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, ввЕдЕниЕ

В акушеРско*гинекФлогической пракпже часто вOзýикаgг необходимосгь

оýредsлоýня генотипа плOда ýа раннкх сроках беременночrи. ýо недавнег0 вреý{еýи

}.{атериаJI д.гlя так}fi исследований поJIучfrJ{и ж{заý}шý0 ý"ри хорион-,

ýлацеrrrобиопсиии в ходе, амнио* и кордоцентеза, Риок самоцроизвольýсг0

ýpepblBaBНll береl,rенноýти в этом случас состав.IIяет 2-3 %. Отърьlтие ýаличия

фетальных ýК (фетýнк) и РНК в материнской крови Eoclг}аKllJlо ооновой для

развития ýеЕýва3ивной пренатqльной диагностики, которая в отлкqие от пр€жних
}{етодов, не предfiавл,rlет угро3ы теqен!шо беременпосм, т,к. материалом для
исследоваýиЯ служи1' крсвЬ матери, ФетальlтаЯ д{к, т,0. ш{К пJIода,

обнарlнсиваgтся В крови берепlенной женщиýы, её коrичество всзраста9т с

)rвеJшчеýием срока геgтации, зависIrr 0т состOяния плацекIы Е оообекIIостей

течеýиji беременности-

На,ц{}lая с 8-10 цедель береvrенносlи, методы ýýинвазивной пренатальной
},,OлекуJIяРно-гоЕеп{Ческой д}йтЕостикИ шозвоJяют провOдитъ иссj,Iедование

феталъкой lРIК с тсчностъю 96_100 Yо ДЛя прожозкроваЕия разв}rfия рe3ус-
конфликта и гемолитической болезки тътода.

ýауrжое обоеsовацие

В системе резус различают IиTb аýтигенOв. Наибодее и}.{мунOг*ýн}I!,

явл,яуIсЯ ff,IтsrеН D, присуТgIвие которогО на IIоверхности эритоцитов опрsдеffIg.I
IIоложителъньiй резус-факrор (Rh+). Распроrграненноtrгь резус-ýоJIOхсlmельных лиц"

носителей аýfигеýа Do в попУхяlми сосТав.llяеТ около 86 уа, сOOжетственýо, доля
резуý-оlрицат€ль}lъж лиц ýh*), ýе имеюп(ю( антигеgа D - около 14%.

Течение беремеяностИ резус-полOжитсJIъныМ (Rh+) IiJТОДОЛ,t у рсзус-
ФтFицательýъIх (Rh-) женщщI часто осложIUtется развlа:гиеIчt ГСМо1-Iитичgской болезни
rJтода, связаж{ой с ,грансfiJrацентарRыI\{ 

переносом эр}гfроцитов rшода в кровоток
матери, 98 % схfучаеВ гемо.lитfiческой болезши новоро)riдеIýiых связаflы с D-резус-
а}IтиrенOМ- ГlопадаЯ в L?оsЬ (Rh-) матери, оý въlзывает образоЗение с,,ецифическлж
8нтиrел, котOръ]е проникают tiерез плаценту, разрушают эритрOцIrrы Irлода, чтQ
вхечýТ за собоЙ развитие ге}чlолитиЧеской болезни Еоворождеri}IъD(. При раннем
шроявJIФнии резус-конфликт можот бьтть причИной преждевреме}&ъж родов или
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выкидыш9й, СsýоибилwаL\ия матери к D-шrгr.rгеЕу и риск развюия резус-конфJIикта
ВО3РаСТаЮТ С КаХЦОЙ ПОСЛедУющей берел,tенýOстъю tRh+) IIJ]одом, нgзавLiсиjч{о 0т

того прервалась беременноgть или прошшо родоразрешение.

ОпределеНие ре3ус*фактора п{етодоrt{'rщР в режиме рýалъноrо времеýи

заIс;ýочаетсЯ в вшявJIен}Iи гена H{D, кOдируЮщего D-анжген. ТрадициоЕýьLv

серслоги.{ес,киjvl },{gлодом исследуется наличис непосредствеrлно D-антигена на

эр}rrроц},rгах крози. Чаще всего отрицатепънъй резус-фактор обусловrtен палным
отсутствие]yI гена RHD_ В э,rом слуIае розус-факгор определяется как 0трицательньй
серOлогицескиý{ !{етодом и методом г[Iý, т.е. результаты иссдедований совпадаIот"

у |% ýsрслогичесIс4 резус-отрицательýъil( лиц апределяется ýаlичие гена
R}m- Это происходит в слу-чаях отсутствия или сних(ения экспрессии гена RFD.
Такие ýацие}ýкИ явJUцотся геfiотиfiиЧески резУс-Еоложитýýьными, ,pl 0предели-гь

рсзус-фатrгор пJIода ь{етодом Ш{Р невозмоjк1l0. Однако наблюдеrý{е ýа Течени9jч1

беремояяосr,и необходrамо проводt{гъ по схеме веден]лJт резус-отрицателъных
ýаlиеýIOк с ВоЗj\'Iожноgгъю развития резус-ttонфликtа.

НабоР реагеýтоВ дJlя выя8Леý?ш гека RHD гrпоДа в црOвИ мат9ри мsтодOlvl

Iýý s режIL'rе реального времени мох(ет испOлъзоватъся в рамках пренатаJБного

ащрýýинга oсfi ожнsfi Ий течения беременности У р ffiyc- отрицател ьнътх женщин.

