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сп и со к  СОКРАЩЕНИЙ
В настоящ ей инструкции применяю тся сле дую щ и е  сокра­

щ ения и обозначения:

ПЦР - полимеразная цепная реакция с детекцией в режиме «реаль­
ного времени»

в ко - внутренний контрольный образец
гэ - геномный эквивалент -  количество ДНК бактерии, соответ­

ствующее 1 геному
ДНК - дезоксирибонуклеиновая кислота
ИМП - инфекции мочевыводящих путей
НК - нуклеиновые кислоты
ПК - положительный контроль экстракции и амплификации
МУ - методические указания
пко - положительный контрольный образец
к- - отрицательный контроль ПЦР
К1 ИМП - ДНК-калибратор ИМП в высокой концентрации
К2 ИМП - ДНК-калибратор ИМП в средней концентрации
ок - отрицательный контроль экстракции
око - отрицательный контрольный образец
пив - потенциально интерферирующие вещества

ООП № 46 пко 
ИМП

- стандартный образец предприятия № 46 «Положительный 
контрольный образец, содержащий фрагменты ДНК 
Escherich ia  coli, Klebsiella pneum oniae. P seudom onas  
aeruginosa, Enterobacterales и E nterococcu s  spp.»

ООП № 48 ПКО 
ИМП-бакто

- стандартный образец предприятия № 48 «Положительный 
контрольный образец, содержащий смесь культур бактерий 
Escherich ia  coli, K lebsiella pneum oniae, P seudom onas  
aeruginosa, и Enterococcus  spp.»

РУ - регистрационное удостоверение
СанПиН - санитарно-эпидемиологические правила и нормы

ФГБУ«цеп» 
ФМБА России

- Федеральное государственное бюджетное учреждение 
«Центр стратегического планирования и управления медико­
биологическими рисками здоровью» Федерального медико-био­
логического агентства

FRT - флуоресцентная детекция в режиме «реального времени»

НАИМЕНОВАНИЕ
Набор реагентов д ля  выявления и количественного определе­

ния Д Н К  бактерий, вызывающих инфекции мочевыводящих путей 
-  Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, 
Enterobacterales и Enterococcus spp. -  методом П Ц Р  «АмплиТест® 
ИМП» (дале е  -  набор реагентов «АмплиТест® ИМП», набор реа­
гентов).
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НАЗНАЧЕНИЕ
Набор реагентов предназначен д л я  вы явления и количе ­

ственного определения  Д Н К  бактерий, вызываю щ их инфекции 
м очевы водящ их путей -  Escherichia соН, Klebsiella pneumoniae, 
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacterales и Enterococcus spp. 
-  в биологическом  м атериале м етодом  П Ц Р  с де те кц и ей  в ре­
жиме «р е а ль н о го  врем ени». Биологическим  м атериалом  д л я  
проведения качественного и количественного анализа  я в ля ­
ю тся образцы мочи человека, д л я  проведения качественного 
анализа  -  бактериальны е культуры  (чисты е бактериальны е 
культуры  или смеси бактериальны х к ультур ), получе н н ы е пу­
тем  бактериологического посева б иом атериала  человека 
(крови, аспиратов, мочи, экссудатов).

Функциональное назначение -  д л я  диагностики in vitro.
Популяционные, демографические аспекты применения 
медицинского изделия

Вы явление Д Н К  бактерий, вызываю щ их инф екции моче­
вы водящ их путей , м етодом  П Ц Р  проводится  пациентам  с кли ­
ническими признаками инфекций м очевы водящ их путей  (пие­
ло н е ф р и та , ци стита ), интраабдом инальны х инф екций, инф ек­
ций другой  локализации , а также при диагностике  бессим птом ­
ной бактериурии вне зависим ости о т возрастной категории и 
расовой прин адлеж н ости .

О бласть применения
Клиническая лаб ораторн ая  диагностика инф екций р а зли ч ­

ной локализации , преим ущ ественно инфекций м очевы водя­
щ их путей.

ПОКАЗАНИЯ И ПРОТИВОПОКАЗАНИЯ К ПРИМЕНЕНИЮ
Набор реагентов используется в клинической лабораторной 

диагностике д л я  исследования биологического м атериала, по­
лученного о т ли ц  с клиническими и/или лабораторны м и призна­
ками инфекций мочевыводящ их путей, инфекций другой  лока ­
лизации, и о т ли ц , которым показано проведение исследования 
д л я  вы явления бессимптомной бактериурии.
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Противопоказания к применению отсутствую т, за исклю че­
нием случаев, когда забор м атериала не может бы ть осущ еств ­
ле н  по медицинским показаниям.

Не использовать набор реагентов, если  нарушена внутрен­
няя упаковка или внешний вид реагента не соо тв е тств уе т опи­
санию.

Не использовать набор реагентов, если  не соб лю да ли сь  
условия  транспортирования и хранения согласно инструкции.

Не использовать набор реагентов по истечении срока годно ­
сти.

Потенциальные пользователи медицинского изделия
К работе  с набором реагентов допускаю тся  то льк о  м еди ­

цинские работники, обученны е м етодам  м олекулярной ди а гн о ­
стики и правилам  работы в клинико-диагностической ла б о р а ­
тории в установленном  порядке (С а н П и Н  3.3686-21 «С а н и ­
тарно -эпидем иологические требования по проф илактике  ин­
ф екционны х б о ле зн е й »).

Сведения об аналитах
Набор реагентов «АмплиТест® ИМП» и спользуется  д л я  

вы явления и количественного о пре деле н и я  Д Н К  бактерий, вы­
зы ваю щ их инфекции м очевы водящ их путей (И М П ) -  
Escherichia соН, Kiebsieiia pneumoniae, Pseudomonas 
aeruginosa, Enterobacteraies и Enterococcus spp. -  в моче ч е л о ­
века, д л я  вы явления Д Н К  указанны х бактерий -  в б а кте ри а ль ­
ных к ультур а х , полученны х путем бактериологического посева 
биологического  м атериала человека.

О п р е де ля е м ы е  условн о -патоген н ы е бактерии -  
Escherichia coii, Kiebsieiia pneumoniae, Pseudomonas 
aeruginosa, Enterobacteraies и Enterococcus spp. -  являю тся  
основными, наиболее  распространенны м и возбуди телям и ин­
ф екций м очевы водящ их путей и интраабдом инальны х инф ек­
ций.

В зависим ости о т  уровня поражения в ы де ля ю т сле дую щ и е  
ф орм ы  И М П : уросепсис, п и е ло н е ф р и т, ци сти т, ур е тр и т, б е с ­
сим птом ная бактериурия. О п р е де ле н и е  бессим птом ной б акте - 
риурии им еет клиническое значение и показано д л я  берем ен­
ных и пациентов перед урологическим и операциям и.
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в этиологии  ИМ П дом инирую т энтеробактерии (порядок 
Enterobacterales), среди них основной в о зб уд и те ль  - 
Escherichia соН. При внебольничны х И М П  д о л я  Е. соИ в эти о ­
логической структуре  с о с та в ля е т 60-80 % . С ле дую щ и й  по ча­
с то те  в о зб уди те ль  -  Klebsiella pneumoniae, вызывающая менее 
20 %  И М П . Д а ле е  по ча стоте  с л е д у ю т Enterococcus faecalis. 
Pseudomonas aeruginosa. В этиологической структуре  нозоко­
м иальны х инфекций, включая И М П , л и д и р у е т  Klebsiella 
pneumoniae, которая часто  характеризуется  устой чи в остью  к 
основным антимикробным препаратам .

Д л я  микробиологической диагностики И М П  тр е б уе тся  как 
вы явление уропатогенны х бактерий, так и количественное 
о п р е де ле н и е  их содерж ания. К оличественное о п р е де ле н и е  
тр е б уе тся  д л я  оценки диагностической значим ости вы явле н ­
ной бактериурии, а также д л я  оценки эф ф е к ти в н о сти  проводи ­
мой антимикробной терапии.

С о гла с н о  российским и европейским клиническим реко­
мендациям при диагностике ИМ П клинически значимым счи ­
та ю т содерж ание в моче бактерий, являю щ ихся  типичны м и 
возбуди телям и , в количестве, превышающем выбранный ур о ­
вень, в зависим ости о т  рассм атриваем ой ф орм ы  И М П:

-  при остром  неосложненном  п и е ло н е ф р и те  -  о т  0̂‘̂ 
КОЕ/мл,

-  при остром  неосложненном  ц и сти те  у женщ ин -  о т  10^ 
КОЕ/мл,

-  при бессим птом ной бактериурии -  о т  10® КОЕ/мл (в 2 по­
вторны х анализах).
Список литературы:

1. Федеральные клинические рекомендации «Антимикробная терапия и профилак­
тика инфекций почек, мочевыводящих путей и мужских половых органов», 2017г.

2. Клинические рекомендации - Острый пиелонефрит -  2019, утв. М3 РФ.
3. Guidelines on urological infections European Assotiation of Urology, 2024 

(http://www.uroweb. org/guidelines/).
4. Палагин И.С., Сухорукова M.B., Дехнич A.B. и соавт., иссл. группа «ДАРМИС». Ан- 

тибиотикорезистентность возбудителей внебольничных инфекций мочевых путей в Рос­
сии: результаты многоцентрового исследования «ДАРМИС-2018». Клиническая микробио­
логия и антимикробная химиотерапия. 2019; 21 (2).

5. Абдоминальная хирургическая инфекция: Российские национальные рекоменда­
ции. Под ред. акад.РАН Б.Р, Гельфанда, акад. РАН А.И. Кириенко, проф.Н.Н. Хачатрян - 
2-е изд. перераб. и доп. 2018.
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ПРИНЦИП М ЕТОДА
Принцип исследования основы вается на вы явлении и ко­

личественном  определении  Д Н К  бактерий, вы зы ваю щ их ин­
ф екции мочевых луте й  (И М П ), с  помощ ью  м ульти п ле ксн о й  
П Ц Р  с детекцией  в режиме «р е а ль н о го  врем ени». И с с ле д о в а ­
ние вклю чает в себя два  этапа: экстракцию  Д Н К  из образцов 
биологического м атериала, ам плиф икацию  ф рагм ен тов  Д Н К  
о п ре де ля е м ы х микроорганизмов и ги б р и д и за ц и о н н о -ф луо р е с - 
центную  детекцию , которая производится в режиме «р е а л ь ­
ного врем ени» (одноврем енно с а м ллиф икацией).

Экстракция Д Н К  из образцов и ссле дуе м ого  м а тери ала  
производится в соответствии  с И нструкцией по применению  в 
присутствии внутреннего контрольного  образца (В К О  И М П ). 
ВКО  И М П ло зв о ля е т контролировать все эталы  и сследова н и я  
д л я  каждого образца и оценивать влияние по те н ц и а льн ы х ин­
гибиторов на р езульта ты  исследован ия . Затем  с лолученны м и 
пробами Д Н К  проводится реакция ам плиф икации при помощи 
спец иф ичн ы х праймеров и ф е рм ен та  T a q -полим еразы  с о дн о ­
временной ф луо р е сц е н тн о й  детекцией при помощи сп е ц и ф и ч ­
ных ф луо р е сц е н тн о -м е ч е н ы х о ли го н ук ле о ти дн ы х зондов. К 
олигон уклеотидн ы м  зондам, специф ичны м  к различны м  Д Н К - 
мишеням, прикреплены  различны е ф луо р е сц е н тн ы е  метки. 
Э то  п о зв о ляе т регистрировать накопление специф ического  
продукта  ам плиф икации каждой Д Н К -м иш ени путем  изм ере­
ния интенсивности ф луо р е сц е н тн о го  сигнала  по с о о тв е тс тв у ­
ющ ему каналу непосредственно в хо д е  П Ц Р  с помощ ью  ам - 
пли ф и ка тор а  с систем ой детекции ф луо р е сц е н тн о го  сигнала  в 
режиме «р е а льн о го  врем ени». Р е зульта ты  ам плиф икации 
Д Н К  Escherichia соН, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas 
aeruginosa, Enterobacterales и Enterococcus spp. р егистриру­
ю тся о тд е ль н о  по четы рем  каналам ф луо р е сц е н тн о й  д е те к ­
ции. По каналу R O X  де те кти р уе тся  продукт ам плиф икации 
ВКО  И М П  (внутреннего контрольного образца).

К оличественная П Ц Р  в режиме «р е а ль н о го  врем ени» про­
води тся  в д в у х  пробирках. В пробирке с  П Ц Р -см е сью -F L  И М П - 
1 проводится  ам плиф икация Д Н К  тр е х  ф рагм ентов генов ми­
шеней Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas ae­
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ruginosa и ф рагм ента  Д Н К  ВКО И М П , в пробирке с П Ц Р -с м е - 
сью - FL  И М П -2  проводится  ам плиф икация Д Н К  д в у х  ф рагм ен ­
тов  генов мишеней Enterobacterales и Enterococcus spp ., а 
также ф рагм ента  Д Н К  ВКО ИМ П.

Таблица 1 — Анализ результатов ло каналам д л я  ф луо р о - 
ф оров

Наиме­
нова­
ние

ПЦР-
смеси-

FL

Канал для 
флуоро- 

фора
FAM HEX ROX Су5

ИМП-1

ДНК-ми-
шень

Escherich ia
coli

K lebsiella
pneum oniae

ВКО P seudom onas
aeruginosa

Область
амплифи­

кации
фрагмент 
гена и id  А

фрагмент 
гена khe

искус­
ственно 

синтезиро­
ванная по­
следова­
тельность

фрагмент 
гена O prL

ИМП-2

ДНК-ми-
шень

Enterobacte
rales

Enterococcus
spp. ВКО -

Область
амплифи­

кации

Фрагмент
гена

16S рРНК

фрагмент
гена

16S рРНК

искус­
ственно 

синтезиро­
ванная по­
следова­
тельность

-

КОМ ПЛЕКТНОСТЬ И С О С ТА В  НАБОРА
Набор реагентов вы пускается в д в у х  ф о рм а х 

ком плектации.

Форма 1 вклю чает комплекты реагентов «ДН К А лле гр о » 
вариант 100 и «ПЦР-ком плект» вариант FRT-96 F.

Форма 2 вклю чает комплекты реагентов «М агно-Сорб- 
Комбо Т С »  вариант 100, «БК-3 -step» вариант 100 и «П Ц Р - 
ком ллект» вариант FRT-96 F.

К ом ллект реагентов «ДНК А лле гр о » вариант 100 предна ­
значен д л я  проведения предвари тельной  обработки и экстрак­
ции то та ль н о й  Д Н К  из биологического м атериала  экспресс-м е­
тодом  д л я  да льн е й ш е го  исследования п о луче н н ы х образцов 
м етодом  ам ллиф икации  нуклеиновы х кислот.
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Ком плект реагентов «М агно-Сорб-Комбо Т С »  вариант
100 предназначен д л я  проведения пр е дв а ри те льн о й  обра ­
ботки и экстракции (в ы делен и я ) то та ль н о й  РНК/ДНК из б и о ло ­
гического м атериала д л я  да льн е й ш е го  исследован и я  п о луч е н ­
ных образцов м етодом  ам плиф икации нуклеиновы х кислот.

Ком плект реагентов «БК-3 -step» вариант 100 предназна ­
чен д л я  проведения предв ари тельной  обработки и экстракции 
то та ль н о й  Д Н К  из образцов бактериа льн ы х к уль тур  экспресс- 
м етодом  д л я  дальн ей ш его  исследования п о луче н н ы х образ­
цов м етодом  ам плиф икации нуклеиновы х кислот.

Ком плект реагентов «П Ц Р -ком плект» вариант FRT-96 F
предназначен д л я  проведения ам плиф икации ф рагм ентов  
Д Н К  Escherichia соН, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas 
aeruginosa, Enterobacterales и Enterococcus spp. м етодом  П Ц Р  
c ф луо р е сц е н тн о й  детекцией в режиме «р е а ль н о го  врем ени».

