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1. НАЗНАЧЕНИЕ

1.1. Набор реагентов ЦМВ-ГЕН предназначен для выявления ДНК 

цитомегаловируса человека (CMV) и методом полимеразной цепной реакции 

(ПЦР) в биологическом материале человека (лимфоциты периферической крови, 

слюна, моча, соскоб из уретры, цервикального канала, заднего свода влагалища).

1.2. Набор может быть использован в клинико-диагностических 

лабораториях медицинских учреждений и научно-исследовательской практике,

2. ХАРАКТЕРИСТИКА НАБОРА

2.1 ПРИНЦИП ДЕЙСТВИЯ

Набор реагентов ЦМВ-ГЕН основан на использовании амплификации ДНК 

методом полимеразной цепной реакции (ПЦР). Процесс амплификации



заключается в повторяющихся циклах; температурной денатурации ДНК, отжига 

праймеров (затравок) с комплементарными последовательностями и последующей 

достройке полинуклеотидных цепей ДНК-полимеразой.

В наборе ЦМВ-ГЕН в смесь для амплификации добавлен внутренний 

контрольный образец (ВК), предназначенный для оценки эффективности 

протекания полимеразной цепной реакции.

В наборах в формате «Flash» и «Real-time» в смесь для амплификации 

введены ДНК-зонды, каждый из которых содержит флуоресцентную метку и 

гаситель флуоресценции. В случае образования специфичного продукта ДНК-зонд 

разрушается, что ведет к возрастанию уровня флуоресценции, который 

фиксируется специальными приборами.

ДНК-зонды, использующиеся для детекции продуктов амплификации 

искомого фрагмента генома цитомегаловируса человека и внутреннего 

контрольного образца (ВК), мечены флуоресцентными метками FAM и F1EX 

соответственно, что позволяет раздельно регистрировать результаты 

амплификации фрагмента генома цитомегаловируса человека и внутреннего 

контрольного образца. Для анализа продуктов ПЦР можно использовать 

детектирующие амплификаторы, специализированные детекторы флуоресценции 

(ПЦР-детекторы) или метод электрофореза в агарозном геле.

Для повышения чувствительности и специфичности реакции предусмотрено 

применение «горячего» старта, который обеспечивается методикой приготовления 

реакционной смеси, состоящей из двух слоев, разделенных прослойкой из 

парафина. Смешение слоев и превращение их в амплификационную смесь



происходит только при плавлении парафина, что исключает неспецифический 

отжиг праймеров на ДНК-мишени при начальном прогреве пробирки.

2.2 СОСТАВ НАБОРА

В зависимости от способа детекции результатов амплификации набор 

выпускается в трёх форматах:

формат «Flash» предназначен для детекции результатов ПЦР после 

окончания амплификации с использованием ПЦР-детектора;

формат «Real-time» предназначен для детекции результатов ПЦР во время 

амплификации с помощью детектирующих амплификаторов;

формат «Форез» предназначен для детекции результатов ПЦР после 

окончания амплификации методом электрофореза в агарозном геле.

Набор состоит из пяти комплектов;

а) комшзект реагентов для выделения лимфоцитов периферической крови, 

включает:

• раствор для выделения лимфоцитов из цельной крови (фиколл- 

урографин), по 500 мкл 100 пробирок.

б) комплект реагентов для выделения ДНК (Проба-ГС), включает: 

лизирующий раствор, 15 мл I флакон; 

сорбент, по 1,0 мл 2 пробирки; 

промывочный раствор №1, 20 мл 1 флакон; 

промывочный раствор №2, 20 мл 1 флакон; 

промывочный раствор №3, 20 мл 1 флакон; 

элюирующий раствор, 10 мл 1 флакон.



Комплект является универсальным для всех форматов.

в) комплект реагентов для выделения ДНК (ПРОБА-РАПИД), включает:

- реактив «Проба-Рапид», по 500 мкл 100 пробирок.

Комплект является универсальным для всех форматов.

г) комплект реагентов для ПЦР-амплификации ДНК цитомегаловируса 

человека:

• смесь для амплификации, запечатанную парафином, по 20 мкл 

100 пробирок;

W  • раствор Тац-полимеразы, по 500 мкл 2 пробирки;

• ПЦР-буфер, 200 мкл 1 пробирка;

• минеральное масло, по 1,0 мл 2 пробирки;

• положительный контрольный образец, 150 мкл 1 пробирка.

В состав смеси для амплификации входят: ПЦР-буфер,

дезоксирибонуклеотидтрифосфаты, праймеры, внутренний контрольный образец. 

В наборах форматов «Flash» и «Real-time» в состав смеси для амплификации 

входят флуоресцентные ДНК-зонды.

ПЦР-буфер включен только в комплекты для набора формата «Flash».

Комплект является специфичным для каждого формата («Flash», Real-time», 

«Форез»).

д) комплект реагентов для детекции ДНК методом электрофореза включает:

• смесь для электрофореза - 1 пакет (16,9 г);

• агарозный гель - 5 пластин.

Комплект используется в наборе формата «Форез».

2.3 Время проведения анализа - 4  ч.



2.4 Набор рассчитан н а проведение 100 определений, В1слючая анализ 

неизвестных образцов, положительных контрольных образцов и отрицательных 

контрольных образцов.

3. АНАЛИТИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ

3.1 СПЕЦИФИЧНОСТЬ АНАЛИЗА

В образцах биологического материала человека, содержащих ДНК 

цитомегаловируса человека, ПЦР-детектор (формат «Flash») или детектирующий 

амплификатор (формат «Real-time») должны регистрировать положительный 

результат. При использовании метода гель-электрофореза (формат «Форез»), 

должна быть видна полоса оранжево-красного цвета, соответствующая фрагменту 

генома цитомегаловируса человека размером 280 п.н. (пар нуклеотидов).

В образцах биологического материала, не содержащих ДНК 

цитомегаловируса человека, детектирующий амплификатор или ПЦР-детектор 

должны регистрировать отрицательный результат. При использовании метода гель- 

электрофореза полоса оранжево-красного цвета, соответствующая фрагменту 

генома цитомегаловируса человека размером 280 п.н., отсутствует, а полоса, 

соответствующая внутреннему контрольному образцу размером 560 п.п., должна 

быть отчетливо видна.

3.2 ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ АНАЛИЗА: 200 геном-эквивалентов ДНК 

цитомегаловируса человека на 1 мл образца.

4 МЕРЫ ПРЕДОСТОРОЖНОСТИ

4.1 Меры предосторожности - соблюдение «Правил устройства, техники 

безопасности, производственной санитарии, противоэпидемического режима и



личной гигиены при работе в лабораториях (отделениях, отделах) санитарно- 

эпидемиологических учреждений системы Министерства здравоохранения СССР» 

(Москва, 1981 г.).

4.2 Потенциальный риск применения набора -  класс 26 (ГОСТ Р 51609-

2000).

4.3 Все компоненты набора в используемых концентрациях являются 

нетоксичными.

4.4 При работе с набором следует надевать одноразовые резиновые 

перчатки без талька.

4.5 При работе с набором следует использовать только новые 

наконечники и пробирки.

4.6 Не допускается использование одних и тех же наконечников при 

обработке различных образцов биологического материала.

4.7 Выделение ДНК следует проводить в ПЦР-боксах или в ламинарных 

шкафах с выключенным ламинарным потоком. Приготовление реакционной смеси 

следует проводить в ПЦР-боксах.

4.8 При использовании набора формата «Форез» для предотвращения 

контаминации, этапы выделения ДНК, проведения ПЦР и электрофорез следует 

проводить в раздельных помещениях или тщательно изолированных зонах, 

снабженных комплектами полуавтоматических пипеток, халатами и прочими 

принадлежностями.

4.9 Все лабораторное оборудование, в том числе пипетки, штативы, 

лабораторная посуда, халаты, головные уборы и пр., а также растворы реагентов



должны быть строго стационарными. Запрещается их перемещение из одного 

помещения в другое.

4.10 Химическая посуда и оборудование, которые используются при работе 

с набором, должны быть соответствующим образом маркированы и храниться 

отдельно.

4.11 Обработку помещений проводят в соответствии с требованиями СП

1.2.731-99. Все поверхности в лаборатории (рабочие столы, штативы, оборудование 

и др.) ежедневно подвергают влажной уборке с применением

W  дезинфицирующих/моющих средств, регламентированных санитарными

правилами.

4.12 Поверхности рабочих столов, а также помещений, в которых

проводится ПЦР, следует обрабатывать бактерицидными облучателями до и после

проведения работ в течение 1 часа.

4.13 Запрещается снимать крышку с электрофоретической камеры, если 

она подключена к источнику питания.

4.14 При работе с включенным трансиллюминатором необходимо 

пользоваться защитным экраном или специальной защитной маской.

5 ОБОРУДОВАНИЕ И МАТЕРИАЛЫ

Организация работы ПЦР-лаборатории, оборудование и материалы должны 

соответствовать Методическим указаниям МУ 1.3.1888-04.

При работе с набором реагентов ЦМВ-ГЕН требуются следующие

оборудование и материалы:



• амплификатор (для форматов «Форез» и «Flash») или детектирующий 

амплификатор (для формата «Real-time»);

центрифуга со скоростью вращения ротора 13000 об/мин; 

термостат твердотельный на 50 °С;

микроцентрифуга/вортекс со скоростью вращения 1000-3000 об/мин; 

холодильник бытовой;

пробирки одноразовые пластиковые объемом 1,5 мл; 

пипетки автоматические одноканальные с переменным объёмом 0,5- 

10 мкл, 2,0-20 мкл, 20-200 мкл, 200-1000 мкл;

• одноразовые наконечники с фильтром для автоматических пипеток с 

маркировкой “RNAase-free, DNAase-free” объемом 1-20 мкл; 1-200 мкл; 100-1000 

мкл;

• одноразовые наконечники с аэрозольным барьером для

автоматических пипеток объёмом 1-20 мкл;

• одноразовые перчатки медицинские;

• физиологический раствор (0,9% NaCl) стерильный.

При работе с набором в формате «Flash» для детекции результатов 

требуется:

• ПЦР-детектор.

При детекции методом электрофореза (формат «Форез») требуются:

• источник постоянного тока;

• камера для электрофореза;

• грансиллюминатор;



• колба мерная вместимостью 1,0 л;

• дистиллированная вода;

• стальная проволока диаметром 1,0 мм.

