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список СОКРАЩЕНИИ
В настоящей инструкции применяются следующие сокра­

щения и обозначения:
БАЛ - бронхоальвеолярный лаваж
ВКО - внутренний контрольный образец

ГЭ - геномный эквивалент -  количество ДНК-мишени, соответствую­
щее одному геному микобактерии туберкулёзного комплекса

ДНК - дезоксирибонуклеиновая кислота
дНТФ - дезоксирибонуклеозидтрифосфат

L+ МБТ-wt
- положительный контроль ПЦР, включающий фрагменты ДНК МБТ, 
которые не содержат мутаций, связанных с устойчивостью к рифам- 
пицину и изониазиду(дикого типа)

L+ IVIБT-mut
- положительный контроль ПЦР, включающий фрагменты ДНК МБТ, 
которые содержат несколько мутаций, связанных с устойчивостью 
как к рифампицину, так и к изониазиду

К- - отрицательный контроль ПЦР

МБТ - микобактерии туберкулёзного комплекса, Mycobacterium tuberculo­
sis complex

МУ - методические указания
ПО - программное обеспечение

ПО «FRT Man­
ager»

- программное обеспечение для управления приборами для прове­
дения полимеразной цепной реакции в режиме реального времени, 
а также анализа полученных с приборов данных «FRT Manager» 
(ООО «иле», Россия; РУ № РЗН 2019/8870)

ПТП - противотуберкулёзный препарат
ПЦР - полимеразная цепная реакция
РУ - регистрационное удостоверение
РФ - Российская Федерация
СанПиН - санитарно-эпидемиологические правила и нормы
ООП № 1 ПКО 
ДНК МБТ-wt

- стандартный образец предприятия, содержащий фрагменты ДНК 
МБТ дикого типа (без мутаций в анализируемых генах)

СОП №2 ПКО 
ДН КМ БТти! RH

- стандартный образец предприятия, содержащий фрагменты ДНК 
МБТ с мутацией S531L в гене гроВ, связанной с устойчивостью МБТ 
к рифампицину, и с мутацией S315Т1 в гене katG, связанной с устой­
чивостью МБТ к изониазиду

СОП № 3 ПКО 
ДНК МБТ H37Ra- 
wt

- стандартный образец предприятия, содержащий ДНК штамма 
М. tuberculosis H37Ra (без мутаций в анализируемых генах)

СОП № 4 ПКО 
ДНК М Б Тти !П

- стандартный образец предприятия, содержащий фрагменты ДНК 
МБТ с мутацией H526Y в гене гроВ, связанной с устойчивостью МБТ 
к рифампицину

СОП № 5 ПКО 
ДНК МБТ mut Н

- стандартный образец предприятия, содержащий фрагменты ДНК 
МБТ с мутацией S315T1 в гене katG

ТБ - туберкулёз
УДГ, UDG - урацил-ДНК-гликозилаза

ФГБУ«цеп» 
ФМБА России

- Федеральное государственное бюджетное учреждение «Центр 
стратегического планирования и управления медико-биологиче­
скими рисками здоровью» Федерального медико-биологического 
агентства

FRT - флуоресцентная детекция в режиме «реального времени»
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RRDR (область 
гена rpoB)

- Rifampicin Resistance Determining Region-область, определяющая 
устойчивость к рифампицину, -  участок гена гроВ длиной 81 п.о., 
включающий кодоны 507-533 в общепринятой нумерации по Е. соН, 
или кодоны 426-452 в нумерации по М. tuberculosis, мутации в кото- 
рых связаны с устойчивостью МБТ к рифампицину_______________

НАИМЕНОВАНИЕ
Набор реагентов для выявления мутаций, связанных с ле­

карственной устойчивостью микобактерий туберкулёзного 
комплекса к рифампицину и изониазиду, методом полимераз­
ной цепной реакции «АмплиТест® МБТ-Резист-1 Lyo» (далее -  
набор реагентов «АмплиТест® МБТ-Резист-1 Lyo», набор реа­
гентов).
НАЗНАЧЕНИЕ

Набор реагентов предназначен для выявления в каче­
ственном формате мутаций в ДНК микобактерий туберкулез­
ного комплекса (МБТ) -  M ycobacte rium  tu b e rcu lo s is  complex 
(включает М. tubercu losis, М. bovis, М. a fricanum , М. m icroti, 
М. canettii, М. саргае, М. p inn iped ii), связанных с устойчивостью 
МБТ к рифампицину (в области RRDR и кодоне 572 гена гроВ) 
и изониазиду (в кодоне 315 гена ka tG  и участке премоторной 
области гена inhA), в пробах ДНК, полученных в результате 
экстракции из образцов биологического материала человека 
(мокроты, бронхоальвеолярного лаважа (БАЛ), биоптата (опе­
рационного материала), мочи) и культур микобактерий тубер­
кулёза, методом ПЦР с гибридизационно-флуоресцентной де­
текцией продуктов амплификации.
Функциональное назначение -  лабораторная диагностика 
туберкулёза (ТБ) с лекарственной устойчивостью возбудителя 
{M ycobac te rium  tube rcu los is  com p lex) к рифампицину и/или изо­
ниазиду, в том числе ТБ с множественной лекарственной 
устойчивостью, а именно выявление генетических маркёров 
резистентности М. tube rcu los is  com p lex  к рифампицину и изо­
ниазиду с помощью молекулярно-генетического метода иссле­
дования.
Популяционные, демографические аспекты применения -
набор реагентов предназначен для использования при обсле­
довании больных туберкулёзом вне зависимости от их поло­
вой и возрастной категории, расовой принадлежности.
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ОБЛАСТЬ ПРИМЕНЕНИЯ
Клиническая лабораторная диагностика.

ПОКАЗАНИЯ И ПРОТИВОПОКАЗАНИЯ К ПРИМЕНЕНИЮ
Набор реагентов используется при обследовании больных 

туберкулёзом с целью правильного и своевременного назна­
чения соответствующей схемы химиотерапии ТБ.

Материалом для проведения ПЦР служат пробы ДНК, по­
лученные в результате экстракции из исследуемых образцов 
биологического материала с помощью зарегистрированного 
на территории РФ набора реагентов для выделения, обнару­
жения и количественного определения ДНК М. tu be rcu lo s is  
complex, например, набора реагентов для обнаружения и ко­
личественного определения ДНК микобактерий туберкулез­
ного комплекса методом полимеразной цепной реакции с 
гибридизационно-флуоресцентной детекцией «АмплиТест® 
МБТ» (ФГБУ «цеп» ФМБА России, РУ № РЗН 2023/20838), и 
содержащие ДНК МБТ в концентрации не менее 5x10^ геном­
ных эквивалентов в 1 мл (ГЭ/мл), а также пробы ДНК, получен­
ные экстракцией из культур микобактерий туберкулёза.

Противопоказания отсутствуют, за исключением случаев, 
когда забор материала не может быть осуществлен по меди­
цинским показаниям.

Не использовать набор реагентов, если нарушена внутрен­
няя упаковка или внешний вид реагента не соответствует опи­
санию.

Не использовать набор реагентов, если не соблюдались 
условия транспортирования и хранения согласно инструкции.

Не использовать набор реагентов по истечении срока годно­
сти.
ПОТЕНЦИАЛЬНЫЕ ПОЛЬЗОВАТЕЛИ

К работе с набором реагентов допускаются только меди­
цинские работники, обученные методам молекулярной диагно­
стики и правилам работы в клинико-диагностической лабора­
тории в установленном порядке (СанПиН 3.3686-21 «Сани­
тарно-эпидемиологические требования по профилактике ин­
фекционных болезней»).
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ПРИНЦИП МЕТОДА
Принцип тестирования основывается на одновременной 

амплификации участков ДНК МВТ, включающих области рас­
положения анализируемых мутаций, ассоциированных 
с устойчивостью МВТ к рифампицину и изониазиду, и ДНК  
внутреннего контрольного образца (ВКО)'' с гибридизационно- 
флуоресцентной детекцией в режиме «реального времени». 
ВКО позволяет контролировать прохождение реакции ампли­
фикации.

С полученными на этапе экстракции пробами ДНК прово­
дится реакция амплификации участка ДНК при помощи специ­
фичных к этому участку праймеров и фермента Taq- 
полимеразы. В составе реакционной смеси присутствуют флу­
оресцентно-меченые олигонуклеотиды, которые гибридизу- 
ются с комплементарным участком амплифицируемой ДНК- 
мишени, в результате чего происходит нарастание интенсив­
ности флуоресценции. Это позволяет регистрировать накоп­
ление специфического продукта амплификации за счет изме­
рения интенсивности флуоресцентного сигнала с помощью 
амплификатора с системой детекции в режиме «реального 
времени».

Для выявления мутаций используются олигонуклеотидные 
зонды, комплементарные ДНК МВТ дикого типа (кроме зонда, 
выявляющего мутацию S531L в гене гроВ). Такой подход поз­
воляет выявлять максимальный спектр целевых мутаций, 
в первую очередь в области RRDR гена гроВ. При использова­
нии указанного подхода отсутствие нарастания флуоресцен­
ции (отсутствие порогового цикла (Cf)) означает наличие мута­
ции на участке гибридизации зонда, комплементарного ДНК 
МВТ дикого типа. Используемые олигонуклеотидные зонды 
охватывают всю область RRDR гена гроВ, область кодона 572 
гена гроВ, область кодона 315 гена ka tG  и участок промотор- 
ной области гена inhA  (включающий позиции -8 и -15). Допол­
нительно используется один олигонуклеотидный зонд, ком-

■' ВКО добавляется в анализируемый образец на этапе экстракции из него нуклеиновых 
КИСЛОТ или на этапе подготовки к амплификации с детекцией в режиме «реального вре­
мени» (см. раздел «Интерферирующие вещества и ограничения по использованию проб 
исследуемого материала»)
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плементарный участку гена гроВ, содержащему доминирую­
щую по распространенности мутацию S531L (этот дополни­
тельный зонд входит в состав Смеси-FL МБТ-Р № 1-Lyo, его 
сигнал регистрируется по каналу для флуорофора ROX).

Выявление мутаций, ассоциированных с устойчивостью 
МВТ к рифампицину (в гене гроВ) и изониазиду (в гене katG , 
премоторной области гена inhA), для одного образца прово­
дится в трех пробирках. В двух пробирках выявляются мутации 
в области RRDR гена гроВ, в третьей пробирке -  мутации 
в кодоне 315 гена katG , участке премоторной области гена 
inhA, кодоне 572 гена гроВ  и осуществляется детекция ВКО. 
Результаты амплификации анализируемых фрагментов генов, 
а также ДНК ВКО для каждой реакционной смеси регистриру­
ются по четырем различным каналам флуоресцентной детек­
ции (см. табл.1).
Таблица 1 — Анализ результатов по каналам для флуоро- 
форов

Канал для 
флуорофора FAM JOE

(HEX, VIC) ROX Су5

Наименование
Смеси-FL

МБТ-Р
Детектируемая ДНК-мишень (область амплификации)

№ 1-Lyo

область кодона 
531 гена гроВ 

(область 
RRDR)

(без мутаций)

область 
кодона 516 
гена гроВ 
(область 
RRDR)

(без мутаций)

мутация 
S531L в гене 
гроВ (область 

RRDR)

область 
кодона 526 

гена ГроВ (об­
ласть RRDR) 
(без мутаций)

№ 2-Lyo

область кодона 
511 гена гроВ 

(область 
RRDR)

(без мутаций)

область ко­
дона 513 гена 
гроВ (область 

RRDR)
(без мутаций)

область ко­
дона 522 гена 
гроВ (область 

RRDR)
(без мутаций)

область ко­
дона 533 гена 
гроВ (область 

RRDR)
(без мутаций)

№ 3-Lyo
область кодона 
315 гена katG 
(без мутаций)

область ко­
дона 572 гена 
гроВ (область 

вне RRDR) 
(без мутаций)

ДНК ВКО (ис­
кусственная 
синтезиро­

ванная после­
дователь­

ность)

участок про- 
моторной об­

ласти 
гена inhA 

(без мутаций)

Набор реагентов содержит систему защиты от контамина­
ции ампликонами за счет применения термолабильного фер­
мента урацил-ДНК-гликозилазы (УДГ, UDG) и дезоксиуридин-
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трифосфата. Фермент УДГ распознает и катализирует разру­
шение цепей ДНК, содержащих дезоксиуридин, но не ДНК, со­
держащих дезокситимидин. Дезоксиуридин отсутствует в при­
родной ДНК, но всегда присутствует в ампликонах, поскольку 
дезоксиуридинтрифосфат входит в состав смеси дНТФ в реа­
гентах для амплификации. Дезоксиуридин делает контамини- 
рующие ампликоны восприимчивыми к разрушению фермен­
том УДГ до начала амплификации ДНК-мишени, и, следова­
тельно, они не могут быть в дальнейшем амплифицированы.

