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список СОКРАЩЕНИЙ

В настоящей инструкции применяются следующие сокращения и обозначения:

BK O -FL - экзогенны й внутренний контрольны й образец
ГЭ - геном ны е эквиваленты
Д Н К - дезоксирибонуклеиновая кислота
дН Т Ф - дезоксири бонуклеоти дтри ф осф ат
иппп - инф екции, передаваем ы е половы м  путем
к+ - полож ительны й контроль П Ц Р
к- - отрицательны й контроль П Ц Р
Н К - нуклеиновы е кислоты
ок - отрицательны й контроль экстракции
око - отрицательны й контрольны й образец
П Ц Р - полим еразная цепная реакция
РУ - реги страционное удостоверение

______________________ - урац и л-Д Н К -гли кози лаза
FEP - ф луоресцентная детекци я по «конечной точке»

Н А ЗН А Ч ЕН И Е

Набор реагентов «АмплиПрайм® MH/GV»  предназначен для качественного определения 

Д Н К  Mycoplasma hominis и Gardnerella vaginalis в биологическом материале (отделяемое 

слизистой оболочки влагалища) методом ПЦР с гибридизационно-флуоресцентной детекци­

ей продуктов амплификации. Набор реагентов используется в клинической лабораторной 

диагностике для исследования биологического материала, полученного от пациенток с подо­

зрением на наличие вульвовагинальной инфекции.

Материалом для проведения ПЦР служат пробы Д Н К , экстрагированные из исследуемого 

материала с помощью комплектов реагентов, рекомендованных Производителем. 

ВНИМАНИЕ! В соответствии с федеральным законом от 21.11.2011 № 323-ФЗ «Об основах 

охраны здоровья граждан в Российской Федерации» ПЦР-исследование является одним из 

методов всестороннего обследования пациента, на основании которых лечащий врач уста­

навливает диагноз и выбирает мероприятия по лечению пациента.
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«

П Р И Н Ц И П  М Е ТО Д А

Принцип тестирования основывается на экстракции Д Н К  из образцов исследуемого ма­

териала совместно с внутренним контрольным образцом (B K O -FL *) и одновременной ам­

плификации участков Д Н К  вьывляемых микроорганизмов и Д Н К  BKO -FL с гибридизацион- 

но-флуоресцентной детекцией по «конечной точке». B KO -FL позволяет контролировать все 

этапы ПЦР-исследования для каждого образца и оценивать влияние ингибиторов на резуль­

таты ПЦР-исследования.

С полученными на этапе экстракции пробами Д Н К  проводится реакция амплификации 

участка Д Н К  при помощи специфичных к  этому участку праймеров и фермента Taq- 

полимеразы. В составе реакционной смеси присутствуют флуоресцентно-меченые олигонук­

леотиды, которые гибридизуются с комплементарным участком амплифицируемой Д Н К - 

мишени, в результате чего происходит нарастание интенсивности флуоресценции. Это поз­

воляет регистрировать накопление специфического продукта амплификации путем измере­

ния интенсивности флуоресцентного сигнала. Детекция флуоресцентного сигнала осуществ­

ляется после окончания ПЦР с помощью флуоресцентного ПЦР-детектора.

Набор реагентов содержит систему защиты от контаминации ампликонами за счет при­

менения фермента урацил-ДНК-гликозилазы (У Д Г ) и трифосфата дезоксиуридина. Фермент 

У Д Г  распознает и катализирует разрушение цепей Д Н К , содержащих дезоксиуридин, но не 

Д Н К , содержащей дезокситимидин. Дезоксиуридин отсутствует в природной Д Н К , но всегда 

присутствует в ампликонах, поскольку трифосфат дезоксиуридина входит в состав смеси 

дНТФ  в реагентах для амплификации. Дезоксиуридин делает контаминирующие ампликоны 

восприимчивыми к разрушению ферментом У Д Г  до начала амплификации ДНК-миш ени, и, 

следовательно, они не могут быть в дальнейшем амплифицированы.

Фермент У Д Г  термолабилен и инактивируется при нагревании выше 50 °С и поэтому не 

разрушает ампликоны мишени, нарабатываемые в процессе ПЦР.

На этапе амплификации одновременно в одной пробирке проводятся 3 реакции -  ампли­

фикация участков Д Н К  М  hominis и G. vaginalis, а также амплификация последовательности 

BKO -FL. Результаты амплификации Д Н К  М  hominis и G. vaginalis, а также Д Н К  BKO-FL  

регистрируются по 3 различным каналам флуоресцентной детекции:

9

BKO-FL входит в состав комплекта реагентов, рекомендованного Производителем для экстракции ДНК из 
каждого исследуемого материала.
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Таблица 1

Канал для флуоро- 
фора FAM JOE ROX

Д Н К -м иш ень Д Н К  М. hominis Д Н К  G. vaginalis Д Н К  BK O -FL

О бласть ам плиф ика­
ции

16S рРН К 16S рР Н К
искусственно си н те­
зированная последо­

вательность

Ф ОРМ Ы  В Ы П УС КА  НАБО РА РЕА ГЕНТО В

Набор реагентов выпускается в 3 формах комплектации:

Форма 1 включает комплект реагентов «ПЦР-комплект» вариант FE P -100-0,2 (пробирки 0,2 

мл).

Форма 2 включает комплект реагентов «ПЦР-комплект» вариант FE P -100-0,5 (пробирки 0,5 

мл).

Форма 3 включает комплекты реагентов «АмплиПрайм® М А ГН О -сорб-УРО » и «ПЦР- 

комплект» вариант FE P -100-0,2 (пробирки 0,2 мл).

Формы комплектации 1, 2 предназначены для проведения амплификации Д Н К  с гибриди- 

зационно-флуоресцентной детекцией по «конечной точке» и позволяют выявлять Д Н К  в ка­

чественном формате. Для проведения полного ПЦР-исследования необходимо использовать 

комплекты реагентов для экстракции Д Н К , рекомендованные Производителем.

Форма комплектации 3 предназначена для проведения полного ПЦР-исследования, 

включающего экстракцию Д Н К  из биологического материала и амплификацию Д Н К  с ги- 

бридизационно-флуоресцентной детекцией по «конечной точке», и позволяет выявлять Д Н К  

в качественном формате.

А Н А Л И ТИ Ч Е С КИ Е  Х А Р А К Т Е Р И С Т И К И

Для данного набора реагентов применимы следующие характеристики: 

Аналитическая чувствительность

Таблица 2

Вид исследуемо­
го материала

Транспортная
среда

Комплект для 
экстракции 

ДНК
Микроорганизм

Аналитическая чув­
ствительность, 

ГЭ/мл’

отделяем ое сли ­
зи стой  оболочки  
влагалищ а

«А м плиП райм  
Т С » или  «А м ­
плиП райм  т е м »  
или  «Т ранспорт­
ная среда ТС-
э д э м » * ®

«А м плиП райм
Д Н К -сорб-А М »,
«АмплиПрайм®
М А Г Н О -сорб-
У РО »

М  hominis 1x10^

G. vaginalis 1x10®

Количество геномных эквивалентов микроорганизма (ГЭ):
-  в биологическом материале (отделяемое слизистой оболочки влагалища), помещенном в указанную транс­
портную среду, в пересчете на 1 мл.

