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список СОКРАЩЕНИИ
В н астоя щ ей  инструкции при м ен яю тся  с л е д у ю щ и е

ВКО Glob - эндогенный внутренний контрольный образец (участок р- глобинового гена человека)ДНК - дезоксирибонуклеиновая кислотаК+ - положительный контроль ПЦРК- - отрицательный контроль ПЦРМУ - методические указания
ок - отрицательный контроль экстракции
око - отрицательный контрольный образецПК - положительный контроль экстракции
пко - положительный контрольный образецПЦР - полимеразная цепная реакцияРУ - регистрационное удостоверениеСанПиН - санитарные правила и нормыУДГ - урацил-ДНК-гликозилаза
ФБУН ЦНИИЭпидемиологииРоспотребнадзора

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

- Cytomegalovirus humanbetaS, цитомегаловирус человека, ЦМВ, ранее Hum an betaherpesvirus 5
а - cycle threshold (пороговый цикл)
E B V

- Lymphocryptovirus hum angam m a4, вирус Эпштейна-Барр, ВЭБ, 
ранее  Hum an gam m aherpesvirus 4

FL - ПЦР с гибридизационно-флуоресцентной детекцией
FRT - флуоресцентная детекция в режиме «реального времени»
H H V 6A /B

- Roseolovirus hum anbetaSa/Roseolovirus hum anbetaSb, вирус герпеса человека 6А/В, ВГЧ-6А/В, ранее Hum an  
betaherpesvirus 6А/ВKSG1, KSG2 - ДНК-калибраторы

НАЗНАЧЕНИЕ
Н абор  р еа ген т о в  «АмплиСенс® E B V  /  C M V  /  H H V 6 A /B -  

скрин-FL» п р ед н а зн а ч ен  д л я  к ач ествен н ого  и к ол и ч ествен н ого  
о п р е д е л е н и я  ДНК ви р уса  Э п ш тей н а-Б ар р  (Lym phocryptovirus  
h u m an g a m m a 4 , ВЭБ, E B V ), ц и то м ега л о в и р у са  ч ел о в ек а  
(C ytom egalovirus  hum anbetaS , ЦМВ, C M V ), ви р уса  гер п еса  
ч ел ов ек а  6А /В (Roseolovirus hum anbetaba/R oseolovirus  
hum anbeta6b, ВГЧ-6А/В, H H V 6 A /B y  в би ол оги ч еск ом  м а т е р и а л е  
(ц ел ь н ая  в ен о зн а я , пуповинная кровь; лейкоциты  в ен о зн о й ,

■' Lymphocryptovirus humangamma4, ВЭБ, EBV, ранее Human gammaherpesvirus 4; 
Cytomegalovirus humanbetaS, ЦМВ, CMV, ранее Human betaherpesvirus 5; 
Roseolovirus humanbetaba/Roseolovirus humanbetabb, ВГЧ-6А/В, HHV6A/B, 
betaherpesvirus 6A/B.

ранее Human
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пуповинной крови; п л а зм а  в ен о зн о й , пуповинной крови; м азок  
с о  сл и зи стой  оболочки ротоглотки; слю на; сп и н н ом озговая  
жидкость; ам ниотическая жидкость; тран ссудаты ;  
б р о н х о а л ь в ео л я р н а я  лаваж н ая  жидкость; мокрота; тканевой  
(биопсийны й, оп ер ац и он н ы й , аутопсийны й) м а т ер и а л ) м ет о д о м  
ПЦР с  ги б р и д и за ц и о н н о -ф л у о р есц ен т н о й  д ет ек ц и ей  продуктов  
ам п лиф и к аци и . М атер и ал ом  д л я  п р о в ед ен и я  ПЦ Р сл уж ат  
пробы  ДНК, экстраги рован ны е из и с с л е д у е м о г о  м а т ер и а л а .

Показания и противопоказания к применению набора 
реагентов
ВНИМАНИЕ! У ст а н о в л ен и е  д и а гн о за  и н а зн а ч ен и е  л еч ен и я  
долж ны  п р ои зв оди ть ся  врачом  со о т в ет ст в у ю щ ей  
сп ец и а л и за ц и и .

Н абор  р еа ген т о в  и сп о л ь зу ется  в клинической л а б о р а т о р н о й  
ди агн ости к е д л я  и ссл ед о в а н и я  би ол оги ч еск ого  м а т ер и а л а , 
п ол уч ен н ого  от  л и ц  с  п о д о зр е н и е м  на гер п есв и р усн ую  
и н ф екцию  вн е за в и си м о сти  от  ф ор м ы  и наличия м а н и ф ест а ц и и  
за б о л е в а н и я  в с е х  групп н а сел ен и я .

П ротивопоказания отсутствую т, за  и ск лю ч ен ием  сл у ч а ев , 
когда в зя ти е м а т ер и а л а  н е м ож ет  бы ть о с у щ е с т в л е н о  по 
м едицинским  показаниям .

Потенциальные пользователи медицинского изделия
К р а б о т е  с  н а б о р о м  р еа ген т о в  д о п у ск а ет ся  только п ер со н а л , 

обучен н ы й  м е т о д а м  м ол ек улярн ой  диагностики и п рави лам  
работы  в клинико-диагностической л а б о р а т о р и и  в 
у ст а н о в л ен н о м  порядке.

ПРИНЦИП МЕТОДА
Принцип тести р ов ан и я  о сн о в ы в а ет ся  на экстракции ДНК из 

о б р а зц о в  и с с л е д у е м о г о  м а т ер и а л а  и о д н о в р ем ен н о й  
ам п л иф и к аци и  участков ДНК вы являем ы х м и к роорган и зм ов и 
ДНК р -гл оби н ов ого  гена ч ел о в ек а  с  ги бр и ди зац и он н о-  
ф л у о р е с ц е н т н о й  д ет ек ц и ей . ДНК р -гл оби н ов ого  гена  
и сп о л ь зу ет ся  в к ач еств е  эн д о ген н о го  вн утр ен н его  контроля  
(ВКО G lob) и п о зв о л я ет  н е только к он троли ровать  в с е  этапы  
П Ц Р -и ссл ед о в а н и я  д л я  каж дого о б р а зц а , но и о ц ен и в ать  
ад ек в а тн о ст ь  взятия м а т ер и а л а  и его  хр ан ен и я .
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А м плиф икация участка ДНК п р ов оди тся  при пом ощ и  
сп ец и ф и ч н ы х к это м у  участку п р а й м ер о в  и ф е р м е н т а  T aq- 
п ол и м ер азы . В с о с т а в е  реакционной  с м е с и  присутствую т  
ф л у о р е с ц е н т н о -м е ч е н ы е  оли гон ук леоти ды , к о м п л ем ен тар н ы е  
участкам  а м п л и ф и ц и р уем ы х Д Н К -м иш еней , что п о зв о л я ет  
реги стри р овать  н ак оп л ен и е сп ец и ф и ч еск о го  продукта  
ам п л иф и к аци и  путем  и зм ер ен и я  и н тен си вн ости
ф л у о р е с ц е н т н о г о  си гн ал а с  п ом ощ ью  а м п л и ф и к атор а  с
си ст ем о й  детек ц и и  в р еж и м е « р еа л ь н о го  в р ем ен и » .

Д ля п р о в ед ен и я  к ол и ч ествен н ого  т е с т а  ам п л и ф и к ац и ю  ДНК  
из и с с л е д у е м ы х  о б р а зц о в  п р ов одя т  о д н о в р е м е н н о  с  о б р а зц а м и  
с  и зв естн ой  к он ц ен трац ией  Д Н К -м иш еней  -  ДНК-
к ал и бр атор ам и , которы е аттестов ан ы  по м ето д и к е
И зготовителя. По р езу л ь та та м  ам п л иф и к аци и  ДНК-
к ал и бр атор ов  строи тся  к али бровочн ая  прям ая и п р ов оди тся  
р а сч ет  концентрации ДН К -м иш ени в и с с л е д у е м ы х  о б р а зц а х .

Н абор  р еа ген т о в  со д ер ж и т  си ст ем у  защ иты  о т  контам инации  
ам пликонам и за  сч ет  п р и м ен ен и я  ф е р м е н т а  урацил-Д Н К - 
гликозилазы  (УДГ) и д езо к си у р и д и н т р и ф о сф а т а .

На э т а п е  ам п л иф и к аци и  о д н о в р е м е н н о  в о д н о й  п робирке  
п р ов оди тся  ам п лиф и к аци я ч еты р ех  Д Н К -м иш еней . Р езул ь таты  
ам п л иф и к аци и  регистрирую тся по каналам  ф л у о р есц ен т н о й  
д етек ц и и , указанны м  в т а б л . 1:

Т а б л и ц а  1
Канал для 

флуорофора FAM JOE ROX Cy5

ДНК-мишень ДНК участка р- глоби нового гена (ВКО Glob)
ДНК

Lymphocryptovirus
hum angam m a4

(EB V)

ДНК
Cytomegalovirus

hum anbetaS
(CMV)

ДНК Roseolovirus 
hum an beta6a / 
Roseolovirus 
hum anbeta6b  

{H H V6A /B )

Областьамплификации Р-глобиновыйген LMP-ген 4 ЭКЗОН гена MIE
КаталитическаясубъединицаДНК-полимеразы

ФОРМЫ КОМПЛЕКТАЦИИ
Форма 1: «П Ц Р-ком плект» вари ан т FRT-L-t
Форма 2: «П Ц Р-ком плект» вари ан т F R T -100  FN

Ф орм а 1 рассчи тана на 9 6  реакций ам плиф икации, включая 
контроли, и сп о л ь зу ет ся  д л я  п р о в ед ен и я  ам п л иф и к аци и  ДНК с  
ги б р и д и за ц и о н н о -ф л у о р есц ен т н о й  д ет ек ц и ей  в р еж и м е
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« р еа л ь н о го  в р ем ен и »  и п о зв о л я ет  п р оводи ть  а н а л и з  в
к ач ествен н ом  и к ол и ч ествен н ом  ф о р м а т е . Д ля п р о в ед ен и я  
п олн ого П Ц Р -и ссл ед о в а н и я  н е о б х о д и м о  и сп о л ь зо в а т ь
комплекты р еа ген т о в  д л я  экстракции ДНК.

Ф орм а 2 рассчи тана на 1 1 0  реакций ам плиф икации, включая 
контроли, и сп о л ь зу ет ся  д л я  п р о в ед ен и я  ам п л и ф и к ац и и  ДНК с  
ги б р и д и за ц и о н н о -ф л у о р есц ен т н о й  д ет ек ц и ей  в р еж и м е  
« р еа л ь н о го  в р ем ен и »  и п о зв о л я ет  п р оводи ть  а н а л и з  в
к ач ествен н ом  и к ол и ч ествен н ом  ф о р м а т е . Д ля п р о в ед ен и я  
полного П Ц Р -и ссл ед о в а н и я  н е о б х о д и м о  и сп ол ь зов ать
комплекты р еа ген т о в  д л я  экстракции ДНК.

АНАЛИТИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ
Д ля д а н н о го  н а б о р а  р еа ген т о в  прим еним ы  с л е д у ю щ и е  

характеристики:

Диапазон измерения и предел обнаружения
Т а б л и ц а  2

Вид исследуемого 
материала

Комплект для 
экстракции 

ДНК

Объем 
образца для 
экстракции, 

мкл

Предел
обнаружения,

копий/мл

Диапазон
измерения,
копий/мл

Цельная венозная, пуповинная кровь «РИБО-преп» 100 400 1x103-1x10̂«МАГНО-сорб» 200 400 1x103-1x10̂Лейкоциты венозной, пуповинной крови «РИБО-преп» 100 400 1x103- 1x10̂
Плазма венозной, пуповинной крови

«РИБО-преп» 100 400 1x103- 1x10̂«МАГНО-сорб» 200 400 1x103- 1x10̂«МАГНО-сорб» 1000 50 300-1x107
Мазок со слизистой оболочки ротоглотки

«РИБО-преп» 100 400 1x103-1x107
«МАГНО-сорб» 200 400 1x103-1x107

Слюна «РИБО-преп» 100 400 1x103-1x107
«МАГНО-сорб» 200 400 1x103-1x107

Спинномозговаяжидкость
«РИБО-преп» 100 400 1x103-1x107
«МАГНО-сорб» 200 400 1x103-1x107
«МАГНО-сорб» 1000 50 300- 1x107

Амниотическая жидкость «РИБО-преп» 100 400 1x103-1x107«МАГНО-сорб» 200 400 1x103-1x107«МАГНО-сорб» 1000 50 300-1x107
Транссудаты «РИБО-преп» 100 400 1x103-1x107

«МАГНО-сорб» 200 400 1x103-1x107
«МАГНО-сорб» 1000 50 300-1x107

Бронхоальвеолярная лаважная жидкость «РИБО-преп» 100 400 1x103-1x107
«МАГНО-сорб» 200 400 1x103-1x107
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Вид исследуемого 
материала

Комплект для 
экстракции 

ДНК

Объем 
образца для 
экстракции, 

мкл

Предел
обнаружения,

копий/мл

Диапазон
измерения,
копий/мл

Мокрота «РИБО-преп» 100 400 1x103-1x10̂«МАГНО-сорб» 200 400 1x103- 1x10̂Тканевой (биопсийный, операционный, аутопсийный) материал
«РИБО-преп» 100 400 1x103-1x10̂
«МАГНО-сорб» 200 400 1x103- 1x10̂

Д ан н ы е зн ач ен и я  характеристик до сти га ю тся  при
со б л ю д е н и и  правил, указанны х в р а з д е л а х  «В зя ти е , 
тр а н сп о р ти р о в а н и е и х р а н ен и е  и с с л е д у е м о г о  м а т ер и а л а »  и 
«П одготовк а и с с л е д у е м о г о  м а т ер и а л а  к экстракции ДНК».

Аналитическая специфичность
Н абор  р еа ген т о в  о б н а р у ж и в а ет  участки ДНК  

Lym phocryptovirus h u m an g am m a4, C ytom egalovirus h u m an b eta5 , 
R oseolovirus h u m an b eta6a /R o seo lo v iru s  h u m an b e ta 6b  при
и ссл ед о в а н и и  р е ф е р е н с н о г о  ш там м а Lym phocryptovirus  
h u m a n g a m m a 4  B 9 5 -8 , р е ф е р е н с н о г о  ш там м а C ytom egalovirus  
h u m an b etaS  AD 1 6 9  в концентрации н е м е н е е  10"̂  копий/мл, 
клинических и зо л я то в  R oseolovirus h u m a n b e ta 6 a  и R oseolovirus  
h u m an b e ta 6b  в концентрации н е м е н е е  10^ копий/м л с  
п о сл ед у ю щ и м  п о д т в ер ж д ен и ем  сп ец и ф и ч н ости  р езул ьтата  
м ет о д о м  прямого секвенирования нуклеотидны х
п о сл ед о в а т ел ь н о ст ей .

А налитическая сп ец и ф и ч н ость  н а б о р а  реаген тов  д о к а за н а  при 
и ссл едов ан и и  ДНК/РНК сл еду ю щ и х  м икроорганизм ов/ш там м ов, 
а такж е ген ом ной  ДНК ч ел овек а:
-  Ш таммы из коллекции АТСС® (A m erican Т ур е Culture 

C ollection , США); A cin e to b acte r b au m an n ii (АТСС® 1 9 6 0 6 ™ ), 
E nterococcus faecalis  (АТСС® 2 9 2 1 2 ™ ), E scherich ia  coli 
(АТСС® 2 5 9 2 2 ™ ), H aem oph ilus  in flu en zae  (ATCC® 3 3 9 3 0 ™ ), 
K lebsie lla  p n eu m o n iae  (ATCC® 2 7 7 3 6 ™ ), Listeria  g ray i
(ATCC® 2 5 4 0 1 ™ ), Listeria innocua  (ATCC® 3 3 0 9 0 ™ ), Listeria  
m onocytogenes  (ATCC® 7 6 4 4 ™ ), M o raxe lla  catarrhalis  
(ATCC® 2 5 2 4 0 ™ ), P seu d o m o n as  aerug inosa  (ATCC® 1 5 4 4 2 ™ ), 
Staphylococcus aureus  (ATCC® 2 9 2 1 3 ™ ), Staphylococcus
aureus  (M R SA ) (ATCC® 4 3 3 0 0 ™ ), Staphylococcus epiderm idis  
(ATCC® 1 2 2 2 8 ™ ), Staphylococcus haem olyticus  
(ATCC® 2 9 9 7 0 ™ ), Staphylococcus saprophyticus
(ATCC® 4 9 9 0 7 ™ ), Streptococcus aga la c tia e  (ATCC® 1 2 3 8 6 ™ ),
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Streptococcus p yo g en es  (ATCC® 1 9 6 1 5 ™ ) в концентрации не  
б о л е е  1x10^ и н е  м е н е е  1x10"^ копий/мл;

-  К линические изоляты  панели  ш там м ов и изолятов,
н аходя щ ей ся  в распоряж ении ФБУН ЦНИИ Э пидем и ол оги и  
Р о сп о т р еб н а д зо р а : B etapo lyom avirus  hom inis,
B etapo lyom avirus  secuhom inis, C and ida  alb icans, C and ida  
glabrata, C and ida  krusei, C and ida  parapsilosis, C and ida  
tropicalis, Enterovirus  sp p ., Erythroparvovirus p r im a te l, 
M ycobacterium  tuberculosis, P neum ocystis  jirovecii, 
R hadinovirus h u m an g am m ad , R oseo lovirus h u m an b etaJ , 
Sim plexvirus h u m a n a lp h a l, S im plexvirus h u m an a lp h a2 .
S treptococcus p n eum on iae . Toxoplasm a gondii, Varicellovirus  
h u m an a lp h a3  в концентрации н е  б о л е е  1x10^ и н е м е н е е  
1x10"^ копий/мл:

-  ДНК ч ел о в ек а  в концентрации 0 ,2  мг/мл.
При тести р ов ан и и  о б р а зц о в  ДНК/РНК в ы ш еп ер еч и сл ен н ы х  

м и к роорганизм ов и ДНК ч ел о в ек а  н есп ец и ф и ч еск и х  реакций н е  
вы явлен о.

И н ф ор м ац и я  о б  и н тер ф ер и р ую щ и х в ещ е ст в а х  ук азан а  в 
р а з д е л е  « И н т ер ф ер и р у ю щ и е в ещ е ст в а  и огран и чен и я по 
и сп ол ь зов ан и ю  п р об  и с с л е д у е м о г о  м а т ер и а л а » .

Повторяемость и воспроизводимость исследования
П ов тор я ем ость  и в о сп р о и зв о д и м о ст ь  о п р е д е л е н ы  путем  

тести р ов ан и я  о б р а зц о в  ц ел ьн ой  в ен о зн о й  крови, мазка с о  
сл и зи стой  оболочки ротоглотки, сп и н н ом озгов ой  ж идкости, 
и ск усствен н о контам инированны х стан дар тн ы м и  о б р а зц а м и  
предприятия, со д ер ж а щ и м и  ДНК ВЭ Б, ЦМВ, ВГЧ-6А/В, в 
концентрации 1x10^ и 1x10^ копий/мл (см . т а б л . 3, 4).

У словия п о в тор я ем ости  включали в с е б я  т ест и р о в а н и е  в 
о д н о й  и той ж е  л а б о р а т о р и и , одн и м  и тем  ж е  о п ер а т о р о м , с  
и сп о л ь зо в а н и ем  о д н о го  и того ж е  о б о р у д о в а н и я  в п р е д е л а х  
короткого пром еж утка в р ем ен и . У словия в о сп р о и зв о д и м о ст и  -  
тестирование в двух независимых лабораториях, разными 
о п ер а т о р а м и , в р азн ы е дн и , на разны х п р и бор ах , р азн ы х сер и й  
н а б о р а  р еаген тов .
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Повторяемость
Таблица 3

Форма
комплек­

тации

Комплект
для

экстрак­
ции

Объем
образца

для
экстрак­
ции, мкл

Выявляемый
патоген

Ожидаемое 
значение 

концентра­
ции, 1д 

копий/мл

Коли­
чество

повторов

Среднее 
значение 

измерения 
концентра­

ции, 1д 
копий/мл

Стандарт­
ное откло­
нение (SD)

Коэф­
фициент
вариации

(CV), %

ВЭБ
7,0 10 7,20 0,07 0,92
5,0 10 5,21 0,05 1,05

Форма ЦМВ
7,0 10 6,92 0,06 0,93

1 5,0 10 5,09 0,11 2,24

ВГЧ-6А/В
7,0 10 7,11 0,07 1,03

«РИБО- 100
5,0 10 5,16 0,07 1,28

преп»
ВЭБ

7,0 10 7,00 0,04 0,50
5,0 10 4,99 0,07 1,48

Форма ЦМВ
7,0 10 7,02 0,03 0,42

2 5,0 10 5,07 0,04 0,86

ВГЧ-6А/В
7,0 10 6,86 0,03 0,41
5,0 10 4,85 0,06 1,30

ВЭБ
7,0 10 7,09 0,04 0,62
5,0 10 5,07 0,04 0,72

Форма ЦМВ
7,0 10 6,88 0,06 0,80

1 5,0 10 4,86 0,02 0,35

ВГЧ-6А/В
7,0 10 6,97 0,05 0,67

«МАГНО- 200
5,0 10 4,94 0,04 0,81

сорб»
ВЭБ

7,0 10 6,99 0,04 0,55
5,0 10 5,04 0,04 0,73

Форма ЦМВ
7,0 10 6,71 0,02 0,25

2 5,0 10 4,75 0,03 0,60

ВГЧ-6А/В
7,0 10 7,02 0,02 0,27
5,0 10 5,05 0,03 0,57

ВЭБ
7,0 10 7,18 0,06 0,86
5,0 10 5,11 0,06 1,18

Форма ЦМВ
7,0 10 6,68 0,06 0,86

1 5,0 10 4,62 0,05 1,14

ВГЧ-6А/В
7,0 10 6,96 0,05 0,69

«МАГНО- 1000
5,0 10 4,95 0,06 1,12

сорб»
ВЭБ

7,0 10 7,04 0,02 0,22
5,0 10 5,02 0,03 0,62

Форма ЦМВ
7,0 10 6,70 0,06 0,93

2 5,0 10 4,67 0,05 1,13

ВГЧ-6А/В
7,0 10 6,83 0,04 0,54
5,0 10 4,87 0,07 1,34
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Воспроизводимость
Таблица 4

Форма
комплек­

тации

Комплект
для

экстрак­
ции

Объем
образца

для
экстрак­
ции, мкл

Выявляемый
патоген

Ожидаемое 
значение 

концентра­
ции, 1д 

копий/мл

Коли­
чество

повторов

Среднее 
значение 

измерения 
концентра­

ции, 1д 
копий/мл

Стандарт­
ное откло­
нение (SD)

Коэф­
фициент 
вариации 

(CV), %

ВЭБ
7,0 30 7,09 0,13 1,86
5.0 30 5,10 0,10 2,02

Форма ЦМВ
7.0 30 6,92 0,12 1,73

1 5,0 30 5,01 0,17 3,39

ВГЧ-6А/В
7,0 30 7,08 0,14 1,91

«РИБО- 100
5,0 30 5,09 0,12 2,28

преп»
ВЭБ

7,0 30 6,92 0,16 2,27
5.0 30 4,92 0,16 3,23

Форма ЦМВ
7,0 30 6,96 0,13 1,84

2 5,0 30 4,98 0,11 2,12

ВГЧ-6А/В
7,0 30 6,81 0,15 2,16
5.0 30 4,75 0,17 3,54

ВЭБ
7,0 30 7,12 0,08 1,15
5,0 30 5,05 0,07 1,40

Форма ЦМВ
7.0 30 6,87 0,09 1,32

1 5.0 30 4,85 0,05 1,03

ВГЧ-6А/В
7.0 30 6,96 0,08 1,15

«МАГНО- 200
5,0 30 4,91 0,09 1,80

сорб»
ВЭБ

7,0 30 7,00 0,08 1,13
5,0 30 5,02 0,08 1,54

Форма ЦМВ
7,0 30 6,77 0,06 0,82

2 5,0 30 4,82 0,07 1,41

ВГЧ-6А/В
7,0 30 6,91 0,06 0,84
5,0 30 4,96 0,08 1,71

ВЭБ
7,0 30 7,03 0,09 1,35
5,0 30 5,04 0,10 1,89

Форма ЦМВ
7,0 30 6,88 0,09 1,34

1 5,0 30 4,91 0,09 1,87

ВГЧ-6А/В
7.0 30 6,89 0,08 1,13

«МАГНО- 1000
5,0 30 4,90 0,09 1,89

сорб»
ВЭБ

7.0 30 7,07 0,07 1,00
5,0 30 5,07 0,07 1,38

Форма ЦМВ
7,0 30 6,71 0,11 1,71

2 5,0 30 4,71 0,09 1,94

ВГЧ-6А/В
7,0 30 6,91 0,08 1,11
5,0 30 4,92 0,12 2,41
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Правильность
П рави льн ость  о п р е д е л е н а  путем  тести р ов ан и я  о б р а зц о в  

ц ел ьн ой  в ен о зн о й  крови, мазка с о  сл и зи стой  оболочки  
ротоглотки, сп и н н ом озговой  ж идкости, и ск усствен н о  
контам инированны х стан дар тн ы м и  о б р а зц а м и  предпри яти я, 
со д ер ж а щ и м и  ДНК ВЭ Б, ЦМВ и ВГЧ-6А/В, в концентрации  
1х10® копий/мл (см . та б л . 5).

