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1. Gодержимое тест системы

тест-система комплекrуется всеми необходимыми инградиентами для проведенияПЩР-исслелованиЙ для обнаРlокения и количественного определения flHK рVв19 (таблица1).

Таблица 1: Компоненты тест-системы

Маркировка
Упаковка

(50
тестов)

Вид
упаковки описание

РVВ19-олиго-
нумеотидный
микст

2
пробирки

Янтарная пробирка,
янтарная крышка

лиофи лизирова н ная смесь реа гентов,

!9держа,цая специфические праймеры
,РVЧ19, зонды.

РVВ19-сгандарт 3
стрипа

Пробирки со стандартами, покрытые
различным количеством синтетической
PVB19

Вода для PCR-
исспедований 2х1.5 мл

бесцветный qлако'[
бесцветная кDышка Очищенная вода для ПL|Р

Пробирки для
выделения flHK
с внутренним
стандартом

50 шт.

Таq-полимераза

ЫФерt{ая
смесь2

1хlЗ5 U
бесцветный флакон,
бесцветная кDышка

(5 U/M,CI)

1х0.5 мл бесцветный флакоц
оранжевая крыщка

10х концентрат, содержащиЙЙФЙ
ц9гнrя, буферную смесьКомплект для

выделения НК 50 Коробка с
компонентами набооа 1 комплект

щ 1 Инсгрукция

lf\

2. Условия хранения, стабильность

тест-система может транспортироваться при комнатной темпераryре, за исключениемобратной транскриптазы и 2х реаiентного микста, которые должны перевозиться на сиомльду, Хранить тест-систему (включая обратную'r|чr.*рrптазу и 2х реагентный микст)необходиМо в темноМ месте при -20..,-зO"с; *й его следУет поместить сразу последоставки, Стабильность тест-системы гарантируется в течение всего срока хранения (прихранении в оговоренных выше условиях). Реагенты, не вмюченные в набор, должныхраниться в условиях, рекомендованных их производителями.
3амечание, Необходимое количество реагентной сйеси (РVВ19-олигонуlqеотидныймиксr) непосредственно перед употреблеrru* *.об*одимо растворить в воде для ПЦР-ИССЛеДОВаНИЙ, ОСТаТОК РаСТВОРёННОй реагентноЙ iЙ.., может храниться при +2+8ос втечение, по крайней мере, З месяцев (нё замора*rrчrrl всегда ОерJчi оi'попчд.ния света!)

3. Ограничения в использовании продукта

очень высокая концентрация гепарина В образ.tlе может привести к критическомуснижению коэффициента извлечения копий ,у-.rrоuои кислотii рйЁrБ-при использо ванииобразцов иной природы возможно получение неправильных результатов. Тесг-системаможет быть использована только с оговоренным Пl-|Р-оборудованrЪй-.'- 
- -
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4. Gбор и обработка клиничеGких образцов

Кровь (плазма, сыворотка)
Соберите 5-10 мл периферической крови, используя стандартные пробирки для

сбора образцов.
. Необходимо использовать пробирки мя

антикоаryлянтом ЭДТА или цитратом.
сбора крови, покрытые

flопускаетсЯ отобрать кровь в стандартные пробирки с предварительно
добавленными Зоlо растворами вышеуказанных коаryлянтов из расчета 10:1.о L[еНтрифугирОвать кровЬ при 1500 о6/мин в течение 10 мин (получение плазмы).о flля получения сыворотки крови забор кровь проводят без антикоаryлянта

Химические взаимодействияо ПоВышенныЙ уровенЬ билирубина (SЗ0 мг1100 мл), липидов (51.57 г/100 мл),
гемоглобина (SЗ.9 г/100 мл), ЭflТА (SЗ0 мМ) и цитрата (<з.lз%) не влияют на рабоry тест-
системы.

л

А/ , \ Гепарин (а0 мг/дл) ингибирует ПI]Р.

5. Реагенты
пользователем

u оборудование, предоставляемые

. Термоцикпер для Real-Time PCR.
, ПрОграммное обеспечение термоциклера мя анализа и протоколирования

данных.
, Пластиковые расходные материалы для термоцимера (свободные от РНК-аз)., Пипетки, стерильные наконечники для них с аэрозольным барьеiом

(свободные от РНК-аз)., МиКроцентрифуга скоросгная, пригодная для пробирок объёмом 0.2 мл, 1.5 мл
и 2.0 мл, а таý(е для 96-луночных планшет., ТвердотельнЫй термостат, пригодный для пробирок объёмом 0.2 мл, 1.5 мл и
2.0 мл, а также для 96-луночных планшет.

. Вортекс.

