
«У ТВЕРЖ Д А Ю »

ИНСТРУКЦИЯ

по применению  набора реагентов

для выявления Д Н К  цитом егаловируса и Д Н К  вируса простого герпеса 1 и 2 типов 

методом полимеразной цепной реакции в реж име реального времени

«РеалБест ДНК ЦМВ/ВПГ-1,2»

1. НАЗНАЧЕНИЕ

Набор реагентов для вы явления Д Н К  цитом егаловируса и Д Н К  вируса простого герпеса 

1 и 2 типов методом полимеразной цепной реакции в реж име реального времени «РеалБест 

Д Н К  Ц М В /В П Г-1,2» предназначен для качественного вы явления Д Н К  цитом егаловируса 

(ЦМ В) и Д Н К  вируса простого герпеса 1 и 2 типов (В П Г-1,2) в клинических образцах (соскобы  

слизистых оболочек урогенитального тракта, соскобы слизистой ротовой полости, слюна, 

цельная кровь, плазма крови) методом полимеразной цепной реакции (П Ц Р) с гибридизаци- 

онно-флуоресцентной детекцией продуктов ПЦР в реж име реального времени. Н абор м ож ет 

быть использован при диагностике герпесвирусны х инф екций, вы зы ваемы х цитом егаловиру- 

сом и вирусом  простого герпеса 1 и 2 типов.

2. ХАРАКТЕРИСТИКА НАБОРА

2.1. Принцип метода.

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

ДН К возбудителя инфекции в ходе проведения ПЦР.

Процесс амплиф икации заклю чается в повторяю щ ихся циклах: тем пературная денату­

рация ДН К-матрицы, отж иг праймеров с ком плем ентарны м и последовательностями Д Н К - 

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

регистрации процесса амплификации леж ит изм ерение сигналов ф луоресценции в каждом 

цикле ПЦР. У величение сигналов ф луоресценции происходит благодаря использованию  ги- 

бридизационного ДН К-зонда, специфичного для вы бранного участка Д Н К  возбудителя ин-
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фекции, который в ходе реакции связы вается с одной из цепей ДН К, обеспечивая такж е д о ­

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

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

оресценции. В ходе полимеразного синтеза комплементарной цепи, благодаря 5 '-3 '-н укле- 

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

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

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

личества образовавш ихся специфических ампликонов и динам ика нарастания ф луоресценции 

определяется исходным количеством  целевой Д Н К  в образце.

Учёт эффективности вьщ еления Д Н К  из образцов обеспечивается вы делением  целевой 

ДН К из клинического материала совместно с предварительно внесённы м  внутренним  кон­

трольным образцом (ВКО).

2.2. Состав набора:

Компонент набора (сокращ ение) 
Описание

Количество

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

1 пробирка, 1 мл

Г отовая реакционная смесь для ПЦР (ГРС) 
Лиофилизированная

96 пробирок

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

В комплект поставки входят:

- набор реагентов;

- инструкция по прим енению  и паспорт (количество копий определяется в договоре на 

поставку продукции).

И нструкция по применению  и паспорт размещ ены  на сайте (h ttp ://w w w .vector-best.ruy

2.3. Условия применения.

Вьщ еление Д Н К  из клинических образцов (соскобы  слизисты х оболочек урогениталь­

ного тракта, соскобы слизистой ротовой полости, слю на, цельная кровь, плазм а крови) прово­

дится с использованием  наборов: «РеалБест Д Н К-экспресс», «РеалБест Д Н К -экстракция 3», 

«РеалБест экстракция 100», «РеалБест У ниМ аг» и «Л изирую щ ий раствор» производства АО 

«Вектор-Бест» (возможно использование других наборов, зарегистрированны х в установлен­

ном порядке к обращ ению  в РФ , предназначенны х для вьщ еления Д Н К  из указанны х образ­

цов).

Набор применяется с регистрирую щ им и амплиф икаторами планш етного типа: «СРХ 96», 

(фирм а «Bio-Rad», СШ А ); «ДТ-96», «ДТпрайм», «ДТлайт» (ООО «Н П О  Д Н К -Технология», 

Россия) или их аналогами, зарегистрированны ми в установленном  порядке в РФ.



Набор рассчитан на проведение анализа 96 образцов, вютючая контрольны е образцы.