Т а б л и ц а  5
Правильность

Форма
комплек­

тации

Комплект
для

экстракции

Объем
образца

для
экстрак­
ции, мкл

Выявляемый
патоген

Ожидаемое 
значение 

концентра­
ции, 1д

Коли­
чество
повто­

ров

Среднее 
значение 

измерения 
концентра­

ции, 1д

Системати­
ческая

погрешность
(В ),%

Форма
1

«РИБО-
преп» 100

ВЭБ 5,00 30 5,10 2,07
ЦМВ 5,00 30 5,01 0,20

ВГЧ-6А/В 5,00 30 5,09 1,87

Форма
2

ВЭБ 5,00 30 4,92 -1,67
ЦМВ 5,00 30 4,98 -0,47

ВГЧ-6А/В 5,00 30 4,75 -5,07

Форма
1

«МАГНО-
сорб» 200

ВЭБ 5,00 30 5,05 1,00
ЦМВ 5,00 30 4,85 -2,93

ВГЧ-6А/В 5,00 30 4,91 -1,87

Форма
2

ВЭБ 5,00 30 5,02 0,47
ЦМВ 5,00 30 4,82 -3,60

ВГЧ-6А/В 5,00 30 4,96 -0,87

Форма
1

«МАГНО-
сорб» 1000

ВЭБ 5,00 30 5,04 0,80
ЦМВ 5,00 30 4,91 -1,80

ВГЧ-6А/В 5,00 30 4,90 -2,00

Форма
2

ВЭБ 5,00 30 5,07 1,40
ЦМВ 5,00 30 4,71 -5,80

ВГЧ-6А/В 5,00 30 4,92 -1,60
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ДИАГНОСТИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ
Д ля о п р е д е л е н и я  ди агн ости ч еск ой  ч ув стви тел ьн ости  н а б о р а  

р еа ген т о в  и сп о л ь зо в а н о  по 7 5 0  о б р а зц о в  за я в л ен н ы х  в и дов  
би ол оги ч еск ого  м а т ер и а л а , полученны х от:
-  н ов ор ож ден н ы х с  п одтв ер ж ден н ы м  д и а гн о зо м  по МКБ 10: 

Р 35 .1  В р ож ден н ая  ц и том егал ов и р усн ая  инф екция;
-  д е т е й  с  первичной и н ф ек ц и ей  в в о зр а с т е  от  года  д о  т р ех  л е т  

с  п одтв ер ж ден н ы м  д и а гн о зо м  по МКБ 10: ВОЗ.2 Э к зан тем а  
в н еза п н а я  (ш естая  б о л езн ь );

-  д е т е й  с  первичной и н ф ек ц и ей  в в о зр а с т е  от  т р ех  д о  д е с я т и  
л е т  с  п одтв ер ж ден н ы м  д и а гн о зо м  по М еж дун ар одн ой  
к лассиф икации  б о л е з н е й  10-го п е р е с м о т р а  (МКБ 10): 
В 2 7 .0  М онон ук леоз, вы званны й гам м а-герп ети ческ и м  
вирусом ;

-  В И Ч -инф ицированны х п ац и ен тов , им евш их
ген ер а л и зо в а н н у ю  ф о р м у  В Э Б -инф екции;

-  В И Ч -инф ицированны х п ац и ен тов  с  п одтв ер ж ден н ы м  
д и а гн о зо м  по МКБ 10: В 2 0 .2  Б о л езн ь , вы зван н ая ВИЧ, с  
п роявлен и ям и  ц и том егал ов и р усн ого  за б о л ев а н и я ;

-  п ац и ен тов  с  л а б о р а т о р н о  п о д тв ер ж д ен н о й  н а с л е д у е м о й  
х р о м о сом н о-и н тегр и р ов ан н ой  ф о р м о й  ви р уса  г ер п еса  
ч ел о в ек а  6А  и ви руса  гер п еса  ч ел о в ек а  6В .

Д ля о п р е д е л е н и я  ди агн ости ч еск ой  сп ец и ф и ч н о ст и  н а б о р а  
р еа ген т о в  и сп о л ь зо в а н о  по 3 0 0  о б р а зц о в  за я в л ен н ы х  в и дов  
би ол оги ч еск ого  м а т ер и а л а  у сл о в н о -зд о р о в ы х  д о н о р о в  крови и 
п ац и ен тов  с  сом ати ч еск ой  п атол оги ей  при отсутствии  
клинических п р оявл ен и й  о стр ого  и н ф ек ц и он н ого  за б о л е в а н и я .

В к ач еств е р еф ер ен т н ы х  м е т о д о в  и сп о л ь зо в а л и сь  н аборы  
р еа ген т о в  на о с н о в е  ПЦР д л я  к ол и ч ествен н ого  о п р е д е л е н и я  
ДНК за я в л ен н ы х  в о зб у д и т е л е й , зар еги стр и р о в а н н ы е в 
Р осси й ск ой  Ф ед ер а ц и и  в у ст а н о в л ен н о м  п орядк е, а  такж е  
м е т о д  ц и ф р о в о й  капельной ПЦР.

Р езул ь таты  п р ед ст а в л ен ы  в та б л . 6.
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Т а б л и ц а  6
Диагностические характеристики набора реагентов

Вид исследуемого материала Микро­
организм

Диагностическая 
чувствительность^ 
(с доверительной 

вероятностью 95 %)

Диагностическая 
специфи чность^

(с доверительной 
вероятностью 95 %)

Цельная венозная, пуповинная кровь

ВЭБ

100 (98,54-100)% 100 (98,78-100)%
Лейкоциты венозной, пуповинной крови 100 (98,54-100)% 100 (98,78-100) %
Плазма венозной, пуповинной крови 100 (98,54-100)% 100 (98,78- 100)%
Мазок со слизистой оболочки ротоглотки 100 (98,54-100) % 100 (98,78- 100) %
Слюна 100 (98,54-100)% 100 (98,78-100)%
Спинномозговая жидкость 100 (98,54-100)% 100 (98,78-100) %
Амниотическая жидкость 100 (98,54-100)% 100 (98,78-100) %
Транссудаты 100 (98,54-100)% 100 (98,78-100)%
Бронхоальвеолярная лаважная жидкость 100 (98,54-100)% 100 (98,78-100)%
Мокрота 100 (98,54-100)% 100 (98,78-100)%
Тканевой (биопсийный, операционный, 
аутопсийный) материал 100 (98,54-100)% 100 (98,78-100)%

Цельная венозная, пуповинная кровь

ЦМВ

100 (98,54-100)% 100 (98,78-100) %
Лейкоциты венозной, пуповинной крови 100 (98,54-100)% 100 (98,78-100)%
Плазма венозной, пуповинной крови 100 (98,54-100)% 100 (98,78-100)%
Мазок со слизистой оболочки ротоглотки 100 (98,54-100)% 100 (98,78-100)%
Слюна 100 (98,54-100)% 100 (98,78-100)%
Спинномозговая жидкость 100 (98,54-100)% 100 (98,78-100)%
Амниотическая жидкость 100 (98,54-100)% 100 (98,78-100)%
Т ранссудаты 100 (98,54-100)% 100 (98,78-100)%
Бронхоальвеолярная лаважная жидкость 100 (98,54-100) % 100 (98,78-100)%
Мокрота 100 (98,54-100)% 100 (98,78-100)%
Тканевой (биопсийный, операционный, 
аутопсийный) материал 100 (98,54-100)% 100 (98,78-100)%

Цельная венозная, пуповинная кровь

ВГЧ-6А/В

100 (98,54-100)% 100 (98,78-100)%
Лейкоциты венозной, пуповинной крови 100 (98,54-100)% 100 (98,78-100)%
Плазма венозной, пуповинной крови 100 (98,54-100)% 100 (98,78-100)%
Мазок со слизистой оболочки ротоглотки 100 (98,54-100)% 100 (98,78-100)%
Слюна 100 (98,54-100)% 100 (98,78-100)%
Спинномозговая жидкость 100 (98,54-100)% 100 (98,78-100)%
Амниотическая жидкость 100 (98,54-100) % 100 (98,78- 100)%
Транссудаты 100 (98,54-100) % 100 (98,78-100)%
Бронхоальвеолярная лаважная жидкость 100 (98,54-100) % 100 (98,78-100)%
Мокрота 100 (98,54-100)% 100 (98,78-100)%
Тканевой(биопсийный,операционный, 
аутопсийный) материал 100 (9 8 ,5 4 -1 0 0 )  % 100 (9 8 ,7 8 -1 0 0 )  %

 ̂Относительная чувствительность в сравнении с использованными референтными методами.О̂тносительная специфичность в сравнении с использованными референтными методами.
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МЕРЫ ПРЕДОСТОРОЖНОСТИ
Р а б о т а  д о л ж н а  п р оводи ться  в л а б о р а т о р и и , вы полняю щ ей  

м ол ек ул я р н о-би ол оги ч еск и е (П Ц Р) и ссл е д о в а н и я
би ол оги ч еск ого  м а т ер и а л а  на н ал и ч и е в о зб у д и т е л е й  
и н ф екционны х б о л е з н е й , с  с о б л ю д е н и е м  С анП иН  3 .3 6 8 6 -2 1  
« С а н и т а р н о -эп и д ем и о л о ги ч еск и е  т р еб о в а н и я  по проф илактике  
ин ф ек ц и он н ы х б о л е з н е й » , СанПиН 2 .1 .3 6 8 4 -2 1  «С ан и тар н о-  
эп и д ем и о л о ги ч еск и е  т р еб о в а н и я  к со д ер ж а н и ю  терри тори й  
городских и сел ь ск и х  п о сел ен и й , к водны м  о б ъ ек т а м , питьевой  
в о д е  и п и тьевом у в о д о сн а б ж ен и ю , а т м о с ф е р н о м у  в о здуху , 
почвам , жилы м п ом ещ ен и я м , эксплуатации  п р ои зв одств ен н ы х, 
о б щ ест в ен н ы х  п ом ещ ен и й , ор ган и зац и и  и п р о в ед ен и ю  
сан и та р н о -п р о ти в о эп и д ем и ч еск и х  (проф и лак тич еск и х)
м ероп р и яти й » и МУ 1 .3 .2 5 6 9 -0 9  «О р ган и зац и я  работы  
л а б о р а т о р и й , и сп ол ьзую щ и х м етоды  ам п л иф и к аци и  
нуклеиновы х кислот при р а б о т е  с  м а т ер и а л о м , со д ер ж а щ и м  
м икроорганизм ы  I-IV групп п атоген н ости » .

Н абор  р еа ген т о в  п р ед н а зн а ч ен  д л я  о д н о р а зо в о г о  
п ри м ен ен и я  д л я  п р о в ед ен и я  П Ц Р -и ссл ед о в а н и я  ук азан н ого  
коли чества п р об  (см . р а зд е л  «Ф ормы  ком плектации»).

Н абор  р еа ген т о в  готов к п р и м ен ен и ю  со г л а сн о  д а н н о й  
инструкции. П рим енять н а б о р  р еа ген т о в  строго  по н азн ач ен и ю .

При р а б о т е  н ео б х о д и м о  в сегда  вы полнять сл ед у ю щ и е  
требования:
- Т ем п ер атур а  в п ом ещ ен ии  л абор атор и и  от  2 0  д о  2 8  °С, 

отн оси тельн ая  влаж ность от  15 д о  75% .
- Д опускать к р а б о т е  с  н а б о р о м  р еа ген т о в  только п ер со н а л , 

обучен н ы й  м ет о д а м  м ол ек улярн ой  диагностики и п рави лам  
работы  в клинико-диагностической л а б о р а т о р и и  в 
у ст а н о в л ен н о м  порядке.

- Н е и сп о л ь зо в а т ь  н а б о р  р еаген тов , е с л и  н ар уш ен а  
внутренняя упаковка или внеш ний ви д р еа ген т а  не  
со о т в ет ст в у ет  оп и санию .

- Н е и сп о л ь зо в а т ь  н а б о р  р еаген тов , е сл и  н е с о б л ю д а л и с ь  
усл ов и я  тр ан сп ор ти р ован и я  и хр ан ен и я  со гл а сн о  
инструкции.

- Н е и сп о л ь зо в а т ь  н а б о р  р еа ген т о в  по и стеч ен и и  срока  
годн ости .

- И спользовать о д н о р а зо в ы е  н ео п у д р ен н ы е перчатки.
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л а б о р а т о р н ы е  халаты , защ и щ ать  гл аза  во вр ем я  работы  с  
о б р а зц а м и  и р еаген там и . Т щ ател ь н о  вымыть руки по  
окончании работы . В се  оп ер ац и и  п р ов одя тся  только в 
перчатках д л я  исклю чения контакта с  ор ган и зм ом  ч ел о в ек а .

- И збегать  вды хания паров, контакта с  кожей, гл азам и  и 
сл и зи стой  обол оч к ой . В р ед ен  при проглаты вании. При 
контакте н е м е д л е н н о  промы ть п о р а ж ен н о е  м е с т о  в о д о й , при 
н ео б х о д и м о ст и  обр ати ть ся  за  м еди ц и н ск ой  п ом ощ ью .

При и сп ол ь зов ан и и  по н азн ач ен и ю  и со б л ю д е н и и  
в ы ш еп ер еч и сл ен н ы х м ер  п р ед о ст о р о ж н о ст и  н а б о р  р еа ген т о в  
б е з о п а с е н .

При со б л ю д е н и и  усл ови й  транспортировки, экспл уатац и и  и 
хр ан ен и я  риски взры ва и возгорани я  отсутствую т.

С в ед ен и я  о  б е зо п а с н о с т и  н а б о р а  р еа ген т о в  доступ н ы  по 
за п р о су .

СВЕДЕНИЯ ОБ УТИЛИЗАЦИИ
Н еи сп о л ь зо в а н н ы е реагенты , реагенты  с  истекш им  сроком  

годн ости , и сп о л ь зо в а н н ы е реаген ты , упаковку"^, би ологи ческ ий  
м а т ер и а л , а  такж е м атер и ал ы , инструм енты  и п р едм еты , 
за гр я зн ен н ы е би ологи ческ и м  м а т ер и а л о м , с л е д у е т  у д а л я т ь  в 
соо т в етст в и и  с  тр еб о в а н и я м и  СанП иН  2 .1 .3 6 8 4 -2 1  «С ан и тар н о-  
эп и д ем и о л о ги ч еск и е  т р еб о в а н и я  к со д ер ж а н и ю  терри тори й  
городских и сел ь ск и х  п о сел ен и й , к водны м  о б ъ ек т а м , питьевой  
в о д е  и п и тьевом у в о д о сн а б ж ен и ю , а т м о с ф е р н о м у  в о здуху , 
почвам , жилы м п ом ещ ен и я м , эксплуатац и и  п р ои зв одств ен н ы х, 
о б щ ест в ен н ы х  п ом ещ ен и й , орган и зац и и  и п р о в ед ен и ю  
сан и та р н о -п р о ти в о эп и д ем и ч еск и х  (проф и лак тич еск и х)
м ероп ри яти й ».
ВНИМАНИЕ! При у д а л ен и и  о т х о д о в  п о с л е  ам п л иф и к аци и  
(пробирок, со д ер ж а щ и х  продукты П Ц Р) н ед о п у ст и м о  
откры вание пробирок  и р азбр ы зги в ан и е со д ер ж и м о го , 
поскольку эт о  м ож ет  привести  к контам инации продуктам и ПЦР  
л а б о р а т о р н о й  зоны , о б о р у д о в а н и я  и р еаген тов .

ДОПОЛНИТЕЛЬНЫЕ МАТЕРИАЛЫ И ОБОРУДОВАНИЕ 
Взятие исследуемого материала
1. Т ранспортная с р е д а  д л я  тр ан сп ор ти р ован и я  и хр ан ен и я

Неиспользованные реагенты, реагенты с истекшим сроком годности, использованные реагенты, упаковка относятся к классу опасности медицинских отходов Г.
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к он сер ван т  
хр ан ен и я  и 

м азк ов»  
с р е д а  с

(стерильны й

би ол оги ч еск ого  м а т ер и а л а , с о д ер ж а щ а я  
(н ап ри м ер , «Т р ан сп ор тн ая  с р е д а  д л я  
транспортировки р есп и р атор н ы х
(РУ  №  Ф СР 2 0 0 9 /0 5 0 1 1 ) , «Т р ан сп ор тн ая
муколитиком (ТСМ )» (РУ  №  Ф СР 2 0 0 9 /0 5 5 1 4 )) .

2 . 0 ,9  % р аств ор  натрия х л о р и д а  
ф и зи ол оги ч еск и й  р аствор).

3. 7 0  % р аств ор  эт а н о л а .
4 . В акуум ны е пробирки или о д н о р а зо в а я  с и с т е м а  д л я  взятия  

в ен о зн о й  крови с  К2/КЗ ЭД ТА  в к ач естве антикоагулянта.
5. З о н д  д л я  взятия и с с л е д у е м о г о  би ол оги ч еск ого  м а т ер и а л а , 

одн ок р атн ого  п ри м ен ен и я , стерильны й.
6. О д н о р а зо в ы е  пробирки с  винтовой горловинной  крышкой 

о б ъ е м о м  5; 10; 15 мл.
7. О д н о р а зо в ы е  п ол и п р оп и л ен ов ы е зав и н ч и в аю щ и еся  или  

плотно зак р ы ваю щ и еся  пробирки о б ъ е м о м  1,5; 2  мл.
8. Емкость д л я  взятия, хр ан ен и я  и транспортировки  

би ол оги ч еск и х о б р а зц о в  о б ъ е м о м  3 0 -6 0  мл, стерил ьн ы й .
9. Ц ен тр и ф уга-вор тек с.
1 0 . М икроцентриф уга д л я  пробирок  типа « Э п п е н д о р ф »  с  

м ак си м альной  ск оростью  ц ен тр и ф уги рован и я  н е м е н е е  
12 ты с. д.

11 .Ц ен тр и ф уга  л а б о р а т о р н а я  с  п р и н адл еж н остя м и .
Предварительная подготовка исследуемого материала
1 2 . Р еа г ен т  д л я  п р ед о б р а б о т к и  ц ел ьн ой  крови (н ап ри м ер , 

р еа ген т  д л я  п р ед о б р а б о т к и  ц ел ь н ой  п ер и ф ер и ч еск о й  и 
пуповинной крови «ГЕМОЛИТИК» (РУ  №  Ф С Р 2 0 1 0 /0 9 5 0 5 )) .

13. Р еа г ен т  д л я  п р ед в а р и т ел ь н о й  обр аботк и  мокроты  
(н ап ри м ер , р еа ген т  д л я  п р ед о б р а б о т к и  сл и зи сто го  
м а т ер и а л а  «М УКОЛИЗИН» (РУ  №  Ф С Р 2 0 1 1 /1 2 0 8 2 )) .

1 4 .0 ,9 %  р аств ор  натрия х л о р и д а  (стерильны й  
ф и зи ол оги ч еск и й  р аств ор ) или ф о сф а т н ы й  б у ф ер н ы й  
р а ств о р  (P B S ) (натрия х л о р и д , 1 3 7  мМ; калия х л о р и д , 
2 ,7  мМ; натрия м о н о ф о с ф а т , 10  мМ; калия д и ф о с ф а т , 2 мМ; 
р Н = 7 ,5 ± 0 ,2 ).

1 5 .О д н о р а зо в ы е  п ол и п р оп и л ен ов ы е п лотно зак р ы ваю щ и еся  
пробирки о б ъ е м о м  1,5; 2  мл.

1 6 .О д н о р а зо в ы е  наконечники д л я  д о за т о р о в  п ер ем ен н о го  
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  мкл.
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1 7 .О д н о р а зо в ы е  наконечники д л я  д о за т о р о в  п ер ем ен н о го  
о б ъ е м а  д о  2 0 0  мкл.

1 8 .Ш тативы д л я  пробирок  о б ъ е м о м  1,5; 2  мл.
1 9 .О т д ел ь н ы е д л я  каждой пробы  ст ер и л ь н ы е инструм енты  д л я  

гом оген и зац и и  (ф а р ф о р о в а я  ступка с  пестиком ) или 
гом оген и затор  д л я  п р о в ед ен и я  п робоп одготовк и  тканевого  
м а т ер и а л а .

20 . Бокс м и к робиологической  б е зо п а с н о с т и  И к л асса  защ иты .
2 1 .  Ш ейкер.
2 2 .  М икроцентриф уга д л я  п робирок  типа « Э п п е н д о р ф »  с  

м ак си м альной  ск оростью  ц ен тр и ф уги рован и я  н е  м е н е е  
12 ты с. д.