Форма комплектации 3 или 4 комплекта реагентов «АмплиПрайм ЭДЭМ».
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«Т ранспортная 
среда ТС- 
ЭДЭМ »^

«А м плиП райм
Э Д Э М »

М  hominis 1x10^

G. vaginalis 1x10^

Данная чувствительность достигается при соблюдении правил, указанных в разделах 

«Взятие, транспортирование и хранение исследуемого материала» и «Подготовка исследуе­

мого материала к экстракции Д Н К».

Аналитическая чувствительность в отношении каждого из микроорганизмов сохраняется 

и в присутствии высокой концентрации Д Н К  второго анализируемого микроорганизма до 

10  ̂ГЭ/мл.

Аналитическая специфичность

Набор реагентов обнаруживает фрагменты Д Н К  заявленных микроорганизмов. Аналити­

ческая специфичность набора реагентов доказана при исследовании Д Н К  следующих мик­

роорганизмов: Chlamydia trachomatis; Lactobacillus spp.; Escherichia coli; Staphylococcus 

aureus; Streptococcus pyogenes; Streptococcus agalactiae; Candida albicans; Candida glabrata; 

Candida krusei; Ureaplasma urealyticum; Ureaplasma parvum; Mycoplasma genitalium; 

Neisseria flava; Neisseria subflava; Neisseria sicca; Neisseria gonorrhoeae; Neisseria mucosa; 

Trichomonas vaginalis; Treponema pallidum; Toxoplasma gondii; H SV  1 и 2 типа; CMV; HPV, a 

также геномной Д Н К  человека.

При тестировании образцов Д Н К  вышеперечисленных организмов и Д Н К  человека не­

специфических реакций выявлено не бьшо.

Д И А ГН О С ТИ Ч Е С КИ Е  Х А Р А КТЕ Р И С ТИ КИ

Таблица 3

Результаты тестирования набора реагентов «АмплиПрайм® MH/GV» 
в сравнении с референтным методом

Тип образ­
цов

Результаты применения набора 
реагентов «АмплиПрайм® 

MH/GV»

Результаты применения референтного метода'*
М. hominis G. vaginaiis

положи­
тельных

отрица­
тельных

положи­
тельных

отрица­
тельных

отделяемое
слизистой
оболочки
влагалища

Всего исследо- 
вано 526 образ­

цов

положительных 101 2 270 1

отрицательных 1 422 1 254

Бьши использованы образцы отделяемого слизиетой оболочки влагалища полученных от 

526 женщин репродуктивного возраста, обратившихся к акушеру-гинекологу с жалобами на 

дискомфорт и вьщеления из половых путей.

11
В качестве референтного метода использовались наборы реагентов «АмплиСенс® Mycoplasma hominis-¥hy>

(РУ № ФСР 2009/06559) и «АмплиСенс® Gardnerella vagmalis-FLy> (РУ № ФСР 2010/07829).
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Таблица 4

Диагностические характеристики набора реагентов 
«АмплиПрайм® MH/GV»

Тип образцов

Диагностическая чувстви­
тельность*^

(с доверительной вероятно­
стью 95 %), 
не менее %

Диагностическая специфич­
ность* ,̂

(с доверительной вероятно­
стью 95 %), 
не менее %

М. hominis G. vaginalis М. hominis G. vaginalis
отделяем ое сли зи стой  оболоч­
ки влагалищ а

97,5 97,7 98,3 98,2

МЕРЫ  П РЕДО СТО РО Ж Н О С ТИ

Работа должна проводиться в лаборатории, выполняющей молекулярно-биологические 

(П Ц Р ) исследования биологического материала на наличие возбудителей инфекционных бо­

лезней, с соблюдением санитарно-эпидемиологических правил СП 1.3.2322-08 «Безопас­

ность работы с микроорганизмами I I I - IV  групп патогенности (опасности) и возбудителями 

паразитарных болезней», СанПиН 2.1.7.2790-10 «Санитарно-эпидемиологические требова­

ния к  обращению с медицинскими отходами» и методических указаний М У  1.3.2569-09 «Ор­

ганизация работы лабораторий, использующих методы амплификации нуклеиновых кислот 

при работе с материалом, содержащим микроорганизмы I - IV  групп патогенности».

При работе необходимо всегда вьшолнять следующие требования:

- Рассматривать исследуемые образцы как инфекционно-опасные, организовывать работу 

и хранение в соответствии с СП  1.3.2322-08 «Безопасность работы с микроорганизмами 

1 II- IV  групп патогенности (опасности) и возбудителями паразитарных болезней».

- Убирать и дезинфицировать разлитые образцы или реагенты, используя дезинфицирую­

щие средства в соответствии с СП  1.3.2322-08 «Безопасность работы с микроорганизма­

ми II1 -1V  групп патогенности (опасности) и возбудителями паразитарных болезней».

- Лабораторный процесс должен быть однонаправленным. Анализ проводится в отдельных 

помещениях (зонах). Работу следует начинать в Зоне Экстракции, продолжать в Зоне Ам­

плификации и Детекции. Не возвращать образцы, оборудование и реагенты в зону, в которой 

была проведена предыдущая стадия процесса.

- Неиспользованные реагенты, реагенты с истекшим сроком годности, а также использо­

ванные реагенты, упаковку, биологический материал, включая материалы, инструменты 

и предметы, загрязненные биологическим материалом, следует удалять в соответствии с 

требованиями СанПиН 2.1.7.2790-10 «Санитарно-эпидемиологические требования к об­

ращению с медицинскими отходами».

12 Относительная чувствительность в сравнении с использованным референтным методом.
Относительная специфичность в сравнении с использованным референтным методом. 
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В Н И М А Н И Е ! При удалении отходов после амплификации (пробирок, содержащих продук­

ты П Ц Р) недопустимо открывание пробирок и разбрызгивание содержимого, поскольку это 

может привести к контаминации продуктами ПЦР лабораторной зоны, оборудования и реа­

гентов.

- Использовать и менять при каждой операции одноразовые наконечники для автоматиче­

ских дозаторов с фильтром*'*. Одноразовую пластиковую посуду (пробирки, наконечни­

ки) необходимо сбрасывать в специальный контейнер, содержащий дезинфицирующее 

средство, которое может быть использовано для обеззараживания медицинских отходов.

- Поверхности столов, а также помещения, в которых проводится постановка П ЦР, до 

начала и после завершения работ необходимо подвергать ультрафиолетовому облучению  

в течение 30 мин.

- Набор реагентов предназначен для одноразового применения для проведения ПЦР- 

исследования указанного количества проб (см. раздел «Состав»).

- Набор реагентов готов к применению согласно данной инструкции. Применять набор ре­

агентов строго по назначению.

- К  работе с набором реагентов допускается только персонал, обученный методам молеку­

лярной диагностики и правилам работы в клинико-диагностической лаборатории в уста­

новленном порядке (С П  1.3.2322-08 «Безопасность работы с микроорганизмами I I I - IV  

групп патогенности (опасности) и возбудителями паразитарных болезней»).

- Не использовать набор реагентов, если нарушена внутренняя упаковка или внешний вид 

реагента не соответствует описанию.

- Не использовать набор реагентов, если не соблюдались условия транспортирования и 

хранения согласно инструкции.

Не использовать набор реагентов по истечении срока годности.

- Использовать одноразовые неопудренные перчатки, лабораторные халаты, защищать гла­

за во время работы с образцами и реагентами. Тщательно вымыть руки по окончании ра­

боты. Все операции проводятся только в перчатках для исключения контакта с организ­

мом человека.

- Избегать контакта с кожей, глазами и слизистой оболочкой. При контакте немедленно 

промыть пораженное место водой и обратиться за медицинской помощью.