Н абор реагентов рассчитан на проведение 192 реакций 
ам плиф икации (всего 96 тестов ).

КОМ ПЛЕКТНОСТЬ
• Набор реагентов «А м пли Тест®  И М П »;
• И нструкция по применению;
• Краткое руководство;
• В клады ш ;
• П а сп о р т качества.

С О С ТА В
«ДНК А лле гр о » вариант 100 -  ком плект реагентов д л я  

проведения предвари тельной  обработки и экстракции Д Н К  из 
биологического  м атериала, вклю чает:

Реагент Описание Объем,
мл Количество

ТС-Аллегро Прозрачная бесцветная 
жидкость 27 1 флакон

ЛР-Аллегро Прозрачная бесцветная 
жидкость с белым осадком 0,3

100 пробирок 
в групповой 
упаковке

К ом плект реагентов рассчитан на вы деление Д Н К  из 100 
образцов, включая контроли.
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«Магно-Сорб-Комбо Т С »  вариант 100 -  ком плект реаген ­
тов  д л я  проведения предв ари тельной  обработки и экстракции 
(в ы де ле н и я ) то та льн о й  РНК/ДНК из биологического  м атери ­
а ла , вклю чает;

Реагент Описание Объем,
мл Количество

Лизирующий буфер 
Комбо

Прозрачная жидкость от 
бесцветного до серо-го­
лубого цвета''

50 1 флакон

Буфер GT Прозрачная бесцветная 
жидкость 1 1 пробирка

Магнитный сорбент Суспензия коричневого 
цвета 1 2 пробирки

Раствор для отмывки 
Комбо-1

Прозрачная бесцветная 
жидкость 70 1 флакон

Раствор для отмывки 
Комбо-2

Прозрачная бесцветная 
жидкость 50 1 флакон

РНК-буфер Прозрачная бесцветная 
жидкость 1,2 8 пробирок

ТС-Аллегро Прозрачная бесцветная 
жидкость 12 1 флакон

Ком плект реагентов рассчитан на вы делен и е  РНК/ДНК из 
100 образцов, включая контроли.

«БК-3 -step» вариант 100 -  ком плект реагентов д л я  прове­
дения  предв ари тельной  обработки и экстракции то та ль н о й  
Д Н К  из образцов бактериальны х к ультур  экспресс-м етодом , 
вклю чает:

Реагент Описание Объем,
мл Количество

ЛР-3-step Прозрачная бесцветная 
жидкость 28 2 флакона

Ком плект реагентов рассчитан на вы делен ие  Д Н К  из 100 
образцов, включая контроли.

«ПЦ Р-ком плект» вариант FRT-96 F -  ком плект реагентов 
д л я  проведения ам плиф икации ф рагм ентов Д Н К  Escherichia 
соН, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,

При хранении при температуре от 2 до 8°С возможно образование осадка в виде кристаллов.
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Enterobacterales и Enterococcus spp. м етодом  П Ц Р  с ф л у о р е с ­
центной детекцией в режиме «р е а ль н о го  врем ени», вклю чает:

Реагент Описание Объем,
мл Количество

Часть 1

ПЦР-смесь-FL ИМП-1
Прозрачная жидкость от 
бесцветного до светло- 
розового цвета

1.2 1 пробирка

ПЦР-смесь-FL ИМП-2
Прозрачная жидкость от 
бесцветного до светло- 
розового цвета

1.2 1 пробирка

ПЦР-буфер-F Прозрачная бесцветная 
жидкость 1.2 1 пробирка

Taq полимераза Прозрачная бесцветная 
жидкость 0,12 1 пробирка

К- Прозрачная бесцветная 
жидкость 0.2 1 пробирка

Часть 2

ОКО Прозрачная бесцветная 
жидкость 1.2 1 пробирка

ВКО ИМП Прозрачная бесцветная 
жидкость 1,2 1 пробирка

ПКО ИМП Прозрачная бесцветная 
жидкость 0,4 1 пробирка

К1 ИМП Прозрачная бесцветная 
жидкость 0,2 1 пробирка

К2 ИМП Прозрачная бесцветная 
жидкость 0.2 1 пробирка

Ком плект реагентов рассчитан на проведение 192 реакции 
ам плиф икации (всего 96 те стов ), включая контроли.

Реагенты  ком плекта упакованы р а зде льн о  в соответстви и  
с тем пературой  хранения (см. ра здел «Х р а н е н и е »). Ком плект 
реагентов с о с то и т из 2 -х  частей ;

Ч а сть  1 -  тем пература  хранения о т  м инус 24 д о  минус 
16 °С;

Ч а сть  2 -  тем пература  хранения о т плю с 2 д о  плю с 8 °С.

АНАЛИТИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ
Д л я  данного  набора реагентов применимы сле дую щ и е  ха ­

рактеристики:

Аналитическая чувствительность (лредел обнаруже­
ния)
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Таблица 2 — Аналитическая чувствительность  набора ре 
агентов «Ам ллиТест® ИМ П»

Вид
иссле­

дуемого
матери­

ала

Комплект реа­
гентов для 
экстракции 

ДНК

Выявляемые
микроорганизмы

Аналитическая 
чувствитель­
ность (предел 
обнаружения), 

ГЭ/мл

Моча

«Магно-Сорб- 
Комбо ТС» 
вариант 100

Escherich ia  соИ, Klebsiella  
pneum oniae, Pseudom onas  

aeruginosa, Ente rococcus  spp
1x10̂

Enterobacterales 2x10̂

«ДНК Аллегро» 
вариант 100

Escherich ia  coli, K lebsiella  
pneum oniae. P seudom onas  

aeruginosa, Ente rococcus  spp
2x10̂

Enterobacterales 4x103

Бактери­
альная

культура

«ДНК Аллегро» 
вариант 100, 
«БК-3-step» 
вариант 100

Escherich ia  coli, Klebsiella  
pneum oniae. Pseudom onas  

aeruginosa, Enterococcus  spp
1x10̂

Enterobacterales 2x10®

Данны й п р е де л обнаружения д о сти га е тся  при соб лю ден ии  
правил, указанны х в р а зд е ла х  «В зя ти е , транспортирование и 
хранение и сследуем ого  м а те р и а ла ».

Таблица 3 — Линейный диалазон измерений д л я  количе­
ственного определения каждого из вы являем ых микро­
организмов

Вид ис­
следуе­
мого ма­
териала

ПЦР-смесь-FL Выявляемые
микроорганизмы

Линейный диа­
пазон измере­

ний (ГЭ/мл)

Моча
ИМП-1

Escherich ia  coli, K lebsiella p n e u ­
m oniae, Pseudom onas aeru ­
ginosa

2x103-2x10^

ИМП-2 Enterobacterales 4x103-2x10^
Enterococcus  spp. 2x103-2x10’’

Аналитическая специфичность
Набор реагентов обнаруж ивает ф рагм енты  Д Н К  за яв ле н ­

ных микроорганизмов.
А н алитическая  спец и ф и чн ость  набора реагентов доказана 

при исследован ии  Д Н К  ш таммов сле дую щ и х микроорганизмов 
в концентрации не менее 1хЮ® ГЭ/мл: Klebsiella pneumoniae
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А Т С С  700603, Klebsiella oxytoca A T C C  8724, Escherichia coli 
A T C C  25922, Pseudomonas aeruginosa A T C C  9027, Streptococ­
cus pyogenes A T C C  19615, Staphylococcus aureus A T C C  6538, 
Enterococcus faecalis A T C C  29212, Staphylococcus haemolyticus 
A T C C  29970, Streptococcus agalactiae A T C C  134197, a такж е ге­
номной Д Н К  человека.

При тестировании образцов Д Н К  вы ш еперечисленны х 
микроорганизмов и Д Н К  человека н еспециф ических реакций 
вы явлено не бы ло.

Интерферирующие вещества и ограничения по использо ­
ванию проб исследуемого материала

Д л я  контроля эф ф екти вн ости  экстракции Д Н К  и реакции 
ам плиф икации в наборе реагентов предусм отрен о  и сп о льзо ­
вание внутреннего контрольного образца (В К О ), который д о ­
б а в ля е тся  в каждый биологический образец на этапе экстрак­
ции нуклеиновы х кислот. По окончании реакции а м п ли ф и ка ­
ции наличие сигнала , св и де те льств ую щ е го  о накоплении 
ф рагм ен тов  Д Н К  ВКО, говорит о до ста то ч н о й  эф ф е к ти в н о сти  
экстракции нуклеиновы х ки слот и о тсутс тв и и  ингибирования 
П Ц Р .

Непригодны м и д л я  исследования являю тся  образцы , кон­
центрация, объем , условия/срок хранения и тра н спорти р ова ­
ние которы х не со о тв е тств ую т требованиям , указанным в раз­
д е л е  «В з я ти е , транспортирование и хранение и ссле дуе м ого  
м а те р и а ла ».

Д л я  оценки потенциальной интерф еренции  вы брали э н д о ­
генные (гем оглобин, креатинин, мочевина, а льб ум и н ) и экзо­
генные (тобрам ицин, гепарин, триптиказо-соевы й б уль о н ) ве­
щ ества, которы е м огут присутствовать  в клинических образцах 
человека (м оче) и бактериальны х к уль тур а х  (чи сты х бактери ­
а льн ы х к уль тур а х  или  смеси б актериальны х к ультур ). Д л я  изу­
чения влияния потенциально  ин терф ерирую щ их вещ еств 
(П И В ) на полученны е р езульта ты  испы туемы м набором реа­
гентов протестированы  м одельны е образцы  в присутствии и в 
о тсутств и и  указанны х выше эндогенны х и экзогенны х П И В.

М о де льн ы е  образцы п р е дста в ля ли  собой образцы  мочи, 
не содерж авш ие Д Н К  Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, 
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacterales и Enterococcus spp..
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контаминированны е разведением С О П  №  46 П К О  И М П  д о  кон­
центрации 4x10^ ГЭ/мл, и бактериальную  к уль тур у  Staphylo­
coccus aureus А Т С С  6538, контаминированную  разведением  
С О П  №  46 д о  концентрации 1x10® ГЭ/мл.

Таблица 4 — Оценка влияния лотенциально интерфериру­
ющих веществ (ПИВ)

Биомате­
риал Вид ПИВ

Потенциально 
интерферирую­
щие вещества с 
концентрацией

Концентра­
ция ПИВ

Наличие 
интерферирую­
щего эффекта

Моча
Эндогенные
вещества

Креатинин 5 мг/дл Не обнаружено
Мочевина 90 мг/дл Не обнаружено
Альбумин 5 мг/дл Не обнаружено

Экзогенные
вещества Тобрамицин 51,4 ммоль/л Не обнаружено

Бактери-
альные
культуры

Эндогенные
вещества

Гемоглобин 5 мг/мл Не обнаружено
Альбумин 50 мг/мл Не обнаружено

Экзогенные
вещества

Гепарин 3000 Ед/л Не обнаружено
Триптиказо-соевый
бульон 1 % V/V Не обнаружено

Повторяемость, вослроизводим ость, правильность
П овторяем ость и воспроизводим ость исследован ия  б ы ли  

оп ре де ле н ы  путем тестирования п о ло ж и те ль н ы х и о тр и ц а ­
те ль н ы х  образцов: п о ло ж и те льн ы х образцов, содер ж а щ и х 
С О П  №  48 П КО  И М П -бакто  с концентрациям и 4x10® ГЭ/м л, 
2x10® (в количественном  и качественном ф о р м а те ), 1x10® 
ГЭ/мл (в качественном ф орм ате); 1x10® (в качественном ф о р ­
мате, при экстракции Д Н К  комплектом реагентов «М а гн о - 
С орб -К ом б о  Т С »  (ф орм а 2), не оценивается д л я  
Enterobacterales), о тр и ц а те льн ы х образцов биологического 
м атериала  при постоянны х контролируем ы х перем енны х (в 
одной и той  же лаб оратории , одним оператором , в короткий 
пром еж уток времени, обеспечиваю щ ий неизм енность усло в и й  
эксперим ента).Тестирование каждого разведения д л я  оценки 
повторяем ости  п р ов оди лось  в 10 повторах, д л я  оценки вос­
производим ости в 30 повторах.

О п р е де ле н и е  повторяем ости п р ов оди ло сь  в одной и той  
же ла б ор а тори и , одним и тем же оператором , с  и спользова ­
нием одного  и того  же ам плиф икатора.
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О п р е де ле н и е  воспроизводим ости п р о в о ди ло сь  в д в у х  не­
зависимых ла б ор а то ри ях, разными операторам и, в разные 
дни , на различны х ам плиф икаторах.

П о результатам  тестирования подтве рж ден а  воспроизво­
ди м о сть  и повторяем ость р е зульта то в  испы таний набора реа­
гентов «А м пли Тест®  И М П »:

-  в качественном ф орм ате  испы тания показали 100 %  
воспроизводим ость и повторяем ость р е з уль та то в  и с с ле ­
дования;
-  в количественном  ф орм ате  к о эф ф и ц и е н т вариации C V  
значений Lg концентрации ДН К-м иш ени в у сло в и я х  повто ­
ряем ости и воспроизводим ости (C V p  и C V v )  со ста в и л  не 
б о ле е  4 % .
П р а в и льн ость  количественного о п р е де ле н и я  содерж ания 

Д Н К -м иш еней с помощью набора реагентов б ы ла  о п р е де ле н а  
при тестировании разведения С О П  № 46 П К О  И М П  в концен­
трации 1 x 1 ГЭ/мл,  измеренной с помощ ью  капельной ц и ф ­
ровой П Ц Р .

В еличина систем атической погреш ности (В) со ста в и ла  не 
б о ле е  5,5 %  (д л я  каждой из Д Н К -м иш еней).

Прослеживаемость значений калибраторов ИМП
Изм ерение значений калибраторов К1 И М П  и К2 И М П  про­

водится  о тн о си те льн о  контрольной серии калибраторов Ф Г Б У  
«цеп» Ф М Б А  России. Концентрацию  калибраторов ко н тр о ль ­
ной серии о п р е де ля ю т стандартизованной м етодикой изм ере­
ния аб солю тной  концентрации контрольны х образцов на о с ­
нове генно-инж енерны х конструкций с использованием  ц и ф р о ­
вой капельной П Ц Р  (d d P C R ).

К о эф ф и ц и е н т вариации измерений а тте стов а н н о го  значе­
ния ло га р и ф м а  концентрации калибраторов с о с та в ля е т  не бо ­
л е е  5 %  (по каждой ДН К -м иш ени, с уровнем до в е р и те ль н о й  ве­
роятности  95 % ).
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ДИАГНОСТИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ
Д иагностические показатели набора реагентов о п р е де ­

лен ы  по результатам  клинических испы таний и рассчитаны  на 
основании сопоставления  р е зуль та то в  тестирова ния  о дн и х и 
те х  же образцов мочи и бактериальны х к уль тур  (п о л о ж и те л ь ­
ных гем окультур , чисты х бактериальны х к уль тур  и смеси бак­
те р и а льн ы х к ультур ) набором реагентов «А м п ли Те ст®  И М П » и 
систем ой сравнения: набором реагентов «Б а кС кри н  У П М »  по 
Т У  21.20.23-084-464820-2018 производства «Д Н К -те х н о л о - 
ги я », РФ, Р У  № РЗН 2022/18191) и измерением концентрации 
Д Н К  опре деляем ы х бактерий в образцах мочи с помощью 
циф ровой капельной П Ц Р  (d d P C R ).

Р е зульта ты  применения набора реагентов п р едста в ле н ы  
в та б ли ц е  5.

Д иагностические характеристики набора реагентов п р е д ­
ставлен ы  в та б ли ц е  6.