2 3 . Ц ен тр и ф уга-вор тек с.
2 4 .  Вакуумный о т са сы в а т ел ь  м едицинский с  колбой-ловуш кой  

д л я  у д а л ен и я  н а д о са д о ч н о й  ж идкости.
2 5 .  А в том ати ч еск и е д о за т о р ы  п ер ем ен н о го  о б ъ е м а .
2 6 .  Х ол оди л ьн и к  от  2 д о  8  °С с  м ор ози л ь н ой  к ам ерой  от  м инус  

2 4  д о  м инус 16  °С.
2 7 .О тдельн ы й  х а л а т , ш апочка, о б у в ь  и о д н о р а зо в ы е  перчатки.
2 8 . О д н о р а зо в ы е  пластиковы е контейнеры  д л я  с б р о с а  и 

инактивации м а т ер и а л о в .
Экстракция ДНК из исследуемых образцов
2 9 .  К омплект р еа ген т о в  д л я  экстракции ДНК (в за в и си м о сти  от

типа и с с л е д у е м о г о  м а т ер и а л а , см . р а з д е л  инструкции  
« П р о в е д е н и е  П Ц Р -и ссл ед о в а н и я » , п о д р а з д е л  «Экстракция  
ДНК из и с с л е д у е м ы х  о б р а зц о в » )  -  «Р И Б О -п р еп »  
(РУ  №  ФОР 2 0 0 8 /0 3 1 4 7 )  или «М А Г Н О -сорб»
(РУ №  ФОР 2 0 1 0 /0 7 2 6 5 ) .

3 0 . Д о п о л н и т ел ь н ы е м атер и ал ы  и о б о р у д о в а н и е  д л я  экстракции  
ДНК -  со гл а сн о  инструкции к комплекту р еа ген т о в  д л я  
экстракции ДНК.

При и сп ол ь зов ан и и  автом ати ч еск и х станций д л я  экстракции
нуклеиновы х кислот:
31 .А втом ати ческ ая  станция д л я  экстракции НК «откры того  

типа» (н ап ри м ер , K ingFisher F lex (T herm o F ish er  S cien tific  O y  
(« Т ер м о  Ф иш ер С ай ен ти ф и к  О й»), Ф инляндия (РУ №  Ф СЗ  
2 0 0 9 /0 5 5 6 2 ))) .

3 2 . К омплект р еа ген т о в  д л я  экстракции РНК/ДНК на
автом ати ч еск ой  станции «откры того ти п а» (н ап ри м ер .
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«М А Г Н О -сорб» (РУ №  Ф СР 2 0 1 0 /0 7 2 6 5 )) .
3 3 .Н абор  н ео б х о д и м ы х  р а сх о д н ы х  м а т ер и а л о в  к и сп о л ь зу ем о й  

автом ати ч еск ой  станции в со о тв етств и и  с  р ек ом ен дац и я м и  
п р о и зв о д и тел я .

Амплификация с гибридизационно-флуоресцентной 
детекцией продуктов амплификации
3 4 .О д н о р а зо в ы е  п ол и п р оп и л ен ов ы е пробирки:

а) зав и н ч и в аю щ и еся  или плотно зак р ы ваю щ и еся  пробирки  
о б ъ е м о м  1 ,5  мл -  д л я  приготовления реак ц и онн ой  см еси ;

б ) тон к остен н ы е пробирки д л я  ПЦР о б ъ е м о м  0 ,2  мл с  
выпуклой или плоской оптически п р озр ач н ой  крышкой 
или пробирки о б ъ е м о м  0 ,2  мл в стри п ах  по 8  шт. с  
прозрачны м и крышками -  при и сп ол ь зов ан и и  п р и бор а  
п л ан ш етн ого  типа;

в) тон к остен н ы е пробирки д л я  ПЦР о б ъ е м о м  0 ,2  мл с  
плоской крышкой или пробирки д л я  ПЦ Р к R otor-G en e  
о б ъ е м о м  0,1 мл в стри п ах по 4  шт. с  крышками -  при 
и сп ол ь зов ан и и  п р и бор а  р отор н ого  типа.

3 5 .О д н о р а зо в ы е  наконечники д л я  д о за т о р о в  п ер ем ен н о го  
о б ъ е м а  с  ф и л ь т р о м  д о  100 , 2 0 0  и 1 0 0 0  мкл.

3 6 .  Ш тативы д л я  пробирок  о б ъ е м о м  0 ,2  мл или 0,1 мл.
37. Бокс абак тери альн ой  воздуш ной  ср ед ы  (П Ц Р-бокс, УФ -бокс) 

или бок с м и к робиологической  б е зо п а с н о с т и  II к л асса  
защ иты .

38 . Ц ен тр и ф уга-вор тек с.
3 9 . А в том ати ч еск и е д о за т о р ы  п ер ем ен н о го  о б ъ е м а .
4 0 .  П рограм м ируем ы й ам п л и ф и к атор  с  си ст ем о й  д етек ц и и  

ф л у о р е с ц е н т н о г о  си гн ал а в р еж и м е « р еа л ь н о го  в р ем ен и »  
(н ап ри м ер , R otor-G en e 6 0 0 0  (Corbett R esea rch , А встралия), 
R o tor-G en e Q (QIAGEN Gm bH («К иаген Г м бХ »), Г ерм ания  
(РУ  №  Ф С З 2 0 1 0 /0 7 5 9 5 )) , C F X 96 (B io-R ad  L aboratories, Inc. 
(« Б и о -Р а д  Л а б о р а т о р и ез , Инк.»), США (РУ  №  Ф С З  
2 0 0 8 /0 3 3 9 9 )) , Д Т -96 /«Д Т п р ай м » (О О О  «Н П О  ДНК- 
Т ехн ол оги я » , Р о сси я  (РУ  №  Ф СР 2 0 0 7 /0 1 2 5 0 , РУ №  Ф СР  
2 0 1 1 /1 0 2 2 9 ))) .

4 1 .  Х ол оди л ьн и к  от  2 д о  8 °С с  м ор ози л ь н ой  к ам ерой  о т  м инус  
2 4  д о  м инус 16  °С.

4 2 .О тдел ьн ы й  х а л а т , ш апочка, о б ув ь  и о д н о р а зо в ы е  перчатки. 
4 3 .Емкость д л я  с б р о с а  наконечников.
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ВЗЯТИЕ, ТРАНСПОРТИРОВАНИЕ И ХРАНЕНИЕ 
ИССЛЕДУЕМОГО МАТЕРИАЛА^

М атер и ал ом  д л я  и ссл е д о в а н и я  служ ат:
- ц ел ь н ая  в ен о зн а я , пуповинная кровь,
- лейкоциты  в ен о зн о й , пуповинной крови,
- п л а зм а  в ен о зн о й , пуповинной крови,
- м азок с о  сл и зи стой  оболочки ротоглотки,
- сл ю н а,
- сп и н н ом озговая  ж идкость,
- ам ниотическая  ж идкость,
- тр ан ссудаты ,
- б р о н х о а л ь в ео л я р н а я  л аваж н ая  ж идкость,
- мокрота,
- тканевой  (биопсийны й, оп ер ац и он н ы й , аутопсийны й) 

м а тер и а л .

Ц ел ьн ая  в ен о зн а я , пуповинная кровь: лейкоциты  в ен о зн о й .
ПУПОВИННОЙ КРОВИ

В зя ти е в ен о зн о й  крови р ек о м ен д у ет ся  п р ои зв оди ть  натощ ак  
или ч е р е з  3 ч а са  п о с л е  п р и ем а пищи из лок тевой  вены  в 
п олож ен и и  си д я . В зя ти е пуповинной крови о су щ еств л я ть  при 
п р о в ед ен и и  к о р д о ц ен т еза .

В зя ти е крови п р ои зв ести  в пробирку с  6  % ЭДТА.
Гепарин в к ач еств е  антикоагулянта и сп о л ь зо в а т ь  н ельзя!  
Закры тую  пробирку с  кровью  с р а зу  п о с л е  взятия несколько  

р а з п л авн о п ер ев ер н у т ь  в в ер х  д н о м , чтобы  кровь в п р оби рк е с  
антикоагулянтом  тщ а тел ь н о  п е р е м е ш а л а с ь . П о с л е  п лавного  
п ер ем еш и в а н и я  пробирку п ом ести ть  в ш татив.
ВНИМАНИЕ! П ол уч ен и е л ей к оц и тов  крови о п и са н о  в р а з д е л е  
«П одготовка и с с л е д у е м о г о  м а т ер и а л а  к экстракции ДНК».

Д оп уск ается  х р а н ен и е  о б р а зц о в  ц ел ь н ой  в ен о зн о й , 
пуповинной крови д о  п р о в ед ен и я  п р ед в а р и т ел ь н о й  подготовки:
-  при т е м п ер а т у р е  о т  18 д о  2 5  °С -  в т е ч е н и е  2  часов;
-  при т е м п ер а т у р е  от  2  д о  8  °С -  в т е ч е н и е  3  суток с  м о м ен та  

взятия би ол оги ч еск ого  м а т ер и а л а .
Н едо п у ст и м о  за м о р а ж и в а н и е  о б р а зц о в  ц ел ьн ой  крови!

® См. также «Взятие, транспортировка, хранение биологического материала для ПЦР- 
диагностики: методические рекомендации» / Домонова Э.А., Творогова М.Г., Подколзин А.Т. 
[и др.]. Москва: ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии, 2021. 112 с. ISBN 978-5-6045286-6-2, DOI: 
https://doi.org/10.36233/978-5-6045286-6-2, веб-сайт https://prepcr.crie.ru/
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П л азм а в ен о зн о й , пуповинной крови  
В зя ти е в ен о зн о й  крови р ек о м ен д у ет ся  п р ои зв оди ть  натощ ак  

или ч е р е з  3  ч а са  п о с л е  п р и ем а пищи из лок тевой  вены  в 
п олож ен и и  си д я . В зя ти е пуповинной крови о су щ ест в л я т ь  при 
п р о в ед ен и и  к о р д о ц ен т еза .

В зя ти е крови п р ои зв ести  в пробирку с  6  % ЭД ТА  или 6  % 
ЭДТА и гел ем .

Гепарин в к ач еств е антикоагулянта и сп о л ь зо в а т ь  нельзя! 
Закры тую  пробирку с  кровью с р а зу  п о с л е  взятия несколько  

р а з п л авн о п ер ев ер н у т ь  в в ер х  д н о м , чтобы  кровь в п роби рк е с  
антикоагулянтом  т щ а тел ь н о  п ер ем е ш а л а с ь . П о с л е  п лавного  
п ер ем еш и в а н и я  пробирку п ом ести ть  в ш татив.

Д ля п олучени я плазм ы  крови пробирки с  ц ел ь н ой  кровью  
ц ен тр и ф уги р овать  при 6 0 0  g (н ап ри м ер , 3 ты с. об /м и н  д л я  
цен три ф уги  Z 3 0 6 , HERMLE Labortechnik G m bH ) в т е ч е н и е  
10 мин при т е м п е р а т у р е  от  18 д о  2 5  °С . Д а л е е  аликвоту плазм ы  
крови в о б ъ е м е  н е м е н е е  1 мл п ер ен ест и  в пробирки о б ъ е м о м  
2 или 5  мл, и сп ол ьзуя  наконечник с  ф и л ь т р о м . П л азм у крови 
н е о б х о д и м о  п ер ен ест и  в новую  пробирку в т е ч е н и е  6  ч а со в  с  
м о м ен та  взятия о б р а зц а  крови.

Д оп уск ается  х р а н ен и е  о б р а зц о в  плазм ы  в ен о зн о й , 
пуповинной крови д о  п р о в ед ен и я  П Ц Р -и ссл едов ан и я :
-  при т е м п е р а т у р е  о т  2  д о  8 °С -  в т е ч е н и е  5 суток;
-  при т е м п е р а т у р е  от  м инус 2 4  д о  м инус 16 °С -  в т е ч ен и е  

3 м еся ц ев ;
-  при т е м п ер а т у р е  н е вы ш е м инус 6 8  °С  -  д л и т ел ь н о . 

Д оп уск ается  о д н о к р а т н о е  за м о р а ж и в а н и е-о т т а и в а н и е
м а т ер и а л а .

М азок с о  сл и зи сто й  обол оч к и  ротоглотки
Р а б о ч е й  частью  зо н д а -т а м п о н а  п р ов ести  вращ ательн ы м и  

дви ж ен и ям и  по п ов ер хн ости  м и н дали н , н ебн ы х дуж ек  и за д н е й  
стенки ротоглотки. П ер ен ест и  зо н д -та м п о н  в пробирку с  0 ,5  мл  
«Транспортной среды для хранения и транспортировки 
р есп и р атор н ы х м азк ов». Р а б о ч у ю  ч асть  зо н д а -т а м п о н а , 
со д ер ж а щ у ю  и ссл ед у ем ы й  м атер и ал , о б л о м и т ь  и остави ть  в 
проби рк е с  тран сп ор тн ой  с р е д о й . П робирку п лотно закры ть  
крышкой, н е  доп уск ая  з а з о р а  и см ятия в н утр ен н ей  части  
крышки. В с л у ч а е  н ев о зм о ж н о ст и  обл а м ы в а н и я  погрузить  
р а б о ч у ю  ч асть  зо н д а -т а м п о н а  в тр ан сп ор тн ую  с р е д у  и, прижав
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е е  к вн утр ен н ей  ст о р о н е  пробирки, вращ ать 5 - 1 0  с, п о с л е  чего  
зо н д  удал и ть , пробирку п лотно закры ть. Н ед о п у ст и м о  
и сп о л ь зо в а н и е  нож ниц д л я  о б р е за н и я  р а б о ч ей  части з о н д а -  
там пона!

Д оп уск ается  х р а н ен и е  о б р а зц о в  м азков с о  сл и зи стой  
оболоч к и  ротоглотки д о  п р о в ед ен и я  П Ц Р -и ссл едов ан и я :
-  при т е м п е р а т у р е  от  18  д о  2 5  °С -  в т е ч е н и е  6  часов;
-  при т е м п е р а т у р е  от  2 д о  8  °С -  в т е ч ен и е  3  суток;
-  при т е м п е р а т у р е  от  м инус 2 4  д о  м инус 16  °С -  в т е ч е н и е  

3 м еся ц ев ;
-  при т е м п е р а т у р е  н е  вы ш е м инус 6 8  °С -  д л и т ел ь н о . 

Д оп уск ается  о д н о к р а т н о е  за м о р а ж и в а н и е-о т т а и в а н и е
м а т ер и а л а .

С лю на
П ровести  тр ехк р атн ое  п ол оск ан и е п ол ости  рта 0 ,9  % 

р аств ор ом  натрия х л о р и д а  или кипяченой в о д о й . С лю ну в 
о б ъ е м е  н е  м е н е е  1 - 2  мл со б р а т ь  в пробирку или контейнер , 
плотно закры ть крышкой.

Д оп уск ается  х р а н ен и е  о б р а зц о в  слю ны  д о  п р о в ед ен и я  ПЦ Р- 
и ссл ед о в а н и я :
-  при т е м п е р а т у р е  от  18 д о  2 5  °С -  в т е ч е н и е  6  часов;
-  при т е м п е р а т у р е  о т  2 д о  8  °С -  в т е ч ен и е  2 4  часов;
-  при т е м п е р а т у р е  от  м инус 2 4  д о  м инус 16  °С -  в т е ч е н и е  

3 м еся ц ев ;
-  при т е м п е р а т у р е  н е  вы ш е м и н ус 6 8  °С -  д л и т ел ь н о . 

Д о п уск ается  о д н о к р а т н о е  за м о р а ж и в а н и е-о т т а и в а н и е
м а т ер и а л а .

С п и н н ом озговая  ж идкость
С п и н н ом озговую  ж идкость о т о б р а т ь  м е т о д о м  асп и р ац и и  в 

о б ъ е м е  н е м е н е е  1 мл в пробирку или к он тей н ер  путем  прокола  
поясничной, субок ц и п итальн ой  о б л а ст и  или м озговы х  
ж ел удоч к ов  пункционными иглами. П робирку или кон тей н ер  
плотно закры ть крышкой.

При н ео б х о д и м о ст и  м ож но п р овести  к он ц ен тр и р ован и е  
нативного м а т ер и а л а . О б р а з е ц  сп и н н ом озгов ой  ж идкости  
п ер ем еш а т ь  на в о р тек се  и о са д и т ь  капли с о  стен ок  пробирки и 
вн утрен н ей  части крышки ц ен тр и ф уги р ов ан и ем  в т е ч е н и е  3 -  
5 с. 1 мл м а т ер и а л а  п ер ен ест и  в пробирку о б ъ е м о м  1 ,5  мл.
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и сп ол ьзуя  наконечник с  ф и л ьтр ом . Ц ен тр и ф уги р овать  5 мин 
при 8  ты с. g (н ап ри м ер , 1 0 -1 1  ты с. об /м и н  д л я  цен три ф уги  
M iniSpin, E ppendorf). У далить  суп ер н атан т , и сп ол ь зуя  
наконечник б е з  ф и л ь т р а  и о т са сы в а т ел ь  м еди цинский, остав и в  
1 0 0  мкл н а д о са д о ч н о й  ж идкости и о са д о к . П ол учен н ую  п р обу  
тщ ател ь н о  п ер ем еш а т ь  на вор тек се , о са д и т ь  капли с о  стен ок  
пробирки и вн утрен н ей  части крышки ц ен тр и ф уги р ов ан и ем  в 
т е ч е н и е  3 - 5  с  и и сп ол ь зов ать  д л я  экстракции ДНК.

Д оп уск ается  х р а н ен и е  и тр а н сп о р ти р о в а н и е  о б р а зц о в  
сп и н н ом озгов ой  ж идкости д о  п р о в ед ен и я  П Ц Р -и ссл едов ан и я :
- при т е м п е р а т у р е  от  2 д о  8  °С -  в т е ч е н и е  1 суток;
- при т е м п е р а т у р е  от  м инус 2 4  д о  м инус 16  °С  -  в т е ч е н и е  

3 м еся ц ев ;
- при т е м п е р а т у р е  н е вы ш е м инус 6 8  °С  -  д л и т ел ь н о . 

Д оп уск ается  о д н о к р а т н о е  за м о р а ж и в а н и е-о т т а и в а н и е
м а т ер и а л а .

А м ниотическая ж идкость
А м ниотическую  ж идкость о т о б р а т ь  м е т о д о м  асп и р ац и и  в 

о б ъ е м е  н е  м е н е е  1 - 2  мл в пробирку при вы полнении  
п р оц едур ы  а м н и о ц ен т еза . П робирку п лотно закры ть крышкой.

При н ео б х о д и м о ст и  м ож но п р овести  к он ц ен тр и рован и е  
нативного м а т ер и а л а . О б р а з е ц  ам н и оти ческ ой  ж идкости  
п ер ем еш а т ь  на в ор тек се  и о са д и т ь  капли с о  стен ок  пробирки и 
вн утрен н ей  части крышки ц ен тр и ф уги р ов ан и ем  в т е ч е н и е  3 -  
5 с. 1 мл м а т ер и а л а  п ер ен ест и  в пробирку о б ъ е м о м  1 ,5  мл, 
и сп ол ьзуя  наконечник с  ф и л ь тр ом . Ц ен тр и ф уги р овать  10 мин 
при 10 ты с. g (н ап ри м ер , 12 ты с. об /м и н  д л я  цен три ф уги  
M iniSpin, E ppendorf). У дали ть  суп ер н атан т , и сп ол ьзуя  
наконечник б е з  ф и л ь т р а  и о т са сы в а т ел ь  м едицинский, остав и в  
1 0 0 - 2 0 0  мкл н а д о са д о ч н о й  ж идкости и о са д о к . П олучен н ую  
п р обу  тщ а тел ь н о  п ер ем еш а т ь  на вор тек се , о са д и т ь  капли с о  
стен ок  пробирки и вн утр ен н ей  части крышки 
ц ен тр и ф уги р ов ан и ем  в т е ч е н и е  3 - 5  с  и и сп о л ь зо в а т ь  д л я  
экстракции ДНК.

Д оп уск ается  х р а н ен и е  о б р а зц о в  ам н и оти ческ ой  ж идкости д о  
п р о в ед ен и я  П Ц Р -и ссл едов ан и я :
- при т е м п е р а т у р е  от  2  д о  8  °С -  в т е ч е н и е  1 суток;
- при т е м п е р а т у р е  от  м инус 2 4  д о  м инус 16  °С -  в т е ч е н и е  

1 м еся ц а;
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- при т е м п е р а т у р е  н е вы ш е м инус 6 8  °С -  д л и т ел ь н о . 
Д оп уск ается  о д н о к р а т н о е  за м о р а ж и в а н и е-о т т а и в а н и е

м а т ер и а л а .

Т р ан ссудаты
В зя ти е т р а н ссу д а т а  в о б ъ е м е  н е  м е н е е  0 ,1 - 0 ,3  мл п р ов ести  в 

пробирку при пункции кожных покровов, п р ед в а р и т ел ь н о  
о б р а б о т а н н ы х  7 0  % р аств ор ом  эти л ов ого  сп и рта. П робирку  
п лотно закры ть крышкой.

Д оп уск ается  х р а н ен и е  о б р а зц о в  т р а н ссу д а т о в  д о  п р о в ед ен и я  
П Ц Р -и ссл едов ан и я :
- при т е м п е р а т у р е  от 2 д о  8  °С -  в т е ч ен и е  3 суток;
- при т е м п е р а т у р е  от  м инус 2 4  д о  м инус 16  °С -  в т е ч е н и е  

7 суток;
- при т е м п е р а т у р е  н е вы ш е м инус 6 8  °С -  д л и т ел ь н о . 

Д оп уск ается  о д н о к р а т н о е  за м о р а ж и в а н и е-о т т а и в а н и е
м а т ер и а л а .

Б р о н х о а л ь в ео л я р н а я  л ав аж н ая  ж идкость  
Б р о н х о а л ь в ео л я р н у ю  л аваж н ую  ж идкость в о б ъ е м е  о т  5  д о  

5 0  мл со б р а т ь  в пробирку или к он тей н ер  при п р о в ед ен и и  
брон хоск оп и и . П робирку или к он тей н ер  п лотно закры ть  
крышкой.

Д ля контроля контам инации и ссл ед у ем ы м и  
м икроорганизм ам и или их ДНК р ек о м ен д у ет ся  п р овести  
п р ед в а р и т ел ь н о е  взя ти е см ы вов  с  бр он хоск оп ов , 
п одготов л ен н ы х д л я  п р о в ед ен и я  п р оц едур ы  брон хоск оп и и . С 
этой  ц ел ь ю  промы ть канал и ш ланг ап п а р а та  1 мл 0 ,9  % 
р а ств о р а  натрия х л о р и д а . П олученны й см ы в п ер ен ест и  в 
пробирку д л я  п о сл ед у ю щ его  тести р ов ан и я . П робирку плотно  
закры ть крышкой.

Д оп уск ается  х р а н ен и е  о б р а зц о в  б р о н х о а л ь в ео л я р н о й  
л ав аж н ой  ж идкости д о  п р о в ед ен и я  п р ед в а р и т ел ь н о й  
подготовки:
- при температуре от 2 до 8 ®С -  в течение 3 суток;
- при т е м п е р а т у р е  от  м инус 2 4  д о  м инус 16  °С -  в т е ч е н и е  

12 м еся ц ев ;
- при т е м п е р а т у р е  н е вы ш е м инус 6 8  °С  -  д л и т ел ь н о . 

Д оп уск ается  о д н о к р а т н о е  за м о р а ж и в а н и е-о т т а и в а н и е
м а т ер и а л а .
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М окрота
М окроту в о б ъ е м е  н е м е н е е  1 мл (оп ти м ал ьн о 3 - 5  мл) 

со б р а т ь  в контейнер , п лотно закры ть крышкой. К ачественны м  
м а т ер и а л о м  м ож но считать мокроту, и м ею щ ую  сли зи сты й  или  
сли зи сто-гн ой н ы й  харак тер . Е сли п ац и ен т не в ы д е л я е т  мокроту  
или в ы д ел я ет  е е  только эп и зоди ч еск и  и в скудном  к ол и ч естве, 
то накануне в еч ер о м  и р ан о  утром  в д е н ь  с б о р а  би ол оги ч еск ого  
м а т ер и а л а  с л е д у е т  д а т ь  ем у  отх а р к и в а ю щ ее с р е д с т в о  или  
прим енить р а зд р а ж а ю щ и е ингаляции. При получении  
и н дуц и р ован н ой  мокроты  в со п р о в о д и т ел ь н о м  д о к у м ен т е  
н е о б х о д и м о  отм ети ть , что м а т ер и а л  п олучен  п о с л е  
а эр о зо л ь н ы х  ингаляций.

