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кНабор реагентов для выявления и количественного определения ЩНК ВК вируса

(вкv) методом lrолимеразной цепной реакции (пцр) с гибридизационно-флуоресцентной

детекцией)), представля9т собой набор реаг9нтов для проведения ПЩР с детекциеЙ ПРОДУКТОВ

амплификации в режиме реального времени с целью вьUIвления и количественного

оrrр"л"п""ия.ЩНК ВК вируса в кJIинических обревцах пациентов (сыворотка крови, моча).

основным свойством тест-системы явJtяется способность обнаруживать гIрисутствие в

исследуемом образце Днк Вк вирусов мет,одом пцр.накопление специфичоского продукта

ПI-{Р выявляется за счет нарастания интеIlсивности флуоресценции после освобождения

флуоресцентной метки в результате разруulеЕrия Таq-полимеразой гибридизационного зонда,

связавшегося со специфическим участком flHK.
днализ результатов проводят с помощью программЕого обеспечения используемого

прибора для проведения ПIfр с детекцией в режиме реального времени. Анализируют кривые

накопленИя флуоресЦентногО сигЕала rrо канаJIУ ROX длЯ регистрации Еакопления продуктов

амплификации фрагме}Iтов днк вк вирусов и щнк BIto по кан€}лу Fдм.
Постановку реакции следует IIроизводить в соответствии с требованиями безопасности

при работе с потенциtlльно инфекционным материыIом: работать в резиновьж перчатках,

маско, сменном хаJIате. Все использованItые матери€rлы необходимо подвергать обработке

дезинфицирующими средствами в соответствии с требованиями СаIrНиП кСанитарно-

эпидемиоJIогические требования к обращению с медицинскими отходами>, угвержденными
постановлением Министерства з/{равоохраIIения Республики Беларусь от ] ,02.2018 г. ]ф14.

1 НАЗНАЧВНИЕ
Набор реагентов tlреднirзначен для выяtsления и количественного определения /{НК ВК

вирусачеловека (вкv) lrутем амплификации специфического фрагментащнк вирусаметодом
ПЦР с гибридизационно-флуоресцентной детекцией продуктов амплификачии.

НабоР вы1rускаетсЯ в компJIекте, достаточном для проведения 60 реакций
амплификации, включzш контроJIи и калибраторы.

2 СОСТАВ НАБОРА

1 П[II'-омесь Nsl 1 х455 мкл
2 ПLIР-смесь Nb2 1 х520 мкл
aJ Taq -полимераза (5 едlмкл) 1х16 мкл
4 Внутренний контрольнтлй образец (ВКО) 1 х700 мкл
5 Поrtохtительнi,tй конт,роJILный образец (К+ ПЦР) 1х700 мкл
6 Отрицательныii конl,ро,пьЕlый образец (ОКО) 1х700 мкл
7 к1 1х300 мкл
8 к2 1 х300 мкл
9 инс,грукция по применению 1шт.

Внимание: 'Гест-система не укомплектовапа наборами реагентоI} для вЬцеления

днк. ,Щля проведения иссJIедований с rrомоIцью тест-системы дополнитольно используют
следующие реактивы, не входящие в его сос,гав:

о Набор для выдеJIения вирусной ЩНК * любой марки.

3 СТIОСОБ ПРИМЕНЕНИЯ
3. 1 Меры rrредосторожIIости
Работа должна прово/{иться в .rrаборатории, выполняющей молекулярно-биологические

исследования (пцр) клинического материiulа на наличие возбудителей инфекционньгх
болезней, с соблюдением Саниr:арных порм и правил <Требования безопасности при
осуществлении работ с услOвно-патогенными микроорганизмами и патогенными
биологическими агентами. к организации и проведению их учота, хранения, передачи и
транспортировки)), утверхtденных llостаtlовлением Министерства здравоохранения
Республики Беларусь 6.01.2017 N"9 2.



Работа проводится тоJIько в однOрtijзоtsьD( перчатках, используются однорЕtзовые

наконечники для автоматических гjиIIеток с аэрозольным барьером. Однор€lзовЕul пластиковаJI

посуда (пробирки, наконечники) обеззараживается 3-5%-ным раствором перекиси водорода в

спsциitльньш контейнерах, после чего разрошается слив в общую канЕIлизационную сеть.

Постановку ПI{Р осуществляют в 3 рабочих зонах. Зона 1 (ламинарный бокс, бокс с
УФ-лампой) - выделение/{НК из проб биологического материала. Зона 2 (ламинарный бокс,
бокс с УФ-лампой) - подготовка проб и контролей, внесение проб в микропробирки с ПЦР-
реагентаN,Iи, постановка ПL{Р. Зона З - проведение амплификации. Пробы из Зоны 3

запрещается переносить в Зоны 1 и 2 во избежание контаминации,ЩНК-матрицей,
При утилизации пробирок, содержащих продукты ПЦР после амплификации,

недопустимо их открывание и разбрызгивание содержимого, поскольку это может привести к
контаминации продуктами амплификации лабораторной зоны, оборудования и реагентов.