- Листы безопасности реагентов (SDS -  Safety data sheet) доступны по запросу.

Оценка вероятных событий, в результате наступления которых могут произойти отрица­

тельные последствия для организма человека (для форм комплектапии. не включающих 

комплект реагентов «АмплиПрайм® М АГНО-сорб-УРО»1:

Для удаления надосадочной жидкости в процессе экстракции используются одноразовые наконечники без филь­
тра.
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- При использовании по назначению и соблюдении вышеперечисленных мер предосто­

рожности набор безопасен.

Опенка вероятных событий, в результате наступления которых могут произойти отрица­

тельные последствия для организма человека (для формы комплектации. вюЕЮчающей ком­

плект реагентов «АмплиПрайм® М А ГН О -сорб-УРО »):

При иепользовании по назначению и соблюдении вышеперечисленных мер предосто­

рожности контакт с организмом человека исключен. При аварийных ситуациях возможно 

следующее:

- раздражение слизистой оболочки глаз у чувствительных лиц,

- раздражение кожи у чувствительных лиц,

- аллергическая реакция,

- вред при вдыхании,

- вред при приеме внутрь.

Специфические воздействия набора реагентов на организм человека (для всех форм ком­

плектации'):

- Канцерогенный эффект отсутствует.

- Мутагенное действие отсутствует.

- Репродуктивная токсичность отсутствует.

ДО П О Л Н И ТЕЛ Ь Н Ы Е М А ТЕРИ А Л Ы  И  О БО РУДО ВА НИЕ  

Взятие исследуемого материала

3. - Транспортная среда -  «Транспортная среда с муколитиком «АмплиПрайм ТС М » (Р У  №

ФСР 2012/14205), «Транспортная среда для мазков «АмплиПрайм ТС » (Р У  № ФСР 

2012/14203), «Транспортная среда ТС -Э Д Э М » (форма комплектации 3 или 4 комплекта 

реагентов «АмплиПрайм Э Д Э М ») (Р У  № ФСР 2012/14018) или другие рекомендованные 

Производителем.

4. Зонд гинекологический универсальный (например, З ГУ  «Ц М », ООО «Ц ЕН ТРМ ЕД », Рос­

сия или аналогичный).

5. Зонд-тампон для отбора, транспортировки и хранения биологических проб (например, 

D E LTA LA B  S.L.U . («ДЕЛЬТАЛАБ С .Л .У .» ), Испания или аналогичный).

Экстракция ДНК из исследуемых образцов

6. Комплект реагентов для экстракции Д Н К  -  «АмплиПрайм Д Н К-сорб-А М » вариант 100С 

(Р У  № ФСР 2012/14204), «АмплиПрайм Э Д Э М » (форма комплектации 1 или 2) (Р У  № 

ФСР 2012/14018) или другие рекомендованные Производителем.

7. Дополнительные материалы и оборудование для экстракции Д Н К  -  согласно инструкции 

к  комплекту реагентов для экстракции Д Н К .

При использовании комплекта реагентов «АмплиПрайм® М А ГН О -сорб-УРО » совместно с
Акт № 127/2015-02 от 27.08.2015г. Лист 61 Всего листов 79



#
автоматическими станциями для экстракции Н К:

8. Одноразовые полипропиленовые завинчивающиеся или плотно закрывающиеся пробир­

ки объемом 1,5 мл (например, Axygen, Inc. («Эксиджен, И нк.), С Ш А , или аналогичные).

9. Завинчивающиеся крышки к пробиркам (например, Axygen, Inc. («Эксиджен, И нк.»), 

С Ш А , или аналогичные).

10. Одноразовые полипропиленовые завинчивающиеся или плотно закрывающиеся пробир­

ки объемом 1,5 мл или одноразовые 96-луночные планшеты (например, Axygen, Inc. 

(«Эксиджен, И нк.), С Ш А , или аналогичные) -  для элюции.

11. Одноразовые наконечники для дозаторов переменного объема с фильтром до 200 мкл 

(например, Axygen, Inc. («Эксиджен, И нк.), С Ш А , или аналогичные).

12. Штативы для пробирок объемом 1,5 мл (например, Axygen, Inc. («Эксиджен, И нк.), 

С Ш А , или аналогичные).

13. Ламинарный бокс класс биологической безопасности I I  тип А  (например, «БАВп-01- 

«Ламинар-С.»-1,2», ЗАО «Ламинарные системы», Россия, или аналогичный).

14. Вортекс (например, S IA  Biosan, Латвия, или аналогичный).

15. Термостат для пробирок типа «Эппендорф» от 25 до 100 °С (например, S IA  Biosan, Лат­

вия, или аналогичный).

16. Автоматические дозаторы переменного объема (например, «ООО Биохит», Россия, или 

аналогичные).

17. Автоматическая станция для экстракции Н К  (например. Neon 100 (X iril A G  (Ксирил А Г), 

Швейцария) или аналогичная).

18. Комплект расходных материалов для автоматической станции для экстракции Н К  со­

гласно инструкции Производителя.

19. Холодильник от 2 до 8 С с морозильной камерой от минус 24 до минус 16 °С.

20. Отдельный халат, шапочки, обувь и одноразовые перчатки по М У  1.3.2569-09.

21. Одноразовые пластиковые контейнеры для сброса и инактивации материалов.

При использовании комплекта реагентов «АмплиПрайм® М А ГН О -сорб-УРО » в случае руч­

ной методики экстракпии Н К:

22. Одноразовые полипропиленовые завинчивающиеся или плотно закрывающиеся пробир­

ки объемом 1,5 мл (например, Axygen, Inc. («Эксиджен, И нк»), С Ш А , или аналогичные).

23. Завинчивающиеся крышки к пробиркам (например, Axygen, Inc. («Эксиджен, И нк.»), 

С Ш А , или аналогичные).

24. Одноразовые наконечники для дозаторов переменного объема с фильтром до 100 мкл, до 

200 мкл и до 1000 мкл (например, Axygen, Inc. («Эксиджен, И нк»), С Ш А , или аналогич­

ные).
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25. Одноразовые наконечники для дозаторов переменного объема до 200 мкл (например, 

Axygen, Inc. («Эксиджен, И нк»), С Ш А , или аналогичные).

26. Штативы для пробирок объемом 1,5 мл (например, Axygen, Inc. («Эксиджен, Инк»), 

С Ш А , или аналогичные).

27. Магнитный штатив для пробирок типа «Эппендорф» объемом 1,5 мл.

28. Ламинарный бокс класс биологической безопасности I I  тип А  (например, «БАВп-01- 

«Ламинар-С.»-1,2», «Ламинарные системы», Россия, или аналогичный).

29. Вортекс (например, S IA  Biosan, Латвия, или аналогичный).

30. Термостат для пробирок типа «Эппендорф» от 25 до 100 °С (например, S IA  BioSan, Лат­

вия, или аналогичный).

31. Вакуумный отсасыватель медицинский с колбой-ловушкой для удаления надосадочной 

жидкости (например, «О М -1» (О О О  «Утес», Россия), или аналогичный).

32. Автоматические дозаторы переменного объема (например, ООО «Биохит», Россия, или 

аналогичные).

33. Холодильник от 2 до 8 °С  с морозильной камерой от минус 24 до минус 16 °С.

34. Отдельный халат, шапочки, обувь и одноразовые перчатки по М У  1.3.2569-09.

35. Одноразовые пластиковые контейнеры для сброса и инактивации материалов.