Д оп уск ается  х р а н ен и е  о б р а зц о в  мокроты  д о  п р о в ед ен и я  
п р ед в а р и т ел ь н о й  подготовки:
- при т е м п е р а т у р е  от 18 д о  2 5  °С -  в т е ч е н и е  6  часов;
- при т е м п е р а т у р е  от 2 д о  8 °С -  в т е ч ен и е  3  суток;
- при т е м п е р а т у р е  от м инус 2 4  д о  м инус 16  °С -  в т е ч е н и е  

12 м еся ц ев ;
- при т е м п е р а т у р е  н е вы ш е м инус 6 8  °С -  д л и т ел ь н о . 

Д оп уск ается  о д н о к р а т н о е  за м о р а ж и в а н и е-о т т а и в а н и е
м а т ер и а л а .

Т каневой  (биопсийны й, оп ер ац и он н ы й , аутопсийны й) м а т ер и а л  
Б иологический м а т ер и а л  о т о б р а т ь  н а и б о л е е  бл и зк о  к м ест у  

пораж ения: из зоны  п р ед п о л а га ем о го  м ест о н а х о ж д ен и я  
в о зб у д и т ел я  инф екции, п о в р еж д ен н о й  ткани или пограничного  
с  п о в р еж д ен и ем  участка. 3 - 5  о б р а зц о в  д и а м ет р о м  б о л е е  5  мм  
п ер ен ест и  в контейнер , м е н е е  5  мм —  в пробирку с  0 ,5  мл  
«Т р ан сп ор тн ой  ср ед ы  с  муколитиком (ТСМ )». К онтей н ер  или  
пробирку п лотно закрыть.

Д о п уск ается  х р а н ен и е  о б р а зц о в  тк ан евого  (би оп си й н ого , 
оп ер а ц и о н н о го , аутоп си й н ого) м а т ер и а л а  д о  п р о в ед ен и я  
п р ед в а р и т ел ь н о й  подготовки /  П Ц Р -и ссл едов ан и я :
-  при т е м п ер а т у р е  о т  2 д о  8  °С -  в т е ч ен и е  2 4  часов;
-  при т е м п ер а т у р е  от  м инус 2 4  д о  м инус 16  °С -  в т е ч е н и е  

3 м еся ц ев ;
-  при т е м п е р а т у р е  н е вы ш е м инус 6 8  °С -  д л и т ел ь н о . 

Д о п уск ается  о д н о к р а т н о е  за м о р а ж и в а н и е-о т т а и в а н и е
м а т ер и а л а .
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ПОДГОТОВКА ИССЛЕДУЕМОГО МАТЕРИАЛА К 
ЭКСТРАКЦИИ ДНК5

О бр азц ы  плазм ы  в ен о зн о й , п у п о в и н н о й  к р о в и : м азков с о  
сл и зи стой  оболоч к и  р о т о гл о тк и : с л ю н ы : с п и н н о м о зго в о й  
жидкости: ам н и оти ч ес|(ой  ж идкости: тр а н ссу д а то в : тк аневого  
(би оп си й н ого . оп ер ац и он н ого , аутоп си й н ого) м а т ер и а л а  
р а зм ер о м  м е н е е  5  мм н е т р еб у ю т  п р ед в а р и т ел ь н о й  подготовки.

О бр азц ы  ц ел ьн ой  в ен озн ой , пуповинной крови: л ей к оц и тов  
в ен о зн о й . ПУПОВИННОЙ крови: б р о н х о а л ь в ео л я р н о й  н ев аж н ой  
жидкости: мокроты: тканевого (би оп си й н ого , оп ер а ц и о н н о го , 
аутоп си й н ого) м а т ер и а л а  р а зм ер о м  б о л е е  5  мм т р еб у ю т  
п р ед в а р и т ел ь н о й  подготовки.

Ц ел ьн ая  в ен о зн а я , пуповинная к р о в ь

2 5 0  мкл ц ел ь н ой  крови п ер ен ест и  в пробирку о б ъ е м о м  
1 ,5  мл, и сп ол ьзуя  наконечник с  ф и л ьтр ом . Д о б а в и т ь  1 мл 
р еа ген т а  «ГЕМ ОЛИТИК». Аккуратно п ер ем е ш а т ь  с о д е р ж и м о е  
пробирки на в о р тек се  и остави ть  на 1 0 - 1 5  мин при 
т е м п ер а т у р е  1 8 - 2 5  °С, п ер и оди ч еск и  п ер ем еш и в а я  на  
в ор тек се . Ц ен тр и ф уги р овать  3 мин при 4  ты с. g (н ап ри м ер , 
8 ты с. об /м и н  д л я  центриф уги  M iniSpin, Eppendorf). 
С уп ер н атан т  ото б р а т ь , и сп ол ьзуя  наконечник б е з  ф и л ь т р а  и 
о т са сы в а т ел ь  м едицинский, остав и в  1 0 0  мкл н а д о са д о ч н о й  
ж идкости и о са д о к . П о сл е  отмывки о са д о к  клеток д о л ж ен  бы ть  
б ел ы м , д о п у ск а ет ся  н али чи е только н еб о л ь ш о го  н а л ет а  
р о зо в а т о го  ц в ета  н ад  о са д к о м  (остатки разр уш ен н ы х  
эри тр оц и тов). При н ео б х о д и м о ст и  м ож но повторить отмы вку  
р еа ген т о м  «ГЕМ ОЛИТИК». П олученны й о с а д о к  д о л ж ен  бы ть  
н е м е д л е н н о  л и зи р ов ан  (н ап ри м ер , в с л у ч а е  экстракции ДНК с  
п ом ощ ью  ком плекта р еаген тов  «Р И Б О -п р еп »  д о б а в и т ь  3 0 0  мкл 
р а ств о р а  д л я  л и зи са  и в п о сл ед у ю щ ем  экстрагировать  ДНК в 
со о тв етств и и  с  инструкцией к комплекту р еа ген т о в  «Р И Б О - 
преп», н е  д о б а в л я я  р аств ор  д л я  л и зи са  п овторно).

Д оп уск ается  х р а н ен и е  п р ед о б р а б о т а н н ы х  о б р а зц о в  ц ел ьн ой  
в ен о зн о й , пуповинной крови д о  п р о в ед ен и я  П Ц Р -и ссл ед о в а н и я  
при т е м п е р а т у р е  от  м инус 2 4  д о  м инус 16  °С в т е ч е н и е  года .

Д оп уск ается  о д н о к р а т н о е  за м о р а ж и в а н и е-о т т а и в а н и е  
м а т ер и а л а .
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Лейкоциты  в ен о зн о й , пуповинной крови
С пособы  получения л ейко ц и т ар но й  ф ракц ии  крови
С пособ  первы й. 1 ,5  мл ц ел ьн ой  крови п ер ен ест и  в пробирку  

о б ъ е м о м  2  мл, и сп ол ьзуя  наконечник с  ф и л ьтр ом . 
Ц ен тр и ф уги р овать  10 мин при 5 0  g (н ап ри м ер , 8 0 0  об /м и н  д л я  
цен три ф уги  M iniSpin, E ppendorf). З а т е м  5 0 0 - 6 0 0  мкл 
су п ер н а та н та  (верхний  сл ой  плазм ы  с  лей к оц и там и ) п ер ен ест и  
в другую  пробирку о б ъ е м о м  2  мл, и сп ол ь зуя  наконечник с  
ф и л ь т р о м , и п овторн о ц ен тр и ф уги р овать  10 мин при 10 ты с. g 
(н ап ри м ер , 12 ты с. об /м и н  д л я  центриф уги  M iniSpin, E ppendorf). 
По окончании ц ен три ф уги рован и я  у д а л и ть  суп ер н атан т , 
и сп ол ьзуя  наконечник б е з  ф и л ь т р а  и о т са сы в а т ел ь  
м едицинский, остав и в  2 0 0  мкл н а д о са д о ч н о й  ж идкости и 
о са д о к . П олученную  п р обу  и сп ол ь зов ать  д л я  экстракции ДНК. .

С пособ  вт орой. В пробирки о б ъ е м о м  1 ,5  мл вн ести  5 0 0  мкл 
р еа ген т а  «ГЕМОЛИТИК» и 2 0 0  мкл и с с л е д у е м о й  ц ел ьн ой  
крови, и сп ол ьзуя  наконечник с  ф и л ь тр ом . П робирки п лотно  
закры ть и аккуратно п ер ем еш а т ь  с о д е р ж и м о е  на вор тек се . 
И нкубировать 3 мин при т е м п ер а т у р е  1 8 - 2 5  °С, за т е м  е щ е  р а з  
аккуратно п ер ем еш а т ь  на в о р тек се  и остави ть  е щ е  на 3 мин. 
П ер ем еш а т ь  на в ор тек се, п о с л е  ч его  ц ен тр и ф уги р ов ать  2  мин 
при 4  ты с. g (н ап ри м ер , 8 ты с. об /м и н  д л я  цен три ф уги  M iniSpin, 
E ppendorf). П о сл е  ц ен тр и ф уги рован и я  у д ал и ть  н а д о са д о ч н у ю  
ж идкость, и сп ол ьзуя  наконечник б е з  ф и л ь т р а  и о т са сы в а т ел ь  
м едицинский, н е захв аты вая  о са д о к . К п ол уч ен н ом у  оса д к у  
д о б а в и т ь  5 0 0  мкл р еа ген т а  «ГЕМ ОЛИТИК». Закры ть пробирки, 
п ер ем еш а т ь  с о д е р ж и м о е  пробирок  на в о р т ек се  д о  полного  
р есу сп ен д и р о в а н и я  клеток. З а т е м  инкубировать пробирки  
3 мин при т е м п ер а т у р е  1 8 - 2 5  °С и е щ е  р а з п ер ем еш а т ь  
с о д е р ж и м о е  пробирок  на в ор тек се . П о с л е  чего  
ц ен тр и ф уги р ов ать  2 мин при 4  ты с. g (н ап ри м ер , 8  ты с. об /м и н  
д л я  цен три ф уги  M iniSpin, E ppendorf). П о сл е  
ц ен тр и ф уги рован и я  у д ал и ть  н а д о са д о ч н у ю  ж идкость, 
и сп ол ьзуя  наконечник б е з  ф и л ь т р а  и о т са сы в а т ел ь  
м едицинский, н е захв аты вая  о са д о к .
ВНИМАНИЕ! Л ейкоцитарная ф ракция, п ол уч ен н ая  п о с л е  
п р ед в а р и т ел ь н о й  обр аботк и  ц ел ьн ой  в ен о зн о й  или пуповинной  
крови, д о л ж н а  бы ть н е м е д л е н н о  л и зи р о в а н а  или за м о р о ж ен а .

Д оп уск ается  х р а н ен и е  п р е д о б р а б о т а н н ы х  о б р а зц о в
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л ей к оц и тов  в ен о зн о й , пуповинной крови д о  п р о в ед ен и я  П Ц Р- 
и ссл ед о в а н и я :
-  при т е м п е р а т у р е  от м инус 2 4  д о  м инус 16  °С -  в т е ч е н и е  

года;
-  при т е м п е р а т у р е  н е вы ш е м инус 6 8  °С -  д л и т ел ь н о .

Б р о н х о а л ь в ео л я р н а я  л ав аж н ая  ж идкость  
О б р а з е ц  б р о н х о а л ь в ео л я р н о й  л ав аж н ой  ж идкости  

п ер ем еш а т ь  на в о р тек се  и о са д и т ь  капли с о  стен ок  пробирки и 
вн утрен н ей  части крышки ц ен тр и ф уги р ов ан и ем  в т е ч е н и е  3 -  
5 с. О тобр ать , и сп ол ьзуя  наконечник с  ф и л ь т р о м , 1 мл 
м а т ер и а л а  и п ер ен ест и  в пробирку о б ъ е м о м  1 ,5  мл. 
Ц ен тр и ф уги р овать  10  мин при 7 - 1 0  ты с. g (н ап ри м ер , 1 0 -  
12 ты с. об /м и н  д л я  центриф уги  M iniSpin, E ppendorf). И сп ол ьзуя  
наконечник б е з  ф и л ь т р а  и о т са сы в а т ел ь  м едицинский, удал и ть  
суп ер н атан т , о ст а в л я я  н ад  о са д к о м  1 0 0 - 2 0 0  мкл н а д о са д о ч н о й  
ж идкости (есл и  иной о б ъ е м  н е п р ед у см о т р ен  инструкцией по  
п р и м ен ен и ю  к н а б о р у  р еаген тов ), за т е м  тщ а тел ь н о  
п ер ем еш а т ь  с о д е р ж и м о е  на в о р тек се  и о са д и т ь  капли с о  
стен ок  пробирки и вн утр ен н ей  части  крышки 
ц ен тр и ф уги р ов ан и ем  в т е ч е н и е  3 - 5  с. П олученны й о б р а з е ц  
и сп о л ь зо в а т ь  д л я  экстракции ДНК.

Д оп уск ается  х р а н ен и е  п р ед о б р а б о т а н н ы х  о б р а зц о в  
б р о н х о а л ь в ео л я р н о й  л аваж н ой  ж идкости д о  п р о в ед ен и я  П Ц Р- 
и ссл ед о в а н и я :
- при т е м п е р а т у р е  от  2 д о  8  °С -  н е  б о л е е  3  суток;
- при т е м п е р а т у р е  от м инус 2 4  д о  м инус 16  °С -  н е  б о л е е  

12 м еся ц ев );
- при т е м п е р а т у р е  н е вы ш е м инус 6 8  °С -  д л и т ел ь н о . 

Д оп уск ается  о д н о к р а т н о е  за м о р а ж и в а н и е-о т т а и в а н и е
м а т ер и а л а .

М окрота
В ем к ость  с  м окротой д о б а в и т ь  р еа ген т  «М УКОЛИЗИН» в 

со о т н о ш ен и и  1:5 (1 часть  мокроты  к 5 частям  р еа ген т а ), 
ор и ен ти р уя сь  по градуи ровке ем кости . В п р о ц е с с е  разж и ж ен и я  
мокроты  ( 2 0 - 3 0  мин) ем к ость  н е о б х о д и м о  п ер и оди ч еск и  
встряхивать при пом ощ и ш ей к ера. З а т е м  1 мл р азж и ж ен н ой  
мокроты  п ер ен ест и , и сп ол ьзуя  наконечник с  ф и л ь тр ом , в 
пробирку о б ъ е м о м  1 ,5  мл и ц ен тр и ф уги р ов ать  10 мин при 5 -
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7 ты с. g (н ап ри м ер , 8 - 1 0  ты с. об /м и н  д л я  цен три ф уги  M iniSpin, 
Eppendorf).

У дали ть  суп ер н атан т , и сп ол ьзуя  наконечник б е з  ф и л ь т р а  и 
о т са сы в а т ел ь  м едицинский, остав и в  1 0 0 - 2 0 0  мкл
н а д о са д о ч н о й  ж идкости и о са д о к . П олучен н ую  п р обу  п о с л е  
тщ ател ь н ого  п ер ем еш и в а н и я  на в о р тек се  и о са ж д е н и я  капель  
с о  стен ок  пробирки и вн утрен н ей  части крышки
ц ен тр и ф уги р ов ан и ем  в т е ч ен и е  3 - 5  с  и сп о л ь зо в а т ь  д л я  
экстракции ДНК.

Д о п уск ается  экстракция ДНК из 1 0 0  мкл р азж и ж ен н ой  
мокроты  б е з  стади и  ц ен тр и ф уги рован и я .

Д оп уск ается  х р а н ен и е  п р ед о б р а б о т а н н ы х  о б р а зц о в  мокроты  
д о  п р о в ед ен и я  П Ц Р -и ссл едов ан и я :
- при т е м п е р а т у р е  от  18  д о  2 5  °С -  в т е ч е н и е  6  часов;
- при т е м п е р а т у р е  от  2  д о  8 °С -  н е  б о л е е  3 суток;
- при т е м п е р а т у р е  от  м инус 2 4  д о  м инус 16  °С -  н е б о л е е  

12 м еся ц ев );
- при т е м п е р а т у р е  н е вы ш е м инус 6 8  °С  -  д л и т ел ь н о . 

Д оп уск ается  о д н о к р а т н о е  за м о р а ж и в а н и е-о т т а и в а н и е
м а т ер и а л а .

Т каневой (биопсийны й, оп ер ац и он н ы й , аутопсийны й) м а т е р и а л ’ 
Тканевой  м а т е р и а л  (разм ер  образц а в д и ам е т р е  м е н е е  

5  мм), пом ещ енны й в пробирки объ ем ом  1 ,5 -2  м л  с 0 ,5  м л  
«Тр анспорт ной  среды  с м уколит иком  (Т С М )»

П е р е д  п р о в е д е н и е м  п р оц едур ы  экстракции ДНК с о д е р ж и м о е  
пробирки тщ а тел ь н о  п ер ем еш а т ь  на в о р тек се  и о са д и т ь  капли  
м а т ер и а л а  с о  стен ок  пробирки и вн утр ен н ей  части  крышки 
ц ен тр и ф уги р ов ан и ем  ( 1 ,5 - 3  ты с. об /м и н  в т е ч е н и е  5  с). Д руги е  
м анипуляции по подготовк е о б р а зц а  н е т р еб у ю тся .

Тканевой  м а т е р и а л  (разм ер  образц а в д и ам е т р е  5 - 1 0  м м ) 
П ом ести ть  о б р а з е ц  в о х л а ж д ен н у ю  ф а р ф о р о в у ю  ступку, при 

н ео б х о д и м о ст и  и зм ельчи ть  с  пом ощ ью  нож ниц и ск ал ьп ел я . 
Д о б а в и т ь  0 ,5 -1  мл о х л а ж д ен н о го  0 ,9  % р а ст в о р а  натрия  
х л о р и д а  стер и л ь н ого  (стерильны й ф и зи ол оги ч еск и й  р аств ор )  
или ф о с ф а т н о -с о л е в о г о  б у ф е р н о г о  р а ств о р а , или 
«Т р ан сп ор тн ой  ср ед ы  с  муколитиком (ТСМ )». 
Г ом оген и зи р овать , тщ а тел ь н о  р асти р ая  ф а р ф о р о в ы м  пестиком  
д л я  п олучени я о д н о р о д н о й  су сп ен зи и . 1 0 0  мкл п ол уч ен н ой  
су сп ен зи и  п ер ен ест и  в пробирки о б ъ е м о м  1 ,5  мл, и сп ол ьзуя
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наконечник с  ф и л ь тр ом , д л я  п о сл ед у ю щ ей  экстракции ДНК.
Тканевой  м а т е р и а л  (разм ер  образца в д и ам е т р е  б ол ее  

10 м м )
3 0 - 5 0  мг (мкл) тканевого м а т ер и а л а  гом оген и зи р ов ать  

р асти р ан и ем  с  и сп о л ь зо в а н и ем  п р ед в а р и т ел ь н о  о х л а ж д ен н ы х  
стер и л ьн ы х ф а р ф о р о в ы х  ступок и пестиков. При 
и сп ол ь зов ан и и  гом оген и затор а  ф рагм ен ты  ткани п ер ен ест и  в 
пробирки о б ъ е м о м  2 мл с  1 - 2  ш ариками из н ер ж а в ею щ ей  
стал и  д л я  гом оген и затор а . Из р а стер т о й  ткани приготовить  
1 0 %  су сп ен зи ю  на о х л а ж д ен н о м  0 , 9 %  р а ст в о р е  натрия  
х л о р и д а  стер и л ь н о м  (стерильны й ф и зи ол оги ч еск и й  р аств ор )  
или ф о с ф а т н о -с о л е в о м  б у ф е р н о м  р а ст в о р е . Д ля этого  к 
1 о б ъ е м у  р а стер т о го  тканевого м а т ер и а л а  д о б а в и т ь  9 о б ъ е м о в  
0 ,9  % р а ств о р а  натрия х л о р и д а  стер и л ь н ого  или ф о с ф а т н о ­
с о л е в о г о  б у ф е р н о г о  р а ств о р а . 5 0 - 1 0 0  мкл п ол уч ен н ой  
су сп ен зи и  п ер ен ест и  в пробирки о б ъ е м о м  1 ,5  мл, и сп ол ьзуя  
наконечник с  ф и л ь тр ом , д л я  п о сл ед у ю щ ей  экстракции ДНК.

Д оп уск ается  х р а н ен и е  п р ед о б р а б о т а н н ы х  о б р а зц о в  
тканевого (би оп си й н ого, о п ер ац и он н ого , аутоп си й н ого)  
м а т ер и а л а  д о  п р о в ед ен и я  П Ц Р -и ссл едов ан и я :
-  при т е м п е р а т у р е  от м инус 2 4  д о  м инус 16  °С -  в т е ч е н и е  

3 м еся ц ев ;
-  при т е м п ер а т у р е  н е вы ш е м инус 6 8  °С  -  д л и т ел ь н о . 

Д оп уск ается  о д н о к р а т н о е  за м о р а ж и в а н и е-о т т а и в а н и е
м а т ер и а л а .

ИНТЕРФЕРИРУЮЩИЕ ВЕЩЕСТВА И ОГРАНИЧЕНИЯ ПО 
ИСПОЛЬЗОВАНИЮ ПРОБ ИССЛЕДУЕМОГО МАТЕРИАЛА

Д ля контроля эф ф ек т и в н о ст и  экстракции ДНК, реакции  
ам л ли ф и к ац и и  и к ачества взятия м а т ер и а л а  в н а б о р е  
р еа ген т о в  п р ед у см о т р ен о  к о л и ч еств ен н о е  о п р е д е л е н и е  ДНК  
ч ел о в ек а , которая со д ер ж и т ся  в би ол оги ч еск ом  о б р а зц е . По 
окончании реакции ам п лиф икации  н ал и ч и е д о ст а т о ч н о го  
коли чества ДНК ч ел о в ек а  в о б р а з ц е  говорит о б  адек в атн ости  
за б р а н н о го  м а т ер и а л а , д о ст а т о ч н о й  эф ф ек т и в н о ст и  экстракции  
нуклеиновы х кислот и отсутствии  ингибиторов ПЦР.

Ограничения по использованию проб
Н епригодны м и д л я  и ссл е д о в а н и я  являю тся:

- о б р а зц ы  ц ел ь н ой  крови, взяты е в пробирки с  геп ари н ом  в
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к ач еств е антикоагулянта;
- о б р а зц ы  ц ел ьн ой  крови, с о д е р ж а щ и е  кровяной сгусток или 

п о д в ер гш и еся  за м о р о зк е .

Потенциально интерферирующие вещества
Д ля оценки п отен ц и ал ьн ой  и н т ер ф ер ен ц и и  бы ли вы браны  

эн д о ген н ы е и/или эк зоген н ы е в ещ ест в а , которы е могут  
п ри сутствовать  в би ол оги ч еск ом  м а т ер и а л е , и сп о л ь зу ем о м  д л я  
и ссл е д о в а н и я  (см . т а б л . 7).