. Пробирки 1,5 мл.
о Перчатки, лабораторный халат.

rA
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6. Выделение Днк из биологического материала

выделение Днк из биологического материала осуч{ествляют с применениемкомплекта для выделения нуклеиновых кислот (нк), входящего в состав тест-системы(таблица 2).

Таблица 2: Компоненты комплекта.

наименование количество
на 50 пооб описание

ли?ипvrпl l tl,лй бrrrban 35 мл
llромывочный буфер 1 30 мл
l|ромывочный буфер 2
(концентрат) 12 мл

Вола рaа 13 мл рпоколо/-ЕJrlюент 1З мл рН В.5
рнк-переносчик 1мг
ПррIgщназный буфер 1.В мл
Гlртеиназа К 30 мг
Колонка фильтр 50 тёмно-синир
Пробирки для отбора НК 4х50 Пообипки ллq гбппя /? мп\

Пробирки для образцов 50
llро_оирки для образцов (2.0 мл) содержаrлие
стабилизированные внrIренние контроли
прилагаются с тесr-сисгемой

Пробирки для элюирования 50 Ilро9ирки для эr_,lюирования (1.5 мл)

6.{. Необходимые реагенты и оборудование
l 96-100 о/о этанол (для улучшения осаждения нуlиеиновых кислот и дляприготовления промывочного буфера 2), одноразовые наконечники (рекЬмендуются наконечники с фильтром и лабораторныЙпластик свободные от РНК-аз)

: h#'а для маленьких пробирок высокоскоростная

. Термостатдля инкубации при 70 ОС

r А , средсгва личной защиты (например, лабораторныЙ халат, перчатки, очки)

в-2- Протокол очисткп вируGных нуклеиновых кислот

перед началом протокола необходимо приготовить рабочие растворы (таблица 3).
Таблица 3: Приготовление рабочих растворов.

,те 48.мл этанола (96-100 О/о

,те 1.З5 мл П
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6.3. Хранение и стабильноGть

flo момента Доставки Необходимо хранить набор при комнатной темпераryре (1в-25 ос).
лиофилизированная Протеиназа К может храниться при комнатной темпераryре (1в-25 ос)
до_истечения срока годности без )о<удшения качества. Перед первым использованиемнабора, добавьте ука3анныЙ объёМ Протеиназного буфера, чтобы puoro|ri,
лиофилизированную_ Протеиназу К (таблица 4), Васгвореннуrо ilpor""rury К следуетхранить при -20 оС до б месяцев, но не дольше установленного срока годности. Гiр,
дискретном использовании тест-системы рекомендуется Протеиназу К разлить на аликвоты.
{lцофилизированный Рнк-переносчик 

_ может храниться при комнатной темпераryре
(1В-25ОС) до истечения срока годности без уrсудшеrи, каrесrва. Добавьте 1 мл ЛизируЬщЬго
буфера к флакону с РНК-переносчиком перед первым использованием. Растворите РНК-
переносчик и пипетируйте раствор обратно во флакон. РНК-переносчик имеет ограниченный
срок хранения в Лlзирующем буфер.е. Буфер с РНК-переносчиком может храниться при 4ОС
до 4 недель; при -_2_0оС растворенный РНК-переносчик Ьтабилен ,. проir*ении одного года.Хранение при 4 оС или ниже может вызывать преципитацию солей. Если приср*.уЬ,
видимый осадок, перед исполь3ованием следует его растворить нагреванием до 40-60 ос неболее 5 минр. Не нагревайте ЛизиРующиЙ бiфер, содержащий рнкБЬносчик более 4 раз!часгое нагревание (темпераryра >в0 ос),'продолжительное термостатирование ускорятдеграда цию РН К-переносчика.
Промывочный буфер 2: flобавьте указанный объём (смотрите таблицу выше или нафлаконе)
ЭТаНОЛа (96-100 Уо) К КОНЦеНТРИРОВаНному Промывочному буферу i. оr".rrrе на этикетке,
что этаноЛ уже добаВлен. Храните промывочныЙ буфер 2при' койнатноЙ темпераryре. В этих
условиях Промывочный буфер2 может храниться до одного года, но только до истечения
срока годности.

таблица 4: Выделение вирусной нуклеиновой кислоты

3амечания п комментарпи

1. flобавьте 600 мм Лизирующего буфера
содержащего Рнк-переносчик в пробирку дляобразцов с внrгренним контролем,
содержащихся в наборе.

Варяхните пробирки на максимальной скороои,
перед тем как открытъ их убедитесь в тощ что

пеллета находится на дне
пробирки и не будет просыпана при открытии
пробирки

2. Поместите 150 мм образца в пробирку для
96разцов содержащую Лизирующий буфер' и
РНК-переносчик.

3. flобавьте 20 MKл расгвора Протеиназы К в
пробирку для образцов.

