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L НАЗНАЧЕНИЕ

Н абор реагентов для выявления Д Н К Legionella pneum ophila м етодом полимеразной цеп­

ной реакции в режиме реального времени «РеалБест ДН К Legionella pneum ophila» предназна­

чен для выявления ДН К Legionella pneumophila в клиническом материале и объектах окруж а­

ющ ей среды (пробы воды, смы вы с поверхностей) методом полимеразной цепной реакции 

(ПЦР) с гибридизационно-ф луоресцентной детекцией продуктов ПЦ Р в реж име реального 

времени.

Вы деление ДН К из клинических проб и объектов окруж аю щ ей среды  (пробы воды, 

смы вы с поверхностей) проводится с помощ ью  наборов «РеалБест Д Н К -экспресс», «РеалБест 

Д Н К-экстракция 3» или «РеалБест экстракция 100».

Набор реагентов предназначен для применения с регистрирую щ им и амплиф икаторами 

планщ етного типа; «СРХ 96» (фирма Bio-Rad, СШ А ), «ДТ-96» (О О О  «Н П О  Д Н К -Технология», 

Россия) или их аналогами.

Набор реагентов рассчитан на проведение анализа 48 образцов, вклю чая контрольные.

2. ХАРАКТЕРИСТИКА НАБОРА

2.1. Принцип метода.

П ринцип анализа основан на регистрации процесса амплиф икации вы бранного участка 

ДН К возбудителя инфекции в ходе проведения ПЦР.

П роцесс амплификации заклю чается в повторяю щ ихся циклах: тем пературная денату­

рация Д Н К-матрицы, отж иг праймеров с комплементарными последовательностями Д Н К - 

матрицы, синтез комплементарной цепи с этих праймеров Taq-Д Н К -полим еразой. В основе 

регистрации процесса амплификации леж ит измерение сигналов ф луоресценции в каждом
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цикле ПЦР. У величение сигналов флуоресценции происходит благодаря использованию  ги- 

бридизационного ДН К-зонда, специфичного для выбранного участка Д Н К  возбудителя ин­

фекции, который в ходе реакции связы вается с одной из цепей Д Н К . обеспечивая такж е до­

полнительную  специфичность метода. Д Н К -зонд содерж ит на 5'-конце ф луоресцентны й кра­

ситель, а  на З'-конце -  гаситель флуоресценции, значительно сниж аю щ ий интенсивность ф лу­

оресценции. В ходе полимеразного синтеза комплементарной цепи, благодаря 5’-3 '-н укл е- 

азной активности Taq-ДН К-полимеразы , зонд расщ епляется с 5 '-конца и происходит разобщ е­

ние красителя и гасителя, приводящ ее по мере накопления продукта реакции к возрастанию  

сигнала флуоресценции. При этом измеряемая интенсивность ф луоресценции зависит от ко­

личества образовавш ихся специфических ампликонов и динамика нарастания ф луоресценции 

определяется исходным количеством ДН К возбудителя инфекции в образце.

У чёт эффективности выделения ДН К из образцов обеспечивается вы делением  ДНК 

возбудителя инфекции из клинических проб совместно с предварительно внесённым внутрен- 

ни.м контрольным образцом (ВКО).

2.2. С о став  набора:

Т  а б л и ц а
К ом п о н ен т н аб ора  (сокращ ение) 
Описание

К о л и ч ество

П о л о ж и те л ь н ы й  к о н т р о л ь н ы й  образец  (ПКО)
Прозрачная бесцветная жидкость, содержит натрия азид (0,05Уо)

1 пробирка. 
1,0 мл

Г о то в а я  р е а к ц и о н н а я  см есь д л я  П Ц Р  (ГРС) 
Лиофилизированная. Аморфная масса белого цвета

48 пробирок

О п т и ч е с к а я  п л е н к а 1 лист

В к л а д ы ш  со ш три х-код ом 1 шт.

3. А Н А Л И Т И Ч Е С К И Е  И Д И А Г Н О С Т И Ч Е С К И Е  Х А Р А К Т Е Р И С Т И К И

3.1. Специфичность выявления Д Н К Legionella pneumophila определяется по стандартной 

панели отрицательны х образцов ДН К-экстрактов. СПП (СП П  05-2-561), как процентное содер­

жание образцов, определенных набором как отрицательны е, и составляет 100%.

3.2. Чувствительность определяется по пяти образцам с содерж анием  ДН К Legionella 

pneumophila 100 копий в пробе, приготовленным из СОП ДН К бактерий Legionella pneumophila 

(СОП 05-2-546), как процентное содержание образцов, определенных набором как полож итель­

ные. и составляет 100%.