Фермент УДГ термолабилен и инактивируется при нагре­
вании выше 50 °С, поэтому не разрушает ампликоны мишени, 
нарабатываемые в процессе ПЦР.

КОМПЛЕКТНОСТЬ И СОСТАВ НАБОРА
В состав набора входит «ПЦР-комплект» вариант 

FRT-64 L, который содержит три разные реакционные смеси 
в лиофилизированном виде в стрипах по 8 пробирок, различа­
ющиеся между собой маркировкой пробирок. Каждый стрип со­
держит реакционную смесь одного вида: Смесь-FL МБТ-Р № 
1-Lyo, Смесь-FL МБТ-Р № 2-Lyo, Смесь-FL МБТ-Р № 3-Lyo. 
Таким образом, для анализа одного образца требуется по 
одной пробирке из трех разных стрипов.

«ПЦР-комплект» вариант FRT-64 L предназначен для про­
ведения амплификации ДНК с гибридизационно-флуоресцент- 
ной детекцией в режиме «реального времени» с использова­
нием приборов только планшетного типа и позволяет опреде­
лять ДНК в качественном формате.

Набор реагентов рассчитан на проведение 192 реакций 
амплификации (всего 64 теста), включая контроли.
КОМПЛЕКТНОСТЬ

-  Набор реагентов «АмплиТест® МБТ-Резист-1 Lyo»;
-  Инструкция по применению;
-  Краткое руководство;
-  Вкладыш;
-  Паспорт качества.

СОСТАВ
«ПЦР-комплект» вариант FRT-64 L -  комплект реагентов 

для амплификации фрагментов ДНК М. tube rcu los is  complex
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(фрагментов генов гроВ, ka tG , промоторной области гена inhA ) 
и выявления мутаций, ассоциированных с устойчивостью 
М. tube rcu los is  complex к рифампицину и изониазиду, с гибри- 
дизационно-флуоресцентной детекцией в режиме «реального 
времени». Комплект реагентов включает:

Р е а г е н т О п и с а н и е О б ъ е м ,
м л К о л и ч е с т в о

С м е с ь -F L  М Б Т - Р  
№  1 - L y o

Г р а н у л а  б е л о г о  ц в е т а  
ш а р о о б р а з н о й  ф о р м ы —

2  с т р и п а  по  
8  п р о б и р о к  X 4

С м е с ь -F L  М Б Т - Р  
№  2 - L y o

Г р а н у л а  б е л о г о  ц в е т а  
ш а р о о б р а з н о й  ф о р м ы —

2  с т р и п а  по  
8  п р о б и р о к  X 4

С м е с ь -F L  М Б Т - Р  
№  3 - L y o

Г р а н у л а  б е л о г о  ц в е т а  
ш а р о о б р а з н о й  ф о р м ы —

2  с т р и п а  по  
8  п р о б и р о к  X 4

L +  М Б Т - w t П р о з р а ч н а я  б е с ц в е т н а я  
ж и д к о с т ь 0 , 6 1 п р о б и р к а

L +  М Б Т - m u t П р о з р а ч н а я  б е с ц в е т н а я  
ж и д к о с т ь 0 , 6 1 п р о б и р к а

В К О -М П р о з р а ч н а я  б е с ц в е т н а я  
ж и д к о с т ь 0 , 5 1 п р о б и р к а

К - П р о з р а ч н а я  б е с ц в е т н а я  
ж и д к о с т ь 0 , 6 1 п р о б и р к а

Набор реагентов рассчитан на проведение 192 реакций 
амплификации (всего 64 теста), включая контроли.

АНАЛИТИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ
Для данного набора реагентов применимы следующие ха­

рактеристики:
Аналитическая чувствительность (предел обнаружения)
Таблица 2 — Аналитическая чувствительность набора ре­
агентов «АмллиТест® МБТ-Резист-1 Lyo»

В и д  и с с л е д у е м о г о  м а т е р и а л а
А н а л и т и ч е с к а я  ч у в ­

с т в и т е л ь н о с т ь  ( п р е д е л  
о б н а р у ж е н и я ) ,  Г Э /м л

П р о б а  ДН К, п о л у ч е н н а я  э к с т р а к ц и е й  и з  о б ­
р а з ц а  б и о л о г и ч е с к о г о  м а т е р и а л а  ч е л о в е к а  
(м о к р о т ы , Б А Л , б и о п т а т а  (о п е р а ц и о н н о г о  
м а т е р и а л а ) ,  м о ч и ) , к у л ь т у р ы  М БТ

5 x 1 0 2

Данный предел обнаружения достигается при соблюдении 
правил, указанных в разделах «Взятие, транспортирование и 
хранение исследуемого материала».

стр. 9 из 38



Аналитическая специфичность
Аналитическая специфичность набора реагентов доказана 

при исследовании стандартного образца предприятия (СОП) 
№ 3 «Положительный контрольный образец, содержащий ДНК 
штамма М. tube rcu los is  H37Ra дикого типа (без мутаций)» 
(СОП № 3 ПКО ДНК МБТ H37Ra-wt) в концентрации 1x10^ 
ГЭ/мл, а также СОП № 2 «Положительный контрольный обра­
зец, содержащий фрагменты ДНК МБТ с мутациями S531L 
в области RRDR гена гроВ и S315T1 в гене ka tG »  (СОП № 2 
ПКО ДНК МБТ mut RH), СОП № 4 «Положительный контроль­
ный образец, содержащий фрагменты ДНК МБТ с мутацией 
H526Y в области RRDR гена гроВ» (СОП № 4 ПКО ДНК МБТ 
mut R), СОП № 5 «Положительный контрольный образец, со­
держащий фрагменты ДНК МБТ с мутацией S315T1 в гене 
ka tG »  (СОП № 5 ПКО ДНК МБТ mut Н) в концентрации 1x1 о® 
ГЭ/мл каждого СОП, и препарата ДНК M ycobac te rium  bov is  
Vallee  № 700203 (без мутаций в анализируемых генах) в кон­
центрации 1x10^ ГЭ/мл. Набор реагентов «АмплиТесУ® МБТ- 
Резист-1 Lyo» не выявляет мутации, ассоциированные с устой­
чивостью МБТ к рифампицину и изониазиду, при тестировании 
СОП № 3 ПКО ДНК МБТ H37Ra-wt и препарата ДНК 
M ycobac te rium  bov is  Vallee  № 700203, не содержащих мутации 
ни в одном из анализируемых генов, и специфично выявляет 
мутации в ДНК МБТ, связанные с лекарственной устойчиво­
стью МБТ к рифампицину при тестировании СОП № 2 ПКО 
ДНК МБТ mut RH и СОП № 4 ПКО ДНК МБТ mut R, к изониазиду 
-  при тестировании СОП № 2 ПКО ДНК МБТ mut RH и СОП 
№ 5 ПКО ДНК МБТ mut Н.

Отсутствие неспецифических положительных результатов 
подтверждено при использовании препаратов ДНК штаммов 
следующих микроорганизмов в концентрации не менее 1x1 о® 
ГЭ/мл: нетуберкулёзных микобактерий -  M ycobacte rium  
av ium  № 700758, M ycobacte rium  ka n sa s ii № 700700,
M ycobac te rium  fo rtu itum  № 700711 (из коллекции ФГБУ 
«НЦЭСМП» Минздрава России); гетерологичных микроорга­
низмов -  S trep tococcus pneum on iae  АТСС® 27336, S taphy lococ­
cus  au reus  АТСС® 33862, S taphy lococcus  ep ide rm id is  АТСС® 
12228, K lebs ie lla  pneum on iae  АТСС® 27736, K lebs ie lla  oxy toca  
ATCC® 700324, H aem oph ilus  in fluenza  ATCC® 33930,

стр, 10 ИЗ 38



C orynebacte rium  je ike iu m  ATCC® 43734 (из коллекции American 
Type Culture Collection® (ATCC®), США), a также препарата ге­
номной ДНК человека № D7011 («Sigma-Aldrich», США). Не­
специфических положительных результатов выявлено не 
было -  во всех случаях получен результат «Недостаточно ДНК  
МБТ для анализа».

Интерферирующие вещества и ограничения по использо­
ванию проб исследуемого материала

Интерферирующие вещества могут как находиться в об­
разце биологического материала или культуры МБТ, так и по­
пасть в него на этапе пробоподготовки. Применение набора 
реагентов «АмплиТест® МБТ-Резист-1 Lyo» подразумевает ис­
пользование не нативных образцов биологического материала 
или культур МБТ, а уже выделенной из них тотальной ДНК, ко­
торая содержит ДНК МБТ в определенной концентрации, т.е. 
набор реагентов не подвержен влиянию способа пробоподго­
товки биологического материала или культуры МБТ.

Для пробоподготовки образцов перед тестированием 
с помощью набора реагентов «АмплиТест® МБТ-Резист-1 Lyo» 
рекомендуются к применению только зарегистрированные 
в РФ наборы реагентов для диагностики туберкулёза молеку­
лярно-генетическими методами.

Для контроля эффективности реакции амплификации 
в наборе реагентов предусмотрена одновременная амплифи­
кация ДНК МБТ и внутреннего контрольного образца (ВКО). 
ВКО добавляется в каждую пробу ДНК, выделенную из био­
логического материала или культуры микобактерий туберку­
лёза, на этапе экстракции нуклеиновых кислот при исполь­
зовании набора реагентов для обнаружения и количествен­
ного определения ДНК микобактерий туберкулезного ком­
плекса методом полимеразной цепной реакции с гибридизаци- 
онно-флуоресцентной детекцией «АмллиТест® МБТ» (ФГБУ 
«цеп» ФМБА России, РУ № РЗН 2023/20838) или на этапе 
подготовки к амплификации с детекцией в режиме «реаль­
ного времени» при использовании аналогичного набора реа­
гента другого производителя. По окончании реакции ампли­
фикации наличие сигнала, свидетельствующего о накоплении 
фрагментов ДНК ВКО, говорит об эффективности ПЦР.
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Непригодными для исследования являются пробы ДНК  
(содержащие ДНК МБТ), концентрация, объем, условия/срок 
хранения и транспортирования которых не соответствуют тре­
бованиям, указанным в разделе «Взятие, транспортирование 
и хранение исследуемого материала».

Воспроизводимость
Воспроизводимость исследования была определена 

в двух независимых лабораториях, разными операторами, 
в разные дни, на различных приборах путем тестирования по­
ложительных и отрицательных модельных образцов. Положи­
тельные модельные образцы представляли собой разведение 
стандартного образца предприятия СОП № 2 ПКО ДНК МБТ 
mut RH в концентрации 5x10  ̂ГЭ/мл, в качестве отрицательных 
модельных образцов было использовано разведение СОП  
№ 1 ПКО ДНК МБТ-wt в концентрации 5x10  ̂ ГЭ/мл. Для поло­
жительных образцов получен соответствующий результат 
«Обнаружена мутация, связанная с устойчивостью МБТ к ри- 
фампицину; обнаружена мутация, связанная с устойчивостью 
МБТ к изониазиду». Для отрицательных образцов получен со­
ответствующий результат «Не обнаружены мутации, связан­
ные с устойчивостью МБТ к рифампицину; не обнаружены му­
тации, связанные с устойчивостью МБТ к изониазиду».

