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ввЕдЕниЕ

Неинвазивная пренатальпая молекулярно-гецетическая диагностика

В акУшерско-гинекологической практике часто возникает необход1,Iмостъ

ОПРеДеления генотипа плода на ранних сроках беременности. fiо недавIlего

времени материаJI для таких исследований получали I4I-IвазивЕIо при хOрион-,

плацентобиопсиии в ходе амнио- и кордоцентеза. Риок самопрOизвоJIьI]ого

ПРерыВания беременности в этом случае составляет 2-3О/о, Открьттие наличия

феТаЛЬНЫХ ЩНК и РНК в материнской крови послужило ocltoBopi для развития
неинвазивной пренатаJIьной диагностики, которая в отличие от прежних методов.

не lrредставляет угрозы течению беременности, т.к. материалом для исследоваIJия

служиТ кровЬ матери. ФетальнаЯ днк, т.е. ЩНК плода, обнарухсивае]]ся в IФоRi,]

беременной я<енrцины, её количество возрастает с увеличением срока гестаIIии,

зависит от состояниrI llлаценты и особенностей течеtlия беременности.

Начиная с В-10 недель беременности, методы неиI-Iвазив1-Iой пренатальной

молекулярно-генеТичесiсоЙ диагностикИ позволяIот проводить исслодоваIIио

фетальной ДНК с точностью 96-100%.

1 НАЗНАЧЕНИЕ

1.1 Настоящая инструкция распространяется на комплек,г реагентов для

выделениlI фетальной ДНк из крови матери проБА-нк-ФЕт.

|.2 Комплект реагентов предFIi}значен для выдел9ния фетальной дI-Iк
(ДНК плода) из крови матери.

1.3 Itомплект может быть использоваFI в IоII4I-Iико-диагIIостLIческих

лабораториrIх медицинских )л{реждений и наулно-исследовательской практl,тtсе.
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2,4 Время проведения выделения ЩНК: от 2 ч.
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З IvIЕРЫ ПРЕДОСТОРО}КFIОСТИ
РабОТа ДОлrкна проводиться в лаборатории, выполняюl_цей молекулярно-

бИОЛОГИЧеСКИО ПЦР исследованиrI кJIинического материала с соб.тlrодениеN,{

МеТОДИЧеСКИХ УКаЗаНИЙ МУ |.З.2569-09 <Организация работы лабораторлIй,

использующих методы амплификации нуклеиновых кислот, пpI,I работе с

материалом, содержащиМ микроорГанизмы I_IV груцц патогепности)), !I с

соблюдением саниТарно-эпиДемиологических шравил сп 1 .з.2з22-08 <Безопаоl{осТIэ

работы с микроорганизмаМи III-IV грутrп патогенFIости (опасности) и возбудl,rтеляп,lи

паразитаРных болеЗней>. Исоледуемые образцы рассматриваIотся как потеIлi_IиалгIьIIо*

опасные.

К работе с комплеКтом реагентов допУскается только персоIIал, обу.lенirr,rli

методам молекулярной диагностики и правилам работr,I в клинико-дI4агIJостlа.lоской

лаборатории.

подготовку и проведение исследования с использованием комплекта

реагентов следует проводить в боксах биологической безопасности II или iII класса

биологической защиты.

Щозаторы, используемые гtри

образом поверены

Использованные одноразовые принадлежности (пробирки, ноко}IетItrики)

Должны сбрасываться в специальный rсонтейнер, содерх(ащLтй дезтлнфиr]ируl9цlц1:1

раствор.

Пр" использоВании комплекта реагентов в IUIинико-диагнострIческот1

лаборатории образуются отходы классов А и Б, которые класст,л(lлтIIирую.]]ся LI

утилизируIотся в соответствии с требованиями СанПиI-i 2.|.7.2790-10 <CaTTLtTapIIo-

эпидемиологические требования к обращениIо с медшщнскиN{и ожодами).

Промывочный раствор Jф 1, входящий в состав комплеша реагентов
ПРОБА-НК-ФЕТ, СОДеР)IсиТ растВор изопропанола' (указание на риски: 11225,
н319, н336).

' H2z5 - легковоспламенrIющиеся жидкость и пары; нз 19 - вызывает раздражеIт}Iе г,тrаз; IIЗЗб - Может
вызывать сонливость и головокр)DI(ение.

работе с комплектом, должны быть

(в акФедитоваI-Iных лабораториях) у7
соответствуIощим

промаркированы,
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Промывочньiй раствор Jф 2, входящий в состав комплекта реагентов
проБА*Нк-ФЕт, содеряйт метLIлацеrаr' (указание на р!Iски: H225,I-I319, н3зб).

