я  п р и  с о б л ю д е н и и  
п р а в и л ,  у к а з а н н ы х  в  р а з д е л а х  « В з я т и е ,  т р а н с п о р т и р о в а н и е  и  
х р а н е н и е  и с с л е д у е м о г о  м а т е р и а л а »  и  « П о д г о т о в к а  
и с с л е д у е м о г о  м а т е р и а л а  к  э к с т р а к ц и и  Д Н К » .
Аналитическая специфичность

Н а б о р  р е а г е н т о в  о б н а р у ж и в а е т  у ч а с т к и  Д Н К  М .tu b e rc u lo s is , 
M .b o v is  и л и  в а к ц и н н о г о  ш т а м м а  M .b o v is  B C G ,  в х о д я щ и х  в  г р у п п у  
M y c o b a c te r iu m  tu b e rc u lo s is  c o m p l e x .  А н а л и т и ч е с к а я  
с п е ц и ф и ч н о с т ь  н а б о р а  р е а г е н т о в  п о д т в е р ж д е н а  п р и  
т е с т и р о в а н и и  ш т а м м о в  и  к л и н и ч е с к и х  и з о л я т о в  р а з л и ч н ы х
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м и к р о о р г а н и з м о в  в  к о н ц е н т р а ц и и  н е  м е н е е  1 x 1 0 ^  Г Э  ( м . т . ) / м л  и  
г е н о м н о й  Д Н К  ч е л о в е к а  в  к о н ц е н т р а ц и и  н е  м е н е е  1 0 ®  к о п и й / м л :
-  м и к о б а к т е р и и ,  п р и н а д л е ж а щ и е  к  г р у п п е  M y c o b a c te r iu m  

tu b e rc u lo s is  c o m p l e x :  М. tu b e rc u lo s is , М. b ov is , М . b o v is  B C G ;
-  н е т у б е р к у л е з н ы е  м и к о б а к т е р и и :  М. a v iu m , М. c h e lo n a e , 

М. fo rtu itu m , М. g a s tr i, М. g o rd o n a e , М. in tra c e llu la re , М . k a n s a s ii, 
М. m a ria n u m , М. m a rin u m , М . p a ra tu b e rc u io s is , М . p h le i, 
М. s c ro fu la c e u m , М. s m e g m a tis , М. te rra e , М. x e n o p i, 
М. u lce ra n s ]

-  б а к т е р и и ,  п р и н а д л е ж а щ и е  к  д р у г и м  р о д а м  и  с е м е й с т в а м :  
A c in e to b a c te r  b a u m a n n ii, B o rd e te lla  b ro n c h is e p tic a , B o rd e te lla  
p e rtu s s is , C a n d id a  a lb ic a n s , C itro b a c te r  fre u n d ii, C h la m y d o p h ila  
p n e u m o n ia e , C o ry n e b a c te r iu m  d ip h th e ria e . C ry p to c o c c u s  
n e o fo rm a n s . E n te ro c o c c u s  fa e ca lis , E s c h e r ic h ia  co ii, 
H a e m o p h iiu s  in flu e n z a e , K le b s ie lla  p n e u m o n ia e , K le b s ie iia  
o x y to c a , L is te r ia  m o n o c y to g e n e s , M o ra x e lla  (B ra n h a m e lla )  
c a ta rrh a lis , M y c o p ia s m a  p n e u m o n ia e , N e is s e ria  fla va , N e is s e ria  
g o n o rrh o e a e , N e is s e ria  m e n in g it id is , N o c a rd ia  a s te ro id e s , 
N o c a rd ia  b ra s iiie n s is , P a n to e a  a g g io m e ra n s , P ro te u s  m ira b ilis . 
P s e u d o m o n a s  a e ru g in o s a , R h o d o c o c c u s  equ i, S a lm o n e iia  
e n te r it id is , S h ig e lia  fie x n e ri, S h ig e lia  so n n e i. S ta p h y lo c o c c u s  
a u re u s . S ta p h y lo c o c c u s  e p id e rm id is , S ta p h y lo c o c c u s  
s a p ro p h y tic u s . S tre p to c o c c u s  a g a la c tia e . S tre p to c o c c u s  m u ta n s . 
S tre p to c o c c u s  p n e u m o n ia e . S tre p to c o c c u s  p y o g e n e s , Y e rs in ia  
e n te ro c o iit ic a .

П р и  т е с т и р о в а н и и  о б р а з ц о в  Д Н К  в ы ш е п е р е ч и с л е н н ы х  
м и к р о о р г а н и з м о в  и  Д Н К  ч е л о в е к а  н е с п е ц и ф и ч е с к и х  р е а к ц и й  
в ы я в л е н о  н е  б ы л о .

И н ф о р м а ц и я  о б  и н т е р ф е р и р у ю щ и х  в е щ е с т в а х  у к а з а н а  в  
р а з д е л е  « И н т е р ф е р и р у ю щ и е  в е щ е с т в а  и  о г р а н и ч е н и я  п о  
и с п о л ь з о в а н и ю  п р о б  и с с л е д у е м о г о  м а т е р и а л а » .
Повторяемость и воспроизводимость исследования

П о в т о р я е м о с т ь  и  в о с п р о и з в о д и м о с т ь  и с с л е д о в а н и я  б ы л и  
о п р е д е л е н ы  п у т е м  т е с т и р о в а н и я  о т р и ц а т е л ь н ы х  и  и с к у с с т в е н н о  
и н ф и ц и р о в а н н ы х  п о л о ж и т е л ь н ы х  о б р а з ц о в .  П о л о ж и т е л ь н ы е  
о б р а з ц ы  п р е д с т а в л я л и  с о б о й  р а з в е д е н и е  с у с п е н з и и  ш т а м м а  
H 3 7 R a  М. tu b e rc u io s is  и  р а з в е д е н и е  с у с п е н з и и  ш т а м м а  М. b o v is  
B C G .  В  к а ч е с т в е  о т р и ц а т е л ь н о г о  о б р а з ц а  б ы л  и с п о л ь з о в а н  
р е а г е н т  С - .

У с л о в и я  п о в т о р я е м о с т и  в к л ю ч а л и  в  с е б я  т е с т и р о в а н и е  в  
о д н о й  и  т о й  ж е  л а б о р а т о р и и ,  о д н и м  и  т е м  ж е  о п е р а т о р о м ,  с
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и с п о л ь з о в а н и е м  о д н о г о  и  т о г о  ж е  о б о р у д о в а н и я  в  п р е д е л а х  
к о р о т к о г о  п р о м е ж у т к а  в р е м е н и .  У с л о в и я  в о с п р о и з в о д и м о с т и  -  
т е с т и р о в а н и е  в  д в у х  н е з а в и с и м ы х  л а б о р а т о р и я х ,  р а з н ы м и  
о п е р а т о р а м и ,  в  р а з н ы е  д н и ,  н а  р а з л и ч н ы х  п р и б о р а х  и  р а з н ы х  
с е р и й  н а б о р а  р е а г е н т о в .  Р е з у л ь т а т ы  п р е д с т а в л е н ы  в  т а б л .  4 .

Форма
комплекта­

ции
Тип образцов

Искусственно
инфицированы

штаммами

Повторяемость Воспроизводимость
Количество
образцов

Совпадение
результатов,

%

Количество
образцов

Совпадение
результатов,

%

Форма
FRT-96F

Положительные М. b o v is  BCG 22 100 88 100

Положительные М. tu b e rc u lo s is  
H37Ra 20 100 80 100

Отрицательные - 22 100 88 100

Форма
FRT-96L

Положительные М. b o v is  BCG 22 100 88 100

Положительные М. tu b e rc u lo s is  
H37Ra 20 100 80 100

Отрицательные - 22 100 88 100

Форма
FRT-96L-t

Положительные M. b o v is  BCG 22 100 88 100
Положительные M . tu b e rc u lo s is  

H37Ra 20 100 80 100
Отрицательные - 22 100 88 100

ДИАГНОСТИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ
Т а б л и ц а  5

Результаты тестирования набора реагентов

Вид исследуемого 
материала

Выявляемый
патоген

Результаты применения 
AmpliSens® MTBc-diff

Результаты
применения

референтного
метода̂

Положи­
тельных

Отрица­
тельных

Образцы ДНК, 
экстрагированные из 
образцов разных видов 
биологического 
материала, культур 
микроорганизмов, 
выделенных при посеве 
биологического 
материала человека^

М.tuberculosis Всего исследовано 
720 образца

Положи­
тельных 216 0

Отрица­
тельных 0 504

М. bovis Всего исследовано 
720 образцов

Положи­
тельных 162 0

Отрица­
тельных 0 558

М. bovis BCG Всего исследовано 
720 образцов

Положи­
тельных 162 0

Отрица­
тельных 0 558

 ̂ В качестве референтного метода использовался набор реагентов «АмплиСенс® МГС-diff- 
FL» (РУ № ФСР 2012/13301).
 ̂Биологический материал, культуры микроорганизмов, выделенные при посеве 
биологического материала человека, в которых обнаружена или не обнаружена ДНК МТВс с 
помощью наборов реагентов «АмплиСенс® /WrC-FL», Xpert® MTB/RIF.
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Т а б л и ц а  6
Диагностические характеристики набора реагентов

Вид исследуемого 
материала

Выявляемый
патоген

Диагностическая 
чувствительность  ̂
(с доверительной 

вероятностью 95 %)

Диагностическая
специфичность^

(с доверительной 
вероятностью 95 %)

Образцы ДНК, 
экстрагированные из 
образцов разных видов 
биологического материала, 
культур микроорганизмов, 
выделенных при посеве 
биологического материала 
человека

М. tuberculosis 100 (98,31 - 100)% 100 (99,27-100)%

M.bovis 100 (97,75-100)% 100 (99,34-100)%

M.bovis BCG 100 (97,75-100)% 100 (99,34-100) %

МЕРЫ ПРЕДОСТОРОЖНОСТИ
Р а б о т а  д о л ж н а  п р о в о д и т ь с я  в  л а б о р а т о р и и ,  в ы п о л н я ю щ е й  

м о л е к у л я р н о - б и о л о г и ч е с к и е  ( П Ц Р )  и с с л е д о в а н и я
б и о л о г и ч е с к о г о  м а т е р и а л а  н а  н а л и ч и е  в о з б у д и т е л е й  
и н ф е к ц и о н н ы х  б о л е з н е й ,  с  с о б л ю д е н и е м  С а н П и Н  3 . 3 6 8 6 - 2 1  
« С а н и т а р н о - э п и д е м и о л о г и ч е с к и е  т р е б о в а н и я  п о  п р о ф и л а к т и к е  
и н ф е к ц и о н н ы х  б о л е з н е й » ,  С а н П и Н  2 . 1 . 3 6 8 4 - 2 1  « С а н и т а р н о -  
э п и д е м и о л о г и ч е с к и е  т р е б о в а н и я  к  с о д е р ж а н и ю  т е р р и т о р и й  
г о р о д с к и х  и  с е л ь с к и х  п о с е л е н и й ,  к  в о д н ы м  о б ъ е к т а м ,  п и т ь е в о й  
в о д е  и  п и т ь е в о м у  в о д о с н а б ж е н и ю ,  а т м о с ф е р н о м у  в о з д у х у ,  
п о ч в а м ,  ж и л ы м  п о м е щ е н и я м ,  э к с п л у а т а ц и и  п р о и з в о д с т в е н н ы х ,  
о б щ е с т в е н н ы х  п о м е щ е н и й ,  о р г а н и з а ц и и  и  п р о в е д е н и ю  
с а н и т а р н о - п р о т и в о э п и д е м и ч е с к и х  ( п р о ф и л а к т и ч е с к и х )
м е р о п р и я т и й »  и  М У  1 . 3 . 2 5 6 9 - 0 9  « О р г а н и з а ц и я  р а б о т ы  
л а б о р а т о р и й ,  и с п о л ь з у ю щ и х  м е т о д ы  а м п л и ф и к а ц и и  
н у к л е и н о в ы х  к и с л о т  п р и  р а б о т е  с  м а т е р и а л о м ,  с о д е р ж а щ и м  
м и к р о о р г а н и з м ы  I - I V  г р у п п  п а т о г е н н о с т и » .

Н а б о р  р е а г е 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 г о  п р и м е н е н и я  
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  у к а з а н н о г о  к о л и ч е с т в а  п р о б  
( с м .  р а з д е л  « Ф о р м ы  к о м п л е к т а ц и и » ) .

Н а б о р  р е а г е н т о в  г о т о в  к  п р и м е н е н и ю  с о г л а с н о  д а н н о й  
и н с т р у к ц и и .  П р и м е н я т ь  н а б о р  р е а г е н т о в  с т р о г о  п о  н а з н а ч е н и ю .

П р и  р а б о т е  н е о б х о д и м о  в с е г д а  в ы п о л н я т ь  с л е д у ю щ и е  
т р е б о в а н и я :
-  Т е м п е р а т у р а  в  п о м е щ е н и и  л а б о р а т о р и и  д о л ж н а  б ы т ь  о т  2 0  д о

 ̂Относительная чувствительность в сравнении с использованным референтным методом. 
Относительная специфичность в сравнении с использованным референтным методом.
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2 8  ° С ,  о т н о с и т е л ь н а я  в л а ж н о с т ь  о т  1 5  д о  7 5 % .
-  Д о п у с к а т ь  к  р а б о т е  с  н а б о р о м  р е а г е н т о в  т о л ь к о  п е р с о н а л ,  

о б у ч е н н ы й  м е т о д а м  м о л е к у л я р н о й  д и а г н о с т и к и  и  п р а в и л а м  
р а б о т ы  в  к л и н и к о - д и а г н 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 к е .

-  Н е  и с п о л ь з о в а т ь  н а б о р  р е а г е н т о в ,  е с л и  н а р у ш е н а  
в н у т р е н н я я  у п а к о в к а  и л и  в н е ш н и й  в и д  р е а г е н т а  н е  
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 г е н т о в ,  е с л и  н е  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 г л а с н о  и н с т р у к ц и и .

-  Н е  и с п о л ь з о в а т ь  н а б о р  р е а г е н т о в  п о  и с т е ч е н и и  с р о к а  
г о д н о с т и .

-  И с п о л ь з о в а т ь  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 т к и ,  
л а б о р а т о р н ы е  х а л а т ы ,  з а щ и щ а т ь  г л а з а  в о  в р е м я  р а б о т ы  с  
о б р а з ц а м и  и  р е а г е н т а м и .  Т щ а т е л ь н о  в ы м ы т ь  р у к и  п о  
о к о н ч а н и и  р а б о т ы .  В с е  о п е р а ц и и  п р о в о д я т с я  т о л ь к о  в  
п е р ч а т к а х  д л я  и с к л ю ч е н и я  к о н т а к т а  с  о р г а н и з м о м  ч е л о в е к а .

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

П р и  и с п о л ь з о в а н и и  п о  н а з н а ч е н и ю  и  с о б л ю д е н и и  
в ы ш е п е р е ч и с л е н н ы х  м е р  п р е д о с т о р о ж н о с т и  н а б о р  р е а г е н т о в  
б е з о п а с е н .

П р и  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 с к и  в з р ы в а  и  в о з г о р а н и я  о т с у т с т в у ю т .

С в е д е н и я  о  б е з о п а с н о с т и  н а б о р а  р е а г е н т о в  д о с т у п н ы  п о  
з а п р о с у .

СВЕДЕНИЯ ОБ УТИЛИЗАЦИИ
Н е и с п о л ь з о в а н н ы е  р е а г е н т ы ,  р е а г е н т ы  с  и с т е к ш и м  с р о к о м  

г о д н о с т и ,  и с п о л ь з о в а н н ы е  р е а г е н т ы ,  у п а к о в к у ® ,  б и о л о г и ч е с к и й  
м а т е р и а л ,  а  т а к ж е  м а т е р и а л ы ,  и н с т р у м е н т ы  и  п р е д м е т ы ,  
з а г р я з н е н н ы е  б и о л о г и ч е с к и м  м а т е 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  т р е б о в а н и я м и  С а н П и Н  2 . 1 . 3 6 8 4 - 2 1  « С а н и т а р н о -  
э п и д е м и о л о г и ч е с к и е  т р е б о в а н и я  к  с о д е р ж а н и ю  т е р р и т о р и й  
г о р о д с к и х  и  с е л ь с к и х  п о с е л е н и й ,  к  в о д н ы м  о б ъ е к т а м ,  п и т ь е в о й  
в о д е  и  п и т ь е в о м у  в о д о с н а б ж е н и ю ,  а т м о с ф е р н о м у  в о з д у х у ,  *

* Неиспользованные реагенты, реагенты с истекшим сроком годности, использованные 
реагенты, упаковка относятся к классу опасности медицинских отходов Г.
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п о ч в а м ,  ж и л ы м  п о м е щ е н и я м ,  э к с п л у а т а ц и и  п р о и з в о д с т в е н н ы х ,  
о б щ е с т в е н н ы х  п о м е щ е н и й ,  о р г а н и з а ц и и  и  п р о в е д е н и ю  
с а н и т а р н о - п р о т и в о э п и д е м и ч е с к и х  ( п р о ф и л а к т и ч е с к и х )
м е р о п р и я т и й » .
ВНИМАНИЕ! П р и  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  п р о д у к т ы  П Ц Р )  н е д о п у с т и м о  
о т к р ы в а н и е  п р о б и р о к  и  р а з б р ы з г и в а н и е  с о д е р ж и м о г о ,  п о с к о л ь к у  
э т о  м о ж е т  п р и в е с т и  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  з о н ы ,  о б о р у д о в а н и я  и  р е а г е н т о в .