Протеиназа К необходима для лиэиса ДНК/РНК
вирусов. !обавляйте Протеинаэу К только пооЕ
того как Лиэируюtций буфер 1 и образец 1оке
находятся в пробирке,

4. Пипетируйте полученную смесь вверх и вниз
тщательно перемешайте её на вортексе.

Проолqите, чтобы смесь находилась, по крайней
мере, 1 минW при комнатной темпераryре перед
термоаатированием,

5. ИнкубируЙте 5 минrг при 70 ОС.

6. Слlегка центрифугируЙте пробирку Аля
образцов (-1 сек. при 2,000 х g) чтоdы'удалить
капли с крышки

,;:j, ',li\,",) Кратковременно

7. Добавьте 600 мкл этанола (96-100 О/о) чтобы
очистить лизат.

Перемешать на вортексе 10 - 15 сек

Шаг
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Продолжение таблицы 4
8. Осторожно загрузите 680 ми лизата на колонку

фильтр, поместите её в пробирку для отбора НК
и закройте крыщку.

.-;} с:1.

\rr...,,,,l Центрифугировать 1 мин при 11,000 х g

9. Помесгите колонку фильтр в новую пробирку
для отбора НК (2 мл, прилагается) и избавитесь
от пробирки с жидкостью, полученной на
предыдущем этапе.

10.Загрузите осгавшиЙся лизат (около бВ0 мкл) на
колонку для фильтрацииt и закройте крышку.

{r*\ 
Ц""rр"фуr"ро"чть 1 мин при 11,000 х g

11. Поместите колонку фильтр в новую пробирку
для отбора НК (2 мл, прилагается) и избавитесь
от пробирки с жидкостью, полученной на
предыдущем этапе.

12.flобавьте 500 мм Промывочного буфера 1 на
колонку для фильтрации.

(i',i} 
Ц*rр"фуr"р*uть 7 мин при 11,000 х g

1З. Помесгите колонку фильтр в новую пробирку
для отбора НК (2 мл, прилагается) и избавитесь
от пробирки с жидкостью, полученной на
предыдущем этапе.

14. flобавьте 600 мкл Промывочного буфера2 на
колонку для фильтрации.

(i,!} 
Ц*rрrфуr"ро"чть 1 мин при 11,000 х g

15. Помесгите колонку для фильтрации в новую
пробирку для сбора (2 мл, прилагается) и
избавитесь от пробирки с жидкостью,
полученной на предыдущем этапе.

16.flобавьте 200 мкп Промывочного буфера 2 на
колонку для фильтрации.

(i-} 
Цurрrqуr"р*uть 3 мин при 11,000 х g

17. Помесгите колонку для фильтрации в пробирку
для элюирования (1.5 мл) и избавитесь от
пробирки с жидкостью, полученной до этого.

18.flобавьте 50 мкл Элюента (предварительно
нагретого до 70 ОС) и инкубируйте 1-2 мин при
70ос.

(.|-,,i ц*rр"фуr"р*uть 7 мин при 11,000 х g
,л

6.4. Хранение !|НК
Очищенная ДНК может

месяцев и лет.
храниться при -80 о С и сrабильна в течение нескольких



Инструкция по применению тест-системы для обнаружения и количествецного определенця.ЩШ( парвовируса(РVВl9) в сыворотке крови методом RЕдL-ТIмв рёк.rр S ;; i;

7. Принцип действия набора для определения PvB19
НабоР для опреДелениЯ PVBlg - этО тест-система, осноВанF{ая ь{а полимеразнойцепной реакции в реальном времени (Rеаl-тimе-ЁсЁi. Набор разработан для определенияфрагментов генома PVBlg., Стандарты количественного определения состоят изсинтетичеСкой НК PVB19, которые доn,(ны амплифицироваться вместе с анализируемымиобразцами (рисунок 1).

РисуноК 1: набоР для опреДеления РV_В19,краткий обзор протокола эксперимента.Реагенты и расходные материалы, необходr"lБдпr БiдrИ 1-2, входят в набор.

л

1. Выполнить вь]деление
вирусноЙ НК из
биологического материала,
с использованием
рекомендованного набора
мя экстракции

2. Приготовить 25х
PvB 19_олигонуlиеотидную
сиесь

flобавить З5 мм очищс
перемешать на вортексе t

r,,,},,r.\
'i.:: -:;'' 5 сек, 10,0009

на вортексе в течение 3 секунд.

3. Приготовить и разлить
по пробиркаи 1х рабочий
раствор реагентной смеси,
добавить образцы

,Щобавить 15 мклl 1х реагентноЙ смеси во все
проOирки с испыryемыми образцами и в
проOирки со сrандартами.