Результаты исследования для набора реагентов представ­
лены в табл. 3.
Таблица 3 — Воспроизводимость исследования для 
набора реагентов «АмплиТест® МБТ-Резист-1 Lyo»

Тип
образцов

Внутри
постановки
(повторяе­

мость)

Между сериями

Между
лабораториями

(воспроизво­
димость)

Итого

Коли­
чество
образ­

цов

Совпа­
дение 

резуль­
татов, %

Коли­
чество
образ­

цов

Совпа­
дение 

резуль­
татов, %

Коли­
чество
образ­

цов

Совпа­
дение 

резуль­
татов, %

Коли­
чество
образ­

цов

Совпа­
дение 

резуль­
татов, %

СОП № 2 ПКО 
ДНК МБТ mut RH 
(5x10^ ГЭ/мл) -  по­
ложительные об­
разцы

6 100 12 100 12 100 18 100

СОП № 1 ПКО 
ДНК МБТ-wt 
(5x1 Q2 Г Э /м л )-о т ­
рицательные об­
разцы

6 100 12 100 12 100 18 100
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ДИАГНОСТИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ
Диагностические чувствительность и специфичность 

набора реагентов с доверительной вероятностью 95 % были 
определены на основании результатов клинических испыта­
ний с использованием проб ДНК из образцов биологического 
материала человека (мокроты, бронхоальвеолярного лаважа 
(БАЛ), биоптата (операционного материала), мочи), содержа­
щих ДНК МБТ, и культуры микобактерий туберкулёза испытуе­
мым набором реагентов «АмплиТест® МБТ-Резист-1 Lyo», а 
также методом сравнения^. Дискордантных результатов не вы­
явлено.

Результаты клинических испытаний набора реагентов 
представлены в табл. 4, диагностические показатели набора -  
в табл. 5.
Таблица 4 — Результаты оценки диагностических
показателей набора реагентов «АмплиТест® МБТ-Резист-1 
Lyo» относительно набора сравнения

Вид исследуе­
мого матери­

ала (общее ко­
личество об­

разцов)

птп
Результаты при­
менения набора 

реагентов

Результаты применения 
референтного метода

Обнаружены
мутации

(положитель­
ные)

Не обнару­
жены мутации 
(отрицатель­

ные)

Проба ДНК, по­
лученная экс­
тракцией из об­
разца биологи­
ческого мате­
риала чело- 
века (мокроты, 
БАЛ, биоптата 
(операцион­
ного матери­
ала), мочи) 
(N=251)

Рифам-
пицин

Обнаружены
мутации

(положительные)
121 0

Не обнаружены 
мутации

(отрицательные)
0 130

Изони-
азид

Обнаружены
мутации

(положительные)
119 0

Не обнаружены 
мутации

(отрицательные)
0 132

2 При исследовании проб Д Н К из мокроты, БАЛ, биоптата и культуры микобактерий тубер­
кулёза изделием сравнения являлся набор реагентов «АмплиТест® МБТ-Резист-1» (Ф ГБУ  
«цеп» ФМБА России; РУ  № РЗН 2022/16720), при анализе проб Д Н К  из мочи -  набор реа­
гентов «Амплитуб-М ЛУ-РВ» (ООО «Синтол», Россия; РУ  № ФОР 2010/07636).
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Вид исследуе­
мого матери­

ала (общее ко­
личество об­

разцов)

птп
Результаты при­
менения набора 

реагентов

Результаты применения 
референтного метода

Обнаружены
мутации

(положитель­
ные)

Не обнару­
жены мутации 
(отрицатель­

ные)

Проба ДНК, по­
лученная экс­
тракцией из об- 
разца культуры 
микобактерий 
туберкулёза 
(N=101)

Рифам-
пицин

Обнаружены
мутации

(положительные)
51 0

Не обнаружены 
мутации

(отрицательные)
0 50

Изони-
азид

Обнаружены
мутации

(положительные)
50 0

Не обнаружены 
мутации

(отрицательные)
0 51

Таблица 5 — Диагностические характеристики набора реа 
гентов «АмплиТест® МБТ-Резист-1 Lyo»

Вид исследуемого 
материала 

(общее количество 
образцов)

Выявление 
мутаций, свя­

занных 
с устойчиво­

стью

Диагностическая
чувствитель­

ность^
(с доверитель­
ной вероятно­

стью 95 %)

Диагностиче­
ская специфич­

ность^’
(с доверитель­
ной вероятно­

стью 95 %)
Проба ДНК, получен­
ная экстракцией из об­
разца биологического 
материала человека 
(мокроты, БАЛ, биоп- 
тата(операционного 
материала), мочи) 
(N=251)

к рифампицину 97,00-100 % 97,20-100 %

к изониазиду 96,95-100 % 97,24-100 %

Проба ДНК, получен­
ная экстракцией из об- 
разца культуры мико­
бактерий туберкулёза 
(N=101)

к рифампицину 93.02-100 % 92,89-100%

к изониазиду 92,89-100 % 93,02-100 %

 ̂Диагностическая чувствительность относительно использованного набора сравнения. 
Диагностическая специфичность относительно использованного набора сравнения.
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МЕРЫ ПРЕДОСТОРОЖНОСТИ И СВЕДЕНИЯ ОБ 
УТИЛИЗАЦИИ

Работа должна проводиться в лаборатории, выполняющей 
молекулярно-биологические исследования биологического 
материала на наличие возбудителей инфекционных болезней, 
с соблюдением санитарно-эпидемиологических правил Сан- 
ПиН 3.3686-21 «Санитарно-эпидемиологические требования по 
профилактике инфекционных болезней», СанПиН 2.1.3684-21 
«Санитарно-эпидемиологические требования к содержанию 
территорий городских и сельских поселений, к водным объек­
там, питьевой воде и питьевому водоснабжению, атмосфер­
ному воздуху, почвам, жилым помещениям, эксплуатации 
производственных, общественных помещений, организации и 
проведению санитарно-противоэпидемических (профилакти­
ческих) мероприятий» и методических указаний МУ 1.3.2569- 
09 «Организация работы лабораторий, использующих методы 
амплификации нуклеиновых кислот при работе с материалом, 
содержащим микроорганизмы I-IV  групп патогенности».

При работе необходимо всегда выполнять следующие тре­
бования:

- Соблюдать температуру в помещении лаборатории от 
плюс 20 до плюс 28 °С и относительную влажность воздуха от 
15 до 75 %.

- Рассматривать исследуемые образцы как инфекционно­
опасные, организовывать работу и хранение в соответствии с 
СанПиН 3.3686-21 «Санитарно-эпидемиологические требова­
ния по профилактике инфекционных болезней».

- Убирать и дезинфицировать разлитые образцы, исполь­
зуя дезинфицирующие средства в соответствии с СанПиН 
3.3686-21 «Санитарно-эпидемиологические требования по про­
филактике инфекционных болезней».

- Лабораторный процесс должен быть однонаправленным. 
Анализ проводится в отдельных помещениях (зонах). Работу 
следует начинать в Зоне Экстракции, продолжать в Зонах Ам­
плификации и Детекции. Не возвращать образцы, оборудование 
и реагенты в зону, в которой была проведена предыдущая ста­
дия процесса.
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- Неиспользованные реагенты, реагенты с истекшим сро­
ком годности, а также использованные реагенты, упаковку^, 
биологический материал, включая материалы, инструменты и 
предметы, загрязненные биологическим материалом, следует 
удалять в соответствии с требованиями СанПиН 2.1.3684-21 
«Санитарно-эпидемиологические требования к содержанию 
территорий городских и сельских поселений, к водным объек­
там, питьевой воде и питьевому водоснабжению, атмосфер­
ному воздуху, почвам, жилым помещениям, эксплуатации 
производственных, общественных помещений, организации и 
проведению санитарно-противоэпидемических (профилакти­
ческих) мероприятий».
ВНИМАНИЕ! При удалении отходов после амплификации 
(пробирок, содержащих продукты ПЦР) недопустимо открыва­
ние пробирок и разбрызгивание содержимого, поскольку это 
может привести к контаминации продуктами ПЦР лаборатор­
ной зоны, оборудования и реагентов.

- Использовать и менять при каждой операции одноразо­
вые наконечники для автоматических дозаторов с фильтрами. 
Одноразовую пластиковую посуду (пробирки, наконечники) 
необходимо сбрасывать в специальный контейнер, содержа­
щий дезинфицирующее средство, которое может быть исполь­
зовано для обеззараживания медицинских отходов.

- Поверхности столов, а также помещения, в которых про­
водится постановка ПЦР, до начала и после завершения работ 
необходимо подвергать ультрафиолетовому облучению в те­
чение 30 мин.

- Набор реагентов предназначен для одноразового приме­
нения для проведения ПЦР-исследования указанного количе­
ства проб (см. раздел «Состав»).

- Набор реагентов готов к применению согласно данной ин­
струкции. Применять набор реагентов строго по назначению.

- К работе с набором реагентов допускается только персо­
нал, обученный методам молекулярной диагностики и прави­
лам работы в клинико-диагностической лаборатории

 ̂Неиспользованные реагенты, реагенты с истекшим сроком годности, использованные ре­
агенты, упаковка относятся к классу опасности медицинских отходов Г.
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в установленном порядке (СанПиН 3.3686-21 «Санитарно-эпи­
демиологические требования по профилактике инфекционных 
болезней»),

- Не использовать набор реагентов, если нарушена внут­
ренняя упаковка или внешний вид реагента не соответствует 
описанию.

- Не использовать набор реагентов, если не соблюдались 
условия транспортирования и хранения согласно инструкции.

- Не использовать набор реагентов по истечении срока год­
ности.

- Использовать одноразовые неопудренные перчатки, ла­
бораторные халаты, защищать глаза во время работы с образ­
цами и реагентами. Тщательно вымыть руки по окончании ра­
боты. Все операции проводятся только в перчатках для исклю­
чения контакта с организмом человека.

- Избегать вдыхания паров, контакта с кожей, глазами и 
слизистой оболочкой. Вреден при проглатывании. При кон­
такте немедленно промыть пораженное место водой и при 
необходимости обратиться за медицинской помощью.

- При соблюдении условий транспортирования, эксплуата­
ции и хранения риски взрыва и возгорания отсутствуют.

- Информационное письмо о безопасности набора реаген­
тов доступно по запросу.

Оценка вероятных событий, в результате наступления ко­
торых могут произойти отрицательные последствия для орга­
низма человека

При использовании по назначению и соблюдении вышепе­
речисленных мер предосторожности набор реагентов безопа­
сен.

Специфические воздействия комплекта реагентов на орга­
низм человека:

Канцерогенный эффект отсутствует.
Мутагенное действие отсутствует.
Репродуктивная токсичность отсутствует.

ДОПОЛНИТЕЛЬНЫЕ МАТЕРИАЛЫ И ОБОРУДОВАНИЕ
1. Одноразовые полипропиленовые завинчивающиеся или

плотно закрывающиеся микропробирки объемом 1,5 мл
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или 0,6 мл (например, «Ахудеп», США) для подготовки 
проб ДНК к амплификации.

2. Одноразовые наконечники для дозаторов переменного 
объема с фильтром до 10 и до 100 или до 200 мкл (напри­
мер, Ахудеп, Inc. («Эксиджен, Инк»), США).

3. Штативы для стрипованных пробирок объемом 0,2 мл 
(например, Ахудеп, Inc. («Эксиджен, Инк»), США).

4. Бокс абактериальной воздушной среды (ПЦР-бокс) (напри­
мер, «БАВ-ПЦР-«Ламинар-С», ЗАО «Ламинарные си­
стемы», Россия).

