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ИНСТРУКЦИЯ

по применению набора реагентов для дифференциального выявления генов 

резистентности к гликопептидным антибиотикам (ванкомицину и тейкопланину) vanA, 

vanB  и vanC  методом полимеразной цепной реакции в режиме реального времени 

«РеалБест ARG гликопептиды van А/В/С»

ВВЕДЕНИЕ

Антибиотикорезистентность - отсутствие чувствительности бактерий к антимикробным 

препаратам, возникающее в результате спонтанных мутаций в процессе репликации ДНК 

либо путем передачи измененного генетического материала в виде плазмид или хромосом­

ных фрагментов другим штаммам и видам бактерий. В присутствии антибиотика резистент­

ные штаммы бактерий обладают селективным преимуществом перед чувствительными мик­

роорганизмами, что способствует их быстрому распространению и миграции по всему миру. 

Основными причинами возникновения устойчивости к антибактериальным препаратам 

(АБП) являются неправильное применение противомикробных препаратов, а также неудо­

влетворительные меры профилактики инфекций и инфекционного контроля в медицинских 

учреждениях и на сельскохозяйственных предприятиях.

Антибиотикорезистентность является глобальной проблемой для практического здраво­

охранения. Бактерии, нечувствительные к лекарственным препаратам, чаще всего встреча­

ются при нозокомиальных инфекциях, что приводит к увеличению длительности госпитали­

зации, тяжести заболевания и ухудшению прогноза для пациентов. Некоторые штаммы бак­

терий способны развивать мультирезистентность (устойчивость более чем к трем классам 

АБП) и панрезистентность (нечувствительность ко всем классам АБП).

Гликопептидные антибиотики (ванкомицин и тейкопланин) традиционно рассматри­

вают как препараты выбора при лечении энтерококковых инфекций, вызываемых штаммами 

микроорганизмов, устойчивыми к бета-лактамным антибиотикам. На сегодняшний день у
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энтерококков описаны 8 фенотипических вариантов приобретенной резистентности к глико­

пептидам (VanA, VanB, VanD, VanE, VanG, VanL, VanM, VanN) и 1 тип природной устойчи­

вости (VanC). Наиболее широко распространены штаммы Е. faecium и Е. faecalis с феноти­

пами А и В, фенотипы D, Е, G, L, М, N встречаются у единичных штаммов. Частота обнару­

жения фенотипа С в клинических изолятах повышается в связи с тем, что все чаще в патоло­

гии человека значимыми инфекциями стали прочие виды энтерококков (не Е. faecium  и Е. 

faecalis).

Гликопептиды ингибируют синтез клеточной стенки бактерий путём образования водо­

родных связей с концевыми аминокислотными остатками D-Ala-D-Ala-субъединиц пептидо- 

гликана (основного компонента клеточной стенки микроорганизмов). Устойчивость к глико­

пептидам может быть высокого (МПК > 64 мг/л) и низкого уровня (МПК от 4 до 32 мг/л).

Механизм резистентности энтерококков к данным антибиотикам основан на замене D- 

Ala-D-Ala на D-Ala-D-Lac (фенотипы VanA, VanB, VanD, VanM) или реже на D-Ala-D-Ser 

(фенотипы VanC, VanE, VanG, VanL, VanN). Устойчивость высокого уровня связана с ди- 

пептидом D-Ala-D-Lac, который уменьшает сродство с антибиотиком примерно в 1000 раз. 

D-Ala-D-Ser обеспечивает низкоуровневую резистентность, снижая аффинность к антибио­

тику примерно в 7 раз**.

Резистентность Приобретенная Природная
Высокоуровневая Вариабельная Низкоуровневая

Фенотип VanA VanB VanC
Ванкомицин, МПК* 
(мг/л)

64-1000 4-1000 2-32

Тейкопланин МПК* 
(мг/л)

16-512 0,5-1 0,5-1

Модификация
мишени

D-Ala-D-Lac D-Ala-D-Lac D-Ala-D-Ser

Экспрессия гена Индуцибельная Индуцибельная Конститутивная или 
индуцибельная

Локализация гена 
резистентности

Плазмида или 
хромосома

Плазмида или 
хромосома

Хромосома

Мобильный элемент Тп1546 Тп1547
Вид энтерококка Е. faecium 

Е. faecalis
Е. faecium 
Е. faecalis

Е. gallinarum 
Е. casseliflavus 
Е. flavescens

*Минимальная концентрация, подавляющая рост микроорганизма (мг/л).

** Коменкова Т.С., Зайцева Е.А. Современные представления о механизмах резистент­

ности к антимикробным препаратам Enterococcus faecalis и Enterococcus faecium. Антибио­

тики и Химиотерапия. 2020;65(11-12):38-48.

Фенотип VanA является наиболее распространенным и обеспечивает высокий уровень 

резистентности энтерококков к ванкомицину и тейкопланину. Синтез продуктов гена vanA



носит индуцибельный характер, их экспрессия начинается только после воздействия на мик­

роорганизм гликопептидного антибиотика.