ДОПОЛНИТЕЛЬНЫЕ МАТЕРИАЛЫ И ОБОРУДОВАНИЕ
П е р е ч и с л е н н ы е  н и ж е  д о п о л н и т е л ь н ы е  м а т е р и а л ы  и  

о б о р у д о в а н и е ,  о т н о с я щ и е с я  к  к а т е г о р и и  м е д и ц и н с к и х  и з д е л и й  и  
з а р е г и с т р и р о в а н н ы е  н а  т е р р и т о р и и  Р о с с и й с к о й  Ф е д е р а ц и и  и л и  
Е в р а з и й с к о г о  э к о н о м и ч е с к о г о  с о ю з а ,  н е  и м е ю т  о г р а н и ч е н и й  п о  
с о в м е с т н о м у  и с п о л ь з о в а н и ю  с  д а н н ы м  н а б о р о м  р е а г е н т о в ,  
к р о м е  п о з и ц и й ,  д л я  к о т о р ы х  у к а з а н ы  к о н к р е т н ы е  п р и м е р ы .  
Взятие исследуемого материала
Д л я  м о к р о т ы ,  П В Б  ( Б А Л ) ,  м о ч и ,  п л е в р а л ь н о й  ж и д к о с т и ,  
а с ц и т и ч е с к о й  ж и д к о с т и ,  с п и н н о м о з г о в о й  ж и д к о с т и  ( л и к в о р а ) ,  
ф е к а л и й ,  с о д е р ж и м о г о  н е к р о т и ч е с к о г о  х а р а к т е р а  и з  р а з л и ч н ы х  
о р г а н о в  и  т к а н е й :
1 . С т е р и л ь н ы й  п л а с т и к о в ы й  к о н т е й н е р  о б ъ е м о м  н е  м е н е е  2 0  м л  

и  д и а м е т р о м  о т в е р с т и я  н е  м е н е е  3 5  м м  д л я  в з я т и я ,  х р а н е н и я  
и  т р а н с п о р т и р о в к и  б и о л о г и ч е с к и х  о б р а з ц о в .

Д л я  т к а н е в о г о  ( б и о п с и й н о г о ,  о п е р а ц и о н н о г о ,  а у т о п с и й н о г о )  
м а т е р и а л а  в  п а р а ф и н о в ы х  б л о к а х :
2 .  З а б у ф е р е н н ы й  ф о р м а л и н  д л я  ф и к с а ц и и  т к а н е й  и л и  

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

3 .  О д н о р а з о в ы е  с т е р и л ь н ы е  с к а л ь п е л и  и л и  о д н о р а з о в ы е  
с к а р и ф и к а т о р ы .

4 .  О д н о р а з о в ы е  з а в и н ч и в а ю щ и е с я  п о л и п р о п и л е н о в ы е  п р о б и р к и  
о б ъ е м о м  2  м л  с  в и н т о в о й  г о р л о в и н о й ,  с  к о н и ч е с к и м  д н о м  и  
ю б к о й  у с т о й ч и в о с т и  ( с в о б о д н о с т о я щ и е )  с  к р ы ш к а м и ,  
с н а б ж е н н ы м и  у п л о т н я ю щ е й  к о л ь ц е в о й  п р о к л а д к о й  и  п е т л я м и ,  
н е о б х о д и м ы м и  д л я  п р и к р е п л е н и я  к р ы ш к и .
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Д л я  к у л ь т у р  м и к р о о р г а н и з м о в ,  в ы д е л е н н ы х  п р и  п о с е в е  
б и о л о г и ч е с к о г о  м а т е р и а л а  ч е л о в е к а  н а  п и т а т е л ь н ы е  с р е д ы :
5 .  О д н о р а з о в ы е  з а в и н ч и в а ю щ и е с я  п о л и п р о п и л е н о в ы е  п р о б и р к и  

о б ъ е м о м  1 , 5 - 2  м л  с  в и н т о в о й  г о р л о в и н о й ,  к о н и ч е с к и м  д н о м  и  
к р ы ш к а м и ,  с н а б ж е н н ы м и  у п л о т н я ю щ е й  к о л ь ц е в о й  п р о к л а д к о й .

6 .  П а с т е р о в с к а я  п и п е т к а  о б ъ е м о м  н е  м е н е е  3  м л .
7 .  П е т л я  м и к р о б и о л о г и ч е с к а я ,  1 - 1 0  м к л .
8 .  0 , 9  %  р а с т в о р  н а т р и я  х л о р и д а  ( с т е р и л ь н ы й  ф и з и о л о г и ч е с к и й  

р а с т в о р ) .
Д л я  с м ы в о в  с  о б ъ е к т о в  о к р у ж а ю щ е й  с р е д ы :
9 .  0 , 9  %  р а с т в о р  н а т р и я  х л о р и д а  ( с т е р и л ь н ы й  ф и з и о л о г и ч е с к и й  

р а с т в о р )  -  в  с л у ч а е  п о с л е д у ю щ е г о  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  с  э к с т р а к ц и е й  Д Н К .

1 0 .  Р е а г е н т  1 - к р а т н ы й  Т Е - б у ф е р  ( 1 0  м М  Т р и с / Н С 1 ,  1 м М  Э Д Т А ,  
p H  8 , 0 )  -  в  с л у ч а е  п о с л е д у ю щ е г о  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  б е з  э к с т р а к ц и и  Д Н К .

1 1  . О д н о р а з о в ы е  т а м п о н ы - з о н д ы  д л я  в з я т и я  с м ы в о в .
1 2 . 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 л о т н о  з а к р ы в а ю щ и е с я  

п р о б и р к и  о б ъ е м о м  1 , 5 - 2 , 0  м л .
1 3 . О д н о р а з о в ы е  н а к о н е ч н и к и  д л я  д о з а т о р о в  п е р е м е н н о г о  

о б ъ е м а  с  ф и л ь т р о м  д о  2 0 0  и  1 0 0 0  м к л .
1 4 .  Ш т а т и в ы  д л я  п р о б и р о к  о б ъ е м о м  1 , 5 - 2 , 0  м л .
Предварительная подготовка исследуемого материала
Д л я  м о к р о т ы ,  П В Б  ( Б А Л ) ,  м о ч и ,  п л е в р а л ь н о й  ж и д к о с т и ,  
а с ц и т и ч е с к о й  ж и д к о с т и ,  с п и н н о м о з г о в о й  ж и д к о с т и  ( л и к в о р а ) ,  
ф е к а л и й ,  с о д е р ж и м о г о  н е к р о т и ч е с к о г о  х а р а к т е р а  и з  р а з л и ч н ы х  
о р г а н о в  и  т к а н е й :
1 5 .  Р е а г е н т  « М У К О Л И З И Н »  ( Р У  №  Ф С Р  2 0 1 1 / 1 2 0 8 2 )  д л я  

п р е д в а р и т е л ь н о й  о б р а б о т к и  м о к р о т ы  и  д р у г и х  о б р а з ц о в  с о  
с л и з ь ю  -  в  с л у ч а е  п о с л е д у ю щ е г о  п р о в е д е н и я  т о л ь к о  П Ц Р -  
и с с л е д о в а н и я .

1 6 .  Р е а г е н т  д л я  п р о б о п о д г о т о в к и  и  д е к о н т а м и н а ц и и  м о к р о т ы  
( B B L  М у с о р г е р  K i t )  N A L C / N a O H  B D  B B L ™  M G I T ™  ( B e c t o n  
D i c k i n s o n  a n d  C o m p a n y  ( « Б е к т о н  Д и к и н с о н  э н д  К о м п а н и » ) ,  
С Ш А )  ( Р У  №  Ф С З  2 0 0 9 / 0 4 4 0 3 )  и л и  1 0 %  в о д н ы й  р а с т в о р  
т р е х з а м е щ е н н о г о  ф о с ф о р н о к и с л о г о  н а т р и я  ( Ы а з Р 04)  -  в  
с л у ч а е  п о с л е д у ю щ е г о  п р о в е д е н и я  к о м п л е к с н о г о  
м и к р о б и о л о г и ч е с к о г о  и  П Ц Р - и с с л е д о в а н и я .

1 7 .  П р о б и р к и  с  в и н т о в о й  г о р л о в и н н о й  к р ы ш к о й  о б ъ е м о м  1 5  м л .
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1 8 .  П а с т е р о в с к а я  п и п е т к а  о б ъ е м о м  н е  м е н е е  3  м л .
1 9 .  Ц е н т р и ф у г а  м е д и ц и н с к а я  л а б о р а т о р н а я  с  р о т о р о м  д л я  

п р о б и р о к  о б ъ е м о м  1 5  м л .

Д л я  т к а н е в о г о  ( б и о п с и й н о г о ,  о п е р а ц и о н н о г о ,  а у т о п с и й н о г о )
м а т е р и а л а  в  п а р а ф и н о в ы х  б л о к а х :
2 0 .  Т е р м о ш е й к е р  д л я  м и к р о п р о б и р о к  и  П Ц Р - п л а н ш е т о в .
2 1 . 0 - К с и л о л  х и м и ч е с к и  ч и с т ы й  ( х ч )  и л и  п р о м ы ш л е н н о

п р о и з в о д и м ы й  д е п а р а ф и н и з и р у ю щ и й  р е а г е н т .
2 2 . 9 6 %  р а с т в о р  э т а н о л а ,  7 0 %  р а с т в о р  э т а н о л а .
Д л я  к у л ь т у р  м и к р о о р г а н и з м о в ,  в ы д е л е н н ы х  п р и  п о с е в е
б и о л о г и ч е с к о г о  м а т е р и а л а  ч е л о в е к а  н а  п л о т н ы е  п и т а т е л ь н ы е
с р е д ы :
2 3 .  В о р т е к с  д л я  п о д г о т о в к и  с у с п е н з и и  к у л ь т у р ы .
2 4 .  О п т и ч е с к и й  о т р а с л е в о й  с т а н д а р т  м у т н о с т и  ( О С О  м у т н о с т и )  и л и  

С т а н д а р т  м у т н о с т и  M c F a r l a n d .
2 5 .  П у с т ы е  п р о б и р к и ,  д и а м е т р ,  т о л щ и н а  с т е н о к  и  ц в е т  с т е к л а  

к о т о р ы х  т о ч н о  с о о т в е т с т в у ю т  п р о б и р к а м - э т а л о н а м  
и с п о л ь з у е м о г о  с т а н д а р т а  м у т н о с т и .

О б щ и е  м а т е р и а л ы  и  о б о р у д о в а н и е :
2 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  п л о т н о  з а к р ы в а ю щ и е с я  

п р о б и р к и  н а  1 , 5  м л .
2 7 .  Ц е н т р и ф у г а  д л я  п р о б и р о к  т и п а  « Э п п е н д о р ф »  с  

м а к с и м а л ь н о й  с к о р о с т ь ю  ц е н т р и ф у г и р о в а н и я  н е  м е н е е  
1 2  т ы с .  д .

2 8 .  Л а м и н а р н ы й  б о к с  к л а с с  б и о л о г и ч е с к о й  б е з о п а с н о с т и  II т и п  А .
2 9 .  Т е р м о с т а т  д л я  п р о б и р о к  т и п а  « Э п п е н д о р ф »  о т  2 5  д о  1 0 0  ° С .
3 0 .  В а к у у м н ы й  о т с а с ы в а т е л ь  м е д и ц и н с к и 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 .
3 1  . О д н о р а з о в ы е  н а к о н е ч н и к и  д л я  д о з а т о р о в  п е р е м е н н о г о  

о б ъ е м а  с  ф и л ь т р о м  д о  1 0 0 ,  д о  2 0 0  и  д о  1 0 0 0  м к л .
3 2 .  Ш т а т и в ы  д л я  п р о б и р о к  о б ъ е м о м  1 , 5  м л .
3 3 .  В о р т е к с .
3 4 .  А в т о м а т и ч е с к и е  д о з а т о р ы  п е р е м е н н о г о  о б ъ е м а .
3 5 .  Х о л о д и л ь н и к  о т  2  д о  8  ° С  с  м о р о з и л ь н о й  к а м е р о й  о т  м и н у с  2 4  

д о  м и н у с  1 6  ° С .
3 6 . О т д е л ь н ы й  х а л а т ,  ш а п о ч к а ,  о б у в ь  и  о д н о р а з о в ы е  п е р ч а т к и .
3 7 . О д н о р а з о в ы е  п л а с т и к о в ы е  к о н т е й н е р ы  д л я  с б р о с а  и  

и н а к т и в а ц и и  м а т е р и а л о в .
Экстракция ДНК из исследуемых образцов
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3 8 .  К о м п л е к т  р е а г е н т о в  д л я  э к с т р а к ц и и  Д Н К  « Р И Б О - п р е п »  
( Р У  №  Ф С Р  2 0 0 8 / 0 3 1 4 7 ) ,  « М А Г Н О - с о р б »  ( Р У  №  Ф С Р  
2 0 1 0 / 0 7 2 6 5 ) .

3 9 .  Д о п о л н и т е л ь н ы е  м а т е р и а л ы  и  о б о р у д о в а н и е  д л я  э к с т р а к ц и и  
Д Н К  -  с о г л а с н о  и н с т р у к ц и и  к  к о м п л е к т у  р е а г е н т о в  д л я  
э к с т р а к ц и и  Д Н К .

П р и  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 т а н ц и й  д л я  э к с т р а к ц и и  
н у к л е и н о в ы х  к и с л о т :
4 0 .  А в т о м а т и ч е с к а я  с т а н ц и я  д л я  э к с т р а к ц и и  Н К  ( н а п р и м е р ,  

K i n g F i s h e r  F l e x  ( T h e r m o  F i s h e r  S c i e n t i f i c  O y  ( « Т е р м о  Ф и ш е р  
С а й е н т и ф и к  О й » ) ,  Ф и н л я н д и я  ( Р У  №  Ф С З  2 0 0 9 / 0 5 5 6 2 ) ) ,  A u t o -  
P u r e  9 6  ( H a n g z h o u  A l l s h e n g  I n s t r u m e n t s  С о . ,  L t d .  ( О О О  
« Х а н ч ж о у с к а я  к о м п а н и я  и н с т р у м е н т о в  А о ш э н » ) ,  К и т а й  ( Р У  №  
Р З Н  2 0 2 2 / 1 6 4 3 0 ) ) ) .

4 1 .  К о м п л е к т  р е а г е н т о в  д л я  э к с т р а к ц и и  Р Н К / Д Н К  н а  
а в т о м а т и ч е с к о й  с т а н ц и и  « о т к р ы т о г о  т и п а »  ( н а п р и м е р ,  
« М А Г Н О - с о р б »  ( Р У  №  Ф С Р  2 0 1 0 / 0 7 2 6 5 ) ) .

4 2 .  Н а б о р  н е о б х о д и м ы х  р а с х о д н ы х  м а т е р и а л о в  к  и с п о л ь з у е м о й  
а в т о м а т и ч е с к о й  с т а н ц и и  в  с о о т в е т с т в и и  с  р е к о м е н д а ц и я м и  
п р о и з в о д и т е л я .

Амплификация с гибридизационно-флуоресцентной 
детекцией продуктов амплификации
4 3 . 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 к и  п р и  р а б о т е  с  

ф о р м о й  F R T - 9 6 F :
а )  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 к р ы в а ю щ и е с я  п р о б и р к и  

о б ъ е м о м  1 , 5  м л  д л я  п р и г о т о в л е н и я  р е а к ц и о н н о й  с м е с и ;
б )  т о н к о с т е н н ы е  п р о б и р к и  д л я  П Ц Р  о б ъ е м о м  0 , 2  м л  с  

в ы п у к л о й  и л и  п л о с к о й  о п т и ч е с к и  п р о з р а ч н о й  к р ы ш к о й  и л и  
п р о б и р к и  о б ъ е м о м  0 , 2  м л  в  с т р и п а х  п о  8  ш т .  с  
п р о з р а ч н ы м и  к р ы ш к а м и ,  и л и  9 6 - л у н о ч н ы е  
п о л и п р о п и л е н о в ы е  п л а н ш е т ы  д л я  П Ц Р  -  п р и  
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 г о  т и п а ;

в )  т о н к о с т е н н ы е  п р о б и р к и  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 к о й  и л и  п р о б и р к и  д л я  П Ц Р  к  R o t o r - G e n e  
о б ъ е м о м  0 ,1  м л  в  с т р и п а х  п о  4  ш т .  с  к р ы ш к а м и  — п р и  
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 г о  т и п а .

4 4 .  О д н о р а з о в ы е  н а к о н е ч н и к и  д л я  д о з а т о р о в  п е р е м е н н о г о  
о б ъ е м а  с  ф и л ь т р о м  д о  2 0 0  и  д о  1 0 0 0  м к л .

4 5 .  Ш т а т и в ы  д л я  п р о б и р о к  о б ъ е м о м  0 , 2  м л  и л и  0 ,1  м л .
4 6 .  Ш т а т и в ы  д л я  п р о б и р о к  о б ъ е м о м  1 , 5  м л .
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4 7 .  Б о к с  а б а к т е р и а л ь н о й  в о з д у ш н о й  с р е д ы  ( П Ц Р - б о к с ) .
4 8 .  Ц е н т р и ф у г а  д л я  п р о б и р о к  т и п а  « Э п п е н д о р ф »  с  

м а к с и м а л ь н о й  с к о р о с т ь ю  ц е н т р и ф у г и р о в а н и я  н е  м е н е е  
1 2  т ы с .  д .

4 9 .  В о р т е к с .
5 0 .  С п е ц и а л ь н ы е  н а с а д к и  н а  в о р т е к с  д л я  о с а ж д е н и я  к а п е л ь  

с м е с и  в  с т р и п а х  п е р е д  п о с т а н о в к о й  в  а м п л и ф и к а т о р  
п л а н ш е т н о г о  т и п а .