5. Вортекс (например, SIA Biosan, Латвия).
6. Автоматические дозаторы переменного объема до 10 и до 

100 или до 200 мкл (например. Biohit, Финляндия).
7. Программируемый амплификатор с системой детекции 

флуоресцентного сигнала в режиме «реального времени», 
имеющий 4 или более независимых каналов флуоресцент­
ной детекции (например, CFX96 (Bio-Rad Laboratories, Inc. 
(«Био-Рад Лабораториз, Инк.»), США), ДТпрайм (ООО  
«НПО ДНК-Технология», Россия), QuantStudio 5 (Life 
Technologies Holdings Pte. Ltd. («Лайф Текнолоджис Хол­
динге Птс. Лтд»), Сингапур)).

8. Программное обеспечение для управления приборами для 
проведения полимеразной цепной реакции в режиме ре­
ального времени, а также анализа полученных с приборов 
данных «FRT Manager» (ООО «ИЛС», Россия; РУ № РЗН 
2019/8870).

9. Набор реагентов для обнаружения и количественного 
определения ДНК микобактерий туберкулезного ком­
плекса методом полимеразной цепной реакции с 
гибридизационно-флуоресцентной детекцией «Ампли- 
Тест® МБТ» (ФГБУ «ЦСП» ФМБА России, РУ № РЗН 
2023/20838) (для экстракции ДНК и отбора проб с концен­
трацией ДНК МБТ не менее 5x10  ̂ГЭ/мл).

10. Холодильник от плюс 2 до плюс 8 °С.
11. Отдельный халат, шапочки, обувь и одноразовые перчатки 

по МУ 1.3.2569-09.
12. Емкость для сброса наконечников.
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ВЗЯТИЕ, ТРАНСПОРТИРОВАНИЕ И ХРАНЕНИЕ ИССЛЕДУЕ­
МОГО МАТЕРИАЛА

Материалом для исследования с ломощью набора реаген­
тов «АмллиТест® МБТ-Резист-1 Lyo» являются пробы ДНК, по­
лученные в результате экстракции из образцов биологиче­
ского материала человека (мокроты, бронхоальвеолярного ла­
важа, биоптата (олерационного материала), мочи) и содержа­
щие ДНК МВТ в концентрации не менее 5x10^ ГЭ/мл, а также 
лробы ДНК, лолученные экстракцией из культур микобактерий 
туберкулёза.

Нативные образцы биологического материала человека 
(до выделения из них ДНК) собирают в стерильные одноразо­
вые градуированные ллотно завинчивающиеся емкости из по- 
лилролилена объемом 20-100 мл с широким горлом. После 
этого образцы лодвергают лредварительной обработке с по­
мощью NALC-NaOH с целью их деконтаминации и гомогениза­
ции в соответствии с Приказом Минздрава России от 
21.03.2003 № 109 «О совершенствовании противотуберкулёз­
ных мероприятий в Российской Федерации (с изменениями на 
5 июня 2017 года)» с получением осадков («единых проб»), ко­
торые пригодны для исследований как микробиологическими, 
так и молекулярно-генетическими методами.

Образцы культур микобактерий туберкулеза не подвер­
гают предварительной обработке с ломощью NALC-NaOH.

Последующую экстракцию нуклеиновых кислот из лредва- 
рительно обработанных исследуемых образцов, обнаружение 
в них ДНК МВТ и ее количественную оценку вылолняют с ис- 
лользованием соответствующего набора реагентов для диа­
гностики туберкулёза молекулярно-генетическими методами, 
зарегистрированного на территории РФ, налример, набора ре­
агентов для обнаружения и количественного олределения ДНК 
микобактерий туберкулезного комплекса методом полимераз­
ной цепной реакции с гибридизационно-флуоресцентной де­
текцией «АмплиТест® МВТ» (ФГВУ «ЦСП» ФМВА России, РУ 
№ РЗН 2023/20838), в соответствии с инструкцией по его при­
менению.

Пробы ДНК получают и хранят в виде растворов в завин­
чивающихся или плотно закрывающихся лолилролиленовых

стр. 19 ИЗ 38



пробирках объемом 1,5 мл (например, Axygen, Inc. («Экси- 
джен. Инк»), США).

Допускается хранение проб ДНК МВТ до проведения ПЦР- 
исследования:

-  при температуре от плюс 2 до плюс 8 °С -  1 неделя;
-  при температуре от минус 24 до минус 16 °С -  в течение 
года.
Допускается транспортирование проб ДНК МВТ при темпе­

ратуре от плюс 2 до плюс 8 °С в течение 1 суток в термокон­
тейнерах, содержащих хладоэлементы.
ВНИМАНИЕ! Объем лробы ДНК МВТ (лосле экстракции), 
предназначенной для исследования, должен быть не менее 
80 мкл.
ВНИМАНИЕ! Пробы ДНК, полученные экстракцией из образ­
цов культур микобактерий туберкулёза, которые были выра­
щены на ллотных литательных средах, и содержащие ДНК  
МВТ в концентрации выше 1x10® ГЭ/мл, леред лроведением 
амллификации рекомендуется разводить до 1x10^ ГЭ/мл или 
ниже во избежание ингибирования ПЦР.

ПРОВЕДЕНИЕ ПЦР-ИССЛЕДОВАНИЯ
ПЦР-исследование состоит из следующих эталов:
-  амллификация ДНК с гибридизационно-флуоресцент- 
ной детекцией в режиме «реального времени»,
-  анализ и интерпретация результатов.

АМПЛИФИКАЦИЯ С ДЕТЕКЦИЕЙ В РЕЖИМЕ «РЕАЛЬНОГО 
ВРЕМЕНИ»

Для внесения в пробирки реагентов, проб ДНК и кон­
трольных образцов используются одноразовые наконеч­
ники с фильтрами.
А. Подготовка проб для амплификации

Общий объем реакционной смеси -  25 мкл, включая 
объем пробы ДНК -  23 мкл.
1. Отобрать необходимое количество цефленовых пакетов с 

тремя различными готовыми лиофилизированными реакци­
онными смесями: Смесью-FL МБТ-Р № 1-Lyo, Смесью-FL
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МБТ-Р № 2-Lyo, Смесью-FL МБТ-Р № 3-Lyo, для ампли­
фикации ДНК исследуемых и контрольных образцов (коли­
чество контрольных образцов см. в пункте 5). Каждый це- 
фленовый пакет содержит по два стрипа с одноименной 
смесью. Для анализа одного образца требуется по одной 
пробирке из трех стрипов с разными смесями.

2. Вскрыть цефленовые пакеты, извлечь стрипы с различ­
ными лиофилизированными реакционными смесями и 
расставить в штативе по порядку: сначала смесь № 1, за­
тем № 2 и потом № 3.

ВНИМАНИЕ! Цефленовые пакеты, содержащие Смесь-FL 
МБТ-Р № 1-Lyo, Смесь-FL МБТ-Р № 2-Lyo и Смесь-FL МБТ-Р 
№ 3-Lyo, необходимо вскрывать непосредственно перед ис­
пользованием указанных реагентов. Не хранить лиофилизиро- 
ванные смеси после вскрытия цефленовых пакетов!
3. В анализируемую пробу ДНК МБТ внести реагент ВКО-М 

на этапе подготовки к амплификации, если он не был до­
бавлен в анализируемый образец на этапе экстракции нук­
леиновых кислот: однократно внести в каждую пробу ДНК 
объемом 80 мкл по 4 мкл ВКО-М (можно изменять объем 
пробы, но ВКО-М необходимо добавлять пропорцио­
нально объему пробы 1:20), перемешать и осадить капли 
на вортексе (при получении пробы экстракцией методом 
сорбции на силикагеле повторить центрифугирование для 
осаждения частиц сорбента). При повторном проведении 
амплификации для тех же проб ВКО-М в них не вносится.

ВНИМАНИЕ! При использовании для отбора проб ДНК МБТ 
набора реагентов для обнаружения и количественного опре­
деления ДНК микобактерий туберкулезного комплекса мето­
дом полимеразной цепной реакции с гибридизационно-флуо- 
ресцентной детекцией «АмплиТест® МБТ» (ФГБУ «ЦСП» 
ФМБА России, РУ № РЗН 2023/20838) ВКО-М в анализируе­
мую пробу ДНК МБТ не вносить на этапе подготовки к ампли­
фикации, так как он был добавлен на этапе экстракции нукле­
иновых кислот.
ВНИМАНИЕ! При использовании для отбора проб ДНК МБТ 
формы 1 набора реагентов «АмплиТест® МБТ» (ФГБУ «ЦСП»
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ФМБА России, РУ № РЗН 2023/20838) перед анализом с помо­
щью набора реагентов «АмплиТест® МБТ-Резист-1» рекомен­
дуется разбавить анализируемую пробу ДНК МБТ РНК-буфе- 
ром (входящим в состав набора «АмплиТест® МБТ») в 2 раза 
во избежание быстрого расходования анализируемой пробы и 
ее нехватки на все последующие тесты.
4. В три пробирки с различными реакционными смесями вне­

сти по 23 мкл каждой пробы ДНК (в одном повторе), полу­
ченной в результате экстракции из исследуемых образцов, 
и подготовленной к амплификации согласно пункту 3.

ВНИМАНИЕ! Объем экстрагированной пробы ДНК МБТ, пред­
назначенной для исследования, должен быть не менее 
80 мкл.
ВНИМАНИЕ! При добавлении проб ДНК, полученных экстрак­
цией с помощью комплектов реагентов для выделения нукле­
иновых кислот методом магнитной сепарации, необходимо из­
бегать попадания сорбента в реакционную смесь.
5. Поставить контрольные реакции (по одному повтору каж­

дой):
а) положительный контроль ПЦР (L+ wt) -  в три пробирки 

с различными реакционными смесями внести по 23 мкл 
L+ MBT-wt;

б) положительный контроль ПЦР (L+ mut) -  в три пробирки 
с различными реакционными смесями внести по 23 мкл 
L+ MBT-mut;

в) отрицательный контроль ПЦР (К-) -  в три пробирки 
с различными реакционными смесями внести по 23 мкл 
К-;

ВНИМАНИЕ! Содержимое пробирок необходимо тщательно 
перемешать пипетированием до полного растворения лиофи- 
лизированной гранулы, не допуская появления пузырьков воз­
духа.
ВНИМАНИЕ! В случае тестирования небольшого количества 
образцов рекомендуется НЕ вносить образцы в крайние 
ячейки планшета (по горизонтали А/Н1-12, по вертикали 
B/C/D/E/F/G1 и B/C/D/E/F/G12). При тестировании максималь­
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ного количества образцов (при полной загрузке прибора) в ука­
занные крайние ячейки рекомендуется вносить L+ МБТ-mut, 
К - и пробы в концентрации ДНК МБТ не менее 1x10"  ̂ГЭ/мл.

Б. Проведение амплификации с детекцией в режиме «ре­
ального времени»
1. При использовании программного обеспечения для 
управления приборами для проведения полимеразной цепной 
реакции в режиме реального времени, а также анализа полу­
ченных с приборов данных «FRT Manager» (далее -  ПО «FRT 
Manager») (ООО «ИЛС», Россия; РУ № РЗН 2019/8870) поста­
новка ПЦР-РВ осуществляется согласно руководству пользо­
вателя указанного ПО.