Фенотип VanB кодирует вариабельную устойчивость к ванкомицину, которая, как и у 

фенотипа VanA, связана с синтезом модифицированного пептида D-Ala-D-Lac вместо D-Ala- 

D-Ala. При этом отличия в структуре генов, кодирующих регуляторные белки, приводит к 

тому, что у штаммов, демонстрирующих фенотип VanB, тейкопланин не индуцирует продук­

цию ферментов, синтезирующих модифицированный пептид. В результате штаммы VanB 

фенотипа при вариабельном уровне устойчивости к ванкомицину сохраняют чувствитель­

ность к тейкопланину, что является отличительным признаком указанного фенотипа.

Штаммы энтерококков с фенотипом VanC обладают природной устойчивостью к низ­

ким концентрациям ванкомицина (МПК от 2 до 32 мг/л) и чувствительны к тейкопланину. 

Механизм резистентности основан на замене D-Ala-D-Ala на D-Ala-D-Ser и встречается пре­

имущественно у штаммов Е. gallinarum, Е. casseliflavus и Е. flavescens. Среди энтерококков 

трех перечисленных видов встречаются штаммы, демонстрирующие высокий уровень устой­

чивости к ванкомицину. Этот феномен связан с приобретением в дополнение к генам кла­

стера VanC подвижных генетических элементов с генами кластеров VanA или VanB. Также 

зафиксированы случаи обнаружения гена vanC у Е. faecium и Е. faecalis, изолированных от 

человека, животных и объектов окружающей среды, что возможно является результатом го­

ризонтального переноса гена от Е. gallinarum между различными видами энтерококков.

Детекция генов vanA, vanB и vanC  методом полимеразной цепной реакции в режиме 

реального времени позволяет выявлять возможную резистентность к гликопептидным анти­

биотикам (ванкомицину и тейкопланину) в кратчайшие сроки для обеспечения своевремен­

ного выбора антибактериальной терапии, а также для мониторинга резистентных штаммов в 

лечебно-профилактических учреждениях.

1. НАЗНАЧЕНИЕ

Набор реагентов для дифференциального выявления генов резистентности к гликопеп­

тидным антибиотикам (ванкомицину и тейкопланину) vanA, vanB и vanC  методом полимераз­

ной цепной реакции в режиме реального времени «РеалБест ARG гликопептиды van А/В/С» 

предназначен для качественного дифференциального выявления генов резистентности к гли­

копептидным антибиотикам (ванкомицину и тейкопланину) vanA, vanB и vanC  в ДНК, выде­

ленной из клинических образцов человека (соскоб со слизистой, моча, мокрота, аспират дыха­

тельных путей, бронхоальвеолярный лаваж, раневое отделяемое, ликвор, биоптаты), смывов с 

поверхностей, гемокультур и бактериальных культур методом полимеразной цепной реакции 

(ПЦР) с гибридизационно-флуоресцентной детекцией продуктов ПЦР в режиме реального

3



времени. Набор может быть использован при подборе антибактериального препарата для по­

вышения эффективности антибактериальной терапии при инфекционных заболеваниях чело­

века, а также для определения профиля устойчивости к антибактериальным препаратам у вну­

трибольничных штаммов бактерий в рамках мониторинга нозокомиальных инфекций в меди­

цинских учреждениях. Набор не имеет популяционных и демографических аспектов примене­

ния.

2. ХАРАКТЕРИСТИКА НАБОРА

2.1. Принцип метода.

Принцип анализа основан на регистрации процесса амплификации выбранного участка 

ДНК целевых генов в ходе проведения ПЦР.

Процесс амплификации заключается в повторяющихся циклах: температурная денату­

рация ДНК-матрицы, отжиг праймеров с комплементарными последовательностями ДНК- 

матрицы, синтез комплементарной цепи с этих праймеров Taq ДНК-полимеразой. В основе 

регистрации процесса амплификации лежит измерение сигналов флуоресценции в каждом 

цикле ПЦР. Увеличение сигналов флуоресценции происходит благодаря использованию ги- 

бридизационного ДНК-зонда, специфичного для выбранного участка ДНК целевых генов, 

который в ходе реакции связывается с одной из цепей ДНК, обеспечивая также дополнитель­

ную специфичность метода. ДНК-зонд содержит на 5'-конце флуоресцентный краситель, а 

на З'-конце -  гаситель флуоресценции, значительно снижающий интенсивность флуоресцен­

ции. В ходе полимеразного синтеза комплементарной цепи, благодаря 5'-3'-нуклеазной ак­

тивности Taq ДНК-полимеразы, зонд расщепляется с 5'-конца и происходит разобщение кра­

сителя и гасителя, приводящее по мере накопления продукта реакции к возрастанию сигнала 

флуоресценции. При этом измеряемая интенсивность флуоресценции зависит от количества 

образовавшихся специфических ампликонов и динамика нарастания флуоресценции опреде­

ляется исходным количеством целевой ДНК в образце.