Еокжаrrиý к шроведеuию исследоsания;

Ведевие беремеrшОсти у }к9нщинъ1 с отрицtrгельýý},I резуе-фактором
для своевреме}riого расчета риска развития резус-lсокфликта;

отсугgrвиЕ в крови беременвой женщиrж с отрицатеrльным резус-
фа:слором аýтител к D-аrrгиrену п]lода перед профилаюическиv
вв едением иI\д\I уЕ огJI о бу лwна;

}&rрургичеСкое прерьтваýие беременности у жеýщиlж ý сrгрицательны},{

резус-фаюором, с целъЮ проiтIозировашия развития резус-коýфлиюа
rри последуюlшах беременностях.

Исследование не рекоNIе*дО'ваI-Iо В случае транспла*тации костttого мOзга в
анаJ\d}Iе3е У l'{aTep}l, так каК ВоЗI\,r,Oх(нО получе}lиý ЕекOррекц{ых результатов"
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1 нАзнАш}&{Е

1.i Настояцая иЕструш{ия распростраЁяется яа набор реагентов дхя
BbIЯBлex}ilI гена RHD шIоДа в кровИ матерИ мgтодаМ Ш{Р в режиме реаJIьного
времени (Резус-фактор гшода).

1"2 НабоР реагептOВ Рсзус-факrор шлOда предяазýачсн дýя обнаружекия
rе:rа RHD шлода в крови беремешной хсенщины с отршiатедьным резус-фаюором
}{етодом ýсJIимера3цой цеrшой реакции В Pexсll}vle реальноrо времени с целью
прогýо3ироваI{ия риска развитi4JI резус*конфликте и гемоJtитиýеской болезни ýлода
и новорождеýного.

ПолvчеFiFые ре3удьтаты моrуг испсльзоваться в рамках преýатыIьного
сцри{иЕга ооложвоr*ий теаlешия беременностей у резус-оц)ицательнъIх жеýщIЕI.

1.3 Набор мOкет быть использован в клиýико-jгi{агностичsсIсjх
лаборатоРиях медýIинск!D( }пtреждений и нау*но-исследовательской праюике-

2 ХАРАКТЕРИСТИКАНАýОРА

2,1 Сосrав набора р9аг*нтов

ýабоР реагеýтоВ Резус-фазrгор IIJIода выrускают в стаIIдартýоЙ фасовке оо
смесъю длý амfiлификаuии в стрипах (марlслруется - фасовка S, rтрrшты) или со
смесьЮ для амплИфикшIп,I в пробирках (пларкируетоя * фасовка S, пробцрки).

номипаrrьный объём
компоýента

Фаоовка S, стрилы

12 отрипов по 8 пробирк

Фасовка S" пробирки

по 1,0 мл

ýопохоtтельиый кокrрольный образец

нарrменоваtxrtе компонентов Коли"rество пробирок /
gгDипов

(-месъ для аrшл ифлжации, запечата]lлм
ддtrlафж*ом

по 20 мкл

Fаотвор Таq-полимер азы 2 пробирклt по 500 rчlкл
}!цнвраьное масло 2 пробирки по I,0 :rцл

Полож.lтге"rънътй коr, грольяый образец i пробирка 75 шtзI

96 пробирок по 20 мют

Раствор Таq.полимеразы

Минералъяое MacJlo

2 пробирки

2 пробирки

1 пробирка
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2,2 Число анализируомьи проб

набор реагентов рассчитаý на прозедеЕиs 9б определоний. чт0
сOOтветстВуеI исслеДованиЮ 46 rrеизвестi"IыХ образцоВ (в д[вlx ýOвтOрах кахцый),
0тр!щатеЛь!i0r0 коýц)оýъногО образца (в трёх повторах) и полOж].1т9льного

коýIролъЕого образча.

Z,2 ГIринrrип мgгода

Метод: IIолимераЗная цеm{ая реакиЯ 0п{р) с д€текs{ей резулътатов в

режи}уtе реаlьноrо ýРSIч{еНИ; качественýый мультигtltекс:rъй aTIaJIж.

В оiнове работьТ набороВ рqагентов лекит прI4}rqиs амшrифшtации ДНК
МеТОДОý,{ Шý" ПРОЦеСе аМrrЛИфИКil*{'i,Iзаюfiочается в сории повторя!ощ}жся цикJIOв
температурной дýнат}?ации днк, от;rФIга праймеров KOý.:IUI9MеýTapH}D(

спечифrчесi(ому ylacтKry ЩЖ и последуощей лостроЙке полиЕуýлеотидяьЕ цепей
с зтID( гоайморов Таq-полимеразой.

ýля повыппения чувствиIеfiьноgrи и опецифитrlоgги реакции предусмотрено
ýриýfенеýие (горЕЕIег0> старта, который обеспечивается методикоЙ 11риготовленlý

реакиоýЕIой сivtеси, состоящей из двух слоёв, разделёшьж проолойкой из парафrша.
Смешеsие слоёв и ттревращение их в реа}сr{.{сш{ую смесъ ýрQисходит тольхо ýосле
Iт,IIавIе}мя карафина" что искпiOчает Ееспеiифический отжиг праймеров на [fiЖ-
мишIе$и ýри начальнOý{ шрогреве гrробирки.

НабоР реагеýтоts Резус*фаКт,ор плода вIOтючаеr: смесЬ дJя амýлификации,
Ошецифи,*гJ,lо для оqределеýиll двух экзоýов гена RHD (7 и 10) и гсномяой fЦ]Ж
челов*ка (квм), Определение геýа RFю по двум экзонам охватываеr болъпryто
гетерOгеж{ую груццу вариантов этого геgа. квм использустся ýý анаIиза качества
вьцеления и IIOзвOляет опрýдел}lть, достаточЕ0 ли получ9ш{ого кOjlиqесfва ДНК для
исследоваш,u. Расчrг резу,lътатсв исследования осýоваý на сравнении
иrtдикатOрныrr ýик.пов исследуемъж ьдишеней (^Ср).