3. АНАЛИТИЧЕСКИЕ И ДИАГНОСТИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ

3.1. Чувствительность вы явления Д Н К  ЦМ В определяется по стандартному образцу 

предприятия (СО Н  05-2-354), с содерж анием  Д Н К  ЦМ В 100 копий в пробе.

Чувствительность выявления Д Н К  ВП Г-1,2 определяется по стандартному образцу 

предприятия (СО Н  05-2-356), с содерж анием  Д Н К  ВП Г-1,2 100 копий в пробе.

3.2. Для оценки аналитической специфичности были проведены  проверки с потенци­

ально интерферирую щ ими Д Н К  герпеевирусов других типов: вируса ветряной оспы  (VZV ), 

вируса Эпш тейна-Барр (ВЭБ); герпеевирус человека тип 6 (ВГЧ-6), герпесвирус человека тип 

8 (ВГЧ-8). П ерекрестно реагирую щ их Д Н К  вирусов обнаруж ено не бьшо.

3.3. Диагностическая чувствительность вы явления Д Н К  ЦМ В: клинические испытания, 

проведенные на 47 полож ительны х образцах, показали 100 %  чувствительноеть (интервал 92,5 

%  -1 0 0  %, е доверительной вероятностью  95 %);

Д иагностическая чувствительность вы явления Д Н К  ВП Г-1,2: клиничеекие испы тания, 

проведенные на 47 полож ительны х образцах, показали 100 %  чувствительноеть (интервал 92,5 

% -1 0 0  %, с доверительной вероятностью  95 %);

3.4. Д иагностическая специфичность вы явления Д Н К  ЦМ В: клинические иепытания, 

проведенные на 141 отрицательны х образцах, показали 100 %  специфичноеть (интервал 97,4 

%  - 100 % , с доверительной вероятноетью  95 %);

3.5. Д иагноетическая специфичность вы явления Д Н К  ВП Г-1,2: клинические иепытания, 

проведенные на 141 отрицательны х образцах, показали 100 %  специфичность (интервал 97,4 

%  -1 0 0  %, с доверительной вероятностью  95 %);

4. МЕРЫ ПРЕДОСТОРОЖНОСТИ

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

№  4н).

4.2. Лаборатории, вы полняю щ ие иселедования по вы явлению  Д Н К  Ц М В и Д Н К  ВП Г-

1,2, обязаны  обеспечить безопаеность работы  в соответствии с требованиям и законодатель­

ства в сфере санитарно-эпидемиологичеекого благополучия.

Набор предназначен для профессионального примененры в клинической лабораторной диа­

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

средним медицинеким, или биологическим образованием, прошедший подготовку на лицензиро­

ванных куреах первичной специализации по работе е патогенными для человека микроорганиз­

мами и получивший дополнительное специальное образование на курсах повьппения квалифика­



ции по молекулярно-биологическим методам диагностики (например, врач клинической лабо­

раторной диагностики, м едицинский лабораторны й техник (фельдш ер-лаборант), иной специ­

алист).

4.3. ПКО универсальный содерж ит натрия азид в концентрации, указанной в п. 2.2 «С о­

став набора».

4.4. Для предотвращ ения контаминации необходимо территориально разделять этапы  

вьщеления ДН К и постановки ПЦР согласно М У 1.3. 2569-09 «О рганизация работы  лаборато­

рий, использую щ их методы амплиф икации нуклеиновы х кислот при работе с материалом , со­

держащим микроорганизмы I-IV групп патогенности».

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

использовать только одноразовые наконечники с фильтром для дозаторов.

4.6. Каждое рабочее место долж но бы ть снабж ено собственным набором дозаторов пе­

ременного объема, необходимы ми вспомогательными материалами и оборудованием. Запре­

щается их перемещ ение между рабочими местами.

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

ных образцов.

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

поверхности и оборудование следует подвергнуть действию бактерицидных УФ ламп в течение 1 

часа. Затем обработать регламентированными са1штарными правилами дезинфицирзлощими сред­

ствами {такими, как: 0,8%раствор «Дезомакс-Иннова»; 1%раствор «Диабак»; 0,5%раствор «Ли- 

зафин»; 1%ораствор «Мистраль»; 1%раствор «Велтолен»).