Учёт эффективности выделения ДНК из образцов обеспечивается выделением из ис­

следуемых образцов совместно с предварительно внесённым внутренним контрольным об­

разцом (ВКО).

2.2. Состав набора:

Компонент набора (сокращение) 
Описание

Количество

Положительный контрольный образец (ПКО) 
Бесцветная жидкость, содержит натрия азид (0,05%)

2 пробирки по 1 мл

Отрицательный контрольный образец (ОКО) 
Бесцветная жидкость, содержит натрия азид (0,05%)

2 пробирки по 1 мл

Готовая реакционная смесь для ПЦР (ГРС) 
Лиофилизированная

96 пробирок



Оптическая пленка 1,5 листа
Вкладыш со штрих-кодом 1 шт.

в  комплект поставки входят:

-  набор реагентов;

-  инструкция по применению и паспорт (количество копий определяется в дого­

воре на поставку продукции).

Инструкция по применению и паспорт размещены на сайте http://www.vector- 

best.ru.

2.3. Условия применения.

Аналитические и диагностические характеристики набора были валидированы при вы­

делении ДНК из клинических образцов (соскобов со слизистой, мочи), смывов с поверхностей, 

бактериальных культур с использованием наборов «РеалБест ДНК-экспресс» (АО «Вектор- 

Бест», Россия, РУ № РЗН 2015/2300), «Лизирующий раствор» (АО «Вектор-Бест», Россия, РУ 

№ РЗН 2017/5872), «РеалБест экстракция 100» (АО «Вектор-Бест», Россия, РУ № РЗН 

2014/1423) и «РеалБест УниМаг» (АО «Вектор-Бест», Россия, РУ № РЗН 2017/5985); из кли­

нических образцов (мокроты, аспирата дыхательных путей, бронхоальвеолярного лаважа, лик­

вора, биоптатов) с использованием наборов «РеалБест экстракция 100» и «РеалБест УниМаг»; 

из гемокультур, раневого отделяемого, с использованием набора «РеалБест экстракция 100». 

Набор применяется с регистрирующими амплификаторами планшетного типа с термоблоком 

для пробирок объемом 0,2 мл и каналами детекции «КОХ», «РАМ», «НЕХ», «Су5». В ходе 

клинических испытаний валидированы следующие амплификаторы: «СРХ96» ( Bio-Rad La­

boratories, Inc., США, РУ № ФСЗ 2008/03399), «ДТпрайм» (ООО «НПО ДНК-Технология», 

Россия, РУ № ФСР 2011/10229), «FLUORITE» (Xi'an TianLong, Science and Technology Co., 

Ltd., Китай, P y  № P3H 2022/16415).

Запуск программы амплификации и анализ результатов может производиться с помо­

щью программного обеспечения «GP.РеалБест Диагностика» (размещена на сайте 

http://www.vector-best.ru).

Набор рассчитан на проведение анализа 96 образцов, включая контрольные образцы.

Показания к применению. Набор может быть использован при подборе антибактериаль­

ного препарата для повышения эффективности антибактериальной терапии при инфекцион­

ных заболеваниях человека, а также для определения профиля устойчивости к антибактери­

альным препаратам у внутрибольничных штаммов бактерий в рамках мониторинга нозокоми­

альных инфекций в медицинских учреждениях.

Противопоказаний к применению медицинского изделия нет (не применимо).

Изделие предназначено для клинической лабораторной диагностики.
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3. АНАЛИТИЧЕСКИЕ И ДИАГНОСТИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ

3.1. Аналитическая чувствительность.

За аналитическую чувствительность принята величина концентрации целевой ДНК, 

для которой при экспериментальной проверке на двух сериях набора на 72 повторах для каж­

дой серии с использованием амплификаторов «CFX96», «ДТпрайм», «FLUORITE» и наборов 

для выделения НК «РеалБест ДНК-экспресс», «Лизирующий раствор», «РеалБест экстракция 

100», и «РеалБест УниМаг» был получен положительный результат в 100% случаев.

Набор гарантированно выявляет гены резистентности к гликопептидным антибиотикам 

(ванкомицину и тейкопланину) vanA, vanB и vanC в концентрации 250 копий в ПЦР-пробе 

(соответствует 3x10"  ̂ копий/мл исходного образца при выделении ДНК с помощью наборов 

«РеалБест ДНК-экспресс», «Лизирующий раствор» и 1 х 10"̂  копий/мл исходного образца при 

выделении ДНК с помощью наборов «РеалБест экстракция 100», «РеалБест УниМаг»).

3.2. Аналитическая специфичность.

Был проведен in silico анализ последовательностей праймеров и зондов по базам после­

довательностей микроорганизмов, не имеющих резистентности к гликопептидным антибио­

тикам (ванкомицину и тейкопланину), которые могут присутствовать в клинических образцах. 

Возможность перекрестных реакций исключена.