6 АНАЛИЗИРУЕМЫЕ ОБРАЗЦЫ

6.1 Взятие периферической крови проводится в пластиковые пробирки 

объемом 2,5 мл с добавленной в качестве антикоагулянта динатриевой солью 

этилендиаминтетраацетата (ЭДТА) в конечной концентрации 2 мг/мл. В качестве 

антикоагулянта допускается также использование цитрата натрия. Для 

перемешивания содержимого пробирку переворачивают 2-3 раза после взятия 

материала.

ВНИМАНИЕ! Не допускается использование гепарина в качестве 

антикоагулянта.

6.2 Слюну (примерно 500 мкл) перенести в стерильную посуду и плотно 

закрыть крышкой.

6.3 Порцию (примерно 50 мл) утренней мочи следует собрать в стерильную

W  посуду и плотно закрыть крышкой.

6.4 Взятие урогенитальных соскобов (из уретры, цервикального канала, 

заднего свода влагалища) проводится стерильным одноразовым зондом в 

пластиковые пробирки объемом 1,5 мл с 300 мкл физиологического раствора 

стерильного или в пробирки с реагентом «Проба-Рапид». Зонд извлечь, прижимая 

его к стенке пробирки и отжимая избыток жидкости. Плотно закрыть крышку 

пробирки.

Допускается хранение образцов при температуре 2-8 °С не более 24 ч.



примечание; перед взятием соскоба из цервикального канала необходимо 

удалить слизь стерильным ватным тампоном.

7 ПРОВЕДЕНИЕ АНАЛИЗА

7.1 ПОДГОТОВКА БИОЛОГИЧЕСКОГО МАТЕРИАЛА К 

ВЫДЕЛЕНИЮ ДНК

7.1.1 Подготовка периферической крови (выделение лимфоцитов). 

Внимание! Одновременно с выделением лимфоцитов из биологического материала 

необходимо провести пробоподготовку отрицательного контрольного образца «К-».

7.1.1.1 Промаркировать для каждого образца (в том числе для 

отрицательного контрольного образца) по две пробирки пластиковые объемом

1,5 мл («А» и «В») и по одной пробирке с раствором для выделения лимфоцитов 

(фиколл-урофафин).

7.1.1.2 Внести:

- в пробирки, промаркированные «А» - 500 мкл физиологического раствора 

стрерильного,

- в пробирки, промаркированные «В» - 1,0 мл физиологического раствора 

стерильного.

7.1.1.3 Добавить в пробирки, промаркированные «А», 500 мкл

предварительно перемешанной пипетированием периферической крови. В 

пробирку «А» для отрицательного контрольного образца, добавить 500 мкл 

физиологического раствора стерильного. Перемешать содержимое каждой 

пробирки пипетированием.
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7.1.1.4 Наслоить в промаркированные пробирки, содержащие раствор для 

выделения лимфоцитов (фиколл-урографин) 1,0 мл содержимого пробирок «А», не 

допуская смешивания жидкостей, закрыть крышки пробирок.

7.1.1.5 Центрифугировать пробирки при 4000 об/мин в течение 20 мин при 

комнатной температуре (18-25 °С).

7.1.1.6 Перенести промежуточную фазу (примерно 500 мкл) в 

соответствующие пробирки, промаркированные «В», перемешать содержимое 

пипетированием и закрыть крышку пробирки.

W  7.1.1.7 Центрифугировать пробирки «В» при 4000 об/мин в течение 10 мин

при комнатной температуре (18-25 °С).

7.1.1.8 Удалить надосадочную жидкость, не задевая осадок.

7.1.1.9 Добавить 500 мкл физиологического раствора стерильного, закрыть 

крышки пробирок и встряхнуть пробирки на микроцентрифуге/вортексе в течение 

3-5 с.

7.1.1.10 Центрифугировать пробирки при 4000 об/мин в течение 10 мин при 

комнатной температуре (18-25 °С).

7.1.1.11 Удалить надосадочную жидкость, не задевая осадок.

Осадок содержит лимфоциты периферической крови. Выделение ДНК из 

лимфоцитов периферической крови проводят с использованием комплекта 

реагентов для выделения ДНК «Проба-ГС».

Примечание. Допускается хранение выделенных лимфоцитов 

периферической крови при температуре минус 20 °С в течение 6 месяцев.

7.1.2 Подготовка слюны
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7.1.2.1 Перенести 500 мкл материала в пробирку пластиковую объёмом 

1,5 мл.

7.1.2.2 Центрифугировать пробирку при 13000 об/мин в течение 10 мин при 

комнатной температуре (18-25 °С).

7Л.2.3 Удалить надосадочную жидкость, оставив в пробирке примерно 

50 мкл (осадок + жидкая фракция).

Внимание! При использовании для выделения комплекта для выделения 

ДНК «Проба-Рапид» необходимо дополнительно выполнить п.7.1.2.4-7.1.2.7:

^  7.1.2.4 Добавить к осадку 500 мкл физиологического раствора стерильного.

7.1.2.5 Центрифугировать пробирку при 13000 об/мин в течение 10 мин при 

комнатной температуре (18-25 °С).

7.1.2.6 Удалить надосадочную жидкость, оставив в пробирке примерно 

50 мкл (осадок + жидкая фракция).

7.1.2.7 Добавить к осадку 500 мкл реактива «Проба-Рапид» (содержимое 

одной пробирки), тщательно перемешать пипетированием. Плотно закрыть крышку 

пробирки.