Отрицательный ttонтрольный образец, входящий в cocT?tB комплект1

реагонтоВ проБА-Нк-ФЕт, аодер}ItиТ азид натРия (консервапт) в I(онцеI-ттрацr.тI4

меньше 0,06 О^, что является безопасным для конечного ltользователя.

при работе с комплектом реагентов нообходимо исtrользовать средства
и[Iдивидуальной защиты для [редотвращения контакта с организмом человека.

После окончанИя работЫ тщательНо вымыТь руки. Избегатъ KoI]TaKTa с KorKci,i,

глазами и слизистой оболочкой. При контакте промыть порах(енное место водой 1,1

обратиться за медицинской помощью.

Не использовать комтlлект реагентов:
- при нарушении условий транспортирования и хранения;

- прИ несоотвеТствиИ внешногО вида роаГентоВ указанцоп,Iу в паспорте к
комплекту;

- при нарушении внутренней упаковки комIIонентов комплекта;

- по истечению срока годности комплекта.

примечание - Комплект реагентов не содержит материалов биологичоского
происхождения, веществ в концонтрациях, обладшощих канцерогенFIым, ivIyTaгeHi-IbIM

действием, а также влияющих на репродуктивн}то функuию человека. При иопользовi].нии

по назначениIо и соблюдении мер предосторожности является безопасным.

ОБОРУДОВАFIИЕ И МАТЕРИАЛЫ

При работе с компп.пrо{Ъ.агентов проБА-Нк-ФЕТ тробуются следуощие
оборулование и материалы:

о ЩеНтрифуга для пробирок объёмом 4,5 мл, с RCF не FIюке 1150 g, нап1)}Iмер,

центрифуга ЕВА 20 I-Iettich (З4б1 g или 6000 обlмин);
, ЦеFIТрифуга для пробироrс объёмом 1,5 МЛ' с RCF IIе FIижо 17000 8,

НаПРИМеР, ЦеНТРИфУГа HEMEUS pico17 (17000 g или i3300 обlrчтиrт);

о ТеРМостаТ твердотеЛьный, поддерживающий температуру от 65 оС до 9В "С;
, миКРоцентрифуга-вортекс,цаrrримерВiоSап,ЛатвияилиаЕаJlOгичная:

2 Н225 - ЛеГКОВОСППаМеНЯЮщиеся жидкость и пары; Н3 19 - вызывает раздражение глаз; нззб - можетвызывать соIUIивость и головокружение,



холодильник бытовой с морозильной камерой Стинол, Роосия ил?]

аналогичный;

насос с колбой-ловушкой для удаления надосадочных rкидltост.елi;

контейнер для замораживаншI, например, штатив IsoFroeze 24x!,5l2 мл, SSI,

или штатив CoolRack М15, 15х1,5/2 мл, Biocision, иJIи другое аналогичное

оборудование;

пробирIМ одноразовые пластиковые объёмом 1,5 мл, напримеi) SSI, СТJJД ;

штатив <рабочее м9сто> для пробирок объёмом 1,5 мл;

дозаторы IIолуавтоматическио одноканальные с переменIIыNI объёмол,l.

позволяющие отбирать объёмы жидкости 2-20 мкл, 20*200 мкл, 200-

1000 мкл напримор Eppendorf, Германия или анzuIогичные;

одноразовые наконечники с фильтром для полуавтоматиIIеских дозатороR)

СВОбОДНЫе ОТ РНКаЗ И ЩНКаз, объёмом 20 мкл, 200 мкл, 1000 п,rкл, на.приNlер

Axygen, США или аналогичные;

одноразовые перчатки медицинские, без талька, текстурироI]аЕIIIые ;

ёмкооть с дезинфицирующим раствором Для сброса использова.нIlых

наконечников, пробирок и других расходных материалов.

5 АМЛИЗИРУЕN4ЬЕ ОБРАЗLЪI
5.1 Материал для исследования

Щля исследования используЮт цельную периферическую IФовь человека,

Взятие цельной периферической IФови

НеобходимыЙ объёМ кровИ составляет 4,0-4,5 мл. Взятие целт,lтотi
периферической IФови тrроtsодится в вакуумные пластиковые пробирки TI4]la

Vacuette объёмом 4,5 мл с добавленной в качестве антикоагуляI]та диtтаrриевой
солью этилендиаминтетраацетата (эдтА) в конечной tсонцеi-lтрации 2,0 мг/ллл. Для
перемешИваниЯ кровИ с антикОагулянтоМ после взятия материала необходилто
перевернуть пробирку 2-З раза.