4.9. Все использованные одноразовые м атериалы  подвергать обработке дезинф ициру­

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

дезинфекции, предстерилизационной очистке и стерилизации изделий м едицинского назначе­

ния»).

4.10. При использовании набора образуются отходы классов А и Б, которые классифициру­

ются и уничтожаются (утилизируются) в соответствии с СанП иН  2.1.3684-21 «С анитарно-эпи­

демиологические требования к содерж анию  территорий городских и сельских поселений, к 

водным объектам, питьевой воде и питьевому водоснабж ению , атм осферному воздуху, поч­

вам, жилым помещ ениям, эксплуатации производственных, общ ественны х пом ещ ений, орга­

низации и проведению  санитарно-противоэпидемических (профилактических) мероприятий».

5. ОБОРУДОВАНИЕ И МАТЕРИАЛЫ

-  амплификатор с детекцией флуоресценции в реж им е реального времени планш етного 

типа (с каналами детекции: «КО Х », «РА М », «НЕХ»):

«СРХ 96» (фирма «B io-Rad», СШ А ), «ДТ-96», «ДТпрайм», «ДТлайт» (О О О  «Н П О  ДН К-



Технология», Россия) или их аналоги, зарегистрированны е в установленном  порядке в РФ;

-  бокс абактериальной воздуш ной среды (П Ц Р-бокс) (например, ЗА О «Л ам инарны е си­

стем ы », Россия);

-х о ло д и л ьн и к  бытовой, поддерж иваю щ ий температуру (2-8) °С;

-  встряхиватель для пробирок (например. B io-V ortex V-1 plus, ф ирма «BioSan», Л ат­

вия);

-  мини-ш ейкер, обеспечиваю щ ий частоту вращ ения 1200-1800 об/м ин (например, 

«PSU-2T», фирма «BioSan», Л атвия или «BioShake iQ» ф ирма «A nalytik  Jena», Германия);

-  дозаторы одноканальные с переменным объемом, со сменны ми наконечниками 

(например, фирма «Biohit», Ф инляндия);

-  одноразовые наконечники для дозаторов с защ итны м ф ильтром /аэрозольны м  барье­

ром (например, ф ирма «Sartorius», Германия);

-  перчатки медицинские одноразовые нестерильны е неопудренны е латексны е или 

неопреновые (например, перчатки «N eoTouch», ф ирма «A nsell H ea lthcare» , Германия);

-  ш тативы для микропробирок вместимостью  2 мл и 0,2 мл (например, ф ирма «SS1», 

СШ А);

-  контейнер для сбора отходов (например, «К онтейнер для сбора острого инструм ента­

рия -  Е К -01», ф ирма «КМ -П РО ЕКТ»);

-  нож  канцелярский или ножницы.

6. ПОДГОТОВКА АНАЛИЗИРУЕМЫХ ОБРАЗЦОВ И РЕАГЕНТОВ

6.1. Подготовка анализируемых образцов.

Взятие, транспортирование и хранение исследуемого м атериала осущ ествляется со­

гласно М У 1.3. 2569-09 «О рганизация работы  лабораторий, использую щ их м етоды  ам плиф и­

кации нуклеиновы х кислот при работе с материалом , содержащ им м икроорганизм ы  1-1V групп 

патогенности».

Для анализа используется ДНК, вьщ еленная из клинических образцов (соскобы  слизи­

стых оболочек урогенитального тракта, соскобы слизистой ротовой полости, слю на, цельная 

кровь, плазма крови) с использованием  наборов: «РеалБест Д Н К -экспресс», «РеалБест Д Н К - 

экстракция 3», «РеалБест экстракция 100», «РеалБест У ниМ аг» и «Л изирую щ ий раствор» со­

гласно инструкции по применению  соответствую щ его набора (возмож но использование дру­

гих наборов, зарегистрированны х в установленном  порядке в РФ, предназначенны х для вьще- 

ления Д Н К  из указанны х образцов).

Каждая группа образцов, проходящ ая через процедуру вьщ елейия ДН К, долж на содер­

ж ать ПКО, который является компонентом  данного набора, и отрицательны й контрольны й об­

разец (ОКО), который является компонентом  набора для вьщеления.



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

6.2. Подготовка реагентов.