7.1.3. Подготовка мочи.

Внимание! Не использовать реактив «Проба-Рапид» для выделения ДНК из 

мочи при проведении ПЦР-амплификации с помощью комплектов формата 

«FLASH».

7.1.3.1 Инкубировать мочу при комнатной температуре (18-25 °С) в течение

1 ч.

7.1.3.2 Перемешать содержимое пипетированием.

7.1.3.3 Перенести 1,0 мл в пробирку пластиковую объемом 1,5 мл.
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7.1.3.4 Центрифугировать пробирку при 13000 об/мин в течение 10 мин при 

комнатной температуре (18-25 °С).

7.1.3.5 Удалить надосадочную жидкость, оставив в пробирке примерно 

50 мкл (осадок + жидкая фракция).

Внимание! При использовании для выделения комплекта для выделения 

ДНК «Проба-Рапид» необходимо дополнительно выполнить п.7.1.3.6-7.1.3.9:

7.1.3.6 Добавить к осадку 500 мкл физиологического раствора стерильного,

7.1.3.7 Центрифугировать пробирку при 13000 об/мин в течение 10 мин при 

комнатной температуре (18-25 °С).

7.1.3.8 Удалить надосадочную жидкость, оставив в пробирке примерно 

50 мкл (осадок + жидкая фракция).

7.1.3.9 Добавить к осадку 500 мкл реактива «Проба-Рапид» (содержимое 

одной пробирки), тщательно перемешать пипетированием. Плотно закрыть крышку 

пробирки.

7.1.4. Подготовка соскобов из уретры, цервикального канала и задней стенки 

влагалища.

7.1.2.3.1 Пробирку, содержащую анализируемый материал,

центрифугировать при 13000 об/мин в течение 10 мин при комнатной температуре 

(18-25 °С).

7.1.2.3.2. Удалить надосадочную жидкость, оставив в пробирке примерно 

50 мкл (осадок + жидкая фракция).
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7.2.1 Выделение ДНК с использованием комплекта реагентов для выделения 

ДНК «Проба-ГС»

Внимание! Одновременно с выделением ДНК из биологического материала 

необходимо подготовить отрицательный контрольный образец «К-». Для этого в 

отдельную пластиковую пробирку объёмом 1,5 мл внести 50 мкл 

физиологического раствора стерильного.

7.2.1Л В отдельной пластиковой пробирке смешать 150x(N+l) мкл 

лизирующего раствора и 20x(N+l) предварительно ресуспендированного сорбента, 

где N+1 -  количество анализируемых образцов с учётом «К-» (N) с запасом на 1 

образец.

7.2.1.2 Добавить по 170 мкл полученной смеси в каждую пробирку с 

образцом и встряхнуть пробирки на вортексе в течение 3-5 с.

7.2.1.3 Термостатировать пробирки при температуре 50 °С в течение 20 мин.

7.2.1.4 Центрифугировать пробирки при 13000 об/мин в течение 1 мин при 

комнатной температуре (18-25 °С).

7.2.1.5 Удалить надосадочную жидкость.

7.2.1.6 Добавить к осадку 200 мкл промывочного раствора №1 и встряхнуть 

пробирки на вортексе в течение 3-5 с.

7.2.1.7 Центрифугировать пробирки при 13000 об/мин в течение 1 мин при 

комнатной температуре (18-25 °С).

7.2.1.8 Удалить надосадочную жидкость.

7.2.1.9 Добавить к осадку 200 мкл промывочного раствора №2 и встряхнуть 

пробирки на вортексе в течение 3-5 с.

1 2  ВЫ ДЕЛЕН ИЕ ДНК ИЗ БИ О ЛО ГИ ЧЕСКО ГО  М А ТЕРИ А Л А
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7.2ЛЛ 1 Удалить надосадочную жидкость.

7.2.1.12 Добавить к осадку 200 мкл промывочного раствора №3 и встряхнуть 

пробирки на вортексе в течение 3-5 с.

7.2.1.13 Центрифугировать пробирки при 13000 об/мин в течение 1 мин при 

комнатной температуре (18-25 °С).

7.2.1.14 Удалить надосадочную жидкость.

7.2.1.15 Открыть крышки пробирок и термостатировать пробирки при 

температуре 50 °С в течении 5 мин.

7.2.1.16 Добавить к осадку 100 мкл элюирующего раствора и встряхнуть 

пробирки на вортексе в течение 3-5 с.

7.2.1.17 Термостатировать пробирки при температуре 50 °С в течение 5 мин.

7.1.1.18 Центрифугировать пробирки при 13000 об/мин в течение 1 мин при 

комнатной температуре (18-25 °С).

Надосадочная жидкость, содержащая выделенную ДНК, готова к внесению в 

реакционную смесь для ПЦР-амплификации.

Полученный препарат ДНК можно хранить до 7 суток при температуре 

2-8 °С. Перед использованием препарата ДНК для постановки ПЦР необходимо 

повторить пп. 7.1.17 - 7.1.18.

Если препарат ДНК предполагается хранить более 7 суток, необходимо 

надосадочную жидкость (п.7.1.18) перенести в новую пробирку и хранить при 

температуре минус 20 °С в течение 6 месяцев.