В реакциОннуlо смесъ дlш амýлификации введýны ýЖ-зонды, каждый из
которъгd несýr флуоресuеЕтн}|ю il{етý" и гасЕ'еlь флуоресценции. Цри образоваýии
сýецифиqýого ýродукта ffнк-зоlц разрушаilся, действие гасктýля на
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флуоресцеrlтlтую Mgflqy Ерsкращается, тr0 ведёт к возрестанию уровня

флryоресuенliии. Количество разрушснных зондов (а, следоватслъно, и уровень

фтryоресuежrни) увеллт.тивается прошорциоfiально количеству образовавшихся

спечифических ампЛиконOВ и измеряется ка кa)кдOм цикJIg амп,гrификации"

В coctaв ýНК-зондов, исlrользуЮщихся длЯ де.fекЕи продуктов

амrtлификации фрагментOВ 7 и 10 экзоЕоВ геgа RHD, вкIIючеýý фrryоресцsкгЕые
1иgýlср1 Fаm и Rox соотвgгствепно, В соgгав /{НК-зондOв, исýоJrъзуощID(ся дJlя

детекции продуктов алш.пификациrа КВМ, входит флуоресценrнь:й краои.гель Нсх.

Использова}Iие несколъI*гN ф"гlуореецентных IФас}тт.елей позволяет сократить
кOýкчество пробироц посколькУ появJжется возмOжнOсть сдновреме$но

регистрироватъ резуJIьтаты разных реащlй амrшrифиrсацииi ýрOходяIщё( в оffrой
шробирке. В таблlще 1 призеде!lц кffIалы дýтекции проýдrтов амгпификации и

ýýК-.vишени, 0предеJиемые кабором,

Таблиllа 1 * ГIеречекь ýЖ*мишsней, ошределяемых набором, и каналов

деТеiс{ии fiрOду!ýOв амuлификации

каgая детекции гаm Нех Rox Су5 Су5.5

ýНК*лшлшени Гоя R}ID,7 экзон !свм Ген RHD, 10 экзоs

ИССЛеДОВаllИе С ИспоJъзоваýием набора реаrоýтов состсит из сjlедующ!гх

этапов: выделе$ие [FК (пробополготовка) с использоваýиsм ко]'(плекIа реагсцтов
гроýА_Нк-ФýТ и ШЩР-амшlиф*rкашия в рожиfuIе рsаýъЕOro врýмеýи с
иýполъзоважем набова реагЁнтов Резуо- фактор IIJIода-

ýля проведония Ш{р с детsкIией результатов в режимс реальfiого времеýи
Ёопопъзlпот детеюирующие амlтrrификатФры (ооО (НПО fitК-Техпологиш)
ДТгryаliц ДТлаfгг и !Т-96 со специа-,Iьным шрограмм}rьм обеспечениел,l,

2-3 Вромя провsдеý}и анализа (без учета пробоподготовюа); от 2 ч"
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4 мЕры прЕдосторо)IGtости

Работа доJDк{а проводfrъся в лабораторlла, вьшошrжощей молеIryjlярЕо-

биологические шР иссчедова}il{я кш.fiд,{ческого },lатериаJIа о ооб;шодglflтoм

мgrоJЕ.rческж указа*di МУ 1.3-2569-09 <Оргаilвашtя работы лабораторlй,

иёIIоJБЗУ_ЮIýD( }IетоДы аlлкrифшачии н,\rкrIеIЕ{свшк к{сдOъ цри работе с ý,IатQри&тоtr{,

сOдержап$4]у{ МИЦРООрганизмьТ НV груmr ýатогежност}о), и с соб:Еодением с&&frарнФ.

эýидо}модOгичесшж rryа8и",1 сп 1,з.2322-08 <<ýсзопасносlгь работы с IииIФоOргшýамап{и

ш_ru гругý ýатоIежIоýм (опаоноrги) и возбуш.rгеляr,м паразиl?рньD( болсзrrейо>"

иссrrеryел,ше образlи рассматриваются как ýотешиаJьнO-оflасные.

К работе с набороtl реагенIов допгускаffся тоJIько ýepco}iaJl, обучешъй ь{етодам
rvl0ЛеКУЛ.qрной диаптосuди и правипам работы в юlинико-д{агýсстической пабораторт,rиl-

ГIош,оmвху' и цроведеI*dе исследованиll с исýолжOваtlиеlt набора реа-ге}ýов
сýедrygr,црOвод{тъ в Шр- боксах.

ýозаторы доJDrftýl быть сOотýетствУющиý{ образо,u ItOBepeшI (в

акФеýатоваrfiýж лабораториюr) и цромарк.Iрованы.

Повержтосша рабочих столов" а таю{tе gомещешdt, в котOрьж ýрýвод.lтся ПIР,
сJIедует обязательно, д0 и цосле rryовOдеш,lя рабоr; обrryчgх бакrериig{дъtии
облrлате:тяпrи в течеRие одцýrо часа.

Исполъзова:лттые одIоразовые

дOJ{ж!ы сфасъшжься в спеlлта.шыъй

раfгýор.

При использовании набора в юшнико*диап;ос.rической лабораторlш*
образуотсri ожоды IQтассOв А и Б, котOрь]е классифицируются и уrилизируются в
соOтаgrствиlt о требова}r'дrми СанПиН 2.1.7.279а-ю <<Саrпсrарно*

эIп{цемиOлогичесюле требованrая к обрапекrпо с медж{шIскmfi{ ожода\du,).

Не исполъзовать набор реатеЕтоý:

- ýри нарушеrпаа услов,лй траýсflоргlФова}ия и xpaýeш{rl;
* при HecooтBgfcтýI&l внеIIЕ{его ВЦда реаге}шов, указ&ýrого в цаспортФ к

ваýору;

- при нар}ЦеШеr в}ý/тРешrеЙ )дтакоRIФ{ коршоýеýтсв набора;

- по истечежшо срока гоJц{ости набора.