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

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

ковку, аккуратно с помощ ью  канцелярского нож а или ножниц отрезать необходимое количеетво 

(по числу подготовленных проб, вклю чая контрольные образцы: 1 ОКО и 1 П К О ) пробирок с 

ГРС. Отрезать пробирки еледует вместе с покрьюающей их пленкой.

Внимание! Н еиепользованные пробирки с ГРС упаковать в пакет е оеуш ителем, удалить 

из него лиш ний воздух и плотно закрыть зажим.

После первого вскры тия упаковки ГРС хранить при температуре (2-8) °С не более 3 м е­

сяцев.

6.2.2. ПКО после вскры тия пробирки хранить при тем пературе (2-8) °С не более 3 м е­

сяцев.

7. ПРОВЕДЕНИЕ АНАЛИЗА

7.1. Н еобходимое количество (по числу подготовленны х проб, вклю чая контрольны е 

образцы) пробирок е ГРС пронумеровать и раеполож ить в ш тативе.

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

плёнка должна оставаться чистой!

7.2. В каж дую  пробирку дозатором, используя для каж дого образца индивидуальны й 

наконечник с ф ильтром , внести по 50 мкл раствора вьщ еленной ДНК. Заклеить пробирки оп­

тической плёнкой.

Для повы ш ения эффективности и скорости смеш ения компонентов реком ендуется п е­

ремеш ать содерж имое пробирок в м ини-ш ейкере е частотой вращ ения 1200-1800 об/мин в те ­

чение 1 минуты.

7.3. П оместить пробирки в амплификатор.

7.4. Запрограммировать прибор для проведения амплиф икации специф ических ф раг­

ментов Д Н К  ВКО, Д Н К  ЦМ В и Д Н К  ВП Г-1,2 и детекции сигналов ф луоресценции в соответ- 

етвии с инструкцией к прибору.

П ротокол проведения реакции амплификации:

1 стадия: 50 °С -  2 минуты;

2 стадия: 95 °С -  2 минуты;

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

*Измерение ф луоресценции проводить при 60 °С. ,

7.5. Вы брать каналы  детекции результатов амплификации Д Н К  ВК О , Д Н К  Ц М В и Д Н К  

ВПГ-1,2:



«РА М » -  для регистрации сигнала Д Н К  ВКО;

«КО Х » -  для регистрации сигнала Д Н К  ЦМ В;

«Н ЕХ » -  для регистрации сигнала Д Н К  ВПГ-1,2;

7.6. Запрограммировать полож ение пробирок с исследуемы ми образцам и и контроль­

ными образцами, согласно инструкции к используемому прибору.

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

ценции в режиме реального времени.

8. АНАЛИЗ И УЧЕТ РЕЗУЛЬТАТОВ

8Л. Условия анализа и учёта результатов.

8.1.1. В ПКО программа должна фиксировать;

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

порогового цикла C t ВКО;

-  нарастание сигнала амплификации Д Н К  ЦМ В (канал «КО Х ») и определять значение 

порогового цикла C t ПКО;

-  нарастание сигнала амплификации Д Н К  ВП Г-1,2 (канал «Н ЕХ ») и определять значе­

ние порогового цикла C t ПКО;

8.1.2. В ОКО программ а долж на фиксировать нарастание сигнала ам плиф икации Д Н К  

ВКО (канал «РА М ») и определять Ct ВКО, при этом по каналам «КО Х » и «Н ЕХ » программ а 

не долж на регистрировать нарастание сигнала специфического продукта амплиф икации Д Н К  

с C t меньш е или равно 40.

Если для ОКО значение Ct по каналам «КО Х » и/или «Н ЕХ » м еньш е или равно 40, то 

это свидетельствует о наличии контаминации (см. п. 8.2.4).

8.1.3. В каждом исследуемом образце программ а долж на фиксировать нарастание сиг­

нала амплификации ДН К ВКО  (канал «РА М ») и определять Ct ВКО.

8.2. Учёт результатов.

8.2.1 В ы числить (Ct ВКО)ср как среднее значение Ct В К О  всех анализируем ы х образцов 

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

2 от значения (Ct ВКО)ср. После отбраковки пересчитать (C t ВКО)ср для оставш ихся значений.

