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<Набор реагентов для выявJIения и коJIичественного определения ЩНК ВК вируса(ВКV), JC ВИРУСа (JCV) И аДеНОВИРУсОв (AdV) методом полимеразной цепной реакции (пцр)с гибридизационно-флryоресцентной детекцией кВКV-JСY-АdY) пр.дЬпяет собой набор
реагентов для проведения ПЩР с детекцией продуктов амплификй"" u р.о,rr. p*nb.oвремени с целью выявления и количественного определения ЩНК вкч, Jcv, дdЧ в образцахбиологического материала (цельной кроRи, 

"urйроrп," 
крови, мочи, назофарингеаJIьньIхм€lзков, ликвора, фекалий, образцов тканей 

" op.uro" чело"ека, образцов питьевой/сточнойводы).
основным свойством тест-системы является способность обнаруживать присугствие висследуемом образце ЩНК вкv, JCV, AdV методом пцр. Накйление специфическихПродуктов пцР выявляется за очет нарасl,ания иЕтенсивности флуоресценции послеосвобояцениЯ флуоресцентных меток в результате р;врушения l]НК-полимеразойгибридизациоFIных зондов, связавшихaо aо 

"пaц"фическими участками ДНК.АналиЗ результатОв проводЯт с помоIЦью программногО обеспечения используемогоприбора для провеДения ПI]Р с детекцией в рехсим.'р.urr"по.о времени. Анализируют кривыенакопленИя флуоресЦеIIтногО сигнаJIа по KaHа;Iy ROX для регистрации накоtrления продуктовамплификации фрагментов днк BI{V, Adv, no nun-y ЁаМ 1rn, нЕх, в зависимости откомплектации набора) -ДНК JCV, ВКО.

1 НАЗНАЧЕНИЕ

Набор реагентов предназначен для вьUIвления и колиIIественного определения !НКвкv, JСV и АdV_путем амплификации специфических фрагментов ДНК данньIх вирусовметодом ПI]Р с гибридизационно-флуоресцентной детекцией продуктов аtrлплификации.
Набор выпускается в трех комплектациях, достаточных для проведения б0 реакцийамплификации в отношении каждого возбудителя, включая контроли и калибраторы.

2 СОСТАВ НАБОРА
Таблица Jel - Состав комплектаllий

Комп-rlек,гация Л!]
(BKV-jCV-AdV>

Комплектация Ns2
KBKV-JCV>

комплектация
Nsз (AdV)

l ПЩР-смесь J\l l 2х455 мкл l х455 мкл lx455 мкл
2 rцr--смесь J\gl lJK V -JC V-t]tt() l х_520 мшl
з lцr_смесь л9z БкV_JСv l х520 мкл
4 ПI_{Р-смесь N92 AdV-BKO l X52U мкл lx520 мк.гl
5 .ЩНК- полимераза 1S ед7м*л) 2х20 мкл l х20 мпl 1х20 мкл
6 К+ l х /UU N,Iк.п 1 х700 мкл l х700 мкл
7 вко lXiOUO мкл l х l000 мкл l х 1000 мкл
8 око l х l000 мкл l х l000 MKrr ] xl000 мкл
9 BKV/JCV1 х3()0 мкл 1 хЗ00 мкл
10 BKV/JCv2 jUO мкл l х300 мкл
lI Txl J(JU мкл

1 х300 мшrl2 тх2 l XJOU мкл
1 х300 мкл

внимание: Тест-система не укомплектоваIIа наборами реагентов для вьцеления
днк, Щля проведения исследоRаний с помощью тест-системы дополнительно используютследующие реактивы, не входящие в его состав:

о Набор для выдеJIения вирусной ЩНК - любой марки.3 АНЛЛИТИЧЕСКИЕХАРАКТЕРИСТИКИ

Анаrrитическая спеI{ифичнос,гь rrабора ts отношении ЩIIк BKv, JCV и дdч - 100%.Аналtитическая чувствительность I]I)1яВления днк вкч,.Iсч и дdV *i03 ГЭ/мл.