прш{адлежноffи (пробирки, наконешппса)

KoшBitHep, солержашщfr лезк*фшЛ,lРУТОlШЙ

/&



-\,1 -\'1::d. € :_4,1,,l:i li, i,
!дjJ.iц 4 _.b-i!JiJ: _:J]

инструкция по применению fi Лист 9

Рваус-фаrrгср плOда f; Листон 24

прmлечашае * Набор рýагентов uе сOдер?8ит мааериа.тIов биолопrsеского

щ}эflсхо)r(де!*{я, вещеgIý? обладающа< тФш{ерIекЕьм! мутаг9lfiшм действием, а тшоке

ыи*Oщж на рецрФдукпmную фушшеrо чеjIовека Гфв исшо,lьзоваýи!{ по назнаqеffiо и

соб;шоде*т:t мер fiредосторо}сg асти. SýJяяII]ся безошаскььд_

4 0БОРУДОВМИЕ И IчlАТЕРИАЛЬi

При рабОте с набОроь{ реагOнтов трёбуются слеýтOщие оборудование и

},fетериа_пý:

* аrплификатор летекгирУтоrций (<[Тпрайм>1, <ýТлаГtт2> и;Iи дт_96
ýроизýсдства ООО (НПО Д}Ж-Технология>>);

о цеЁгрифуга лля пробирок объёмом 4,5 мл, с RСF пе ýи}ке 1150 g, например,

цевцрифуга ЕВА 20 Hcкich (34619 или 6000 об/мин);

Ф цФнТРифуга лля пробИрок объёМом 1,5 мл, с RCF ке ииiiiе 17000 g, naýpllr,Isp,

uентрифуга HERABUS picol7 (17000 g !Lци i3300 об/мш);
, т*рмостат твордотельнъtrй, I1о/"Iдерживыощий ToМпepa"iypy от 65 "С до 98 ОС;

с ýrищроцýlгfрифуга-вортекс, наJIриil,IерВiоýап, Латвшл или аналогичная;

с холоД.{JIьr*акбытовой Стж*ол,'Роосия илианаJIогичrьй;
g BaKýý{lБIe цластиковыо пробирки типа Vacuette с Э[ТА;
е ]IIтатив <<рабочсс место)> для пробирок объём ом а,,2 мý иJIи дJiя cтplmoвaшHbix

пробирок объýмошi 0,2 м& ооо (НПо J[Ж-Технолоrия>>, Роосия или
аýаJIогиsIrýе;

о дозатOры механические или элеюронные перемен}iого объёма однOкаýальýые
с0 смеýными flакOнечниками, fiозволя}оIцие отбирать объёмы,Ifl,lýKocти от 2 до
20 lкл, от 20 до 200 мкл, оТ 200 дО 1000 лцrсr, ншIри.Nlср Eppondorf, Герпrшrия
иrпа анаяогичньiе;

с 0дкоразо]зýý ýакоýечяики с филътроМ для дозаторов, свободнше от РFКаз п
ýЖаз, объёмом 20 мкп, 200 мкл, 1000'MKrr- ýаýрlLYер Ахуgеп, СIJIд рт;ти

аналогиqllые;

ý одноРа3OвýеперчаткИ\{едицинские, безтаJIька}текстурgроваýýýе;

" ёмкость о дезинфицируtощпм раствором ltЕя сброса испФлъзованхых

lTo:bKo мо;ехи4М1,4Idз,4м6. 5м1, 5м3, 5мб, бMI,6jv13. бт\,Iб-только моделн 4ýi,4S2, 5S1" 5ý2" бSl, 6ý2
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какоýечкr{кOв, пробирок и друrих расходi{ьrх материалов;

о коý{IiJIею рýаген,.гOв дJи выделения феталъной ýЖ из h?оtsи матери 0rроБд-
НК-ФЕТ производства ОСО <ýЁЖ-Технология ТСr.

Проrрамлшое обеспече}lие дJUI дsгектируIощlФ( амп.пификаторов:

о всрс"ж ПО rrе Hиi{e 1.7"5.233;

. файл с iiарамсrрами анализа KR}.{D.ini>,

5 A}IAJjI,I3}pУEMЬIЕ оБрАзIdы
6,i Материа.пы для исследоъанця

ffля иослслованlill исполъзJдот цельЕую периферичесý4о кровъ человека.
Взятае qельвой шериферической кr}ови
Необходимый объем крови соgтавJtяеТ 4,0_4,5 мJL Взятио целъной

периферичеокой крови проводЕтся В вакуумýые шIаgгиковые пробирки TkiIa
vacuettg объёмом 4,5 lш с добавленной в качеств9 антикоаryпжfiа динатриевой
coлblo эпLтIеýý{ам}жтец,аацстата (эдтА) ý коgечнФй конuеrкрации 2,0 мг/мл, ,Щля
перемеrшванlм IФови с аюикоагуJIяýтом после взятюl t{атериала необхоллшtо
Еерев9рк}тъ пробирху 2*З раза.

BЩ[M,{ýI,IE] Не доrускаsтся исfiодъзOзаgиФ геflарина ý качеrсве
ант!кФаryJIянта.

6"2 ТранспортирOвка и хранеýие исследуеn,lогс материаJIа
рекомевдустся начать офабоr-хry крови в первые два часа посде её взятия.
в. с.гryчае ýевозмOжности проведения обработки крOви в течеýие 2 часов

дOпускаsтся оё xpaнerme при температуре от 18 оС до 25 оС gе болое 4*8 .{аоов.