Аналитическая специфичность выявления генов vanAy vanB и vanC была подтверждена 

отсутствием перекрестных ложноположительных сигналов при анализе образцов, содержа­

щих ДНК микроорганизмов, которые могут встретиться в биоматериале: Proteus mirabilis, 

Proteus vulgaris, Enterobacter agglomerans, Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Acinetobacter 

baumannii, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Pseudomonas aeruginosa, 

Stenotrophomonas rhizophila, Stenotrophomonas maltophilia, Corynebacterium propinquum, 

Lactobacillus spp., Citrobacter imitans, Moraxella catarrhalis, Serratia marcescens, Elizabethkingia 

anopheles, Raoultella planticola, Rothia mucilaginosa, a также штаммах Enterococcus spp., не 

имеющих резистентности к гликопептидным антибиотикам (ванкомицину и тейкопланину), в 

концентрации 10^-10^ копий/мл. Перекрестно реагирующих ДНК по данным, полученным при 

исследованиях в рамках клинико-лабораторных испытаний, обнаружено не было.

3.3. Диагностическая чувствительность.

- диагностическая чувствительность выявления гена резистентности vanA: клинические 

испытания, проведенные на 71 положительном образце, содержащем vanA^ показали 100 % 

чувствительность (интервал 94,94 % - 100 %, с доверительной вероятностью 95 %);

- диагностическая чувствительность выявления гена резистентности vanB\ клинические 

испытания, проведенные на 71 положительном образце, содержащем vanB^ показали 100 % 

чувствительность (интервал 94,94 % - 100 %, с доверительной вероятностью 95 %);



- диагностическая чувствительность выявления гена резистентности vanC: клинические 

испытания, проведенные на 70 положительных образцах, содержащих vanC, показали 100 % 

чувствительность (интервал 94,87 % - 100 %, с доверительной вероятностью 95 %);

3.4. Диагностическая специфичность.

- диагностическая специфичность выявления гена резистентности vanA: клинические 

испытания, проведенные на 191 отрицательном образце, не содержащем vanA, показали 100 % 

специфичность (интервал 98,09 % - 100 %, с доверительной вероятностью 95 %).

- диагностическая специфичность выявления гена резистентности vanB: клинические 

испытания, проведенные на 191 отрицательном образце, не содержащих vanB, показали 100 % 

специфичность (интервал 98,09 % - 100 %, с доверительной вероятностью 95 %).

- диагностическая специфичность выявления гена резистентности vanC: клинические 

испытания, проведенные на 192 отрицательных образцах, не содержащих vanC, показали 

100 % специфичность (интервал 98,1 % - 100 %, с доверительной вероятностью 95 %).

3.5. Повторяемость и воспроизводимость.

При тестировании на одной серии набора, на одном оборудовании, одним оператором, в 

одной лаборатории 3 образцов в 8 повторах каждый повторяемость составила 100%, коэффи­

циент вариации Ct не более 3%.

При тестировании в шести независимых постановках тремя разными операторами на 

двух сериях набора в двух лабораториях 3 образцов в 8 повторах каждый внутрипостановоч- 

ная, межпостановочная, внутрисерийная и межсерийная воспроизводимость, межлаборатор­

ная воспроизводимость результатов составила 100 %. Коэффициент вариации Ct не более 4 %.

3.6. Потенциально-интерферирующие вещества.

Интерферирующие вещества исследовали на модельных образцах клинического матери­

ала путем внесения известных количеств интерферентов. Показано отсутствие влияния потен­

циально интерферирующих веществ на результаты анализа: в образцах соскобов со слизистой 

(кровь и муцин до 0,5%); образцах мочи (билирубин до 0,2 мг/мл (350 мкмоль/л), глюкоза до 

55 ммоль/л, белок до 3 г/л); раневом отделяемом (кровь до 50%, 0,5% спиртовой раствор хлор- 

гексидина биглюконата до 0,25%); образцах мокроты (кровь и муцин до 0,5%, цефтриаксон до 

0,25%); аспирата дыхательных путей, бронхоальвеолярного лаважа (кровь и муцин до 0,5%, 

цефтриаксон до 0,25%); биоптатах, ликворе (кровь до 0,5%); смывов с поверхностей (70% рас­

твор этилового спирта до 0,5%); бактериальных культурах (агаризированная питательная 

среда (LB-arap) до 0,05%, жидкая питательная среда (LB) до 50%); гемокультурах (гемоглобин 

до 5 г/л).



4. МЕРЫ ПРЕДОСТОРОЖНОСТИ

4.1. Потенциальный риск применения набора -  класс 26 (Приказ М3 РФ от 06.06.2012

4.2. Лаборатории, выполняющие исследования по выявлению генов vanA^ vanB и vanC, 

обязаны обеспечить безопасность работы в соответствии с требованиями законодательства в 

сфере санитарно-эпидемиологического благополучия.

Набор предназначен для профессионального применения в клинической лабораторной диа­

гностике. К работе с набором допускается только специально обученный персонал с высшим или 

средним медицинским, или биологическим образованием, прошедший подготовку на лицензиро­

ванных курсах первичной специализации по работе с патогенными для человека микроорганиз­

мами и получивший дополнительное специальное образование на курсах повышения квалифика­

ции по молекулярно-биологическим методам диагностики.