4 коI-IтрOлъ кАчЕствА
В соответствии с системой менеджмента предприятия-изготовителя каждаrI сериянаборов дол)Iс{а быть проверена и прицята отдеj]ом биологического конlроля (оБк)изготовителя на соответствие всем показателям Ту BY 1 005 5 8 0з2,426-2022.

5 МЕРЫПРЕДОСТОРОЖНОСТИ

РаботУ следуеТ tIроводить в лаборатории, выполняющей молекулярно-биологические
ИССЛеДОВаНИЯ бИОЛОГИЧеСКОГО МаТеРИала на наJIичие возбудителеt инфЁкционньж болезней, ссоблюдением Саннип ктребо"urr"" безопасности lIри осуществлении работ с условно-патогонными микроорганизмами и патоI,енными биологическими агент€lми, к организации ипроведению их учета, хранения, передачи и ,гранспортировки)), 

утвержденнымипосТаноВлением МинистерсТВа ЗДраВоохранения Республиои ьеоарусь от 6.01 .20|7 г. Jrlb2. всеиспользованные материалы необходимо подвергать обрабътке дезинфицируIощимисредствами в соответствии с требованиями СанFIиП <СЪнитарно-эпидемиологические
требования к обращению с ,едйцrrскими отходами), Утвер,,ценными постановлениемМинистерства здравоохранения Республики Беларусъ от 1 .02,2018 г. ЛЪ14.работа проводится только в одноразовых перчатках, использ}.ются одноразовыенаконечники для автоматических пипе,гок с аэрозольrr"rй барuером. Однорi}зовая пластиковаяпосуда (пробирки, наконечники) обеззuрuru"Ъu"rся З-5Yо Ъ;.;;;й-riЬр.п"." водорода вСПеЦИ'tЛЬНЬТХ КОНТеЙНеРаХ, ПОСЛе ЧеГО РiВрешается слив в общую пЬ*r*"ruционную соть.Постановку ПЦР осуществJIятот в-3 рабочих зонах. Зона 1 (ламинарный бокс, бокс сУФ-лампой) *- выделение ЩНК из rIроб биологического материала. Зона 2 (ламинарный бокс,бокс с УФ-лампой) - подготовка проб и контролей, внесение проб в микропробирки с пцр-реагентами, постановка ПL{Р. Зона 3 - проведение urrrпrф"пации. ПроО", из Зоны ззапрещаеТся переносить в Зоны 1 и 2 во избежаrrие контаминации ЩНК-матрицей.пр" утилизации пробирок, содержащих продук'ы пцр после амплификации,недопустимо их открывание и разбрызгивание содержимого, поскольку это может привести кконтаминации продуктами амплификации лабораторной зоны, оборудова ния иреагентов.Пипетки или наконечIIики должны иметь tlэрозольный барьер. Перчатки и халатыменяют при шереходе из одtrой зоны в Другую. Поверхности столов, а также помещения, гдепроводится постановка ПI]Р, дол}кны обязательно до начала и после окончания работоблучаться ультрафиолетовым светом.

Применять набор строго по назначеFIию, согласно данной инс.iрукции.
не исполь:lовать набор по истечению срока годности.

6 МАТЕРИАЛЫ И ОБОРУДОВАНИЕ, ТРЕБУЮЩИЕСЯ ДОПОЛНИТЕЛЬНО
6,1 Набор для выделения вирусной l]HK (кНК-экстро, РНГIЩ ЭМ, кРИБО-преп>АмплиСенс или анаJIогичный любой марки).
б,2 Программируемый амплификатор с системой детекции флуоресцентного сигнiUIа врежиме (реаJIьного времениD (сFх96 Bio-Rad, США; Rоtоr-Gепе З000/6000/Q CorbettResearch, Австралия, или анаJIогичный любой марки).
6,З НастоЛьныЙ бокс С бактерицИдной ламПой 1nurrprrep, <BiocomD илИ любоЙ другоймарки) либо стерИльтrыЙ пu*"rruр.ruiй шкаф 1напримеР, Kojair KR- 125 SafetY или любоЙ другоймарки).
6,4 ТВеРДОТеЛЬНЫЙ'ГеРМостат д.llя пробироктипа <эппендорф> на 25-1000с (например,<<Biocom> или любой лругой марки).
б.5 I]ентрифуга-вортекс (любой марки).
6,б Микроцентрифуга лля пробирЬк типа <l)ппендорф> до 14 тыс. об/мин. (любоймарки).
6.7 ВакууМный отсасЫват,еJIЬ с колболi-"гlовуtrrкой (:rюбой марки).
6,8 Набор автомагических дозаl]оров IIеременного объема (наlrример, t<Ленпигtет>,<Gilson> либо любой другой марки).