В случае запуска постановки с помощью ПО амплифика- 
тора необходимо запрограммировать амплификатор с систе­
мой детекции в режиме «реального времени» для выполнения 
соответствующей программы амплификации и детекции флу­
оресцентного сигнала (см. табл. 6).
Таблица 6 — Программа амплификации и детекции флуо­
ресцентного сигнала для всех рекомендованных прибо­
ров планшетного^ типа

Цикл Температура,
X Время

Детекция флуоресцентного 
сигнала по каналам для 

флуорофоров

Количе­
ство

циклов
1 95 15 мин 1

2
95 15 с

565 30 с
72 15 с

3

95 15с

4065 30 с FAM, JOE (HEX, VIC), ROX, 
Cy5

72 15с

2. Установить стрипованные пробирки в ячейки реакцион­
ного модуля прибора строго в определенном порядке для каж­
дого образца (включая контроли): сначала должна идти про­
бирка с реакционной смесью № 1, далее -  со смесью № 2, за-

® CFX96 (Bio-Rad), ДТпрайм (ДНК-Технология), QuantStudio 5 (Life Technologies Holdings 
Pte. Ltd.).
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тем -  со смесью № 3. Рекомендуется перед постановкой в ам- 
плификатор осадить капли со стенок пробирок кратким центри­
фугированием.
ВНИМАНИЕ! В случае неполной загрузки прибора (тестирова­
ния небольшого количества образцов) рекомендуется НЕ рас­
полагать образцы в крайних ячейках реакционного модуля ам- 
плификатора. В этом случае рекомендуется дополнительно 
установить пустые стрипы (аналогичные используемым) по 
краям реакционного модуля амплификатора.
3. Запустить выполнение программы амплификации с де­
текцией флуоресцентного сигнала с помощью ПО «FRT Man­
ager» или ПО амплификатора.
4. По окончании выполнения программы приступить к ана­
лизу и интерпретации результатов.

В. Анализ и интерпретация результатов
При использовании для запуска постановки ПО «FRT Ma­

nager» анализ полученных данных и интерпретация результа­
тов проводятся автоматически. В случае использования за­
пуска посредством ПО амплификатора анализ и интерпрета­
цию результатов осуществляют вручную. Анализируют кривые 
накопления флуоресцентного сигнала по четырем различным 
каналам флуоресцентной детекции и реакционным смесям 
в соответствии с табл. 1 настоящей инструкции. Результаты 
интерпретируются на основании наличия (или отсутствия) пе­
ресечения кривой флуоресценции с установленной на соот­
ветствующем уровне пороговой линией (указана во вкладыше 
к набору), что определяет наличие (или отсутствие) для дан­
ной пробы ДНК значения порогового цикла (C t) в соответству­
ющей графе таблицы результатов.

Сначала анализируют результаты, полученные для кон­
трольных образцов. Результат ПЦР-исследования считается 
достоверным, если получены правильные результаты для кон- 
тролей этапов экстракции и амплификации ДНК в соответ­
ствии с табл. 7 и вкладышем, прилагаемым к набору реаген­
тов.
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Таблица 7 — Контроль достоверности этапов экстракции 
ДНК и амплификации с детекцией в режиме «реального 
времени»

Наимено­
вание

Смеси-FL
МБТ-Р

Кон­
троль

Контроли­
руемый 

этап ПЦР- 
исследо­

вания

Значение порогового цикла 
по каналу для флуорофора (Ct)

РАМ JOE (HEX, 
VIC) ROX Су5

№ 1-Lyo

К - ПЦР

отсутствует отсутствует отсутствует отсутствует

№ 2-Lyo отсутствует отсутствует отсутствует отсутствует

№ 3-Lyo отсутствует отсутствует отсутствует отсутствует

№ 1-Lyo

L+ wt ПЦР

определено
меньше

граничного

опоеделено
меньше

граничного
отсутствует

опоеделено
меньше

граничного

№ 2-Lyo
опоеделено

меньше
граничного

определено
меньше

граничного

опоеделено
меньше

граничного

опоеделено
меньше

граничного

№ 3-Lyo
опоеделено

меньше
граничного

опоеделено
меньше

граничного

опоеделено
меньше

граничного

опоеделено
меньше

граничного

№ 1-Lyo

L+ mut ПЦР

отсутствует отсутствует
опоеделено 
меньше гра­

ничного
отсутствует

№ 2-Lyo
опоеделено

меньше
граничного

отсутствует
опоеделено

меньше
граничного

не учитыва­
ется

№ 3-Lyo отсутствует отсутствует
определено

меньше
граничного

отсутствует

Затем анализируют результаты, полученные для исследу­
емых образцов, по схеме, описанной ниже.

Принципы интерпретации результатов следующие:
1. Результат выявления мутаций, связанных с устойчивостью 

к рифампицину (ограничения см. в пункте 3):
1.1. Не обнаружены мутации, связанные с устойчивостью 

МВТ к рифампицину, если для данной пробы соблюда­
ются все три перечисленные ниже условия:
- определены значения C t по каналам для флуорофоров 
РАМ, JOE (HEX, VIC), Суб, и отсутствует значение C t по 
каналу для флуорофора ROX в пробирке со Смесью-FL 
МБТ-Р № 1-Lyo,
- определены значения C t по каналам для флуорофоров 
РАМ, JOE (HEX, VIC), ROX и Суб в пробирке со Смесью- 
FL МБТ-Р № 2-Lyo,
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- определено значение C t по каналу для флуорофора 
JOE (HEX, VIC) в пробирке со Смесью-FL МБТ-Р № 3-Lyo. 
При этом значение Ct по каналу для флуорофора ROX в 
пробирке со Смесью-FL МБТ-Р № 3-Lyo (детекция ВКО) не 
учитывается, т.к. в этом случае область RRDR гена гроВ без 
мутаций является эндогенным внутренним контролем.

1.2.Обнаружена мутация, связанная с устойчивостью МБТ 
к рифампицину, если для данной пробы соблюдается 
хотя бы одно из перечисленных ниже условий;
- отсутствует значение C t по одному или нескольким ка­
налам для флуорофоров FAM, JOE (HEX, VIC), Су5 и/или 
определено значение C t по каналу для флуорофора ROX 
в пробирке со Смесью-FL МБТ-Р № 1-Lyo,
- отсутствует значение C t по одному или нескольким ка­
налам для флуорофоров FAM, JOE (HEX, VIC), ROX, Cy5 
в пробирке со Смесью-FL МБТ-Р № 2-Lyo,
- отсутствует значение C t по каналу для флуорофора 
JOE (HEX, VIC) в пробирке со Смесью-FL МБТ-Р № 3-Lyo.

ВНИМАНИЕ! Если для данной пробы отсутствует значение C t 
по каналу для флуорофора ROX в пробирке со Смесью-FL 
МБТ-Р № 1-Lyo, то допустимо отсутствие Cf еще не более чем 
по четырем каналам (из перечисленных выше) суммарно для 
всех трех Смесей-FL (ограничения см. в пункте 3), при этом 
имеющиеся значения Ct могут превышать граничные значения 
не более чем по трем каналам, а значение C t по каналу для 
флуорофора ROX в пробирке со Смесью-FL МБТ-Р № 3-Lyo 
(детекция ВКО) должно быть меньше или равно граничному.
ВНИМАНИЕ! Если для данной пробы определено значение C t 
по каналу для флуорофора ROX в пробирке со Смесью-FL 
МБТ-Р № 1-Lyo, то допустимо отсутствие C t более чем по че­
тырем каналам суммарно для всех трех Смесей-FL (но не в 
одной Смеси-FL), при этом имеющиеся значения C t могут пре­
вышать граничные значения по всем каналам, и значение C t 
по каналу для флуорофора ROX в пробирке со Смесью-FL 
МБТ-Р № 3-Lyo (детекция ВКО) не учитывается. В данном слу­
чае результатом будет «Обнаружена мутация S531L в гене 
гроВ, связанная с устойчивостью МБТ к рифампицину».
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2. Результат выявления мутаций, связанных с устойчиво­
стью к изониазиду (ограничения см. в пункте 3):
2.1. Не обнаружены мутации, связанные с устойчивостью 

МБТ к изониазиду, если для данной пробы определены 
значения C t по каналам для флуорофоров РАМ и Суб 
в пробирке со Смесью-FL МБТ-Р № 3-Lyo.

2.2.Обнаружена мутация, связанная с устойчивостью МБТ 
к изониазиду, если для данной пробы отсутствует значе­
ние Cf по каналу для флуорофора РАМ, и определены зна­
чения C t меньше или равные граничным для флуорофоров 
ROX (детекция ВКО) и Суб в пробирке со Смесью-FL МБТ - 
Р № 3-Lyo, или
Обнаружены мутации, связанные с устойчивостью 
МБТ к изониазиду, если для данной пробы отсутствуют 
значения C t по каналам для флуорофоров РАМ и Суб, и 
олределено значение Ct меньше или равное граничному 
по каналу для флуорофора ROX в пробирке со Смесью-FL 
МБТ-Р № 3-Lyo (детекция ВКО).

2.3. Обнаружена мутация, связанная с устойчивостью низ­
кого уровня МБТ к изониазиду, если для данной пробы 
отсутствует значение C t по каналу для флуорофора Суб, и 
определены значения C t меньше или равные граничным 
для флуорофоров ROX (детекция ВКО) и FAM в пробирке со 
Смесью-FL МБТ-Р № 3-Lyo.

3. Ограничения. Перечисленные выше результаты выявле­
ния мутаций, ассоциированных с устойчивостью МБТ 
к рифампицину и изониазиду, учитываются в случае, если 
полученные для пробы данные не соответствуют описан­
ным далее вариантам: «Недостаточно ДНК МБТ для ана­
лиза», «Результат невалидный» или «Ошибка».

3.1. Недостаточно ДНК МБТ для анализа, если наблюдается 
один из следующих вариантов:
- отсутствуют значения Ct одновременно по пяти или бо­
лее каналам для флуорофоров из перечисленных далее: РАМ, 
JOE (HEX, VIC) и Суб в пробирке со Смесью-FL МБТ-Р № 1- 
Lyo; РАМ, JOE (HEX, VIC), ROX и Суб в пробирке со Сме- 
сью-FL МБТ-Р № 2-Lyo и JOE (HEX, VIC) в пробирке со 
Смесью-FL МБТ-Р № 3-Lyo, -  и определено значение C t
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меньше или равное граничному в пробирке со Смесью-FL 
МБТ-Р № 3-Lyo по каналу для флуорофора ROX (детекция 
ВКО):
- отсутствуют значения Ct по одному или нескольким кана­
лам, и значения Ct превышают граничные по четырем кана­
лам для флуорофоров из перечисленных далее: FAM, JOE 
(HEX, VIC) и Су5 в пробирке со Смесью-FL МБТ-Р № 1-Lyo; 
FAM, JOE (HEX, VIC), ROX и Cy5 в пробирке со Смесью-FL 
МБТ-Р № 2-Lyo и JOE (HEX, VIC) в пробирке со Смесью- 
FL МБТ-Р № 3-Lyo, -  и определено значение C t меньше 
или равное граничному в пробирке со Смесью-FL МБТ-Р 
№ 3-Lyo по каналу для флуорофора ROX (детекция ВКО);
- отсутствуют значения Cf одновременно по всем четырем 
каналам в пробирке со Смесью-FL МБТ-Р № 1-Lyo и/или 
со Смесью-FL МБТ-Р № 2-Lyo, а присутствующие значе­
ния C t по всем каналам в остальных лробирках превышают 
граничные, кроме значения Ct в пробирке со Смесью-FL 
МБТ-Р N° 3-Lyo по каналу для флуорофора ROX (детекция 
ВКО), которое определено меньше или равное гранич­
ному.
Если получен результат «Недостаточно ДНК МБТ для 

анализа», то исследуемая проба ДНК не может быть проана­
лизирована с помощью данного набора реагентов, поскольку 
содержание ДНК МБТ в ней ниже аналитической чувствитель­
ности набора реагентов или ДНК МБТ отсутствует.
3.2. Результат невалидный, если для данной пробы наблю­

дается один из следующих вариантов:
- значение Ct отсутствует или превышает граничное по 
каналу для флуорофора ROX в пробирке со Смесью-FL 
МБТ-Р № 3-Lyo (детекция ВКО), и отсутствуют значения Ct 
одновременно по пяти или более каналам из перечислен­
ных далее: FAM, JOE (HEX, VIC) и Су5 в пробирке со Сме- 
сью-FL МБТ-Р № 1-Lyo; FAM, JOE (HEX, VIC), ROX и Cy5 в 
пробирке со Смесью-FL МБТ-Р № 2-Lyo и JOE (HEX, VIC) 
в пробирке со Смесью-FL МБТ-Р № 3-Lyo.
- значение Ct отсутствует или превышает граничное по ка­
налу для флуорофора ROX в пробирке со Смесью-FL МБТ- 
Р № 3-Lyo (детекция ВКО), и отсутствуют значения Ct по од­
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ному или нескольким другим каналам, и значения C t превы­
шают граничные по четырем каналам из перечисленных да­
лее: FAM, JOE (HEX, VIC) и Су5 в пробирке со Смесью-FL 
МБТ-Р № 1-Lyo; FAM, JOE (HEX, VIC), ROX и Cy5 в про­
бирке со Смесью-FL МБТ-Р № 2-Lyo и JOE (HEX, VIC) в 
пробирке со Смесью-FL МБТ-Р № 3-Lyo.
Если получен «Результат невалидный», то необходимо 

провести повторное ПЦР-исследование соответствующего ис­
следуемого образца, начиная с этапа экстракции ДНК.
3.3. Ошибка, если для исследуемого образца отсутствуют зна­

чения порогового цикла (C t) одновременно по всем четы­
рем каналам в одной или нескольких пробирках со Сме- 
сями-FL, при этом выполняется одно из следующих усло­
вий;
- присутствующие значения C t (все или некоторые) 
не превышают граничных значений;
- значение C t отсутствует или превышает граничное 
по каналу для флуорофора ROX в пробирке со Смесью-FL 
МБТ-Р № 3-Lyo (детекция ВКО).
Если получен результат «Ошибка», то необходимо прове­

сти повторное ПЦР-исследование данного образца, начиная 
с этапа экстракции ДН1К.
ВНИМАНИЕ! Граничные значения C t указаны во вкладыше, 
прилагаемом к набору реагентов.