Таблица 5 — Результаты  тестирования с помощью набора 
реагентов «АмплиТест® ИМП» и системой сравнения

Вид
исследуемого
биоматериала

(число образцов)

Выявляемая 
ДНК микроорга­

низма

Результаты 
применения 

набора реаген­
тов

Результаты применения 
системы сравнения

Обнаружено
(положительные)

Не обнаружено
(отрицательные)

Моча
(124 образца)

Escherichia соН
Обнаружено 31 0
Не обнаружено 0 3 5

Klebsiella
pneumoniae

Обнаружено 3 2 0
Не обнаружено 0 3 5

Pseudomonas
aeruginosa

Обнаружено 2 8 0
Не обнаружено 0 3 5

Enterobacterales
Обнаружено 6 0 0
Не обнаружено 0 3 5

Enterococcus spp. Обнаружено 3 0 0
Не обнаружено 0 3 5

Бактериальные 
культуры 
(100 образцов)

Escherichia coli
Обнаружено 3 3 0
Не обнаружено 0 6 7

Klebsiella
pneumoniae

Обнаружено 2 9 0
Не обнаружено 0 71

Pseudomonas
aeruginosa

Обнаружено 2 5 0
Не обнаружено 0 7 5

Enterobacterales
Обнаружено 61 0
Не обнаружено 0 3 9

Enterococcus spp. Обнаружено 2 8 0
Не обнаружено 0 7 2
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Таблица 6 — Диагностические характеристики набора реа' 
гентов «АмплиТест® ИМП»

Вид
исследуемого

материала

Выявляемая
ДНК

микроорганизма

Диагностическая
чувствительность

(с доверительной 

вероятностью  95 %)

Диагностическая
специфичность

(с доверительной 

вероятностью  95 %)

Моча

Escherich ia  соН 88,8 -100% 90,0 -100%
Klebsiella
pneum oniae 89,1-100 % 90,0-100 %
Pseudom onas
aeruginosa 87,7-100 % 90,0-100%
Enterobacterales 94,0- 100% 90,0- 100 %
Enterococcus  spp. 88,4- 100 % 90,0-100 %

Бактериальная
культура

Escherich ia  coH 89,4-100% 94,6- 100 %
Klebsiella
pneum oniae

88,1 -100 % 94,9- 100 %
Pseudom onas
aeruginosa

86,3-100 % 95,2 - 100 %
Enterobacterales 94,1 -100 % 91,0- 100 %
Enterococcus  spp. 87,7- 100 % 95,0- 100 %

МЕРЫ ПРЕДОСТОРОЖ НОСТИ И СВЕДЕНИЯ ОБ УТИ ЛИ ЗА ­
ЦИИ

И сследов ани я  по вы явлению  в клиническом м атери але  
в о зб уди те ле й  инф екционны х б олезней , о тн осящ и хся  к III 
группе патогенности , д о лж н о  проводиться  с соб лю дением  са ­
нитарно -эпидем иологических правил С а н П и Н  3.3686-21 « С а ­
нитарно-эпидем иологические требования по проф илакти ке  
инф екционны х б о ле зн е й » и С а н П и Н  2.1.3684-21 «С а н и та р н о - 
эпидем иологические требования к содерж анию  территори й  го­
родских и сельски х поселений, к водным объектам , питьевой 
воде и питьевом у водоснабжению , а тм осф ерн ом у воздуху , 
почвам, ж илы м  помещениям, эксплуатации  пр ои зводствен ­
ных, общ ественны х помещений, организации и проведению  
санитарно-противоэпидем ических (пр оф и ла кти чески х) меро­
п р и я ти й ». М атери ал д л я  исследований п о д ле ж и т предвари­
те ль н о й  обработке в соответствии  м етодическим и указаниями 
М У  1.3.2569-09 «О рганизация работы  ла б ор а тори й , и сп о ль зу ­
ющ их м етоды  ам плиф икации нуклеиновы х к и сло т при работе  
с м атериалом , содержащ им  микроорганизмы I - I V  групп пато ­
ге н н о сти ».
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При работе необходимо всегда вы полнять следую щ и е тр е ­
бования:

- И сследования проводятся  в боксированны х пом ещ е­
ниях, оборудованны х систем ам и приточной и вы тяжной венти ­
ляц и и  или  боксах микробиологической безопасности  II класса.

- Тем пература  в пом ещ ениях ла б ор а то р и и  о т  20 д о  28 °С, 
о тн о си те льн а я  влаж н ость  о т  15 до  75 % .

- Рассм атривать исследуем ы е образцы  как инф екционно­
опасны е, организовы вать работу и хранение в со о тв е тств и е  с 
С а н П и Н  3.3686-21 «С а н и та р н о -эп и де м и оло ги че ски е  тр е б о в а ­
ния по проф илактике инф екционны х б о ле зн е й ».

-  У б и р а ть  и дези н ф и ци ров ать  р азли ты е образцы , и сп о ль ­
зуя дезинф ицирую щ ие сре дств а  в со о тв е тств и е  с  С а н П и Н  
3.3686-21 «С а н и та р н о -эпи дем и оло ги чески е  требования по 
проф илактике  инф екционны х б о ле зн е й ».

-  Лабораторны й процесс долж е н  бы ть однонаправленны м . 
А нализ проводится в о тд е льн ы х помещ ениях (зонах). Р аботу 
с л е д у е т  начинать в Зоне Экстракции, п р одолж а ть  в Зонах А м ­
плиф икации и Детекции. Не возвращ ать образцы, оборудование 
и реагенты в зону, в которой бы ла проведена преды дущ ая с та ­
дия процесса.

-  Н еиспользованны е реагенты , реагенты  с истекшим ср о ­
ком годности , а также использованны е реагенты , упаковку^, 
биологический м атериал, включая м атериалы , инструм енты  и 
предм еты , загрязненные биологическим  м атериалом , с л е д у е т  
у д а л я ть  в соответствии  с требованиям и С а н П и Н  2.1.3684-21 
«С а н и та р н о -эпи дем и ологи чески е  требования к содерж анию  
территорий  городских и сельских поселений , к водным объек­
там , питьевой воде и питьевом у водоснабж ению , а тм о сф е р ­
ному во здуху , почвам, жилы м  помещ ениям, эксплуатац ии  про­
изводственны х, общ ественны х помещ ений, организации и 
проведению  санитарно-противоэпидем ических (п р о ф и ла к ти ­
ческих) м ероприятий».

ВНИМАНИЕ! При уда ле н и и  о тхо д о в  п о сле  ам плиф икации 
(пробирок, содерж ащ их продукты  П Ц Р ) недопустим о откры ва­
ние пробирок и разбрызгивание содерж им ого, поскольку это

2 Неиспользованные реагенты, реагенты с истекшим сроком годности, использованные реагенты, 
упаковка относятся к классу опасности медицинских отходов Г.
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м ож ет привести к контаминации продуктам и П Ц Р  ла б о р а то р ­
ной зоны, оборудования и реагентов.

-  И спо льзо в а ть  и менять при каждой операции одн оразо ­
вые наконечники д л я  автом атических до за то р о в  с  ф и ль тр о м . 
О дноразовую  пластиковую  по суду  (пробирки, наконечники) 
необходим о сбрасы вать в специальны й контейнер, со д е р ж а ­
щий дезинф ицирую щ ее сре дств о , которое м ож ет бы ть и сп о ль ­
зовано д л я  обеззараживания м едицинских о тхо до в .

- П оверхности  сто ло в , а также помещ ения, в которы х про­
водится  постановка П Ц Р , д о  начала и п о сле  заверш ения работ 
необходим о подвергать  уль тр а ф и о ле то в о м у  облучен ию  в т е ­
чение 30 мин.

-  Набор реагентов предназначен д л я  одноразового  приме­
нения д л я  проведения П Ц Р -и ссле д о в а н и я  указанного количе ­
ства  проб (см. раздел «С о с т а в » ) .

-  Набор реагентов готов к применению  со гла сн о  данной 
инструкции. Прим енять набор реагентов строго  по назначе­
нию.

- К работе  с набором реагентов допуска е тся  то ль к о  персо­
нал, обученны й м етодам  м олекулярной диагностики  и прави­
лам  работы  в клинико-диагностической ла б ор а то р и и  в у с та ­
новленном  порядке С ан П и Н  3.3686-21 «С а н и та р н о -э п и д е м и о ­
логические требования по проф илактике инф екционны х бо ­
ле з н е й ».

- Не и спользовать  набор реагентов, е сли  наруш ена вн ут­
ренняя упаковка или внешний вид реагента не с о о тв е тс тв уе т 
описанию .

- Не и спользовать  набор реагентов, е сли  не с о б лю д а ли с ь  
услови я  транспортирования и хранения согла сн о  инструкции.

-  Не и спользовать  набор реагентов по истечении срока 
годности .

- И спользовать одноразовы е неопудренны е перчатки, л а ­
бораторны е ха ла ты , защ ищ ать глаза во время работы  с образ­
цами и реагентам и. Т щ а те льн о  вымыть руки по окончании ра­
боты . Все операции проводятся  то льк о  в перчатках д л я  исклю ­
чения контакта с организмом человека.

- И збегать вды хания паров, контакта с кожей, глазами и
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сли зи стой  оболочкой. Вреден при проглаты вании . При кон­
такте  нем едленно пром ы ть пораженное м есто водой и при 
необходим ости  обратиться  за м едицинской помощью.

- При соблю дении  условий  транспортировки , э к сп луа та ­
ции и хранения риски взрыва и возгорания о тсутс тв ую т.

- И нф орм ационное письмо о безопасности  набора реаген­
тов  д о с туп н о  по запросу.

Оценка вероятны х собы тий, в р е з уль та те  н а ступ ле н и я  ко­
тор ы х м огут произойти о тр и ц а те льн ы е п о сле дств и я  д л я  орга ­
низма человека.

При использовании по назначению и соб лю ден и и  вы ш епе­
речисленны х мер предосторож ности  набор реагентов безопа ­
сен.

С пец иф ические  воздействия ком плекта реагентов на орга­
низм человека:

-  Канцерогенный э ф ф е к т  о тс у тс тв у е т .
- М утагенное де й ств и е  о тс утс тв уе т .
- Репродуктивная токсичность о тс у тс тв у е т .

Д О П О ЛН И ТЕЛЬН Ы Е МАТЕРИАЛЫ  И О БОРУДОВАНИ Е 
Взятие исследуемого материала

1. О дноразовы е полипропиленовы е п ло тн о  закрываю щ и­
еся пробирки объемом 2,0 мл (например, A xyg e n , Inc. ( «Э к с и - 
дж ен . И н к .»), СШ А , или аналогичны е).

2. Контейнер пластиковы й д л я  взятия, хранения и тр а н с ­
портировки биологических образцов объем ом  50-60 м л, с те ­
рильны й (например, О О О  «К ом битек П л а с ти к » или  а н а логи ч ­
ный).

Предварительная подготовка исследуемого материала
1. 0,9 %  раствор натрия хло р и д а  (стери льн ы й  ф и з и о ло ги ­

ческий раствор) или ф о сф а тн ы й  буф ерны й раствор (P B S ) 
(натрия хло р и д , 137 мМ; калия хло р и д , 2,7 мМ; натрия м оно­
ф о с ф а т , 10 мМ; калия д и ф о с ф а т , 2 мМ; рН=7,5±0,2).

2. О дноразовы е полипропиленовы е завинчиваю щ иеся 
или  п ло тн о  закрывающ иеся пробирки на 1,5 мл (например, 
A xyge n , Inc. («Э к си дж е н , И н к»), С Ш А , или  аналогичны е).

3. Завинчиваю щ иеся крышки к пробиркам (например.
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A xyge n , Inc. («Э к си дж е н , И н к .»), СШ А , или  аналогичны е).
4. О дноразовы е наконечники д л я  до за то р о в  перем енного 

объем а с ф и льтр о м  д о  100, д о  200, д о  1000 и д о  5000 мкл 
(например, A xyge n , Inc. («Э к си дж е н , И н к»), С Ш А , или  а н а ло ­
гичные).

5. Ш тативы  д л я  пробирок объем ом  1,5 м л и/или 5 мл 
(например, A xyge n , Inc. («Э к си дж е н , И н к »), С Ш А , или  а н а ло ­
гичные).

6. М икроцентриф уга д л я  пробирок типа  «Э п п е н д о р ф »  с 
максим альной скоростью  центриф угирования не менее 12 ты с  
g (например, Eppendorf Manufacturing Corporation («Э п п е н ­
д о р ф  М ануф эктуринг Корпорэйш н»), Герм ания, или  а н а логи ч ­
ная).

7. Вортекс (например, S IA  Biosan, Л а тв и я , или  а н а логи ч ­
ный).

8. А втом атические дозаторы  перем енного объем а (напри ­
мер, О О О  «Б и о х и т » , Россия, или  аналогичны е).

9. Х о ло д и ль н и к  о т плю с 2 д о  плю с 8 °С с м орозильной ка­
мерой о т  минус 24 д о  минус 16 °С.

10. О тд е ль н ы й  ха ла т , шапочки, обувь и одноразовы е пер­
чатки по М У  1.3.2569-09.

11. О дноразовы е пластиковы е контейнеры  д л я  сброса и 
инактивации м атериалов.

Экстракция ДНК из исследуем ы х образцов
1. Ламинарны й бокс (например, «Б А В п -0 1 -«Л а м и н а р -С » - 

1 ,2 », «Лам ин арны е си сте м ы », Россия, класс  биологической 
безопасности  II тип А ).

2. Те р м о ста т д л я  пробирок типа «Э п п е н д о р ф »  о т  25 д о  
100 °С (например, « Т Е Р М О  2 4 -15», «Б и о к о м », Россия).

3. М икроцентриф уга  д л я  пробирок типа  «Э п п е н д о р ф »  д о  
16 ты с  об/мин (например, «E lm i» , Л атвия , «H e tt is h » , Герм ания).

4. Вортекс (например, « Т Э Т А -2 » ,  «Б и о к о м », Россия).
5. Вакуумный о тса сы в а те ль  медицинский с к о лб о й -ло в уш ­

кой д л я  уда ле н и я  надосадочной ж идкости (например, «О М -1 » ,  
г. Ульян овск , Россия).

6. М агнитный ш татив д л я  пробирок типа «Э п п е н д о р ф »  
объем ом  1,5-2,о мл (например, «Р го гп е д а », С Ш А ).
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7. Набор электронны х или м еханических до за то р о в  ле р е - 
менного объем а (налрим ер, «Л е н п и п е т» , Россия).

8. О дноразовы е полипропиленовы е завинчиваю щ иеся 
или  п ло тн о  закрывающиеся микропробирки объем ом  1,5 мл 
(например, «А х у д е п » , СШ А ).

9. При использовании ком плекта «Б К -3 -s te p »  -  о дн ор а зо ­
вые полипропиленовы е завинчиваю щ иеся микропробирки или 
п ло тн о  закрывающ иеся микропробирки с  ф иксатором  крышки 
(«s a fe  lo c k ») объемом 1,5 мл.

10. О дноразовы е наконечники д л я  до за тор ов  перем ен­
ного объем а с аэрозольны м  барьером  д о  200 и д о  1000 мкл 
(например, «А х у д е п » , СШ А ).

11. О дноразовы е наконечники д л я  до за тор ов  перем енного 
объем а д о  10 и 200 мкл (например, «А х у д е п » ,  С Ш А ).

12. Ш тативы  д л я  микропробирок объем ом  1,5 м л (напри­
мер, «И н те р Л а б С е р в и с », Россия) и наконечников (например, 
«А х у д е п » ,  С Ш А ).

13. Х о ло д и ль н и к  о т  2 д о  8 °С с м орозильной камерой не 
выше м инус 16 °С.