внимАниЕ! Не допускаетая использова.ние гепарина в KaTI.cTBe
антикоагулянта.
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5.2 Транспортировка и хранение исаледуемого материала

РеКОМеНДУоТся Начать обработку крови в первые два часа после её взятия.

в случае невозможности проведения обработки IФови в течение 2 .laooB

допускаOтся её хранение при температуре от 18 оС до 25,С не более zl-B часов.

5.3 Полуlение плазмьi IФови

I]ентрифУгируйте пробирки с кровью при 2000 обlмин в течение 20 л,tLп.I гцэи

комнатной температуре от 1В "С до 25 .С.

ПромаркИруйте необходИмое колИчествО пробироК объёмоп,r 1,5 ь,tlт (по две

для каждого исследуемого образuа).

не задевая нюItнюю (клеточную) фраrсцию, отберите автоматическим дозатороN,I по

900 мкл верхней фракции (плазма) и перенесите в две промаркированные пробирIси,

внимАНИЕ! Щля выдоления ЩНК используется только од[Iа пробт4рка!

вторая пробирка может быть заморожена при минус 20 ,с и, при несlбходт,tмости,

исполъзована для повторцого выделения [НК.
ffо начала выделениrI гrробирки с плазмой могут храниться при Te},IпepaTyJre

от 4 ОС до 8 ОС в течение В часов.

При плаНированиИ выделеFIиЯ фет!НК на слелУющий день или позя(е,

пробирки с плазмой необходимо заморозитъ при минус 2о ос или ниже.

заморотсенная rrлазма можот хранитъся не более 3 месятдев. Перед натIалом

выделениЯ пО одной пробирrсе кarltдогО образца необходимО pttзIvlopoзPlTb прI4

комнатной температуре.

6 провЕдЕниЕ АI-IАлизА
перед началом работы необходимо достать из холодилъника коп4плект

реагентоВ для выделениJI фетальной днК проБА_Нк-ФЕТ и lrроконтролироватI)
отсутствие осадка в лизирующем растворе, В случае RLIпадения осадка лизируrопдий

раствоР следуеТ прогр9тЬ при 65 "С до полного растворения осадка. Пробr,тртсу с

деtIротеинизируIощим раствором необходимо выдержать при lсомлiатной
темпераТуре 15-20 минут, затеМ перемешатъ в течеНие 10-15 с и цеrrтрифугировать в

течение 1-3 с на микроцентрифуге-ворт9ксе.

.,\
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на данном этаlrе используйт9 только наконечники с филътром, свободны9 от

РIIКаз и ЩНКаз.

б.1 Подготовьт9 к выделениЮ фетЩНК образцы плазмы, ПОЛуtIенI_Iые в

соответсТвии С п. 5.3 (при необходимости разморозьте при комнат[Iой температуре).

6.2 ПРОМаРкирУйте одну пробирку объёмом 1,5 мл (К-) и BI-IecI4Te в ltсё
900 мкл отрицательного контрольного образца.

6.З Щобавьте в каждую предназначенную для выд9ления ДIrIIt пробирrtу с

плазмой и в пробирку (К-> по 1В мкл деlrротеинизирующаго раствора.

внимАниЕ! !епротеинизирующий раствор обладает повыIIенной

ВЯЗКОСТЬЮ, ГIОЭТОМУ еГО НеОбХОДиМо набирать в наконечник прIпетки в тетIение 3-5 о

и наносиТь на стенку пробирки (отдельным наконечником дJIя ках(дого образтrа).

6.4 Плотно закройте крышки пробирок, встряхните пробирки на вортексе в

течение 10-20 с и центрифугируйте в точоние 1-3 с на микроrlентрифуге-вортексе,

6.5 Термостатируйте при температуре 98 "с в течение 5 MplH.

внимАНИЕ! При прогревании пробирок возможно отIФываrIие Iсрьтшек!

Рекомендуется исполъзовать пробирки с защёлкиваIощимися IФыUIKax/i1,I (например,

Eppendorf Safe,Lock Tubes) или программируемые термостаты с прюIшрtпой

крышкоЙ (например, термостат ТТ-1 (ДНК-Техц.)) производства ооо (НПо днк-
Технология>).

ПриМечание - В случае если EIe используется специализироватлtrьтй IпTaTIiR,

необходимо подготовить ледянуrо баню. Ледяная баня состоит из ёмкости, в котор)4о

насыпается кусковой лед из воды, помещается штатив для пробирок с открLIтым дно1{ и
наJIиваетСя холоднаlI вода. ЛедянаlI смесь не должна доходить до крышек пробирок
приблизительно 5 мм.