Пипетки или наконечники должны иметь аэрозольньй барьер. Перчатки и хttлаты
меняют при переходе из одной зоны в другуIо. Поверхности столов, атакже помещения, где
проводится постановка ПI_{Р, доJIжны обязательно до начала и после окончания работ
облуrаться ультрафиолетовым светом.

Применять набор строго по назначению, согласно данной инструкции.
Не использовать набор trо истечению срока годности.

4 МАТЕРИАЛЫ И ()БОРУДОВАНИЕ, ТРЕБУЮЩИЕСЯ ДОПОЛНИТЕЛЪНО
4.1 Набор для выделения вирусной .ЩНК (<,ЩНК-сорб-В> АмплиСенс, кАмплиПрайм

РИБО-преп> АмплиСенс или аналоI,ичный любой марки),
4.2 Программируемый амплификатор с системой детекции флуоресцентного сигнала в

режиме (реального времени> (СFХ96 Bio-Rad, США; Rotor-Gene 3000/б000 Corbett Research
Австралия, или анuulогичныri любой марки).

4.3 Настольный бокс с бактериrдидной лампой (например, KBiocom) или любой другой
марки) либо стерильный лами}Iарный шкаф (например, Kojair KR-i25 Safety или любой другой
марки).

4.4 'Гвердотельный термостат для пробирок типа кЭппендорф> на 25 1000С
(например, KBiocom> или любой другой марки).

4.5 I_{ентрифуга-вортекс (любой марки).
4.6 Микроцентрифуга длrI пробирок типа <<Эrrпендорф> до 14 тыс. обlмин. (любой

марки).
4.7 Вакуумrrый отсасыватель с колбой-ловушкой (любой марки).
4.8 Набор автоматических дозаторов переменного объема (например, <Ленпипет),

KGilson> либо любой другой марки).
4,9 Однсlразовые наконечI{ики для пипеток переменного объема с аэрозольным

барьером до 10 мкл, до 200 MKrr и до 1000 мкл.
4.10 Пробирки свободIIые 0т Р[iКаз и ffFIКаз типа кЭппендорф> на 1,5 мл, на 0,5 мл и

на 0,2 мл.
4.11 Штативы для наконечникоl], микропробирок (любой марки).
4,12 ХолодIIльник на2 - 8ОС и на минус 20ОС, морозильник на минус 20ОС.

4.13 Ёмкость для сброса наконечников.

5 проtsli,дЕниЕ АнАлизА
5.1 Выделение ЩНК.

Реактивы дJIя выдеJIения /{НК FIE ВХОДЯТ в состав настоящего набора и должны
приобретаться дополнительно.

Вьцеление ЩНК осуществляют с использованием соответствующих коммерческих
наборов, согласно прилагаемой инструкции.

Перед начаJIом выделения .ЩНК:
о Маркируют необходимое кOличество пробирок из расчета N*2, где N - количество

исследуемых образцов.
о Вносят в кarкдую шробирку по 90 мкл исследуемого образца и 10 мкл ВКо.
. В пробирку оКо вносят 90 мrtл оКо + 10 мкл Вко.



. В пробирку К+ПЩР внося,г 80 мкл оКо + 10 мкл К+ПЦР * 10 мкл Вко.
После чего приступают к выделению ЩНК в соответствии с инструкцией к используемому

набору.

5.2 Проведение ПI]Р с i,ибридизационно-флуоресцентной детекцией продуктов

реакции в режиме реального времени.
о отобрать и промаркировать IIужное 1(оличество (из расчета N*ý, где N - количество

исследуемых образцов) пробирок. Тигl пробирок, стрипов, плашек следует выбирать с

учетом тиIIа испоJIьзуемого прибора;
о Разморозить реактивы, входящие в состав тест-системы. Внимание: Таq-полимеразу

разморa)кивагь не нркно;
о В отдельной пробирке смешать IIL{P-cMecb Nчl, ПЩР-смесь JФ2 Таq-полимер€ву (объем

реагентов на 1 реакцию: ПЩР-смесь J\Ъ1 - 7мкл, ПI_{Р-смесь J\b2 - 8 мкл, ДНК-
полимераза - 0,25 мttл), тIцательно перемеrrlать, осадить капли кратковременным
центрифугированием с помоlцыо цеrlrрифуги/вортекса ( 1 -2 с);

о Полученную реакцион}IуIо смесь внести по 15 мкл в промаркированные пробирки.
о Внести в ках(дую пробирку по 10 мкл,щнк исследуемых образцов.
о Внести по 10 мкл контрольньlх образцов оКо и К+ПЦР.,Щля полl^rения корректного

результата реакции ОКО и К+tIЦР должны проходить через все те же этапы, что и
исследуемые образцы, начиная с выделения ЩНК.