14. О тд е ль н ы й  х а л а т  и одноразовы е перчатки.
15. Ем кость с дезинф ицирую щ им  раствором .
16. При использовании комплекта реагентов «М а гн о -С о р б - 

Комбо Т С »  применяется автоматическая станция д л я  экстрак­
ции НК (например, станция A uto -P ure  96 («H a n g zh o u  A llsheng 
Instrum ents С о ., L td .» , Китай), Р У  № РЗН 2021/14263), зареги­
стрированная в РФ и удовлетворяю щ ая следую щ им  требова ­
ниям:

-  возм ожность реализации п о сле до в а те льн о сти  этапов 
экстракции в соответствии сд а н н о й  Инструкцией;

-  наличие магнитного ш татива или  магнитных стерж ней 
д л я  сбора магнитного сорбента;

-  наличие терм остата  или термош ейкера с возможностью  
нагрева не менее чем до  80 °С;

-  наличие системы перемеш ивания ж идкостей 
шейкированием или пипетированием.

Полимеразная цепная реакция с флуоресцентной детек­
цией продуктов амплификации

1. О дноразовы е полипропиленовы е пробирки;
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-  завинчиваю щ иеся или  п ло тн о  закрывающ иеся пробирки 
объем ом  1,5 мл (например, А худе п , Inc. («Э к си д ж е н , И н к»), 
С Ш А , или  аналогичны е) д л я  приготовления реакционной 
смеси.

-  тонкостенны е пробирки д л я  П Ц Р  объем ом  0,2 мл с  выпук­
ло й  или  плоской оптически прозрачной крышкой или  пробирки 
объем ом  0,2 мл в стрипах по 8 шт. с прозрачными крышками 
(например, А худе п , Inc. («Э к си дж е н , И н к»), С Ш А , или  а н а ло ­
гичны е) -  при использовании прибора планш етного  типа;

-  тонкостенны е пробирки д л я  П Ц Р  объем ом  0,2 м л с п ло с ­
кой крышкой (например, А худ е п , Inc. («Э к си д ж е н , И н к»), С Ш А , 
или  аналогичны е) или  пробирки к R oto r-G e n e  объем ом  0,1 мл 
в стри п а х по 4 шт. с  крышками (например, Q IA G E N  G m bH  
(«К иаген  Г м б Х »), Герм ания, или  аналогичны е) -  при и сп о льзо ­
вании прибора роторного типа.

2. О дноразовы е наконечники д л я  до за тор ов  перем енного 
объем а с ф и ль тр о м  д о  200 мкл (например, А худ е п , Inc. ( «Э к ­
сидж ен , И н к»), СШ А, или  аналогичны е).

3. Ш тативы  д л я  пробирок объемом 0,2 м л или  0,1 м л 
(например, А худ е п , Inc. («Э к си дж е н , И н к »), С Ш А , или  а н а ло ­
гичные).

4. Бокс абактериальной воздуш ной среды  (П Ц Р -б о к с ) 
(например, «Б А В -П Ц Р -«Л а м и н а р -С » , З А О  «Ла м ин арны е си ­
с те м ы », Россия, или аналогичны й).

5. Вортекс (например, S IA  Biosan, Л а тв и я , или  а н а логи ч ­
ный).

6. А втом атические или механические дозаторы  перем ен­
ного объем а (например, О О О  «Б и о х и т » , Россия, или  а н а ло ги ч ­
ные).

7. Программируемый ам плиф икатор  с систем ой детекц ии  
ф луо р е сц е н тн о го  сигнала  в режиме «р е а ль н о го  врем ени», 
имеющий 4 или б о ле е  независимых каналов ф луо р е сц е н тн о й  
детекции  (R o to r-G e n e  6000 (Q IA G E N  G m bH  («К иаген  Г м б Х »), 
R o to r-G e n e  Q  (Q IA G E N  G m bH («К иаген  Г м б Х ») , Герм ания), 
C F X 9 6  (B io -R ad  Laboratories, Inc. ( «Б и о -Р а д  Л аб оратори з, 
И н к .»), С Ш А ), QuantStudio 5 (Therm o F isher Scientific («Т е р м о  
Ф иш ер С а й е н ти ф и к »), С Ш А ), ДТпрайм  («Д Н К  Т е х н о л о ги я » , 
Россия).
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8. Х о ло д и ль н и к  с тем пературны м  режимом о т  п лю с 2 д о  
плю с 8 °С с м орозильной камерой о т  минус 24 д о  м инус 16 °С.

9. О тд е ль н ы й  ха ла т, шапочки, обувь и одноразовы е пер­
чатки по М У  1.3.2569-09.

10. Ем кость д л я  сброса наконечников.

ВЗЯТИЕ, ТРАНСПОРТИРОВАНИЕ И ХРАНЕНИЕ И С С Л Е Д У ­
ЕМ ОГО М АТЕРИАЛА

М атериалом  д л я  исследования служ а т:
-  моча;
-  бактериальная культура .

Моча
Д л я  анализа отбираю т первую порцию  утренней мочи в ко­

ли ч е ств е  15 -25  мл в специальны й сухой  стери льн ы й  ф ла ко н  
или контейнер на 50-60 м л. С бор  мочи проводится  п о сле  тщ а ­
те ль н о го  ту а л е та  наружны х половы х органов, чтобы  в мочу не 
попали вы деления из них.

Д л я  транспортировки образцы мочи из сте р и льн ы й  ф л а ­
кона или  контейнера м огут бы ть перенесены  в пробирку-ваку- 
тейнер  д л я  мочи с консервантом (вклю чаю щ им борную  
кислоту, ф о р м и а т натрия, борат натрия) или  без консерванта.

У сло в и я  хранения и перевозки м а тери ала  и предвари ­
те ль н о  обработанны х проб. Нативны е и п р е дв а р и те льн о  обра ­
ботанны е образцы  мочи:

-  при тем пературе  2-8 °С -  в течение 1 суток;
-  при тем пературе  минус 20 °С -  в течен ие  1 н е де ли ;
-  при тем пературе  минус 70 °С -  д л и те ль н о .
Не допускается  замораживание м атериала.

Чистая бактериальная культура, смесь бактериальных 
культур , полученная путем первичного посева клиниче­
ского материала на жидкую или плотную  питательную
среду

Д опускается  хранение бактериального  осадка или  суспе н ­
зии бактериальны х клеток д о  проведения исследован ия ;

-  при тем пературе  о т  минус 24 д о  минус 16 °С -  в течен ие  
1 н еде ли ;

-  при тем пературе  не выше минус 68 °С -  д л и те л ь н о .
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ПОДГОТОВКА И ССЛЕДУЕМ ОГО  М АТЕРИАЛА К ЭКСТРАК­
ЦИИ ДНК

Моча
В зб о лта ть  ф лакон  с мочой. Перенести  1 мл мочи в с те ­

рильную  одноразовую  пробирку объемом 1,5 м л, и спользуя  о т ­
де льн ы й  наконечник с ф и льтр о м  д л я  каждого образца. Ц ен ­
тр и ф уги р о в а ть  10 мин при 10 000 g (12 ты с об/мин на центри ­
ф уге  M iniSpin, Eppendorf). При наличии б ольш о го  количества 
соле й  п о сле  центриф угирования мочи ресуспен ди ровать  
то льк о  верхний слой  осадка мочи в объем е 1 м л раствора 
0,9 %  натрия хло р и д а  и затем снова це н три ф уги ровать . И с­
пользуя  вакуумный о тса сы в а те ль  с колбой -ловуш кой , у д а л и ть  
надосадочную  ж идкость  полностью  или о ста в ля я  не б о ле е  50 
мкл ж идкости , не захваты вая осадок и и спользуя  д л я  каждого 
образца о тде льн ы й  наконечник без ф и ль тр а .

П олученн ы е п о сле  предварительной  обработки осадки 
мочи ресуспенди ровать  в 100 мкл ТС -А лле гр о . С  п о луч е н ­
ными образцами провести проц едуру экстракции Д Н К  в со о т­
ветствии с  инструкцией к используем ом у ком плекту реагентов.

П олученн ы е п о сле  предвари тельной  обработки образцы  
(суспензии осадков мочи) можно хранить:

-  при тем пературе  не выше минус 16 °С -  в течен ие  1 не­
д е л и ,

-  при тем пературе  не выше минус 68 °С -  д л и те л ь н о .

Чистая бактериальная культура, смесь бактериальных 
культур , полученная путем первичного посева клиниче­
ского материала на жидкую или плотную  питательны е 
среды.

П еренести  о т  0,1 д о  0,25 мл посева с жидкой среды  обога­
щ ения в сте ри льн ую  одноразовую  пробирку объем ом  1,5 м л (с  
помощ ью  одноразового ш прица).

Ц е н тр и ф уги р о в а ть  10 мин при 10 000 g (12 ты с об/мин на 
ц е н тр и ф уге  M iniSpin, Eppendorf). И спользуя  вакуумный о тса ­
сы в а те ль  с колбой -ловуш кой , полностью  у д а л и ть  н а до са до ч ­
ную ж идкость , не захваты вая осадок и и спользуя  д л я  каждого 
образца о тде льн ы й  наконечник без ф и ль тр а . Р есуспе н ди ро ­
вать полученны й осадок в 250 мкл ТС -А лле гр о  (ф орм а 1) или
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250 мкл ЛР-3 -step (ф орм а 2). П олученн ую  суспензию  и сп о ль ­
зовать д л я  проведения экстракции ДН К .

Д л я  образцов бактериальны х культур , п о луче н н ы х путем 
посева биологического м атериала на п ло тн ую  пи та те льн ую  
ср е ду, приготовить суспензию  бактериальны х клеток. П риго ­
то в ле н и е  суспензии бактериальны х клеток проводится  в реа­
генте ТС -А лле гр о  (ф орм а 1) или  в реагенте ЛР-3 -step (ф орм а 
2). Д л я  этого  внести около  10^-10® бактериальны х клеток, взя­
ты х  п е тле й  или  стерильны м  наконечником, в подготовлен н ую  
пробирку с 250 мкл ТС -А лле гр о  или ЛР-3-step. П олученн ую  
суспензию  использовать д л я  проведения экстракции Д Н К . При 
использовании д л я  экстракции Д Н К  ком плекта «ДНК А л л е ­
гро» вариант 100 (ф орм а 1) допускается  приготовление с ус ­
пензии бактериальны х клеток в P B S -б уф е р е  или  в 0,9 %  рас­
творе натрия хло р и да  в объем е 0,25 мл.

П олуче н н ы е п о сле  предвари тельной  обработки образцы  
(суспензии бактериальны х к уль тур ) можно хранить:

-  при тем пературе  не выше минус 16 °С -  в течен ие  не­
д е л и ,

-  при тем пературе  не выше минус 68 °С -  д л и те ль н о .

ПРОВЕДЕНИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ
И сследо в а н и е  со сто и т из сле дую щ и х этапов:
-  экстракция Д Н К  из и сследуем ы х образцов,
-  ам плиф икация Д Н К  с гиб ридизацион но -ф луоресцентн ой  

детекцией  в режиме «р е а льн о го  врем ени»,
-  анализ и интерпретация р езульта тов .

ЭКСТРАКЦИЯ ДНК ИЗ И ССЛЕДУЕМ Ы Х ОБРАЗЦОВ
ВНИМАНИЕ! При работе с Д Н К  необходим о использовать  
то ль к о  одноразовы е пластиковы е расходны е м атериалы , име­
ющие специальную  маркировку «D N a s e -fre e » .

Экстракцию  Д Н К  из предв ари те льн о  обработанны х образ­
цов мочи пров одят комплектами реагентов «ДНК А лле гр о » 
вариант 100 (ф орм а 1) или  «М агно-Сорб-Комбо Т С »  вариант
100 (ф орм а 2) в соответствии  с Инструкцией по применению.

Экстракцию  Д Н К  из образцов бактериальной культуры  про­
в о дя т с  использованием  ком плекта реагентов «ДНК А лле гр о »
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вариант 100, входящ его в состав форм ы  1, или  «БК-3 -step» 
вариант 100, входящ его в состав ф орм ы  2 набора регентов.

Экстракция Д Н К  из каждого и ссле дуе м ого  образца прово­
д и тс я  в присутствии внутреннего контрольного  образца (ВКО 
ИМП). В качестве о тр и ц а те льн ого  контроля  экстракции ис­
п о льзуе тся  реактив ОКО.

П олуче н н ая  в р е зуль та те  экстракции Д Н К  м ож ет храниться  
при тем пературе  не выше минус 16 °С д о  1 м есяца и при те м ­
пературе  не выше минус 68°С -  1 год и б о ле е . При экстракции 
Д Н К  с помощью ком плекта реагентов «М агно-Сорб-Комбо 
Т С »  вариант 100 полученная Д Н К  м ожет хран иться  при те м ­
пературе о т  плю с 2 д о  плю с 8 °С в течен и е  5 суток. При экс­
тракции Д Н К  с помощью комплекта реагентов «ДН К А лле гр о » 
вариант 100 или «БК-3-step» вариант 100 не реком ендуется 
хранить полученную  Д Н К  при тем пературе  о т  плю с 2 °С д о  
плю с 8 °С б о ле е  8 часов.

Экстракция ДНК с использованием комплекта реагентов 
«Д Н К -А лле гр о » вариант 100

1. О то б р а ть  необходим ое количество  поли проп и лен ов ы х 
пробирок, содерж ащ их Л Р -А ллегр о  (вклю чая отр и ц а те льн ы й  
и по лож и те льн ы й  контроли вы деления).

2. О с а д и ть  капли с крышек пробирок кратким ц е н тр и ф уги ­
рованием.

3. Внести  в пробирки с Л Р -А ллегр о  по 10 мкл ВКО ИМП.
4. И спользуя  о тд е льн ы е  наконечники с ф и ль тр о м  внести 

в пробирки с  Л Р -А ллегр о  и ВКО по 30 мкл подготовлен н ой  
бактериальной суспензии или  суспензии обработанного  
осадка мочи. В пробирку о тр и ц а те льн о го  контроля  (О К ) вы де­
лен ия  внести 30 мкл ОКО. В пробирку п о ло ж и те льн о го  кон­
тр о ля  (П К ) вы деления внести 30 мкл ПКО ИМП, е сли  он те с ти ­
руется с д а н н о й  партией образцов.

ВНИМАНИЕ! Постановку ПК необходим о проводить  при изме­
нении усло в и й  постановки или  через кажды е 6 м есяцев ис­
пользования одной серии наборов реагентов в одинаковы х 
усло в и я х . П о д  условиям и постановки подразум еваю тся: изме­
нение серии набора реагентов, способа экстракции Д Н К , ис­
пользование др уго го  прибора д л я  ам плиф икации и детекции , 
изменение версии программного обеспечения прибора.
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5. П ло тн о  закрыть крышки пробирок, содерж им ое проби­
рок тщ а те ль н о  перем еш ать на вортексе, п р о ц е н тр и ф уги р о - 
вать в течен ие  5 с на м икроцентриф уге д л я  уда ле н и я  капель с 
внутренней поверхности крышки, и инкубировать в предвари ­
те ль н о  разогретом д о  тем пературы  95 °С те р м о ста те  в те ч е ­
ние 5 минут.

6. П еренести  в ш татив прогреты е пробирки, а затем  тщ а ­
те ль н о  перем еш ать содерж им ое пробирок на вортексе.

7. П р оц ен тр и ф уги рова ть  пробирки в течен ие  2 минут при 
10 000 д (13 ты с. об/мин на ц е н тр и ф уге  «M in iS p in » , 
Eppendorf).

8. Н адосадочная  ж идкость  со д е р ж и т очищ енную  Д Н К . 
Пробы  готовы  к последую щ ем у исследован ию  м етодом  ам­
плиф икации  нуклеиновы х кислот.

ВНИМАНИЕ! Не допуска ть  попадания б е ло го  осадка из Л Р - 
А лле гр о  в пробирки с П Ц Р -см есью . О са до к  м ож ет ингибиро­
вать П Ц Р .

Экстракция ДНК из бактериальных культур  с использова­
нием комплекта реагентов «БК-3-step » вариант 100

1. О то б р а ть  необходим ое количество  одноразовы х п о ли ­
пропиленовы х пробирок объем ом  1,5 м л с ф иксатором  крышки 
типа  «S a fe  L o c k » д л я  экстракции Д Н К  (вклю чая отр и ц а те льн ы й  
и по лож и те льн ы й  контроли вы деления).