Амплификация с гибридизационно-флуоресцентной детекцией продуктов

амплификации

36. Одноразовые наконечники для дозаторов переменного объема с фильтром до 100 мкл 

(например, Axygen, Inc. («Эксиджен, И нк.), С Ш А  или аналогичные).

37. Штативы для пробирок объемом 0,5 мл или 0,2 мл (в соответствии с используемыми 

комплектами реагентов) (например, Axygen, Inc. («Эксиджен, И нк.), С Ш А  или аналогич­

ные).

38. Бокс абактериальной воздушной среды (ПЦР-бокс) (например, «БАВ-ПЦР-«Ламинар-С.», 

ЗАО «Ламинарные системы», Россия, или аналогичный).

39. Вортекс (например, S IA  BioSan, Латвия, или аналогичный).

40. Автоматические дозаторы переменного объема (например, ООО «Биохит», Россия, или 

аналогичные).

41. Программируемый амплификатор (например, «Терцик» (О О О  «Н П О  ДНК-Технология», 

Россия), MaxyGene Gradient (Axygen, Scientific Inc. («Эксиджен Саентифик, И нк»), СШ А) 

и другие рекомендованные Производителем).

42. Флуоресцентный ПЦР-детектор (например, A L A -1/4  (А Л А -1 /4 ) (S IA  BioSan, Латвия), 

«Джин» (ООО «Н ПО  ДНК-Технология», Россия) и другие рекомендованные Производи­

телем).

43. Холодилъник от 2 до 8 °С  с морозильной камерой от минус 24 до минус 16 °С.

Акт № 127/2015-02 от 27.08.2015г. Лист 63 Всего листов 79



44. Отдельный халат, шапочки, обувь и одноразовые перчатки по М У  1.3.2569-09.

45. Емкость для сброса наконечников.

ВЗЯТИЕ, ТРА Н С П О РТИ РО В А Н И Е И  Х Р А Н Е Н И Е  И С С Л Е Д УЕМ О ГО  М А Т Е Р И А Л А

Материалом для исследования служит отделяемое слизистой оболочки влагалиш;а (мазки, 

соскобы).

Взятие материала провести с помощью зонда-тампона или универсального зонда в про­

бирку с транспортной средой из заднебокового свода влагалища. Рабочей частью зонда вра­

щательным движением провести по поверхности боковых стенок влагалища, максимально 

полно собирая отделяемое. Материал из влагалища взять в достаточном количестве. Допу­

стимо минимальное присутствие примесей в виде слизи и крови. Зонд перенести в пробирку 

с транспортной средой. Рабочую часть зонда, содержащую исследуемый материал, обломить 

и оставить в пробирке с транспортной средой. В случае невозможности обломить рабочую 

часть зонда, следует максимально полно смыть биоматериал с рабочей части в пробирку с 

транспортной средой, прижав ее к внутренней стороне пробирки и вращая по 5 -10  раз по 

часовой и против часовой стрелки. Недопустимо использование ножниц для обрезания рабо­

чей части зонда!

Пробирку плотно закрыть крышкой, не допуская зазора и смятия внутренней части 

крышки, и промаркировать. В случае использования транспортной среды с мзчсолитиком ее 

цвет может измениться за счет изменения pH (при кислом pH отделяемого).

Биологический материал, помещенный в транспортную среду, хранить и транспортиро­

вать согласно требованиям, указанным в инструкции к используемой транспортной среде. 

Допускается лишь однократное замораживание-оттаивание материала.

П О Д ГО ТО В КА  И С С Л Е Д УЕ М О ГО  М А Т Е Р И А Л А  К  Э КС ТР А КЦ И И  Д Н К

Образцы мазков Гсоскобов! со слизистой оболочки влагалища не требуют предваритель­

ной подготовки.

И Н ТЕРФ ЕРИ РУЮ Щ И Е В ЕЩ ЕС ТВ А  И  О Г Р А Н И Ч Е Н А  П О  И СПО ЛЬ ЗО ВАНИ Ю  ПРОБ 

И С С Л Е Д УЕ М О ГО  М А Т Е Р И А Л А

Использование для проведения ПЦР-исследования биологического материала, 

содержащего избыточное количество примесей в виде слизи, крови, гноя и др. может 

приводить к ингибированию реакции амплификации. Для контроля эффективности 

экстракции Д Н К  и возможного ингибирования П ЦР в наборе реагентов предусмотрено 

использование внутреннего контрольного образца (B K O -FL), который добавляется в каждый 

биологический образец на этапе экстракции нуклеиновых кислот. По окончании реакции 

амплификации наличие сигнала, свидетельствующего о накоплении фрагментов Д Н К  В КО -

Акт № 127/2015-02 от 27.08.2015г. Лист 64 Всего листов 79



FL, говорит о достаточной эффективности экстракции нуклеиновых кислот и отсутствии 

ингибиторов ПЦР.

П РО ВЕДЕНИ Е П Ц Р-И С С Л ЕД О В А Н И Я  

ПЦР-исследование состоит из следующих этапов:

- экстракция Д Н К  из исследуемых образцов,

- амплификация Д Н К ,

- флуоресцентная детекция продуктов амплификации по «конечной точке»,

- интерпретация результатов.

Э КС ТР А КЦ И Я  Д Н К  ИЗ И С С Л Е Д У Е М Ы Х  ОБРАЗЦОВ

Для экстракции Д Н К  используются комплекты реагентов «АмплиПрайм Д Н К-сорб-А М », 

«АмплиПрайм М А ГН О -сорб-УРО », «АмплиПрайм Э Д Э М » и другие рекомендованные 

Производителем. Порядок работы с комплектами реагентов «АмплиПрайм Д Н К-сорб-А М », 

«АмплиПрайм Э Д Э М » смотрите в инструкции к  используемому комплекту для экстракции, 

порядок работы с комплектом реагентов «АмплиПрайм® М А ГН О -сорб-УРО » смотрите в 

приложении 1.

Объемы реагентов и образцов при экстракции с помощью комплекта реагентов «Ам­

плиПрайм ДН К-сорб-А М »:

Экстракция Д Н К  из каждого исследуемого образца и контролей проводится в присут­

ствии внутреннего контрольного образца -  BKO-FL.

Объем BKO-FL -  10 мкл в каждую пробирку.

Объем исследуемого образца -  100 мкл.

В пробирку отрицательного контроля экстракции (О К ) внести 100 мкл ОКО.

Объем элюции -  100 мкл.

Объемы реагентов и образцов при экстракции с помощью комплекта реагентов «Ам­

плиПрайм ЭДЭМ »:

ВНИМАНИЕ! Добавление B KO -FL в исследуемые образцы и контроли не требуется.

Объем исследуемого образца -  100 мкл.