П р отести р ован ы  м о д ел ь н ы е  о б р а зц ы  за я в л ен н о го  
би ол оги ч еск ого  м а т ер и а л а  б е з  д о б а в л е н и я  и с  д о б а в л е н и е м  
п отен ц и ал ь н о  и н тер ф ер и р ую щ и х в ещ ест в . К онцентрация  
каж дого п отен ц и ал ь н о  и н тер ф ер и р у ю щ его  в ещ е ст в а  ук азан а  в 
т а б л . 7. В м о д ел ь н ы е  о б р а зц ы  д о б а в л я л и  такж е ст а н д а р тн ы е  
о б р а зц ы  п редпри яти я, с о д е р ж а щ и е  ДНК ВЭБ, ЦМВ, ВГЧ-6А/В, 
д о  концентраций каж дой из м и ш ен ей , равны х п р е д е л у  
обн ар уж ен и я .

Т а б л и ц а  7

Вид исследуе­
мого

материала

Вид
потенциаль­
ного интер- 

фе рента

Потенциаль­
ный интер- 

ферент

Протести­
рованная 

концентрация 
в образце

Комплект для 
экстракции

Наличие
интерферен­

ции

Цельная
(венозная,

пуповинная)
кровь

Эндогенные
вещества

Общий
билирубин

210 мкмоль/л 
(верхняя граница 

нормы -  
21 мкмоль/л)

«РИБО-преп» Не обнаружено

«МАГНО-сорб» Не обнаружено

Общий
холестерин

77,6 ммоль/л 
(верхняя граница 

нормы -  
7,8 ммоль/л)

«РИБО-преп» Не обнаружено

«МАГНО-сорб» Не обнаружено

Триглицериды

37,6 ммоль/л 
(верхняя граница 

нормы -  
3,7 ммоль/л)

«РИБО-преп» Не обнаружено

«МАГНО-сорб» Не обнаружено

Гемоглобин
250 г/л (верхняя 
граница нормы -  

170 г/л)

«РИБО-преп» Не обнаружено

«МАГНО-сорб» Не обнаружено

Экзогенные
вещества

Литий гепарин® от 12 до 
30 МЕ/мл

«РИБО-преп» Обнаружено
«МАГНО-сорб» Обнаружено

Калий ЭДТА® 2,0 мг/мл «РИБО-преп» Не обнаружено
«МАГНО-сорб» Не обнаружено

® в соответствии с ГОСТ Р 53079.4-2008 (Технологии лабораторные клинические. 
Обеспечение качества клинических лабораторных исследований. Часть 4. Правила ведения 
преаналитического этапа) калия ЭДТА используют в концентрации от 1,2 до 2,0 мг/мл, лития 
гепарин -  в концентрации от 12 до 30 МЕ/мл.
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Вид исследуе­
мого

материала

Вид
потенциаль­
ного интер- 

ферента

Потенциаль­
ный интер- 

ферент

Протести­
рованная 

концентрация 
в образце

Комплект для 
экстракции

Наличие
интерферен­

ции

Лейкоциты
(венозной,

пуповинной)
крови

Эндогенные
вещества

Общий
билирубин

210 мкмоль/л 
(верхняя граница 

нормы -  
21 мкмоль/л)

«РИБО-преп» Не обнаружено

Общий
холестерин

77,6 ммоль/л 
(верхняя граница 

нормы -  
7,8 ммоль/л)

«РИБО-преп» Не обнаружено

Триглицериды

37,6 ммоль/л 
(верхняя граница 

нормы -  
3,7 ммоль/л)

«РИБО-преп» Не обнаружено

Гемоглобин
250 г/л (верхняя 
граница нормы -  

170 г/л)
«РИБО-преп» Не обнаружено

Экзогенные
вещества

Литий гепарин® от 12 до 
30 МЕ/мл «РИБО-преп» Обнаоужено

Калий ЭДТА® 2,0 мг/мл «РИБО-преп» Не обнаружено

Плазма
(венозной,

пуповинной)
крови

Эндогенные
вещества Гемоглобин

250 г/л (верхняя 
граница нормы -  

170 г/л)

«РИБО-преп» Не обнаружено

«МАГНО-сорб» Не обнаружено

Экзогенные
вещества

Литий гепарин® от 12 до 
30 МЕ/мл

«РИБО-преп» Обнаружено
«МАГНО-сорб» Обнаружено

Калий ЭДТА® 2,0 мг/мл «РИБО-преп» Не обнаружено
«МАГНО-сорб» Не обнаружено

Мазок со 
слизистой 
оболочки 

ротоглотки

Эндогенные
вещества

Цельная кровь 5% «РИБО-преп» Не обнаружено
«МАГНО-сорб» Не обнаружено

Муцин 0,15 мг/мл «РИБО-преп» Не обнаружено
«МАГНО-сорб» Не обнаружено

Экзогенные
вещества

Водный раствор 
хлоргексидина 
биглюконата

2,5%
«РИБО-преп» Не обнаружено

«МАГНО-сорб» Не обнаружено

Слюна

Эндогенные
вещества

Цельная кровь 5% «РИБО-преп» Не обнаружено
«МАГНО-сорб» Не обнаружено

Муцин 0,15 мг/мл «РИБО-преп» Не обнаружено
«МАГНО-сорб» Не обнаружено

Экзогенные
вещества

Водный раствор 
хлоргексидина 
биглюконата

2,5%
«РИБО-преп» Не обнаружено

«МАГНО-сорб» Не обнаружено

Спинномоз­
говая жидкость

Эндогенные
вещества

Глюкоза

10 ммоль/л 
(верхняя граница 

нормы -  
3,89 ммоль/л)

«РИБО-преп» Не обнаружено

«МАГНО-сорб» Не обнаружено

Лейкоциты

500 кл/мм® 
(верхняя граница 

нормы -  
20 кл/мм®)

«РИБО-преп» Не обнаружено

«МАГНО-сорб» Не обнаружено

Амниотическая
жидкость

Эндогенные
вещества Цельная кровь 5% «РИБО-преп» Не обнаружено

«МАГНО-сорб» Не обнаружено
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Вид исследуе­
мого

материала

Вцд
потенциаль­
ного интер- 

ферента

Потенциаль­
ный интер- 

ферент

Протести­
рованная 

концентрация 
в образце

Комплект для 
экстракции

Наличие
интерферен­

ции

Транссудаты Эндогенные
вещества

Альбумин 500 мг/л
«РИБО-преп» Не обнаружено

«МАГНО-сорб» Не обнаружено

Цельная кровь 5% «РИБО-преп» Не обнаружено
«МАГНО-сорб» Не обнаружено

Бронхо­
альвеолярная

лаважная
жидкость

Эндогенные
вещества

Цельная кровь 5% «РИБО-преп» Не обнаружено
«МАГНО-сорб» Не обнаружено

Муцин 0,15 мг/мл
«РИБО-преп» Не обнаружено

«МАГНО-сорб» Не обнаружено

Мокрота Эндогенные
вещества

Цельная кровь 5% «РИБО-преп» Не обнаружено
«МАГНО-сорб» Не обнаружено

Муцин 0,15 мг/мл
«РИБО-преп» Не обнаружено

«МАГНО-сорб» Не обнаружено
Т каневой 

(биопсийный, 
операционный, 
аутопсийный) 

материал

Эндогенные
вещества Гемоглобин

250 г/л (верхняя 
граница нормы -  

170 г/л)

«РИБО-преп» Не обнаружено

«МАГНО-сорб» Не обнаружено
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ПРОВЕДЕНИЕ ПЦР-ИССЛЕДОВАНИЯ
П Ц Р -и ссл ед о в а н и е  со ст о и т  из сл ед у ю щ и х  этапов:
- экстракция ДНК из и с с л е д у е м ы х  о б р а зц о в ,
- ам п л иф и к аци я  ДНК с  г и б р и д и за ц и о н н о -ф л у о р есц ен т н о й  

д ет ек ц и ей  продуктов ам п лиф икации  в р еж и м е « р еа л ь н о го  
в р ем ен и » ,

- а н а л и з  и и н тер п р етац и я  р езул ь татов .

ЭКСТРАКЦИЯ ДНК ИЗ ИССЛЕДУЕМЫХ ОБРАЗЦОВ
Д ля экстракции ДНК из разны х в и дов  и с с л е д у е м о г о  

м а т ер и а л а  и сп ол ьзую тся  комплекты р еа ген то в , ук азан н ы е в 
т а б л . 8:

_________________________Т а б л и ц а  8
Комплект для 

экстракции 
ДНК

«РИБО-преп» «МАГНО-сорб»

Объем 
исследуемого 
образца, мкл

100 200 1000

Вид 
исследуемого 

материала

- цельная венозная, пуповинная кровь;- лейкоциты венозной, пуповинной крови;- плазма венозной, пуповинной крови;- мазки со слизистой оболочки ротоглотки;- слюна;- спинномозговая жидкость;- амниотическая жидкость;- транссудаты;- бронхоальвеолярная лаважная жидкость;- мокрота;- тканевой (биопсийный, операционный, аутопсийный) материал

цельная венозная, 
пуповинная кровь; 
плазма венозной, 
пуповинной крови; 
мазки со слизистой 
оболочки ротоглотки; 
слюна;
спинномозговая жидкость; 
амниотическая жидкость; 
транссудаты; 
бронхоальвеолярная 
лаважная жидкость; 
мокрота;
тканевой (биопсийный, 
операционный, 
аутопсийный) материал

плазма
венозной,
пуповинной
крови;
спинномозговая
жидкость;
амниотическая
жидкость;
транссудаты

П орядок  р аботы  с  комплектами р еа ген т о в  «Р И Б О -п р еп »  и 
«М А Г Н О -сорб» см о тр и те  в инструкции к со о т в ет ст в у ю щ ем у  
комплекту д л я  экстракции.

Комплект р еа ген т о в  «М А Г Н О -сорб» м ож ет  п ри м ен яться  
со в м ест н о  с  автом ати ческ и м и  станц и ям и  д л я  экстракции  
нуклеиновы х кислот «откры того типа»^. Экстракция  
нуклеиновы х кислот п р ов оди тся  в со о тв етств и и  с  инструкцией к 
комплекту р еа ген т о в  «М А Г Н О -сорб».

 ̂Станции, совместимые с наборами реагентов различных изготовителей.
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О б ъ ем ы  р еа ген т о в  и о б р а зц о в  при экстракции с  пом ощ ью  
ком плекта р еа ген т о в  «Р И Б О -п р еп »:

ВНИМАНИЕ! Д о б а в л е н и е  вн утр ен н его  контрольного о б р а зц а  
н е т р е б у е т с я .

О б ъ ем  и с с л е д у е м о г о  о б р а зц а  -  100 мкл.
В пробирку отр и ц ател ьн ого  контроля экстракции (ОК) внести  

100 мкл ОКО.
В пробирку п ол ож и тел ьн ого  контроля экстракции (ПК) внести  

10 мкл ПКО ДНК E B V /  C M V  /  H H V S  и ДНК человека и 90 мкл 
ОКО.

О б ъ е м  элю ции -  50 мкл (при п р о в ед ен и и  ам п л иф и к аци и  с  
и сп о л ь зо в а н и ем  «П Ц Р -ком плекта» вари ан т F R T -100  FN);

-  100 мкл (при п р о в ед ен и и  ам п л иф и к аци и  с  и сп о л ь зо в а н и ем  
«П Ц Р -ком плекта» вари ан т FRT-L-t).

О б ъ ем ы  р еа ген т о в  и о б р а зц о в  при экстракции с  пом ощ ью  
ком плекта р еа ген т о в  «М А Г Н О -сорб» из 2 0 0  м кл:

ВНИМАНИЕ! Д о б а в л е н и е  вн утр ен н его  контрольного о б р а зц а  
н е т р е б у е т с я .

О б ъ е м  и с с л е д у е м о г о  о б р а зц а  -  200 мкл.
В пробирку отр и ц ател ь н ого  контроля экстракции (ОК) внести  

200 мкл ОКО.
В пробирку п ол ож и тел ьн ого  контроля экстракции (ПК) внести  

20 мкл ПКО ДНК E B V / C M V / H H V 6  и ДНК человека и 180 мкл 
ОКО.

О б ъ е м  элю ц и и  -  100 мкл.
О б ъ ем ы  р еа ген т о в  и о б р а зц о в  при экстракции с  п ом ощ ью  

ком плекта р еа ген т о в  «М А Г Н О -сорб» из 1 0 0 0  мкл:
ВНИМАНИЕ! Д о б а в л е н и е  вн утр ен н его  контрольного о б р а зц а  

н е т р е б у е т с я .
О б ъ е м  и с с л е д у е м о г о  о б р а зц а  -  1000 мкл.
В пробирку отр и ц ател ьн ого  контроля экстракции (ОК) внести  

1000 мкл ОКО.
В пробирку п ол ож и тел ьн ого  контроля экстракции (ПК) внести  

100 мкл ПКО ДНК E B V  /  C M V  /  ННУ/В и ДНК человека и 
900 мкл ОКО.

О б ъ ем  элю ц и и  -  100 мкл.
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ФОРМА 1: «ПЦР-комплект» вариант FRT-L-t

ФОРМА 1: «ПЦР-комплект» вариант FRT-L-t 
СОСТАВ
«ПЦР-комплект» вариант FRT-L-t -  комплект р еа ген т о в  д л я  
ам п л иф и к аци и  участков ДНК Lym phocryptovirus h u m a n g a m m a 4  
(E B V ), C ytom egalovirus hum an b etaS  (C M V ), R oseolovirus  
h u m a n b e ta 6 a  /  R oseolovirus h u m an b eta6b  (H H V 6 A /B )  c  
ги б р и д и за ц и о н н о -ф л у о р есц ен т н о й  д ет ек ц и ей  в р еж и м е

Реагент Описание Объем,
мл Количество

ПЦР-смесь E B V /C M V /  
H H VS 1 Glob-Lyo Порошок белого цвета —

96 пробирок объемом 0,2 мл
к- Прозрачная бесцветная жидкость 0,5 1 пробирка

ДН К-кал ибраторы
KSG1 Прозрачная бесцветная жидкость 0.5 1 пробирка
KSG2 Прозрачная бесцветная жидкость 0,5 1 пробирка

око Прозрачная бесцветная жидкость 1.2 4 пробирки
ПКО ДНК E B V / C M V /H H V B и 
ДНК человека

Прозрачная бесцветная жидкость 0,5 1 пробирка
Электронный калькулятор на б а з е  M icrosoft® E xcel 
«А м плиС енс®  E B V  /  C M V  /  Н /-/\/бА /в-скрин» -  на эл ек тр он н ом  
н о с и т е л е  или на с а й т е  И зготовителя (w w w .a m p lisen s .ru ).

Эксплуатационная документация в со ст а в е: инструкция по  
п р и м ен ен и ю , п асп ор т к ачества н а б о р а  р еа ген то в , вклады ш  к 
н а б о р у  р еа ген то в , краткое р ук ов одств о  к н а б о р у  р еа ген т о в  -  на 
бум аж н ом  н о си т ел е  и на с а й т е  И зготовителя  
(w w w .a m p lisen s .ru ).

АМПЛИФИКАЦИЯ С ДЕТЕКЦИЕЙ В РЕЖИМЕ «РЕАЛЬНОГО 
ВРЕМЕНИ»

Для внесения в пробирки реагентов, проб ДНК и 
контрольных образцов используются одноразовые
наконечники с фильтрами.
А. Подготовка проб для амплификации
Общий объем реакционной смеси -  25 мкл, включая объем
пробы ДНК -  25 мкл.
1. О тобрать  н е о б х о д и м о е  количество пробирок с  готовой  

л и оф и л и зи р ов ан н ой  реакционной П Ц Р -см есью
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ФОРМА 1: «ПЦР-комплект» вариант FRT-L-t

E B V / C M V / H H V 6  /  G \ob-Lyo  д л я  ам плиф икации ДНК  
и ссл ед у ем ы х  и контрольных о б р а зц о в  (количество  
контрольны х о б р а зц о в  см . в пункте 3).

2 . В п о д го то в л ен н ы е пробирки вн ести  по 25 мкл проб ДНК, 
п олученн ы х в р езу л ь т а т е  экстракции из и с с л е д у е м ы х  
о б р а зц о в .

ВНИМАНИЕ! При д о б а в л е н и и  п р об  ДНК, экстрагированны х с  
пом ощ ью  ком плектов р еа ген т о в  д л я  п р о в ед ен и я  экстракции  
м ет о д о м  магнитной сеп а р а ц и и , н е о б х о д и м о  и збегать  
п оп адан и я  с о р б е н т а  в реакционную  см есь .
ВНИМАНИЕ! С о д е р ж и м о е  пробирок  н е о б х о д и м о  
п ер ем еш а т ь  п и п ети р ован и ем , н е  доп уск ая  
пузы рьков в о зд у х а .
3. П оставить контрольны е реакции:

Д ля к ач ествен н ого  о п р е д е л е н и я  ДНК:
а) отрицательный контроль ПЦР (К-) -  в пробирку с  

реак ц и онн ой  с м есь ю  внести  25 мкл К-.
б ) положительный контроль ПЦР (К+) -  в пробирку с

тщ ател ь н о
п оявл ен и я

реак ц и онн ой  с м е с ь ю  внести  2 5  мкл ДНК-калибратора 
K SG  2.

в) отрицательный контроль экстракции (ОК) -  в пробирку  
с  реак ц и онн ой  с м е с ь ю  внести  25 мкл пробы , 
экстраги рован ной  из ОКО.

г) положительный контроль экстракции (ПК) -  в
пробирку с  реакционной  см е с ь ю  внести  25 мкл пробы , 
экстраги рован ной  из ПКО ДНК E B V  /  C M V /  H H V S  и ДНК 
человека.

Д ля к ол и ч ествен н ого  о п р е д е л е н и я  ДН К:
а) отрицательный контроль ПЦР (К-) -  в пробирку с  

реак ц и онн ой  с м есь ю  вн ести  25 мкл К-.
б ) ДНК-калибратор К1 -  в д в е  пробирки с  реак ц и онн ой  

см е с ь ю  вн ести  по 25 мкл ДНК-калибратора KSG1.
в) ДНК-калибратор К2 -  в д в е  пробирки с  реак ц и онн ой  

см е с ь ю  вн ести  по 25 мкл ДНК-калибратора KSG2.
г) отрицательный контроль экстракции (ОК) -  в пробирку  

с  реак ц и онн ой  с м есь ю  внести  25 мкл пробы , 
экстраги рован ной  из ОКО.

д )  положительный контроль экстракции (ПК) -  в
пробирку с  реакционной  с м е с ь ю  внести  25 мкл пробы .
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экстраги рован ной  из ПКО ДНК E B V  /  C M V  /  H H VQ  vi ДНК 
человека.

ВНИМАНИЕ! С о д е р ж и м о е  пробирок  н е о б х о д и м о  тщ ател ь н о  
п ер ем еш а т ь  п и п ети р ован и ем , н е доп уск ая  п оявлен и я  
пузы рьков в о зд у х а .

Б. Проведение амплификации с детекцией в режиме 
«реального времени»
1. У становить пробирки в ячейки реак ц и он н ого  м одул я  

п р и бора. Р ек о м ен д у ет ся :
а ) п е р е д  постановкой в ам п л и ф и к атор  п л ан ш етн ого  типа  

о са д и т ь  капли с о  стен ок  п робирок  на вортексе;
б ) в с л у ч а е  н еп ол н ой  загрузки п р и бор ов  п л ан ш етн ого  типа  

д о п о л н и т ел ь н о  устан ови ть  пусты е пробирки по краям  
реак ц и онн ого м одул я  ам п л и ф и к атор а .

2. Зап р огр ам м и р ов ать  ам п л и ф и к атор  с  си ст ем о й  детек ц и и  в 
р еж и м е « р еа л ь н о го  в р ем ен и »  и зап усти ть  в ы п ол н ен и е  
програм м ы  ам п л иф и к аци и  и детек ц и и  ф л у о р е с ц е н т н о г о  
си гн ал а (см . та б л . 9, 10)^.

Т а б л и ц а  9
Единая программа амплификации и детекции 

флуоресцентного сигнала «АмплиСенс» для приборов
мм П ПОЫ111АТЫ/ЧГ/ч10 ТМПО

Цикл Температура, °С Время
Детекция флуоресцентного 

сигнала по каналам для 
флуорофоров

Количество
циклов

1 50 15 мин — 1
2 95 15 мин — 1
3 95 Юс — 4560 20 с FAM, JOE, ROX, Су5

ВНИМАНИЕ! с  и сп о л ь зо в а н и ем  ед и н о й  програм м ы  м ож но  
о д н о в р е м е н н о  п роводи ть  в о д н о м  п р и б о р е  л ю б о е  с о ч е т а н и е  
т ест о в , включая тесты  с  об р а тн о й  транскрипцией  и 
ам п л и ф и к ац и ей . При о д н о в р е м ен н о м  п р о в ед ен и и  нескольких  
т е ст о в  в ф о р м а т е  «м ул ьти п рай м » д етек ц и я  ф л у о р е с ц е н т н о г о  
си гн ал а н а зн а ч а ет ся  и по другим  и сп ол ь зуем ы м  каналам ,

® Программы амплификации (табл. 9, 10) равнозначны в использовании для данного набора 
реагентов.
® Например, Rotor-Gene 6000 (Corbett Research), Rotor-Gene Q (QIAGEN).

Например, CFX96 (Bio-Rad Laboratories, Inc.), ДТ-96/«ДТпрайм» (ООО «НПО ДНК- 
Технология»).
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кром е указанны х. В с л у ч а е  есл и  в о д н о м  п р и б о р е  
о д н о в р е м е н н о  п р ов одя тся  тесты  только д л я  вы явления ДНК  
в о зб у д и т ел я , м ож но удал и ть  из д а н н о й  програм м ы  первы й шаг 
о бр атн ой  транскрипции (50  °С -  15 минут) д л я  эконом ии  
в р ем ен и .

Т а б л и ц а  10
Программа амплификации и детекции флуоресцентного

сигнала «АмплиСенс-1»
Приборы роторного типа^ Приборы планшетного типа^°

Цикл Температура,°С Время Количествоциклов Температура,°С Время Количествоциклов1 95 15 мин 1 95 15 мин 1
2 95 5с 5 95 5с 560 20 с 60 20 с

72 15с 72 15с

3
95 5с

40
95 5с

4060

20 сдетекцияфлуоресц.сигнала
60

30 сдетекцияфлуоресц.сигнала
72 15с 72 15с

Д етек ц и я  ф л у о р е с ц е н т н о г о  си гн ал а н а зн а ч а ет ся  по каналам  
д л я  ф л у о р о ф о р о в  FAM, JOE, ROX, Су5. При о д н о в р е м ен н о м  
п р о в ед ен и и  нескольких т е ст о в  н а зн а ч а ет ся  детек ц и я  и по  
другим  и сп ол ь зуем ы м  каналам .