2. Внести  в каждую пробирку по 10 мкл ВКО ИМП, д о б а ­
вить по 250 мкл ЛР-3-step. Закрыть крышки, пром аркировать 
пробирки.

3. В пробирки с ЛР-3-step и ВКО внести, и спользуя  о т ­
д е ль н ы е  наконечники с  ф и льтр о м , по 20 мкл подготовлен н ой  
бактериальной суслензии. В пробирку о тр и ц а те льн о го  кон­
тр о ля  вы деления (О К ) внести 20 мкл ОКО. В лробирку п о ло ­
ж и те льн о го  контроля (ПК) вы деления внести 20 мкл ПКО ИМП.
ВНИМАНИЕ! П остановку ПК необходим о пров оди ть  при изме­
нении услови й  постановки или через кажды е 6 месяцев ис­
пользования одной серии наборов реагентов в одинаковы х 
усло в и я х . П о д  условиям и постановки подразум еваю тся: изме­
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нение серии набора реагентов, способа экстракции Д Н К , ис­
пользование др угого  прибора д л я  ам плиф икации и детекции , 
изменение версии программного обеспечения прибора.

4. П ло тн о  закрыть крышки пробирок, содерж им ое проби­
рок тщ а те ль н о  перем еш ать на вортексе, п р оц е н тр и ф уги р о - 
вать в течение 5 с на м икроцентриф уге д л я  уда ле н и я  капель с 
внутренней поверхности крышки, и инкубировать в предвари ­
те ль н о  разогретом д о  тем пературы  95 °С те р м о ста те  в те ч е ­
ние 5 минут.

5. П р оц ен триф угировать  пробирки в течен ие  2 минут при 
10 000 g (13 ты с. об/мин на ц е н тр и ф уге  «M in iS p in » , 
Eppendorf).

6. Н адосадочная  ж идкость  со д е р ж и т очищ енную  Д Н К . 
Пробы  готовы к последую щ ем у исследованию  м етодом  ам­
плиф икации нуклеиновы х кислот.

ВНИМАНИЕ! Не допуска ть  попадания осадка в пробирки с 
П Ц Р -см есью . О са док  м ожет ингибировать П Ц Р .

Экстракция ДНК с использованием комплекта реагентов 
«М агно-Сорб-Комбо Т С »  и автоматической станции д ля  
экстракции НК

1. Лизирующий буфер Комбо (е с ли  он хр а н и лся  при те м ­
пературе  о т  2 д о  8 °С) прогреть при тем пер а тур е  60 °С д о  п о л ­
ного растворения кристаллов .

2. С м е ш а ть  в о тд е ль н о й  пробирке ВКО ИМП, Б уф ер G T и 
Магнитный сорбент из расчета на один образец 10 мкл ВКО 
ИМП, 10 мкл Буфера G T и 20 мкл Магнитного сорбента. При 
расчете  необходим о учиты вать  запас -  рассчиты вать на о дн у  
пробу б ольш е.

3. Внести  в пробирки или  лунки глуб о ко лун о чн о го  п ла н ­
ш ета (в зависим ости о т м одели  автом атической станц и и ) д л я  
и ссле дуе м ы х и контрольны х образцов по 40 мкл п о д го то в ле н ­
ной смеси ВКО ИМП, буфера G T и Магнитного сорбента.

4. Д об а в и ть  в пробирки или  лунки глуб о ко лун о чн о го  п ла н ­
ш ета со смесью  ВКО, Б уф е ра  G T  и магнитного сорб ен та  по 500 
мкл Лизирующего буфера Комбо.

5. Д об а в и ть  в пробирки или  лунки глуб околун очн ого  пла н ­
ш ета со смесью  ВКО И М П , б уф е р а  G T , магнитного сорбента  и
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Лизирую щ его б уф е р а  Комбо по 100 мкл исследуем ы х образ­
цов.

6. В пробирку о тр и ц а те льн о го  контроля (О К ) вы делен ия  
внести 100 мкл О К О . В пробирку п о ло ж и те льн о го  контроля  
(П К ) вы деления внести 100 мкл ПКО ИМП (е с ли  он те с ти р у ­
ется  с данной партией образцов).

ВНИМАНИЕ! Постановку ПК необходим о пров оди ть  при изме­
нении условий  постановки или через кажды е 6 месяцев ис­
пользования одной серии наборов реагентов в одинаковы х 
усло в и я х . П о д  условиям и постановки подразум еваю тся: изме­
нение серии набора реагентов, способа экстракции Д Н К , ис­
пользование другого  прибора д л я  ам плиф икации и детекции , 
изменение версии программного обеспечения прибора.

7. П ом естить  на б ор т автом атической станции, в зависи­
мости о т  ее м одели , емкости с Раствором д л я  отмывки 
Комбо-1, Раствором д ля  отмывки Комбо-2 и РНК-буфером, 
или д л я  станций с магнитными стержням и внести в лунки  со ­
о тв етств ую щ и х размещ аемых на автом атической станции гл у ­
боколуночны х планш етов по 700 мкл Раствора д л я  отмывки 
Комбо-1, 500 мкл Раствора д ля  отмывки Комбо-2 и по 100 
мкл РНК-буфера.

8. У ста н о в и ть  пробирки или п ла н ш е т с исследуем ы м и и 
контрольны м и образцами, полученны м и в соответстви и  с 
пунктом 6, на б орт автом атической станции.

9. Перем еш ивать содерж им ое пробирок или  лун о к  п ла н ­
ш ета с исследуем ы м и образцами при те м п е р а тур е  60°С в т е ­
чении 5 мин.

10. Д л я  станций с магнитным ш тативом  пом естить  про­
бирки с исследуем ы м и и контрольны м и образцам и в м агнит­
ный ш татив  на 1 мин. Д л я  станций с магнитными стержням и 
о п усти ть  в лунки планш ета  с исследуем ы м и образцам и маг­
нитны е стерж ни на 1 мин.

11. Д л я  станций с магнитным ш тативом  у д а л и ть  н а до са - 
дочную  ж идкость , не вынимая пробирки из магнитного ш та ­
тива, до б а в и ть  в каждую  пробирку с исследуем ы м и образцами 
по 700 мкл Раствора д л я  отмывки Комбо-1. Д л я  станций с 
магнитными стержням и перенести магнитны е стерж ни с

стр, 30 из 49



намагниченным сорбентом  в лунки план ш е та  с раствором 
д л я  отмывки Комбо-1.

12. Перем еш ивать содерж им ое пробирок или  лун о к  п ла н ­
ш ета с исследуем ы м и образцами.

13. П овторить  пункт 10.
14. Д л я  станций с магнитным ш тативом  у д а л и ть  н а до са - 

дочн ую  ж идкость , не вынимая пробирки из магнитного ш та ­
тива , до б а в и ть  в каждую пробирку с исследуем ы м и образцам и 
по 500 мкл Раствора д л я  отмывки Комбо-2. Д л я  станций с 
магнитными стержням и перенести магнитные стерж ни с 
намагниченным сорбентом  в лунки п ла н ш е та  с раствором 
д л я  отмывки Комбо-2.

15. Перем еш ивать содерж им ое пробирок или  лун о к  п ла н ­
ш ета с исследуем ы м и образцами.

16. П овтор и ть  пункт 10.
17. Вы суш ить магнетизированную  силику, оставив про­

бирки с  открыты ми крышками на магнитном ш тативе или  о ста ­
вив магнитные стерж ни с намагниченным сорбентом  на откры ­
том в о здухе  в течение 5 минут.

18. Д об а в и ть  в пробирки по 100 мкл РНК-буфера или  по­
м естить  магнитные стерж ни в лунки п ла н ш е та  с РНК-буфе- 
ром.

19. Перем еш ивать содерж им ое пробирок или  лун о к  п ла н ­
ш ета с  исследуем ы м и образцами при те м п е р а тур е  60 °С в те ­
чении 5 мин.

20. Д л я  станций с магнитным ш тативом  перенести  раствор 
в чисты е пробирки, не вынимая пробирки с магнитным сорбен ­
том из магнитного ш татива. Д л я  станций с магнитными сте р ж ­
нями у д а л и ть  магнитный сорбент из лун о к  план ш е та  с помо­
щью м агнитны х стержней.

П олуче н н ая  ж идкость  соде р ж и т очищ енны е Р Н К и Д Н К .

ВНИМАНИЕ! Очищ енная РНК/ДНК м ож ет хран иться  при 
тем пер а тур е  не выше минус 16 °С д о  1 месяца и при тем пера ­
тур е  не выше минус 68 °С -  год и б о ле е . Н е реком ендуется 
хран и ть  очищ енную  РНК б о ле е  30 мин при тем п е р а тур е  плю с 
2-8 °С.
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Экстракция ДНК с использованием комплекта реагентов 
«Магно-Сорб-Комбо Т С »  вариант 100 вручную  с использо ­
ванием магнитного штатива

1. Лизирующий буфер Комбо (е сли  он хран и лся  при те м ­
пературе  о т  2 д о  8 °С) прогреть при тем п е р а тур е  60 °С д о  п о л ­
ного растворения кристаллов .

2. О то б р а ть  необходим ое количество  одноразовы х проби­
рок на 1,5 м л с п ло тн о  закрывающимися крышками (вклю чая 
о тр и ц а те льн ы й  контроль вы деления). Пром аркировать про­
бирки.

3. С м еш ать  в о тд е ль н о й  пробирке на 1,5 м л ВКО ИМП, Б у­
фер G T и Магнитный сорбент из расчета  на один образец 10 
мкл ВКО ИМП, 10 мкл Буфера G T и 20 мкл Магнитного сор ­
бента. При расчете необходим о учиты вать  запас -  рассчиты ­
вать на о дн у  точку б ольш е.

4. Внести в пробирки по 40 мкл подготовленной смеси 
ВКО, б уф е р а  G T  и магнитного сорбента .

5. Д об ав ить  в пробирки по 500 мкл Лизирующего буфера 
Комбо.

6. Д об ав ить  в каждую пробирку с лизирую щ им  б уф ером  
100 мкл исследуемого образца и тщ а те ль н о  перем еш ать на 
вортексе.

7. В пробирку о тр и ц а те льн о го  контроля (О К ) вы деления 
внести 100 мкл ф о сф а тн о го  б уф е р а  или  с те р и льн о го  ф и з и о ­
логического  раствора или  100 мкл ОКО. В пробирку п о ло ж и ­
те ль н о го  контроля (П К ) вы деления внести 100 мкл ПКО ИМП 
(е сли  он те сти р уе тся  с данной партией образцов).

ВНИМАНИЕ! П остановку ПК необходим о проводить при изме­
нении услови й  постановки или  через кажды е 6 м есяцев ис­
пользования одной серии наборов реагентов в одинаковы х 
усло в и я х . П о д  условиям и постановки подразум еваю тся: изме­
нение серии набора реагентов, способа экстракции Д Н К , ис­
пользование др угого  прибора д л я  ам плиф икации и де текц ии , 
изменение версии программного обеспечения прибора.

8. С одерж и м ое пробирок тщ а те ль н о  перем еш ать на вор­
тексе.

9. П рогреть  пробирки 5 мин при температуре 60 °С в те р ­
м остате .
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10. Кратким центриф угированием  о са ди ть  капли и перене­
сти пробирки в магнитный ш татив на 1 мин.
Примечание. Необходимо открыть крышки до постановки в магнитный штатив, 
если в магнитном штативе их неудобно/невозможно открыть без взмучивания сор­
бента.

11. Не вынимая пробирки из магнитного ш татива, акку­
ратно о тоб ра ть  надосадочную  ж идкость  по внутренней стенке, 
не задевая осадок, используя  вакуумный о тса сы в а те ль  и о т ­
де льн ы й  наконечник на 200 мкл д л я  каждой пробы.

12. Д об а в и ть  в пробирки по 700 мкл раствора д л я  о т­
мывки Комбо-1, закрыть крышки.
Примечание. Необходимо поставить пробирки в обычный штатив, если в магнит­
ном штативе неудобно/невозможно плотно закрыть крышки.

13. Р есуспендировать  м агнетизированную  си ли ку перем е­
шиванием на вортексе, кратким центриф угированием  о са ди ть  
капли и перенести пробирки в магнитный ш татив  на 1 мин.

14. О ткр ы ть  крышки, осторож но у д а л и ть  н адосадочную  
ж идкость  как описано выше.

15. Д об ав ить  в пробирки по 500 мкл раствора д ля  о т ­
мывки Комбо-2, перем еш ать на вортексе, а затем  о са ди ть  
капли кратким центриф угированием .

16. П ом е сти ть  пробирки в магнитный ш татив на 1 мин, за­
тем  откры ть крышки, осторож но у д а л и ть  н адоса дочную  ж и д ­
кость.

17. Вы суш ить магнетизированную  силику, оставив про­
бирки с открыты ми крышками на магнитном ш тативе в течение 
5-10 минут.

18. Д об а в и ть  в пробирки по 100 мкл РНК-буфера и пере­
меш ать на вортексе.

19. П ом е сти ть  пробирки в те р м о ста т при тем пер а тур е  
60°С на 5 мин, через 2 мин перем еш ать на вортексе.

20. Кратко о са ди ть  капли на вортексе и п е реста ви ть  про­
бирки в магнитный ш татив. И нкубировать 2 мин.

21. Н адосадочн ая  ж идкость  со де р ж и т очищ енны е Р Н К и 
ДН К .

22. Не вынимая пробирки из магнитного ш татива, перене­
сти надосадочную  ж идкость в новые пробирки.
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ВНИМАНИЕ! Очищ енная РНК/ДНК м ож ет храниться  при те м ­
пературе  не выше минус 16 °С д о  1 месяца и при те м п е р а тур е  
не выше минус 68 °С -  год и б оле е . Не реком ендуется хран и ть  
очищ енную  РНК б о ле е  30 мин при тем пер а тур е  плю с 2-8 °С.

ПЦР С ДЕТЕКЦИЕЙ В РЕЖИМЕ «Р Е А Л Ь Н О ГО  ВРЕМ ЕНИ»
Выбор пробирок д ля  амплификации зависит о т ис­

пользуемого амплификатора с системой детекции в ре­
жиме «реального времени».

Д ля  внесения в пробирки реагентов, проб ДНК и кон­
тр о льн ы х образцов использую тся одноразовые наконеч­
ники с фильтрам и.

А. Подготовка проб д ля  амплификации
Общий объем реакционной смеси -  25 мкл, включая 

объем пробы ДНК -  10 мкл.
1. Рассчитать количество каждого реагента, требую щ ееся 

д л я  приготовления каждой реакционной смеси. На одн у реак­
цию требуется  10 мкл ПЦР-смеси-FL  (ПЦР-смеси-FL  ИМП-1 
или ПЦР-смеси-FL ИМП-2), 5 мкл ПЦР-буфера-F, 0,5 мкл Taq 
полимеразы. См есь готовить на общ ее чи сло  и сследуем ы х и 
контрольны х образцов (количество контрольны х образцов см. в 
лункте 6) плю с запас на одну реакцию.

ВНИМАНИЕ! Компоненты реакционной смеси с л е д у е т  смеш и­
вать непосредственно перед проведением П Ц Р -и сследов а н и я .

2. Разм орозить пробирки с ПЦР-смесями-FL, П Ц Р -буф е- 
poM-F. Перем еш ать содерж им ое всех реагентов П Ц Р -к о м - 
плекта , осадить  капли на вортексе.

В д в у х  о тд е ль н ы х  пробирках п о дгото в и ть  2 реакционны е 
смеси. С м еш ать  необходим ое количество: ПЦР-смеси-FL, 
ПЦР-буфера-F, Taq полимеразы, перем еш ать см есь на вор­
тексе, оса дить  капли на вортексе.

3. О то б р а ть  необходим ое (двукратное) количество  проби­
рок или  стрипов д л я  П Ц Р  Д Н К  и ссле дуе м ы х и кон трольны х 
проб.