7.2.1.10 Центрифугировать пробирки при 13000 об/мин в течение 1 мин при

комнатной температуре (18-25 °С).
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примечание: в лизирующем растворе и в промывочном растворе №1 

допускается выпадение осадка; перед началом работы его необходимо растворить 

нагреванием флакона при 50 в течение 15-20 мин.

7.2.2 Выделение ДНК с использованием комплекта реагентов для 

выделения ДНК «Проба-Рапид»

Внимание! Одновременно с выделением ДНК из биологического материала 

необходимо выполнить пп. 7.2.2.1-7.2.2.3 для отрицательного контрольного 

образца (новая пробирка с реактивом «Проба-Рапид» из комплекта реагентов для 

^  выделения ДНК).

7.2.2.1 Встряхнуть пробирку «Проба-Рапид» с анализируемым образцом на 

микроцентрифуге/вортексе в течение 10 сек.

12 2 2  Термостатировать пробирку при 98 °С в течение 10 мин.

Термостат необходимо предварительно прогреть до 98 Пробирки должны 

быть плотно закрыты.

Внимание! При прогревании пробирок возможно открывание крышек! 

Рекомендуется использовать программируемые термостаты с прижимной крышкой 

(например, термостат «Гном» производства ООО «НПО ДНК-Технология»).

7.2.2.3 Центрифугировать пробирку при 13000 об/мин в течение 3 мин. В 

результате центрифугирования может образоваться осадок голубого цвета.

Надосадочная жидкость, содержащая выделенную ДНК, готова к внесению в 

реакционную смесь для ПЦР-амплификации.

Полученный препарат ДНК можно хранить при температуре 2-8 °С не более

7 суток, при температуре минус 20 °С не более 6 месяцев.
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7.3 ПРОВЕДЕНИЕ ПОЛИМЕРАЗНОЙ ЦЕПНОЙ РЕАКЦИИ

Пп. 7.3Л-7.3.3 выполняются в зоне приготовления реаьсционных смесей и 

проведения ПЦР (МУ 1.3.1888-04).

7.3.1 Промаркировать необходимое количество пробирок со смесью для 

амплификации, запечатанной парафином, с учетом пробирок для положительного 

контрольного образца «К+» и отрицательного контрольного образца «К-». При 

использовании ПЦР-детектора для учета результатов амплификации (формат 

«Flash») промаркировать дополнительно две пробирки (ФОН) для контроля фона 

флуоресценции.

7.3.2 Во все промаркированные пробирки (кроме пробирок ФОН), не 

повреждая слой парафина, добавить по 10 мкл раствора Taq-полимеразы. В 

пробирки, промаркированные ФОН, добавить по 10 мкл ПЦР-буфера.

7.3.3 В каждую пробирку добавить по 1 капле минерального масла 

(примерно 20 мкл), плотно закрыть пробирки.

7.3.4 Пробирки перенести в рабочую зону, предназначенную для выделения 

ДНК из биологического материала.

7.3.5 Внести в соответствующие промаркированные пробирки, не повреждая 

слой парафина, 5,0 мкл выделенного из образца препарата ДНК (кроме пробирок 

«К-», «К+», ФОН).

Примечание. Во избежание контаминации рекомендуется вносить препараты 

ДНК наконечниками с аэрозольным барьером.

7.3.6 В пробирку, промаркированную «К-», внести 5,0 мкл отрицательного 

контрольного образца, прошедшего этап выделения ДНК (см.п.7.1), а в пробирку, 

промаркированную «К+», внести 5,0 мкл положительного контрольного образца.
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7.3.7 В пробирки, промаркированные ФОН, внести 5,0 мкл отрицательного 

контрольного образца, прошедшего этап выделения ДНК (см.пЛЛ).

7.3.8 Все пробирки центрифугировать при 1000 об/мин (или на 

микроцентрифуге/вортексе) в течение 3-5 с.

7.3.9 Установить все пробирки в блок амплификатора и провести ПЦР в 

режиме, приведенном для амплификаторов с активным регулированием, с учетом 

объёма реакционной смеси, равного 35 мкл (табл.1-4).

Таблица 1. Формат «Flash». Режим амплификации для амплификатора

№№ Температура время Количество
п.п. циклов

1 94°С 1 мин 1
94°С 5 с

2 64°С 5 с 5
67°С 5с
94°С 1 с

3 64°С 5с 40
вгс 5с

4 10°С Хранение

Таблица 2. Формат «Real-time»
Режим амплификации для детектирующих амплификаторов

№№ п.п. Температура Время Количество
циклов

1. 80 "С 1 мин 194 °С 1 мин 30 с

2. 94 °С 30 с
64 15с J

3. 94 °С 
64 X *

10
15 45

4. 10 °С Хранение
регистрация результатов
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Т абли ца 3. Ф орм ат «R eal-tim e» 
Реж им  ам пли ф икац ии  для  ам пли ф икатора

Реж им  для dynam icw f.tm o

№ №  п.п Т ем пература в р е м я
К оличество

циклов

1.
80 °С 1 м ин

1
94 °С 1 м ин 30 с

2.
94 °С 30 с
64 °С 45 с

3. 80 30 с 2
Реж им  ам пли ф икац ии

1.
94 °С Ю с

45
64 45 с

2. 10 ° с Х ранен ие
*- реги страци я результатов  

Т абли ца 4. Ф орм ат «Ф орез». Реж им  ам пли ф икац ии  для ам плиф икатора

№ №  п.п. Т ем п ература в р е м я
К оличество

циклов
1. 94 -С 1 м ин 30 с 1

94 -С 20 с
2. 64 -С 5 с 5

12 >̂С 5 с
94 5 с

3. 64 5 с 40
72 5 с

4. 10 Х ранен ие

П родукты  ам пли ф икац ии  м ож но хран ить при тем пературе 2-8 °С в течение 

5 суток.