5 1  . А в т о м а т и ч е с к и е  д о з а т о р ы  п е р е м е н н о г о  о б ъ е м а .
5 2 .  П р о г р а м м и р у е м ы й  а м п л и ф и к а т о р  с  с и с т е м о й  д е т е к ц и и  

ф л у о р е с ц е н т н о г о  с и г н а л а  в  р е ж и м е  « р е а л ь н о г о  в р е м е н и » .  
Н а п р и м е р ,  R o t o r - G e n e  3 0 0 0 / 6 0 0 0  ( C o r b e t t  R e s e a r c h ,  
А в с т р а л и я ) ,  R o t o r - G e n e  Q  ( Q I A G E N  G m b H  ( « К и а г е н  Г м б Х » ) ,  
Г е р м а н и я  ( Р У  №  Ф С З  2 0 1 0 / 0 7 5 9 5 ) ) ,  « Д Т - 9 б » / « Д Т п р а й м »  ( О О О  
« Н П О  Д Н К - Т е х н о л о г и я » ,  Р о с с и я  ( Р У  №  Ф С Р  2 0 0 7 / 0 1 2 5 0 ,  Р У  
№  Ф С Р  2 0 1 1 / 1 0 2 2 9 ) ) ,  C F X 9 6  ( B i o - R a d  L a b o r a t o r i e s ,  I n c .  ( « Б и о -  
Р а д  Л а б о р а т о р и з ,  И н к . » ) ,  С Ш А  ( Р У  №  Ф С З  2 0 0 8 / 0 3 3 9 9 ) ) .

5 3 .  Х о л о д и л ь н и к  о т  2  д о  8  ° С  с  м о р о з и л ь н о й  к а м е р о й  о т  м и н у с  2 4  
д о  м и н у с  1 6 °  С  ( о т д е л ь н о  д л я  р е а г е н т о в  и  д л я  п р о б  Д Н К ) .

5 4 . О т д е л ь н ы й  х а л а т ,  ш а п о ч к а ,  о б у в ь  и  о д н о р а з о в ы е  п е р ч а т к и .
5 5 . О д н о р а з о в ы е  н а р у к а в н и к и .
5 6 .  Е м к о с т ь  д л я  с б р о с а  н а к о н е ч н и к о в .
5 7 .  П О  д л я  з а п у с к а  а м п л и ф и к а ц и и  и  а в т о м а т и ч е с к о й  о б р а б о т к и  

р е з у л ь т а т о в  A m p l i S e n s ®  R e a l T i m e  S o f t  ( П О  A R T S )  в е р с и и  
1 . 0 . 0  и л и  в ы ш е ,  к о т о р о е  р а с п о л а г а е т с я  н а  с а й т е  
w w w . a m p l i s e n s . r u .

ВЗЯТИЕ, ТРАНСПОРТИРОВАНИЕ И ХРАНЕНИЕ
ИССЛЕДУЕМОГО МАТЕРИАЛА

М а т е р и а л о м  д л я  и с с л е д о в а н и я  с л у ж а т :
-  м о к р о т а ,
-  П В Б  ( Б А Л ) ,
-  м о ч а ,
-  п л е в р а л ь н а я  ж и д к о с т ь ,
-  а с ц и т и ч е с к а я  ж и д к о с т ь ,
-  с п и н н о м о з г о в а я  ж и д к о с т ь  ( л и к в о р ) ,
-  ф е к а л и и ,
-  ж и д к о е  и л и  п л о т н о е  с о д е р ж и м о е  н е к р о т и ч е с к о г о  х а р а к т е р а  

и з  р а з л и ч н ы х  о р г а н о в  и  т к а н е й  ( г н о й ,  о т д е л я е м о е  и з  р а н ы  и л и  
с в и щ а ,  н е к р о т и ч е с к и е  и л и  к а з е о з н ы е  м а с с ы ,  с о д е р ж и м о е
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с в и щ а ,  т у б е р к у л е м ы ,  к а в е р н ы ,  д е т р и т  и  д р . ) ,
-  т к а н е в о й  ( б и о п с и й н ы й ,  о п е р а ц и о н н ы й ,  а у т о п с и й н ы й )  

м а т е р и а л  в  п а р а ф и н о в ы х  б л о к а х ,
-  к у л ь т у р ы  м и к р о о р г а н и з м о в ,
-  с м ы в ы  с  о б ъ е к т о в  о к р у ж а ю щ е й  с р е д ы .
М о к р о т а .  П В Б  ( Б А Л ) ,  м о ч а ,  п л е в р а л ь н а я  ж и д к о с т ь ,  а с ц и т и ч е с к а я  
ж и д к о с т ь ,  с п и н н о м о з г о в а я  ж и д к о с т ь  ( л и к в о р ) ,  ф е к а л и и ,  ж и д к о е  
и л и  п л о т н о е  с о д е р ж и м о е  н е к р о т и ч е с к о г о  х а р а к т е р а  и з  
р а з л и ч н ы х  о р г а н о в  и  т к а н е й ,  к у л ь т у р ы  м и к р о о р г а н и з м о в ,  
в ы д е л е н н ы е  п р и  п о с е в е  б и о л о г и ч е с к о г о  м а т е р и а л а  ч е л о в е к а  н а  
ж и д к и е  и л и  п л о т н ы е  п и т а т е л ь н ы е  с р е д ы ,  а д а п т и р о в а н н ы е  д л я  
р о с т а  м и к о б а к т е р и й ,  с о б и р а ю т с я ,  т р а н с п о р т и р у ю т с я  и  х р а н я т с я  
с о г л а с н о  П р и к а з у  М 3  Р Ф  №  1 0 9  о т  2 1 . 0 3 . 2 0 0 3  г .  « О  
с о в е р ш е н с т в о в а н и и  п р о т и в о т у б е р к у л е з н ы х  м е р о п р и я т и й  в  Р Ф »  
к а к  д л я  п р о в е д е н и я  к о м п л е к с н о г о  м и к р о б и о л о г и ч е с к о г о  
и с с л е д о в а н и я ,  в к л ю ч а я  П Ц Р ,  о с у щ е с т в л я е м о г о  в  
с п е ц и а л и з и р о в а н н ы х  м е д и ц и н с к и х  о р г а н и з а ц и я х  п о  п р о ф и л ю  
« ф т и з и а т р и я » ,  т а к  и  д л я  П Ц Р - и с с л е д о в а н и я ,  п р о в о д и м о г о  в  
л а б о р а т о р и я х  д р у г о г о  п р о ф и л я .
Т к а н е в о й  ( б и о п с и й н ы й ,  о п е р а ц и о н н ы й ,  а у т о п с и й н ы й )  м а т е р и а л  
о т б и р а е т с я ,  т р а н с п о р т и р у е т с я  и  х р а н и т с я  д л я  п р о в е д е н и я  
м о л е к у л я р н о - б и о л о г и ч е с к и х  и с с л е д о в а н и й  с о г л а с н о  П р и к а з у  М 3  
Р Ф  № 1 7 9 н  о т  2 4 . 0 3 . 2 0 1 6  г .  « О  п р а в и л а х  п р о в е д е н и я  п а т о л о г о ­
а н а т о м и ч е с к и х  и с с л е д о в а н и й » .
ВНИМАНИЕ! Н е д о п у с т и м о  и с п о л ь з о в а т ь  к и с л ы й  ф о р м а л и н  д л я  
ф и к с а ц и и  т к а н е в о г о  м а т е р и а л а .

И з  п а р а ф и н о в о г о  б л о к а  л а б о р а н т о м - г и с т о л о г о м  с  п о м о щ ь ю  
о д н о р а з о в о г о  с к а л ь п е л я  и л и  с к а р и ф и к а т о р а  и з в л е к а е т с я  
ф р а г м е н т  т к а н и  р а з м е р о м  2 - 3  м м ^ ( б е з  у ч е т а  о б ъ е м а  п а р а ф и н а ) ,  
н а м е ч е н н ы й  д л я  и с с л е д о в а н и я  в р а ч о м - п а т о л о г о а н а т о м о м  н а  
г о т о в о м  г и с т о л о г и ч е с к о м  п р е п а р а т е  н а  с т е к л е ,  и  п е р е н о с и т с я  в  
о д н о р а з о в у ю  з а в и н ч и в а ю щ у ю с я  п о л и п р о п и л е н о в у ю  п р о б и р к у  
о б ъ е м о м  2  м л  с  в и н т о в о й  г о р л о в и н о й  с  к р ы ш к о й ,  с н а б ж е н н о й  
у п л о т н я ю щ е й  к о л ь ц е в о й  п р о к л а д к о й  и  п е т л е й ,  н е о б х о д и м о й  д л я  
п р и к р е п л е н и я  к р ы ш к и .

Д л я  к о н т р о л я  к р о с с - к о н т а м и н а ц и и  н а  э т а п е  г и с т о л о г и ч е с к о й  
п р о в о д к и  р е к о м е н д у е т с я  д о п о л н и т е л ь н о  и с с л е д о в а т ь  ф р а г м е н т  
п а р а ф и н а  б е з  т к а н и  и з  т о г о  ж е  п а р а ф и н о в о г о  б л о к а .
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ВНИМАНИЕ! Н е д о п у с т и м о  п о в т о р н о  и с п о л ь з о в а т ь  с к а л ь п е л и  
и л и  с к а р и ф и к а т о р ы  п р и  р а б о т е  с  п а р а ф и н о в ы м и  б л о к а м и  -  э т о  
м о ж е т  п р и в е с т и  к  п е р е к р е с т н о й  к о н т а м и н а ц и и  и с с л е д у е м ы м  
б и о л о г и ч е с к и м  м а т е р и а л о м  и ,  к а к  с л е д с т в и е ,  п о л у ч е н и ю  
л о ж н о п о л о ж и т е л ь н ы х  р е з у л ь т а т о в .

Д о п у с к а е т с я  т р а н с п о р т и р о в а н и е  и  х р а н е н и е  ф р а г м е н т о в  
п а р а ф и н о в ы х  б л о к о в  д о  п р о в е д е н и я  п р е д о б р а б о т к и  п р и  
т е м п е р а т у р е  о т  1 8  д о  2 5  ° С  -  д л и т е л ь н о ,  н е  д о п у с к а я  и х  
п л а в л е н и я .
С м ы в ы  с  о б ъ е к т о в  о к р у ж а ю щ е й  с р е д ы

Д л я  к о н т р о л я  к о н т а м и н а ц и и  Д Н К  М Т В с  р е к о м е н д у е т с я  
п р о в о д и т ь  в з я т и е  с м ы в о в  с  б р о н х о с к о п о в ,  п о д г о т о в л е н н ы х  д л я  
п р о в е д е н и я  п р о ц е д у р ы  б р о н х о с к о п и и .  С  э т о й  ц е л ь ю  о д н и м  
м и л л и л и т р о м  с т е р и л ь н о г о  ф и з и о л о г и ч е с к о г о  р а с т в о р а  
п р о м ы в а ю т  к а н а л  и  ш л а н г  а п п а р а т а .  П о л у ч е н н ы й  с м ы в  
п е р е н о с я т  в  п р о б и р к у  о б ъ е м о м  1 , 5 - 2 , 0  м л  д л я  п р о в е д е н и я  
ц е н т р и ф у г и р о в а н и я  п р и  1 0  т ы с  g  ( н а п р и м е р ,  1 2  т ы с  о б / м и н  д л я  
м и к р о ц е н т р и ф у г и  т и п а  « Э п п е н д о р ф » )  в  т е ч е н и е  1 5  м и н .  
А к к у р а т н о  у д а л я ю т  н а д о с а д о ч н у ю  ж и д к о с т ь  с  п о м о щ ь ю  
в а к у у м н о г о  о т с а с ы в а т е л я ,  о с т а в л я я  1 0 0  м к л  о б р а з ц а .  Д л я  
э к с т р а к ц и и  Д Н К  и с п о л ь з у ю т  1 0 0  м к л  н а д о с а д о ч н о й  ж и д к о с т и  с  
о с а д к о м .

Д л я  а н а л и з а  с м ы в о в  с  о б ъ е к т о в  о к р у ж а ю щ е й  с р е д ы  в о з м о ж н ы  
д в а  в а р и а н т а  -  в з я т и е  с м ы в о в  с т е р и л ь н ы м  ф и з и о л о г и ч е с к и м  
р а с т в о р о м  с  п о с л е д у ю щ е й  э к с т р а к ц и е й  Д Н К  и л и  в з я т и е  с м ы в о в  
с  и с п о л ь з о в а н и е м  Т Е - б у ф е р а  и  п р о в е д е н и е  н е п о с р е д с т в е н н о  
П Ц Р  б е з  э к с т р а к ц и и  Д Н К .  П р и  в ы б о р е  в а р и а н т а  а н а л и з а  
н е о б х о д и м о  р у к о в о д с т в о в а т ь с я  с т е п е н ь ю  ч и с т о т ы  
п о в е р х н о с т е й .
ВНИМАНИЕ! В а р и а н т  а н а л и з а  с м ы в о в  б е з  э к с т р а к ц и и  Д Н К  
д о п у с к а е т с я  п р и  к о н т р о л е  ч и с т о т ы  р а б о ч и х  м е с т  в  л а б о р а т о р и и  
и л и  д л я  к о н т р о л я  к а ч е с т в а  п р о в е д е н н о й  д е з и н ф е к ц и и ,  в  
о с т а л ь н ы х  с л у ч а я х  н у ж н о  и с п о л ь з о в а т ь  в а р и а н т  с  э к с т р а к ц и е й  
Д Н К !

П р и  л ю б о м  в а р и а н т е  а н а л и з а  п р е д в а р и т е л ь н о  
п о д г о т а в л и в а ю т  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 к и  
о б ъ е м о м  1 , 5 - 2 , о  м л ,  в  к о т о р ы е  в н о с я т  п о  3 0 0  м к л  с т е р и л ь н о г о  
ф и з и о л о г и ч е с к о г о  р а с т в о р а  и л и  Т Е - б у ф е р а ,  с о о т в е т с т в е н н о .  
О д н о р а з о в ы е  т а м п о н ы - з о н д ы  с м а ч и в а ю т  в  ф и з и о л о г и ч е с к о м
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р а с т в о р е  и л и  Т Е - б у ф е р е  и  з а т е м  б е р у т  с м ы в ы  с  п о в е р х н о с т и  
п л о щ а д ь ю  5 - 1 0  с м ^ .

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

Д л я  а н а л и з а  и с п о л ь з у ю т  1 0 0 / 2 0 0  м к л  о б р а з ц а  п р и  п р о в е д е н и и  
П Ц Р - и с с л е д о в а н и я  с  э к с т р а к ц и е й  Д Н К .

П р и  п р о в е д е н и и  П Ц Р - и с с л е д о в а н и я  б е з  э к с т р а к ц и и  Д Н К  
и с п о л ь з у ю т  1 0  м к л  о б р а з ц а  ( п р и  п р о в е д е н и и  а м п л и ф и к а ц и и  с  
и с п о л ь з о в а н и е м  ф о р м ы  F R T - 9 6 F )  и  2 5  м к л  о б р а з ц а  ( п р и  
п р о в е д е н и и  а м п л и ф и к а ц и и  с  и с п о л ь з о в а н и е м  ф о р м  F R T - 9 6 L  и  
F R T - 9 6 L - t ) .

Д о п у с к а е т с я  т р а н с п о р т и р о в а н и е  и  х р а н е н и е  с м ы в о в  с  
о б ъ е к т о в  о к р у ж а ю щ е й  с р е д ы  д о  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 :
-  п р и  т е м п е р а т у р е  о т  1 8  д о  2 5  ° С  -  н е  б о л е е  2  с у т о к ;
-  п р и  т е м п е р а т у р е  о т  2  д о  8  ° С  -  н е  б о л е е  1 н е д е л и ;
-  п р и  т е м п е р а т у р е  о т  м и н у с  2 4  д о  м и н у с  1 6  ° С  -  в  т е ч е н и е  г о д а .  

Д о п у с к а е т с я  д в у к р а т н о е  з а м о р а ж и в а н и е - о т т а и в а н и е
м а т е р и а л а .

ПОДГОТОВКА ИССЛЕДУЕМОГО МАТЕРИАЛА К 
ЭКСТРАКЦИИ ДНК
ВНИМАНИЕ! З а п р е щ е н о  п е р е л и в а т ь  п о т е н ц и а л ь н о  
и н ф и ц и р о в а н н ы й  м а т е р и а л  ч е р е з  к р а й  к о н т е й н е р а  ( п р о б и р к и ) .

В  м е д и ц и н с к о й  о р г а н и з а ц и и  п о  п р о ф и л ю  « ф т и з и а т р и я »  д л я  
о б р а з ц о в  МОКРОТЫ, П В Б  ( Б А Л ) ,  м о ч и ,  л л е в р а л ь н о й  ж и д к о с т и ,  
а с ц и т и ч е с к о й  ж и д к о с т и ,  с п и н н о м о з г о в о й  ж и д к о с т и  ( л и к в о р а ) ,  
ф е к а л и й ,  ж и д к о г о  и л и  л л о т н о г о  с о д е р ж и м о г о  н е к р о т и ч е с к о г о  
х а р а к т е р а  и з  р а з л и ч н ы х  о р г а н о в  и  т к а н е й  л р о в о д и т с я  
у н и ф и ц и р о в а н н а я  п р е д в а р и т е л ь н а я  л о д г о т о в к а  д л я  
м и к р о б и о л о г и ч е с к и х  и с с л е д о в а н и й  с о г л а с н о  П р и к а з у  М 3  Р Ф  
№  1 0 9  о т  2 1 . 0 3 . 2 0 0 3  г .  « О  с о в е р ш е н с т в о в а н и и
п р о т и в о т у б е р к у л е з н ы х  м е р о п р и я т и й  в  Р Ф » .