. _Добавить по_10 мtи проб в пробирки дляиспыryемых образцов.

flобавить по 10 Mttrl очищенной воды в
ппо_бlпки с контролями контаминацииlа также
l1l9j.y *л*дого из расгворе""r,i Й"дарiоЪ
в прооирки со сгандартами количественноiо
определения.

4. 3акрыть пробирки,
установить их в
термоциклер, настроить и
запустить РТ-ПЦР

5. Анализ данных
Анализ кривых роста в

иGпыryеIr{ых образцах,
контрольных пробах и
стандартах количественного
определения
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8. Унив_ерс_альный протокол для устройств, поддерживающих
детекци ю FАМ/ ROX флуоресценции

описанные примеры приведены для Real-Time PCR системы RоtоrGепе и BioRad
СЖ96ТМ (таблица 5).'

два (лучше - три) раза подряд.

А Важно! ВкtтючаЙте 'в соСтаВ Проб, По крайней Мере| одИttположительньtй контроль Нк pvBlg, отрицательiьtй *onriii, Вода для Пцр-исследований а таюуG контроли контаминации реагентов| содержаlцие вместоисс/7едуемьж образцов воду для РСR-исследований,'КонтролjrойЪОрuruц ,rодйi ,состаВ данногО набора. Отрицательные контроли и контроли контамин ации| вкоторых произошла амплификация| указывают на контаминацию проб ,*зо.arrr,*генетическим материалом. В этом случае необходимо повторить РТ-ПЦR, использр
:::1:]:ri:l"::,T::': ryiУ_'ы, и образЦы необходимо исследовать как минимум

ампл смеси и

1. Приготовление 25х к9l1цgнтрата смеси реагентов из
л иофилизирова н ного PVB 1 9-ол игонуtоrcотид ного
микста,
t]ентрифугируйте пробирки с олиго микстом на
центрифуге-вортекс перед тем, как их открыть, чтобы
порошок лиофилизирова н ных ол игонуклеотидов
гарантироВанно переместился со стенок пробирок на
дно и не разлетелся при открывании пробирки.
flобавьте 35 мкЛ очишенной воды во фпu*о", '

содержащи й лиофилизированный олиго микст.
закройте флакон и перемешайте на вортексе в течение
З секунд, затеМ центрифугируйте в течение 5 секунд на
центрифуге-вортекс.

А/ ' \ Расгворённая смесь реагентов может
храниться при +2-ВОС в заtцищённом от
света месте в течение минимум З месяцев
(не замораживать!).

2. Приготовление рабочего раствора основной реагентнойсмеси (Таблица 6). Подсчёт общего количесгва про6,подвергаемых пцР (испыryемые пробы + 'rсЁ
контрольные образцы). Перемещайте подготовленную
смесь на вортексе в течение , 3 секунд, затем
центрифугируйте в течение 5 секунд на центрифуге-
вортекс.

Мы рекомендуем добавлять в расчёт 1-2
дополнительных пробы, чтобыкомпенсировать неточности при
дозировании и потери при пипетировании.

з. Разморозить стандарты количественного определения до
ком натной тем пераryры. Встряхн ите и центрифуги руйте Т^ При работе с испыryемыми

образцами и стандартными пробамЙ,..rдi

4. flобавьте 20 мкл очищенноЙ воды мя ПЩР в пробирки со
стандартами, инкубируйте в течение 10 минр при 

'

комнатной темпераryре, встряхните на вортексе, потом
центрифугируйте, чтобы жидкость onyarrnu., на днопробирок.

Аz--:-\ ОбращаЙте внимание на правильное
расположение стандартов. Наибольшее
количество НК содержится в пробирке N91
(маркировка на верхней поверхности
стрипа), наименьшее количество - в
пробирке N95. (Таблица 7)

flля качественного обнарркения фрагментов генома
PvB19 используйте в качестве положительного контроля

Этап работы

Приготовленпе ста ндартов
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тябпиt tbt Е
Этап работы Замечания и комментарии
6. Приготовьте пробирки в количестве, достаточном для

амплификации контролей (око, К+, t(-) и испыryемых
образцов, поместите их в оvlаждаемыЙ штатив.

Аa-}J при работе с образцами и
сгандартами всегда одевайте перчатки.

7, flобавьте 15 MrИ рабочегО расгвора основной реагентной
смеси (см. табл. 5) во все пробы.

в. Перенесите по 10 мм воды для РСR-исследований в
пробирки с отрицательными контролями, не
содержаtцими образцов (т.н. контроли контаминации -
К-) и L0 мм стандарта кацдой концентрации в
пробирку со стандартом.

А 
'rо.овый 

объём реакционной смеси
не должен превышать 25 мкл.

9. flобавьте 10 мrи проб в соответствуюlцие пробирки с
испыryемыми образцами. А/ 1 \ Итоговый объём реакционной смеси не

должен превышать 25 Mtgl.