В пробирку отрицателъного контроля экстракции (О К ) внести 100 мкл транспортной 

среды ТС-ЭДЭМ.
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ФОРМЫ КОМПЛЕКТАЦИИ 1 и 2. КАЧЕСТВЕННЫЙ ФОРМАТ

f

Ф ОРМЫ  К О М П Л Е К Т А Ц И И  1 и 2 («ПЦР-комплект» вариант FEP-100-0,2 или FE P -100-0,5) 

СО СТАВ

Комплект реагентов «ПЦР-комплект» вариант FEP-100-0,2 или FEP-100-0,5 для ампли­

фикации фрагментов Д Н К  М  hominis и G. vaginalis с гибридизационно-флуоресцентной де­

текцией по «конечной точке» позволяет проводить ПЦР-исследование в качеетвенном фор­

мате. Комплект реагентов включает:

Реагент Описание Объем, мл Количество

ПЦР-смесьМ hom in is/G . vaginalis
раскап ан а под воск

П розрачная бесцветная 
ж идкость

0,01
110 пробирок 
объем ом  0,2 

или 0,5 мл

ПЦР-буфер-К П розрачная ж и дкость крас­
ного цвета 1,1 1 пробирка

ПЦР-буфер-А-Фон** П розрачная ж и дкость крас­
ного  цвета

0,6 1 пробирка

К2 complex П розрачная бесцветная 
ж идкость

0,2 1 п робирка

К - П розрачная бесцветная 
ж идкость

0,2 1 пробирка

Минеральное масло для ПЦР‘*’*̂ Б есцветная вязкая 
ж идкость 4,0 1 ф лакон

Комплект реагентов рассчитан на проведение 110 реакций амплификации, включая кон- 

троли и фоновые образцы.

А М П Л И Ф И К А Ц И Я  С Д Е ТЕ КЦ И Е Й  ПО  «КО Н ЕЧ Н О Й  ТО Ч КЕ »

Для внесения в пробирки реагентов, проб ДНК и контрольных образцов использу­

ются одноразовые наконечники с фильтрами.

А . Подготовка пробирок для амплификации

Общий объем реакционной смеси -  30 мкл, включая объем пробы ДНК - 1 0  мкл.

1. Отобрать необходимое количество пробирок с ПЦР-смесью М . h o m in is /G . vaginalis для 

амплификации Д Н К  исследуемых и контрольных образцов (количество контрольных об­

разцов см. в пункте 6), а также двух образцов «Фон». Убедиться, что воск полностью по­

крывает раствор на дне пробирок. В противном случае, не использовать данные пробир­

ки.

2. Приготовить образцы «Фон». Для этого в две пробирки с ПЦР-смесью 

М  h o m in is /G . vaginalis на поверхность застывшего воска внести 20 мкл ПЦР-буфера-А-

Реагент используется при исследовании проб ДНК, экстрагированных с помощью комплектов для экстрак­
ции «АмплиПрайм ДНК-сорб-АМ» и «АмплиПрайм® МАГНО-сорб-УРО».

Реагент используется при применении амплификаторов без термостатируемой крышки (например, «Терцик», 
ООО «НПО ДНК-Технология»).
’’ Реагент входит только в состав «ПЦР-комплекта» вариант FEP-100-0,5.
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Фон. Сверху добавить каплю минерального масла для ПЦР при использовании ампли- 

фикатора без термостатируемой крышки.

ВНИМАНИЕ! Реагент ПЦР-буфер-А-Фон используется при исследовании проб Д Н К , экс­

трагированных с помощью комплектов реагентов «АмплиПрайм Д Н К-сорб-А М » и «Ам- 

плиПрайм М А ГН О -сорб-УРО ». При использовании других комплектов реагентов для экс­

тракции Д Н К , рекомендованных Производителем, необходимо следовать инструкции к ис­

пользуемому набору реагентов.

ВНИМАНИЕ! После проведения амплификации образцы «Фон» можно хранить в течение 

1 мес при температуре от 2 до 20 °С и использовать многократно. Многократное использо­

вание пробирок «Фон» допускается при условии их использования с набором реагентов той 

же серии, той же серией комплекта реагентов для экстракции и того же типа ПЦР-пробирок.

3. В пробирки для исследуемых и контрольных образцов на поверхность воска внести по 10 

мкл ПЦР-буфера-К, при этом он не должен проваливаться под воск и смешиваться с 

ПЦР-смесью М  hominis /  G. vaginalis.

4. Сверху добавить каплю минерального масла для ПЦР при использовании амплифика- 

тора без термостатируемой кры ш ки.**

5. Внести в подготовленные пробирки (кроме пробирок с образцами «Фон») по 10 мкл 

проб ДНК, полученных в результате экстракции из исследуемых образцов.

ВНИМАНИЕ! При добавлении проб Д Н К , экстрагированных с помощью комплекта реаген­

тов для проведения экстракции методом сорбции на силикагеле или магнитной сепарации, 

необходимо избегать попадания сорбента в реакционную смесь.

6. Поставить контрольные реакции:

а) положительный контроль ПЦР (K-I-) -  в пробирку с реакционной смесью внести 

10 мкл К2 complex.

б) отрицательный контроль экстракции (ОК) -  в пробирку с реакционной смесью 

внести 10 мкл пробы, экстрагированной из ОКО (или из транспортной среды ТС- 

ЭДЭМ, если экстракция проводилась с помощью «АмплиПрайм Э Д Э М »).

ВНИМАНИЕ! При подозрении на возможную контаминацию также необходима постановка 

отрицательного контроля П ЦР (К - ) . Для этого в пробирку с реакционной смесью внести 

10 мкл К -.

Б. Проведение амплификации

1. Запрограммировать амплификатор для выполнения соответствующей программы ампли­

фикации (см. табл. 5).

18 ,Только при использовании «ПЦР-комплекта» вариант FEP-100-0,5.
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2. Запустить вьшолнение программы амплификации. Когда температура в ячейках достигнет 

95 °С (режим паузы), установить пробирки в ячейки амплификатора, закрыть крышку 

прибора и нажать кнопку продолжения программы.

Примечание. Рекомендуетея перед постановкой в амплификатор осадить капли со стенок 

пробирок на вортексе.

Программа амплификации
Таблица 5

Для)амплификаторов 
группы 1*®

Для амплификаторов 
группы 2̂ ®

Для амплификаторов груп­
пы 3̂ *

Цикл
Темпе­
ратура,

°С
Время Кол-во

циклов
Темпе­
ратура,

°С
Время Кол-во

циклов
Темпе­
ратура,

°С
Время Кол-во

циклов
0 95 П а уза 95 П ауза 95 Па'/за
1 95 15 мин 1 95 15 мин 1 95 15 мин 1

95 2 с 95 20 с 95 2 с
2 65 5 с 35 65 25 с 20 65 Ю с 24

72 5 с 72 30 с 72 Ю с
95 2 с 95 20 с 95 2 с

3 60 Ю с 9 60 30 с 24 60 15 с 20
72 5 с 72 30 с 72 Ю с

4 95 2 с 1 95 20 с 95 2 с
60 Ю с 60 30 с

1
60 15 с

1
5 10 Х ранение 10 Х ранение 10 Х ран ение

3. По окончании выполнения программы приетупить к флуоресцентной детекции.

В. Флуореецентная детекция продуктов амплификации по «конечной точке»

Детекция проводитея с помощью флуоресцентного ПЦР-детектора (еогласно инструкции 

к используемому прибору) путем измерения интенсивности флуоресцентного сигнала по 3 

каналам:

Таблица 6

Канал для флуорофора FAM JOE ROX
Р егистрация сигнала, свидетельству­

ю щ его О накоплении продукта ам пли ­
ф икации

Д Н К
М  hominis

Д Н К
G. vaginalis

Д Н К
B K O -FL

ВНИМАНИЕ! До проведения детекции в программное обеепечение ПЦР-детектора должны 

быть внесены и сохранены еоответствующие наетройки (ем. вкладыш, прилагаемый к  набо­

ру реагентов).

19

20̂ «Терцик» (ООО «НПО ДНК-Технология») и другие рекомендованные Производителем.
П ^ю водателем  Biosystems Group o f The Applera Corporation) и другие рекомендованные
21

MaxyGene Gradient (Axygen Scientific Inc.) и другие рекомендованные Производителем 
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Г. Интерпретация результатов

Результаты интерпретируются на основании данных об уровне флуоресцентного сигнала 

относительно фона по соответствующим каналам детекции. Интерпретация производится 

автоматически с помощью программного обеспечения используемого прибора.