4. В каждый ряд пробирок внести по одной из д в у х  приго­
то в ле н н ы х реакционных смесей по 15 мкл на пробу. Н е и с п о ль ­
зованны е остатки реакционной смеси ути ли зи рова ть .
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5. В подготовлен н ы е пробирки с различны м и реакцион­
ными смесями внести по 10 мкл проб ДНК, п о луче н н ы х в ре­
з у л ь та те  экстракции из и ссле дуе м ы х образцов.

6. П оста в и ть  контрольны е реакции на каждой смеси:
- Калибратор К1 -  в две^ пробирки с  различны м и реак­

ционными смесями внести по 10 мкл К1 ИМП.
- Калибратор К2 -  в две^ пробирки с различны м и реак­

ционными смесями внести по 10 мкл К2 ИМП (кали б ратор  К2 
не и сп о льзуе тся  при проведении качественного анализа).

- отрицательны й контроль ПЦР (К-) -  в пробирки с раз­
личны м и реакционными смесями внести по 10 мкл К -.

-  отрицательны й контроль экстракции (ОК) -  в про­
бирки с различны м и реакционными смесями внести по 10 мкл 
пробы, экстрагированной из ОКО.

- положительны й контроль экстракции (ПК**) -  в про­
бирки с различны м и реакционными смесями внести по 10 мкл 
пробы, экстрагированной из ПКО ИМП.
ВНИМАНИЕ! П ровести  П Ц Р  п о сле  соединения реакционны х 
см есей, Д Н К -п р о б  и контролей.

Б. Проведение амплификации с детекцией в режиме 
«реального времени»

1. При использовании программного обеспечения д л я  
управления приборами д л я  проведения полим еразной цепной 
реакции в режиме реального  времени, а такж е анализа п о л у ­
ченны х с приборов данны х « F R T  M a n a ge r» (д а л е е  -  П О  « F R T  
M a n a g e r») (О О О  « И Л С » ,  Россия; Р У  № РЗН 2019/8870) п оста ­
новка П Ц Р -Р В  о сущ е ств ля е тся  согласно  р уков одств у п о льзо ­
в а те ля  к указанному П О  и м етодическим реком ендациям  по 
проведению  ам плиф икации и а н а ли зу р е зуль та то в  при по­
мощи П О  « F R T  M anager».

В с луч а е  запуска постановки с помощ ью  П О  а м пли ф и ка - 
тора  необходим о запрограмм ировать а м пли ф и ка то р  с си сте ­
мой детекции  в режиме «р е а льн о го  врем ени» д л я  вы полнения 
соответствую щ ей программы ам плиф икации и детекции  ф л у ­
оресцентного  сигнала  (см. та б л . 7 и вклады ш , прилагаем ы й к

^Допускается поставить по одной пробирке калибраторов К1 и К2 в постановку 
если он тестируется с данной партией образцов
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данном у набору реагентов).

Таблица 7 — Программа амплификации и детекции флуО ' 
ресцентного сигнала д ля  приборов роторного® и план­
шетного® типа

Цикл Температура,
°С Время

Детекция флуоресцент­
ного сигнала по каналам 

для флуорофоров

Количе­
ство

циклов
1 95 15 мин - 1

2

95 10 сек -

4560 20 сек
РАМ (Green);

HEX (JOE, Yellow, VIC); 
ROX (Orange);

Cy5 (Red)
72 10 сек -

Примечание; для амплификаторов ДТпрайм рекомендуется в конце программы амплификации 
(после блока циклирования) добавить стадию хранения при температуре 20 “С (для охлаждения 
блока перед извлечением пробирок).

2. Уста н о в и ть  пробирки в ячейки реакционного м одуля  
прибора. Р еком ендуется перед постановкой в ам пли ф и катор  
план ш етн ого  типа о са ди ть  капли со стенок пробирок на вор- 
тексе.

ВНИМАНИЕ! В случ а е  неполной загрузки приборов п ла н ш е т­
ного типа  реком ендуется д о п о лн и те ль н о  уста н о в и ть  пусты е 
пробирки или  Стрипы (аналогичны е используем ы м ) по краям 
реакционного м одуля  ам плиф икатора .

3. З а п усти ть  вы полнение программы ам плиф икации 
с детекц ией  ф луо р е сц е н тн о го  сигнала  с помощ ью  П О  « F R T  
M an age r» или  П О  ам плиф икатора.

4. По окончании вы полнения программы при ступи ть  
к ан а ли зу и интерпретации р е зульта тов .

В. Анализ и интерпретация результатов
При использовании д л я  запуска постановки П О  « F R T  M an­

a g e r»  анализ полученны х дан н ы х и интерпретация р е з уль та ­
тов  проводятся  автом атически.

= Rotor-Gene 6000 (QIAGEN), Rotor-Gene Q (QIAGEN).
® CFX 96 (Bio-Rad), QuantStudio 5 (Thermo Scientific), ДТпрайм (ДНК Технология, Россия).
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При работе с П О  ам плиф икатора , анализ п о луче н н ы х д а н ­
ных пров одят с помощью программного обеспечения прибора, 
используем ого  д л я  проведения П Ц Р  с де те кц и ей  в режиме 
«р е а ль н о го  врем ени». А н а ли зи рую т графики накопления ф л у ­
оресцентного  сигнала по 4 каналам д л я  ПЦР-смеси-FL  ИМП- 
1 и по 3 каналам д л я  ПЦР-смеси-FL ИМП-2 в соо тв етств и и  
с та б л . 1 настоящ ей инструкции.

Д л я  ПЦР-смеси-FL ИМП-1:
-  по каналу д л я  ф лу о р о ф о р а  FA M  регистрируется  сигнал, 

св и детельств ую щ и й  о накоплении продукта  ам плиф икации 
ф рагм ента  Д Н К  Escherichia coir,

-  по каналу д л я  ф лу о р о ф о р а  H E X  р егистрируется  сигнал, 
св и детельств ую щ и й  о накоплении продукта  ам плиф икации 
ф рагм ента  Д Н К  Klebsiella pneumoniae;

-  по каналу д л я  ф лу о р о ф о р а  R O X  регистрируется  сигнал, 
св и де те льств ую щ и й  о накоплении продукта  ам плиф икации 
Д Н К  В К О ;

-  по каналу д л я  ф лу о р о ф о р а  С у б  регистрируется  сигнал, 
св и детельств ую щ и й  о накоплении продукта  ам плиф икации 
ф рагм ента  Д Н К  Pseudomonas aeruginosa;

Д л я  ПЦР-смеси-FL  ИМП-2;
-  по каналу д л я  ф лу о р о ф о р а  FA M  р егистрируется  сигнал, 

св и де те льств ую щ и й  о накоплении продукта  ам плиф икации 
ф рагм ента  Д Н К  Enterobacterales;

-  по каналу д л я  ф лу о р о ф о р а  H E X  регистрируется  сигнал, 
св и детельств ую щ и й  о накоплении продукта  ам плиф икации 
ф рагм ен та  Д Н К  Enterococcus spp.

-  по каналу д л я  ф лу о р о ф о р а  R O X  регистрируется  сигнал, 
св и де те льств ую щ и й  о накоплении продукта  ам плиф икации 
Д Н К  ВКО ;

-  данны е по каналу С уб  не учиты ваю тся.
Р е зуль та ты  интерпретирую тся  на основании наличия или  

о тсутств и я  пересечения кривой ф луо р е сц е н ц и и  с ус та н о в ле н ­
ной на соответствую щ ем  уровне пороговой линии  (указан во 
вклады ш е к набору реагентов), что  о п р е д е ля е т наличие или  
о тс утс тв и е  значения порогового цикла C t д л я  данной пробы 
Д Н К . При количественном  анализе на основе полученн ого  зна­
чения порогового цикла C t д л я  данной пробы Д Н К  и значений
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C t д л я  калибраторов К1 и К2 П О  автом атически рассчиты вает 
концентрацию  Д Н К  соответствую щ его  микроорганизма в 
пробе ДН К.

С н а ч а ла  анализирую т р е зульта ты , полученн ы е д л я  кон­
тр о ль н ы х образцов. Р е з уль та т  П Ц Р -и ссле д о в а н и я  счи тается  
достоверны м , если  получены  правильны е р е зуль та ты  д л я  кон- 
тр о ле й  этапов экстракции и ам плиф икации Д Н К  в с о о тв е т ­
ствии с та б л . 8 и вклады ш ем , прилагаемым к набору реаген­
тов.
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Таблица 8 — Результаты  для  контролей различных этапов исследования

ПЦР-
смесь-FL

Кон­
троль

Контролируе­
мый этап ПЦР 
исследований

Значение порогового цикла (Ct) для флуорофора

FAM (Green) HEX (JOE, VIC, Yel­
low) ROX (Orange) Су5 (Red)

ИМП-1

ок Экстракция 
ДНК и ПЦР

Отсутствует 
или определено 

больше граничного

Отсутствует 
или определено 

больше граничного
Определено 

меньше граничного
Отсутствует 

или определено 
больше граничного

к- ПЦР
Отсутствует 

или определено 
больше граничного

отсутствует отсутствует отсутствует

К1 ПЦР Определено 
меньше граничного

Определено 
меньше граничного Не учитывается Определено 

меньше граничного
К2 ПЦР Определено 

меньше граничного
Определено 

меньше граничного Не учитывается Определено 
меньше граничного

ИМП-2

ОК Экстракция 
ДНК и ПЦР

Отсутствует 
или определено 

больше граничного

Отсутствует 
или определено 

больше граничного
Определено 

меньше граничного Не учитывается

К- ПЦР
Отсутствует 

или определено 
больше граничного

Отсутствует 
или определено 

больше граничного
отсутствует Не учитывается

К1 ПЦР Определено 
меньше граничного

Определено 
меньше граничного Не учитывается Не учитывается

К2 ПЦР Определено 
меньше граничного

Определено 
меньше граничного Не учитывается Не учитывается

Внимание! Граничные значения Cf указаны во вклады ш е к набору реагентов.
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Качественный и количественный анализ д л я  образцов 
мочи

Д л я  получения количественного р е з уль та та  необходим о 
пр едв а ри те льн о  ввести в П О  значение концентрации каждого 
из калибраторов К1 и К2 (по каналам д л я  ф л у о р о ф о р о в  FA M , 
J O E  и С уб ), указанное во вклады ш е к набору реагентов, и вы­
брать  единицы  измерения «Г Э / м л » . На основании п о луче н н ы х 
значений порогового цикла (Ct) и заданны х значений концен­
траций д л я  Д Н К -кали б раторов  К1и К2 по каждом у каналу 
(кроме канала д л я  детекции р е зульта то в  по В К О  -  R O X ) про­
и схо ди т автом атическое построение калибровочной прямой и 
расчет концентрации Д Н К  соответствую щ ей Д Н К -м иш ени в 
пробе Д Н К  в единицах измерения «Г Э / м л » .

ВНИМАНИЕ! Значения концентраций калибраторов указаны 
во вклады ш е, прилагаемом к набору реагентов.

П олученн ая  калибровочная прямая (граф ик ста н д а р то в ) 
д о лж н а  со о тв е тств о в а ть  следую щ им  критериям:

1) К о эф ф и ц и е н т корреляции не менее 0,97;
2) Э ф ф е к ти в н о сть  П Ц Р  находится  в диапазоне 87 -  110% 

(0 ,8 7 -1 ,1 ) .

Н е соб лю ден ие  получения правильны х р е зуль та то в  д л я  
контрольны х образцов и требований к калибровочной прямой 
м ож ет привести к недостоверны м  р е зульта та м  П Ц Р -и с с л е д о - 
вания анализируем ы х образцов.

Д л я  о пре деле н и я  количества Д Н К  каждого из о п р е д е ля е ­
мых микроорганизмов в образце мочи (коли че ств о  геномных 
эквивалентов в 1 м л мочи) необходим о произвести расчет по 
следую щ ей  ф о р м уле :

Число геномных эквивалентов в 1 мл образца мочи =
= К X [число геномных эквивалентов в 1 мл пробы ДНК].

При экстракции Д Н К  с помощью ком плекта реагентов 
«Д Н К -А лле гр о » вариант 100 (при использовании ф орм ы  1), 
к о эф ф и ц и е н т К = 1.

При экстракции Д Н К  с помощью ком плекта реагентов 
«М агно-Сорб-Комбо Т С »  вариант 100 (при использовании 
ф орм ы  2), коэф ф и ц и ен т К = 0,2.
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О бщ ий р е з уль та т  д л я  образца вклю чает пе речи слени е  ре­
з уль та то в , которые учиты ваю тся по каждом у из пяти о п р е де ­
ляем ы х микроорганизмов и групп микроорганизмов 
{Escherichia соН, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas 
aeruginosa, Enterobacterales, Enterococcus spp.);

1) ДНК Escherichia co li де те к ти р уе тся  no каналу FAM  в 
реакции с П Ц Р -см есью  И М П -1 . Е с ли  по этом у каналу о п р е де ­
ле н о  значение концентрации Д Н К , и значение порогового 
цикла C t не превы ш ает граничное, р е з уль та т : обнаружена 
Д Н К  Escherichia coli, указы вается количество Д Н К  (рассчи тан ­
ное значение количества Д Н К  в 1 м л образца мочи). Е с ли  зна­
чение порогового цикла C t по каналу РАМ о тс у тс тв у е т  или  пре­
вы ш ает граничное значение, р е зуль та т: не обнаружено Д Н К  
Escherichia coli.

2) ДНК Kiebsieiia pneumoniae  д е те к ти р уе тся  по каналу 
H E X  в реакции с П Ц Р -см есью  И М П -1 . Е с ли  по этом у каналу 
о п р е де ле н о  значение концентрации Д Н К , и значение порого­
вого цикла C t не превы ш ает граничное, р е з уль та т : обнаруж ена 
Д Н К  Klebsiella pneumoniae, указы вается коли че ств о  Д Н К  (рас ­
считанное значение количества Д Н К  в 1 м л образца мочи). 
Е с ли  значение порогового цикла C t по каналу H E X  о тс у тс тв у е т  
или  превы ш ает граничное значение, р е з уль та т : не обнару­
жено Д Н К  Klebsiella pneumoniae.

3) ДНК Pseudomonas aeruginosa  де те к ти р уе тся  по ка­
н а лу  д л я  ф л у о р о ф о р а  С уб  в реакции с П Ц Р -см есью  И М П -1 . 
Е с ли  по этом у каналу о п р е де ле н о  значение концентрации 
Д Н К , и значение порогового цикла C t не превы ш ает граничное, 
р е з уль та т : обнаружена Д Н К  Pseudomonas aeruginosa, указы­
вается количество Д Н К  (рассчитанное значение количества  
Д Н К  в 1 м л образца мочи). Е с ли  значение порогового цикла Ct 
по каналу С у5  о тс у тс тв у е т  или  превы ш ает граничное значе­
ние, р е зуль та т: не обнаруж ено Д Н К  Pseudomonas aeruginosa.

4) ДНК Enterobacterales де те к ти р уе тся  по каналу FAM  в 
реакции с П Ц Р -см есью  И М П -2 . Е с ли  по этом у каналу о п р е де ­
ле н о  значение концентрации Д Н К  и рассчитанное значение ко­
ли ч е ств а  Д Н К  в 1 мл образца мочи с о с та в ля е т  не менее 1x10^ 
ГЭ/мл, р е з уль та т : обнаружена Д Н К  Enterobacterales, указы ва­
ется  количество Д Н К  (рассчитанное значение количества
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Д Н К  в 1 м л образца мочи). Е с ли  п олуче н о  значение менее 
2x10^ ГЭ/мл (или  о тс у тс тв у е т  значение концентрации по ка­
н а лу  РАМ), р е зульта т: не обнаружено Д Н К  Enterobacterales.