Предобработанные осадки о б р а з ц о в  с  н а д о с а д о ч н о й  
ж и д к о с т ь ю  д е л я т  н а  а л и к в о т ы  в  о б ъ е м а х ,  т р е б у е м ы х  д л я  
п р о в е д е н и я  м и к р о с к о п и ч е с к о г о ,  к у л ь т у р а л ь н о г о  и  м о л е к у л я р н о -
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б и о л о г и ч е с к о г о  и с с л е д о в а н и й .  П р и  в з я т и и  а л и к в о т ы  д л я  
м о л е к у л я р н о - б и о л о г и ч е с к о г о  и с с л е д о в а н и я  с л е д у е т  
п р е д у с м о т р е т ь  н е о б х о д и м о с т ь  п о в т о р н о г о  а н а л и з а ,  д л я  э т о г о  
б е р у т  н е  м е н е е  ч е м  т р о й н о й  о б ъ е м  о б р а з ц а .

Д л я  э к с т р а к ц и и  Д Н К  в  п р о б и р к и  о б ъ е м о м  1 , 5 - 2 , 0  м л  о т б и р а ю т :
-  1 0 0  м к л  ( п р и  э к с т р а к ц и и  с  п о м о щ ь ю  к о м п л е к т а  р е а г е н т о в

« Р И Б О - п р е п » )  /  2 0 0  м к л  ( п р и  э к с т р а к ц и и  с  п о м о щ ь ю  
к о м п л е к т а  р е а г е н т о в  « М А Г Н О - с о р б » )  и з
р е с у с п е н д и р о в а н н ы х  о б р а з ц о в  м о к р о т ы ,  м о ч и  и  с о д е р ж и м о г о  
н е к р о т и ч е с к о г о  х а р а к т е р а  и з  р а з л и ч н ы х  о р г а н о в  и  т к а н е й :

-  1 м л  и з  р е с у с п е н д и р о в а н н ы х  о б р а з ц о в  П В Б  ( Б А Л )  и  
с п и н н о м о з г о в о й  ж и д к о с т и  ( л и к в о р а ) :

-  0 , 5  м л  и з  р е с у с п е н д и р о в а н н ы х  о б р а з ц о в  п л е в р а л ь н о й  и  
а с ц и т и ч е с к о й  ж и д к о с т е й ,  ф е к а л и й .

О б р а з ц ы  о б ъ е м о м  0 , 5  и  1 м л  ц е н т р и ф у г и р у ю т  п р и  1 0  т ы с  g  
( н а п р и м е р ,  1 2  т ы с .  о б / м и н  д л я  м и к р о ц е н т р и ф у г и  т и п а  
« Э п п е н д о р ф » )  в  т е ч е н и е  1 5  м и н .  А к к у р а т н о  у д а л я ю т  
н а д о с а д о ч н у ю  ж и д к о с т ь  с  п о м о щ ь ю  в а к у у м н о г о  о т с а с ы в а т е л я ,  
о с т а в л я я  1 0 0  м к л  ( п р и  э к с т р а к ц и и  с  п о м о щ ь ю  к о м п л е к т а  
р е а г е н т о в  « Р И Б О - п р е п » )  /  2 0 0  м к л  ( п р и  э к с т р а к ц и и  с  п о м о щ ь ю  
к о м п л е к т а  р е а г е н т о в  « М А Г Н О - с о р б » )  о б р а з ц а ,  к о т о р ы й  
и с п о л ь з у ю т  д л я  э к с т р а к ц и и  Д Н К .

Культуры  м и к р о о р г а н и з м о в , в ы д е л е н н ы е  п р и  п о с е в е  
б и о л о г и ч е с к о г о  м а т е р и а л а  ч е л о в е к а  н а  плотную п и т а т е л ь н у ю  
с р е д у  ( к о л о н и и ) ,  с н и м а ю т  с  п о в е р х н о с т и  п л о т н о й  п и т а т е л ь н о й  
с р е д ы  о д н о р а з о в о й  б а к т е р и о л о г и ч е с к о й  п е т л е й ,  
р е с у с п е н д и р у ю т  в  0 , 9  %  с т е р и л ь н о м  р а с т в о р е  н а т р и я  х л о р и д а  
( ф и з и о л о г и ч е с к и й  р а с т в о р ) .  В и з у а л ь н о ,  и с п о л ь з у я  с т а н д а р т  
м у т н о с т и ,  и л и  с  п о м о щ ь ю  д е н с и т о м е т р а ,  о п р е д е л я ю т  
к о н ц е н т р а ц и ю  м и к р о о р г а н и з м о в .  Д л я  э к с т р а к ц и и  Д Н К  б е р у т  
5  м к л  с у с п е н з и и ,  д о б а в л я я  9 5  м к л  ( п р и  э к с т р а к ц и и  с  п о м о щ ь ю  
к о м п л е к т а  р е а г е н т о в  « Р И Б О - п р е п » )  / 1 9 5  м к л  ( п р и  э к с т р а к ц и и  с  
п о м о щ ь ю  к о м п л е к т а  р е а г е н т о в  « М А Г Н О - с о р б » )  
ф и зи о л о ги че ско го  раст вора д л я  п о л у ч е н и я  к о н е ч н о й  
к о н ц е н т р а ц и и  н е  б о л е е  5 x 1 0 ®  м . т . / м л .  П р и  и с с л е д о в а н и и  
к у л ь т у р ы ,  в ы д е л е н н о й  п р и  п о с е в е  б и о л о г и ч е с к о г о  м а т е р и а л а  
ч е л о в е к а  н а  жидкую п и т а т е л ь н у ю  с р е д у ,  о т б и р а ю т  а л и к в о т у  
о б ъ е м о м  1 м л  и  ц е н т р и ф у г и р у ю т  1 0  м и н  с  м а к с и м а л ь н о й  
с к о р о с т ь ю  ц е н т р и ф у г и р о в а н и я  н е  м е н е е  1 2  т ы с  g  ( н а п р и м е р ,
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1 3 , 4  т ы с  о б / м и н  д л я  м и к р о ц е н т р и ф у г и  т и п а  « Э п п е н д о р ф » ) ,  
з а т е м  у д а л я ю т  н а д о с а д о ч н у ю  ж и д к о с т ь  с  п о м о щ ь ю  в а к у у м н о г о  
о т с а с ы в а т е л я ,  о с т а в л я я  1 0 0  м к л  ( п р и  э к с т р а к ц и и  с  п о м о щ ь ю  
к о м п л е к т а  р е а г е н т о в  « Р И Б О - п р е п » )  /  2 0 0  м к л  ( п р и  э к с т р а к ц и и  с  
п о м о щ ь ю  к о м п л е к т а  р е а г е н т о в  « М А Г Н О - с о р б » )  о б р а з ц а ,  
к о т о р ы й  и с п о л ь з у ю т  д л я  э к с т р а к ц и и  Д Н К .

Д о п у с к а е т с я  х р а н е н и е  п о д г о т о в л е н н ы х  к у л ь т у р  д о
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 :
-  п р и  т е м п е р а т у р е  о т  2  д о  8  ° С  -  н е  б о л е е  1 н е д е л и ;
-  п р и  т е м п е р а т у р е  о т  м и н у с  2 4  д о  м и н у с  1 6  ° С  -  в  т е ч е н и е  г о д а ;
-  п р и  т е м п е р а т у р е  н е  в ы ш е  м и н у с  6 8  ° С  -  д л и т е л ь н о .

Д о п у с к а е т с я  о д н о к р а т н о е  з а м о р а ж и в а н и е - о т т а и в а н и е
м а т е р и а л а .

Т к а н е в о й  ( б и о п с и й н ы й ,  о п е р а ц и о н н ы й ,  а у т о п с и й н ы й )
м а т е р и а л  в  п а р а ф и н о в ы х  б л о к а х

О т о б р а н н ы е  о б р а з ц ы  т к а н е в о г о  м а т е р и а л а  н е о б х о д и м о  
д е п а р а ф и н и з и р о в а т ь  с  п о м о щ ь ю  р е а г е н т о в ,  п р е д н а з н а ч е н н ы х  
д л я  э т о й  ц е л и ,  н а п р и м е р ,  о р т о к с и л о л а  ( о - к с и л о л а )  х и м и ч е с к и  
ч и с т о г о ,  и л и  а н а л о г и ч н о г о ,  а  з а т е м  о с в о б о д и т ь  о т  к с и л о л а  
с е р и е й  о т м ы в о к  с  п о н и ж а ю щ е й с я  к о н ц е н т р а ц и е й  р а с т в о р о в  
э т а н о л а  ( а н а л о г и ч н о  с т а н д а р т н о й  г и с т о л о г и ч е с к о й  п р о в о д к е ) .

П о р я д о к  д е п а р а ф и н и з а ц и и :
1 . П р о б и р к и  с  ф р а г м е н т а м и  п а р а ф и н о в о г о  б л о к а  п р о г р е т ь  в  

т е р м о с т а т е  п р и  т е м п е р а т у р е  7 5  ° С  в  т е ч е н и е  1 5  м и н .
2 .  П р о ц е н т р и ф у г и р о в а т ь  с о д е р ж и м о е  п р о б и р о к  п р и  1 2  т ы с .  g  

и л и  б о л е е  в  т е ч е н и е  3 0  с  н а  м и к р о ц е н т р и ф у г е .
3 .  Д о б а в и т ь  в  п р о б и р к и  п о  1 м л  к с и л о л а .  П е р е м е ш а т ь  

с о д е р ж и м о е  п р о б и р о к  н а  в о р т е к с е  в  т е ч е н и е  1 0  с .
4 .  О с т а в и т ь  п р о б и р к и  п р и  к о м н а т н о й  т е м п е р а т у р е  ( о т  1 8  д о  

2 5  ° С )  в  т е ч е н и е  1 0  м и н ,  п е р и о д и ч е с к и  в с т р я х и в а я  н а  
в о р т е к с е  ( н е  м е н е е  2  р а з )  и л и  т е р м о ш е й к е р е  д л я  
м и к р о п р о б и р о к .

5 .  П р о ц е н т р и ф у г и р о в а т ь  с о д е р ж и м о е  п р о б и р о к  п р и  1 2  т ы с .  g  
и л и  б о л е е  в  т е ч е н и е  2  м и н  н а  м и к р о ц е н т р и ф у г е .

6 .  О с т о р о ж н о ,  н е  з а х в а т ы в а я  ф р а г м е н т ы  т к а н и ,  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 к у у м н ы й  о т с а с ы в а т е л ь  
и  о т д е л ь н ы й  н а к о н е ч н и к  д л я  к а ж д о й  п р о б ы .
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ВНИМАНИЕ! Ф р а г м е н т  т к а н и ,  н а х о д я щ и й с я  н а  д н е  п р о б и р о к ,  
п р о з р а ч н ы й  и  т р у д н о р а з л и ч и м ы й .  Н е о б х о д и м о  с л е д и т ь ,  
ч т о б ы  н е  у д а л и т ь  е г о  п р и  о т б о р е  с у п е р н а т а н т а .

7 .  П о в т о р и т ь  п .  3 - 6 .
8 .  Д о б а в и т ь  в  п р о б и р к и  1 м л  9 6  %  э т а н о л а .  П е р е м е ш а т ь  

с о д е р ж и м о е  п р о б и р о к  н а  в о р т е к с е  в  т е ч е н и е  1 0  с .
9 .  П р о ц е н т р и ф у г и р о в а т ь  с о д е р ж и м о е  п р о б и р о к  п р и  1 2  т ы с .  g  

и л и  б о л е е  в  т е ч е н и е  2  м и н  н а  м и к р о ц е н т р и ф у г е .
1 0 . О с т о р о ж н о ,  н е  з а х в а т ы в а я  ф р а г м е н т ы  т к а н и ,  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 к у у м н ы й  о т с а с ы в а т е л ь  
и  о т д е л ь н ы й  н а к о н е ч н и к  д л я  к а ж д о й  п р о б ы .

1 1 .  П о в т о р и т ь  в с е  ш а г и  п .  8 - 1 0 .
1 2 .  Д о б а в и т ь  в  п р о б и р к и  1 м л  9 0  %  э т а н о л а .  П е р е м е ш а т ь  

с о д е р ж и м о е  п р о б и р о к  н а  в о р т е к с е  в  т е ч е н и е  1 0  с .
1 3 .  П р о ц е н т р и ф у г и р о в а т ь  с о д е р ж и м о е  п р о б и р о к  п р и  1 2  т ы с .  g  

и л и  б о л е е  в  т е ч е н и е  2  м и н  н а  м и к р о ц е н т р и ф у г е .
1 4 . О с т о р о ж н о ,  н е  з а х в а т ы в а я  ф р а г м е н т ы  т к а н и ,  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 к у у м н ы й  о т с а с ы в а т е л ь  
и  о т д е л ь н ы й  н а к о н е ч н и к  д л я  к а ж д о й  п р о б ы .

1 5 .  Д о б а в и т ь  в  п р о б и р к и  1 м л  7 0  %  э т а н о л а .  П е р е м е ш а т ь  
с о д е р ж и м о е  п р о б и р о к  н а  в о р т е к с е  в  т е ч е н и е  1 0  с .

1 6 .  П р о ц е н т р и ф у г и р о в а т ь  с о д е р ж и м о е  п р о б и р о к  п р и  1 2  т ы с .  g  
и л и  б о л е е  в  т е ч е н и е  2  м и н  н а  м и к р о ц е н т р и ф у г е .

1 7 . О с т о р о ж н о ,  н е  з а х в а т ы в а я  ф р а г м е н т ы  т к а н и ,  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 к у у м н ы й  о т с а с ы в а т е л ь  
и  о т д е л ь н ы й  н а к о н е ч н и к  д л я  к а ж д о й  л р о б ы .

1 8 .  В ы с у ш и т ь  с о д е р ж и м о е ,  о с т а в и в  п р о б и р к и  с  о т к р ы т ы м и  
к р ы ш к а м и  в  ш т а т и в е  в  т е ч е н и е  10 мин. О б р а з е ц  г о т о в  д л я  
п р о в е д е н и я  э т а п а  э к с т р а к ц и и  Н К .

Д л я  э к с т р а к ц и и  в з я т ь  о б р а з е ц  о б р а б о т а н н о й  т к а н и .
В  с л у ч а е  и с п о л ь з о в а н и я  к о м м е р ч е с к и х  р а с т в о р о в  д л я

д е п а р а ф и н и з а ц и и ,  д е й с т в о в а т ь  с о г л а с н о  и н с т р у к ц и и  к  д а н н о м у
р е а к т и в у .

Д о п у с к а е т с я  х р а н е н и е  п р е д о б р а б о т а н н ы х  о б р а з ц о в  т к а н е й
п о с л е  д е п а р а ф и н и з а ц и и  д о  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 :
-  п р и  т е м п е р а т у р е  о т  2  д о  8  ° С  -  н е  б о л е е  1 н е д е л и ;
-  п р и  т е м п е р а т у р е  о т  м и н у с  2 4  д о  м и н у с  1 6  ° С  -  д л и т е л ь н о .

Д о п у с к а е т с я  д в у к р а т н о е  з а м о р а ж и в а н и е - о т т а и в а н и е
м а т е р и а л а .
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Нативный биологический материал
В  м е д и ц и н с к о й  о р г а н и з а ц и и ,  н е  р а б о т а ю щ е й  п о  п р о ф и л ю  

« ф т и з и а т р и я » ,  н о  п р о в о д я щ е й  и с с л е д о в а н и я  н а  т у б е р к у л е з  
с о г л а с н о  П р и к а з у  М 3  Р Ф  №  9 5 1  о т  2 9 . 1 2 . 2 0 1 4  г . ,  и с с л е д у ю т  
н а т и в н ы й  б и о л о г и ч е с к и й  м а т е р и а л .

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

О б р а з ц ы  МОКРОТЫ, П В Б  ( Б А Л ) ,  м о ч и ,  с п и н н о м о з г о в о й  
ж и д к о с т и  ( л и к в о р а )  т р е б у ю т  п р е д в а р и т е л ь н о й  п о д г о т о в к и .
О б р а з ц ы  П В Б  ( Б А Л ) ,  с п и н н о м о з г о в о й  ж и д к о с т и  ( л и к в о р а )

О б р а з ц ы  а к к у р а т н о  п е р е м е ш и в а ю т  в  и с х о д н о й  е м к о с т и  с  
п о м о щ ь ю  п а с т е р о в с к о й  п и п е т к и  и л и  о д н о р а з о в ы м  н а к о н е ч н и к о м  
с  ф и л ь т р о м .  О т б и р а ю т  1 м л  о б р а з ц а  в  п р о б и р к у  о б ъ е м о м  1 , 5 -  
2 , 0  м л  д л я  п р о в е д е н и я  ц е н т р и ф у г и р о в а н и я  п р и  1 0  т ы с .  g  
( н а п р и м е р ,  1 2  т ы с .  о б / м и н  д л я  м и к р о ц е н т р и ф у г и  т и п а  
« Э п п е н д о р ф » )  в  т е ч е н и е  1 5  м и н .  А к к у р а т н о  у д а л я ю т  
н а д о с а д о ч н у ю  ж и д к о с т ь  с  п о м о щ ь ю  в а к у у м н о г о  о т с а с ы в а т е л я ,  
о с т а в л я я  1 0 0  м к л  ( п р и  э к с т р а к ц и и  с  п о м о щ ь ю  к о м п л е к т а  
р е а г е н т о в  « Р И Б О - п р е п » )  /  2 0 0  м к л  ( п р и  э к с т р а к ц и и  с  п о м о щ ь ю  
к о м п л е к т а  р е а г е н т о в  « М А Г Н О - с о р б » )  о б р а з ц а ,  к о т о р ы й  
и с п о л ь з у ю т  д л я  э к с т р а к ц и и  Д Н К .
О б р а з ц ы  М О К Р О Т Ы

М о к р о т а  п о д л е ж и т  о б р а б о т к е  с  ц е л ь ю  с н и ж е н и я  в я з к о с т и  п о  
и н с т р у к ц и и  к  р е а г е н т у  « М У К О Л И З И Н » .  П о д г о т о в л е н н у ю  м о к р о т у  
( 1 0 0  м к л  ( п р и  э к с т р а к ц и и  с  п о м о щ ь ю  к о м п л е к т а  р е а г е н т о в  
« Р И Б О - п р е п » )  /  2 0 0  м к л  ( п р и  э к с т р а к ц и и  с  п о м о щ ь ю  к о м п л е к т а  
р е а г е н т о в  « М А Г Н О - с о р б » ) )  и с п о л ь з у ю т  д л я  э к с т р а к ц и и  Д Н К .
О б р а з ц ы  м о ч и

О б р а з ц ы  а к к у р а т н о  п е р е м е ш и в а ю т  в  и с х о д н о й  е м к о с т и  с  
п о м о щ ь ю  п а с т е р о в с к о й  п и п е т к и  и л и  о д н о р а з о в ы м  н а к о н е ч н и к о м  
с  ф и л ь т р о м .  О т б и р а ю т  5 - 1 0  м л  о б р а з ц а  в  з а в и н ч и в а ю щ у ю с я  
п р о б и р к у  о б ъ е м о м  1 5  м л  д л я  п р о в е д е н и я  ц е н т р и ф у г и р о в а н и я  
п р и  1 0  т ы с  g  в  т е ч е н и е  1 5  м и н .  В  с л у ч а е  о т с у т с т в и я  в  
л а б о р а т о р и и  в ы с о к о с к о р о с т н о й  ц е н т р и ф у г и  п р и м е н и т ь  
ц е н т р и ф у г и р о в а н и е  в  р е ж и м е  3  т ы с  g  в  т е ч е н и е  1 5  м и н .