В. Анализ и интерпретация результатов
А н ал и зи р ую т кривы е накопления ф л у о р е с ц е н т н о г о  сигн ала, 

св и д ет ел ь ст в у ю щ его  о  накоплении продукта ам п л иф и к аци и , по  
ч еты р ем  каналам:

Т а б л и ц а  11
Канал для 

флуорофора FAM JOE ROX Су5

Продуктамплификации
ДНК участка Р-глобинового гена 
(ВКО Glob) ДНК ВЭБ ДНК цмв ДНК ВГЧ-6А/В

А н ал и з и и н тер п р етац и ю  п олученны х р езу л ь т а т о в  п р ов одя т  
с  п ом ощ ью  ПО п р и бора, и сп о л ь зу ем о го  д л я  п р о в ед ен и я  ПЦР с  
д ет ек ц и ей  в р еж и м е « р еа л ь н о го  в р ем ен и » , и сп ол ьзуя  
п р и веден н ы й  ниж е алгоритм  или электронны й калькулятор на 
б а з е  Microsoft® E xcel «А м плиС енс®  E B V  /  C M V  /  H H V 6 A /B -  
скрин».
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ВНИМАНИЕ! Р а б о т а  элек тр он н ого  калькулятора «А м плиС енс®  
E B V  /  C M V  /  Н /-/\/бА /в-скрин» о су щ е ст в л я ет ся  при 
и сп ол ь зов ан и и  програм м ы  Microsoft® E xcel, в х о д я щ ей  в со ст а в  
прилож ений  Microsoft® O ffice. Д ля н ач ал а  р аботы  н е о б х о д и м о  
скопировать ф а й л  элек тр он н ого  калькулятора с  н о си тел я  или  
са й та  И зготовителя на ж есткий ди ск  п ер со н а л ь н о го  
ком пью тера. П орядок  работы  с  электронны м  калькулятором , а  
такж е его  н а зн а ч ен и е  и характеристики описаны  во вкладке  
«И нструкция» эл ек тр он н ого  калькулятора «А м плиС енс®  Е В У  /  
С М \//Н Н \/б А /в -ск р и н » .

Р езул ь таты  ин терп рети рую т на осн ов ан и и  наличия (или  
отсутстви я) п е р е с е ч е н и я  кривой ф л у о р е с ц е н ц и и  S -о б р а зн о й  
(си гм о о б р а зн о й ) ф ор м ы  с  у ст а н о в л ен н о й  на со о т в ет ст в у ю щ ем  
у р о в н е  п ороговой  л и н и ей , что о п р е д е л я е т  н ал и ч и е (или  
о тсу тств и е) д л я  д а н н о й  пробы  ДНК зн ач ен и я  п ор огового  цикла  
(C t).

П ринцип  интерпретации результатов пои проведении 
качественного исследования указан в табл. 12:

Т а б л и ц а  12
Интерпретация результатов анализа исследуемых 

образцов при проведении качественного ПЦР-
исследования

Значение порогового цикла по каналу для флуорофора (Cf)
РезультатFAM JOE ROX Су5

определеноменьшеграничного*
определеноменьшеграничного

определено или отсутствует определено или отсутствует ДНК ВЭБ 
обнаружена

определеноменьшеграничного*
определено или отсутствует

определеноменьшеграничного
определено или отсутствует ДНК цмв 

обнаружена

определеноменьшеграничного*
определено или отсутствует определено или отсутствует

определеноменьшеграничного
ДНК ВГЧ-6А/В 
обнаружена

определеноменьшеграничного* отсутствует отсутствует отсутствует
ДНК ВЭБ, 
ДНК ЦМВ, 

ДНК ВГЧ-6А/В 
НЕ

обнаружены
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Значение порогового цикла по каналу для флуорофора {C t)
Результат

FAM JOE ROX Су5
отсутствует или определено больше граничного

определено или отсутствует определено или отсутствует определено или отсутствует Невалидный**

определеноменьшеграничного*
определенобольшеграничного

определенобольшеграничного
определенобольшеграничного

Сомнитель- • 
ный***

* Д ля о б р а зц о в  слю ны , плазм ы  в ен озн ой , пуповинной крови, 
сп и н н ом озгов ой  ж идкости, ам н и оти ческ ой  ж идкости, 
т р а н ссу д а т а , б р о н х о а л ь в ео л я р н о й  лаваж н ой  ж идкости, мокрЬты  
ДОПУСТИМО отсу тств и е или п р ев ы ш ен и е граничного зн ач ен и я  
Ct.
** В сл у ч а е  получения невалидного результата н е о б х о д и м о  
п р ов ести  п о в тор н ое П Ц Р -и ссл ед о в а н и е  со о т в ет ст в у ю щ его  
и с с л е д у е м о г о  о б р а зц а , начиная с  эта п а  экстракции ДНК (есл и  
зн а ч ен и е  C t по каналу д л я  ф л у о р о ф о р а  РАМ б о л ь ш е  
граничного) или п овторн о п р овести  в зя ти е би ол оги ч еск ого  
м а т ер и а л а  и П Ц Р -и ссл ед о в а н и е  (есл и  зн а ч е н и е  C t по каналу  
д л я  ф л у о р о ф о р а  РАМ отсутствует).

*** В с л у ч а е  п олучени я сомнительного результата н е о б х о д и м о  
п р овести  п о в то р н о е П Ц Р -и ссл ед о в а н и е  со о т в ет ст в у ю щ его  
и с с л е д у е м о г о  о б р а зц а  в д в у х  повторах, начиная с  этап а  
экстракции. В с л у ч а е  получения в о сп р о и зв о д и м о го  
п ол ож и тел ьн ого  зн ач ен и я  C t -  р езу л ь т а т  считать  
положительным.
ВНИМАНИЕ! Граничны е зн ач ен и я  C t указаны  во вклады ш е, 
п р и л агаем ом  к н а б о р у  р еаген тов .

Р езул ь таты  д л я  контролей  эта п о в  экстракции и 
ам п л иф и к аци и  долж н ы  со о т в ет ст в о в а т ь  критериям, указанны м  
в та б л . 13  и во вклады ш е, п р и л агаем ом  к н а б о р у  р еаген тов .
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Т а б л и ц а  13
Результаты для контролей различных этапов 

качественного ПЦР-исследования

Конт­
роль

Контроли­
руемый 

этап ПЦР- 
исследо­

вания

Значение порогового цикла по каналу для флуорофора {C t)

FAM JOE ROX Су5

ПК ЭкстракцияДНК
определеноменьшеграничного

определеноменьшеграничного
определеноменьшеграничного

определеноменьшеграничного
ОК ЭкстракцияДНК отсутствует отсутствует отсутствует отсутствует
К- ПЦР отсутствует отсутствует отсутствует отсутствует
К+ ПЦР определеноменьшеграничного

определеноменьшеграничного
определеноменьшеграничного

определеноменьшеграничного
Д ля п р о в ед ен и я  к ол и ч ествен н ого  и ссл е д о в а н и я  и сх о д я  из 

за д а н н ы х  зн ач ен и й  концентрации Д Н К -к али браторов  и 
п олученны х зн ач ен и й  Ct, происходит автом ати ческ ое  
п остр оен и е калибровочной прямой и р асч ет  значений  
концентраций ДНК В Э Б  {E B V ), ДНК ЦМВ (C M V ), ДНК ВГЧ-6А/В  
(H H V 6 A /B )  и ДНК ч ел о в ек а  (ВКО G lob) в копиях/реакцию . 
П ол уч ен н ы е зн ач ен и я  и сп ол ьзую тся  д л я  р а сч ет а  коли чества  
копий ДНК ВЭ Б, ДНК ЦМВ, ДНК ВГЧ-6А/В в 1 мл и ссл еду ем ы х

число копий Д Н К  ВЭБ на реакцию х Ю О X А = копий/м л

число копий Д Н К  ЦМ В на реакцию X 1 0 0 X А = копий/м л

число копий Д Н К  ВГЧ-6А /В  на реакцию х Ю О X А = копий/м л

где:
А - коэффициент, учитывающий объем экстракции, рассчитывается по формуле;

А = 100
объ ем  экстракции (м кл)

Д ля о б р а зц о в  ц ел ьн ой  в ен о зн о й , пуповинной крови; 
лей к оц и тов  в ен о зн о й , пуповинной крови; тк ан евого  
(би оп си й н ого , оп ер а ц и о н н о го , аутоп си й н ого) м а т ер и а л а )  
п ол уч ен н ы е зн ач ен и я  концентрации ДНК ВЭ Б, ДНК ЦМВ, ДНК  
ВГЧ-6А/В в копиях на реакцию  могут бы ть норм и рован ы  на  
с т а н д а р т н о е  к оли ч ество клеток ч ел о в ек а  (ч и сл о  копий ДНК  
ВЭБ, ДНК ЦМВ, ДНК ВГЧ-6А/В на 10^ клеток ч ел о в ек а ). Р а сч ет
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норм и рован ны х зн ач ен и й  концентрации ДНК ВЭБ, ДНК ЦМВ, 
ДНК ВГЧ-6А/В п р о и зв о д я т  со гл а сн о  ф о р м у л а м :

| д (
число копий Д Н К  ВЭБ на реакцию

x2*10s) = Ig (число копий Д Н К ВЭБ на
число копий Д Н К  ВКО G lob на реакцию 10^ клеток человека)

| д (
число копий ЦМ В на реакцию

- х2*10®) = Ig (число копий Д Н К Ц М В на-
число копий Д Н К  ВКО G lob на реакцию 10^ клеток человека)

| д (
число копий Д Н К  ВГЧ-6А /В  на реакцию

x2*10s) = Ig (число копий ДН К ВГЧ-6А /В
число копий Д Н К  ВКО G lob на реакцию на 10^ клеток человека)

П р и м еч ан и е -  Н ор м и р ован н ы е зн ач ен и я  концентраций  
отр аж аю т коли чество клеток в о зб у д и т ел я  о т н о си т ел ь н о  
коли чества клеток ч ел о в ек а . К ром е того, зн а ч ен и е  
концентрации ДНК ч ел о в ек а  п о зв о л я ет  оц ен и ть  к ачество  
взятия би ол оги ч еск ого  м а т ер и а л а .

Д ля р а сч ет а  н орм и рован ны х зн ач ен и й  и сп о л ь зу ет ся  
к о эф ф и ц и ен т  п ер есч ет а : 2x10® ген ом ов  ч ел о в ек а  = 10® клеток.

ВНИМ АНИЕ! Зн ач ен и я  концентраций к ал и бр атор ов  указаны  во  
вклады ш е к д а н н о й  сер и и  н а б о р а  р еаген тов .

П ринцип  интерпретации результатов при проведении 
количественного исследования указан в табл. 14:

Т а б л и ц а  14
И н т е р п р е т а ц и я  р е з у л ь т а т о в  д л я  и с с л е д у е м ы х  о б р а з ц о в

Результат Интерпретация
Невалидный - невозможен расчет концентрации(при исследовании цельной венозной, пуповинной крови, лейкоцитов венозной, пуповинной крови, тканевого (биопсийного, операционного, аутопсийного) материала)

Концентрация ДНК ВКО Glob менее 2000 копий/реакцию. Требуется повторное ПЦР- исследование данного образца, начиная с этапа экстракции ДНК. В случае если в исследуемом образце ДНК ВКО Glob отсутствует, необходимо повторно провести взятие биологического материала и ПЦР-исследование

Невалидный - невозможен расчет концентрации (при исследовании мазка со слизистой оболочки ротоглотки)

Концентрация ДНК ВКО Glob менее 500 копий/реакцию. Требуется повторное ПЦР- исследование данного образца, начиная с этапа экстракции ДНК. В случае если в исследуемом образце ДНК ВКО Glob отсутствует, необходимо повторно провести взятие биологического материала и ПЦР-исследование
ДНК ВЭБ, ЦМВ, ВГЧ-6А/В не обнаружены

Значение Cf для ДНК ВЭБ, ДНК ЦМВ, ДНК ВГЧ- 6А/В отсутствует, а по каналу для флуорофора РАМ концентрация ДНК ВКО Glob больше граничной*
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Результат Интерпретация
Менее 1x10̂ (при экстракции из 100 и 200 мкл образца) и менее 300 (при экстракции из 1000 мкл образца) копий ДНК ВЭБ /мл и/или ДНК ЦМВ/мл и/или ДНК ВГЧ-6А/В/МЛ

ДНК ВЭБ и/или ДНК ЦМВ и/или ДНК ВГЧ-6А/В обнаружена в концентрации меньше нижнего j предела диапазона измерения набора реагентов
X X 10У копий ДНК ВЭБ /мл и/или ДНК ЦМВ/мл и/или ДНК ВГЧ- 6А/В/МЛ

ДНК ВЭБ и/или ДНК ЦМВ и/или ДНК ВГЧ-6А/В обнаружена в концентрации в пределах диапазона измерения набора реагентов

более 1х10̂копий ДНК ВЭБ /мл и/или ДНК ЦМВ/мл и/или ДНК ВГЧ-бА/В/мл

ДНК ВЭБ и/или ДНК ЦМВ и/или ДНК ВГЧ-6А/В обнаружена в концентрации больше верхнего предела диапазона измерения набора реагентов. Если требуется получение точного количественного результата, необходимо развести образец ДНК реагентом К- (например, в 10 раз) и повторить тестирование с этапа амплификации. Полученный при повторном тестировании результат необходимо умножить на коэффициент разведения образца
* ВНИМАНИЕ! Д ля о б р а зц о в  слю ны , плазм ы  в ен о зн о й , 
пуповинной крови, сп и н н ом озгов ой  ж идкости, ам н и оти ческ ой  
ж идкости, т р а н ссу д а т а , б р о н х о а л ь в ео л я р н о й  л аваж н ой  ж идкости  
и мокроты ДОПУСТИМО к оли чество ДНК ВКО G lob м е н е е  
5 0 0  копий/реакцию .

Р езул ь таты  д л я  контролей  эта п о в  экстракции и 
ам п л иф и к аци и  долж ны  со о т в ет ст в о в а т ь  критериям, указанны м  
в та б л . 15 и во вклады ш е, п р и л агаем ом  к н а б о р у  р еаген тов .

Т а б л и ц а  15
Результаты для контролей различных этапов 

количественного ПЦР-исследования

Конт­
роль

Контроли­
руемый 

этап ПЦР- 
исследо- 

вания

Результаты амплификации по каналу для флуорофора

РАМ JOE ROX Су5

ПК ЭкстракцияДНК
значение концентрации укладывается в диапазон

значение концентрации укладывается в диапазон

значение концентрации укладывается в диапазон

значение концентрации укладывается в диапазон
ок ЭкстракцияДНК значение Ct отсутствует значение Ct отсутствует значение Ct отсутствует значение Ct отсутствует
к- ПЦР значение Ct отсутствует значение Ct отсутствует значение Ct отсутствует значение Ct отсутствует

стр. 43 из 61



ФОРМА 1: «ПЦР-комплект» вариант FRT-L-t

Конт­
роль

Контроли­
руемый 

этап ПЦР- 
исследо­

вания

Результаты амплификации по каналу для флуорофора

РАМ JOE ROX Су5

KSG1 ПЦР
определено значение C tи расчетная концентрация

определено значение C tи расчетная концентрация

определено значение C tи расчетная концентрация

определено значение C tи расчетная концентрация
KSG2 ПЦР

определено значение C tи расчетная концентрация

определено значение C tи расчетная концентрация

определено значение C tи расчетная концентрация

определено значение C tи расчетная концентрация
ВНИМАНИЕ! Граничны е зн ач ен и я  C t и д и а п а зо н  концентрации
ПКО ДНК E B V  /  C M V  /  H H V 6  и ДНК ч ел о в ек а  указаны  во
вклады ш е, п р и л агаем ом  к н а б о р у  р еаген тов .

Возможные ошибки: /
1. При п р о в ед ен и и  к ач ествен н ого  П Ц Р -и ссл ед о в а н и я  д л я  

п ол ож и тел ьн ого  контроля ПЦР (К+) зн а ч ен и е  п орогового  
цикла (C t) по каналам  д л я  ф л у о р о ф о р о в  РАМ и/или JO E  
и/или ROX и/или С уб о тсу тств у ет  или п р ев ы ш ает  граничное  
зн а ч ен и е . Н е о б х о д и м о  повторить ам п л и ф и к ац и ю  и 
детек ц и ю  д л я  в с е х  о б р а зц о в , в которы х н е  о б н а р у ж ен а  
сп ец и ф и ч еск а я  ДНК.

2. При п р о в ед ен и и  к ач ествен н ого  П Ц Р -и ссл ед о в а н и я  д л я  
п ол ож и тел ьн ого  контроля экстракции (ПК) зн а ч ен и е  
п орогового  цикла (C t) по каналам  д л я  ф л у о р о ф о р о в  РАМ 
и/или JO E  и/или ROX и/или С уб о тсу тств у ет  или п р ев ы ш ает  
граничное зн а ч ен и е . Н е о б х о д и м о  повторить ПЦ Р- 
и с с л е д о в а н и е , начиная с  эта п а  экстракции ДНК, д л я  в сех  
о б р а зц о в .

3. При п р о в ед ен и и  к ол и ч ествен н ого  П Ц Р -и ссл ед о в а н и я  
р ассч и тан н ая  концентрация ПКО ДНК E B V  /  C M V  /  H H V 6  и 
ДНК ч ел о в ек а  н е ук л ады в ается  в д и а п а зо н , указанны й во  
вклады ш е, н е о б х о д и м о  повторить П Ц Р -и ссл ед о в а н и е  д л я  
в с е х  о б р а зц о в , начиная с  этап а  экстракции ДНК.

4 . Д ля отр и ц ател ьн ого  контроля экстракции (ОК) по каналам  
д л я  ф л у о р о ф о р о в  РАМ и/или JO E  и/или RO X и/или С уб  
о п р е д е л е н о  зн а ч ен и е  п орогового  цикла (C t). В ер оя тн а  
контам инация л а б о р а т о р и и  продуктам и ам п л и ф и к ац и и  или  
контам инация р еаген тов , и с с л е д у е м ы х  о б р а зц о в  на каком-
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л и б о  эт а п е  П Ц Р -и ссл ед о в а н и я . Н е о б х о д и м о  предпринять  
м еры  по вы явлению  и ликвидации источника контаминации и 
повторить П Ц Р -и ссл ед о в а н и е  д л я  в с е х  о б р а зц о в , в которы х  
о б н а р у ж ен а  сп ец и ф и ч еск а я  ДНК, начиная с  эта п а  
экстракции ДНК.

5. Д ля отр и ц ател ьн ого  контроля ПЦР (К -) по каналам  д л я  
ф л у о р о ф о р о в  РАМ и/или JO E  и/или RO X и/или С уб  
о п р е д е л е н о  зн а ч ен и е  порогового  цикла (C t). В ер оя тн а  
контам инация л а б о р а т о р и и  продуктам и ам п л иф и к аци и  или  
контам инация р еаген тов , и с с л е д у е м ы х  о б р а зц о в  на каком- 
л и б о  э т а п е  П Ц Р -и ссл ед о в а н и я . Н е о б х о д и м о  предпринять  
м еры  по вы явлению  и ликвидации источника контаминации и 
повторить ам п л иф и к аци ю  и д етек ц и ю  д л я  в с е х  о б р а зц о в , в 
которы х о б н а р у ж ен а  сп ец и ф и ч еск а я  ДНК.

6. При п р о в ед ен и и  к ол и ч ествен н ого  П Ц Р -и ссл ед о в а н и я  д л я  
Д Н К -калибраторов KSG1 и K SG 2 отсутствую т зн ач ен и я  
п ор огового  цикла (C t) по каком у-либо из указанны х каналов  
д л я  ф л у о р о ф о р о в  (см . т а б л . 15). Н е о б х о д и м о  повторить  
ам п л и ф и к ац и ю  и д етек ц и ю  д л я  в сех  о б р а зц о в .

7. При п р о в ед ен и и  к ол и ч ествен н ого  П Ц Р -и ссл ед о в а н и я  
к о эф ф и ц и ен т  корреляции при п о стр оен и и  кали бровочн ой  
прям ой м е н е е  0 ,9 8 . Н е о б х о д и м о  п р овер и ть  п рави льность  
за д а н н ы х  концентраций Д Н К -калибраторов в соо т в етст в и и  с  
вклады ш ем  к н а б о р у  р еаген тов . При п овторн ом  получении  
н еу д о в л ет в о р и т ел ь н о го  р езу л ь т а т а  н е о б х о д и м о  повторить  
ам п л и ф и к ац и ю  и детек ц и ю  д л я  в с е х  о б р а зц о в .

8. Д ля и с с л е д у е м о г о  о б р а зц а  о п р е д е л е н о  зн а ч е н и е  порогового  
цикла, при этом  на граф ик е ф л у о р е с ц е н ц и и  о тсу тств у ет  
участок  хар ак тер н ого  эк сп он ен ц и ал ь н ого  п о д ъ е м а  (граф ик  
п р ед ст а в л я ет  с о б о й  п р и бл и зи тел ь н о  прям ую  линию ). 
Н е о б х о д и м о  п ровери ть  п рави льность  вы бран н ого  уровня  
п ороговой  линии или п а р а м ет р о в  р а сч ет а  б а зо в о й  линии. 
Е сли р езу л ь т а т  получен  при правильном  у р о в н е  пороговой  
линии (б а зо в о й  линии), т р е б у е т с я  п овтор н о п р ов ести  
ам п л и ф и к ац и ю  и детек ц и ю  д л я  этого  о б р а зц а .
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ФОРМА 2: «ПЦР-комплект» вариант FRT-100 FN 
СОСТАВ
«ПЦР-комплект» вариант FRT-100 FN -  комплект р еа ген т о в  
д л я  ам п л иф и к аци и  участков ДНК Lym phocryptovirus  
h u m a n g a m m a 4  (E B V ), C ytom egalovirus h u m an b etaS  {C M V ), 
R oseolovirus h u m an b e ta 6a  /  R oseo lovirus h u m an b e ta 6b  
(H H V 6 A /B )  c  ги б р и д и за ц и о н н о -ф л у о р есц ен т н о й  д ет ек ц и ей  в

Реагент Описание Объем, мл Количество

ПЦРч:месь-1 -FRT 
E B V /C M V /H H V S 1 Glob

Прозрачная жидкость от бесцветного до светло- лилового цвета 0,6 2 пробирки
ПЦР-буфер-Н Прозрачная бесцветная жидкость 0.3 2 пробирки
К- Прозрачная бесцветная жидкость 0,2 1 пробирка

ДНК-калибраторы
KSG1 Прозрачная бесцветная жидкость 0.2 1 пробирка
KSG2 Прозрачная бесцветная жидкость 0,2 1 пробирка

око Прозрачная бесцветная жидкость 1.2 4 пробирки
ПКО ДНК E B V /C M V /H H V S и 
ДНК человека

Прозрачная бесцветная жидкость 0,5 1 пробирка
Р еаген ты  ком плекта упакованы  р а зд е л ь н о  в со о тв етств и и  с  
т ем п ер а т у р о й  хр ан ен и я  (см . р а з д е л  « Х р а н ен и е» ).

Электронный калькулятор на б а з е  Microsoft® E xcel 
«А м плиС енс®  E B V  /  C M V  /  HHV6A/B-CKJpm » -  на эл ек тр он н ом  
н о с и т е л е  или на с а й т е  И зготовителя (w w w .an n p lisen s.ru ).