5) ДНК Enterococcus spp. де те кти р уе тся  по каналу H E X  в 
реакции с П Ц Р -см есью  И М П -2 . Е с ли  по этом у каналу о п р е де ­
ле н о  значение концентрации ДН К, и значение порогового 
цикла C t не превы ш ает граничное, р е з уль та т : обнаружена 
Д Н К  Enterococcus spp., указы вается количество  Д Н К  (рассчи ­
танное значение количества Д Н К  в 1 мл образца мочи). Е с л и  
значение порогового цикла C t по каналу С у5  о тс у тс тв у е т  или  
превы ш ает граничное значение, р е з уль та т : не обнаружено 
Д Н К  Enterococcus spp.

К оличество  Д Н К  д л я  Escherichia соИ, Klebsiella pneumoniae, 
Pseudomonas aeruginosa и Enterococcus spp. учи ты вае тся  в 
диапазоне концентраций 2 x 1 0 ^ - 2x10^ ГЭ/мл (линейны й д и а ­
пазон). Е с ли  полученное значение количества  Д Н К  д л я  эти х 
микроорганизмов с о с та в ля е т менее 2x10^ ГЭ/мл, то  указы ва­
ется  «м е н е е  2x10^ ГЭ /м л». Е с ли  полученн ое  значение со ста в ­
л я е т  б о ле е  2x10^ ГЭ/мл, указы вается «б о л е е  2x10^ ГЭ /м л».

К оличество  Д Н К  Enterobacterales учиты вается  в диапазоне 
концентраций 4x10 ^ - 2x10^ ГЭ/мл. Е с ли  получе н н ое  значение 
с о с та в ля е т  б о ле е  2x10^ ГЭ/мл, то  указы вается р е з у л ь та т  « б о ­
л е е  2x10^ ГЭ /м л». Е с ли  полученное значение с о с та в ля е т  о т 
1x10^ ГЭ/мл д о  4x10^ ГЭ/мл, то  указы вается р е з у ль та т  «м е н е е  
4x10^ ГЭ /м л».

Е с ли  значение C t по каналу д л я  ф л у о р о ф о р а  R O X , и сп о ль ­
зуем ом у д л я  детекции ВКО, о тс у тс тв у е т  или  превы ш ает гра­
ничное значение по результатам  реакции с П Ц Р -см есью  И М П - 
1, и д л я  каждого из 3 определяем ы х микроорганизмов получен  
р е з у ль та т  «н е  о б н а р уж ен о» или о п р е де ле н о  количество  «м е ­
нее 2x10^ ГЭ /м л», то  результат невалидный. Е с ли  значение 
C t по каналу R O X , используем ом у д л я  детекц ии  ВКО, о тс у т ­
с тв у е т  или  превы ш ает граничное значение по р езульта та м  ре­
акции с П Ц Р -см есью  И М П -2 , и д л я  Д Н К  Enterobacterales и Д Н К  
Enterococcus spp. получен  р е з уль та т  «н е  о б н а р уж е н о » или  ко­
ли ч е ств о  Д Н К  «м е н е е  4x10^ ГЭ /м л» (д л я  Enterobacterales), или 
«м е н е е  2x10^ ГЭ /м л» (д л я  Enterococcus sp p .),то  результат 
невалидный. В с луч а е  получения невалидного результата
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необходим о провести повторное и ссле до в а н и е  со о тв е тств ую ­
щ его образца, начиная с этапа вы деления Д Н К .

Контрольны й образец ПКО ИМП те с ти р уе тс я  однократно 
при получении  новой серии набора реагентов при проведении 
количественного анализа (с  первой партией образцов). Такж е 
можно те сти р о в а ть  П К О  повторно как д о п о лн и те ль н ы й  кон­
тр о л ь  д л я  оценки правильности  получе н н ы х количественны х 
р е зульта то в . Количество  Д Н К  каждого из о п р е де ля е м ы х мик­
роорганизмов в образце П К О  д о лж н о  н а хо ди ться  в диапазоне, 
указанном во вклады ш е.

Качественный анализ д ля  образцов бактериальных к уль ­
тур

О бщ ий р е з уль та т  д л я  образца вклю чает перечи слени е ре­
з уль та то в , которые учиты ваю тся по каждом у из оп ре де ля е м ы х 
микроорганизмов и групп микроорганизмов {Escherichia соН, 
Kiebsieiia pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, 
Enterobacteraies, Enterococcus spp.):

1) ДНК Escherichia coli де те к ти р уе тся  no каналу FAM  в 
реакции с П Ц Р -см есью  И М П -1 . Е с ли  по этом у каналу о п р е де ­
ле н о  значение порогового цикла Ct менее граничного значения 
01, р е з уль та т : обнаружена Д Н К  Escherichia coii. Е с ли  значе­
ние C t по каналу FAM  о тс у тс тв у е т  или превы ш ает граничное 
значение 02, а значение C t по каналу R O X , используем ом у 
д л я  детекции  ВКО, не превы ш ает граничное значение, р е зуль ­
та т : не обнаружено Д Н К  Escherichia coii. Е с л и  п о луче н о  зна­
чение C t по каналу FA M  о т  С1 д о  С2, р е з у л ь та т  сом нитель­
ный (тр е б уе тся  повторный анализ образца).

2) ДНК Kiebsieiia pneumoniae де те к ти р уе тся  по каналу 
H E X  в реакции с П Ц Р -см есью  И М П -1 . Е с ли  по этом у каналу 
о п р е де ле н о  значение порогового цикла C t менее граничного 
значения С1, р е зульта т: обнаружена Д Н К  Kiebsieiia 
pneumoniae. Е с ли  значение C t по каналу H E X  о тс у тс тв у е т  или  
превы ш ает граничное значение С2 , а значение C t по каналу 
R O X , используем ом у д л я  детекции В К О , не превы ш ает гранич­
ное значение, р е зуль та т: не обнаружено Д Н К  Klebsiella 
pneumoniae. Е с ли  получено  значение C t по каналу H E X  о т  С1 
д о  С2, р е з уль та т  сомнительный (тр е б уе тся  повторны й ана­
ли з  образца).

СТр. 43 ИЗ 49



3) ДНК Pseudomonas aeruginosa де те к ти р уе тся  по ка­
н а лу  д л я  ф л у о р о ф о р а  С уб  в реакции с П Ц Р -см е сью  И М П -1 . 
Е с л и  по этом у каналу о п ре де ле н о  значение порогового цикла 
C t менее граничного значения С1, р е зуль та т: обнаружена 
Д Н К  Pseudomonas aeruginosa. Е с ли  значение C t по каналу С уб  
о тс у тс тв у е т  или превы ш ает граничное значение С2 , а значе­
ние C t по каналу R O X , используем ом у д л я  детекц ии  ВКО , не 
превы ш ает граничное значение, р е зуль та т; не обнаружено 
Д Н К  Pseudomonas aeruginosa. Е с ли  п о луче н о  значение C t по 
каналу С уб  о т  С1 д о  С2, р е з уль та т  сомнительный (тр е б уе тся  
повторны й анализ образца).

4) ДНК Enterobacterales де те к ти р уе тся  по каналу РАМ в 
реакции с П Ц Р -см есью  И М П -2 . Е с ли  по этом у каналу о п р е де ­
ле н о  значение порогового цикла C t менее граничного значения 
С 1 , р е зуль та т: обнаружена Д Н К  Enterobacterales. Е с ли  значе­
ние C t по каналу РАМ о тс у тс тв у е т  или  превы ш ает граничное 
значение С2 , а значение C t по каналу R O X , используем ом у 
д л я  детекции  ВКО, не превы ш ает граничное значение, р е з уль ­
та т : не обнаружено Д Н К  Enterobacterales. Е с л и  п о луч е н о  зна­
чение C t по каналу РАМ о т  С1 д о  С2, р е з у ль та т  сом нитель­
ный (тр е б уе тся  повторны й анализ образца).

б) ДНК Enterococcus spp. де те к ти р уе тся  по каналу H E X  в 
реакции с П Ц Р -см есью  И М П -2 . Е с ли  по этом у каналу о п р е де ­
ле н о  значение порогового цикла C t менее граничного значения 
С1 , р е зуль та т; обнаружена Д Н К  Enterococcus spp. Е с л и  зна­
чение C t по каналу H E X  о тс у тс тв у е т  или  превы ш ает граничное 
значение С2, а значение C t по каналу R O X , используем ом у 
д л я  детекции  ВКО , не превы ш ает граничное значение, р е з уль ­
та т : не обнаружено Д Н К  Enterococcus spp. Е с ли  п о луче н о  зна­
чение C t по каналу H E X  о т С1 д о  С2, р е з уль та т  сом нитель­
ный (тр е б уе тся  повторный анализ образца)

Е с ли  значение C t по каналу R O X , используем ом у д л я  д е ­
текции ВКО , о тс у тс тв у е т  или превы ш ает граничное значение 
по р е зульта та м  реакции с П Ц Р -см есью  И М П -1 , и значения Ct 
по каналам РАМ , H E X  и С уб  о тс утс тв ую т или  превы ш аю т гра­
ничные значения С1, результат невалидный. Е с л и  значение 
C t по каналу R O X , используем ом у д л я  детекц ии  В К О , о тс у т ­
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ств уе т или превы ш ает граничное значение по р е зульта та м  ре­
акции с П Ц Р -см есью  И М П -2 , и значения C t по каналам РАМ и 
H E X  о тс у тс тв у ю т или превы ш аю т граничные значения С1 , ре­
зульта т невалидный.

В случ а е  получения невалидного результата или сомни­
тельного результата необходим о провести повторное и с с ле ­
дование соответствую щ его  образца, начиная с этапа в ы д е ле ­
ния ДН К.

Возможные ошибки:
1. Д л я  калибраторов К1 И М П или/и К2 И М П  значение C t по 

каналам д л я  ф лу о р о ф о р о в  РАМ и/или H E X , и/или С уб  д л я  
П Ц Р -см е си  И М П -1 , и/или по каналам д л я  ф л у о р о ф о р о в  РАМ 
и/или H E X  д л я  П Ц Р -см еси  И М П -2  о тс у тс тв у е т  или  превы ш ает 
указанное граничное значение. Н еобходим о повторить  а м пли ­
фикацию  д л я  всех образцов.

2. Д л я  о тр и ц а те льн о го  контроля П Ц Р  (К -) о п р е де ле н о  зна­
чение порогового цикла (Ct) менее граничного по одном у или  
нескольким каналам. Вероятна контаминация ла б ор а тори и  
продуктам и ам плиф икации или  контаминация реагентов, ис­
сле дуе м ы х образцов на каком -либо этапе П Ц Р -и ссле д о в а н и я . 
Н еобходим о предпринять меры по вы явлению  и ликвидации 
источника контаминации и повторить ам плиф икацию  д л я  всех 
образцов.

3. Д л я  о тр и ц а те льн о го  контроля экстракции (О К ) о п р е де ­
ле н о  значение порогового цикла (Ct) по каналу д л я  ф л у о р о - 
ф о ра  H E X , и/или С уб  д л я  П Ц Р -см еси  И М П -1 , или  о п р е де ле н о  
значение C t менее граничного по каналу д л я  ф л у о р о ф о р а  FA M  
д л я  П Ц Р -см е си  И М П -1 , и/или по каналу д л я  ф л у о р о ф о р а  РАМ 
и/или H E X  д л я  П Ц Р -см еси  И М П -2 . Вероятна контаминация л а ­
боратории продуктам и ам плиф икации или  контаминация реа­
гентов, и ссле дуе м ы х образцов на каком -либо этапе L A M P -и с - 
следова н и я . Н еобходим о предпринять меры по вы явлению  и 
ликвидации источника контаминации и повторить  П Ц Р -и с с л е - 
дование д л я  всех образцов, начиная с этапа экстракции ДН К.

4. Д л я  и ссле дуе м ого  образца о п р е де ле н о  значение поро­
гового цикла (Ct), при этом на графике ф луо р е сц е н ц и и  о тс у т ­
с тв уе т  участок  характерного экспоненциального подъем а (гра ­
ф ик п р е д с та в ля е т собой пр и б ли зи те льн о  прямую линию ).
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Н еобходи м о проверить правильность  вы бранного уровня по­
роговой линии  или  парам етров расчета базовой лин ии . Е с л и  
р е з у ль та т  получен при правильном  уровне пороговой ли н ии  
(парам етрах базовой ли н и и ), тр е б уе тся  повторно провести 
П Ц Р -и ссле д о в а н и е  д л я  этого  образца.
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СРОК годности . УСЛОВИЯ ТРАНСПОРТИРОВАНИЯ и 
ХРАНЕНИЯ
Срок годности. 12 месяцев. Набор реагентов с истекшим сро­
ком годности применению не подлеж ит. С рок годности  вскры­
ты х реагентов со о тв е тств уе т сроку годности , указанном у на 
этикетках д л я  невскры ты х реагентов.

Транспортирование.
Набор реагентов транспортировать при тем п е р а тур е  о т 

плю с 2 д о  плю с 8 °С не б о ле е  5 сут. в терм оконтейнерах, со ­
де рж ащ и х хла до э ле м е н ты , всеми видами кры ты х тр а н сп о р т­
ных ср е дств .

Набор реагентов при получении разуком плектовать в с о о т ­
ветствии с указанными тем пературам и хранения.

Хранение.
К ом плект реагентов «П Ц Р -к о м п л е к т»  вариант FR T -9 6  F: 

Ч а сть  1 в составе  реагентов П Ц Р -см е сь -F L  И М П -1 , П Ц Р - 
см есь-F L  И М П -2 , П Ц Р -б у ф е р -F , Taq  полим ераза, К- хран ить  в 
м орозильной камере при тем пературе  о т  м инус 24 д о  минус 
16 °С. П Ц Р -с м е с ь -F L  ИМ П-1 и И М П -2  хран ить  в защ ищ енном 
о т  света  м есте. К- до п усти м о  хранить при те м п е р а тур е  о т  ми­
нус 24 д о  плю с 8 °С.

Ч а сть  2 в составе реагентов О К О , ВКО  И М П , П К О  И М П, К1 
И М П и К2 И М П хранить при тем пературе  о т  п лю с 2 д о  плю с 
8 °С.

Д оп усти м о  разм ораживать и зам ораживать реагенты  не 
б о ле е  3 раз.

Ком плекты  реагентов «Д Н К  А л л е г р о »  вариант 100, 
«М а гн о -С о р б -К о м б о  Т С »  вариант 100, «Б К -3 -s te p »  вариант 100 
хранить при тем пературе  о т плю с 2 д о  плю с 8 °С.

Х о ло д и ль н ы е  и м орозильны е камеры д о лж н ы  обеспечи ­
вать реглам ентированны й тем пературны й режим.
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г а 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 згото в и те ль  гарантирует соо тв е тств и е  основны х пара­
метров и характеристик набора реагентов требованиям , ука­
занным в технической и эксплуатационной докум ентации, в т е ­
чение указанного срока годности  при соб лю ден ии  всех у с л о ­
вий транспортирования, хранения и применения.

М едицинское и зде ли е  техническом у обслуж иванию  и ре­
м онту не п о дле ж и т.

Рекламации на качество набора реагентов н аправлять  по 
а др есу  119121, г. Москва, у л . Погодинская, дом  10, стр .1 , е - 
mail: prom lab@ cspfm ba.ru .

При вы явлении побочны х де й ств и й , не указанны х в ин­
струкции по применению набора реагентов, н е ж е ла те ль н ы х 
реакций при его использовании, ф актов  и о б с то я те ль с тв , со ­
здаю щ их угрозу жизни и здоровью  граждан и м едицинских ра­
ботников при применении и эксплуатации  набора реагентов, 
реком ендуется направить сообщ ение по адресу, указанном у 
выше, и в уполном оченную  государственную  регулирую щ ую  
организацию  (в РФ -  Ф едеральн ая  служ б а  по н адзору в сф е р е  
здравоохранения) в соответствии  с действую щ им  законода­
те льств о м .