А к к у р а т н о  у д а л и т ь  н а д о с а д о ч н у ю  ж и д к о с т ь  с  п о м о щ ь ю  
в а к у у м н о г о  о т с а с ы в а т е л я  и л и  п а с т е р о в с к о й  п и п е т к и ,  о с т а в л я я  
1 0 0  м к л  ( п р и  э к с т р а к ц и и  с  п о м о щ ь ю  к о м п л е к т а  р е а г е н т о в
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«РИБО-преп») / 200 мкл (при экстракции с помощью комплекта 
реагентов «МАГНО-сорб») образца, который используют для 
экстракции ДНК.

Допускается хранение вышеперечисленного
предобработанного жидкостного биоматериала до проведения 
ПЦР-исследования:
-  при температуре от 2 до 8 °С -  не более 2 суток;
-  при температуре от минус 24 до минус 16 °С -  длительно. 

Допускается двукратное замораживание-оттаивание
материала.

ИНТЕРФЕРИРУЮЩИЕ ВЕЩЕСТВА И ОГРАНИЧЕНИЯ ПО 
ИСПОЛЬЗОВАНИЮ ПРОБ ИССЛЕДУЕМОГО МАТЕРИАЛА 
Ограничения по использованию проб

Может наблюдаться ингибирование ПЦР при исследовании:
-  образцов мочи со значительными отклонениями от нормы 

показателей общего клинического анализа мочи: рН<5.0, 
увеличение концентрации глюкозы, обнаружение 
уробилиногена, аскорбиновой кислоты, нитритов, оксалатов, 
фосфатов, слизи, воспалительного процесса с увеличением 
лейкоцитов >5-10.

-  образцов тканевого (биопсийного, операционного, 
аутопсийного) материала в парафиновых блоках, для 
фиксации которых использовался кислый формалин.

Дифференциация МТВс может быть невозможна из-за низкой 
микобактериальной нагрузки в исследуемом образце.
Потенциально интерферирующие вещества

Для контроля эффективности экстракции ДНК из образцов 
биоматериала и смывов с объектов окружающей среды (в 
случае выполнения этого этапа), а также реакции 
амплификации, в наборе реагентов предусмотрено 
использование экзогенного внутреннего контрольного образца 
(BKO-FL), который добавляется в каждый образец на этапе 
экстракции нуклеиновых кислот. По окончании ПЦР наличие 
сигнала, свидетельствующего о накоплении фрагментов ДНК 
BKO-FL, говорит о достаточной эффективности экстракции 
нуклеиновых кислот и отсутствии ингибиторов ПЦР.

Для оценки потенциальной интерференции были выбраны 
эндогенные и/или экзогенные вещества, которые могут

стр. 24 из 45

1



присутствовать в биологических материалах, используемых для 
выявления представителей группы МТВс.
Экзогенные вещества

Были протестированы образцы мокроты, ПВБ (БАЛ), мочи, 
асцитической жидкости, содержимого некротического характера, 
плевральной жидкости, фекалий и спинномозговой жидкости 
(ликвора), искусственно инфицированные смесью штаммов 
М. tuberculosis H37Ra и М. bovis BCG в концентрациях 
IxlO'* ГЭ(м.т.)/мл и 1x10^ ГЭ(м.т.)/мл, без добавления и с 
добавлением потенциальных экзогенных интерферентов -  
противотуберкулезных препаратов -  в концентрациях, 
сопоставимых с Стах, В которых данные препараты могут 
присутствовать в тканях и биологических жидкостях организма 
человека (см. табл. 7).

Для проверки эффективности ПЦР-исследования тканевого 
материала в парафиновых блоках был проведен сравнительный 
эксперимент для оценки влияния кислого и забуференного 
формалина, используемого на этапе фиксации образцов 
тканевого биоматериала в процессе пробоподготовки. 
Эндогенные вещества

Были протестированы образцы мокроты, ПВБ (БАЛ), мочи, 
асцитической жидкости, содержимого некротического характера, 
плевральной жидкости, фекалий и спинномозговой жидкости 
(ликвора), искусственно инфицированные штаммом М. bovis 
BCG в концентрации 5x10® ГЭ(м.т.)/мл, без добавления и с 
добавлением цельной крови в соотношении 1:1 (см. табл. 7).

Для оценки возможного влияния на ПЦР-исследование 
компонентов мочи, встречающихся при различных 
патологических процессах, были протестированы образцы, в 
которых по результатам общего анализа наблюдались 
значительные отклонения от нормы (см. табл. 7). В качестве 
сравнения использовались образцы мочи без патологических 
изменений.
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Таблица 7
В ид и сследуем ого  

м атериала

В ид потен­
циального  
интерф е- 

рента

П отенциал ьны й
интерф ерент

П ротестирован- 
ная концентра- 
ция в образце

Н аличие интерф еренции

«РИ Б О -преп» «М А ГН О -сорб»

Мокрота, ПВБ
(БАЛ), моча,
асцитическая
жидкость,
содержимое
некротического
характера,
плевральная
жидкость, фекалии,
спинномозговая
жидкость (ликвор)

Экзогенные
вещества

Рифампицин 9-17,5 мкг/мл Не обнаружено Не обнаружено
Изониазид 3-7 мкг/мл Не обнаружено Не обнаружено
Этамбутол 2-5 мкг/мл Не обнаружено Не обнаружено

Пиразинамид 39 мкг/мл Не обнаружено Не обнаружено
Офлоксацин 5,2 мкг/мл Не обнаружено Не обнаружено
Канамицин 22 мкг/мл Не обнаружено Не обнаружено

ПАСК 75 мкг/мл Не обнаружено Не обнаружено

Циклосерин 25-30 мкг/мл Не обнаружено Не обнаружено
Тканевой
(биопсийный,
операционный,
аутопсийный)
материал в
парафиновых
блоках

Экзогенные
вещества

Формалин
кислый — Обнаружено Обнаружено

Формалин
забуференный — Не обнаружено Не обнаружено

Моча Эндогенные
вещества

рН£5.0 — Обнаружено Обнаружено
рН>7.5 — Обнаружено Обнаружено
Белок > 1 г/л Не обнаружено Не обнаружено

Глюкоза S 5 ммоль/л Не обнаружено Обнаружено
Аскорбиновая

кислота Положительно Не обнаружено Не обнаружено

Билирубин Умеренно Не обнаружено Обнаружено
Уробилиноген Повышен Обнаружено Обнаружено

Лейкоциты >5-10 Не обнаружено Не обнаружено
Слизь* Скудно Обнаружено Обнаружено

Нитриты Положительно Не обнаружено Не обнаружено
Трипель-
фосфаты

Значительно
повышено Не обнаружено Не обнаружено

Оксалаты Значительно Обнаружено Обнаружено
Фосфаты Значительно Не обнаружено Обнаружено

Ураты Значительно Обнаружено Не обнаружено
Мокрота, ПВБ (БАЛ),
моча, асцитическая
жидкость,
содержимое
некротического
xapaicrepa,
плевральная
жидкость, фекалии,
спинномозговая
жидкость (ликвор)

Эндогенные
вещества Кровь

Соотношение
образецжровь

1:1
Не обнаружено Не

обнаружено

* При исследовании нативных образцов.

ПРОВЕДЕНИЕ ПЦР-ИССЛЕДОВАНИЯ
ПЦР-исследование состоит из следующих этапов:
- экстракция ДНК из исследуемых образцов,
- амплификация ДНК с гибридизационно-флуоресцентной
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детекцией продуктов амплификации в режиме «реального 
времени»,

- анализ и интерпретация результатов.

ЭКСТРАКЦИЯ ДНК ИЗ ИССЛЕДУЕМЫХ ОБРАЗЦОВ
Экстракция ДНК проводится, если в образцах биологического 

материала обнаружена ДНК МТВс с помощью набора реагентов 
Xpert® MTB/RIF (Cepheid, США).

Для экстракции ДНК используются комплекты реагентов 
«РИБО-преп» или «МАГНО-сорб». Порядок работы приведен в 
инструкциях к комплектам для экстракции.

Экстракция ДНК из каждого исследуемого образца и 
контролей проводится в присутствии внутреннего контрольного 
образца -  BKO-FL.

Объем BKO-FL -  10 мкл в каждую пробирку.
Объемы исследуемых образцов указаны в табл. 8:

Исследуемые образцы (см. раздел 
«Подготовка исследуемого материала к 

экстракции ДНК»)
«РИБО-преп» «МАГНО-сорб»

Биологический материал, не требующий 
центрифугирования; культуры 
микроорганизмов, выделенные при посеве 
биологического материала человека на 
плотную питательную среду; смывы с 
объектов окружающей среды

100 мкл 200 мкл

Биологический материал, требующий 
центрифугирования; культуры 
микроорганизмов, выделенные при посеве 
биологического материала человека на 
жидкую питательную среду; смывы с 
бронхоскопов

Осадок с 
надосадочной 
жидкостью до 

100 мл

Осадок с 
надосадочной 
жидкостью до 

200 мл

Тканевой материал после депарафинизации
Образец

обработанной
ткани

Образец
обработанной

ткани

В пробирку отрицательного контроля экстракции (ОК) внести 
100 мкл С - при экстракции с помощью комплекта реагентов 
«РИБО-преп» и 200 мкл С - при экстракции с помощью 
комплекта реагентов «МАГНО-сорб».

Объем элюции при использовании комплектов реагентов 
«РИБО-преп» и «МАГНО-сорб» указан в табл. 9.
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Таблица 9

Форма
Для всех образцов, кроме 

образцов тканевого материала 
из парафиновых блоков

Для образцов 
тканевого материала в 
парафиновых блоках

FRT-96F 100 мкл 50 мкл
FRT-96L и FR T-96U 250 мкл 125 мкл

ВНИМАНИЕ! При экстракции ДНК из исследуемых образцов для 
элюции используется буфер, входящий в состав комплектов 
реагентов «РИБО-преп» / «МАГНО-сорб», а также Elution-buffer- 
А, входящий в состав форм FRT-96L / FRT-96L-t.
ВНИМАНИЕ! Пробы ДНК следует хранить в соответствии с 
инструкцией к комплекту реагентов «РИБО-преп» или «МАГНО- 
сорб».
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ФОРМА FRT-96F

ФОРМА FRT-96F 
СОСТАВ

Реагент Описание Объем, мл Количество

Mix-MTBc-diff
Прозрачная жидкость от 
бесцветного до светло- 
лилового цвета

1,2 1 пробирка

Buffer-H Прозрачная бесцветная 
жидкость 0.6 1 пробирка

PC R C + (MTBc-diff) Прозрачная бесцветная 
жидкость 0,5 1 пробирка

С - Прозрачная бесцветная 
жидкость 1.0 3 пробирки

BKO-FL Прозрачная бесцветная 
жидкость 1.0 1 пробирка

ПО AmpliSens® MTBc-diff Soft версия 1, дата выпуска 
23.05.2022 -  на электронном носителе или на официальном 
сайте Изготовителя (www.amplisens.ru).
Эксплуатационная документация в составе: инструкция по 
применению, паспорт качества набора реагентов, вкладыши к 
набору реагентов, краткое руководство к набору реагентов -  
на бумажном носителе и на сайте Изготовителя 
(www.amplisens.ru).

АМПЛИФИКАЦИЯ С ДЕТЕКЦИЕЙ В РЕЖИМЕ «РЕАЛЬНОГО 
ВРЕМЕНИ»

Выбор пробирок для амплификации зависит от 
используемого амплификатора с системой детекции в 
режиме «реального времени».

Для внесения в пробирки реагентов, проб ДНК и 
контрольных образцов ислользуются одноразовые 
наконечники с фильтрами.

Перед проведением амплификации рекомендуется 
отобрать пробы ДНК, содержащие ДНК МТВс в достаточной 
концентрации (критерии отбора образцов см. во вкладыше к 
набору реагентов). В случае низкой микобактериальной 
нагрузки рекомендуется лровести ПЦР-исследование лроб 
ДНК в двух и более повторах. В случае очень низкой нагрузки 
получение результата при проведении дифференциации 
МТВс не гарантировано.
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ФОРМА FRT-96F

А. Подготовка проб для амплификации
Общий объем реакционной смеси -  25 мкл, включая объем 
пробы Д Н К -10 мкл.
1. Рассчитать количество каждого реагента, требующееся для 

приготовления реакционной смеси. На одну реакцию 
требуется 10 мкл Mix-MTBc-diff и 5 мкл Buffer-H. Смесь 
готовить на общее число исследуемых и контрольных 
образцов (количество контрольных образцов см. в п.7) плюс 
запас на несколько реакций.

ВНИМАНИЕ! Компоненты реакционной смеси следует 
смешивать непосредственно перед проведением ПЦР.
2. Разморозить пробирки с Mix-MTBc-diff, Buffer-H и PCR С+ 

(MTBc-diff). Перемешать содержимое пробирок с Mix-MTBc- 
diff и Buffer-H, осадить капли на вортексе.

3. В отдельной пробирке подготовить реакционную смесь, 
смешав необходимое количество Mix-MTBc-diff и Buffer-н! 
Перемешать и осадить капли на вортексе.

4. Отобрать необходимое количество индивидуальных или 
стрипованных пробирок для амплификации ДНК 
исследуемых и контрольных образцов.

5. Внести в каждую пробирку по 15 мкл приготовленной 
реакционной смеси. Неиспользованные остатки 
реакционной смеси выбросить.

6. В подготовленные пробирки внести по 10 мкл проб ДНК, 
полученных в результате экстракции из исследуемых 
образцов, в которых ранее была обнаружена ДНК МТВс. В 
случае хранения проб ДНК, их необходимо встряхнуть на
вортексе. а затем центрифугировать при 10 тыс q в течение 
1 мин.

ВНИМАНИЕ! При добавлении проб ДНК, экстрагированных с 
помощью комплектов реагентов для проведения экстракции 
методом магнитной сепарации, необходимо избегать 
попадания магнитной силики в реакционную смесь.
7. Поставить контрольные реакции;

а) положительный контроль ПЦР (К+) — в пробирку с 
реакционной смесью внести 10 мкл PCR С+ (MTBc-diff).

б) отрицательный контроль ПЦР (К—) — в одну или две 
пробирки с реакционной смесью внести по 10 мкл С-.

в) отрицательный контроль экстракции (ОК) -  в
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ФОРМА FRT-96F

пробирку с реакционной смесью внести 10 мкл пробы, 
экстрагированной из ОК.

ВНИМАНИЕ! Постановка отрицательного контроля экстракции 
(ОК) обязательна в случае проведения ПЦР-исследования, 
начиная с этапа экстракции ДНК.

Б. Проведение амплификации с детекцией в режиме 
«реального времени»
1. Установить пробирки в ячейки реакционного модуля прибора. 

Рекомендуется перед постановкой в амплификатор 
планшетного типа осадить капли со стенок пробирок или 
Стрипов на вортексе, используя в последнем случае 
специальные насадки.