Эксплуатационная документация в со ст а в е; инструкция по  
п р и м ен ен и ю , п асп ор т к ачества н а б о р а  р еаген тов , вклады ш  к 
н а б о р у  р еа ген то в , краткое р ук ов одств о  к н а б о р у  р еа ген т о в  -  на  
бум аж н ом  н о си т ел е  и на с а й т е  И зготовителя  
(w w w .a m p lisen s .ru ).
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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 используются одноразовые 
наконечники с фильтрами.
А. Подготовка проб для амплификации
Общий объем реакционной смеси -  25 мкл, включая объем
пробы ДНК -1 0  мкл.
1. Р ассчитать количество каждого реаген та, т р еб у ю щ ееся  д л я  

приготовления реакционной см еси . На о д н у  реакцию  
т р еб у ет ся  10 мкл ПЦР-смеси-1-FRT E B V  I  C M V  I  H H V B  I 
Glob и 5 мкл ПЦР-буфера-Н. С м есь  готовить на о б щ е е  
число и ссл ед у ем ы х  и контрольных о б р а зц о в  (количество  
контрольны х о б р а зц о в  см . в п.7) плю с за п а с  на о д н у  реакцию  
(см . табл . 16).

ВНИМАНИЕ! Компоненты  реакционной см еси  с л е д у е т  
см еш и вать  н еп о ср ед ст в ен н о  п е р е д  п р о в ед ен и ем  ПЦР- 
и ссл едов ан и я .
2. Р а зм о р о зи т ь  пробирку с  ПЦР-смесью-1-FRT E B V  I  C M V  I  

H H V S  I  Glob. П ер ем еш ать  со д ер ж и м о е  пробирок с  ПЦР- 
смесью-1-FRT E B V I  C M V I  HHVB /  Glob и ПЦР-буфером-Н,
о сад и ть  капли на вортексе.

3. В о т д ел ь н о й  проби рк е подготовить реакционную  см е с ь . 
С м еш ать  н е о б х о д и м о е  коли чество ПЦР-смеси-1-FRT E B V I  
C M V  I  H H V S  I  Glob и ПЦР-буфера-Н, о са д и ть  капли на 
вортексе.
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Т абл и ц а  16

Объем реагентов на указанное 
количество реакций, мкл

Объем реагентов на одну реакцию, 
мкл

10,0 5,0

Число исследуемых образцов ПЦРч:месь-1 -FRT 
E B V I  C M V I HHV6 / 

Glob
ПЦР-буфер-Ндля количествен­

ного определения
для качественного 

определения

1 4 90 45
2 5 100 50
3 6 110 55
4 7 120 60
5 8 130 65
6 9 140 70
7 10 150 75
8 11 160 80
9 12 170 85
10 13 180 90
11 14 190 95
12 15 200 100
13 16 210 105
14 17 220 110
15 18 230 115
16 19 240 120
17 20 250 125
18 21 260 130
19 22 270 135
20 23 280 140
21 24 290 145
22 25 300 150
23 26 310 155
24 27 320 160
25 28 350 165
30 33 380 190

д л я  ам п л иф и к аци и  ДНК и с с л е д у е м ы х  и контрольны х проб.
5. В н ести  в каж дую  пробирку по 15 мкл при готовленн ой  

реак ц и онн ой  с м еси . Н еи сп о л ь зо в а н н ы е остатки  
реак ц и онн ой  с м е с и  вы бросить.

6. В п од го то в л ен н ы е пробирки вн ести  по 10 мкл проб ДНК, 
п олученны х в р езу л ь т а т е  экстракции из и с с л е д у е м ы х  
о б р а зц о в .

ВНИМАНИЕ! При д о б а в л е н и и  п р об  ДНК, экстраги рован ной  с
пом ощ ью  ком плектов р еа ген т о в  д л я  п р о в ед ен и я  экстракции
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м е т о д о м  магнитной сеп а р а ц и и , н е о б х о д и м о  и зб ега ть  
п оп адан и я  с о р б е н т а  в реакционную  см есь .
7. П оставить контрольны е реакции:

Д ля к ач ествен н ого  о п р е д е л е н и я  ДНК:
а) отрицательный контроль ПЦР (К-) -  в пробирку с  

реак ц и онн ой  с м есь ю  вн ести  10 мкл К-.
б ) положительный контроль ПЦР (К+) -  в пробирку с  

реак ц и онн ой  с м е с ь ю  внести  10 мкл ДНК-калибратора 
KSG 2.

в) отрицательный контроль экстракции (ОК) -  в пробирку  
с  реак ц и онн ой  с м есь ю  вн ести  10 мкл пробы , 
экстраги рован ной  из ОКО.

г) положительный контроль экстракции (ПК) -  в
пробирку с  реакционной  см е с ь ю  внести  10 мкл пробы , 
экстраги рован ной  из ПКО ДНК E B V  /  C M V  /  H H VQ  и ДНК 
человека.

Д ля к ол и ч ествен н ого  о п р е д е л е н и я  ДН К:
а) отрицательный контроль ПЦР (К-) -  в пробирку с  

реак ц и онн ой  с м есь ю  вн ести  10 мкл К-.
б ) ДНК-калибратор К1 -  в д в е  пробирки с  реакционной  

с м е с ь ю  вн ести  по 10 мкл ДНК-калибратора KSG1.
в) ДНК-калибратор К2 -  в д в е  пробирки с  реакционной  

с м е с ь ю  вн ести  по 10 мкл ДНК-калибратора KSG2.
г) отрицательный контроль экстракции (ОК) -  в пробирку  

с  реак ц и онн ой  с м есь ю  вн ести  10 мкл пробы , 
экстраги рован ной  из ОКО.

д )  положительный контроль экстракции (ПК) -  в
пробирку с  реакционной  с м е с ь ю  вн ести  10 мкл пробы , 
экстраги рован ной  из ПКО ДНК E B V /  C M V  /  H H VQ  и ДНК 
человека.
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Б. Проведение амплификации с детекцией в режиме 
«реального времени»
1. У становить пробирки в ячейки реак ц и он н ого  м одул я  

п р и бор а . Р ек о м ен д у ется :
а) п е р е д  постановкой в ам п л и ф и к атор  п л ан ш етн ого  типа  

о са д и т ь  капли с о  стен ок  п робирок  на вортексе;
б ) в с л у ч а е  н еп ол н ой  загрузки п р и бор ов  п л ан ш етн ого  типа  

д о п о л н и т ел ь н о  устан ови ть  пусты е пробирки по краям  
реак ц и онн ого м о д у л я  ам п л и ф и к атор а .

2 . Зап р огр ам м и р ов ать  ам п л и ф и к атор  с  си ст ем о й  д етек ц и и  в 
р еж и м е « р еа л ь н о го  в р ем ен и »  и зап усти ть  вы п ол н ен и е  
програм м ы  ам п л иф и к аци и  и детек ц и и  ф л у о р е с ц е н т н о г о  
си гн ал а (см . т а б л . 17, 18)''^

Т а б л и ц а  17
Единая программа амплификации и детекции 

флуоресцентного сигнала «АмплиСенс» для приборов

Цикл Температура, °С Время
Детекция флуоресцентного 

сигнала по каналам для 
флуорофоров

Количество
циклов

1 50 15 мин — 1
2 95 15 мин — 1
3 95 Юс — 4560 20 с FAM, JOE, ROX, Су5

ВНИМАНИЕ! С и сп о л ь зо в а н и ем  ед и н о й  програм м ы  м ож но  
о д н о в р е м е н н о  п р оводи ть  в о д н о м  п р и б о р е  л ю б о е  с о ч е т а н и е  
т ест о в , включая тесты  с  об р а тн о й  транскрипцией  и 
ам п л и ф и к ац и ей . При о д н о в р е м ен н о м  п р о в ед ен и и  нескольких  
т е ст о в  в ф о р м а т е  «м ул ьти прай м » д етек ц и я  ф л у о р е с ц е н т н о г о  
си гн ал а н а зн а ч а ет ся  и по другим  и сп ол ь зуем ы м  каналам , 
кром е указанны х. В с л у ч а е  есл и  в о д н о м  п р и б о р е  
о д н о в р е м е н н о  п р ов одя тся  тесты  только д л я  вы явления ДНК  
в о зб у д и т ел я , м ож но удал и ть  из д а н н о й  програм м ы  первы й шаг 
об р а тн о й  транскрипции (5 0  °С -  15  минут) д л я  эконом ии  
в р ем ен и .

Программы амплификации (табл. 17, 18) равнозначны в использовании для данного 
набора реагентов.

Например, Rotor-Gene 6000 (Corbett Research), Rotor-Gene Q (QIAGEN).
Например, CFX96 (Bio-Rad Laboratories, Inc.), ДТ-96/«ДТпрайм» (OOO «НПО ДНК- 

Технология»).
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ФОРМА 2: «ПЦР-комплект» вариант FRT-100 FN

Т а б л и ц а  18
Программа амплификации и детекции флуоресцентного

сигнала «АмплиСенс-1»
Приборы роторного типа^^ Приборы планшетного типа''^

Цикл Температура,“С Время Количествоциклов Температура,X Время Количествоциклов1 95 15 мин 1 95 15 мин 1
2 95 5с 5 95 5с 560 20 с 60 20 с

72 15с 72 15с

3
95 5с

40
95 5с

4060

20 сдетекцияфлуоресц.сигнала
60

30 сдетекцияфлуоресц.сигнала
72 15с 72 15с

Д етек ц и я  ф л у о р е с ц е н т н о г о  си гн ал а н а зн а ч а ет ся  по каналам  
д л я  ф л у о р о ф о р о в  РАМ, JOE, ROX, Суб. При о д н о в р е м ен н о м  
п р о в ед ен и и  нескольких т е ст о в  н а зн а ч а ет ся  детек ц и я  и по  
другим  и сп ол ь зуем ы м  каналам .

В. Анализ и интерпретация результатов
А н ал и зи р ую т кривы е накопления ф л у о р е с ц е н т н о г о  сигн ала, 

св и д ет ел ь ст в у ю щ его  о  накоплении продукта ам п л иф и к аци и , по  
ч еты р ем  каналам:

Т а б л и ц а  19
Канал для 

флуорофора FAM JOE ROX Су5

Продуктамплификации
ДНК участка Р-глобинового гена 
(ВКО Glob) ДНК ВЭБ ДНК цмв ДНК ВГЧ-6А/В

А н ал и з и и н тер п р етац и ю  п олученны х р езу л ь т а т о в  п р ов одя т  
с  пом ощ ью  ПО п р и бора, и сп о л ь зу ем о го  д л я  п р о в ед ен и я  ПЦР с  
д ет ек ц и ей  в р еж и м е « р еа л ь н о го  в р ем ен и »  с  пом ощ ью  
п р и в еден н о го  ниж е алгори тм а или эл ек тр он н ого  калькулятора  
на б а з е  Microsoft® E xcel «А м плиС енс®  E B V  /  C M V  /  H H V 6 A /B -  
скрин».
ВНИМАНИЕ! Р а б о т а  эл ек тр он н ого  калькулятора «А м плиС енс®  
E B V  /  C M V  /  HHV6A/B-CKJpv\H» о су щ е ст в л я ет ся  при 
и сп ол ь зов ан и и  програм м ы  Microsoft® E xcel, в х о д я щ ей  в со ст а в  
прилож ений  Microsoft® O ffice. Д ля н ач ал а  р аботы  н е о б х о д и м о  
скопировать ф а й л  эл ек тр он н ого  калькулятора с  н о си тел я  или
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ФОРМА 2: «ПЦР-комплект» вариант FRT-100 FN

са й та  И зготовителя на ж есткий ди ск  п ер со н а л ь н о го  
ком пью тера. П орядок работы  с  электронны м  калькулятором , а  
такж е его  н а зн а ч ен и е  и характеристики описаны  во вкладке  
«И нструкция» эл ек тр он н ого  калькулятора «А м плиС енс®  E B V  /  
C M V  /  HHV6A/B-CKpm y>.

Р езул ьтаты  интерп рети рую т на осн ов ан и и  наличия (или  
отсутстви я) п е р е с е ч е н и я  кривой ф л у о р е с ц е н ц и и  S -о б р а зн о й  
(си гм о о б р а зн о й ) ф ор м ы  с  у ст а н о в л ен н о й  на со о т в ет ст в у ю щ ем  
у р о в н е  пороговой  л и н и ей , что о п р е д е л я е т  н ал и ч и е (или  
отсу тств и е) д л я  д а н н о й  пробы  ДНК зн ач ен и я  п ор огового  цикла  
(C t).

П ринцип  интерпретации результатов при проведении 
качественного исследования указан в табл. 20:

Т а б л и ц а  2 0
Интерпретация результатов анализа исследуемых 

образцов при проведении качественного ПЦР-
исследования

Значение порогового цикла по каналу для флуорофора (Cf)
РезультатFAM JOE ROX Суб

определеноменьшеграничного*
определеноменьшеграничного

определено или отсутствует определено или отсутствует ДНК ВЭБ 
обнаружена

определеноменьшеграничного*
определено или отсутствует

определеноменьшеграничного
определено или отсутствует ДНК цмв 

обнаружена

определеноменьшеграничного*
определено или отсутствует определено или отсутствует

определеноменьшеграничного
ДНК ВГЧ-6А/В 
обнаружена

определеноменьшеграничного* отсутствует отсутствует отсутствует
ДНК ВЭБ, 
ДНК ЦМВ, 

ДНК ВГЧ-6А/В 
НЕ

обнаруженыотсутствует или определено больше граничного
определено или отсутствует определено или отсутствует определено или отсутствует Невалидный**

определеноменьшеграничного*
определенобольшеграничного

определенобольшеграничного
определенобольшеграничного

Сомнитель-НЫИ* *
* Д ля о б р а зц о в  слю ны , плазм ы  в ен о зн о й , пуповинной крови, 
сп и н н ом озгов ой  ж идкости, ам н и оти ч еск ой  ж идкости, 
т р а н ссу д а т а , б р о н х о а л ь в ео л я р н о й  л аваж н ой  ж идкости, мокроты
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ДО ПУСТИМ О отсу тств и е или п р ев ы ш ен и е граничного зн ач ен и я
а .

** В сл у ч а е  получения невалидного результата н е о б х о д и м о  
п р овести  п о в то р н о е П Ц Р -и ссл ед о в а н и е  со о т в ет ст в у ю щ его  
и с с л е д у е м о г о  о б р а зц а , начиная с  эта п а  экстракции ДНК (есл и  
зн а ч ен и е  C t по каналу д л я  ф л у о р о ф о р а  РАМ б о л ь ш е  
граничного) или п овторн о п р овести  в зя ти е би ол оги ч еск ого  
м а т ер и а л а  и П Ц Р -и ссл ед о в а н и е  (есл и  зн а ч ен и е  C t  по каналу  
д л я  ф л у о р о ф о р а  РАМ отсутств ует).

*** В сл у ч а е  п олучен и я  сомнительного результата н ео б х о д и м ^  
п р овести  п о в тор н ое П Ц Р -и ссл ед о в а н и е  со о т в ет ст в у ю щ его  
и с с л е д у е м о г о  о б р а зц а  в д в у х  повторах, начиная с  этап а  
экстракции. В сл у ч а е  п олучени я в о сп р о и зв о д и м о го  
п ол ож и тел ьн ого  зн ач ен и я  C t -  р езу л ь т а т  считать  
положительным.
ВНИМ АНИЕ! Граничны е зн ач ен и я  C t указаны  во вклады ш е, 
п р и л агаем ом  к н а б о р у  р еаген тов .

Р езул ь таты  д л я  контролей  эта п о в  экстракции и 
ам п л иф и к аци и  долж ны  со о т в ет ст в о в а т ь  критериям, указанны м  
в т а б л . 21 и во вклады ш е, п р и л агаем ом  к н а б о р у  р еаген тов .

Т а б л и ц а  21
Результаты для контролей различных этапов 

качественного ПЦР-исследования

Конт­
роль

Контроли­
руемый 

этап ПЦР- 
исследо­

вания

Значение порогового цикла по каналу для флуорофора (C t)

FAM JOE ROX Су5

ПК ЭкстракцияДНК
определеноменьшеграничного

опоеделеноменьшеграничного
опоеделеноменьшеграничного

олоеделеноменьшеграничного
ОК ЭкстракцияДНК отсутствует отсутствует отсутствует отсутствует
К- ПЦР отсутствует отсутствует отсутствует отсутствует
К+ ПЦР опоеделеноменьшеграничного

опоеделеноменьшеграничного
опоеделеноменьшеграничного

опоеделеноменьшеграничного
Д ля п р о в ед ен и я  к ол и ч ествен н ого  и ссл е д о в а н и я  и сх о д я  из 

за д а н н ы х  зн ач ен и й  концентрации Д Н К -к али браторов  и 
п олученны х зн ач ен и й  Ct, происходит автом атическое
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п остр оен и е калибровочной прямой и р асч ет  значений  
концентраций ДНК В Э Б  (E B V ), ДНК ЦМВ (C M V ), ДНК ВГЧ-6А/В  
(H H V 6 A /B )  и ДНК ч ел о в ек а  (ВКО G lob) в копиях/реакцию . 
П ол уч ен н ы е зн ач ен и я  и сп ол ьзую тся  д л я  р а сч ет а  к оли чества  
копий ДНК ВЭ Б, ДНК ЦМВ, ДНК ВГЧ-6А/В в 1 мл и ссл еду ем ы х  
о б р а зц о в  в сех  видов биологического м атериала:

ЧИСЛО копий Д Н К  ВЭБ на реакцию х Ю О X А = копий/м л

число копий Д Н К  ЦМ В на реакцию х Ю О X А = копий/м л

число копий Д Н К  ВГЧ-6А /В  на реакцию х Ю О X А = копий/м л

где:
А  -  коэффициент, учитывающий объем экстракции, рассчитывается по формуле:

А = 100
объ ем  экстракции (м кл)

Д ля о б р а зц о в  ц ел ьн ой  в ен о зн о й , пуповинной крови; 
лей к оц и тов  в ен о зн о й , пуповинной крови; тк аневого  
(би оп си й н ого , о п ер ац и он н ого , аутоп си й н ого) м а т ер и а л а )  
п ол уч ен н ы е зн ач ен и я  концентраЦг 1 И ДНК ВЭБ, ДНК ЦМВ, ДНК  
ВГЧ-6А/В в копиях на реакцию  могут бы ть н орм ированы  на 
с т а н д а р т н о е  коли чество клеток ч ел о в ек а  (ч и сл о  копий ДНК  
ВЭБ, ДНК ЦМВ, ДНК ВГЧ-6А/В на 10^ клеток ч ел о в ек а ). Р а с ч е т  
норм и рован ны х зн ач ен и й  концентрации ДНК ВЭ Б, ДНК ЦМВ, 
ДНК ВГЧ-6А/В п р о и зв о д я т  со гл а сн о  ф о р м у л а м :

| д (
число копий Д Н К  ВЭБ на реакцию X 2*10®) “  (число копий Д Н К ВЭБ на 

' 10® клеток человека)число копий Д Н К  ВКО G lob на реакцию

| д (
число копий ЦМВ на реакцию X 2*10®) ~ (число копий Д Н К Ц М В на 

‘ 10® клеток человека)число копий Д Н К  ВКО G lob на реакцию

| д (
число копий Д Н К  ВГЧ-6А /В  на реакцию х2*10®) “  1д (число копий Д Н К ВГЧ-6А /В  

‘ на 10® клеток человека)число копий Д Н К  ВКО G lob на реакцию

П р и м еч ан и е -  Н ор м и р ован н ы е зн ач ен и я  концентраций  
отр аж аю т коли чество клеток в о зб у д и т ел я  о т н о си т ел ь н о  
коли чества клеток ч ел о в ек а . К ром е того, зн а ч ен и е  
концентрации ДНК ч ел о в ек а  п о зв о л я ет  оц ен и ть  к ачество  
взятия би ол оги ч еск ого  м а т ер и а л а .

Д ля р а сч ет а  н орм и рован ны х зн ач ен и й  и сп о л ь зу ет ся  
к о эф ф и ц и ен т  п ер есч ет а : 2x10® ген ом ов  ч ел о в ек а  = 10® клеток.

ВНИМАНИЕ! Зн ач ен и я  концентраций к ал и бр атор ов  указаны  во  
вклады ш е к д а н н о й  сер и и  н а б о р а  р еаген тов .
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П ринцип  интерпретации результатов при проведении 
количественного исследования указан в табл. 22:

Т а б л и ц а  2 2
Интерпретация результатов для исследуемых образцов

Результат Интерпретация
Невалидный - невозможен расчет концентрации (при исследовании цельной венозной, пуповинной крови, лейкоцитов венозной, пуповинной крови, тканевого (биопсийного, операционного, аутопсийного) материала)

Концентрация ДНК ВКО Glob менее 2000 копий/реакцию. Требуется повторное ПЦР- исследование данного образца, начиная с этапа экстракции ДНК. В случае если в исследуемом # образце ДНК ВКО Glob отсутствует, необходимо повторно провести взятие биологического материала и ПЦР-исследование

Невалидный - невозможен расчет концентрации (при исследовании мазка со слизистой оболочки ротоглотки)

Концентрация ДНК ВКО Glob менее 500 копий/реакцию. Требуется повторное ПЦР- исследование данного образца, начиная с этапа экстракции ДНК. В случае если в исследуемом образце ДНК ВКО Glob отсутствует, необходимо повторно провести взятие биологического материала и ПЦР-исследование
ДНК ВЭБ, ЦМВ, ВГЧ-6А/В не обнаружены

Значение Cf для ДНК ВЭБ, ДНК ЦМВ, ДНК ВГЧ- 6А/В отсутствует, а по каналу для флуорофора FAM концентрация ДНК ВКО Glob больше граничной*Менее 1x10̂ (при экстракции из 100 и 200 мкл образца) и менее 300 (при экстракции из 1000 мкл образца) копий ДНК ВЭБ /мл и/или ДНК ЦМВ/мл и/или ДНК ВГЧ-6А/В/МЛ

ДНК ВЭБ и/или ДНК ЦМВ и/или ДНК ВГЧ-6А/В обнаружена в концентрации меньше нижнего предела диапазона измерения набора реагентов
X X 10У копий ДНК ВЭБ /мл и/или ДНК ЦМВ/мл и/или ДНК ВГЧ- 6А/В/МЛ

ДНК ВЭБ и/или ДНК ЦМВ и/или ДНК ВГЧ-6А/В обнаружена в концентрации в пределах диапазона измерения набора реагентов

более 1х10̂ копий ДНК ВЭБ /мл и/или ДНК ЦМВ/мл и/или ДНК ВГЧ-6А/В/МЛ

ДНК ВЭБ и/или ДНК ЦМВ и/или ДНК ВГЧ-6А/В обнаружена в концентрации больше верхнего предела диапазона измерения набора реагентов. Если требуется получение точного количественного результата, необходимо развести образец ДНК реагентом К- (например, в 10 раз) и повторить тестирование с этапа амплификации. Полученный при повторном тестировании результат необходимо умножить на коэффициент разведения образца
* ВНИМАНИЕ! Для образцов слюны, плазмы венозной, 
пуповинной крови, спинномозговой жидкости, амниотической 
жидкости, транссудата, бронхоальвеолярной лаважной жидкости
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И мокроты ДОПУСТИМО коли чество ДНК ВКО G lob м е н е е  
5 0 0  копий/реакцию .

Р езул ь таты  д л я  контролей  эта п о в  экстракции и 
ам п л иф и к аци и  долж н ы  со о т в ет ст в о в а т ь  критериям, указанны м  
в та б л . 2 3  и во вклады ш е, п р и л агаем ом  к н а б о р у  р еаген тов .