П рим ечание: П ри  работе с наборам и в ф орм ате «F lash»  готовы е

н орм ировочны е пробирки  («Ф О Н ») допускается  использовать  м ногократно при 

каж дой  детекци и  результатов  П Ц Р с реакц ион ны м и проби ркам и  из той  же серии 

ком плекта реагентов  для П 11Р-амплиФ икации Д Н К . Н орм и ровочн ы е пробирки  

хранить при 2-8 °С в течени е 1 м есяца в тем ном  м есте. П ри  проведени и  детекции
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пробирки долж ны  им еть ком натную  тем п ературу  (18-25 °С ), для  чего за 1 ч до 

проведения детекци и  их необходим о достать  из холодильника.

8 РЕГИ С ТРА Ц И Я  РЕЗУЛЬТА ТО В А М П Л И Ф И К А Ц И И

8.1 Р Е Г И С Т Р А Ц И Я  РЕ ЗУ Л Ь Т А Т О В  А М П Л И Ф И К А Ц И И  С 

И С П О Л Ь ЗО В А Н И Е М  П Ц Р -Д Е Т Е К Т О Р А

П осле прохож дения реакции ам пли ф икац ии  проби рки  пом ести ть в П Ц Р- 

детектор, оф орм ить протокол и провести  реги страци ю  результатов  в соответствии 

с инструкцией  к прибору (пороговы е значен ия  для сп еци ф ического  продукта 

составляю т 1,75-2,10, для  вн утреннего  контроля ~ 2 ,50).

8.2 Р Е Г И С Т Р А Ц И Я  РЕ ЗУ Л Ь Т А Т О В  А М П Л И Ф И К А Ц И И  С 

И С П О Л Ь ЗО В А Н И Е М  Д Е Т Е К Т И Р У Ю Щ И Х  А М П Л И Ф И К А Т О Р О В  Д Т -322 , Д Т -96

Р еги страция  си гнала ф луоресц енц ии  п роводи тся  прибором  автом атически  во 

время ам пли ф икац ии . О ф орм ление протокола  (тип ан ализа «К ачественны й») и 

анализ результатов  проводится в соответстви и  с ин струкци ей  к прибору (см. 

«Руководство  по эксп луатации »  для Д Т -322, Д Т -96). Д Н К -зонды , использую щ иеся 

для детекц и и  продуктов ам пли ф икац ии  ф рагм ента ген ом а ци том егаловируса 

человека и вн утреннего  контрольного  образца, м ечены  ф луоресц ентны м и м еткам и 

РА М  и H E X  соответствен но .
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8.3 Р Е Г И С Т Р А Ц И Я  РЕ ЗУ Л Ь Т А Т О В  А М П Л И Ф И К А Ц И И  С

И С П О Л Ь ЗО В А Н И Е М  Д Е Т Е К Т И Р У Ю Щ Е Г О  А М П Л И Ф И К А Т О Р А  IC Y C L E R  IQ 

(B IO -R A D  L A B O R A T O baE S )

Реги страция  си гн ала ф луоресц енц ии  проводится п ри бором  автом атически  во 

время ам пли ф икац ии . О ф орм ление протокола и анализ результатов  проводится в 

соответствии  с ин струкци ей  к  при бору  (см. «Руководство п ользователя»  для 

iC ycler iQ). Д Н К -зонды , использую щ иеся для детекц и и  п родуктов  ам плиф икации  

ф рагм ента ген ом а ц и том егаловируса человека и вн утреннего  контрольного  

^  образца, м ечены  ф луоресц ентны м и м еткам и  Р А М  и H E X  соответствен но .

8.4 Р Е Г И С Т Р А Ц И Я  Р Е ЗУ Л Ь Т А Т О В  А М П Л И Ф И К А Ц И И  С

И С П О Л Ь ЗО В А Н И Е М  Э Л Е К Т РО Ф О РЕ ЗА

8.4.1 О ткры ть кры ш ки проби рок  с п родуктам и  ам пли ф икац ии  и проколоть в 

параф ине отверстие диам етром  при м ерно  2-3 мм с пом ощ ью  стальной  проволоки. 

П осле прокалы вани я  каж дой проби рки  проволоку  пром ы ть в ем кости  с 

водопроводной  водой.

^  8.4.2 Д ля п ри готовлени я буф ера для электроф ореза  содерж и м ое пакета со

см есью  для электроф ореза перенести  в м ерную  колбу  объём ом  1 л, добавить 

приблизительно 700 мл ди сти лли рован н ой  воды , п ерем еш ать  до полного 

растворения и довести  дисти лли рованн ой  водой  до метки.