ВНИМАНИЕ! При работе с приборами Rotor-Gene 3000/6000/Q 
лунка №1 ротора обязательно должна быть заполнена какой- 
либо исследуемой пробиркой. Если в один ротор загружаются 
пробирки с образцами, анализируемыми с помощью разных 
наборов реагентов АмплиСенс/AmpiiSens, предназначенных 
для исследования возбудителей микобактериальных 
инфекций, то в лунку №1 установить пробирки с реагентами 
набора AmpliSens® MTBc-diff.
2. Запустить программу амплификации:

а) либо с использованием ПО AmpliSens® RealTime Soft 
(ПО ARTS) совместно с ПО AmpliSens® MTBc-diff Soft, 
согласно руководству оператора;

Примечание -  Детектирующий амплификатор должен быть 
совместим с ПО AmpliSens® RealTime Soft (ПО ARTS) 
версии 1.0.0 или выше.
б) либо в ручном режиме, запрограммировав 

детектирующий амплификатор для выполнения 
программы, указанной в табл. 11, согласно инструкции 
по его применению.
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ФОРМА FRT-96F

Таблица 11
Программа амплификации и детекции флуоресцентного 
сигнала для приборов роторного® и планшетного^ типов

Цикл Температура, ®С Время

Детекция 
флуоресцентного 

сигнала по каналам для 
флуорофоров

Количество
циклов

1 95 15 мин — 1

2
95 15с —

565 30 с —

72 15с —

3
95 15с —

4065 30 с FAM, JOE, ROX, Су5
72 15с -

ВНИМАНИЕ! Данная программа (см. табл. 11) может 
применяться для всего комплекса наборов реагентов 
АмплиСенс/AmpliSens, предназначенных для исследования 
возбудителей микобактериальных инфекций, с возможностью 
их совместного использования при одном запуске прибора.
3. По окончании выполнения программы приступить к анализу 

и интерпретации результатов.
В. Анализ и интерпретация результатов

Анализ полученных результатов проводят вручную с 
помощью программного обеспечения прибора, используемого 
для проведения ПЦР с детекцией в режиме «реального 
времени», или в автоматическом режиме с помощью ПО 
AmpliSens® RealTime Soft (ПО ARTS) совместно с ПО 
AmpliSens® MTBc-diff Soft. Порядок работы с ПО AmpliSens® 
MTBc-diff Soft описан в руководстве оператора.

Анализируют кривые наколления флуоресцентного сигнала, 
свидетельствующего о накоплении продукта амплификации, 
по четырем каналам:

Канал для 
флуорофора FAM JOE ROX Cy5

Продукт
амплификации

ДНК
М. tuberculosis

ДНК M.bovis / 
ДНК M.bovis BCG

ДНК M.bovis 
BCG ДНК BKO-FL

® Например, Rotor-Gene 3000/6000 (Corbett Research), Rotor-Gene Q (QIAGEN GmbH). 
'^Например, CFX96 (Bio-Rad Laboratories, Inc. («Био-Рад Лабораториз, Инк.»)), «ДТ-
96»/«ДТпрайм» (ООО «НПО ДНК-Технология»),
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Результаты интерпретируют на основании наличия (или 
отсутствия) пересечения кривой флуоресценции, имеющей 
экспоненциальный подъем, с установленной на 
соответствующем уровне пороговой линией, что определяет 
наличие (или отсутствие) для данной пробы ДНК значения 
порогового цикла (Cf). При использовании ПО AmpliSens® 
RealTime Soft (ПО ARTS) совместно с ПО AmpliSens® MTBc-diff 
Soft значения Ct определяются автоматически.

Принцип интерпретации результатов следующий:
Таблица 13

Интерпретация результатов анализа исследуемых

Значение порогового цикла по каналу для 
ФлуоооФооа iC ( \ Результат

FAM JOE ROX Су5
отсутствует 
или более 
граничного

отсутствует 
или более 
граничного

отсутствует 
или более 
граничного

опоеделено
меньше

граничного

ДНК М .tubercu los is , 
M .bov is  и M .bov is  BCG 

НЕ обнаружена
опоеделено

меньше
граничного

определено
или

отсутствует

определено
или

отсутствует

определено
или

отсутствует
ДНК M .tube rcu los is  

обнаружена
определено

или
отсутствует

опоеделено
меньше

граничного

отсутствует 
или более 
граничного

определено
или

отсутствует
ДНК M .bov is  
обнаружена

определено
или

отсутствует

определено
или

отсутствует

опоеделено
меньше

граничного

определено
или

отсутствует
ДНК M .bov is  BCG* 

обнаружена
отсутствует 
или больше 
граничного

отсутствует 
или больше 
граничного

отсутствует 
или больше 
граничного

отсутствует 
или больше 
граничного

Невалидный**

ВНИМАНИЕ! Граничные значения Ct указаны во вкладыше, 
прилагаемом к набору реагентов.
*Если результат «ДНК M.bovis BCG обнаружена» получен, 
когда значение Ct определено меньше граничного 
одновременно по каналам для флуорофоров JOE и ROX, 
нельзя исключить возможность присутствия в образце смеси 
ДНК M.bovis BCG и ДНК M.bovis. Однако, в клинической 
практике такие случаи не зафиксированы.
**В случае получения невалидного результата необходимо 
провести повторное ПЦР-исследование соответствующего 
исследуемого образца, начиная с этапа экстракции ДНК.
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ФОРМА FRT-96F

П р и  и с с л е д о в а н и и  п р о б  Д Н К  с  н и з к о й  м и к о б а к т е р и а л ь н о й  
н а г р у з к о й  в  д в у х  и л и  б о л е е  п о в т о р а х  н е о б х о д и м о  
р у к о в о д с т в о в а т ь с я  с л е д у ю щ и м и  п р и н ц и п а м и :
-  е с л и  х о т я  б ы  в  о д н о м  п о в т о р е  о п р е д е л е н  в и д / ш т а м м  Д Н К  

М Т В с,  т о  р е з у л ь т а т  п о  д а н н о м у  и с с л е д у е м о м у  о б р а з ц у  
в ы д а е т с я  к а к  « Д Н К  с о о т в е т с т в у ю щ е г о  в и д а / ш т а м м а  
обнаружена»;

-  е с л и  в о  в с е х  п о в т о р а х  о б р а з ц а  Д Н К  М Т В с  н е  о б н а р у ж е н а ,  
и л и  х о т я  б ы  в  о д н о м  и з  п о в т о р о в  Д Н К  М Т В с  н е  о б н а р у ж е н а ,  
а  в  о с т а л ь н ы х  п о в т о р а х  п о л у ч е н  н е в а л и д н ы й  р е з у л ь т а т ,  т о  
п о  и с с л е д у е м о м у  о б р а з ц у  в ы д а е т с я  р е з у л ь т а т  « Д Н К  
М .tu b e rc u lo s is , M .b o v is  и  M .b o v is  B C G  не обнаружена»;

-  е с л и  в о  в с е х  п о в т о р а х  о б р а з ц а  Д Н К  п о л у ч е н  н е в а л и д н ы й  
р е з у л ь т а т ,  т о  н е о б х о д и м о  п р о в е с т и  п о в т о р н о е  П Ц Р -  
и с с л е д о в а н и е  с о о т в е т с т в у ю щ е г о  и с с л е д у е м о г о  о б р а з ц а ,  
н а ч и н а я  с  э т а п а  э к с т р а к ц и и  Д Н К .

Результат ПЦР-исследования считается достоверным, 
если получены правильные результаты для контролей 
этапов экстракции и амплификации ДНК в соответствии с 
табл. 14 и вкладышем, прилагаемым к набору реагентов.

Т а б л и ц а  1 4

Конт­
роль

Контроли­
руемый 

этап ПЦР- 
исследо- 

вания

Значение порогового цикла по каналу для флуорофора
(СЙ

FAM JOE ROX Су5

ОК Экстракция
ДНК отсутствует отсутствует отсутствует

определено
меньше

граничного

К+ ПЦР
определено

меньше
граничного

определено
меньше

граничного

определено
меньше

граничного

определено
меньше

граничного
К- ПЦР отсутствует отсутствует отсутствует отсутствует

ВНИМАНИЕ! Г р а н и ч н ы е  з н а ч е н и я  C t  у к а з а н ы  в о  в к л а д ы ш е ,  
п р и л а г а е м о м  к  н а б о р у  р е а г е н т о в .
Возможные ошибки:
1 .  Д л я  о т р и ц а т е л ь н о г о  к о н т р о л я  э к с т р а к ц и и  ( О К ) ;

а )  п о  к а н а л а м  д л я  ф л у о р о ф о р о в  Р А М  и / и л и  J O E ,  и / и л и  
R O X  о п р е д е л е н о  з н а ч е н и е  п о р о г о в о г о  ц и к л а  {C t).
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Вероятная причина -  кросс-контаминация образцов или 
реагентов исследуемыми аналитами или загрязнение 
лаборатории или реагентов продуктами амплификации 
Необходимо предпринять меры по выявлению и 
ликвидации источника контаминации, после чего 
повторить ПЦР-исследование для всех образцов в 
которых обнаружена ДНК анализируемых 
микроорганизмов, начиная с этапа экстракции ДНК 

б) по каналу для флуорофора Суб значение порогового 
цикла (Ct) отсутствует или определено больше 
граничного. Это означает, что экстракция ДНК 
проведена некачественно. Требуется повторная 
экстракция ДНК с последующим ПЦР-исследованием 
образцов, в которых не обнаружена ДНК анализируемых 
микроорганизмов.

2. Для положительного контроля ПЦР (К+) значение
порогового цикла (Ct) по любому из указанных каналов для
флуорофоров (см. табл. 14) отсутствует или превышает
граничное значение. Необходимо повторить
амплификацию и детекцию для всех образцов

отрицательного контроля ПЦР (К-) по каналам для
флуорофоров РАМ и/или JOE, и/или ROX, и/или Суб
определено значение порогового цикла (Ct). Вероятная
причина -  кросс-контаминация реагентов исследуемым
аналитом при работе с образцами или загрязнение
лаборатории продуктами амплификации. Необходимо
предпринять меры по выявлению и ликвидации источника
контаминации и повторить амплификацию и детекцию для 
всех образцов. ч н л

4. Для исследуемого образца определено значение 
порогового цикла, при этом на графике флуоресценции 
отсутствует участок характерного экспоненциального 
подъема (график представляет собой приблизительно 
прямую линию). Необходимо проверить правильность 

I рэнного уровня пороговой линии или параметров 
расчета базовой линии. Если результат получен при 
правильном уровне пороговой линии (базовой линии)
требуется повторно провести амплификацию и детекцию 
ДЛЯ этого образца. ^

ФОРМА FRT-96F
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ФОРМА FRT-96L и ФОРМА FRT-96L-t

ФОРМА FRT-96L и ФОРМА FRT-96L-t 
СОСТАВ

Реагент Описание Объем,
мл

Количество
Форма
FRT-96L

Форма
FRT-96L-t

Mix-MTBc-drff-
Lyo Порошок белого цвета -

96 пробирок, 
стрипованных по 
8 шт. объёмом 

0,2 мл

96 пробирок, 
объёмом 

0,2 мл
PCR С+ (MTBc- 
diff)

Прозрачная 
бесцветная жидкость 0.5 1 пробирка 1 пробирка

С- Прозрачная 
бесцветная жидкость 1,0 3 пробирки 3 пробирки

BKO-FL Прозрачная 
бесцветная жидкость 1.0 1 пробирка 1 пробирка

Elution-buffer-A Прозрачная 
бесцветная жидкость 15 1 флакон 1 флакон

К  ф о р м е  F R T - 9 6 L  д о п о л н и т е л ь н о  п р и л а г а ю т с я  о п т и ч е с к и -  
п р о з р а ч н ы е  к р ы ш к и  д л я  с т р и п о в а н н ы х  п р о б и р о к  в  к о л и ч е с т в е  н е  
м е н е е  1 2  ш т у к .

П О  A m p l i S e n s ®  M T B c - d i f f  S o f t  в е р с и я  1 , д а т а  в ы п у с к а  2 3 . 0 5 . 2 0 2 2  -  
н а  э л е к т р о н н о м  н о с и т е л е  и л и  н а  о ф и ц и а л ь н о м  с а й т е  
И з г о т о в и т е л я  ( w w w . a m p l i s e n s . r u ).

Эксплуатационная документация в  с о с т а в е :  и н с т р у к ц и я  п о  
п р и м е н е н и ю ,  п а с п о р т  к а ч е с т в а  н а б о р а  р е а г е н т о в ,  в к л а д ы ш и  к  
н а б о р у  р е а г е н т о в ,  к р а т к о е  р у к о в о д с т в о  к  н а б о р у  р е а г е н т о в  -  н а  
б у м а ж н о м  н о с и т е л е  и  н а  с а й т е  И з г о т о в и т е л я  ( w w w . a m p l i s e n s . r u ).

АМПЛИФИКАЦИЯ С ДЕТЕКЦИЕЙ В РЕЖИМЕ «РЕАЛЬНОГО 
ВРЕМЕНИ»

Для внесения в пробирки реагентов, проб ДНК и 
контрольных образцов используются одноразовые 
наконечники с фильтрами.

П е р е д  п р о в е д е н и е м  а м п л и ф и к а ц и и  р е к о м е н д у е т с я  о т о б р а т ь  
пробы ДНК, с о д е р ж а г ц и е  Д Н К  М Т В с  в  д о с т а т о ч н о й  
к о н ц е н т р а ц и и  ( к р и т е р и и  о т б о р а  о б р а з ц о в  с м .  в о  в к л а д ы ш е  к  
н а б о р у  р е а г е н т о в ) .  В  с л у ч а е  н и з к о й  м и к о б а к т е р и а л ь н о й  н а г р у з к и  
р е к о м е н д у е т с я  п р о в е с т и  П Ц Р - и с с л е д о в а н и е  п р о б  Д Н К  в  д в у х  и  
б о л е е  п о в т о р а х .  В  с л у ч а е  о ч е н ь  н и з к о й  н а г р у з к и  п о л у ч е н и е  
р е з у л ь т а т а  п р и  п р о в е д е н и и  д и ф ф е р е н ц и а ц и и  М Т В с  н е
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ФОРМА FRT-96L и ФОРМА FRT-96U

гарантировано.

А. Подготовка проб для амплификации
Общий объем реакционной смеси -  25 мкл, включая объем 
пробы ДНК-2 5  мкл,
1. Перемешать содержимое пробирок с контрольными

о б р а з ц а м и  PCR С+ (MTBc-diff) и С - о с а д и т ь  к а п л и  н а  
в о р т е к с е .

2 .  О т о б р а т ь  н е о б х о д и м о е  к о л и ч е с т в о  и н д и в и д у а л ь н ы х  и л и  
с т р и п о в а н н ы х  п р о б и р о к  с  г о т о в о й  л и о ф и л и з и р о в а н н о й  
р е а к ц и о н н о й  с м е с ь ю  Mix-MTBc-diff-Lyo д л я  а м п л и ф и к а ц и и  
Д Н К  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 о в  ( к о л и ч е с т в о  
к о н т р о л ь н ы х  о б р а з ц о в  с м .  в  п .  5 ) .

ВНИМАНИЕ! П е р е д  с н я т и е м  п л е н к и  с о  с т р и п о в а н н ы х  п р о б и р о к  
р е к о м е н д у е т с я  п р о в е с т и  ц е н т р и ф у г и р о в а н и е ,  и с п о л ь з у я  
в о р т е к с  с о  с п е ц и а л ь н ы м и  н а с а д к а м и .  У д а л е н и е  п л е н к и  
п р о в о д и т ь  п л а в н о ,  б е з  р е з к и х  д в и ж е н и й .
3 .  В  п р о б и р к и  ( л у н к и  с т р и п о в а н н ы х  п р о б и р о к )  в н е с т и :

-  п о  2 5  м к л  п р о б  Д Н К  п р и  о б ъ е м е  э л ю ц и и  2 5 0  м к л ;
-  п о  1 0  м к л  п р о б  Д Н К  и  1 5  м к л  E l u t i o n - b u f f e r - A  п р и  о б ъ е м е  

э л ю ц и и  1 0 0  м к л .
4 .  В  с л у ч а е  х р а н е н и я  п р о б  Д Н К ,  и х  н е о б х о д и м о  в с т р я х н у т ь  н а

в о р т е к с е ,  а  з а т е м  ц е н т р и ф у г и р о в а т ь  п р и  1 0  т ы с  g  в  т е ч е н и е  
1 м и н .

ВНИМАНИЕ! П р и  д о б а в л е н и и  п р о б  Д Н К ,  э к с т р а г и р о в а н н ы х  с  
п о м о щ ь ю  к о м п л е к т о в  р е а г е н т о в  д л я  п р о в е д е н и я  э к с т р а к ц и и  
м е т о д о м  м а г н и т н о й  с е п а р а ц и и ,  н е о б х о д и м о  и з б е г а т ь  п о п а д а н и я  
м а г н и т н о й  с и л и к и  в  р е а к ц и о н н у ю  с м е с ь .
5 .  П о с т а в и т ь  к о н т р о л ь н ы е  р е а к ц и и :

а )  положительный контроль ПЦР (К+) -  в  п р о б и р к у  с  
р е а к ц и о н н о й  с м е с ь ю  в н е с т и  25 мкл PCR С+ (MTBc-diff).

б )  отрицательный контроль П Ц Р  ( К - )  -  в  о д н у  и л и  д в е  
п р о б и р к и  с  р е а к ц и о н н о й  с м е с ь ю  в н е с т и  п о  25 мкл С-.

в )  отрицательный контроль экстракции (ОК) -  в  п р о б и р к у  
С р е а к ц и о н н о й  с м е с ь ю  в н е с т и :

п о  25 мкл п р о б ы ,  э к с т р а г и р о в а н н о й  и з  ОК, п р и  о б ъ е м е  
э л ю ц и и  2 5 0  м к л ;
п о  10 мкл п р о б ы ,  э к с т р а г и р о в а н н о й  и з  ОК, и  15 мкл 
Elution-buffer-A, п р и  о б ъ е м е  э л ю ц и и  100 мкл.
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ФОРМА FRT-96L и ФОРМА FRT-96L-t

ВНИМАНИЕ! П о с т а н о в к а  о т р и ц а т е л ь н о г о  к о н т р о л я  э к с т р а к ц и и  
( О К )  о б я з а т е л ь н а  в  с л у ч а е  п р о в е д е н и я  П Ц Р - и с с л е д о в а н и я ,  
н а ч и н а я  с  э т а п а  э к с т р а к ц и и  Д Н К .
ВНИМАНИЕ! Д л я  ф о р м  F R T - 9 6 L  и  F R T - 9 6 L - t  с о д е р ж и м о е  
п р о б и р о к  н е о б х о д и м о  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 ,  
н е  д о п у с к а я  п о я в л е н и я  п у з ы р ь к о в  в о з д у х а ,  о т  к о т о р ы х  м о ж н о  
и з б а в и т ь с я  ц е н т р и ф у г и р о в а н и е м  н а  в о р т е к с е ,  и с п о л ь з у я  д л я  
с т р и п о в а н н ы х  п р о б и р о к  с п е ц и а л ь н ы е  н а с а д к и .  В  с л у ч а е  е с л и  
ф о р м а  F R T - 9 6 L - t  б у д е т  и с п о л ь з о в а т ь с я  д л я  а м п л и ф и к а ц и и  в  
п р и б о р е  р о т о р н о г о  т и п а ,  т о  ц е н т р и ф у г и р о в а н и е  н а  в о р т е к с е  
м о ж н о  н е  п р о в о д и т ь .