6.3 Поrгучекие ýлазмы Iq)oBlI

Цеrqрифvгируй:ге пробирки с кровью при 2000 обА,rиll в течение 20 ляин при
комнатrtойте\,rгrературе от 18 ОС до 25 "С-

Про,vаркИруйте необходиМое колýчество пробирок объёмом 1,5 мл (по две
ДПЯ кмцого исследуемого образча),

Не 3аДеВМ НюlfiIоIо (клето.iцую) фракршо, отберите автоматическип,{
дO3атOрOм п0 900 ý{KJr верхней фракции (гшазма) и Rеренесите в дво
прс!{арIа{рованньlе пробирки.

' по мере обяовлёяцЯ програм[rfiоГо обесi:еченИя рекомендуýмая версия ПО MoiKcT изý{еý}Еься. Пос,rедюоюpe*oмýlrý)e'yý 8sрýиЮ ГIо моlr(нО скачать на caitTe компа"* <ДfiiНохшологип:
htгр:/lrчww.dлаtесhпо]оgч.п./ро/

10



>\
.l

';'j

!эf,., йirrr?
iL , /lэi iэ.,:д{.Jill]iLl l l*

i.:J..-r r ЁJ|.LvJ;а{ itr-_
Инструкция по примененик} | Лист 11

Резус-фактор плода f; Листов 24

BHII&{AIItrIEI Ддя выделения [НК используgтся только одка гrробирка!
Вторая пробирка мOжЕI бытъ замороже$а trри t\IиIý,с 2а оС или ни}riе, ýFи
необход:t,loсти, исfiользована для повтOрgого выдележия ý{К.

fio начыlа выдеJIения пробирки с гtлазмой моryг хранкгъся fiри температуре
от 4 ОС 

до 8 ОС в течение 8 часов,

при планир.Oвашии выделения фстд{к яа след}тоций деяъ или позже,
пробирrсr с п"rrазмой необходимс заморозитъ шри ]\{инус 20 аС илд Еижс.
заvорожениая ]шазма мФжет храýитъся не более З месяцев. Гiеред цачалOм
вътделеý}iя ýо одной пробирке каждого образца кеобходимо разморозитъ r,ри
комriатной температ}?е.

7 гtrовЕдЕнi,шАнАJд,IзА

7,| Вýдsле}tио ý{К из биологическOrо материаýа

ВыделекИе ДЖ проводяТ в соотвgIСтвии С иЕсlрухсrИей,к исýОЛЪЗУеМС!чrУ
комrшеýУ реагеI{тов проБА-}Ж-Фýт, производства оOО <ýНК*Техяология ТС>,
Россия.

ВýIШ\.{ДЕИЕl ГIри использOвалти:т наборов для 8ыд9лýýия фет!РЖ друт}й
ýрои38одитOлей, моryт быть полулеýы некоррокIные результfýы,

одкоýреме}Iнс с выдеJIением ![Ж из периферической 1Фови необходимо
riровестИ чореЗ все, этатШ пробоподГотовкИ 0трица?елъiшЙ контрольный образец,
входяrrшrй в сос}&в кс}IIIлекга р9&геI.ггов для выдеJIения фетатъяой ýЖ из ]iрови
матсри сг{роБА-нк-ФЕт), в объёме согласно инструкии к набору реаге}lтоВ для
выделёЕия Д{К-

7,2 Подготовка и шроводёние ПЦР

ВýИМАýИЕI Так как фетапькая ýНК находятся в црови бероменной
жФнщины в,миýиfuIальяом колIдIествеl аýализ каiкдого образца ý}ж рекоil{еýдуsтся
проводить в дублях,

7.2.1 Промаркируй,rе по две пробирм стриIIсв (ипи по дв0 отделъýыs
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1робир3эт) со омýся\м для амшIификаrrии для ка}сдого исаледуеýrогý обраsuа, одту
для flолOхtшелыIого коýтрOльЕог0 образца (К+), и тра дýя отрицатеJIьного

контроJIъного образца (К-).

Нацрrмер, Необходиlltс проанализировать .цва образца, }Iуяно
ýpoМaplfi{PoBaтb вос9мЬ rrробироК * четьlре для иссfiеДуемъЖ образцов" ОДцr шя К*
?!три для К- (см. таблицу 2).

Т абл и ц а 2 * Пршrер еlаркировки пробирок д,,я ýроssдения IIIý

7.2-2 Вцряхните пробирку с раствором Таq-поли\Iеразы u ,*"*** 3-5 о и
че.wгрифуТир.чйT е в тýчение 1*3 с на миh?сцеýтрифугс*вортексе"

7,2-3 Внесите З trроrr4аркированные пробирли, не ýOвреждая сдой парафиrта,
по 10 MKII раствора Таq-лол:tмераJы.

7.2-4 Внесите в Iтромаркированýые пробирки по одной кагgIе
(шриблrcиrельно 20 мкл) минераlIьзого масла. Закройто кръштки стриII0в или
пробирок.

"1.2,5 Ддя предотвращения кФнтаминации сjIедует поред внесевием ,ЩНК
оть?ыватЪ ýЫш}}/ толъкО того стриПа (rалитолъко той rробшрки), в который будет
вýсои"rьсЯ даияъй обРазец, и 3акрывать её перед вн9се}иеý{ сýsдуJощеrо. Препараты
днК следует,вносить наконечнIд(ами с фильтром.

Внесже, ýе повреждая слой парафика по 5,0 M&,I выдслеIfi.lого из образцов
преIирата Д{К в соотвsтств)ДOщие пробирки дхя исследуемых образцов (2 шт. для
каrЁqцOгО образца), В пробирКи маркированцьте К+ и К- ý}Ж IIе вýOсится,

7,2,6 Внесите, не повреждая слоЙ парафина 5,0 мкл ýоложитsльцого
кФнтрольного образца в пробирку, il{арю,Iрованýую К+. Внеои-rе, не цовре:клая слой
ПаРафИНа ýО 5 МШ ОТРИЦаТsЛъното i(о}ггроJьýого образха trрошедшегФ этаII
вýдедýнI4Я l[Ж В пробирки, маркLlрованные.[t- (всего З rшT.).