П рим ечание. Б уф ерны й раствор  для электроф ореза  м ож но хранить при 

ком натной тем п ературе  (18-25 °С ) в теч ен и е 1 недели  или при тем пературе 2-8 °С в 

течение 1 мес.
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8.4.3 Заполнить кам еру для электроф ореза  буф ерн ы м  раствором  для 

электроф ореза и  пом естить пласти ну  с агарозны м  гелем  в камеру для 

электроф ореза.

П рим ечани е. Б уф ерны й раствор  для  электроф ореза д олж ен  покры вать 

пластину с гелем  слоем  п ри бли зительно  3-5 мм. П ри  работе  с агарозны м  гелем 

следует обязательн о  надевать рези новы е перчатки!

8.4.4 О сторож но внести  7,0 мкл продуктов ам пли ф икац ии  из каж дой 

ам пли ф икац ионн ой  пробирки  в соответствую щ ую  лунку  агарозного  геля под 

буф ерны й раствор.

8.4.5 У стан ови ть  кры ш ку кам еры  для электроф ореза  и подклю чить 

источник п остоянн ого  тока. Э лектроф орез проводить при н ап ряж ен и и  20 вольт/см  

в течение 10 мин (при ш ирине кам еры  10 см  напряж ение, устан авливаем ое в 

источнике п остоянн ого  тока, долж но бы ть п ри бли зительно  равн о  200 В).

8.4.6 П осле окончания электроф ореза  отклю чить источни к постоянного  

тока, снять кры ш ку с кам еры .

8.4.7 В ы н уть пластину с агарозны м  гелем  из кам еры  для электроф ореза, 

снять гель с пластины , подц епи в его с края, и пом естить на экран 

трансиллю м и натора.

8.4.8 Н адеть защ итную  м аску или устан овить  защ и тн ы й  экран , вклю чить 

трансиллю м и натор  и п роанализи ровать  полученны е результаты . П родукт 

ам плиф икации  виден в ультраф иолетовом  свете (длина волны  254 нм  или 310 нм) в 

виде светящ ейся полосы  красн о-оранж евого  цвета.
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9 У Ч Е Т  РЕЗУЛЬТАТОВ Р Е А К Ц И И

9.1 У Ч Е Т  РЕ ЗУ Л Ь Т А Т О В  Р Е А К Ц И И  С П О М О Щ Ь Ю  П Ц Р -Д Е Т Е К Т О Р А  

И Л И  Д Е Т Е К Т И Р У Ю Щ Е Г О  А М П Л И Ф И К А Т О Р А

9Л.1 У чет и интерпретация результатов  реакц ии  осущ ествляется  

автом атически  с пом ощ ью  програм м ного  обеспечения, п оставляем ого  с ПЦР- 

детектором  или детектирую щ им  ам плиф икатором .

9.1.2 В биологи ческих  образцах, содерж ащ и х Д Н К  ци том егаловируса 

человека (сп ециф ический  продукт):

•  програм м а П Ц Р -детектора ф иксирует полож и тельн ы й  результат. 

Р езультат ам пли ф икац ии  вн утреннего  кон трольного  образца в этом  случае в учет 

не приним ается;

•  детектирую щ ий ам пли ф икатор  реги стри рует  эксп онен циальн ы й  рост 

уровня ф луоресц енц ии  для сп еци ф ического  продукта.

9.1.3 В биологи ческих  образцах , не содерж ащ и х Д Н К  ци том егаловируса 

человека:

•  програм м а П Ц Р -детектора нри п олож и тельн ом  результате 

ам плиф икации  внутреннего  контрольного  образца ф иксирует отрицательны й 

результат;

•  детектирую щ ий ам пли ф икатор  реги стри рует  эксп онен циальн ы й  рост 

уровня ф луоресц енц ии  внутреннего  кон трольного  образц а  и отсутствие 

эксп онен циальн ого  роста кривой для сп еци ф ического  продукта.

9 .1 .4  Р езультат  оценивается  как  н едостоверны й  в случае:
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•  отриц ательн ого  результата  на наличие Д Н К  цитом егаловируса 

человека и отриц ательн ого  результата  ам пли ф икац ии  вн утреннего  контрольного 

образца (П Ц Р -детектор);

•  отсутствия эксп онен циальн ого  ро ста  уровн я  ф луоресц енц ии  для 

специф ического  продукта и для вн утреннего  кон трольн ого  образца 

(детектирую щ ий ам плиф икатор).

Н едостоверны й  результат м ож ет бы ть вы зван  при сутствием  ингибиторов в 

препарате Д Н К , получен н ом  из клин ического  м атериала; неверны м  вы полнением  

W  протокола анализа; несоблю ден ием  тем п ературн ого  р еж и м а ам пли ф икац ии  и др. В

этом  случае требуется  либо повторн ая постановка ам п ли ф и кац и и  препарата ДН К, 

либо повторное вы делен ие п репарата Д Н К , либо повторн ое взяти е клинического  

материала.

9.1.5 П рограм м а П Ц Р -детектора ф иксирует сом ни тельн ы й  результат в 

случае, если значен ие для сп еци ф ического  п родукта п оп адает в зону 

неопределен ности  результатов  (результат  ам пли ф икац ии  внутреннего  

контрольного  образц а  в уч ет  не приним ается). В этом  случае необходим о 

повторить и сследован и е данн ого  образц а  (см .п .9.1.4).