6.6 Поместите пробирки в охлu'кдающий штатив на 10 миt-l.

внимАниЕ! Пробирки необходимо перенести В штатив сразу после
термостатирования! Хранение пробирок не допускается, поскольку может привеOти
к получению цедостоверных результатов.
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6.1 ОсУшите пробирки бумаrrсной оа"чфеткой. I]ешрифугируйте пробlаркт,t

при 1З300 обlмин в течоние 25 мин при комнатной температуре.

6.В Промаркируйте для ках(дого исслодуемого образца и отрлIцат9лI)I1о]]о

контрольного образца <К-> по новой пластиковой пробирке объёрtом 1,5 тчtл.

6.9 Отберите по 300 мкл супеРнатанта (из пробирки, марIсированной ((К-)),

З00 мкЛ раствора) и llеренесите В соответствующие промаркироваI]ные пробирки.

внимАниЕ! Если объём супернатанта менее 300, но более 100 мкл,

отберите и IIеренесите весь объём. Если объём суrrернатанта менее 100 N{кл, то,

возможно, предыдущие этапы выделения фетl[нк проведены пekoppek,l]I{o

(неправиЛьные условиЯ хранения I.pови или плазмы, несоответствие скоростI1ых 14

временнЫх условИй центрИфугирования образцов, несоблюдение TeMпepa1yp}IbTx

рехсимов). В этом случае необходимо провести повторное выделение фет7ЩI-IК из

дополFIительной пробирки с плазмой или повторное взятие IФови у пациентклI.

6.i0 !обавьте в каждую пробирку по 300 мкл лизирующего раствора, не

касаясь края пробирки. ЗаIройте крышки пробирок.

б.11 ВстРяхните пробиркИ на вортексе в течение з-5 Q, осадI,Iте KaI]JII,I

центрифугированием на вортексе в течение З0 с.

6.12 Термостатируйте пробирки при темп9ратУре 65 оС в те.Iение 15 мттт-т.

осадите конденсат центрифугированием на вортексе в течение З0 с.

6.13 !обавьте В ках(дуЮ пробирку по 600 мкл реагента для преIIиllитаIlии.
встряхните пробирки на вортексе в течение 3-5 с.

внимАниЕ! После добавлегtия реаге}Iто для преципита,IJии, пробт,трrси

необходимо выдержать в горизонтальFIом llоложении в течение ,/-10 
M!IH,

однократно встряхнув на микроцентрифуге-вортексе в течение этого времени.

6,14 I_{енТрифугирУйте пробиркИ при 1З300 обlмин в течение 15 мин прr.т

комнатной температуре.

6,15 Не задеваЯ осадок, 
''олностью удалите НадосадоrIIIую жидкос'ъ

(отдельным наконечником из каждой пробирки).

6,16 Щобавьте к осадку 500 мкл промывочного раствора Jr& 1 и перемешай.го
на вортексе в течение З-5 с.
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6.17 Щентрифугируйте пробирки при 13300 обlмин в теч9I-Iие 5 мт,тн прl,т

комнатной температуре.

6.1В Не Задевая осадок, fIолностью удалите надосадочнуIо жидкость

(отдельным наконечником из каждой пробирки).

6.19 Щобавьте к осадку 300 мкл lrромывочного раствора JФ 2 и перемептаtiте

на вортексе в течение 3-5 с.

6.20 ЩеНтРифУгируйте пробирки при 13300 об/мин в течение 5 мин rцэи

комнатной температуре.

6.21 Не задевая осадок, полностью удалите надосадочную жидi(ос.гL

(отдельным наконечником из кахсдой пробирки).

6.22 Откройте крышки пробирок и высушите осадок при температуре 65 "с
в теченио 1 мин.

6.23 Щобавьто К осадкУ 35 мкЛ буфера для растВорения, заrсройте IФыIпки и

прогрейте пробирки при температуре б5 "с в течение 10 мин. Г{еремешайте на

вортексе в течение 3-5 с.

6.24 Осадрпе каплИ uентрифУгированиеМ пробирок при 13з00 об/мт,тт-r в

течение 30 сек при комнатной температуре.

Полученный препарат [Нк готов для проведения ПI_{Р, Препарат дцiк
можно хранить при температуре минус 20 ос не более З месltцев или при

температуре минус 70 "С не более 1 года.