Таблица 7

Интерпретация результатов анализа исследуемых образцов

Флуоресцентный сигнал по каналу для флуорофора Результат
РАМ JOE RO X

Н иж е порогового 
значения

Н иж е порогового зна- 
чения

В ы ш е порогового 
значения

ДНК М. hominis и 
G. vaginalis 

НЕ обнаружена
В ы ш е порогового 

значения
Н иж е порогового 

значения
Н е учиты вается

ДНК М. hominis 
обнаружена

Н и ж е порогового 
значения

В ы ш е порогового 
значения

Не учиты вается
ДНК G. vaginalis 

обнаружена
Н иж е пооогового 

значения
Н иж е порогового  зна- 

чения
Н иж е порогового 

значения
Невалидный*

* В случае получения невалидного результата необходимо провести повторное П ЦР- 

исследование соответствующего исследуемого образца, начиная с этапа экстракции Д Н К . 

ВНИМАНИЕ! Пороговые значения флуоресцентных сигналов указаны во вкладыше, прила­

гаемом к  набору реагентов.

Результат ПЦР-исследования считается достоверным, если получены правильные 

результаты для контролей этапов экстракции и амплификации ДНК в соответствии с 

табл. 8 и пороговыми значениями, указанными во вкладыше, прилагаемом к набору 

реагентов.

Таблица 8

Результаты для контролей различных этапов ПЦР-исследования

Контроль
Контролируемый 

этап ПЦР- 
исследования

Флуоресцентный сигнал по каналу для флуорофора

РАМ JOE R O X

О К Э кстракция Д Н К
Н иж е порогового 

значения
Н иж е порогового 

значения
В ы ш е порогового 

значения

К - П Ц Р
Н иж е порогового 

значения
Н иж е порогового 

значения
Н иж е порогового 

значения

к + П Ц Р
В ы ш е порогового 

значения
В ы ш е порогового 

значения
В ы ш е порогового 

значения

Возможные ошибки

1. Для положительного контроля ПЦР (К + ) сигнал флуоресценции по каналам для флуоро- 

форов РА М  и/или JOE и/или R O X  ниже порогового значения. Необходимо повторить 

амплификацию и детекцию для всех образцов.

2. Для отрицательного контроля экстракции (О К):
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а) сигнал флуоресценции по каналам для флуорофоров РА М  и/или JOE выше порогово­

го значения. Вероятна контаминация лаборатории продуктами амплификации или 

контаминация реагентов, иеследуемых образцов на каком-либо этапе ПЦР- 

исследования. Необходимо предпринять меры по выявлению и ликвидации источника 

контаминации и повторить ПЦР-исследование для всех образцов, в которых обнару­

жена Д Н К  анализируемых микроорганизмов, начиная с этапа экстракции Д Н К;

б) сигнал флуоресценции по каналу для флуорофора R O X  отсутствует или ниже порого­

вого значения. Это означает, что О К  не выполнил функцию контроля контаминации. 

Требуется повторное ПЦР-исследование для всех образцов, в которых обнаружена 

Д Н К  анализируемых микроорганизмов, начиная с этапа экстракции Д Н К.

3. Для отрицательного контроля П ЦР (К - )  сигнал флуоресценции по каналам для флуоро­

форов F A M  и/или JOE выше порогового значения. Вероятна контаминация лаборатории 

продуктами амплификации или контаминация реагентов, исследуемых образцов на ка­

ком-либо этапе ПЦР-исследования. Необходимо предпринять меры по выявлению и лик­

видации источника контаминации и повторить амплификацию и детекцию для всех об­

разцов, в которых обнаружена Д Н К  анализируемых микроорганизмов и/или ВКО.

ФОРМЫ КОМПЛЕКТАЦИИ 1 и 2. КАЧЕСТВЕННЫЙ ФОРМАТ_____________________
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ФОРМА КОМПЛЕКТАЦИИ 3 (комплекты реагентов «АмплиПрайм® 
МАГНО-сорб-УРО» и «ПЦР-комплект» вариант FEP-100-0,2)
СОСТАВ

Комплект реагентов «АмплиПрайм® МАГНО-еорб-УРО» вариант 100С -  комплект реа­

гентов для экстракции Д Н К  из биологического материала -  включает:

Реагент Описание Объем, мл Количество

Лизирующий раствор МАГ - 
НО-сорб

П розрачная бесцветная ж ид-
22кость

50 1 флакон

Компонент А-1
П розрачная бесцветная ж и д­
кость

0,6 2 пробирки

Раствор для отмывки 7
П розрачная бесцветная ж и д­
кость

20 1 ф лакон

Магнетизированная силика С успензия черного  цвета 0,6 2 пробирки

Буфер для элюции В
П розрачная бесцветная ж и д­
кость

1,2 13 пробирок

BKO-FL
П розрачная бесцветная ж и д­
кость

1,0 2 пробирки

ОКО
П розрачная бесцветная ж и д­
кость

1,2 2 пробирки

Комплект реагентов вариант 100С рассчитан на экстракцию Д Н К  из 100 проб, включая 

контроли.

Комплект реагентов «ПЦР-комплект» вариант FEP-100-0,2 для амплификации фрагмен­

тов Д Н К  М  hominis и G. vaginalis с гибридизационно-флуоресцентной детекцией по «конеч­

ной точке» позволяет проводить ПЦР-исследование в качественном формате. Комплект реа­

гентов включает:

Реагент Описание Объем, мл Количество

ПЦР-смесь М  hom in is/G . vaginalis 
раскап ан а под воск

П розрачная бесцветная 
ж идкость

0,01
ПО пробирок 

объем ом  0,2 мл

ПЦР-буфер-К
П розрачная ж идкость 
красного цвета 1,1 1 пробирка

ПЦР-буфер-А-Фон П розрачная ж идкость 
красного  ц вета

0,6 1 пробирка

К2 complex П розрачная бесцветная 
ж идкость

0,2 1 пробирка

К -
П розрачная бесцветная 
ж идкость

0,2 1 пробирка

Комплект реагентов рассчитан на проведение ПО реакций амплификации, включая кон- 

троли и фоновые образцы.

При хранении лизирующего раствора МАГНО-сорб при температуре ниже 20 °С возможно образование 
осадка в виде кристаллов.
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А М П Л И Ф И К А Ц И Я  С Д Е ТЕ КЦ И Е И  ПО  «КО Н ЕЧ Н О Й  ТО Ч КЕ»

Для внесения в пробирки реагентов, проб ДНК и контрольных образцов использу­

ются одноразовые наконечники с фильтрами.

А . Подготовка пробирок для амплификации

Общий объем реакционной смеси -  30 мкл, включая объем пробы ДНК - 1 0  мкл.

1. Отобрать необходимое количество пробирок с ПЦР-смесью М . h o m in is /G . vaginalis для 

амплификации Д Н К  исследуемых и контрольных образцов (количество контрольных об­

разцов см. в пункте 6), а также двух образцов «Фон». Убедиться, что воск полностью по­

крывает раствор на дне пробирок. В противном случае, не использовать данные пробир­

ки.

2. Приготовить образцы «Фон». Для этого в две пробирки с ПЦР-смесью 

М. h o m in is /G . vaginalis на поверхность застывшего воска внести 20 мкл ПЦР-буфера-А- 

Фон.