3.3. Диагностическая чувствительность выявления ДН К Legionella pneumophila: клини­

ческие испытания, проведенные на 25 полож ительны х образцах, показали 100 %  чувствитель­

ность (интервал 89 % -100 %, с доверительной вероятностью  90 %);

3.4. Диагностическая специфичность выявления ДН К Legionella pneumophila клинические 

испытания, проведенные на 94 отрицательны х образцах, показали 100% специф ичность



(интервал 97 % -100 %, с доверительной вероятностью  90 %).

4. М Е Р Ы  П Р Е Д О С Т О Р О Ж Н О С Т И

Внимание! Несоблюдение приведённых ниже требований может привести к 

искажению результатов ПЦР.

4.1. Потенциальный риск применения набора -  класс 26 (П риказ М 3 РФ от 06.06.2012 

№  4н).

4.2. Л аборатории, выполняю щ ие исследования по вы явлению  НК возбудителей остры х 

киш ечных инфекций, обязаны обеспечить безопасность работы  в соответствии с требовани­

ями законодательства в сфере санитарно-эпидемиологического благополучия.

Набор предназначен для профессионального применения в клинической лабораторной 

диагностике. К работе с набором допускается только специально обученны й персонал с выс­

шим или средним медицинским, или биологическим образованием, прош едш ий подготовку 

на лицензированных курсах первичной специализации по работе с патогенными для человека 

микроорганизмами и получивш ий дополнительное специальное образование на курсах повы ­

ш ения квалификации по молекулярно-биологическим методам диагностики.

4.3. П КО содерж ит натрия азид в концентрации, указанной в п. 2.2. «С остав набора».

4.4. Для предотвраш ения контаминации необходимо территориально разделять этапы 

вы деления НК и постановки П Ц Р/О Т-П Ц Р согласно М У 1.3. 2569-09 «О рганизация работы 

лабораторий, использую щ их методы амплификации нуклеиновы х кислот при работе с м ате­

риалом, содержащ им микроорганизмы I-IV групп патогенности».

4.5. При работе с набором необходимо надевать одноразовые м едицинские перчатки, 

использовать только одноразовые наконечники с фильтром для дозаторов.

4.6. Каждое рабочее место должно быть снабж ено собственным набором дозаторов пе­

ременного объема, необходимыми вспомогательными материалами и оборудованием. Запре­

щается их перемещ ение между рабочими местами.

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

ных образцов.

4.8. П осле окончания работ для дезинфекции и предотвращ ения контам инации все ра­

бочие поверхности и оборудование следует подвергнуть действию  бактерицидны х У Ф  ламп в 

течение 1 часа. Затем обработать регламентированны ми санитарны ми правилами дезинф ици­

рую щ ими средствами (такими, как: 0,8%  раствор «Д езомакс-И ннова»; 1% раствор «Диабак»; 

0,5%  раствор «Л изафин»; 1% раствор «М истраль»; 1% раствор «Велтолен»).

4.9. Все использованные одноразовые материалы подвергать обработке дезинф ициру­

ющ ими средствами с последую щ ей утилизацией (см. М У 287-113 «М етодические указания по



дезинфекции, предстерилизационной очистке и стерилизации изделий медицинского назначе­

ния»).

4.10. У тилизацию  или уничтожение, дезинфекцию  наборов реагентов следует проводить 

в соответствии с СанП иН 2.1.3684-21 «Санитарно-эпидемиологические требования к содерж а­

нию территорий городских и сельских поселений, к водным объектам, питьевой воде и пить­

евому водоснабжению , атмосферному воздуху, почвам, жилым помещ ениям, эксплуатации 

производственных, общ ественных помещ ений, организации и проведению  санитарно-проти­

воэпидемических (профилактических) мероприятий».

5. ОБОРУДОВАНИЕ И МАТЕРИАЛЫ

-  амплиф икатор с ф луоресцентной детекцией в режиме реального времени:

«CFX 96» (фирма «Bio-Rad», СШ А ), «ДТ-96» (ООО «НП О Д Н К -Технология», Россия) или 

их аналог;

-  ПЦ Р-бокс или отдельный стол, освещ аемый У Ф -лампой («Ц иклоТем п» СП «РТС », Рос­

сия);

-  холодильник бытовой, поддерж иваю щ ий температуру (2-8) °С;

-  дозаторы  полуавтоматические (дозаторы механические) одноканальны е с переменным 

объемом, со сменны ми наконечниками (фирма «Biohit», Ф инляндия);

-  перчатки м едицинские одноразовые нестерильные неопудренны е латексны е или неопре­

новые (перчатки «NeoTouch», фирма «Ansell H ealthcare» , Германия);

-  одноразовые наконечники для дозаторов с защ итным фильтром /аэрозольны м барьером 

(ф ирм а «FinnTip», Ф инляндия);

-  ш тативы для микропробирок вместимостью  2 мл и 0,2 мл (ф ирм а «Х еликон», Россия);

-  контейнер для сбора отходов (например, «Контейнер для сбора острого инструментария 

-  Е К -01». ф ирма «КМ -П РО ЕКТ», или аналогичный);

-  нож канцелярский.