4.3. ПКО и ОКО содержат натрия азид в концентрации, указанной в п. 2.2 «Состав 

набора».

4.4. Для предотвращения контаминации необходимо территориально разделять этапы 

выделения ДНК и постановки ПЦР согласно МУ 1.3. 2569-09 «Организация работы лаборато­

рий, использующих методы амплификации нуклеиновых кислот при работе с материалом, со­

держащим микроорганизмы I-IV групп патогенности».

4.5. При работе с набором необходимо надевать одноразовые медицинские перчатки, 

использовать только одноразовые наконечники с фильтром для дозаторов.

4.6. Каждое рабочее место должно быть снабжено собственным набором дозаторов пе­

ременного объема, необходимыми вспомогательными материалами и оборудованием.

4.7. Не допускается использование одних и тех же наконечников при добавлении раз­

ных образцов.

4.8. После окончания работ для дезинфекции и предотвращения контаминации все рабочие 

поверхности и оборудование следует подвергнуть действию бактерицидных УФ ламп в течение 

1 часа. Затем обработать регламентированными санитарными правилами дезинфицирующими 

средствами {такими, как: 0,8% раствор «Дезомакс-Иинова»; 1%о раствор «Диабак»; 0,5Уораствор 

«Лизафин»; 1%раствор «Мистршь»; 1% раствор «Велтолен»).

4.9. Все использованные одноразовые материалы подвергать обработке дезинфициру­

ющими средствами с последующей утилизацией (см. МУ 287-113 «Методические указания по 

дезинфекции, предстерилизационной очистке и стерилизации изделий медицинского назначе­

ния»).

4.10. При использовании набора образуются отходы классов А, Б, В и Г, которые клас­



сифицируются и уничтожаются (утилизируются) в соответствии с СанПиН 2.1.3684-21 «Са­

нитарно-эпидемиологические требования к содержанию территорий городских и сельских по­

селений, к водным объектам, питьевой воде и питьевому водоснабжению, атмосферному воз­

духу, почвам, жилым помещениям, эксплуатации производственных, общественных помеще­

ний, организации и проведению санитарно-противоэпидемических (профилактических) меро­

приятий»

5. ОБОРУДОВАНИЕ И МАТЕРИАЛЫ

-  амплификатор с детекцией флуоресценции в режиме реального времени планшетного 

типа с термоблоком для пробирок объемом 0,2 мл (с каналами детекции: «РАМ», «НЕХ», 

«КОХ», «Су5»): «СРХ96» ( Bio-Rad Laboratories, Inc., США, РУ № ФСЗ 2008/03399), 

«ДТпрайм» (ООО «НПО ДНК-Технология», Россия, РУ № ФСР 2011/10229) или «FLUORITE» 

(Xi'an TianLong, Science and Technology Co., Ltd., Китай, РУ № РЗН 2022/1641);

-  ПЦР-бокс (например, «Бокс абактериальной воздушной среды для защиты оператора 

при работе с патогенными агентами и микроорганизмами, передающимися воздушно- капель­

ным путем БАВп-01-”Ламинар-С”по ТУ 9443-003-51495026-2004», ЗАО «Ламинарные си­

стемы», Россия, РУ № ФСР 2010/07111);

-  холодильник бытовой, поддерживающий температуру (2-8) °С;

-  дозаторы одноканальные с переменным объемом, со сменными наконечниками 

(например, «Дозаторы механические одноканальные ВЮН1Т», Sartorius Biohit Liquid Handling 

Oy, Финляндия, РУ № ФС 2012/12201);

-  одноразовые наконечники для дозаторов с защитным фильтром/аэрозольным барье­

ром (например, «Наконечники для пипеточных дозаторов Sartorius, стерильные, с фильтром» 

Sartorius Biohit Liquid Handling Oy, Финляндия, РУ № РЗН 2020/9707);

-  перчатки медицинские одноразовые нестерильные неопудренные латексные или 

неопреновые (например, перчатки «NeoTouch», Ansell Healthcare, Германия);

-  штативы для микропробирок вместимостью 0,2 мл (например, «Штативы для хране­

ния и транспортировки пробирок», Scientific Specialties Incorporated (SSI), США, РУ № ФСЗ 

2011/10287);

-  контейнер для сбора отходов (например, «Контейнер для сбора, хранения, транспор­

тирования и утилизации колюще-режущих отходов», ООО «КМ-ПРОЕКТ», Россия, РУ № РЗН 

2017/5395 от 01.02.2021);

-  нож канцелярский или ножницы.



6. ПОДГОТОВКА АНАЛИЗИРУЕМЫХ ОБРАЗЦОВ И РЕАГЕНТОВ

6.1. Подготовка анализируемых образцов.