Образец l Пробирки i -2
Образец 2 Пробrркт З - 4

_t\T IIробирка 5

к- Пробиркн б - 8
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7.2-7 Целrгрифугируйте стриýъi (шробирки)

ь{.и h? оцентри фуге -вортекс е.

7 -Z.8 Уgгановиr,s все стритш (пробирки) в блок детекIирующOrо
амlз"тифлшсатора. Рекомендуgтся располагатъ пробирюл по цецтру термобхока,

"1,2,9 Залустите программноg обесшечение RaalTime*Pg& в ре71име <Работа
с приборо}0), загрузrге файл ''R_}lD-ini'', добавъте в протOкол теш (RýD>, укажите
кOлиlrесrъо И илеi*тифиКаторЫ образцов, отметъте располOжецtý lтробирок на
мацшlе термоблока в соответствии с их устанQвксЙ (см" п- 7.2.8) и flроведIтге ГIЩР.
При вьiборе теста (dR.HD> в окнё <Запуск программы амплифrкации> долхка
отображатъся кроrраммq приводёЕýая в таблице 3,

tsнимАниЕ! При испОлъзOвании друIтD( ампrr-ифшсаторов необходимо
YrОЧЦИТЬ ПРOГРаМýlУ аМПЛИфИКаЦ!iИ У fiреДСтавжsлll камýаril.rи <<$К-19*пология>,

Таблица 3 * Програ.мма амгшификации дпя дете}стирующкх амшIификаторов

"ЩТпрайv, fiТлайт и .ЩТ-96

в течgние 1_3 с на

м
блока

Температура"
сс мш{ Число

циTiтов

Реж;м
оптичесi{ж
измеревlлй

Тип блока

1
80 0 30

1 Цихл94 ,|

l 30

2
9а 0 з0

ý
Цж<л64 0 15 d

J
94 0 10

45 Цgкц64 0 15

4 94 0 5 1 Щикл
5 10 храýение храцеж{е

Тsсш (Ы фаЁшы) д_гrя приборов.ЩТпрайм, ДТлайт и ýТ-96 11редостаýляются
црOизводителопt набора ремеýтов.

JJ
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8 рЕгистрАlиярЕзультАтов АмгIJиФI4]{дрш{

8,1 Регисграцлrя сигнала флуоресценции провOдится
автOматически во 8ремя а-тrплификадии.

8.2 ýrrекция и у{gr резулътатов осуществляются
амп_шификатором автоматически.

в.3 После окончания llрограммы амrrlшфикации на эщране пQявится
соотвýтстВутсшее информаЦиоýýое сообщение и булет fiредJIOжено шерейти к
аншtи3У резулътатов, Анаrмз проводIтгся aBToMaTlTclecKT.l програILvýым
обеспечениерt,

в,4 ýа rрафиКе буд,эТ отобрахеНа зааисL1}4ость флуОресцеýциЙ от ýOмера
цикJIа ýо всем используемым канаJIам дtjlя каждой пробирки в терлtоблоке- В таблице
сгФава будgr NOказщi идентификатор образца' иIIдикаторные цикlrы ýO lрем каналаv
(Ср), ДСр (dcp) и результат иссдедоваЕия по лублям.

гtрпvор выдачи рез}цътатов приборошr:

{ j:t

U:}!5 {i ,ý,

По резулътатаЦ анап,иза ]чIOжýо сформировааь и распечатать Фтчёт.

прiтбором

детеюирующпи

L4
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9 учЁт рЕзультАтов IIIР

9.1 YT cT и ижерfiретация резупБтатов р*&кции 0существляется
автоматичsски с Еоý{ощьЮ пФо|раммного обесrrеченкя, постаýrrяеl{огФ с
детекfир!ющим *мплификатором.

9-2 Результат исследования ffщ к&кдогФ образца оýределяется
rГРOГРаМIvýIым обеспечением автоматически с yreToM зпачент,й Ср КВМ (канал Нех)
и АСР ýý канаJIам специфИтсп (кана.lШ Fаm И Rox) В cCIBoltyilýOcTи ý0 дуб.:им л-rrя

эт0]]0 образца (ом. прилохоние).

9,з В образIlах} IIрошедшш ПIý и садержащих достаточýOе количоство
шý(, дýя кOтоРых поJIуЧены кOррекгные 3иачен}iЯ АСр, riрогРа}f},tа опрOделяет
rеIютиý исследуеМого обрщЦа, ltоторьЙ отобрахtён в таблице в црафе <Фезулътат>,
в этом сJrfчае выдается закшочеlt}Iе по рвулътатам исследсвания.

ýижs ýредстввJIеаы вариаЕты результатоВ иссJIедOвания и бданк:t 0твета:

15
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Образец 27" резулътат иссJJедования RHD ýлода*

ýланк ответа

Е7

ýфвgщ_ý ВНýплпш -

r *

Пренатальная диагяФGтика.
Резус - фаrсrор.

ýёid
itoMep пробирки
Ф.И.О" пациеrгга
Пол
gФрасi
Органивация
8реч
Приl,л*ч8ние

Идентlафикатор обраа.g образец*27

l*** lll
Информацуя о паýоратории

16

Иrтгврпрэт*цrtя реэультата

Выявлеfiие гсна резус -
фактора (RHD) плqlа

Резус-фак:ор плодё: {ер-отипичеýк и
ОТРИQаТ8.1ЪНэlЙ.