10. Закройте пробирки с пробами соответствующими
крыщечками, стрипами крышечек либо оптической
плёнкой.

11. Сбросьте жидкость на дно пробирок
центрифугированием на центрифуге-вортекс в течение
5 секунд.

12. Аккуратно поместите подготовленные пробирки в
термоциклер, закройте крышку.

таблица 6: Перечень и объёмы реагентов для приготовления
реагентной смеси. Готовую смесь перемешать на
крышки на центрифуге-вортекс.

Реагент

Вода дrя РСR-иmгrqдова ний
10х Б ая смесь2
РVВl9ол игонуклеот]4дны й м иксг

рабочего раствора основной
вортексе и осадить капли с

Окончателlьная концентрация

5 mM магния

2.0 U на 'l

1х

Контрольная
пробирка N9

Стандартная
концентрация РVВ19

1

2

4

копий

Тl

Стандарт N9З
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для проведения амплификации фрагментов генома pvB19 и регисграции детекции
флюоресцентного сигнала необходимо проводить насгройку оборудования согласно
таблице 8.

Таблица 8: Настройка оборудования и проведения амплификации

BIo RAD сFх 96

13. Запустите настройку протокола ПЩР:
а. Вкпючите инсгрумент нажатием на кнопку питания,

затем запустите программу СFХ Мапаgеr.
ь. Для создания нового протокола выберите <<Сrеаtе New>>

(<<создать новый>>): откроется редакгор протоколов; в
противном случае выберите <Select Existing> (<выбрать
сущесгвующий>>): запусгится файловый менеджер, где
можно будет выбрать для использования или
редапирования существующий файл протокола. Можно
также использовать выпадающее меню <Express Load>>
(<<эксп ресс-за груз ка >> ).

Аz , \ Еои вы используете пЦР-
оборудование, отличающееся от
описываемого, строго следуйте
рекомендациям производителя, принимая
во внимание отличия в настройках своего
инструмента.

с. Редактор протокола
Создайте новыЙ протокоЛ или запустите сущесгвуюrций.
Выберите любоЙ этап протокола на графическом либо
текстовом экране. Нажмите <Add plate read to Step>
(<добавить к этапу считывание с планцJетьlr>1, чтобы
задать момент считывания данных флуоресценции.
3адайте момент считывания данных с планшеты на
этапе отжига/ элонгации при 59ОС. Кпикните на
количествО повторов (этап <GoTo>>), установите
количество циlt.гlов в петле равным 45.

t4. Перейдите на вкладку <Setup Plate> (<настройка
планщеты>>).

а. Нажмите <<Сrеаtе New> (<создать новый>>), чтобы
открыть редактор планшет и создать новую схему
эксперимеНта. Иначе, кликните на <Select Existing>
(< выбрать существующи й > ), чтобы запустить фаЙловый
менеджер и выбрать сущесгвующий файл со схемой
эксперимента для испол ьзова ния или реда кти рова н ия.

Ь. Используя выпадаюшее меню <<Express Load>>
(<оксп ресс-за грузка >>), выберите фа йл по умолча ни ю
<Qu ickPlate_96wells_AllChannels. pltd>.

с. Перейдите на вкладку <Statt Run>> (<<запусгить>>), чтобы
запустить Пцр с имеющейся схемой эксперимента.
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15. Редактор план[Uет: используется для создания новоЙ
схемы эксперимента или редактирования
существуюшей.

а. Используя панель инсгрументов редактора планщет,
укажите режим сбора данных, который планируете
использовать.

Ь. Кликните на кнопку <Select Fluоrорhоrеs>> (<выбор
флюорохромов>>) и укажите, что в данном эксперименте
нужно использовать FАМ и ROX.

с. На схеме планшеты укажите используемые ячейки.
d. выберите в выпадающем меню <Sample Туре> (<тип

проб>).
е. Установите необходимый флаr<ок (или несколько),

чтобы задатЬ красители, соответствующие выбранным
ячейкам.

f. Впечатайте в каждую ячейку название соответствующей
пробы, нажмите <<ЕпtеD>.

мастер (Дdvапсеd). Выбрать любой шаблон (например, !вухшаговый-цикл (Dual Labeled
Probe)) для редактирования и нажать кнопку новъiй (Пеw). 