Б. Проведение амплификации с детекцией в режиме 
«реального времени»
1 . У с т а н о в и т ь  п р о б и р к и  в  я ч е й к и  р е а к ц и о н н о г о  м о д у л я  п р и б о р а .  

Р е к о м е н д у е т с я  п е р е д  п о с т а н о в к о й  в  а м п л и ф и к а т о р  
п л а н ш е т н о г о  т и п а  о с а д и т ь  к а п л и  с о  с т е н о к  п р о б и р о к  и л и  
с т р и п о в  н а  в о р т е к с е ,  и с п о л ь з у я  в  п о с л е д н е м  с л у ч а е  
с п е ц и а л ь н ы е  н а с а д к и .

ВНИМАНИЕ! П р и  р а б о т е  с  п р и б о р а м и  R o t o r - G e n e  3 0 0 0 / 6 0 0 0 / Q  
л у н к а  № 1  р о т о р а  о б я з а т е л ь н о  д о л ж н а  б ы т ь  з а п о л н е н а  к а к о й -  
л и б о  и с с л е д у е м о й  п р о б и р к о й .  Е с л и  в  о д и н  р о т о р  з а г р у ж а ю т с я  
п р о б и р к и  с  о б р а з ц а м и ,  а н а л и з и р у е м ы м и  с  п о м о щ ь ю  р а з н ы х  
н а б о р о в  р е а г е н т о в  А м п л и С е н с / A m p l i S e n s ,  п р е д н а з н а ч е н н ы х  
д л я  и с с л е д о в а н и я  в о з б у д и т е л е й  м и к о б а к т е р и а л ь н ы х  и н ф е к ц и й ,  
т о  в  л у н к у  № 1  у с т а н о в и т ь  п р о б и р к и  с  р е а г е н т а м и  н а б о р а  
A m p l i S e n s ®  M T B c - d i f f .
2 .  З а п у с т и т ь  п р о г р а м м у  а м п л и ф и к а ц и и :

а )  л и б о  с  и с п о л ь з о в а н и е м  П О  A m p l i S e n s ®  R e a l T i m e  S o f t  ( П О  
A R T S )  с о в м е с т н о  с  П О  A m p l i S e n s ®  M T B c - d i f f  S o f t ,  с о г л а с н о  
р у к о в о д с т в у  о п е р а т о р а ;

П р и м е ч а н и е  -  Д е т е к т и р у ю щ и й  а м п л и ф и к а т о р  д о л ж е н  б ы т ь  
с о в м е с т и м  с  П О  A m p l i S e n s ®  R e a l T i m e  S o f t  ( П О  A R T S )  в е р с и и  
1 . 0 . 0  и л и  в ы ш е .
б )  л и б о  в  р у ч н о м  р е ж и м е ,  з а п р о г р а м м и р о в а в  д е т е к т и р у ю щ и й  

а м п л и ф и к а т о р  д л я  в ы п о л н е н и я  п р о г р а м м ы ,  у к а з а н н о й  в  
т а б л .  1 6 ,  с о г л а с н о  и н с т р у к ц и и  п о  е г о  п р и м е н е н и ю .
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ФОРМА FRT-96L и ФОРМА FRT-96L-t

Программа амплификации и детекции ф л у о р е с Й н З го  ®
----- роторного» и планшетного» типов

Детекция флуоресцентного 
сигнала по каналам для 

шуооофоров

Цикл Температура,

95
65

15с

72
30 с
15с

95 15 с
65
72

30 с 
15 с

FAM, JOE. ROX. СуЯ 40

ВНИМАНИЕ! Данная программа Гем тайп 
применяться для вгргп ^
АмплиСенс/АтЫ15еп8 ппрлня,^ наборов реагентов

и Т с о Г е ^ Г л Г Г а Г :^
и

в. Анализ и интерпретация результатов

Канал для 
флуороЛооа FAM JOE ROX

Таблица 17
Су51 фодукт 

амплификаиии
ДНК

М. tubercu los is
ДНК M .bov is  / 

ДНК/W.bowsBCG
ДНК M .bov is  

BCG ДНК BKO-FL

OTcvTCTRHaT п о Г  ^  основании наличия (или
^ у т с т в и я ) пересечения кривой флуоресценции, имеющей

96>>/«ДТпра^>. (ООО «НПО ДНК-Т^х™^^ («Био-Рад Лабораториз, Инк.»)), «ДТ-
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ФОРМА FRT-96L и ФОРМА FRT-96L-t

э к с п о н е н ц и а л ь н ы й  п о д ъ е м ,  с  у с т а н о в л е н н о й  н а  
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 г о в о й  л и н и е й ,  ч т о  о п р е д е л я е т  
н а л и ч и е  ( и л и  о т с у т с т в и е )  д л я  д а н н о й  п р о б ы  Д Н К  з н а ч е н и я  
п о р о г о в о г о  ц и к л а  {C t). П р и  и с п о л ь з о в а н и и  П О  A m p l i S e n s ®  
R e a l T i m e  S o f t  ( П О  A R T S )  с о в м е с т н о  с  П О  A m p l i S e n s ®  M T B c - d i f f  
S o f t  з н а ч е н и я  C t  о п р е д е л я ю т с я  а в т о м а т и ч е с к и .

П р и н ц и п  и н т е р п р е т а ц и и  р е з у л ь т а т о в  с л е д у ю щ и й :
Т а б л и ц а  1 8

Интерпретация результатов анализа исследуемых

Значение порогового цикла по каналу для 
флуорофора (C t i Результат

FAM JOE ROX Су5
отсутствует 
или более 
граничного

отсутствует 
или более 
граничного

отсутствует 
или более 
граничного

определено
меньше

граничного

ДНК M .tubercu los is , 
M .bov is  и M .bov is  BCG 

НЕ обнаружена
определено

меньше
граничного

определено
или

отсутствует

определено
или

отсутствует

определено
или

отсутствует
ДНК M .tube rcu los is  

обнаружена
определено

или
отсутствует

определено
меньше

граничного

отсутствует 
или более 
граничного

определено
или

отсутствует

Ц И К  M .bov is  
обнаружена

определено
или

отсутствует

определено
или

отсутствует

определено
меньше

граничного

определено
или

отсутствует

ДНК M .bov is  BCG* 
обнаружена

отсутствует 
или больше 
граничного

отсутствует 
или больше 
граничного

отсутствует 
или больше 
граничного

отсутствует 
или больше 
граничного

Невалидный**

ВНИМАНИЕ! Г р а н и ч н ы е  з н а ч е н и я  C t  у к а з а н ы  в о  в к л а д ы ш е ,  
п р и л а г а е м о м  к  н а б о р у  р е а г е н т о в .

* Е с л и  р е з у л ь т а т  «ДНК M.bovis BCG обнаружена» п о л у ч е н ,  
к о г д а  з н а ч е н и е  C t  о п р е д е л е н о  м е н ь ш е  г р а н и ч н о г о  
о д н о в р е м е н н о  п о  к а н а л а м  д л я  ф л у о р о ф о р о в  J O E  и  R O X ,  н е л ь з я  
и с к л ю ч и т ь  в о з м о ж н о с т ь  п р и с у т с т в и я  в  о б р а з ц е  с м е с и  Д Н К  
M .b o v is  B C G  и  Д Н К  M .b o v is .  О д н а к о ,  в  к л и н и ч е с к о й  п р а к т и к е  
т а к и е  с л у ч а и  н е  з а ф и к с и р о в а н ы .
icic DЬ с л у ч а е  п о л у ч е н и я  невалидного результата н е о б х о д и м о  
п р о в е с т и  п о в т о р н о е  П Ц Р - и с с л е д о в а н и е  с о о т в е т с т в у ю щ е г о  
и с с л е д у е м о г о  о б р а з ц а ,  н а ч и н а я  с  э т а п а  э к с т р а к ц и и  Д Н К .

П р и  и с с л е д о в а н и и  п р о б  Д Н К  с  н и з к о й  м и к о б а к т е р и а л ь н о й  
н а г р у з к о й  в  д в у х  и л и  б о л е е  п о в т о р а х  н е о б х о д и м о  
р у к о в о д с т в о в а т ь с я  с л е д у ю щ и м и  п р и н ц и п а м и :
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-  е с л и  х о т я  б ы  в  о д н о м  п о в т о р е  о п р е д е л е н  в и д / ш т а м м  Д Н К  
М Т В с ,  т о  р е з у л ь т а т  п о  д а н н о м у  и с с л е д у е м о м у  о б р а з ц у  
в ы д а е т с я  к а к  « Д Н К  с о о т в е т с т в у ю щ е г о  в и д а / ш т а м м а  
обнаружена»;

-  е с л и  в о  в с е х  п о в т о р а х  о б р а з ц а  Д Н К  М Т В с  н е  о б н а р у ж е н а ,  и л и  
х о т я  б ы  в  о д н о м  и з  п о в т о р о в  Д Н К  М Т В с  н е  о б н а р у ж е н а ,  а  в  
о с т а л ь н ы х  п о л у ч е н  н е в а л и д н ы й  р е з у л ь т а т ,  т о  п о  
и с с л е д у е м о м у  о б р а з ц у  в ы д а е т с я  р е з у л ь т а т  « Д Н К  
М .tu b e rc u lo s is , M .b o v is  и  M .b o v is  B C G  не обнаружена»;

-  е с л и  в о  в с е х  п о в т о р а х  о б р а з ц а  Д Н К  п о л у ч е н  н е в а л и д н ы й  
р е з у л ь т а т ,  т о  н е о б х о д и м о  п р о в е с т и  п о в т о р н о е  П Ц Р -  
и с с л е д о в а н и е  с о о т в е т с т в у ю щ е г о  и с с л е д у е м о г о  о б р а з ц а ,  
н а ч и н а я  с  э т а п а  э к с т р а к ц и и  Д Н К .

Результат ПЦР-исследования считается достоверным, 
если получены правильные результаты для контролей 
этапов экстракции и амплификации ДНК в соответствии с 
табл. 19 и вкладышем, прилагаемым к набору реагентов.

Т а б л и ц а  1 9

Конт­
роль

Контроли­
руемый 

этап ПЦР- 
исследо- 

вания

Значение порогового цикла по каналу для флуорофора {C t)

FAIVI JOE ROX Су5

о к Экстракция
ДНК отсутствует отсутствует отсутствует

опоеделено
меньше

граничного

к + ПЦР
определено

меньше
граничного

опоеделено
меньше

граничного

опоеделено
меньше

граничного

опоеделено
меньше

граничного
к - ПЦР отсутствует отсутствует отсутствует отсутствует

ВНИМАНИЕ! Г р а н и ч н ы е  з н а ч е н и я  C t  у к а з а н ы  в о  в к л а д ы ш е ,  
п р и л а г а е м о м  к  н а б о р у  р е а г е н т о в .
Возможные ошибки;
1 .  Д л я  о т р и ц а т е л ь н о г о  к о н т р о л я  э к с т р а к ц и и  ( О К ) :

а )  п о  к а н а л а м  д л я  ф л у о р о ф о р о в  Р А М  и / и л и  J O E ,  и / и л и  R O X  
о п р е д е л е н о  з н а ч е н и е  п о р о г о в о г о  ц и к л а  (C t).  В е р о я т н а я  
п р и ч и н а  — к р о с с - к о н т а м и н а ц и я  о б р а з ц о в  и л и  р е а г е н т о в  
и с с л е д у е м ы м и  а н а л и т а м и  и л и  з а г р я з н е н и е  л а б о р а т о р и и  
и л и  р е а г е н т о в  п р о д у к т а м и  а м п л и ф и к а ц и и .  Н е о б х о д и м о  
п р е д п р и н я т ь  м е р ы  п о  в ы я в л е н и ю  и  л и к в и д а ц и и  и с т о ч н и к а
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к о н т а м и н а ц и и ,  п о с л е  ч е г о  п о в т о р и т ь  П Ц Р - и с с л е д о в а н и е  
д л я  в 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  
а н а л и з и р у е м ы х  м и к р о о р г а н и з м о в ,  н а ч и н а я  с  э т а п а  
э к с т р а к ц и и  Д Н К .

б )  п о  к а н а л у  д л я  ф л у о р о ф о р а  С у 5  з н а ч е н и е  п о р о г о в о г о  
ц и к л а  (C t)  о т с у т с т в у е т  и л и  о п р е д е л е н о  б о л ь ш е  
г р а н и ч н о г о .  Э т о  о з н а ч а е т ,  ч т о  э к с т р а к ц и я  Д Н К  п р о в е д е н а  
н е к а ч е с т в е н н о .  Т р е б у е т с я  п о в т о р н а я  э к с т р а к ц и я  Д Н К  с  
п о с л е д у ю щ и м  П Ц Р - и с с л е д о в а н и е м  о б р а з ц о в ,  в  к о т о р ы х  
н е  о б н а р у ж е н а  Д Н К  а н а л и з и р у е м ы х  м и к р о о р г а н и з м о в .

2 .  Д л я  п о л о ж и т е л ь н о г о  к о н т р о л я  П Ц Р  ( К + )  з н а ч е н и е  п о р о г о в о г о  
ц и к л а  ( C f )  п о  л ю б о м у  и з  у к а з а н н ы х  к а н а л о в  д л я  
ф л у о р о ф о р о в  ( с м .  т а б л .  1 9 )  о т с у т с т в у е т  и л и  п р е в ы ш а е т  
г р а н и ч н о е  з н а ч е н и е .  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 к а ц и ю  
и  д е т е к ц и ю  д л я  в с е х  о б р а з ц о в .

3 .  Д л я  о т р и ц а т е л ь н о г о  к о н т р о л я  П Ц Р  ( К —)  п о  к а н а л а м  д л я  
ф л у о р о ф о р о в  Р А М  и / и л и  J O E ,  и / и л и  R O X ,  и / и л и  С у 5  
о п р е д е л е н о  з н а ч е н и е  п о р о г о в о г о  ц и к л а  (C t).  В е р о я т н а я  
п р и ч и н а  -  к р о с с - к о н т а м и н а ц и я  р е а г е н т о в  и с с л е д у е м ы м  
а н а л и т о м  п р и  р а б о т е  с  о б р а з ц а м и  и л и  з а г р я з н е н и е  
л а б о р а т о р и и  п р о д у к т а м и  а м п л и ф и к а ц и и .  Н е о б х о д и м о  
п р е д п р и н я т ь  м е р ы  п о  в ы я в л е н и ю  и  л и к в и д а ц и и  и с т о ч н и к а  
к о н т а м и н а ц и и  и  п о в т о р и т ь  а м п л и ф и к а ц и ю  и  д е т е к ц и ю  д л я  
в с е х  о б р а з ц о в .