Р ук о в о ди те ль
производственной лаборатории

Ж . Е  .Тарасова
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символы, ИСПОЛЬЗУЕМ Ы Е В ПЕЧАТНОЙ ПРОДУКЦИИ

R E F Номер по каталогу А
V
п

О сто р о ж н о  

С одер ж и м ого  д о -
|l o t | Код партии 

М едицинское

ста то ч н о  д л я  про­
ведения п -т е с т о в

1 ' ^ ^ 1 и зде ли е  д л я  
диагностики in vitro

И сп о льзо в а ть  д о

О б р а ти те сь  к 
инструкции по

V E R Д а та  изменения
применению  или  к 
инструкции по 
применению  в 
электронном  виде

V Тем пературны й ^•СГ Не до п уск а ть  воз-i диапазон де й ств и я  с о лн е ч ­
ного света

ыЛ И зготови те ль Д а та  изготовления

Знаки опасности
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□0 Краткое руководство

Набор реагентов
для выявления и количественного 

определения ДНК бактерий, вызывающих 
инфекции мочевыводящих путей -  

Escherichia coli, Klebsiella pneum oniae, 
Pseudom onas aeruginosa, Enterobacterales и 

Enterococcus spp. -методом ПЦР
«АмплиТест® ИМП», 

форма 1

REF T-B049-1FRT

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

IVD

В н и м а н и е ! краткое руководство предназначено для  удобства работы с набором реагентов в лаборатории 
% может бы ть использовано только после детального ознакомления с инструкцией по применению данного 
Набора реагентов. Анализ и интерпретацию результатов необходимо проводить в соответствии 

инструкцией к набору реагентов.

Эк с т р а к ц и я  ДНК и з  и с с л е д у е м ы х  о б р а з ц о в  с  помощью «ДНК А лле гр о » вариант 100 
-гонтроли: Внутренний контрольный образец (ВКО ИМП) -  в каждом образце.
,1 ля каждой группы экстрагируемых образцов:
^отрицательный (ОК) и 1 положительный (ПК) контроли экстракции.

Объем исследуемого образца, контролей и элюции
При экстракции добавить:

i3KO ИМП 10 мкл в каждую пробирку

^|рследуемые образцы 30 мкл в пробирки для исследуемых образцов

"ко 30 мкл в пробирку для ОК (отрицательного контроля экстракции)

ПКО ИМП 30 мкл в пробирку для ПК (положительного контроля экстракции)

ВНИМАНИЕ! Постановку ПК необходимо проводить при изменении условий постановки или через каждые 6 
месяцев использования одной серии наборов реагентов в одинаковых условиях. Под условиями постановки 
подразумеваются: изменение серии набора реагентов, способа экстракции ДНК, использование другого прибора 
для амплификации и детекции, изменение версии программного обеспечения прибора.

ВНИМАНИЕ! Не допускать попадания белого осадка из ЛР-Аллегро в пробирки с ПЦР-смесью. Осадок может 
ингибировать ПЦР.

Не рекомендуется хранить полученную ДНК при температуре от плюс 2 °С до плюс 8 °С более 8 часов. 

ПОДГОТОВКА ПРОБ ДЛЯ АМПЛИФИКАЦИИ с помощью «ПЦР-ком плект» вариант FRT-96 F 

Общий объем реакционной смеси: 25 мкл, включая объем пробы ДНК (10 мкл).
Контроли; для каждой группы амплифицируемых образцов два калибратора (К1, К2). положительный контроль 
экстракции ДНК и ПЦР (ПК), отрицательный контроль ПЦР (К-), отрицательный контроль экстракции (ОК) по одному 
повтору каждого, кроме калибраторов, которых по два повтора.
- Рассчитать количество каждого реагента, требующееся для приготовления реакционной смеси.
- Разморозить пробирки с ПЦР-смесями-FL, ПЦР-буфером-Р.
- В двух отдельных пробирках подготовить 2 реакционные смеси.
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Компонент реакционной смеси Объем, мкл

ПЦР-смесь-FL ИМП-1 или 
ПЦР-смесь-FL ИМП-2 10*(N+K+1)

ПЦР-буфер-F 5*(N+K+1)
Taq полимераза 0,5*(N+K+1)

Обозначения

N -  количество исследуемых образцов;
К -  количество контролей (в данном наборе 
реагентов К=7);
1 -  запас

1НИМАНИЕ! Компоненты реакционной смеси следует смешивать непосредственно перед проведением ПЦР- 
сследования.

Отобрать необходимое двукратное количество пробирок (индивидуальных или стрипованных) для 
амплификации ДНК исследуемых и контрольных проб.

Внести по 15 мкл
Приготовленной реакционной смеси в каждую пробирку
рнести по 10 мкл
Проб ДНК, экстрагированных из исследуемых 
образцов в две пробирки с различными реакционными смесями

Пробы, экстрагированной из ОКО в две пробирки с различными реакционными смесями для ОК
Пробы, экстрагированной из ПКО ИМП в две пробирки с различными реакционными смесями для ПК

К1 ИМП в две пробирки с различными реакционными смесями по два 
повтора для построения калибровочной прямой

К2ИМП в две пробирки с различными реакционными смесями по два 
повтора для построения калибровочной прямой
в две пробирки с различными реакционными смесями для К-

flHMAHME! Содержимое пробирок необходимо 
зырьков воздуха.

тщательно перемешать пипетированием, не допуская появления

Ш ЛИФИКАЦИЯ С ДЕТЕКЦИЕЙ В РЕЖИМЕ «Р ЕА ЛЬН О ГО  ВРЕМЕНИ»

Запрограммировать амплификатор с системой детекции в режиме «реального времени» для выполнения 
следующей программы (для приборов роторного типа и планшетного типа) - в случае использования ПО 
амплификатора с последующим анализом результатов вручную.

Цикл
Программа амплификации для  приборов роторного и планшетного типа

Температура, Время Детекция флуоресц. сигнала по каналам для 
флуорофоров

Количество
циклов

1 95 15 мин - 1

2

95 10с -

4560 20 с FAM (Green), HEX (JO E , Yellow, VIC), 
ROX (Orange), Cy5 (Red)

72 Ю с -

Настройки приборов роторного и планшетного типа см. во вкладыше к набору реагентов. 
ш  В случае использования программного обеспечения для управления приборами для проведения 
^  лимеразной цепной реакции в режиме реального времени, а также анализа полученных с приборов данных «FRT 

юадег» (ПО «FRT Manager»; ООО «ИЛС», Россия, РУ № РЗН 2019/8870) необходимо запустить ПО и следовать 
ззаниям руководства пользователя к данному ПО и методическим рекомендациям по проведению амплификации 
анализу результатов при помощи ПО «FRT Manager» (программа амплификации уже заложена в ПО при выборе 
обходимой методики, поэтому вручную ее вводить не надо).
Установить пробирки в ячейки реакционного модуля прибора в любом направлении: вертикально или 
горизонтально. Перед постановкой в амплификатор планшетного типа рекомендуется осадить капли со стенок 
пробирок на вортексе.

1ИМАНИЕ! В случае неполной загрузки приборов планшетного типа рекомендуется дополнительно установить 
стые пробирки или стрипы (аналогичные используемым) по краям реакционного модуля амплификатора.

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

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

Наименование
ПЦР-смеси-FL

Канал для  
ф луороф ора

FAM HEX ROX Суб

ИМП-1

ДНК-мишень Escherichia coli Klebsiella
pneumoniae вко Pseudomonas

aeruginosa

Область
амплификации

фрагмент гена 
uidA

фрагмент гена 
khe

искусственно
синтезированная

последовательность

фрагмент гена 
OprL

ИМП-2

ДНК-мишень Enterobacterales Enterococcus
spp. ВКО -

Область
амплификации

фрагмент гена 
16S рРНК

фрагмент гена 
16S рРНК

искусственно
синтезированная

последовательность
-

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

ВНИМАНИЕ! К каждому набору реагентов прилагается вкладыш, в котором указаны настройки для приборов 
Ьоторного и планшетного типа и граничные значения Ct, необходимые для проведения анализа и интерпретации 

^результатов.

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

т
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т Краткое руководство

Набор реагентов
для выявления и количественного 

определения ДНК бактерий, вызывающих 
инфекции мочевыводящих путей -  

E s c h e r ic h ia  соН , K le b s ie l la  p n e u m o n ia e ,  

P s e u d o m o n a s  a e r u g in o s a ,  E n t e r o b a c t e r a le s  и 
E n te r o c o c c u s  spp. -методом ПЦР

«АмплиТест® ИМП», 
форма 2

|^T-B049-2FRT

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

IVD

ВНИМАНИЕ! Краткое руководство предназначено для  удобства работы с набором реагентов в лаборатории 
V может бы ть использовано только после детального ознакомления с инструкцией по применению данного 
1^абора реагентов. Анализ и интерпретацию результатов необходимо проводить в соответствии 
Г  инструкцией к набору реагентов.

^аКСТРАКиИЯ ДНК из и с с л е д у е м ы х  о б р а з ц о в
З^онтроли: Внутренний контрольный образец (ВКО ИМП) -  в каждом образце.
,̂ 1ля каждой группы экстрагируемых образцов:

отрицательный (ОК) и 1 положительный (ПК) контроли экстракции.

Объем исследуемого образца, контролей и элюции
|^При экстракции с помощью комплекта «Магно-Сорб-Комбо Т С »  добавить:
f  Смесь - на N проб:
^ К О  ИМП -  10x(N+1) мкл, 
К уф ер GT -  10x(N+1) мкл, 

Магнитный сорбент - 20x(N+1) 
мкл

40 мкл
в каждую пробирку вносится по 40 мкл смеси ВКО ИМП, 
Буфера GT и Магнитного сорбента

Исследуемые образцы 100 мкл в пробирки для исследуемых образцов

ОКО 100 мкл в пробирку для ОК

пкоимп 100 мкл в пробирку для ПК

Элюция
Все образцы 100 мкл в каждую пробирку
При экстракции с помощью комплекта «БК-3-step» добавить:
ВКО ИМП 10 мкл в каждую пробирку

Исследуемые образцы 20 мкл в пробирки для исследуемых образцов

ОКО 20 мкл в пробирку для ОК

ПКО ИМП 20 мкл в пробирку для ПК

ВНИМАНИЕ! Постановку ПК необходимо проводить при изменении условий постановки или через каждые 6 
месяцев использования одной серии наборов реагентов в одинаковых условиях. Под условиями постановки 
подразумеваются: изменение серии набора реагентов, способа экстракции ДНК, использование другого прибора 
для амплификации и детекции, изменение версии программного обеспечения прибора.
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ВНИМАНИЕ! Не допускать попадания осадка в пробирки с ПЦР-смесью. Осадок может ингибировать ПЦР. 

Не рекомендуется хранить полученную ДНК при температуре от плюс 2 °С до плюс 8 °С более 8 часов.

ПОДГОТОВКА ПРОБ ДЛЯ АМПЛИФИКАЦИИ с помощью «ПЦР-ком плект» вариант FRT-96 F

Общий объем реакционной смеси: 25 мкл, включая объем пробы ДНК (10 мкл).
Контроли: для каждой группы амплифицируемых образцов два калибратора (К1, К2), положительный контроль 
экстракции ДНК и ПЦР (ПК), отрицательный контроль ПЦР (К-), отрицательный контроль экстракции (ОК) по одному 
штору каждого, кроме калибраторов, которых по два повтора.

Рассчитать количество каждого реагента, требующееся для приготовления реакционной смеси.
Разморозить пробирки с ПЦР-смесями-FL, ПЦР-буферо-F.
В двух отдельных пробирках подготовить 2 реакционные смеси.

Компонент реакционной смеси Объем, мкл

ПЦР-смесь-FL ИМП-1 или 
ПЦР-смесь-FL ИМП-2

10*(N+K+1)

ПЦР-буфер-F 5*(N+K+1)
Taq полимераза 0,5*(N+K+1)

Обозначения

N -  количество исследуемых образцов;
К -  количество контролей (в данном наборе 
реагентов К=7);
1 -  запас

ЖИМАНИЕ! Компоненты реакционной смеси следует смешивать непосредственно перед проведением ПЦР- 
юследования.

Отобрать необходимое двукратное количество пробирок (индивидуальных или стрипованных) для 
амплификации ДНК исследуемых и контрольных проб.

({Рнести по 15 мкл
приготовленной реакционной смеси в каждую пробирку
Внести по 10 мкл
Проб ДНК, экстрагированных из исследуемых 
образцов в две пробирки с различными реакционными смесями

Пробы, экстрагированной из ОКО в две пробирки с различными реакционными смесями для ОК
Пробы, экстрагированной из ПКО ИМП в две пробирки с различными реакционными смесями для ПК

К1 ИМП в две пробирки с различными реакционными смесями по два 
повтора для построения калибровочной прямой

К2ИМП в две пробирки с различными реакционными смесями по два 
повтора для построения калибровочной прямой

К- в две пробирки с различными реакционными смесями для К-

1НИМАНИЕ! Содержимое пробирок необходимо тщательно перемешать пипетированием, не допуская появления 
узырьков воздуха.

1МПЛИФИКАЦИЯ С ДЕТЕКЦИЕЙ В РЕЖИМЕ «Р ЕА ЛЬН О ГО  ВРЕМЕНИ»

Запрограммировать амплификатор с системой детекции в режиме «реального времени» для выполнения 
следующей программы (для приборов роторного типа и планшетного типа) - в случае использования ПО 
амплификатора с последующим анализом результатов вручную.

Цикл
Программа амплификации д л я  приборов роторного и планшетного типа

Температура, °С Время Детекция флуоресц. сигнала по каналам для 
флуорофоров

Количество
циклов

1 95 15 мин - 1

2

95 Ю с -

4560 20 с FAM (Green), HEX (JO E, Yellow, VIC), 
ROX (Orange), Cy5 (Red)

72 Ю с -

Настройки приборов роторного и планшетного типа см. во вкладыше к набору реагентов.
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 № РЗН 2019/8870) необходимо запустить ПО и следовать 
казаниям руководства пользователя к данному ПО и методическим рекомендациям по проведению амплификации 
анализу результатов при помощи ПО «FRT Manager» (программа амплификации уже заложена в ПО при выборе 
еобходимой методики, поэтому вручную ее вводить не надо).

Установить пробирки в ячейки реакционного модуля прибора в любом направлении: вертикально или 
горизонтально. Перед постановкой в амплификатор планшетного типа рекомендуется осадить капли со стенок 
пробирок на вортексе.
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ВНИМАНИЕ! В случае неполной загрузки приборов планшетного типа рекомендуется дополнительно установить 
пустые пробирки или стрипы (аналогичные используемым) по краям реакционного модуля амплификатора.

• Запустить выполнение программы амплификации с детекцией флуоресцентного сигнала.

АНАЛИЗ И ИНТЕРПРЕТАЦИЯ РЕЗУЛЬТАТОВ

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

Наименование
ПЦР-смеси-FL

Канал для  
ф луороф ора FAM HEX ROX Су5

ИМП-1

ДНК-мишень Escherichia coli Klebsiella
pneumoniae вко Pseudomonas

aeruginosa

Область
амплификации

фрагмент гена 
uidA

фрагмент гена 
khe

искусственно
синтезированная

последовательность

фрагмент гена 
OprL

ИМП-2

ДНК-мишень Enterobacterafes Enterococcus
spp.

ВКО -

Область
амплификации

фрагмент гена 
16S рРНК

фрагмент гена 
16S рРНК

искусственно
синтезированная

последовательность
-

Результаты интерпретируются на основании наличия (или отсутствия) пересечения кривой флуоресценции 
установленной на соответствующем уровне пороговой линией, что определяет наличие (или отсутствие) для 
иной пробы ДНК значения порогового цикла (СО-

ВНИМАНИЕ! К каждому набору реагентов прилагается вкладыш, в котором указаны настройки для приборов 
юторного и планшетного типа и граничные значения Cf, необходимые для проведения анализа и интерпретации 
результатов.

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