6. АНАЛИЗИРУЕМЫЕ ОБРАЗЦЫ

Для анализа использую тся пробы выделенной ДН К, полученны е из клинического м ате­

риала и объектов окружаю щ ей среды (пробы воды, смывы с поверхностей) с помощ ью  набо­

ров: «РеалБест Д Н К-экспресс», «РеалБест Д Н К -экстракция 3» или «РеалБест экстракция 100» 

согласно инструкции по применению  соответствую щ его набора.

Для образцов, содержащ их слизь, необходимо предварительно провести процедуру под­

готовки к выделению  нуклеиновы х кислот. К образцу биоматериала добавить равный объём 

95%  этилового спирта, тщ ательно перемещ ать, вы держ ать при температуре (18-26) °С 10 ми­

нут. Ещё раз тщ ательно перемеш ать. 100 мкл полученной взвеси использовать для выделения 

нуклеиновых кислот. Не захватывать комки слизи!
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Каждая группа образцов, проходящ ая через процедуру вы деления Д Н К . долж на содер­

ж ать положительный контрольный образец (ПКО) и отрицательны й контрольны й образец 

(ОКО), который является компонентом набора для вы деления ДНК.

Если до проведения анализа образцы выделенной ДНК хранились в заморож енном виде, 

разморозить их и вы держ ать не менее 30 минут при температуре (18-25) °С.

Вы деленную  ДН К хранить при температуре (2-8) °С не более 24 часов.

Положительный контрольный образец (П КО ) после вскрытия пробирки хранить при 

температуре (2-8) °С не более 1 месяца или аликвотами по 50 м кл при тем пературе от минус 

18 до минус 60 °С не более 3 месяцев.

7. ПРОВЕДЕНИЕ АНАЛИЗА

7.1. П одготовка компонентов набора

Перед началом работы извлечь набор из холодильника, выдержать пробирки с готовой ре­

акционной смесью для ПЦР (ГРС) в упаковке (не вскрывая!) при температуре (18-25) °С не м е­

нее 30 минут. Затем вскрыть упаковку, аккуратно с помощью канцелярского ножа отрезать не­

обходимое количество (по числу подготовленных проб, включая контроли: 1 ОКО и 1 ПКО) 

пробирок с ГРС. О трезать пробирки следует вместе с покрывающ ей их пленкой.

В ним ание! Оставш иеся неиспользованными пробирки с ГРС упаковать в цефленовь[й па­

кет с осущителем, удалить из него лищ ний воздух и плотно закрыть зажим.

После первого вскрытия упаковки срок годности ГРС составляет 3 м есяца при тем пера­

туре хранения (2-8) °С.

7.2. Н еобходимое количество (по числу подготовленны х проб, вклю чая контроли) про­

бирок с ГРС пронумеровать и располож ить в штативе.

Внимание! Н адписи следует располагать на боковой части пробирок. Оптическая плёнка 

должна оставаться чистой!

7.3. В каждую  пробирку дозатором с отдельным наконечником с ф ильтром  внести по 

50 мкл раствора вы деленной ДНК. Заклеить пробирки оптической плёнкой.

7.4. П оместить пробирки в амплификатор.

7.5. Запрограммировать прибор для проведения амплиф икации специфических 

ф рагментов ДН К ВКО, ДН К Legionella pneumophila и детекции сигналов флуоресценции. 

П рограммирование амплификатора проводить в соответствии с инструкцией к прибору.

7.6. Запрограммировать протокол проведения реакции амплификации:

1 стадия: 50 °С -  2 минуты;

2 стадия: 95 °С -  2 минуты;

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

Измерение флуоресценции проводить при 60 °С.



7.7. Выбрать каналы детекции результатов амплификации ДН К ВКО и Д Н К  Legionella 

pneumophila:

Для регистрации процесса амплификации ДН К ВКО следует вы брать канал детекции 

«РАМ ».

Для регистрации процесса амплификации ДН К Legionella pneumophila следует вы брать 

канал детекции «ROX».