8.2.2. А нализируемы й образец считается отрицательны м (не содерж ащ им  Д Н К  Ц М В и 

Д Н К  ВП Г-1,2), если для этого образца Ct по каналам «КО Х » и «Н ЕХ » больш е 40 или не опре­

деляется.

Если для такого образца значение Ct В К О  превы ш ает значение (C t ВКО)ср. более чем 

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

ходимо провести повторный анализ данного образца, начиная с этапа вьщ еления ДНК.

8.2.3. А нализируемы й образец считается полож ительны м, (содерж ащ им Д Н К  ЦМ В),
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если для этого образца значения C t по каналу «КО Х » меньш е или равно 40.

А нализируемы й образец считается полож ительны м, (содержаш;им Д Н К  ВП Г-1,2), если 

для этого образца значения Ct по каналу «Н ЕХ » меньш е или равно 40.

8.2.4. В случае контаминации все полож ительны е результаты  по данной индивидуаль­

ной постановке ПЦР считаю тся недостоверными. Требуется предпринять м еры  по вы явлению  

и ликвидации источника контам инации и повторить анализ всех образцов данной постановки, 

для которых получен полож ительны й результат. О бразцы данной постановки, анализ которы х 

дал отрицательны й результат, следует учитывать, как отрицательные.

9. УСЛОВИЯ ТРАНСПОРТИРОВАНИЯ, ХРАНЕНИЯ И ПРИМЕНЕНИЯ НАБОРА

9.1. Транспортировать изделия следует транспортом  всех видов в кры ты х транспорт­

ных средствах в соответствии с правилами перевозок, действую щ ими на транспорте данного 

вида, при температуре (2-8) °С. Д опускается транспортирование при тем пературе до 26 °С не 

более 10 суток.

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

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

дильниках, обеспечиваю щ их регламентированны й тем пературны й реж им с еж едневной реги ­

страцией температуры.

9.3. Срок годности набора -  12 месяцев со дня выпуска. Не допускается прим енение 

наборов по истечении срока их годности.

9.4. Для получения надёж ных результатов необходимо строгое соблю дение инструк­

ции по применению  набора.

9.5. И зделие не требует технического обслуж ивания и не подлеж ит ремонту.

10. ГАРАНТИЙНЫЕ ОБЯЗАТЕЛЬСТВА
10.1. производитель гарантирует соответствие вы пуекаем ы х изделий требованиям  нор­

мативной и технической документации.

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

10.2. П роизводитель отвечает за недостатки изделия, за  исклю чением  дефектов, воз­

никш их вследствие наруш ения правил пользования, условий транспортирования и хранения, 

либо действия третьих лиц, либо непреодолимой силы.

10.3. П роизводитель обязуется за  свой счет заменить изделие, технические и ф ункцио­

нальны е характеристики (потребительские свойства) которого не соответствую т норм атив­

ной и технической документации, если указанны е недостатки явились следствием  скры того 

деф екта материалов или некачественного изготовления изделия производителем .

Инструкция по применению  и паспорт размещ ены  на сайте http ://w w w .vector-best.ru .



По вопросам, касаю щ имся качества набора «РеалБест Д Н К  Ц М В /В П Г-1,2», следует об ­

ращ аться в АО «Вектор-Бест» по адресу:

630117, г. Н овосибирск-117, а/я 492,

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

E-mail: plkobtk@ vector-best.ru

Консультацию  специалиста по работе с набором мож но получить по тел.: (383) 252- 

51-75.

ГРАФИЧЕСКИЕ СИМВОЛЫ

Символ Описание Символ Описание

|ref| Н омер по каталогу |мэ| М едицинское изделие для 
диагностики in vitro

V Содерж имого достаточно 
для проведения <п> тестов 1 Тем пературны й диапазон

|lot| Код партии р/члГ Д ата изготовления

i J И зготовитель С 0
О братитесь к инструкции 
по прим енению  или к ин ­
струкции по прим енению  
в электронном виде

2 И спользовать д о ... Y Y Y Y -M M -D D
Y Y Y Y -M M

Д ата в формате: 
Г од-М есяц-Д ень 
Г од-М есяц

Н ачальник отделения 
производства П Ц Р-наборов 
АО «Вектор-Бест» е с А.В. Т рухина

Директор по производству 
АО «Вектор-Бест» В.К. Ткачев
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