1.0
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7 ТРАНСПОРТИРОВАНИЕ, ХРАНЕI-IИЕИЭКСПJIУАТАЦИЯ

7.I Транспортирование

1.|.I Транспортирование комплекта осущеатвляют BceMlI ]]идаN{и

крытогО транопорта прИ темIIературах, соотв9тствующих условиям хранOIJи,I

компонентов, входящих в состав комплекта.

7,1,2 Комплеюы реагентов, транспортироваI-Iные с наруIшеIIИел,I

температурЕого режима, применению не IIодлежат.

7.2 Хранение
,7,2.| Комплект реагентов аледует хранить в течение всего срока

годности tIри температуре от 2 ос до В оС в холодильных камерах !Iли в

холодильниках.

7.2.2 Комплеlсты реагентов, хранившиеся с i{ap}пIO}II4eM

регламеНтированНого р9х(има, fIримецению не подлех(ат.

7.З Указания lrо эксплуатации

7,3,I Комплект реагентов должен примешIться согласно действуюrтlей
версии утвержденной инструкции по применению.

7,з,2 После вскрьiтия упаковки компоненты комплекта следует хранить
при следующих условиях:

- компоненты комплекта следует хранить в теLIеFIие всего срока год}Iос,тI4
при темIIературе от 2 ос 

до В Ос в холодильных каморах или в холодильниках.

1].
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в укАзлниlI по утилизАции
8.1 Комплеttты, пришедшие в непригодность, в том число, в связи с

истечением срока годности и н9исIIользованные роактивы, подлежат утилизации в

соответствии с требованиями СанпиН 2.1 .7.2790 и му 1.3.2569,

8,2 КомпонентЫ комплекта реаг9нтов с I-IалиIIием предупредI4,IеJII)I-I}rIх

знаков об опасности следует уничтожать с соблюдением соответотвуIошIих N4ep

безопасности R соответствии с действующим законодательством РоосийсIсой
Федерации.

8.3 Пtидкие компоненты, входящие

пришедшие в непригодность перед сливом
предварительно разбавлены водой 1 : 1 00.

в,4 Непригодные для использования комплеI.,ьi реагентов, упаковка

в состав комплекта реагеFIтов

в канализациIо должны быть

комIIлекТов реагентов (пробирки, флаконы, полиэтиленовыо пакеты с за]VIком 14

коробки из картона) относятся к отходам класса А и утилизируются с бытовым1,I
отходами.

9 ГАРАНТИИ ИЗГОТОВИТЕJUI
9.1 Предприятие-изготовитель гарантирует соотве-гствие коNIпJIOкта

реагентов требованиям технических условий при соблюдении условий
транспортирования, хранениlI и применения, устаFIовленных техI-IическLтN,II,J

условиями.

9.2 Срок годности

предприrIтия-изготовителя,

хранения и эксIIлуатации.

1,2
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Символы, исrrользуемые lrри маркировке комплекта реагентов

ш Только для in vitro диагностики

I Температурный диапазон

ч Количество определений

Е Годен до

Еш Серия комплекта

d [ата производства

Содерхсит инструIщию по приме}Iению

Ец Itатало>тсный номер

с Адрес производителя

а( Не допускается воздействие солнечного света

13

ш
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Символы и обозначения опасности при маркировке комплекта роагоIlтоi]

А Осторохсно! Обратитесь к инструкции по приме}Iению

Ф легковосплаtr{енимое

Ф Вызывает раздрarкение глаз

Ф Содержит азид Iлатри я < 0,06О/о

По вопросам, касающимся качества комплекта реаге}Iтов ПР оБд_I-Iк- Ф]]l_,
следует обращаться к официальному представителIо производрIтеля llo адресу:

ооО <!НК-Технология)), 117587, г. IVlocKBa, Варшавское шоссе, д. I25 >к, к.6.

тел./факс +7 (495) 980_45-55 , +,7 (495) 640-L7-'71, www.dna-technolog)r.ru

Служба клиентскОй поддержки: В в00 200-75-15 (звонок шо России беспла:гныйr),

E-mail : hotline@,dna-technology.ru

Анкета для осуществлениlI обратной связи находится на сайте компании
<!НК-Технология> : http ://www. dna-technology.ru/customer_suppofi/

АлреС произвоДителя: ооО кЩНК-Технология ТС>, Россия, ||7246, г. Москвд,
Науrный проезд, д.20, стр. 4

МестО произвоДства: ооО <ЩНК-Технология ТС>, Росс ия, |\7246, r,. Москва,
Научный проезд, д.20, стр.4

Ведущий научный сотрудник
ООО (НПФ !НК-Технология), Кириллов M.IO,
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