7.8. Запрограммировать положение пробирок с исследуемыми образцами, полож итель­

ным и отрицательным контролями согласно инструкции к используемому прибору.

7.9. Запустить программу и провести реакцию  амплификации с регистрацией ф луорес­

ценции в режиме реального времени.

8. РЕГИСТРАЦИЯ РЕЗУЛЬТАТОВ

8.1. В положительном контрольном образце (ПКО) программа должна фиксировать:

- нарастание сигнала амплификации ДН К ВКО (канал «РА М ») и определять значение 

порогового цикла Ct ВКО;

- нарастание сигнала амплификации ДН К Legionella pneumophila (канал «КО Х ») и опре­

делять значение порогового цикла Ct Legionella pneumophila.

8.2. В отрицательном контрольном образце (О КО ) программ а долж на фиксировать 

нарастание сигнала амплификации ДН К ВКО (канал «РА М ») и определять C t ВКО, при этом 

программа не долж на регистрировать нарастания сигнала специфического продукта амплиф и­

кации Д Н К  по каналу «КОХ».

8.3. В каждом исследуемом образце программа долж на ф иксировать нарастание сиг­

нала амплификации ДН К ВКО (канал «РА М ») и определять C tB K O .

9. УЧЁТ РЕЗУЛЬТАТОВ

9.1. Вы числить (C t ВКО)ср как среднее значение Ct ВКО всех анализируем ы х образцов 

(вклю чая ПКО и ОКО). О тбраковке подлеж ат значения Ct ВКО, отличаю щ иеся более чем на 

2 от значения (Ct ВКО)ср. П осле отбраковки пересчитать (Ct ВКО)ср для оставш ихся значений.

9.2. А нализируемы й образец считается положительны м, содерж ащ им  Д Н К  Legionella 

pneumophila, если для этого образца значение Ct по каналу «КО Х » меньш е или равно 40.

9.3. Результат анализа образца считается отрицательны м, если для этого образца значе­

ние Ct по каналу «КО Х» больш е 40 или не определяется.

Если для такого образца значение Ct ВКО превы ш ает значение (C t ВКО)ср более чем на 

2, то результат по данному образцу не подлеж ит анализу и учету как отрицательны й. Н еобхо­

димо провести повторный анализ данного образца, начиная с этапа выделения.

9.4. Если для ОКО  значение Ct по каналу «КОХ» меньш е или равно 40. то это свидетель­

ствует о наличии контаминации в системе. В этом случае положительны е результаты,



полученны е в данной индивидуальной постановке ПЦР, считаю тся недостоверными. Требуется 

предпринять меры по выявлению  и ликвидации источника контаминации и повторить анализ 

всех образцов данной постановки, для которых получен полож ительны й результат.

Образцы, анализ которых дал отрицательны й результат, следует учиты вать как отрица­

тельные.

10. У С Л О В И Я  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  Н А Б О Р А

10.1. Транспортирование набора должно проводиться при тем пературе (2-8) °С всеми 

видами крытого транспорта в соответствии с правилами перевозок, действую щ ими на транс­

порте данного вида. Д опускается транспортирование при температуре до 25 °С не более 10 

суток. Замораживание не допускается.

10.2. Х ранение набора в упаковке предприятия-изготовителя долж но осущ ествляться 

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

дильниках, обеспечиваю щ их регламентированны й температурный режим с ежедневной реги ­

страцией температуры. Замораживание не допускается.

10.3. Срок годности набора -  12 месяцев со дня выпуска. Не допускается применение 

наборов по истечении срока их годности.

10.4. Для получения надёжных результатов необходимо строгое соблю дение данной ин­

струкции по применению  набора.

11. Г А Р А Н Т И Й Н Ы Е  О Б Я З А Т Е Л Ь С Т В А

11.1. П роизводитель гарантирует соответствие вы пускаемых изделий требованиям  нор­

мативной и технической документации.

Безопасность и качество изделия гарантирую тся в течение всего срока годности.

11.2. П роизводитель отвечает за недостатки изделия, за исклю чением  дефектов, возник­

ших вследствие нарущ ения правил пользования, условий транспортирования и хранения, либо 

действия третьих лиц, либо непреодолимой силы.

11.3. П роизводитель обязуется за свой счет заменить изделие, технические и функцио­

нальные характеристики (потребительские свойства) которого не соответствую т нормативной 

и технической документации, если указанны е недостатки явились следствием скрытого де­

ф екта материалов или некачественного изготовления изделия производителем.

По вопросам, касаю щ имся качества набора «РеалБест ДН К Legionella pneumophila», сле­

дует обращ аться в А О  «В ектор -Б ест»  по адресу:

630117, г. Н овосибирск-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
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