Т а б л и ц а  2 3
Результаты для контролей различных этапов 

количественного ПЦР-исследования

Конт­
роль

Контроли­
руемый 

этап ПЦР- 
исследо-

Результаты амплификации по каналу для флуорофора

РАМ JOE ROX Су5
вания значение значение значение значение

ПК Экстракция концентрации концентрации концентрации концентрацииДНК укладывается вукладывается вукладывается в укладываетсядиапазон диапазон диапазон в диапазон
ОК Экстракция значение Ct значение Ct значение Ct значение CtДНК отсутствует отсутствует отсутствует отсутствует
К- ПЦР значение Ct отсутствует значение Ct отсутствует значение Ct отсутствует значение Ct отсутствуетопределено опоеделено опоеделено опоеделено
KSG1 ПЦР значение C tи значение C tи значение C tи значение C tирасчетная расчетная расчетная расчетнаяконцентрация концентрация концентрация концентрацияопределено опоеделено опоеделено опоеделено
KSG2 ПЦР значение C tи значение C tи значение C tи значение C tирасчетная расчетная расчетная расчетнаяконцентрация концентрация концентрация концентрация
ВНИМАНИЕ! Граничны е зн ач ен и я  C t и д и а п а зо н  концентрации  
ПКО ДНК E B V  /  C M V  /  H H V 6  и ДНК ч ел о в ек а  указаны  во  
вклады ш е, п р и л агаем ом  к н а б о р у  р еаген тов .

Возможные ошибки:
1. При п р о в ед ен и и  к ач ествен н ого  П Ц Р -и ссл ед о в а н и я  д л я  

п ол ож и тел ьн ого  контроля ПЦР (К+) зн а ч е н и е  п орогового  
цикла (C t) по каналам  д л я  ф л у о р о ф о р о в  РАМ и/или JO E  
и/или RO X и/или С уб о тсу тств у ет  или п р ев ы ш ает  граничное  
зн а ч ен и е . Н е о б х о д и м о  повторить ам п л и ф и к ац и ю  и 
д етек ц и ю  д л я  в с е х  о б р а зц о в , в которы х н е о б н а р у ж ен а  
сп ец и ф и ч еск а я  ДНК.

2. При п р о в ед ен и и  к ач ествен н ого  П Ц Р -и ссл ед о в а н и я  д л я  
п ол ож и тел ьн ого  контроля экстракции (ПК) зн а ч ен и е
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ФОРМА 2: «ПЦР-комплект» вариант FRT-100 FN

п ор огового  цикла (C t) по каналам  д л я  ф л у о р о ф о р о в  FAM 
и/или JO E  и/или ROX и/или С уб о тсу тств у ет  или п р ев ы ш ает  
граничное зн а ч ен и е . Н е о б х о д и м о  повторить ПЦ Р- 
и с с л е д о в а н и е , начиная с  эт а п а  экстракции ДНК, д л я  в сех  
о б р а зц о в .

3. При п р о в ед ен и и  к ол и ч ествен н ого  П Ц Р -и ссл ед о в а н и я  
р ассч и тан н ая  концентрация ПКО ДНК E B V  /  C M V  /  H H V 6  и 
ДНК ч ел о в ек а  н е ук л ады в ается  в д и а п а зо н , указанны й во  
вклады ш е, н е о б х о д и м о  повторить П Ц Р -и ссл ед о в а н и е  д л я  
в сех  о б р а зц о в , начиная с  эта п а  экстракции ДНК.

4 . Д ля отр и ц ател ьн ого  контроля экстракции (ОК) по каналам  
д л я  ф л у о р о ф о р о в  FAM и/или JO E  и/или RO X и/или С уб  
о п р е д е л е н о  зн а ч ен и е  п орогового  цикла (C t). В ер оя тн а  
контам инация л а б о р а т о р и и  продуктам и ам п л иф и к аци и  или  
контам инация р еаген тов , и с с л е д у е м ы х  о б р а зц о в  на каком- 
л и б о  э т а п е  П Ц Р -и ссл ед о в а н и я . Н е о б х о д и м о  предпринять  
м еры  по вы явлению  и ликвидации источника контаминации'и  
повторить П Ц Р -и ссл ед о в а н и е  д л я  в с е х  о б р а зц о в , в которы х  
о б н а р у ж ен а  сп ец и ф и ч еск а я  ДНК, начиная с  эта п а  
экстракции ДНК.

5. Д ля отр и ц ател ь н ого  контроля ПЦР (К -) по каналам  д л я  
ф л у о р о ф о р о в  FAM и/или JO E  и/или RO X и/или С уб  
о п р е д е л е н о  зн а ч ен и е  п орогового  цикла (C t). В ер оя тн а  
контам инация л а б о р а т о р и и  продуктам и ам п л иф и к аци и  или  
контам инация р еаген тов , и сс л е д у е м ы х  о б р а зц о в  на каком- 
л и б о  э т а п е  П Ц Р -и ссл ед о в а н и я . Н е о б х о д и м о  предпринять  
меры  по вы явлению  и ликвидации источника контаминации и 
повторить ам п л иф и к аци ю  и д етек ц и ю  д л я  в с е х  о б р а зц о в , в 
которы х о б н а р у ж ен а  сп ец и ф и ч еск а я  ДНК.

6. При п р о в ед ен и и  к ол и ч ествен н ого  П Ц Р -и ссл ед о в а н и я  д л я  
Д Н К -калибраторов KSG1 и K SG 2 отсутствую т зн ач ен и я  
п орогового  цикла (C t) по каком у-либо из указанны х каналов  
д л я  ф л у о р о ф о р о в  (см . т а б л . 2 3 ). Н е о б х о д и м о  повторить  
ам п л и ф и к ац и ю  и детек ц и ю  д л я  в с е х  о б р а зц о в .

7. При п р о в ед ен и и  к ол и ч ествен н ого  И Ц Р -и ссл ед о в а н и я -  
к о эф ф и ц и ен т  корреляции R  ̂ при п остр оен и и  к али бровочн ой  
прям ой м е н е е  0 ,9 8 . Н е о б х о д и м о  п р овер и ть  п рави льность  
за д а н н ы х  концентраций Д Н К -калибраторов в соо т в етст в и и  с  
вклады ш ем  к н а б о р у  р еа ген то в . При п овтор н ом  п олучении
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н еу д о в л ет в о р и т ел ь н о го  р езу л ь т а т а  н е о б х о д и м о  повторить  
ам п л и ф и к ац и ю  и детек ц и ю  д л я  в сех  о б р а зц о в .

8. Д ля и с с л е д у е м о г о  о б р а зц а  о п р е д е л е н о  зн а ч е н и е  порогового  
цикла, при этом  на граф ике ф л у о р е с ц е н ц и и  о т су тств у ет  
участок  хар ак тер н ого  эк сп он ен ц и ал ь н ого  п о д ъ е м а  (граф ик  
п р ед ст а в л я ет  с о б о й  п р и бл и зи тел ь н о  прям ую  линию ). 
Н е о б х о д и м о  п ровери ть  п рави льность  вы бр ан н ого  уровня  
п ороговой  линии или п а р а м ет р о в  р а сч ет а  б а зо в о й  линии. 
Е сли р езу л ь та т  п олучен  при правильном  у р о в н е  п ороговой  
линии (б а зо в о й  линии), т р е б у е т с я  п овтор н о п р ов ести  
ам п л и ф и к ац и ю  и д етек ц и ю  д л я  этого  о б р а зц а .
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СРОК годности. УСЛОВИЯ ТРАНСПОРТИРОВАНИЯ и 
ХРАНЕНИЯ
Срок годности. 12 м ес . Н абор  реаген тов  с  истекш им сроком  
годности при м ен ен и ю  не подлеж ит. С рок годн ости  вскрытых 
р еаген тов  с о о т в е т с т в у е т  сроку годн ости , ук азан н ом у на  
этикетках д л я  невскры ты х р еаген тов , е с л и  в инструкции н е  
ук азан о и н ое.
Транспортирование. Н абор  р еа ген т о в  тр ан сп ор ти р ов ать  при 
т е м п ер а т у р е  о т  2  д о  8  °С н е б о л е е  10 сут  (дл я  ф ор м ы  1) и 5 сут  
(для ф о р м ы  2) в тер м о к о н т ей н ер а х , со д ер ж а щ и х  
х л а д о э л ем ен т ы , в сем и  ви дам и  крытых тр ан сп ор тн ы х ср ед ст в . 
Хранение.
Ф орм а 1. «П Ц Р-ком плект» вари ан т FRT-L-t хранить в 
х о л о д и л ь н о й  к а м ер е  при т е м п ер а т у р е  от  2  д о  8  °С. П Ц Р -см есь  
Е В У  /  СЬАУ /  H H V 6  /  G lob-L yo п о с л е  вскрытия вакуумной  
упаковки хранить в закры том  Zip-Lock п ак ете с  
в л агоп огл оти тел ем  в защ и щ ен н ом  от  с в е т а  м е с т е .
Ф орм а 2. «П Ц Р-ком плект» вариант F R T -100  FN со ст о и т  из д в у х  
ч астей , хр ан ящ и хся  при разн ы х тем п ер атур ах:
- часть 1 (К - K SG 1, K SG 2, ОКО, ПКО ДНК E B V /C M V /H H V 6  и 

ДНК ч ел о в ек а ) хранить в х о л о д и л ь н о й  к ам ер е при 
т е м п ер а т у р е  от  2 д о  8 °С;

- часть 2 (П Ц Р -см есь -1 -FR T Е В У  /  С М У  /  Н Н У 6  /  G lob, ПЦ Р- 
б у ф ер -Н ) хран и ть  в м ор ози л ь н ой  к а м ер е  при т е м п ер а т у р е  
от м инус 2 4  д о  м инус 16  °С . П Ц Р -см есь -1 -FR T  Е В У  /  С М У  /  
Н Н У 6  /  G lob хранить в защ и щ ен н ом  от  с в е т а  м е с т е .

Х о л о д и л ь н ы е и м о р о зи л ь н ы е камеры  дол ж н ы  о б есп еч и в а т ь  
регл ам ен ти р ован н ы й  тем п ер атур н ы й  реж им .
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га р а н т и й н ы е  о б я з а т е л ь с т в а  и з г о т о в и т е л я
И зготовитель  гаран ти рует со о т в е т с т в и е  осн овн ы х  

п а р а м етр о в  и характеристик  н а б о р а  р еа ген т о в  т р еб о в а н и я м , 
указанны м в техн и ч еск ой  и эк сп л уатац и он н ой  док ум ен тац и и , в 
т е ч ен и е  ук азан н ого  срока годн ости  при со б л ю д е н и и  в сех  
услови й  тр ан сп ор ти р ов ан и я , хр ан ен и я  и п р и м ен ен и я .

М еди ц и н ск ое и зд е л и е  техн и ч еск ом у  обсл уж и в ан и ю  и 
рем он ту  н е п одл еж и т .

Р еклам ации  на качество н а б о р а  р еаген тов  направлять по 
а д р е с у  1 1 1 1 2 3 , г. М осква, ул. Н овоги р еевск ая , д о м  ЗА, e-m ail: 
obtk@ pcr.ru. О тзы вы  и п р едл ож ен и я  о  продукции А мплиС енс®  
вы м ож ете  оставить, зап ол н и в  анкету п о тр еб и тел я  на сай те: 
w w w .a m p lisen s .ru .

При вы явлении п обочны х д ей ств и й , н е  указанны х в 
инструкции по п р и м ен ен и ю  н а б о р а  р еа ген т о в , н еж ел а тел ь н ы х  
реакций при его  и сп ол ьзов ан и и , ф ак тов  и о б ст о я т ел ь ст в , 
со зд а ю щ и х  угр озу  ж изни и зд о р о в ь ю  граж дан и м еди ц и н ск и х  
работников при п р и м ен ен и и  н а б о р а  р еа ген т о в , р ек о м ен д у ет ся  
направить с о о б щ е н и е  по а д р е с у , ук азан н ом у вы ш е, и в 
уп ол н ом оч ен н ую  го су д а р ств ен н у ю  регулирую щ ую  ор ган и зац и ю  
(в РФ -  Ф ед ер а л ь н а я  сл у ж б а  по н а д зо р у  в с ф е р е  
зд р а в о о х р а н ен и я ) в соотв етств и и  с  дей ств ую щ и м  
за к о н о д а т ел ь ст в о м .
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символы, ИСПОЛЬЗУЕМЫЕ В ПЕЧАТНОЙ ПРОДУКЦИИ

АREF

LOT

Номер по каталогу

Код партии

Осторожно

VX / Содержимого достаточно для проведения <п> тестов

IVD Медицинское изделие для диагностики in vitro Использовать до

VER

I
ш1

Дата изменения

Температурный диапазон

Верхняя граница температурного диапазона

Изготовитель

D®

f

Обратитесь к инструкции по применению или к инструкции по применению в электронном виде
Не допускать воздействия солнечного света

Дата изготовления

Не допускать воздействия влаги
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с а
Инструкция по применению набора 

1 1 реагентов расположена на сайте 
www.amplisens.ru

Щ  A m p l i S e n s *

Краткое руководство 

набор реагентов
«АмплиСенс® EBV/CMV/HHV6A/B- 

скрин-FL»

Форма 1: | R ^  Н-0951-1-14
Форма 2: |REFj Н-0952-1-1

ш 1

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

ВНИМАНИЕ! Краткое руководство предназначено для удобства работы с набором реагентов в лаборатории 
и может быть использовано только после детального ознакомления с инструкцией по применению данного 
набора реагентов. Анализ и интерпретацию результатов необходимо проводить в соответствии с 
инструкцией к набору реагентов.
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ЭКСТРАКЦИЯ ДНК и з  ИССЛЕДУЕМЫХ О Б РА ЗЦ О В О / О -i* ■c/'c

Комплекты для экстракции:
-  «РИБО-преп»,  ̂  ̂ ^
-  «МАГНО-сорб» (с использованием магнитных штативов вручную или автоматических станций для экстрах^ ^
нуклеиновых кислот)^ ^
Контроли: Для каждой группы экстрагируемых образцов: 1 отрицательный (ОК) и 1 положительный (ПК) кoнтpoлl  ̂
экстракции.
ВНИМАНИЕ! Для цельной венозной, пуповинной крови; лейкоцитов венозной, пуповинной крови; 
бронхоальвеолярной лаважной жидкости; мокроты; тканевого (биопсийного, операционного, аутопсийного) 
материала размером более 5 мм требуется предварительная подготовка.

Объем исследуемого образца, контролей и элюции
При экстракции с помощью «РИБО-преп» добавить:
- цельная венозная, пуповинная кровь;
- лейкоциты венозной, пуповинной крови;
- плазма венозной, пуповинной крови;
- мазки со слизистой оболочки ротоглотки;
- слюна;
- спинномозговая жидкость;
- амниотическая жидкость;
- транссудаты;
- бронхоальвеолярная лаважная жидкость;
- мокрота;
-тканевой (биопсийный, операционный, аутопсийный) материал

100 мкл в пробирки для 
исследуемых образцов

ОКО 100 мкл в пробирку для ОК
ОКО + ПКО ДНК E B V I  C M V I  H H V 6  и ДНК человека 90 мкл + 10 мкл в пробирку для ПК
Элюция

все образцы

50 мкл
в каждую пробирку 
(форма 2 -  «ПЦР-комплект» 
вариант FRT-100 FN)

100 мкл
в каждую пробирку 
(форма 1 -  «ПЦР-комплект» 
вариант FRT-L-t)

При экстракции с помощью «МАГНО-сорб» из 200 мкл исследуемого образца добавить:
- цельная венозная, пуповинная кровь;
- плазма венозной, пуповинной крови;
- мазки со слизистой оболочки ротоглотки;
- слюна;
- спинномозговая жидкость;
- амниотическая жидкость;
- транссудаты;
- бронхоальвеолярная лаважная жидкость;
- мокрота;
-тканевой (биолсийный, операционный, аутопсийный) материал

200 мкл в пробирки/лунки для 
исследуемых образцов

ОКО 200 мкл в пробирку/лунку для ОК
ОКО + ПКО ДНК E B V I  C M V I  H H V 6  и ДНК человека 180 мкл + 20 мкл в пробирку/лунку для ПК
Элюция
все образцы 100 мкл в каждую пробирку/лунку
При экстракции с помощью «МАГНО-сорб» из 1000 мкл исследуемого образца:
- плазма венозной, пуповинной крови;
- спинномозговая жидкость;
- амниотическая жидкость;
- транссудаты

1000 мкл в пробирки/лунки для 
исследуемых образцов

ОКО 1000 мкл в пробирку/лунку для ОК
ОКО + ПКО ДНК Е В \// C M V I  H H V 6  и ДНК человека 900 мкл + 100 мкл в пробирку/лунку для ПК
Элюция
все образцы 100 мкл в каждую пробирку/лунку

ВНИМАНИЕ! Добавление внутреннего контрольного образца не требуется.

 ̂ Например, KingFisher Flex.
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JTOBKA ПРОБ ДЛЯ АМПЛИФИКАЦИИ С ПОМОЩЬЮ «nUP-комплекта» вариант FRT-L-t
4ИЙ объем реакционной смеси; 25 мкл, включая объем пробы ДНК (25 мкл). 

нтроли:
'̂ ^чественный анализ - 1 положительный (К+) и 1 отрицательный (К-) контроли ПЦР; 1 отрицательный (ОК) и 
1 положительный (ПК) контроли экстракции.
Количественный анализ - 1 отрицательный контроль ПЦР (К-), 2 ДНК-калибратора К1 и 2 ДНК-калибратора К2;
1 отрицательный (ОК) и 1 положительный (ПК) контроли экстракции.
- Отобрать необходимое количество пробирок с готовой лиофилизированной реакционной ПЦР-смесью

Внести по 25 мкл

Проб ДНК, экстрагированных из 
исследуемых образцов, ОК, ПК

в пробирку для исследуемых образцов, ОК, ПК
При экст ракции с  п ом ощ ью  сорбц и он н ы х м ет о д о в  и зб ега т ь
попадания сорбен т а в  реакционную  см есь!

К - в пробирку для К -

ДНК-калибратор KSG2 в пробирку для К+ (качественный анализ)
в две пробирки для ДНК-калибратора К2 (количественный анализ)

ДНК-калибратор KSG1 в две пробирки для ДНК-калибратора К1 (количественный анализ)
ВНИМАНИЕ! Содержимое пробирок необходимо тщательно перемешать пипетированием, не допуская появления 
пузырьков воздуха.

ПОДГОТОВКА ПРОБ ДЛЯ АМПЛИФИКАЦИИ С ПОМОЩЬЮ «ПЦР-комплекта» вариант FRT-100 FN

Общий объем реакционной смеси: 25 мкл, включая объем пробы ДНК (10 мкл).
Контроли:
Качественный анализ - 1 положительный (К+) и 1 отрицательный (К-) контроли ПЦР; 1 отрицательный (ОК) и 
1 положительный (ПК) контроли экстракции.
Количественный анализ - 1 отрицательный контроль ПЦР (К-), 2 ДНК-калибратора К1 и 2 ДНК-калибратора К2; 
1 отрицательный (ОК) и 1 положительный (ПК) контроли экстракции.
- Рассчитать количество каждого реагента, требующееся для приготовления реакционной смеси.
- Разморозить пробирку с ПЦР-смесью-1-FRT E B V I C M V I H H V 6  / Glob.

Компонент реакционной смеси Объем, мкл Обозначения
ПЦР-смесь-1-FRT E B V 1 C M V I  H H V 6  / Glob 10*(N+K+1) N -  количество исследуемых образцов; 

К -  количество контролей;
1 -  запасПЦР-буфер-Н 5*(N+K+1)

ВНИМАНИЕ! Компоненты реакционной смеси следует смешивать непосредственно перед проведением ПЦР. 
Отобрать необходимое количество пс

Внести по 15 мкл
Приготовленной реакционной смеси в каждую пробирку
Внести по 10 мкл

Проб ДНК, экстрагированных из 
исследуемых образцов, ОК, ПК

в пробирки для исследуемых образцов, ОК, ПК
При экст ракции с  п ом ощ ью  сорбц и онн ы х м ет о д о в  и зб ега т ь
попадания сорбен т а в  реакционную  см есь!

К - в пробирку для К -

ДНК-калибратор KSG2 в пробирку для К+ (качественный анализ)
в две пробирки для ДНК-калибратора К2 (количественный анализ)

ДНК-калибратор KSG1 в две пробирки для ДНК-калибратора К1 (количественный анализ)
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АМПЛИФИКАЦИЯ С ДЕТЕКЦИЕЙ В РЕЖИМЕ «РЕАЛЬНОГО ВРЕМЕНИ»

- Установить пробирки в ячейки реакционного модуля и запустить прибор. Рекомендуется;
а\ пеоед постановкой в амплификатор планшетного типа осадить капли со стенок пробирок на вортексе.
%  Г с ^ ч а Г Г Г л Г й  загрузки приборов планшетного типа дополнительно установить пустые пробирки 

краям реакционного модуля амплификатора. ^

- Запрограм мировать и запустить амплификслим о --------II------------- -— '—
Единая программа амплификации «АмплиСенс»

Цикл Температура, °С Время
Детекция флуоресц. сигнала по каналам 

для флуорофоров
Кол-во
циклов

1 50 15 мин - 1

2 95 15 мин - 1

95 10 с - 45
3 60 20 с РАМ, JOE, ROX, Су5

ВНИМАНИЕ' С использованием единой программы можно одниицемсппи
ппиетянир тргтов включая тесты с обратной транскрипцией и амплификацией. При одновременном проведени 
н е с к о Г ь ! тестов^^ Детекция флуоресцентного сигнала назначается и по другим
используемым канала^ кроме указанных. В случае если в одном приборе ^ h^ shho провод̂ ^̂ ^̂ ^̂  
для выявления ДНК возбудителя, можно удалить из данной программы первый шаг (50 С -  15 мин) для экономии

вЕемени,_________________ _______ ______________ ____________ л„ ппмГ рип. ^

Цикл
Приборы роторного типа Приборы планыjeTHoro типа

Температура,
°С

Время
Измерение

флуоресценции
Кол-во
циклов

Температура,
°С

Время
Измерение

Флуоресценции
Кол-во
циклов

1 95 15 мин - 1 95 15 мин - 1

95 5с - 95 5с -

2 60 20 с - 5 60 20 с 5

72 15с _ 72 ^ 15с -

95 5с - 95 5с -

3 60 20 с
РАМ, JOE, 
ROX, Су5

40 60 30 с
РАМ, JOE, 
ROX, Су5

40

72 15с - 72J______!------------ 15с ”

Пои одновременном проведении нескольких leoiuo паопс.-.срр.ьь̂  ------„ г .
Н^тройки приборов роторного и планшетного типа см. во вкладыше к набору реагентов.

АНАЛИЗ И ИНТЕРПРЕТАЦИЯ РЕЗУЛЬТАТОВ
Анализ результатов проводить вручную ̂ помощью алгоритма, приведенного в инструкции, или с помощью 
Анализ резу н ____ __ < i=d \/ / г.МУ / HH\/6A/B-cvximy>.

Анализируют кривые наког1ления срлуоресцен i г 
РАМ JOE ROX

Флуорофор

Мишень для амплификации
ДНК участка 

(3-глобинового гена 
(ВКО Glob)

ДНК ВЭБ днкцмв

1ППМ \/кяяян1-.1 настоой

Су5

ДНК ВГЧ-6А/В

ВНИМАНИЕ! К каждому наоору реагентив  ̂ ^  человека и

2 Программы амплификации равнозначны в использовании для данного набора реагентов.
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