9.1.6 П ри  получении  полож и тельн ого  результата (П Ц Р -детектор) или 

эксп онен циальн ого  роста  ф луоресц енц ии  (детектирую щ ий ам пли ф икатор) для 

сп еци ф ического  продукта в отриц ательн ом  контрольном  образце «К -»  результаты  

всей постановочной  серии  бракую т. В этом  случае необходи м о  проведение 

сп еци альн ы х  м еропри яти й  для устран ен и я  контам инации .
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9.2 У Ч Е Т  РЕ ЗУ Л Ь Т А Т О В  Р Е А К Ц И И  С П О М О Щ Ь Ю  ГЕЛ Ь- 

Э Л Е К Т РО Ф О РЕ ЗА

9.2.1 В п олож и тельн ы х образцах  долж ны  бы ть видны  полосы  оран ж ево­

красного цвета на уровн е полосы  полож и тельн ого  кон трольного  образца, 

соответствую щ ие ф рагм енту  геном а ци том егаловируса человека  разм ером  280 п.н. 

Н аличие или отсутствие полосы , соответствую щ ей  вн утреннем у контрольном у 

образцу разм ером  560 п.н., в этом  случае в учет  не приним аю т.

9.2.2 В отри ц ательн ы х  образца, в том  числе в отриц ательн ом  контрольном  

образце, светящ иеся  полосы  оран ж ево-красн ого  цвета, соответствую щ ие 

ф рагм енту ген ом а ци том егаловируса человека разм ером  280 п.н., долж ны  

отсутствовать, а полоса, соответствую щ ая вн утреннем у кон трольн ом у  образцу 

разм ером  560 п .н ., долж н а бы ть отчетли во  видна.

9.2.3 В случае отсутствия в исследуем ом  образце полосы  оран ж ево­

красного  цвета, соответствую щ ей  ф рагм енту  геном а ви руса цитом егаловируса 

человека разм ером  280 п.п., и отсутствия полосы  оран ж ево-красн ого  цвета, 

соответствую щ ей  вн утреннем у контрольном у образцу разм ером  560 п.н., результат 

считаю т недостоверны м .

Н едостоверн ы й  результат  м ож ет  бы ть вы звано  при сутствием  ин гиби торов в 

препарате Д Н К , полученн ом  из клин ического  м атериала; неверны м  вы полнением  

протокола анализа; несоблю ден ием  тем п ературн ого  реж и м а ам пли ф икац ии  и др. В 

этом случае требуется  либо  повторная постановка ам пли ф икац ии  препарата Д Н К , 

либо повторное вы делен ие препарата Д Н К , либо повторн ое взяти е клинического  

м атериала.
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9.2 .4  В случае наличия полосы , соответствую щ ей  ф рагм енту  геном а 

специф ичного  продукта, в отрицательном  контрольном  образце «К -»  результаты  

всей п остановочной  серии  считаю т недостоверны м и . В этом  случае необходим о 

проведение сп ец и альн ы х м еропри яти й  для  устран ени я  контам инации .

10 У С Л О В И Я  Х РА Н ЕН И Я  И  ЭКСП Л У А ТА Ц И И  Н А БО РА

ЮЛ с р о к  годности  набора -  6 мес.

10.2 К ом плекты  реагентов  для вы делен ия Д Н К  из биологического  

материала, П Ц Р -ам п ли ф икац ии  и детекц и и  Д Н К  м етодом  электроф ореза  следует 

хранить при тем п ературе  2-8 °С в течени е всего  срока годности .

10.3 Т ран спорти ровани е набора осущ ествляю т всем и  видам и кры того 

транспорта при тем пературах , соответствую щ и х услови ям  хран ени я ком плектов 

реагентов, входящ и х в состав набора.

10.4 П осле вскры тия упаковки  ком поненты  набора следует хран ить при 

следую щ их условиях:

•  ли зи рую щ и й  раствор и пром ы вочн ы й  раствор  № 1 следует  хранить в

^  тем ном  месте;

•  буф ерн ы й раствор  для электроф ореза  хран ить при тем пературе 18-

25 °С не более 7 дн ей  или  при тем п ературе  2-8  °С не более 1 мес.

10.5 Н абор  с истекш им  сроком  годности  прим енению  не подлеж ит.

10.6 Д ля п олучени я н адеж н ы х  результатов  необходи м о строгое 

соблю дение ин струкци и  по прим енению  набора.
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П редприятие-и зготовитель гарантирует соответстви е н абора требованиям  

техни ческих  условий  при соблю дении  услови й  транспортирован ия , хранения и 

прим енения, устан овлен н ы х техн и чески м и  условиям и.

П о вопросам , касаю щ им ся качества набора Ц М В -Г Е Н , следует обращ аться  в 

ЗА О  «Н П Ф  Д П К -Т ехн ологи я»  по адресу:

115478, М осква, К аш ирское ш ., д. 23-5 , оф ис 16 

телеф он /ф акс (495) 980-45-55

В едущ ий научн ы й сотрудни к 

ЗА О  «Н П Ф  Д Н К -Т ехн ология» , 

кандидат биологи ческих  наук

«С О Г Л А С О В А Н О »

В едущ ий научн ы й сотрудни к  

ГН Ц  «И нститут им м ун ологи и

Ф М БА  России»

/
Е .В .Г он чарова

20СГ'г

т .н .  Ф едосеева 

« S '  » О ft UJCSn 2  ouy  Г
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