ВНИМАНИЕ! После проведения амплификации образцы «Фон» можно хранить в течение 1 

мес при температуре от 2 до 20 °С и использовать многократно. Многократное использова­

ние пробирок «Фон» допускается при условии их использования с набором реагентов той же 

серии, той же серией комплекта реагентов для экстракции и того же типа ПЦР-пробирок.

3. В пробирки для исследуемых и контрольных образцов на поверхность воска внести по 

10 мкл ПЦР-буфера-К, при этом он не должен проваливаться под воск и смешиваться с 

ПЦР-смесью М . h o m in is /  G. vaginalis.

4. Внести в подготовленные пробирки (кроме пробирок с образцами «Фон») по 10 мкл 

проб ДНК, полученных в результате экстракции из исследуемых образцов.

ВНИМАНИЕ! При добавлении проб Д Н К  необходимо избегать попадания сорбента в реак­

ционную смесь.

5. Поставить контрольные реакции:

а) положительный контроль ПЦР (K-I-) -  в пробирку с реакционной смесью внести 

10 мкл К2 complex.

б) отрицательный контроль экстракции (ОК) -  в пробирку с реакционной смесью 

внести 10 мкл пробы, экстрагированной из ОКО (или из транспортной среды ТС- 

ЭДЭМ, если экстракция проводилась с помощью «АмплиПрайм Э Д Э М »).

ВНИМАНИЕ! При подозрении на возможную контаминацию также необходима постановка 

отрицательного контроля П ЦР (К - ) . Для этого в пробирку с реакционной смесью внести 10 

мкл К -.
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Б. Проведение амплификации

1. Запрограммировать амплификатор для выполнения соответствующей программы ампли­

фикации (см. табл. 9).

2. Запустить выполнение программы амплификации. Когда температура в ячейках достигнет 

95 °С (режим паузы), установить пробирки в ячейки амплификатора, закрыть крышку 

прибора и нажать кнопку продолжения программы.

Примечание. Рекомендуется перед постановкой в амплификатор осадить капли со стенок 

пробирок на вортексе.

Таблица 9
Программа амплификации

Для амплификаторов 
группы 1̂ ^

Для амплификаторов 
группы 2̂ “*

Для амплификаторов 
группы 3“

Цикл
Темпе­
ратура,

°С
Время Кол-во

циклов

Темпе­
ратура,

°С
Время Кол-во

циклов

Темпе­
ратура,

°С
Время Кол-во

циклов

0 95 П ауза 95 П ауза 95 П ауза
1 95 15 мин 1 95 15 мин 1 95 15 мин 1

2
95 2 с

35
95 20 с

20
95 2 с

2465 5 с 65 25 с 65 Ю с
72 5 с 72 30 с 72 Ю с

3
95 2 с

9
95 20 с

24
95 2 с

2060 Ю с 60 30 с 60 1 5 с
72 5 с 72 30 с 72 Ю с

4
95 2 с

1
95 20 с

1
95 2 с

1
60 Ю с 60 30 с 60 15 с

. 5 10 Х ранение 10 Х ранение 10 Х ранение

3. По окончании выполнения программы приступить к флуоресцентной детекции.

В. Флуоресцентная детекция продуктов амплификации по «конечной точке»

Детекция проводится с помощью флуоресцентного ПЦР-детектора (согласно инструкции 

к используемому прибору) путем измерения интенсивности флуоресцентного сигнала по 3 

каналам:

Таблица 10

Канал для флуорофора FAM JOE ROX

Р егистрация сигнала, свидетельству­
ю щ его о  накоплении  продукта ам пли ­

ф икации

Д Н К
М hominis

Д Н К
G. vaginalis

Д Н К
B K O -FL

«Терцик» (ООО «НПО ДНК-Технология») и другие рекомендованные Производителем.
GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystems Group o f The Applera Corporation) и другие рекомендованные 

Производителем.
MaxyGene Gradient (Axygen Scientific Inc.) и другие рекомендованные Производителем.
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ФОРМА КОМПЛЕКТАЦИИ 3. КАЧЕСТВЕННЫЙ ФОРМАТ

ВНИМАНИЕ! До проведения детекции в программное обеспечение ПЦР-детектора должны 

быть внесены и сохранены соответствующие настройки (см. вкладыш, прилагаемый к набо­

ру реагентов.)

Г. Интерпретация результатов

Результаты интерпретируются на основании данных об уровне флуоресцентного сигнала 

относительно фона по соответствующим каналам детекции. Интерпретация производится 

автоматически с помощью программного обеспечения используемого прибора.

Таблица 11

Интерпретация результатов анализа исследуемых образцов

Флуоресцентный сигнал по каналу для флуорофора Результат
FAM JOE КОХ

Н и ж е порогового 
значения

Н и ж е порогового зна- 
чения

В ы ш е порогового 
значения

ДНК М hominis и 
G. vaginalis 

НЕ обнаружена
В ы ш е порогового 

значения
Н иж е порогового 

значения
Н е учиты вается

ДНК М hominis 
обнаружена

Н и ж е порогового 
значения

В ы ш е порогового 
значения

Не учиты вается
ДНК G. vaginalis 

обнаружена
Н иж е порогового 

значения
Н иж е порогового  зна- 

чения
Н иж е порогового 

значения
Невалидный'*

* В случае получения невалидного результата необходимо провести повторное П Ц Р- 

исследование соответствующего исследуемого образца, начиная с этапа экстракции Д Н К . 

ВНИМАНИЕ! Пороговые значения флуоресцентных сигналов указаны во вкладыше, прила­

гаемом к набору реагентов.

Результат ПЦР-исследования считается достоверным, если получены правильные 

результаты для контролей этапов экстракции и амплификации ДНК в соответствии с 

табл. 12 и пороговыми значениями, указанными во вкладыше, прилагаемом к набору 

реагентов.

Таблица 12

Результаты для контролей различных этапов ПЦР-исследования

Контроль
Контролируемый 

этап ПЦР- 
исследования

Флуоресцентный сигнал по каналу для флуорофора

FAM JOE КОХ

О К Э кстракция Д Н К
Н иж е порогового 

значения
Н иж е порогового 

значения
В ы ш е порогового 

значения

К - П ЦР
Н иж е порогового 

значения
Н иж е порогового 

значения
Н иж е порогового 

значения

к + ПЦР
В ы ш е порогового 

значения
В ы ш е порогового 

значения
В ы ш е порогового 

значения
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ФОРМА КОМПЛЕКТАЦИИ 3. КАЧЕСТВЕННЫЙ ФОРМАТ

Возможные ошибки

1. Для положительного контроля ПЦР (К + ) сигнал флуоресценции по каналам для флуоро- 

форов РА М  и/или JOE и/или R O X  ниже порогового значения. Необходимо повторить 

амплификацию и детекцию для всех образцов.

2. Для отрицательного контроля экстракции (О К):

а) сигнал флуоресценции по каналам для флуорофоров РА М  и/или JOE выше порогово­

го значения. Вероятна контаминация лаборатории продуктами амплификации или 

контаминация реагентов, исследуемых образцов на каком-либо этапе ПЦР- 

исследования. Необходимо предпринять меры по выявлению и ликвидации источника 

контаминации и повторить ПЦР-исследование для всех образцов, в которых обнару­

жена Д Н К  анализируемых микроорганизмов, начиная с этапа экстракции Д Н К;

б) сигнал флуоресценции по каналу для флуорофора R O X  отсутствует или ниже порого­

вого значения. Это означает, что О К  не выполнил функцию контроля контаминации. 