При проведении работ с клиническими образцами в лаборатории, включая процесс вы­

деления НК из них, необходимо обеспечить безопасность работы в соответствии с требовани­

ями законодательства в сфере санитарно-эпидемиологического благополучия.

Для анализа используется ДНК, выделенная из клинических образцов согласно ин­

струкциям по применению соответствующих наборов серии «РеалБест». Наборы, подходящие 

для каждого вида клинических образцов, указаны в таблице:

Набор для вьщеления НК

Тип образца

«РеалБест 
ДНК-экспресс» (АО 
«Вектор-Бест», Рос­

сия, РУ РЗН 
2015/2300)*, 

«Лизирующий 
раствор»

(АО «Вектор-Бест», 
Россия, РУ РЗН 

2017/5872)

«РеалБест 
экстракция 100» 

(АО «Вектор- 
Бест», Россия, 

РУ РЗН 
2014/1423)

«РеалБест УниМаг» 
(АО «Вектор-Бест», 

Россия,
РУ РЗН 2017/5985)

Соскоб со слизистой + +

Раневое отделяемое - + -

Моча + + +

Мокрота - + +

Бронхоальвеолярный - + +
лаваж (БАЛ)

Аспират дыхательных - + +
путей

Биоптаты - + +

Ликвор - + +

Смывы с поверхностей + -н +

Гемокультура - -

Бактериальная + + +
культура

*в состав набора входит Транспортный раствор.

Образцы раневого отделяемого, смывов с поверхностей, забранные с помощью одно­

разовых стерильных зондов в пробирки с «Транспортным раствором» (АО «Вектор-Бест», 

Россия, РУ № РЗН 2017/6004), тщательно перемешать. 100 мкл полученной суспензии исполь­

зовать для выделения ДНК.

Для образцов мокроты необходимо предварительно провести процедуру подготовки к
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выделению нуклеиновых кислот. К образцу биоматериала добавить равный объем 95% этило­

вого спирта, тщательно перемешать, выдержать при температуре (18-26) °С 10 минут. Еще раз 

тщательно перемешать. 100 мкл полученной взвеси использовать для вьщеления ДНК. Не за­

хватывать комки слизи!

Образцы БАЛ, аспиратов дыхательных путей должны быть предварительно обрабо­

таны: отобрать 1 мл биоматериала в отдельную пробирку и центрифугировать при 10 000 

об/мин в течение 10 минут. Затем отобрать и удалить 0,8 мл надосадочной жидкости, осадок 

ресуспендировать в оставшейся жидкости. Если образец содержит слизь, провести процедуру 

обработки, как описано для образцов мокроты. 100 мкл полученной взвеси использовать для 

выделения ДНК.

Образцы биоптатов предварительно гомогенизировать при помощи лабораторного го­

могенизатора согласно соответствующей инструкции по применению. 100 мкл полученной 

суспензии использовать для вьщеления ДНК.

Образцы гемокультур, бактериальных культур получают путем посева клинического 

материала на универсальные или селективные питательные среды. Смешанные или чистые 

культуры на твердых питательных средах или осадочная жидкость при посеве на жидкие 

среды забирать в пробирки с «Транспортным раствором» производства АО «Вектор-Бест», 

тщательно перемешать, 100 мкл полученной суспензии использовать для выделения ДНК.

Транспортировать и хранить образцы:

- соскобов со слизистой

при температуре (18-26) °С не более 2 суток; 

при температуре (2-8) °С не более 2 недель; 

при температуре минус (1 8 ^ 0 ) °С не более 2 месяцев; 

при температуре ниже минус 40°С -  длительно.

-м очи

при температуре (18-26) °С не более 2 часов; 

при температуре (2-8) °С не более 1 суток.

Допускается хранение клеточных осадков мочи при температуре минус (18-40) °С не 

более 2 недель.

- раневого отделяемого, мокроты, смывов с поверхностей, гемокультур, бактериальных 

культур

при температуре (18-26) °С не более 6 часов; 

при температуре (2-8) °С не более 3 суток; 

при температуре минус (1 8 ^ 0 ) °С не более 2 недель; 

при температуре ниже минус 40°С -  длительно.

II



/

- EAJIf аспиратов дыхательных путей, биоптатов, ликвора

при температуре (18-26) °С не более 2 часов;

при температуре (2-8) °С не более 1 суток;

при температуре минус (1 8 ^ 0 ) °С не более 2 недель;

при температуре ниже минус 40'^С -  длительно.

Допускается только однократное замораживание-оттаивание материала.

Каждая группа образцов, проходящая через процедуру выделения ДНК, должна содер­

жать ПКО и ОКО, которые являются компонентами данного набора.

Выделенную ДН К  хранить при температуре (2-8) не более 24 часов.

6.2. Подготовка реагентов.

6.2.1. Перед началом работы извлечь набор из холодильника, вьщержать пробирки с ГРС 

в упаковке (не вскрывая!) при температуре (18-26) °С не менее 30 минут. Затем вскрыть упа­

ковку, аккуратно с помощью канцелярского ножа или ножниц отрезать необходимое количество 

(по числу подготовленных проб, включая контрольные образцы: 1 ОКО и 1 ПКО) пробирок с 

ГРС. Отрезать пробирки следует вместе с покрывающей их пленкой.