о Внести по 10 мкл Д{НК-калибраторов К1 и К2 в соответствующие пробирки.
Внимание: первым необхсlдимо вносить ,,ЩНК-ка;lибратор К2, затем К1, для
предотвращения контаIuинации.

о общий объем реакционной смеси - 25 мкл, включtш объем пробы ДНк - 10 мкл.
о Запрограммировагь амплификатор с оптическим модулем следующим образом:

N9 Сегмент цикла 'Гемпература Время
количество

циклов
1 Преденатурация 95'с 5 минуг 1

2

Денатурация 95"с 15 сек

40отхсиг
lеmекцuя флуоре сценmноzо
cuZHalta*

55"с 45 сек

,Щетекция флуоресцентного сигнаJIа осуtцествляется :

Щля ВКО - по каналу для флуорофора FАМ
Щля ЩНК ВК вирусов - по канаJIу для флуорофора ROX

о Установить пробирки в ячейки реакционного модуля прибора.
о Указать прибору, в каких я.rейках находятся.щнк-ка-тlибраторы и их концентрацию.
озапустить выполнgFIие прогрaммы амtтлификации с детекцией флуоресцеfiтного сигнала.
Анализ результатов поводя,т с помощью проlраммного обеспечения используемого

прибора для проведения ПI-\Р с детекцией в режиме реаJIьного времени.
Ана_llизирlтот кривые накопления флуоресцентного сигнала по канаJIу для флуорофора

ROX и FАМ. Результаты интерлретируIотся на основании наJIичия (или отсутствия)
пересечения кривой флуоресценции с установленной на соответствующем уровне пороговой
линией, чIо определяет нilJlичие/от,суr.,ствие для ланной пробы ДНК ВКV.

Внимание: .Щля провеления анализа на приборе Rotor Gene (или анапогичном) должны
быть установJIены слелуюrцие настройки:

KDynamio tuЬе>/<,Щинами.tеский фоп> - включить
KSlope сошесt>/<Коррекция yKJIo}Ia) * включить
KOutlier Rеmочаl>/<УстранеrIие выбросов)) *- значение NTC thrеshоld/Порог фона - |0%
<СТ Саlсulаtiоп>/<Вычисление СТ) -- значение Threshold/ Порог : 0.05
При этом в таблице резуJIь,гатов о,гражается IIаJIичие/отсугствие значения порогового



цикла (Ct) реакции, а таюке концентрациrI rrирусной.ЩНК в исследуемьгх проб.lх, KoTopaJ{

автоматически высчитывается Ilрограммltым сlбеспечением амплификатора на основании Ct

ЩНК-калибраторов.

ИнтерпретируIот ре:]уль,-гiп,ь] сJIедующим образом:
о ЩНК ВКV обнаружена, если для данной пробы в таблице результатов по каналу для

флуорофора ROX определелIо значение порогового цикла меньше граничного*.
о Результат ПЩР считается достоверным, если для пробы с оКо полrIен отрицательный

результат, для пробы К+ПЦР lrолучено пороговое значение меньше граничного*, ДJlя ВКО в

каждой пробирке irо KaHmIy FАМ пороговое значение Ct находится в указанньж пределах*.
о Если для полохмтелLных контро.пей значение порогового цикла отсутствует или

превышает гра}IичFIое значение*, необходимо повторить ПЩР (п.5.2).

о Если для ВКо в пробе значение trорогового цикла отсутствует или вьгходит за
границы*, необходимо повторно выделить ЩНК из образца (п.5.1) и проВесТи ПЩР (п.5.2).

о Если для оКо определено з}Iачеilие порогового цикла Сt<з7 (на приборах роторного
типа) или Ct <40 (на приборах IIJIаIIIIIетI{ог,о типа), необходимо повторить исследование,
начинtlя с этапа выделения flHK (п.5.1), строго ооблюдая меры предосторожности Для
предотвращения контаминации,

* - граничные значения пороговых циклов указаны во вкладыше к набору

6 ФОРМА ВЫПУСКА
кнабор реагеIlтов для выяtsлеl:rияи количественного определения,щнк Вк вируса (вкv)

в клиническом материале методом tIолимеразной цепной реакции (ПЦР) с гибридизационно-

флуоресцентнtlй детеtсцией) выпускается в виде упакованного набора. Набор выrrускается в

комплекте, достаточном для проведения 60 реакций амплификации, вкJIючая контроли и
калибраторы.

7 УСЛОВИЯ ХРАНЕНИЯ И ТРАНСПОРТИРОВКИ
Хранение набора доJIжно производиться при температуре -16 до -200С в защищенном от

света месте на протяжеI{ии tsсего срока годности. Транспортирование набора должно
производиться при температуре -16О...-20'С.

Срок годности набора - б месяцев с даты изготовления.
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