ъ.
, 

J* ýIi :}TE]"i}jfr лfi гl ;fr
.л

Бданк ответа

ОбразеЦ 22, резулЬтат исследования RHD плода +

П ренатап ьиая диагно ст ика,.

Резус * факгор.
Дата
Номер пробирхи
Ф.и.о. лsциýhта
Пол
Воараи-
Организация
Врач
Примечание

Идент,rфиrетор образча Образец_22

Инфэрlлация

;lll
о лаборатории

L7

Нýзýаяие иссrt€дования PoB}TrbTaT Интs рпретsrия рgзультiга

3оlЯQЛСНИ€ ГеНа Ре3УС-
фактора (RHD) плола бэtявлен РезусФактрр плсlqа rýнстйпически

полсOкrIеfiьный-
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06разеп 2l, резулътат исследования R}lD ýлода неизвgстен - вътдаёtся,

пациеЕ:rка гснотипичоск}1 резус-fiолO)китеJБýм.
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Бланк отв9та:

П р енатал ьная. ýиагноGтика-
Реэус * фа!ýор,

ýата
Holutep пробирки
Ф-И.0- пациевта
Пол
Возраст
Организация
Врач
примсчаниg

Идеtrrификатор сбразца 06разец21

Внимgяие: ТочнggrЬ резуль;ата соgгацпяет 96 -1аО% присрокс,6еременности более 8 яgдель у серслойческиреэус-отрицательной пациентки.

н
Ипфорr.rация о лабораtории

И rпЕрп ретация р€зуJlьтаfа

Вьввленис гена рсэус -
фаь.гора (RHD) rцrода

У матери обtаруt<ен вн RНD. ýьнв:,.ть
ген RНЭ rrлода данrtýм MeTOýo}n
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Инструкция по применению fi Лист l9
Резус-фактор плода il Листов 2+

9,4 ýля обраэЦов с недосТаточны]чI для аýализа колиýеством ý{к (Ср>З5,0
Еа канале детекдцЦ Нех), некоррекГýьми значеЕ!lя}уfи АСр, иьти при несовпадении

рфу_гrътатОв по дубЛям] прOграмI4а оýределяет сOмнитедьýые или gедOстOверпые

ре3у,пýтатЦ, в графе "Резупьтат" будеr указано соOтветстЕеЁýо '')lr или ''Ед''. В этом
СЛ}лаае требуется повторнOе проýодение ГIЦР с имеющимся ýрепаратом ýЖ" либо
повторýое выдýJIеI&Iс ýНК и постановка ПЩР, либо пожорýое взятие кjтиj{ического
n4aTcpиaJia (вьтпопняq"гся посJIедовательно),

9,5 Д;iя отрицательýого и поJIожfi:гелъного ко}iтрOль}ýIх образuов допжны
быъ полу*оны резульl?ты, приведеЕýые в таблице 4.

Таблица 4 * Результаты исследФвания для, отрицателъIБIх и fiолохсlшелъных
коýтDолъ}rýх образцов

9"б При пол5"lеш!Iр1 дJш отрицателýног0 коIгqрсJIъýого образца резуfiътатов,
отличаюЦихся 0т значепий, }казfiI}lых в таблшrе 4, резулътаrы всей поотановочной
сориИ сч,гг&оТ недостовеРНЫМИ; В этоý{ слr{а9 необходlа-мО ýроведенио
сIIециаJIъffых мероприятd дrо устралсния возл,tо;лшой KOHT&\I и нации,

9,7 При ::ол1"lении для поJIожюельного контрольýоrо образца значекий,
оýIиsаюЩ!о(ся от значенrй, 1жазанньD( в таблице 4, требуется повтOрная пOстаýсвка
аtиrrжтфlжацлrи зсей trартии образцов,

вuесекный
MaTePý*JT

Выбранвьй флуорофор

Rox
(ВШ,10 зкзон)

Ср не указанl или>4], Ср не указан или >39 Ср не уазан ил,и >4]

19
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l0 трАнспортировА1-IиЕ, )ФАнЕниЕ и эксплуАтАiия

10.I ТранопOртирование

l0,i,1 ТранспорТирова}Iие набора осущеýтвлfrот в термскоýтейнерац
содsржsrца( )L'Iа/{0эле}4gнтн> всеми видами крьшого TpallcnCIpTa при тё},IЕературах,, coQTBeTcTByюIýO( усJIовихм хракеýия коfu{понентов, вхсдfiщих в сOстав набора

10,1,2 }Iаборы реагентов, 1раясýортированные с яарушением
температУрЕоIо реr\има, приме}Iеfiи}о не trодлgжат.

i0.2 Храяение

10,2,} Набор реагентоВ следует хранить в течение всегО срока годýссти
ýри те}.{пsрач/ре от 2 оС до 8 оС в холодLilIьнъD( Katvlepax или в холодиiJьнItках-

|0,2,2 Смgси для амIýIификации следует хранитъ в защищённом от света
месте в течение всегО срока rодносtи набора при температуре от 2 оС до 8 ОС в
холодЕпъЕъrх каvерах или в холодильfiиках.

10.2.3 Наборы реагенr,ов: хр8I1ившиеся с
регла}rеýтироваýного режIfr\са! примецеýIео fiе IIод[Фt(ат"

10.3 Указания ýо эксп]гуатаIIии

10.з.I НабоР доJDке}I приý{еняться соглаоно действутощей вsрсии
УТВеРЖДеЕЕой ивrгрукции п0 цримеýsýию.