Внимание! Неиспользованные пробирки с ГРС упаковать в пакет с осушителем, удалить 

из него лишний воздух и плотно закрыть зажим.

После первого вскрытия упаковки ГРС хранить при температуре (2-8) °С не более 3 ме­

сяцев.

6.2.2. ПКО и ОКО после вскрытия пробирки хранить при температуре (2-8) °С не более 

3 месяцев.

7. ПРОВЕДЕНИЕ АНАЛИЗА

7.1. Необходимое количество пробирок с ГРС по числу подготовленных образцов, 

включая контрольные образцы, пронумеровать (если необходимо) и расположить в штативе.

Внимание! Надписи следует располагать на боковой части пробирок.

12 . Аккуратно удалить плёнку, закрывающую пробирки.

Внимание! Нри удалении плёнки следите, чтобы вместе с ней не была удалена ГРС.

В каждую пробирку с ГРС дозатором, используя для каждого образца индивидуальный 

наконечник с фильтром, внести по 50 мкл раствора выделенной ДНК. Время от начала внесе­

ния в ГРС до запуска ПЦР должно быть не более 30 минут.

7.3. Заклеить пробирки оптической плёнкой.

Внимание! Нельзя наносить на оптическую плёнку какие-либо надписи. Оптическая 

плёнка должна оставаться чистой!

Для повышения эффективности и скорости смешения компонентов рекомендуется пе-
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ремешать содержимое пробирок в мини-шейкере с частотой вращения 1200-1800 об/мин в те­

чение 1 минуты.

7.4. Поместить пробирки в амплификатор.

При использовании программного обеспечения прибора:

7.5. Запрограммировать прибор для проведения амплификации специфических фраг­

ментов ДНК ВКО, фрагментов генов vanA, vanB  и vanC  и детекции сигналов флуоресценции 

в соответствии с инструкцией к прибору.

Протокол проведения реакции амплификации:

1 стадия: 50 °С -  2 минуты;

2 стадия: 95 °С -  2 минуты;

3 стадия: 50 циклов (94 -  10 секунд, 60 -  20 секунд)*.

* Измерение флуоресценции проводить при 60 °С.

7.6. Выбрать каналы детекции результатов амплификации ДНК.

«КОХ» -  для регистрации процесса амплификации фрагмента гена vanA;

«НЕХ» -  для регистрации процесса амплификации фрагмента гена vanB;

«Су5» -  для регистрации процесса амплификации фрагмента гена vanC\

«РАМ» -  для регистрации процесса амплификации ДНК ВКО.

7.7. Запрограммировать положение пробирок с исследуемыми образцами и контроль­

ными образцами, согласно инструкции к используемому прибору.

7.8. Запустить амплификатор для выполнения заданного протокола.

При использовании программы «ОР.РеалБест Диагностика»:

7.9. Запустить программное обеспечение «ОР.РеалБест Диагностика».

7.10. Со вкладыша с информацией ввести данные штрих-кода набора.

7.11. Запрограммировать положение пробирок с исследуемыми и контрольными образ­

цами,

7.12. Запустить программу амплификации с регистрацией флуоресценции в режиме ре­

ального времени.

8. АНАЛИЗ И УЧЁТ РЕЗУЛЬТАТОВ

8.1. Условия анализа и учёта результатов.

8.1.1. В ПКО программа должна фиксировать:

-  нарастание сигнала амплификации ДНК ВКО (канал «РАМ») и определять значение 

порогового цикла Ct ВКО;

-  нарастание сигнала амплификации фрагмента гена vanA (канал «КОХ») и определять 

значение порогового цикла Ct ПКО.

-  нарастание сигнала амплификации фрагмента гена vanB (канал «HEXV и определять
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значение порогового цикла Ct ПКО;

-  нарастание сигнала амплификации фрагмента гена vanC  (канал «Су5») и определять 

значение порогового цикла Ct ПКО;

8.1.2. В ОКО программа должна фиксировать нарастание сигнала амплификации ДНК 

ВКО (канал «РАМ») и определять Ct ВКО, при этом программа не должна регистрировать 

нарастания сигнала специфического продукта амплификации ДНК по каналам «Су5», 

«НЕХ» и «КОХ» с Ct, меньшим или равным 32.

Если для ОКО значение Ct по каналам «Су5» и/или «НЕХ» и/или «КОХ» меньше или 

равно 32, то это свидетельствует о наличии контаминации (см. п. 8.2.4).

8.1.3. В каждом исследуемом образце программа должна фиксировать нарастание сиг­

нала амплификации ДНК ВКО (канал «РАМ») и определять QBKO.

8.2. Учёт результатов.