-

а. В с,педуюЩем окне выбратЬ тип ротора 36-лунОчныЙ ротор (36-Well Rotor), установитьгалочку в строке Колъцо закреплено (Nо Domed Tubes / Locking Riпg Attached.j
ь, В окне, следующем пооIе окна выбора ротора, необходимо установить объем реакционной смеси

равныЙ 25 (pL) в строке объем реакцпи (Reaction iыuБе1 pt1,с. Установить галочку в боксе в fiроке 75 pL с добав. Bocii'1iS pL oil layer volume), если
нужно активировать эry опцию.

d. В_ окне Редактор профиля (Edit Рrоfitе) следует задать программу согласно таблице 6.е. Измерение флуоресценции по каналам FАМ (3еленъiй/ еrеiп1 и RoX/ JОЕ(dранжевъй
/Оrапgе) проводят при 59ОСf. luдчu программу амплификации и детекции, нажать кнопку Окg, Задать_автоматичеСкую калибровку 4ля выбора параметра Уровень сигнала (gain). ffля этого вокне Установкп каналов (Сhаппеl Setup) нажать кнопку Оппуровня сиii, (ёаtiiпtе/Gаiп
Optimisation). В открывшемся окне двто-оптпмизацпя уровня сигнала (Дutо GаiпCalibration Setup) нажать кнопку Опъ,[|етек-мъtх (Calibrate iсquiriпg/ОрtimЬё Лcjuiringj.в сгроке Нужный дпапа3он аартового спгнала для канала Fлй/еrееп нужно указатьминимальный сигнал (Мiп Rеаdiпg) - 5, d максимальный сигнал iM", Reading) - 1о.flля каналов JOE/_Yellow, ROX/Orangq Cy\lRed и Q1,S/Сrimsоп ,у*rо y*uraтb минимальныйсиrнал(Мiп Reading) - 5, ё максимальньtй сигнал(Мах Readinj) - rri. В графе Позицпяпробпркп Tube position должен быть указан номер пробирки --{ no сигналу которой буд",автоматически выбран параметр Уровенъ сигнала (gаiп),-Пометить l.апо,.,*ой оо*. , сrЁБ*ЁВыпоtlнптъ оптиIуrизацию при 7-м tцаге деr"*iйп ieerform Optimt'sation Веfоrе 7-stAcquisitioф, Закрыть окно Авто-оптпмпзация уровня сигнала (лutо Gаiп catibrationSetup).

h, Перейти в следующее окно. Сохранить запрограммированныЙ шаблон выполнения теста. flляэтогО нажатЬ кнопкУ Сохр.шаблоН (Save Temptate). Задать имя для файла шаблона,

'#ЁЁrН,#,*#"""#ff 
;''i.#i{'f#?"##i{:х!:i:.^*:::rЖii'l*|

(Nеw Ruп).
проведение амплификации и детекции с использованием готового щаблона
усгановить пробирки в ротор. При этом в первой позиции должна быть установлена одна из
подготовленных для анализа пробирок с реакционной смесью. Установить фиксирующее кольцо,
прикрепить ротор, совместив отверстие для фиксатора с фиксатором, закрыть крьlшку прибора.
flля запуска с использованием готового,шаблона выбрать в меню НоЁый 1itew Ruп), вверху
окна НовЫЙ теа(Nеw Ruп Wizard) выбратЬ вкrIадкУ'!еталънЫй мастеР iaauanceaj, rar"" Ь
списке шаблонов в этом окне выбрать нужный шаблонс программой амплиqй*uцr, и детекции.

a.

j,
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l. В окне выбора ротора выбрать тип ротора i 36-луночньlЙ poTop(36-Welt Rotor) или 72-
луrочный poTop(72,Well Rotor), Посгавить галочку в боксе kоп"цЪ закреплено (Мо ооmеd
Tubes / Locking Riпg ДftаСhеd) Перейти в следУюlлее окно, нах(ав кнопку !алее.m. В следующем окне нужно проверить, что указан объем реакционной смеси bbieM реакцииравный25 и в боксе 75 pL с добав. Воска(75 11L oit tауеr volume) flе установлена галочка,
активируюц{ая эry опцию. Перейти в следующее окно, нажав кнопку fiallee.П. В ПОСЛеДНеМ ПеРеД СТаРтом окне запусгить выполнение программir прибором с помоtцью кнопкистарт (start) в нижней части окна. При этом ротор должен быть уже прикреплен и крышка
прибора закрыта. Задать имя файла, в котором будг сохранены рФультаты, и нажать кнопку
Сохранптъ (Save).