Примеры результатов частных случаев выявления мута­
ций приведены в Приложении 1.
Возможные ошибки:
1. Для положительного контроля ПЦР (L+ wt) значение поро­

гового цикла (C t) отсутствует или превышает граничное 
значение по каналам, где оно должно быть определено 
меньше граничного согласно таблице 7. Г1еобходимо по­
вторить ПЦР-исследование для всех образцов.

2. Для положительного контроля ПЦР (L+ mut) значение по­
рогового цикла {C t) отсутствует или превышает граничное 
значение по каналам, где оно должно быть определено 
меньше граничного согласно таблице 7 или определено 
значение порогового цикла {C t) по каналам, где оно
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должно отсутствовать согласно таблице 7. Необходимо 
повторить ПЦР-исследование для всех образцов.
Для отрицательного контроля ПЦР (К -) определено значе­
ние порогового цикла (C t) по одному или нескольким кана­
лам. Вероятна контаминация лаборатории продуктами ам­
плификации или контаминация реагентов, исследуемых 
образцов на каком-либо этапе ПЦР-исследования. Необ­
ходимо предпринять меры по выявлению и ликвидации ис­
точника контаминации и повторить ПЦР-исследование для 
всех образцов.
Для исследуемого образца определено значение порого­
вого цикла (Ct), при этом на графике флуоресценции от­
сутствует участок характерного экспоненциального подъ­
ема (график представляет собой приблизительно прямую 
линию). Необходимо проверить правильность выбранного 
уровня пороговой линии или параметров расчета базовой 
линии. Если результат получен при правильном уровне по­
роговой линии (базовой линии), требуется повторно прове­
сти ПЦР-исследование для этого образца.
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СРОК годности. УСЛОВИЯ ТРАНСПОРТИРОВАНИЯ и 
ХРАНЕНИЯ

Срок годности. 12 месяцев. Набор реагентов с истекшим 
сроком годности применению не подлежит.

Транспортирование. Набор реагентов транспортировать 
при температуре от плюс 2 до плюс 8 °С не более 5 суток 
в термоконтейнерах, содержащих хладоэлементы, всеми ви­
дами крытых транспортных средств.

Хранение.
«ПЦР-комплект» вариант FRT-64 L хранить в холодильной 

камере при температуре от плюс 2 до плюс 8 °С.
Реагент К- допустимо хранить при температуре от минус 

24 до плюс 8 °С.
Не хранить лиофилизированные Смесь-FL МБТ-Р № 1- 

Lyo, Смесь-FL МБТ-Р № 2-Lyo и Смесь-FL МБТ-Р № 3-Lyo по­
сле вскрытия цефленовых пакетов!

Смесь-FL МБТ-Р № 1-Lyo, Смесь-FL МБТ-Р № 2-Lyo и 
Смесь-FL МБТ-Р № 3-Lyo беречь от воздействия солнечного 
света.

Не использовать лиофилизированные Смесь-FL МБТ-Р № 
1-Lyo, Смесь-FL МБТ-Р № 2-Lyo и Смесь-FL МБТ-Р № 3-Lyo из 
поврежденных цефленовых пакетов!

Реагенты L+ МБТ-wt, L+ МБТ-mut, ВКО-М, К -  после вскры­
тия допускается хранить при температуре от плюс 2 до плюс 
8 °С до истечения срока годности набора реагентов.

Холодильная камера должна обеспечивать регламентиро­
ванный температурный режим.
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ГАРАНТИЙНЫЕ ОБЯЗАТЕЛЬСТВА ИЗГОТОВИТЕЛЯ
Изготовитель гарантирует соответствие основных пара­

метров и характеристик набора реагентов требованиям, ука­
занным в технической и эксплуатационной документации, 
в течение указанного срока годности при соблюдении всех 
условий транспортирования, хранения и применения.

Медицинское изделие техническому обслуживанию и ре­
монту не подлежит.

Рекламации на качество набора реагентов направлять 
по адресу 119121, Российская Федерация, г. Москва, Погодин­
ская ул., Д . 1 0  стр. 1,  e-mail: promlab@cspfmba.ru.

При выявлении побочных действий, не указанных в ин­
струкции по применению набора реагентов, нежелательных 
реакций при его использовании, фактов и обстоятельств, со­
здающих угрозу жизни и здоровью граждан и медицинских ра­
ботников при применении и эксплуатации набора реагентов, 
рекомендуется направить сообщение по адресу, указанному 
выше, и в уполномоченную государственную регулирующую 
организацию (в РФ -  Федеральная служба по надзору в сфере 
здравоохранения) в соответствии с действующим законода­
тельством.

Руководитель
производственной лаборатории

Ж.Е.Тарасова

стр. 32 из 38



символы, ИСПОЛЬЗУЕМЫЕ В ПЕЧАТНОЙ ПРОДУКЦИИ

R E F Номер по каталогу

LO T  Код партии

IVD

VER

I
шА
1 '̂

Медицинское 
изделие для 
диагностики in vitro

Дата изменения

Температурный диа­
пазон

Изготовитель

Не допускать 
воздействия влаги

А
V

as

сгО

Осторожно

Содержимого достаточно 
для проведения </?>-тестов

Использовать до

Обратитесь к инструкции 
по применению  или к 
инструкции по 
применению  в электронном 
виде

Не допускать воздействия 
солнечного света

Дата изготовления

Не использовать при по­
вреждении упаковки и об­
ратиться к инструкции по 
применению
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ПРИЛОЖЕНИЕ 1 -  Интерпретация результатов для исследуемых образцов в некоторых
наиболее распространенных частных случаях

Наимено­
вание

Смеси-FL
МБТ-Р

Значение порогового цикла (CQ по каналу для флуорофора
Общий результат анализа: 

мутации, связанные 
с устойчивостью МБТ:

FAM JOE (HEX. VIC) ROX Су5 крифампицину к изониазиду
№ 1-Lyo + + — +

Не обнаружены Не обнаруженыNq 2-Lyo + + + +
№ 3-Lyo + + не учитывается +
№ 1-Lyo + + — + Не обнаружены Обнаружена 

(мутация 
в кодоне 315 

гена katG)

No 2-Lyo + + + +

Nq 3-Lyo - + +
< граничного

+
< граничного

№ 1-Lyo + + — +

Не обнаружены

Обнаружены 
(мутации в кодоне 

315 гена katG и 
промоторе 
гена inhA)

№ 2-Lyo + + +

Nq 3-Lyo — + +
< граничного

—

Nq 1-Lyo + + — +

Не обнаружены

Обнаружена 
мутация, связан­
ная с устойчиво­

стью низкого 
уровня (в промо­
торе гена inhA)

№ 2-Lyo + + + +

№ 3-Lyo
+

< граничного
+ +

< граничного
—

Nq 1-Lyo — + + + Обнаружена 
мутация S531L 

в гене гроВ
Не обнаруженыNq 2-Lyo + + + не учитывается

№ 3-Lyo + + не учитывается +
Nq 1-Lyo — + + +

Обнаружена 
мутация S531L 

в гене гроВ

Обнаружена 
(мутация 

в кодоне 315 
гена katG)

Nq 2-Lyo + + + не учитывается

Nq 3-Lyo - + +
< граничного

+
< граничного

Nq 1-Lyo - + + + Обнаружена Обнаружены
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Наимено­
вание

Смеси-FL
МБТ-Р

Значение порогового цикла (Cf) по каналу для флуорофора
Общий результат анализа: 

мутации, связанные 
с УСТОЙЧИВОСТЬЮ МБТ:

FAM JOE (HEX, VIC) ROX Су5 к рифампицину к изониазиду
Nq 2-Lyo + + + не учитывается мутация S531L 

в гене гроВ
(мутации 

в кодоне 315 
гена katG и промо­

торе гена inhA)
№ 3-Lyo - + +

< граничного
-

№ 1-Lyo — + + +

Обнаружена 
мутация S531L 

в гене гроВ

Обнаружена 
мутация, связан­
ная с устойчиво­

стью низкого 
уровня (в промо­
торе гена inhA)

Nq 2-Lyo + + + не учитывается

No 3-Lyo
+

< граничного
+ +

< граничного
—

№ 1-Lyo + + + + Обнаружена 
мутация S531L 

в гене ГроВ 
(в смеси с ДНК без 
мутаций в кодоне 

531 гена ГроВ)

Не обнаружены*No 2-Lyo + + + не учитывается

No 3-Lyo + + не учитывается +

No 1-Lyo —

+
< граничного

-

+
^ граничного Обнаружена 

(мутация в области 
кодона 531 гена 

гроВ, но НЕ S531L)

Обнаружена 
(мутация 

в кодоне 315 
гена katG)*

№ 2-Lyo
+

< граничного
+

< граничного
+

^ граничного не учитывается

No 3-Lyo —

+
^ граничного

+
< граничного

+
^ граничного

No 1-Lyo
+

< граничного
- -

+
< граничного Обнаружена 

(мутация в области 
кодона 516 
гена гроВ)

Не обнаружены*No 2-Lyo
+

< граничного не учитывается
+

< граничного
+

< граничного

3-Lyo + +
< граничного

+
< граничного

+

No 1-Lyo
+

< граничного
+

^ граничного
— — Обнаружена Не обнаружены*
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Наимено­
вание

Смеси-FL
МБТ-Р

Значение порогового цикла (Cf) по каналу для флуорофора
Общий результат анализа: 

мутации, связанные 
с устойчивостью МБТ:

FAM JOE (HEX, VIC) ROX Су5 к рифампицину к изониазиду

Nq 2-Lyo
+

< граничного
+

< граничного
+

< граничного
+

< граничного (мутация в области 
кодона 526 
гена гроВ)№ 3-Lyo + +

< граничного
+

< граничного
+

№ 1-Lyo
+

^ граничного
+

< граничного
—

+
< граничного Обнаружена 

(мутация в области 
кодона 511 
гена гроВ)

Не обнаружены*No 2-Lyo -
+

< граничного
+

< граничного
+

й граничного

Nq 3-Lyo + +
^ граничного

+
< граничного

+

No 1-Lyo
+

< граничного
+

й граничного
-

+
< граничного Обнаружена 

(мутация в области 
кодона 513 
гена гроВ)