8.2.1 Вычислить (Ct ВКО)ср как среднее значение Ct ВКО всех анализируемых образцов 

(включая ПКО и ОКО). Отбраковке подлежат значения Ct ВКО, отличающиеся более чем на 

2 от значения (Ct ВКО)ср. После отбраковки пересчитать (Ct ВКО)ср для оставшихся значений.

8.2.2. Анализируемый образец считается отрицательным, не содержащим ген vanA^ 

если для этого образца значение Ct по каналу «КОХ» больше 32 или не определяется.

Анализируемый образец считается отрицательным, не содержащим ген vanB, если для 

этого образца значение Ct по каналу «НЕХ» больше 32 или не определяется.

Анализируемый образец считается отрицательным, не содержащим ген va/iC, если для 

этого образца значение Ct по каналу «Су5» больше 32 или не определяется.

Если для такого образца значение Ct ВКО отличается от значения (Ct ВКО)ср более чем 

на 2, то результат по данному образцу не подлежит анализу и учету как отрицательный. 

Необходимо провести повторный анализ данного образца, начиная с этапа выделения ДНК.

8.2.3. Анализируемый образец считается положительным, содержащим ген vanA, если 

для этого образца значение Ct по каналу «КОХ» меньше или равно 32.

Анализируемый образец считается положительным, содержащим ген vanB, если для 

этого образца значение Ct по каналу «НЕХ» меньше или равно 32.

Анализируемый образец считается положительным, содержащим ген vanC, если для 

этого образца значение Ct по каналу «Су5» меньше или равно 32.

8.2.4. В случае контаминации все положительные результаты по данной индивидуальной 

постановке ПЦР считаются недостоверными. Требуется предпринять меры по выявлению и 

ликвидации источника контаминации и повторить анализ всех образцов данной постановки, 

для которых получен положительный результат. Образцы данной постановки, анализ которых 

дал отрицательный результат, следует учитывать, как отрицательные.
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9. УСЛОВИЯ ТРАНСПОРТИРОВАНИЯ, ХРАНЕНИЯ И ПРИМЕНЕНИЯ НАБОРА

9.1. Транспортировать изделия следует транспортом всех видов в крытых транспорт­

ных средствах в соответствии с правилами перевозок, действующими на транспорте данного 

вида, при температуре (2-8) °С. Допускается транспортирование при температуре до 26 °С не 

более 10 суток.

9.2. Хранение набора в упаковке предприятия-изготовителя должно осуществляться 

при температуре (2-8) °С в течение всего срока годности в холодильных камерах или холо­

дильниках, обеспечивающих регламентированный температурный режим с ежедневной реги­

страцией температуры.

9.3. Срок годности набора -  18 месяцев со дня выпуска. Не допускается применение 

наборов по истечении срока их годности.

9.4. Для получения надёжных результатов необходимо строгое соблюдение инструк­

ции по применению набора.

9.5. Изделие не требует технического обслуживания и не подлежит ремонту.

10. ГАРАНТИЙНЫЕ ОБЯЗАТЕЛЬСТВА

10.1. Производитель гарантирует соответствие выпускаемых изделий требованиям нор­

мативной и технической документации.

Безопасность и качество изделия гарантируются в течение всего срока годности.

10.2. Производитель отвечает за недостатки изделия, за исключением дефектов, воз­

никших вследствие нарушения правил пользования, условий транспортирования и хранения, 

либо действия третьих лиц, либо непреодолимой силы.

10.3. Производитель обязуется за свой счет заменить изделие, технические и функцио­

нальные характеристики (потребительские свойства) которого не соответствуют нормативной 

и технической документации, если указанные недостатки явились следствием скрытого де­

фекта материалов или некачественного изготовления изделия производителем.

Инструкция по применению и паспорт размещены на сайте http://www.vector-best.ru.

По вопросам, касающимся качества набора «РеалБест ARG гликопептиды van 

А/В/С», следует обращаться в АО «Вектор-Бест» по адресу:

630117, г. Новосибирск-117, а/я 492, 

тел.: (383) 252-51-62, 227-60-30; тел./факс: (383) 252-51-81, 252-51-77;

E-mail: plkobtk®,vector-best. ru

Консультацию специалиста по работе с набором можно получить по тел.: (383) 252-51-75.
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ГРАФИЧЕСКИЕ СИМВОЛЫ

Символ

REF

V
LOT

Описание

Номер по каталогу

Содержимого достаточно 
для проведения п тестов

Код партии

Символ

IVD

I
|ЛА^~

Описание

Медицинское изделие для 
диагностики in vitro

Предел температуры

Дата изготовления

Ё М Изготовитель
□ 3

Обратитесь к инструкции 
по применению

Использовать до YYYY-MM-DD
YYYY-MM

Дата в формате 
Год-Месяц-День 
Г од-Месяц

Начальник отделения 
производства ПЦР-наборов 
АО «Вектор-Бест»

Директор по производству 
АО «Вектор-Бест»

Проректор по научной работе 
ФГБОУ ВО НГМУ Минздрава России 
Д.М.Н., профессор

А.В. Трухина

В.К. Ткачев

.И. Поспелова
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