6,9 ОдноРазовые наконечнИки для пилеток переменного объема с аэрозольнымбарьером до 10 мкл, до 200 мкл и до 1000 мкл.
б,10 Пробирки свободные от РНКаз и ЩFIКаз типа кЭппендорф> на 1,5 мл и на 0,2 мл.
6.1 1 Штативы для наконечников, микропробирок (любой,upn"l
6.12 Холодильник на 2-8ос и gа -20оi, *оро."rr""ик на -20.с.
б.13 Ёмкость дJIя сброса наконеtIников.

7 СПОСОБ ПРИМЕНЕНИЯ

7.1. Выделение ЩНК.
Реактивы для вьцеления ЩНК нЕ вхоДЯТ в cocr:aB настоящего набора и должныприобретаться допOлнительно. 

v'rЧvr v

Вьтделение ЩFIК осуществляют с использованием соответствующих коммерческихнаборов, согласно прилаI,аемой инструкции.
Перед начiшом вьцеJIения l]HK:о Маркируют необходимое количество пробирок из расчета N+l, где N - количествоисследуемых образцов, 1 -- пробиркадля ОКО.о Вносят в каждуIо пробирку по 90 мкл исследуемого образца и 10 мкл ВКО.. В пробирку ОКО вносят 90 мкл ОКО + 10 мкл ВКО.
После чего приступают к выделению ЩFIК в соответствии с инструкцией к используемомунабору.

7,2 Проведение пщр с гибридизационно-флуоресцентной детекцией продуктов
реакции в режиме реального времени.о Разморозить реактивы, входящие в состав набора. Внимание: ffнк-полиморазу

разморa)кивать не FIужно;
о отобрать и промаркировать нужное количество (из расчета N+2 - дjUI качественногоопределения или N+5 - для количественного определения, где N - количествоисследуемых образцов) пробирок. Тип пробирок, стриIIов, плашек следует выбиратьс rIeToM типа используемого прибора;о В отдельной пробирке смешать ПЩР-смесь J\bl, одну из IIt{Р-смесей J\Ъ2 (ПЩР-смесь

J\Ъ2 BKV-JCV-BKO ИЛИ ПI-{Р-смесь NЬ2 BKV-JCV или ПцЁ-смесь JrJb2 дdV_вко _ взависимости о,г комплектациииlилu необходимых исследований), Щнк-полимеразув соответствии с таблицей 2, тщательно перемешать, осадить капJIиКРаТКОВРеМеННЫМ ЦеНТРИфУГИРОВаFIием с поN,Iощью центрифри/вортек." (Й ;.объем реагентоВ на 1 реакцию: ПL{Р-смесь NЬl - 7мкл, ПЦВ-смесь J\Ф2 - 8 мкл, днк-rlолимераза * 0,25 мкл.

Таблица Л92 - Pao.reT объем,Jrlrr{q Jl=L - I cr\,.ltJl UUl)gМa реаI'енТоR
Количес,гво исследуемых образцов* Объем реагентов

для количественного
определения

для качес,гвенItого
определения

пцр-
смесь Jrlb1

ПLц,_
смесь Jr]b2

днк-
полимерfr}а

28 з2 1,00
2 з5 40 1,25
J 42 48 1,50

1 4 49 56 1,J 5
2 5 56 64 2,00
J 6 бз 72 ,) ,)<
4 70 80 2,50
5 8 88 2,75
6 9 84 96 з,00
7 l0 9l 104 з,25
8 11 98 112 3,50
9 l2 l05 l20 з,75l0 l12 128 4,00ll ltl ]l9 lзб 4,25