Не обнаружены*№ 2-Lyo не учитывается -
+

^ граничного
+

< граничного

No 3-Lyo + +
й граничного

+
< граничного

+

№ 1-Lyo
+

< граничного
+

< граничного
-

+
< граничного Обнаружена 

(мутация в области 
кодона 522 
гена ГроВ)

Не обнаружены*№ 2-Lyo
+

й граничного
+

^ граничного
—

+
< граничного

№ 3-Lyo -1-
+

< граничного
+

< граничного
+

No 1-Lyo не учитывается
+

< граничного
—

+
< граничного Обнаружена 

(мутация в области 
кодона 533 
гена гроВ)

Обнаружена 
(мутация 

в кодоне 315 
гена katG)*

№ 2-Lyo
+

й граничного
+

< граничного
+

^ граничного
—

№ 3-Lyo -
+

< граничного
+

< граничного
-1-

< граничного

No 1-Lyo
+

< граничного
+

й граничного
—

-I-

^ граничного Обнаружена Обнаружена
(мутация
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Наимено­
вание

Смеси-FL
МБТ-Р

Значение порогового цикла (Of) по каналу для флуорофора
Общий результат анализа: 

мутации, связанные 
с устойчивостью МБТ:

FAM JOE (HEX, VIC) ROX Су5 к рифампицину к изониазиду

№  2-Lyo
+

< граничного
+

< граничного
+

< граничного
+

< граничного
(мутация в области 

кодона 572 
гена гроВ)

в кодоне 315 
гена katG )*

No 3-Lyo — -
+

< граничного
+

< граничного
No 1-Lyo — + + +

Обнаружены 
(2 мутации в гене 

гроВ: S531L и в об­
ласти кодона 572)

Обнаружена 
(мутация 

в кодоне 315 
гена katG )*

№ 2-Lyo
+

< граничного
+

^  граничного
+

^  граничного не учитывается

No 3-Lyo — —
+

< граничного
+

^  граничного
No 1-Lyo — + — —

Недостаточно ДНК МБТ 
для анализа

№ 2-Lyo — — + —

No 3-Lyo не учитывается +
+

<  граничного не учитывается

No 1-Lyo
+

< граничного
+

>  граничного
—

+

> граничного
Недостаточно ДНК МБТ 

для анализа
№ 2-Lyo

+

> граничного
+

>  граничного
+

^  граничного
-

No 3-Lyo не учитывается
+

< граничного
+

< граничного не учитывается

No 1-Lyo —
+

> граничного
- -

Недостаточно ДНК МБТ 
для анализа

No 2-Lyo —
+

> граничного
+

> граничного
-

No 3-Lyo не учитывается
+

> граничного
+

< граничного не учитывается

No 1-Lyo — + — —

Невалидный
№ 2-Lyo — — + —

No 3-Lyo + + - / +
+
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ПРИЛОЖЕНИЕ 1 -  Интерпретация результатов для исследуемых образцов в некоторых
наиболее распространенных частных случаях

Наимено­
вание

Смеси-FL
МБТ-Р

Значение порогового цикла (Cf) по каналу для флуорофора
Общий результат анализа: 

мутации, связанные 
с устойчивостью МБТ:

FAM JOE (HEX. VIC) ROX Су5 к рифампицину к изониазиду
№ 1-Lyo + + — +

Не обнаружены Не обнаруженыNq 2-Lyo + + + +
No 3-Lyo + + не учитывается +
No 1-Lyo + + ~ +

Не обнаружены
Обнаружена 

(мутация 
в гене katG)

No 2-Lyo + + + +

No 3-Lyo — + +
< граничного

+
< граничного

No 1-Lyo + + — +

Не обнаружены

Обнаружены 
(мутации в гене 

katG и промоторе 
гена inhA)

No 2-Lyo + + + +

№ 3-Lyo — + +
< граничного

—

No 1-Lyo + + — +

Не обнаружены

Обнаружена 
мутация, связан­
ная с устойчиво­

стью низкого 
уровня (в промо­
торе гена inhA)

No 2-Lyo + + + +

No 3-Lyo
+

< граничного
+ +

< граничного
—

№ 1-Lyo — + + + Обнаружена 
мутация S531L 

в гене гроВ
Не обнаруженыNo 2-Lyo + + + не учитывается

No 3-Lyo + + не учитывается +
No 1-Lyo — + + +

Обнаружена 
мутация S531L 

в гене гроВ

Обнаружена 
(мутация 

в гене katG)

No 2-Lyo + + + не учитывается

No 3-Lyo — + +
< граничного

+
< граничного

No 1-Lyo — + + + Обнаружена Обнаружены
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Наимено­
вание

Смеси-FL
МБТ-Р

Значение порогового цикла (Ct) по каналу для флуорофора
Общий результат анализа: 

мутации, связанные 
с устойчивостью МВТ:

FAM JOE (HEX, VIC) ROX Су5 к рифампицину к изониазиду
№ 2-Lyo + + + не учитывается мутация S531L 

в гене гроВ
(мутации 

в гене katG 
и промоторе 

гена inhA)
N9 3-Lyo — + +

< граничного
-

№ 1-Lyo — + + +

Обнаружена 
мутация S531L 

в гене гроВ

Обнаружена 
мутация, связан­
ная с устойчиво­

стью низкого 
уровня (в промо­
торе гена inhA)

No 2-Lyo + + + не учитывается

No 3-Lyo
+

< граничного
+

+
< граничного

—

№ 1-Lyo + + + + Обнаружена 
мутация S531L 

в гене гроВ 
(в смеси с ДНК без 
мутаций в кодоне 

531 гена гроВ)

Не обнаружены*№ 2-Lyo + + + не учитывается

No 3-Lyo + + не учитывается +

№ 1-Lyo -
+

< граничного
—

+
< граничного Обнаружена 

(мутация в области 
кодона 531 гена 

ГроВ, но НЕ S531L)

Обнаружена 
(мутация 

в гене katG)*
№ 2-Lyo

+
< граничного

+
< граничного

+
< граничного

не учитывается

№ 3-Lyo —
+

< граничного
не учитывается

+
< граничного

No 1-Lyo
+

< граничного
- -

+
< граничного Обнаружена 

(мутация в области 
кодона 516 
гена ГроВ)

Не обнаружены*№ 2-Lyo
+

< граничного
не учитывается

+

< граничного
+

< граничного

№ 3-Lyo +
+

< граничного
+

< граничного
+

No 1-Lyo
+

< граничного
+

< граничного
— —

Обнаружена Не обнаружены*
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Наимено­
вание

Смеси-FL
МБТ-Р

Значение порогового цикла {Ct) по каналу для флуорофора
Общий результат анализа: 

мутации, связанные 
с устойчивостью МВТ:

FAM JOE (HEX, VIC) ROX Су5 к рифампицину к изониазиду

№ 2-Lyo
+

< граничного
+

< граничного
+

< граничного
+

< граничного
(мутация в области 

кодона 526 
гена гроВ)

No 3-Lyo + +
< граничного

+
< граничного

+

No 1-Lyo
+

< граничного
+

< граничного
-

+
< граничного Обнаружена 

(мутация в области 
кодона 511 
гена гроВ)

Не обнаружены*No 2-Lyo
+

< граничного
+

< граничного
+

< граничного

No 3-Lyo + +
< граничного

+
< граничного

+

№ 1-Lyo
+

< граничного
+

^ граничного
—

+
< граничного Обнаружена 

(мутация в области 
кодона 513 
гена ГроВ)

Не обнаружены*No 2-Lyo не учитывается
—

+
< граничного

+
< граничного

No 3-Lyo + +
^ граничного

+
< граничного

+

№ 1-Lyo
+

< граничного
+

< граничного
—

+
< граничного Обнаружена 

(мутация в области 
кодона 522 
гена ГроВ)

Не обнаружены*№ 2-Lyo
+

< граничного
+

< граничного
—

+
< граничного

No 3-Lyo + +
< граничного

+
< граничного

+

№ 1-Lyo не учитывается
+

^ граничного
—

+
< граничного Обнаружена 

(мутация в области 
кодона 533 
гена гроВ)

Обнаружена 
(мутация 

в гене katG)*
No 2-Lyo

+
< граничного

+
< граничного

+
< граничного

-

No 3-Lyo —

+
< граничного

+
< граничного

+
< граничного

№ 1-Lyo
+

< граничного
+

^ граничного
-

+
< граничного

Обнаружена Обнаружена
мутация
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Наимено­
вание

Смеси-FL
МБТ-Р

Значение порогового цикла (Cf) по каналу для флуорофора
Общий результат анализа: 

мутации, связанные 
с устойчивостью МБТ:

FAM JOE (HEX, VIC) ROX Су5 к рифампицину к изониазиду

№ 2-Lyo +
< граничного

+
^ граничного

+
< граничного

+
< граничного

(мутация в области 
кодона 572 
гена гроВ)

(в гене katG)*

Nq 3-Lyo — —

+
< граничного

+
< граничного

№ 1-Lyo — + + +
Обнаружены 

(2 мутации в гене 
гроВ: S531L и в об­
ласти кодона 572)

Обнаружена 
(мутация 

в гене katG)*
№ 2-Lyo

+
< граничного

+
< граничного

+
< граничного не учитывается

№ 3-Lyo — -

+
< граничного

+
< граничного

№ 1-Lyo — + — —

Недостаточно ДНК МБТ 
для анализа

Nq 2-Lyo — — + —

№ 3-Lyo не учитывается + +
< граничного не учитывается

№ 1-Lyo
+

< граничного
+

> граничного
—

+
> граничного

Недостаточно ДНК МБТ 
для анализа№ 2-Lyo

+
> граничного

+
> граничного

+
< граничного

—

№ 3-Lyo не учитывается
+

< граничного
+

< граничного не учитывается

№ 1-Lyo —

+
> граничного

— -

Недостаточно ДНК МБТ 
для анализаN° 2-Lyo —

+
> граничного

+
> граничного

—

Nq 3-Lyo не учитывается
+

> граничного
+

< граничного не учитывается

Nq 1-Lyo — + — —

НевалидныйNq 2-Lyo — — + —

Nq 3-Lyo + + -/+ +
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Наимено­
вание

Смеси-FL
МБТ-Р

Значение порогового цикла (Cf) по каналу для флуорофора
Общий результат анализа: 

мутации, связанные 
с устойчивостью  МБТ:

FAM JOE (HEX, VIC) ROX Су5 к риф ампицину к изониазиду
> граничного

№ 1-Lyo
+

> граничного
+

> граничного
— —

Невалидный№ 2-Lyo
+

> граничного
+

< граничного
+

< граничного
+

> граничного

No 3-Lyo не учитывается
+

< граничного
-/+

> граничного не учитывается

No 1-Lyo — — — —

ОшибкаNo 2-Lyo + +
< граничного

+
< граничного

+

No 3-Lyo не учитывается
+

< граничного
+

< граничного не учитывается

№ 1-Lyo
+

< граничного
+

< граничного
-

+
< граничного

ОшибкаNo 2-Lyo — — — —

No 3-Lyo не учитывается
+

< граничного
+

< граничного не учитывается

No 1-Lyo
+

< граничного
+

< граничного
—

+
< граничного

ОшибкаNo 2-Lyo + +
< граничного

+
< граничного

+

No 3-Lyo — — — —

No 1-Lyo — — — —

ОшибкаNo 2-Lyo — — — —

No 3-Lyo не учитывается
+

< граничного
+

< граничного не учитывается

‘ возможен один из четы рех вариантов для результата выявления мутаций, связанных с  устойчивостью  МВТ к изониазиду; мутации не обнаружены, выявлена мутация 
в гене ka tG , выявлены мутации в гене ka tG  и промоторе гена inhA , выявлена мутация в промоторе гена inhA , связанная с  устойчивостью  низкого уровня.