Требуется повторное ПЦР-исследование для всех образцов, в которых обнаружена 

Д Н К  анализируемых микроорганизмов, начиная с этапа экстракции Д Н К .

3. Для отрицательного контроля П ЦР (К - )  сигнал флуоресценции по каналам для флуоро­

форов FA M  и/или JOE выше порогового значения. Вероятна контаминация лаборатории 

продуктами амплификации или контаминация реагентов, исследуемых образцов на ка­

ком-либо этапе ПЦР-исследования. Необходимо предпринять меры по выявлению и лик­

видации источника контаминации и повторить амплификацию и детекцию для всех об-

' разцов, в которых обнаружена Д Н К  анализируемых микроорганизмов и/или В КО .
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СРО К годности. УС Л О В И Я  ТРА Н С П О РТИ РО В А Н И Я  и Х Р А Н Е Н И Я  

Срок годности. 12 мес. Набор реагентов с истекшим сроком годности применению не подле­

жит. Срок годности вскрытых реагентов соответствует сроку годности, указанному на эти­

кетках для невскрытых реагентов.

Транспортирование. Набор реагентов транспортировать при температуре от 2 до 8 °С не 

более 5 сут. Допускается транспортирование при температуре от 2 до 25 °С не более 3 сут. 

Комплект реагентов «АмплиПрайм® М А ГН О -сорб-УРО », «ПЦР-комплект» вариант FEP- 

100-0,2 и вариант FEP-100-0,5 при получении разукомплектовать в соответствии с указан­

ными температурами хранения.

Хранение. Комплект реагентов «АмплиПрайм® М А ГН О -сорб-УРО » хранить при темпера­

туре от 2 до 25 °С , кроме BKO -FL. B K O -FL хранить при температуре от 2 до 8 °С. Комплек­

ты реагентов «ПЦР-комплект» вариант FEP-100-0,2 и «ПЦР-комплект» вариант FEP-100-0,5 

хранить при температуре от 2 до 8 °С , кроме ПЦР-буф ера-К. ПЦР-буф ер-К хранить при 

температуре от минус 24 до минус 16 °С. ПЦР-смесь М. hom in is/ G. vaginalis хранить в за­

щищенном от света месте.

ГА Р А Н ТИ Й Н Ы Е  ОБЯЗАТЕЛЬСТВА П РО И ЗВО ДИТЕЛЯ

Производитель гарантирует соответствие основных параметров и характеристик набора 

реагентов, требованиям, указанным в технической и эксплуатационной документации, в те­

чение указанного срока годности при соблюдении всех условий транспортирования, хране­

ния и применения.

‘ Рекламации на качество набора реагентов «АмплиПрайм® MH/GV» направлять в адрес 

производителя ООО «НекстБио» (111394 г. Москва, ул. Полимерная, 8 стр. 2) в отдел по ра­

боте с рекламациями (тел. (495) 620-08-73, e-mail: info@ nextbio.ru).

При вьывлении побочных действий, не указанных в инструкции по применению набора 

реагентов, нежелательных реакций при его использовании, фактов и обстоятельств, создаю­

щих угрозу жизни и здоровью граждан и медицинских работников при применении и экс­

плуатации набора реагентов, рекомендуется направить сообщение в отдел по работе с ре­

кламациями по адресу, указанному выше, и в уполномоченную государственную регулиру­

ющую организацию (в РФ -  Федеральная служба по надзору в сфере здравоохранения) в со­

ответствии с действующим законодательством.
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ПРИЛОЖЕНИЕ 1

Экстракция ДНК из исследуемых образцов с использованием комплекта реагентов «Ам- 

плиПрайм® МАГНО-сорб-УРО»

ВНИМАНИЕ! При использовании автоматической станции для экстракции детальная ин­

формация по процедуре экстракции Д Н К  из биологических образцов изложена в инструкции 

по использованию автоматической станции.

Порядок работы

ВНИМАНИЕ! Лизирующий раствор МАГНО-сорб имеет неприятный запах. Работу прово­

дить в ламинарном боксе.

1. Прогреть лизирующий раствор МАГНО-сорб при температуре 60°С до полного раетво- 

рения криеталлов.

2. Отобрать необходимое количество одноразовых пробирок объемом 1,5 мл (включая отри­

цательный и положительный контроли экстракции, если они предусмотрены для проведе­

ния ПЦР-исследования). Промаркировать.

3. Смешать в отдельной пробирке объемом 1,5 мл BKO-FL, компонент А-1 и магнетизиро­

ванную силику из раечета на один образец: 10 мкл BKO-FL, 10 мкл компонента А-1 и
' у / '

10 мкл магнетизированной силики. При расчете необходимо учитыватъ запас -  рас­

считывать на один образец больше, например:

Количество образцов для 
экстракции ДНК BKO-FL, мкл Компонент А-1, 

мкл
Магнетизированная силика, 

мкл
6 70 70 70
12 130 130 130
18 190 190 190
24 250 250 250

4. Внести в пробирки объемом 1,5 мл по 30 мкл подготовленной смеси BKO-FL, компонен­

та А-1 и магнетизированной силики.

5. Добавитъ в пробирки по 450 мкл лизирующего раствора МАГНО-сорб.

6. Внести в подготовленные пробирки по 100 мкл иееледуемых образцов.

7. В пробирку отрицательного контроля (ОК) экетракции внести 100 мкл ОКО.

8. Плотно закрыть крышки, перемешать на вортексе. Поместить пробирки в термостат с тем­

пературой 60 С на 10 мин.

9. Оеадить капли на вортексе и перенести пробирки в магнитный штатив на 2 мин.

26 Предварительное смешивание BKO-FL, компонента А-1 и магнетизированной силики позволяет упростить 
процедуру экстракции. Возможно раздельное внесение этих реагентов.
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10. По внутренней стенке пробирки осторожно отобрать надосадочную жидкость, используя 

вакуумный отсасыватель и отдельный наконечник без фильтра на 200 мкл для каждой 

пробы. Перенести пробирки в обычный штатив.

11. Добавить в пробирки по 200 мкл раствора для отмывки 7, плотно закрыть крышки.

12. Смыть магнетизированную силику перемешиванием на вортексе, затем осадить капли на 

вортексе.

13. Переставить пробирки в обычный штатив, открыть крышки и переставить в магнитный 

штатив на 1 мин.

14. Отобрать надосадочную жидкость, аналогично п. 10. Перенести пробирки в обьиный шта­

тив.

15. Высушить магнетизированную силику, оставив пробирки с открытыми крышками на маг­

нитном штативе в течение 10 мин.

16. Добавить в пробирки по 100 мкл буфера для элюции В, перемешать на вортексе.

17. Поместить пробирки в термостат с температурой 60 С на 5 мин.

18. Осадить капли на вортексе и переставить пробирки в магнитный штатив на 2 мин. Надо- 

садочная жидкость содержит очиш;енную Д Н К . Пробы готовы к  постановке ПЦР.

ВНИМАНИЕ! Отбор очищенных Д Н К  для проведения ПЦР осуществляется без снятия про-.

бирок с магнитного штатива.

Очищенная Д Н К  может храниться при температуре от 2 до 8 °С  в течение недели, при

температуре от минус 24 до минус 16 °С в течение бмес и при температуре не выше минус

68 °С в течение года. Для этого необходимо, не захватывая магнетизированную силику,

перенести надосадочную жидкость в стерильную пробирку.

3̂
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