4 .  Д л я  и с с л е д у е м о г о  о б р а з ц а  о п р е д е л е н о  з н а ч е н и е  п о р о г о в о г о  
ц и к л а ,  п р и  э т о м  н а  г р а ф и к е  ф л у о р е с ц е н ц и и  о т с у т с т в у е т  
у ч а с т о к  х а р а к т е р н о г о  э к с п о н е н ц и а л ь н о г о  п о д ъ е м а  ( г р а ф и к  
п р е д с т а в л я е т  с о б о й  п р и б л и з и т е л ь н о  п р я м у ю  л и н и ю ) .  
Н е о б х о д и м о  п р о в е р и т ь  п р а в и л ь н о с т ь  в ы б р а н н о г о  у р о в н я  
п о р о г о в о й  л и н и и  и л и  п а р а м е т р о в  р а с ч е т а  б а з о в о й  л и н и и .  
Е с л и  р е з у л ь т а т  п о л у ч е н  п р и  п р а в и л ь н о м  у р о в н е  п о р о г о в о й  
л и н и и  ( б а з о в о й  л и н и и ) ,  т р е б у е т с я  п о в т о р н о  п р о в е с т и  
а м п л и ф и к а ц и ю  и  д е т е к ц и ю  д л я  э т о г о  о б р а з ц а .
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СРОК годности. УСЛОВИЯ ТРАНСПОРТИРОВАНИЯ и 
ХРАНЕНИЯ
Срок годности. 1 5  м е с .  Н а б о р  р е а г е н т о в  с  и с т е к ш и м  с р о к о м  
г о д н о с т и  п р и м е н е н и ю  н е  п о д л е ж и т .  С р о к  г о д н о с т и  в с к р ы т ы х  
р е а г е н т о в  с о о т в е т с т в у е т  с р о к у  г о д н о с т и ,  у к а з а н н о м у  н а  
э т и к е т к а х  д л я  н е в с к р ы т ы х  р е а г е н т о в ,  е с л и  в  и н с т р у к ц и и  н е  
у к а з а н о  и н о е .
Транспортирование. Н а б о р  р е а г е н т о в  т р а н с п о р т и р о в а т ь  п р и  
т е м п е р а т у р е  о т  2  д о  8  ° С  н е  б о л е е  5  с у т  в  т е р м о к о н т е й н е р а х ,  
с о д е р ж а щ и х  х л а д о э л е м е н т ы ,  в с е м и  в и д а м и  к р ы т ы х  
т р а н с л о р т н ы х  с р е д с т в .  Д о п у с к а е т с я  т р а н с п о р т и р о в а н и е  п р и  
т е м п е р а т у р е  о т  2  д о  2 5  ° С  н е  б о л е е  3  с у т .
Хранение.
Ф о р м а  F R T - 9 6 F .  Х р а н и т ь  в  м о р о з и л ь н о й  к а м е р е  п р и
т е м п е р а т у р е  о т  м и н у с  2 4  д о  м и н у с  1 6  ° 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  Р С К  С +  ( M T B c - d i f f )  б о л е е  1 2  р а з .  
M i x - M T B c - d i f f  х р а н и т ь  в  з а щ и щ е н н о м  о т  с в е т а  м е с т е .
Ф о р м а  F R T - 9 6 L . Х р а н и т ь  в  х о л о д и л ь н о й  к а м е р е  п р и
т е м п е р а т у р е  о т  2  д о  8  ° С .  M i x - M T B c - d i f f - L y o  в  с т р и п о в а н н ы х  
п р о б и р к а х  п о с л е  в с к р ы т и я  в а к у у м н о й  у л а к о в к и  х р а н и т ь  н е  б о л е е  
т р е х  м е с я ц е в  в  з а к р ы т о м  Z i p - l o c k  л а к е т е  с  в л а г о п о г л о т и т е л е м  в  
з а щ и щ е н н о м  о т  с в е т а  м е с т е .
Ф о р м а  F R T - 9 6 1 - t . Х р а н и т ь  в  х о л о д и л ь н о й  к а м е р е  п р и
т е м п е р а т у р е  о т  2  д о  8  ° С .  M i x - M T B c - d i f f - L y o  в  и н д и в и д у а л ь н ы х  
п р о б и р к а х  п о с л е  в с к р ы т и я  в а к у у м н о й  у п а к о в к и  х р а н и т ь  в  
з а к р ы т о м  Z i p - l o c k  п а к е т е  с  в л а г о п о г л о т и т е л е м  в  з а щ и щ е н н о м  о т  
с в е т а  м е с т е .
У м е н ь ш е н и е  в и з у а л и з и р у е м о г о  о б ъ е м а  л и о ф и л и з и р о в а н н ы х  
р е а г е н т о в  п р и  и х  х р а н е н и и  п о с л е  в с к р ы т и я  в а к у у м н о й  у л а к о в к и  
н е  в л и я е т  н а  ф у н к ц и о н а л ь н ы е  х а р а к т е р и с т и к и .
Х о л о д и л ь н ы е  и  м о р о з и л ь н ы е  к а м е р ы  д о л ж н ы  о б е с л е ч и в а т ь  
р е г л а м е н т и р о в а н н ы й  т е м п е р а т у р н ы й  р е ж и м .
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ГАРАНТИЙНЫЕ ОБЯЗАТЕЛЬСТВА ИЗГОТОВИТЕЛЯ
И з г о т о в и т е л ь  г а р а н т и р у е т  с о о т в е т с т в и е  о с н о в н ы х  

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

М е д и ц и н с к о е  и з д е л и е  т е х н и ч е с к о м у  о б с л у ж и в а н и ю  и  р е м о н т у  
н е  п о д л е ж и т .

Р е к л а м а ц и и  н а  к а ч е с т в о  н а б о р а  р е а г е н т о в  н а п р а в л я т ь  п о  
а д р е с у :  1 1 1 1 2 3 ,  г .  М о с к в а ,  у л .  Н о в о г и р е е в с к а я ,  д о м  З А ,  л и б о  п о  
e - m a i l :  o b t k @ p c r . r u . О т з ы в ы  и  п р е д л о ж е н и я  о  п р о д у к ц и и  
A m p l i S e n s ®  в ы  м о ж е т е  о с т а в и т ь ,  з а п о л н и в  а н к е т у  п о т р е б и т е л я  н а  
с а й т е :  w w w . a m p l i s e n s . r u .

П р и  в ы я в л е н и и  п о б о ч н ы х  д е й с т в и й ,  н е  у к а з а н н ы х  в  
и н с т р у к ц и и  п о  п р и м е н е н и ю  н а б о р а  р е а г е н т о в ,  н е ж е л а т е л ь н ы х  
р е а к ц и й  п р и  е г о  и с п о л ь з о в а н и и ,  ф а к т о в  и  о б с т о я т е л ь с т в ,  
с о з д а ю щ и х  у г р о з у  ж и з н и  и  з д о р о в ь ю  г р а ж д а н  и  м е д и ц и н с к и х  
р а б о т н и к о в  п р и  п р и м е н е н и и  н а б о р а  р е а г е н т о в ,  р е к о м е н д у е т с я  
н а п р а в и т ь  с о о б щ е н и е  п о  а д р е с у ,  у к а з а н н о м у  в ы г и е ,  и  в  
у п о л н о м о ч е н н у ю  г о с у д а р с т в е н н у ю  р е г у л и р у ю щ у ю  о р г а н и з а ц и ю  
( в  Р Ф  -  Ф е д е р а л ь н а я  с л у ж б а  п о  н а д з о р у  в  с ф е р е  
з д р а в о о х р а н е н и я )  в  с о о т в е т с т в и и  с  
з а к о н о д а т е л ь с т в о м .

д е й с т в у ю щ и м
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сим волы , ИСПОЛЬЗУЕМЫЕ В ПЕЧАТНОЙ ПРОДУКЦИИ

REF Номер по каталогу V
Г П

Содержимого достаточно 
для проведения п тестов

LOT Код партии У Использовать до

Медицинское изделие 
для диагностики in vitro □ 3

Обратитесь к инструкции по 
применениюIVD

VER Дата изменения л Предел температуры

Изготовитель
Не допускать воздействия 
солнечного света

f Беречь от влаги и Дата изготовления
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as Инструкция по применению набора реагентов 
расположена на сайте w w w .a m p lis e n s .ru Щ  A m p liS e n s

Краткое руководство

набор реагентов 
AmpliSens® WITBc-diff

|REF| Н-4381-1 

|REF| Н -4382-14  

Ф о р м а  F R T -9 6 L -t: |REF| Н -4383-14

Ф о р м а  FR T-96F : 

Ф о р м а  F R T -96L :

ш Л

ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии 
Роспотребнадзора,
Российская Федерация, 111123, 
г. Москва, ул. Новогиреевская, д. ЗА 
г. Москва, ул. Новогиреевская, д. ЗА, стр. 6 
тел. (495) 974 9642, 
e-mail: amplisens@pcr.ru

IVD

В Н И М А Н И Е ! К р а тко е  р у к о в о д с т в о  п р е д н а з н а ч е н о  д л я  у д о б с т в а  р а б о т ы  с  н а б о р о м  р е а ге н т о в  в  л а б о р а т о р и и  
и м о ж е т  б ы т ь  и с п о л ь з о в а н о  т о л ь к о  п о с л е  д е т а л ь н о го  о з н а к о м л е н и я  с  и н с т р у к ц и е й  п о  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 . А н а л и з  и и н т е р п р е т а ц и ю  р е з у л ь т а т о в  н е о б х о д и м о  п р о в о д и т ь  в  с о о т в е т с т в и и  с 
и н с т р у к ц и е й  к  н а б о р у  р е а ге н то в .

Э К С Т Р А К Ц И Я  Д Н К  ИЗ И С С Л Е Д У Е М Ы Х  О Б Р А З Ц О В
В Н И М АН И Е ! Экстракция ДНК проводится, если в образцах биологического материала обнаружена ДНК М Т В с  с 
помощью набора реагентов Xpert® MTB/RIF (Cepheid, США). Для экстракции ДНК используются комплекты реагентов 
«Р И Б О -преп»  или «М А ГН О -сорб».
К о н т р о л и : Внутренний контрольный образец (BKO-FL) -  в каждом образце.

О б ъ е м  и с с л е д у е м о го  о б р а зц а , к о н т р о л е й  и э л ю ц и и

П |Ж ^КС 7р«Щ И 11 с  п о м о щ ь ю  « Р И Б О -п р е п »  д о б а в и т ь :

BKO-FL 10 мкл в каждую пробирку
Биологический материал, не требующий 
центрифугирования; культуры микроорганизмов, 
выросших на плотной питательной среде; смывы 
с объектов окружающей среды

100 мкл

в пробирки для
исследуемых
образцов

Биологический материал, требующий 
центрифугирования; культуры микроорганизмов, 
выросших на жидкой питательной среде; смывы 
с бронхоскопов

Осадок с надосадочной жидкостью до 
100 мл

Тканевой материал после депарафинизации Образец обработанной ткани
С- 100 мкл в пробирку для ОК
Э л ю ц и я  (и с п о л ь з у е т с я  б у ф е р , в х о д я щ и й  в  с о с т а в  к о м п л е кт а  р е а ге н то в  « Р И Б О -п р е п » , а та кж е  E lu t io n -  
b u ffe r-A , в х о д я щ и й  в  с о с т а в  ф о р м  F R T -9 6 L  /  F R T -96L -t)

Все образцы, кроме образцов тканевого 
материала из парафиновых блоков

100 мкл (для формы FRT-96F)

в каждую пробирку
250 мкл (для форм FRT-96L, FRT-96L-t)

Образцы тканевого материала в парафиновых 
блоках

50 мкл (для формы FRT-96F)
125 мкл (для форм FRT-96L, FRT-96L-t)
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О б ъ е м  и с с л е д у е м о го  о б р а зц а , к о н т р о л е й  и  э л ю ц и и

П р и  э к с т р а к ц и и  с  п о м о щ ь ю  кМ А ГН О -С О рб» д о б а в и т ь :

BKO-FL 10 мкл в каждую пробирку
Биологический материал, не требующий 
центрифугирования; культуры микроорганизмов, 
выросших на плотной питательной среде; смывы 
с объектов окружающей среды

200 мкл

в пробирки для
исследуемых
образцов

Биологический материал, требующий 
центрифугирования; культуры микроорганизмов, 
выросших на жидкой питательной среде; смывы 
с бронхоскопов

Осадок с надосадочной жидкостью до 
200 мл

Тканевой материал после депарафинизации Образец обработанной ткани
С- 200 мкл в пробирку для ОК
Э л ю ц и я  (и с п о л ь з у е т с я  б у ф е р , в х о д я щ и й  в  с о с т а в  к о м п л е кт а  р е а ге н т о в  « М А Г Н О -со р б » , а та кж е  E lu t io n -  
b u ffe r-A . в х о д я щ и й  в  с о с т а в  ф о р м  F R T -9 6 L  / F R T -96L -t)

Все образцы, кроме образцов тканевого 
материала из парафиновых блоков

100 мкл (для формы FRT-96F)

в каждую пробирку
250 мкл (для форм FRT-96L, FRT-96L-t)

Образцы тканевого материала в парафиновых 
блоках

50 мкл (для формы FRT-96F)
125 мкл (для форм FRT-96L, FRT-96L-t)

ь 1>  го

П О Д ГО Т О В К А  П Р О Б  Д Л Я  А М П Л И Ф И К А Ц И И  С П О М О Щ Ь Ю  Ф О Р М Ы  FR T-96F 
О б щ и й  о б ъ е м  р е а кц и о н н о й  с м е с и : 25 мкл, включая объем пробы ДНК (10 мкл).
К о н т р о л и : для каждой группы амплифицируемых образцов 1 отрицательный контроль экстракции 
1 отрицательный (К-) и 1 положительный (К+) контроли ПЦР.
В Н И М А Н И Е ! Постановка отрицательного контроля экстракции (ОК) обязательна в случае проведения 
исследования, начиная с этапа экстракции ДНК.
- Рассчитать количество каждого реагента, требующегося для приготовления реакционной смеси.
- Разморозить пробирки с Mix-MTBc-diff, Buffer-H и PCR С+ (MTBc-diff).

В отдельной пробирке подготовить реакционную смесь.

(ОК),

ПЦР-

К о м п о н е н т  р е а к ц и о н н о й  с м е с и О б ъ е м , м кл О б о зн а ч е н и я

Mix-MTBc-diff 10*(N+K+1) N -  количество исследуемых образцов; 
К  -  количество контролей;
1 -  запасBuffer-H 5*(N+K+1)

Отобрать необходимое количество индивидуальных или стрипованных пробирок для амплификации ДНК 
исследуемых и контрольных образцов:

В н е с ти  п о  15 м кл

Приготовленной реакционной смеси в каждую пробирку
В н е с ти  п о  10 м кл

Проб ДНК, экстрагированных из исследуемых 
образцов (критерии отбора образцов см. во 
вкладыше к набору реагентов), ОК

в пробирки для 
исследуемых 
образцов, ОК

П р и  п р о в е д е н и и  эк ст р а к ц и и  м ет о д ом  
м а г н и т н о й  с е п а р а ц и и  н е о б х о д и м о  
и зб е г а т ь  п о п а д а н и я  м а г н и т н о й  си л и ки  
в  р е а к ц и о н н у ю  см е сь !

PCR С+ (MTBc-diff) в пробирку для К+
С- в пробирку для К-

П О Д ГО Т О В К А  П Р О Б  Д Л Я  А М П Л И Ф И К А Ц И И  С  П О М О Щ Ь Ю  Ф О Р М  F R T-96L . FRT-96L-1 
О б щ и й  о б ъ е м  р е а к ц и о н н о й  с м е с и : 25 мкл, включая объем пробы ДНК (25 мкл).
К о н т р о л и : для каждой группы амплифицируемых образцов 1 отрицательный контроль экстракции (ОК), 
1 отрицательный (К-) и 1 положительный (К+) контроли ПЦР.
В Н И М А Н И Е ! Постановка отрицательного контроля экстракции (ОК) обязательна в случае проведения ПЦР- 
исследования, начиная с этапа экстракции ДНК.
- Отобрать необходимое количество индивидуальных или стрипованных пробирок с готовой лиофилизированной

В н е с т и  п о  25 м кл
Проб ДНК, экстрагированных из исследуемых 
образцов, ОК (при объеме элюции 250 мкл) в пробирки для 

исследуемых 
образцов, ОК

П р и  п р о в е д е н и и  эк ст р а к ц и и  м е т о д о м  
м а г н и т н о й  с е п а р а ц и и  н е о б х о д и м о  
и зб е г а т ь  п о п а д а н и я  м а г н и т н о й  си л и к и  
в  р е а к ц и о н н у ю  см е сь !

15 мкл Elution-buffer-A и 10 мкл проб ДНК, 
экстрагированных из исследуемых образцов, 
ОК (при объеме элюции 100 мкл)
PCR С+ (MTBc-diff) в пробирку для К+
С- в пробирку для К-

В Н И М А Н И Е ! Критерии отбора образцов см. во вкладыше к набору реагентов
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П Л И Ф И К А Н И Я  С Д Е Т Е Ш И Е И  В  Р ЕЖ И М Е  « Р Е А Л Ь Н О Г О  В Р Е М Е Н И »

Установить пробирки в ячейки реакционного модуля и запустить прибор. Рекомендуется перед постановкой в 
амплификатор планшетного типа осадить капли со стенок пробирок или стрипов на вортексе, используя в 
последнем случае специальные насадки.

В Н И М А Н И Е ! При работе с приборами Rotor-Gene 3000/6000/Q лунка №1 ротора обязательно должна быть 
заполнена какой-либо исследуемой пробиркой. Если в один ротор загружаются пробирки с образцами, 
анализируемыми с помощью разных наборов реагентов АмплиСенс/AmpliSens, предназначенных для 
исследования возбудителей микобактериальных инфекций, то в лунку №1 установить пробирки с реагентами 
набора AmpliSens® MTBc-diff.
- Запустить программу амплификации;

а) либо с использованием ПО AmpliSens® RealTime Soft (ПО ARTS) совместно с ПО AmpliSens® MTBc-diff Soft, 
детектирующий амплификатор должен быть совместим с ПО AmpliSens® RealTime Soft {ПО ARTS) версии 
1.0.0 или выше;

б) либо в ручном режиме, запрограммировав детектирующий амплификатор для выполнения программы, 
указанной ниже, настройки приборов роторного и планшетного типа см. во вкладыше к набору реагентов.

П р о гр а м м а  а м п л и ф и к а ц и и  д л я  п р и б о р о в  р о т о р н о го  и п л а н ш е т н о го  ти п а

Ц и кл Тем пература, °С В р е м я
Д е те кц и я  ф л у о р е с ц е н тн о го  си гн а л а  п о  каналам  

д л я  ф л у о р о ф о р о в
К о л и ч е ств о

ц и кл о в

1 95 15 мин - 1

2
95 15с -

565 30 с -
72 15с -

3
95 15с -

4065 30 с РАМ , JO E , R O X ,C y5

72 15с -

В Н И М А Н И Е ! Данная программа может применяться для всего комплекса наборов реагентов 
АмплиСенс/AmpliSens, предназначенных для исследования возбудителей микобактериальных инфекций, с 
возможностью их совместного использования при одном запуске прибора.

А Н А Л И З  И И Н Т Е Р П Р Е Т А Ц И Я  Р Е З У Л Ь Т А Т О В

Анализ результатов проводить вручную с помощью алгоритма, приведенного в инструкции, или с помощью ПО 
AmpliSens® RealTime Soft (ПО ARTS) совместно с ПО AmpliSens® MTBc-diff Soft.

Ф я у о р о ф о р РАМ JO E RO X C y5

Мишень для амплификации ДНК M .tu b e rc u lo s is
ДНК/W.bows/ 

ДНК M .b o v is  BCG ДНК/W.bowsBCG ДНКВКО-FL

В Н И М А Н И Е ! К каждому набору реагентов прилагается в кл а д ы ш , в котором указаны граничные значения 
порогового цикла (Cf), необходимые для проведения анализа и интерпретации результатов вручную.
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