Примечание 1: знак «+» в таблице означает, что значение C t определено, знак « -»  означает, что значение C t отсутствует.
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ггАмплиТест МБТ-Резист-1 Lyo»

REFI K-R044-Lyo-FRT

ФГБУ «цеп» ФМБА России,
Российская Федерация, 119121, 
город Москва, Погодинская ул., д. 10 стр. 1 
e-mail: promlab@cspfmba.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.

Набор реагентов может быть использован для исследования проб ДНК, полученных в результате экстракции 
из образцов биологического материала человека (мокроты, бронхоальвеолярного лаважа (БАЛ), биоптата 
(операционного материала), мочи) с помощью зарегистрированного на территории РФ набора реагентов для 
выделения, обнаружения и количественного определения ДНК М. tuberculosis connplex, например, набора 
реагентов для обнаружения и количественного определения ДНК микобактерий туберкулезного комплекса 
методом полимеразной цепной реакции с гибридизационно-флуоресцентной детекцией «АмплиТест® МБТ» 
ФГБУ « ц е п »  ФМБА России, РУ № РЗН 2023/20838), и содержащие ДНК МБТ в концентрации не менее 5x10^ 

,еномных эквивалентов в 1 мл (ГЭ/мл), а также проб ДНК, полученных экстракцией из культур микобактерий 
н/беркулёза.

ПОДГОТОВКА ПРОБ ДЛЯ АМПЛИФИКАЦИИ
Общий объем реакционной смеси: 25 мкл, включая объем пробы ДНК (23 мкл).
Контроли: для каждой группы амплифицируемых образцов два положительных контроля ПЦР (L+ wt и L+ mut) и 
отрицательный контроль ПЦР (К-) по одному повтору каждого.

Отобрать необходимое количество цефленовых пакетов с тремя различными лиофилизированными 
реакционными смесями: Смесью-FL МБТ-Р № 1-Lyo, Смесью-FL МБТ-Р № 2-Lyo, Смесью-FL МБТ-Р № 3-Lyo, 
для амплификации ДНК исследуемых и контрольных образцов. Каадый цефленовый пакет содержит по два 
стрипа с одноименной смесью. Для анализа одного образца требуется по одной пробирке из трех стрипов с 
разными смесями.

ВНИМАНИЕ! Цефленовые пакеты, содержащие Смесь-FL МБТ-Р № 1-Lyo, Смесь-FL МБТ-Р № 2-Lyo и Смесь-FL 
МБТ-Р № 3-Lyo, необходимо вскрывать непосредственно перед использованием указанных реагентов. Не хранить 
лиофилизированные смеси после вскрытия цефленовых пакетов!

Внести по 4 мкл* (пропустить этап при использовании для отбора проб ДНК МБТ в концентрации не менее 
5x10^ ГЭ/мл набора реагентов «АмплиТест^ МБТ» (ФГБУ «ЦСП» ФМБА России, РУ № РЗН 2023/20838))

ВКО-М в каждую пробу ДНК (объемом 80 мкл*), экстрагированную из 
исследуемого образца

Внести по 23 мкл
Пробы ДНК. экстрагированной из 
исследуемого образца

в три пробирки с различными реакционными смесями для 
исследуемых образцов

L+ МБТ-wt в три пробирки с различными реакционными смесями для L+ wt
L+ МБТ-iTiut в три пробирки с различными реакционными смесями для L+ mut
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в три пробирки с различными реакционными смесями для К-

В анализируемую пробу ДНК МВТ внести реагент ВКО-М на этапе подготовки к амплификации, если он не был 
эбавлен в анализируемый образец на этапе экстракции нуклеиновых кислот. Можно изменять объем пробы, но 
КО-М необходимо добавлять пропорционально объему пробы 1:20 (ВКО/проба).

1НИМАНИЕ! При использовании для отбора проб ДНК МВТ формы 1 набора реагентов «AMnnnTecf® МВТ» 
1>ГВУ «цеп» ФМВА России, РУ № РЗН 2023/20838) перед анализом с помощью набора реагентов «АмплиТесУ® 
/1ВТ-Резист-1» рекомендуется разбавить анализируемую пробу ДНК МВТ РНК-буфером (входящим в состав 
1 абора «АмплиТесУ® МВТ») в 2 раза во избежание быстрого расходования анализируемой пробы и ее нехватки 
{3 все последующие тесты.

ЗНИМАНИЕ! При добавлении проб ДНК, экстрагированных с помощью сорбционных методов, избегать 
юпадания сорбента в реакционную смесь.

ВНИМАНИЕ! Содержимое пробирок необходимо тщательно перемешать пипетированием до полного 
эастворения лиофилизированной гранулы, не допуская появления пузырьков воздуха.

Примеры схем расп ол ож ен и я стрип ов  с готовы м и  реакц ион ны м и  см есям и  и в несен ия в них о б р азц о в
д л я постан ов ки  ам п л и ф и кац и и

Вариант 1А (стрипы с реакционными смесями расположены вертикально, поэтому образец вносится в 3 разные 
смеси по горизонтали, полная загрузка прибора (максимально 29 образцов без учета контролей))
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1 2 3 4 5 6 7 8  9 10  11 j 12
1 А L+ mutjL+ imrt L+ mut проба ДНК;№ 1 m x & J B H I(№ 2 про^а  Д Н К  № 3

2 В L+ wt ;L+ wt L+ wt про0а Д Н К № 4 npofea Д Н К  № 5

3 с .......... 1....... проба Д Н К № 10
4 i D проба Д Н К №11 ____ > р « 4 в Л И к | | * 1 4 ...
5 ! Е п р о в |а Д Н К ^ 1 5 проба Д Н К  № 18
6 1 F Проба Д Н К № 19 . .. 1 ф о ф 1 Д Н К ^

7 1 G |ф 0 б а д н к 1 й з ... ........ проба Д Н К  fJ^26

8 Н проба Д Н К № 27 проба ДН К|№ 29 К - К - 1 К -

Вариант 1Б (стрипы с реакционными смесями расположены вертикально, поэтому образец вносится в 3 разные 
смеси по горизонтали, неполная загрузка прибора)

т- см со см со01 01 01 01 01 01Z Z Z Z Z Z
J3 л л л л
о о о о о о
ш 0) 0) ф ф фS г S г S г
о о о о о о

1 1 2 “ I 3 i 4 I 5 6 I 7 8 9 10 11 i 12 1
1 А i 1” 1 i
2 в  I ; l+ wt [L+wt L+wt L+ mut L+ mut L+ mut 1i_____ i
3 с  I проба ДНК №1 НЙШ ДНК т т и i

i
4 D I ■ м Ц д н Ц  №3 I про^^аДНК|№4 j

1 5 I ^  ^ i I Проба ДНК N95 ■оаЙ1Шк1№б 1
! 6 i F I i i -  »g« i»A H i№ 7 I про( )а ДНК №8 1 i
f 7 " G i i проба ДНК№9 к- 1 к - ■ 1 i

8 Н

Примечание: В случае тестирования небольшого количества образцов рекомендуется НЕ располагать образцы в 
крайних ячейках реакционного модуля амплификатора планшетного типа (по горизонтали А/Н1-12, по вертикали 
B/C/D/E/F/G1 и B/C/D/E/F/G12). При полной загрузке прибора планшетного типа рекомендуется располагать в 
указанных ячейках «L+ mut», «К-» и пробы с концентрацией ДНК МВТ не менее 1x1 O'* ГЭ/мл.
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ариант 2 (стрипы с реакционными смесями расположены горизонтально, поэтому образец вносится в 3 разные 
иеси по вертикали, полная загрузка прибора (максимально 13 образцов без учета контролей))

^

1 ■ Г' А  г  -  т
лесь № 1 г : 2 - . i в : I
lecb № 2 3 С
лесь № 3 4 D
(есь № 1 5 : Е
лесь № 2 6 F ! ^
юсь № 3 г 7 ■■■■ G " ' ....

8 н

i I i ...... i
I проба проба проба I L+ wt L+ mut

..... -'1
........ -1

... I L+ wt |l + mut
I 1919 L+ wt |.+ mut

[проба проба I к-
{ ДНК К-

ИИГ К- ;

МПЛИФИКАЦИЯ С ДЕТЕКЦИЕЙ В РЕЖИМЕ «РЕАЛЬНОГО ВРЕМЕНИ»

При использовании ПО амплификатора с последующим анализом результатов вручную - запрограммировать 
амплификатор с системой детекции в режиме «реального времени» для выполнения следующей программы:

Цикл
Программа амплификации для приборов планшетного типа

Температура, “С Время Детекция флуоресц. сигнала по 
каналам для флус^хх|х}ров

Количество
ttncnOB

1 95 15 мин - 1

2
95 15с

565 30 с
72 15с

3
95 15с

4065 30 с FAM, JOE (HEX, VIC), ROX, Cy5
72 15 с

В случае использования программного обеспечения для управления приборами для проведения 
юлимеразной цепной реакции в режиме реального времени, а также анализа полученных с приборов данных 
(FRT Manager» (ПО «FRT Manager»; ООО «ИЛС», Россия, РУ № P3FI 2019/8870) необходимо запустить 
1 рограмму и следовать указаниям руководства пользователя данного ПО (программа амплификации уже 
)аложена в ПО при выборе необходимой методики, поэтому вручную ее вводить не надо).

Установить стрипованные пробирки в ячейки реакционного модуля прибора так, как показано на схемах 
выше**. Рекомендуется перед постановкой в амплификатор осадить капли со стенок пробирок на вортексе.

При запуске прибора и обработке результатов вручную допускается менять местами стрипы с реакционными 
^Ияесями. При использовании ПО «FRT Manager» (автоматический запуск прибора и интерпретация результатов) 

зажно ставить стрипы с реакционными смесями строго по порядку: №1 , 2 ,  3.

ЗНИМАНИЕ! В случае неполной загрузки приборов рекомендуется дополнительно установить пустые стрипы 
аналогичные используемым) по краям реакционного модуля амплификатора.

Запустить выполнение программы амплификации с детекцией флуоресцентного сигнала.
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1АЛИЗ И ИНТЕРПРЕТАЦИЯ РЕЗУЛЬТАТОВ

Анализ полученных данных проводят вручную с помощью программного обеспечения прибора, используемого 
я проведения ПЦР с детекцией в режиме «реального времени», или автоматически при использовании ПО 
RT Manager». Анализируют кривые накопления флуоресцентного сигнала по следующим каналам и смесям:

Канал для 
флуорофора FAM JOE (HEX, VIC) ROX Су5

Наименование 
Змеси-FL МБТ-Р

Регистрация сигнала, свидетельствующего о накоплении продукта амплификации

№ 1-Lyo

область кодона 
531 гена гроВ 

(область RRDR) 
(без мутаций)

область кодона 
516 гена гроВ 

(область RRDR) 
(без мутаций)

мутация S531L 
в гене ГроВ 

(область RRDR)

область кодона 
526 гена гроВ 

(область RRDR) 
(без мутаций)

№ 2-Lyo

область кодона 
511 гена гроВ 

(область RRDR) 
(без мутаций)

область кодона 
513 гена гроВ 

(область RRDR) 
(без мутаций)

область кодона 522 
гена гроВ 

(область RRDR) 
(без мутаций)

область кодона 
533 гена гроВ 

(область RRDR) 
(без мутаций)

№ 3-Lyo
область кодона 
315 гена katG  
(без мутаций)

область кодона 
572 гена гроВ 

(область вне RRDR) 
(без мутаций)

ДНКВКО
(искусственная

синтезированная
последова­
тельность)

участок 
промоторной 

области 
гена inhA 

(без мутаций)

А  Результаты интерпретируются на основании наличия (или отсутствия) пересечения кривой флуоресценции с 
становленной на соответствующем уровне пороговой линией, что определяет наличие (или отсутствие) для 
энной пробы ДНК значения порогового цикла {Ct).

1НИМАНИЕ! К каждому набору реагентов прилагается вкладыш, в котором указаны настройки, необходимые для 
роведения анализа, и граничные значения Ct, необходимые для интерпретации результатов.

Принципы анализа и интерпретации результатов см. в инструкции к набору реагентов.
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