о. ПосЛе окончания выполнения программы амплификации присryпить к учеry результатов.17. Анализ результатов, полученных при использовании приборов Rotor-Gene 3000/60О0
и Rotor-Gene Q

а. ВыбратЬ в главноМ меню значОк менЮ АналиЗ (Anatysis), в ниспадающем меню выбрать вlOIадку
Количесгвенный_(Quапtitаtiоп). Выполнить операцию для данных канала FДМ/Grеёп, выбрав в
поле <<фсliпg А Grееп> (Cycling А FAM/CycIing А Grееп), затем для данных канала КОХ7ОrЬп9е,
выбрав в поле <фсliпg А Оrапgе> (Cycling А ROX/Cycling Д Оrапgе).'ь. днализ результатов амплификации ДнК BkO, региiтрiруемых по каналу ROX/Orange.с. Выбрать окно нормализованных графиков флуоресценции по каналу RОХ/Оrапgеl В меню надграфиками должна быть включена кнопка ||инамич.фон (Dупjmiс 'iчЬеi (вклrючена ;;
умолчанию). Включить кнопку Усгранение выбросов (моrЁ settings/outlier Removat) и ввести
в текстовом поле значение 5 (5 О/о). Зtдать уровень пороговой линии - в меню Вычислrение ct (ст
Calculation) ввести в текстовом поле Порог (Threshold) Ъначение 0,о1-0,04. В таблице результатовпо каналу ROX/Orange будуг указаны значения порогового цикла Ct для *uждоЙ пробы 1окно

dж,#:\:flfrýfi#"#ffiъшif -*}:;l;'*5;"""H;ж',: j":;;;]
е. Выбрать окно нормализованных графиков флуоресценции по каналу FДМ/Grееп. В меню надграфиками должна быть вlоrючена кнопка flинамич. фон(Dупаmiс Tube) (вмючена ;;

умолчанию). Нажать кнопку Устранение выбросов(моrе settingsюutlier Removalj и ввести в
текстовом поле значение 5 (5 %). Задать уровень пороговой линииi в меню Выiислlение с(ст
calculation) ввести в текстовом поле Порог значение o,ot-oro+. В таблице parynrruro3 по каналу
FАм/Grееп будrг указаны 3начения порогового цикла ct для каждой npodц io*ro Количественные
результаты - Cyc|ing А. Grееп (Quant. Results - Cycling А FAM/Quant. hesults - Cycling Д.Green) под окном графиков).

программы амплификации фрагментов генома рvв19
вышеперечисленных термоциклеров представлены в таблице 9.

для

Таблица 9: Условия амплификации для количественного определения PVBlg
(универсальная для всех термоциlс/7еров, кроме R2T)R-GENE)

Этап Температура Время Числtо повторов
Актива ция Таq-полимеразы 95ос 4:00 мин 1
Плавление (денаryрация) 95ос 0:30 мин

45
Отжиг/элонга ция/детекция
флуоресцентного сигнала (FАМ/RОХ) 59ос 1:00 мин
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9. Анализ данных

КаЖДЫЙ ЦИМ аМплификации НК приводит к генерации флуоресцентного сигнала,
измеряемого в (3елёном>> (Fдм) канале для ми]лени, что приводит к формированию
сигмовидной кривоЙ росга (в логарифмическоЙ чJкале). Следует выполнять анализ данных в
СООТВеТСТВИИ С РеКОМеНДаЦИЯМИ пРоИЗводителя оборудования (см., например, руководство
по использованию термоцимера Rotor-Gene 6000/Q или сFх96тм Real Time PCR Detection
system, Bio-Rad) с использованием соответfiвующего программного обеспечения и учитывая
рекомендации, приведённые в Таблице 10 (а также нижеследующие замечания).
Определение PVB19 в испыryемых пробах основано на значениях С1 (порогового цию7а)
кривьlх роста, полученных при амплификации испыryемых образцов с учетом калибровочной
кривой.

Аl l \ В случае появления сомнительньж полФкителъньж рфультатов возможна контаминация
инструментов и рабочего места - а7едует провести деконтаминационные мероприятия в
лаборатории.

А/ |.\ Уqановленньtй пороговый уровень детекции может суцественно повлиятъ на значения
Cv Уаанавливайте величины пороговых уровней в соответствии с рекомендациями из
таблпцы 7О.

Таблица 10: Насгройка канала детекции, а таtо(е других параметров оборудования

РТ-ПЩР-термоциклер Канал
детекции Прочие параметры оборудования

Rotor-GeneтM 3000/6000,
Rоtоr-GепеТ' Q (Qiagen)

Green/ Оrапgе

Rotor-Gene 3000:
Dynamic tube: Yes
Slope correction: Yes
Ignore first: 4
No template control threshold: 50/о
Реfоrm Cal ibration/Optimisation Веfоrе 1th Acquisition

- Мiп Readjng SFl
- Мах Reading 10Fl

Threshold modus: manual
PVB19: 0.01-0.04, на экспоненциальной часги
амплификационной кривой, выше фоновых значений,
стремясь к минимальному значению

СFХ96ТМ; iСусlеr IQTM; IQS,
MiniOpticon'', СFХ
СоппесtтМ Real-Time PCR
Detection System (Bio-Rad)

FAM/RoX
СFХ96 : необходимо вручную установить пороговое
значение в 100-300 относительных единиц
флуоресценции (RFU).