10.3.2 После вскръп-ия укаковки коfuIпоненты набора слеýует хранитъ при
слещfiощю( условиях:

- комýоЕfftrы набора следует хранить в течение зёего срака годýости fiритgмпературе от2 "С до 8 оС в холод}IJIьýых кемерах иIIив хоJIодилъ}ýж&х;
* смеси для а]vшJIификаlии следует храяитъ в защищOкi{ом от c'..la месте втеi{еýие всеr0 срока rоднOс-ги кабора при темтIературе от ? оС до 8 оС вхолодиJIъжIх кацерах ил}I в холодиJrьниках_

нар)дýениеrr{

,n
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11 умзАния по утилизд{i,и
il-i Наборы с истешIмм cpoкolvI ГОДЕОgIи и неисýоýъзOванýые реаiсгивы

утиJi}rзируют в сOответствии с требовакиями СакГIиН 2.1,7.279а-10 <СанитФýо-

эЕидемЕслогкt{9сIdие цlебования к обращению с медицинскими 0тходемь).

1l,"2 ýепригоднъiе длjI исшодьзOв&{rш каборы роагеитов? упа(овка набора

реагеl{тов '(uробирки, флакояы, полиэтилеяовьJе пакеты с замксм и коробка из

картона) ожOситGЯ к ожодаМ кдасса А и утталИзируютсЯ с бъiтовыМИ ОТХОДаjч{И.

L2 гАрАI{тииизготовитЕлri
|2-' Предприятие-изготФвителъ гарантирует соответствие набора

требованИяч тсхн}НoсIfirЧ услOвий при соблЮдении уотовий трансilOртирован}и,
хреýоýия и ýрILцевения, устанOвлеI{Iъж техýичOскими усдOЕиями.

12.2 СроК гOднOстИ набора * 12 месяЦев со дня rтриёмклл ОТК предприятия-
и3гOтовlf,еJж прд соблюдении всех условиtt транспорТирования, хранения и
эксIIJryа"ации-

71
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ýриложенио 1

I[рин ципы вщчшслеЕ ýя It иЕтерrrр ета ции реýультатOв хсследоваý ия
проrрамм.кым обеспечёЕием

ВкимАýиЕI Анациз прOводliтся проrрамм,,ым обеспечеыием
aBтo}daт}freclФ1, ИзлохtеRнъiе В даtiгiом приложепии принццrБт вьтчиалеж{я

р93улътатов ýосят шlформативкый характер и не преднаýýачеfiы для ýроведеяI4я
прльзеаатеця}fя самостоятеjJьных расчетов,

расчёт ре-зулътато3 исýJIедования основан на сравýении иýдикаторýьт*
циюlоЁ исýr{сдуоýfьж i\{.ицigней (^Ср),

lПрочерк 
в таблице резулýтатов.

*i.^,ý,:

Интерпретации резулътатов иссJIедOЕания

Резулътат по
кана.лrу Fаm

ýаm Ср)

Результат rro
яаналу ýех

(}Iex Ср)

Результат по
каналу Rox

ýох Ср)

^Ср(Fаm Ср
миаус- Нех

ср)

АСр
(Rox Ср мцнус-

Нех Ср)

Ижервретаuия

ре3,Vльтата

Ср ве указа:л|
tши >41,0

Cpýs

Ср не указал или
>41,0

Резус-фаmор тх]Oда:

rеýOташýеýки
Qтрицателеý

Ср Sal Ср sct Не лtенес ?"0 Не пtенее 2,0

Резус-фактор flл.ода:
гёнOтипически
поло}китsлеý

Ср не указан
лоrи >41,0 Ср s+i Не менее 2"0

Cps4t Ср не указан или
>4l,0

l'le менее 2,0

Ср scl Менее 1,0 Розус-фiъ"гор

беремеrтной' же}JIдIцьI :

генOтигrrrчеýки

}IоложитеJIея,

резус-фшrrор пло.ча

огrределить даниым
мgтодом неýазможý0

Ср :*е указая
ltли >41,0 Ср s+t Мсвее 1,0

Ср S+t Ср s+i Мснее 1,0 Meliee 1,0

22
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Приложение 2

Спиволы, используемые при I',IaPK}IPOBKе набора

толъко ддя in viko диагностики

'Ге мшератур лый диаrrаз он

Ко;&rче srво опред елоний

содержlтг жструкцlшо rtо uрименениtо

Каталоlьтхый номер

Алрес производитеJи

Не дошускается воздейсrвие сOлЕеч{ог0

све:fа
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по вопросеiчr, ,касающимся к&чества набора реаrентов Резус-фактор rшодц

сýедует обращаъся к офишиа.:rънOму fiредставитOJuо произвOдrrгеля по адресу;

ООО <tДFК-Техяолог]{я)), 1t7587, г. Moclвa" Варшавокое шоссе, д. l25 ;к, к.6.

тел./факс +7 (495) 980-45-55, +? (495) 640-17-7l. www,dn&lechno108y.ru

Сrryжýа кfiиеЕтской поллержки: 8 800 200-75t15 (звонок по России бесriлажый),

E-mail : hоtiiпе@dпа-tесhпо]о gу.ru

Аsке:га дJIя осУществпения.обратпой авязи ýаход!ттся па сайrгs комп&*{и

<ýIК-Техно;IOхая)): htф :/irvrrw.drrbtechnology"rr"r/customer sчрроrУ

Алрес Ерси3вOдителя: ООО кýК*Те,чнология ТС>>, Россия,1|7246, г, Москва"
Наз..rкьй fiроезд, д. 20, стр. 4

Меrто прOЕзводства :' 0оО <ДIК-Технология ТС>, Роосия, 1 \'l 246,r. МOсква,
На5,чньтй проезд, л, 20, стр.4

ведущий наутный сOтрудник
ООО {d{ПФ ДýК-Технологи.rt>, Кирил"шов М,Ю"

<*,!_/.>> r'1 20]16 т.
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