SmaftCycler II@ 
(Cepheid) FАм/Rох Выбрать FТТС25 в свойсгвах каналов

МхЗ0O0Р, Мх3005Р
(Agilent/Strataqene) FAM/RoX Проверьте, чтобы не был установлен референсньiй

краситель
LightCyclerw 4В0II,
LightCycler@ 96 (Roche) FАм/Rох нет

Mastercycler@ ер rеаlрlех
(Еррепdоф FАм/Rох нет
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{0. Рещение проблем

При проведении исследования могуг возникать ошибки, устранение которых необходимо
проводить согласно таблицы 11.

таблица 11: Возможные причины ошибок и как ихустранить

Проблема Возможная причина
проблемы Решение

Проблемы, связанные с подгото"*оИЪОр"rц*

Недосгаточная степень
чистоты экстрагированной
НК или синтезированной НК

Контаминация образцов РНК/ДНК
солями белков, углеводами и
прочей органикой, ингибирующей
пцр

Избегать методов фенольной иlили
других методов экстракции,
использовать только прилагаемый
набор для экстракции нуклеиновых
кислот.

Проблемы, связанные с п ипетиро"""iЫ
Получен флуоресцентный
сигнал из проб, не
содержащих PVB19, иlили из
контролей конта минации
реагентов

Контаминация негативных проб
ампликонами PVB19

Повторить экстракцию и|илиПl!Р с
новыми реагентами; провесги
деконтаминаци ю инструментов и
рабочего места.

итоговый объём
реакционной смеси
отличается от 25 мкл

Ошибки пипетирования,
например, пропуск либо
повторная заливка ячеек

ИспользуЙте мультиканал ьные
пипетки, автоматизированное
пипетирование, либо развивайте
внимание и концентрацию.

Проблемь!, связанные с амплификацией

необычно большие значения
С1 Ст?нflЭрто иlили
завышенная концентрация
НК PVB19 в испыryемьж
образцах

Неверный протокол
амплификации

Проверьте настройки оборудования,
следуйте инсгрукциям из
руководсгва по пользованию
прибором.

Нарушение услlовий и/или сроков
хранения реагентов

Проверьте условия хранения и срок
fqдJосги.

Распад определяемой НК

Используйте расходные материалы
и реагенты, не содержащие
нуl(гlеаз; немедленно после синтеза
помещайте образцы Нк на лёд.

Не сигмовидная форма
кривых роста стандартов
концентрации и испыryемых
образцов

Частое разморажи ва н ие/
оттаивание либо неправильное
хранение смеси расгворённых
реагентов

Прочтите инструкцию, проверьте
условия хранения, приготовьте
свежую реагентную смесь.

Условия хранения не
соответствуют рекомендуем ы м,

щстёк срок хранения набора

Проверьте условия хранения и срок
годности.

Отсугсгвует
флуоресцентный сигнал

Измерение флуоресцентного
сигнала отключено; камера
неправильно уста новлена

П роверьте настройки оборудова ния.

Выбран неправильный канал
записи флуоресцентного сигнала

flля определения НК PVB19
выберите канал FАМ. flля
внуrреннего контроля выберите
канал ROX

Неверный протокол
амплификации П роверьте настройки оборудования.
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Нарушение усIlовий и/или срЬков'
хранения набора Проверьте условия хранения и срок

годносги.

таблиllы 1 1

Различный вид
амплификации НК PVBL9B
испыryемых образцах,
непараллельный росг
кривых в экспоненциальной
фазе реакции

Избыток ингибиторов ПЩР в
пробе

Используйте рекомендоваiнirЙ' -
набор для экстракции, точно
qледуйте инсгрукциям
производителя. Разведение НК
перед анализом может снизить
содержание ингибиторов в образце
(см. протокол, этап 7).

Неправильно собранный
материал (н-р,
гепаринизированная коовь)

Используйте правильно собранные
образцы.

Регистрируется низкий
уровень флуоресцентного
сигнала в ходе
амплификации
определяемой НК

Загрязнение оптических линз

См. раздел <<иод>> инсгрукции по
испол ьзова ни ю соответствующего
термоциклера; если позволяет
конструкция - раз в месяц
протирать линзы, используя
абсолютный этиловый спирт и
ватные палочки.

Загрязнение системы охлаждения
и/ или матицы оптического
сенсора

См. раздел <<уход>> инструкции по
испол ьзован и ю соответствующего
термоциклера; можно также
заполнить каждую ячейку сенсора
изопропанолом, инкубировать 10
минуг при 50ОС, удалить
изопропанол и промыть
би дисt ил лирова н ной водо й.

Испарение из ячеЙки в ходе Пl-|Р
Крышки планшет, пробирок,
сгрипов должны быть герметичны.