I

,7

lз



|2 15 26 l44 4,50
13 lб JJ 152 4,7 5l4 17 40 160 5,00
l5 18 47 1б8 5,25
16 l9 54 176 5,50
17 20 61 l84 5"75
18 21 68 l92 6,00
19 22 75 200 6,25
20 2з 82 208 б,50,&, - расчеТы приведены с учетом заlтаса (расчет ,u t фЙffiОопurп"|" 

"еобходимостиilжii:tx'1---xxr|"i1:* образцов (око 
" jo_2 !НК-ка.пибратора (BKV/JCVI,

о Полученную реакционнуIо смесь внести по l5 мкл в промаркированные пробирки.о Внести в соответствуюп{ие пробирки по 10 мкл ЩНК 
"."п"ду"*ьтх 

сlбразцов.о Внести по 10 мкл ОКО, .ЩНК-каrrибраторов или К+ в соответствующие пробирки(согласно таблице 3). Внимапие: перВым необходимо вносить око, затем днк-калибраторы BKV/JCY2 пlили ТХ2, затем BKv/JCvl иlилиТХ1 для предотвращения
контаминации, Щля поJtучения корректного результатареакции оКО должен проходить
через все те же этапы, что и исследуемьте образцы, начинЕuI с вьцеления Щнк

Общий объем реакционной смеси - 25 мкл, включая объем пробы днк - 10 мкл.

Запрограммировать амплификатор с оIIтическим модуJIем следующим образом:

ЩетекциЯ флуоресцентного сигнала осуществJUIется:
- В комплек.гациях набора ЛЬ1 и N-q3

,Щля ВКО и JСV - по каналу дляl флуорофора FАМ
Щля ЩНК tsКV и Adv - по KaIraJIy дляблуорофора ROX

- В комплектации набора ЛЬ2
[ля ВКО -- по канаJIу для флуорофора НЕХ
flля ЩilК JCV - по каналу для флуорофора FАМ
Щля ЩНК ВКV- по канаJIу лля флуоJ,о(iора ROX

11ри одновременной постановке ПI{I;с p"."uir" ГII]Р-смесями Еа приборах RotorGene3000/6000/Q устанавливаIоТ оптимизаЦию уроtsня сигнаJIа по Пt]Р-смеси, содерЖащей

\Ur\ Y /J\2 Y l,BKV/JCV2 или ТХ1, тх2 - в зависимости от ПI]Р-смеси JФ2) в двух повторах дляколичестве}Iного определения ДНК и 2 контрольньгх образцов 1dKO и ri*) о*качественного определения ДIJК.

Таблица 3 - Схема внесения

Количественное определение

качественное
определение

ПЩР-смесь, содержащая :

ВКV/JСVI х 2. tsКV/JСVl х 2
BKV/JCV2 х 2 BKV/JCV2 х 2

Jъ Сегмент цикJIа. Гемrrература Врепля количество
I{иклов

1 ПреденатураtIия 95ос 5 минут 1

2

Денатш_lц4t___ 95uC l0 cerc

45
отясиг
lеmекцuя флуоре сцеIlmноzо
сl,tzнала*

55ос 40 сек



ПЩР-смесь ЛЬ2 ВКV-Jсv-вко или 1I.t_|})-cMecb ЛЬ2 BKV-JCV.
!ля этого необходимо устаноtsить оптимизацию уровня сигнала перед 1-м шагом детекции (вокне New ruп wisard нажать кнопку calibrate/iain tlptimization, затем calibrate/optimiseAcquiring, IIринятЬ стандартные нас:гройки уровней сигнаJIа для каналов Fдм и ROX(Min,reading 5,.__*Max.reading -fol и 

'Ъыбрать 
позиIlиlо пробирки, содержаrl{ейсоответствуtощую Пщр-смесь, поставрIть галочку И Реrfоrm calibratibn/optimisation Веfоrе1st Acquisition, закрыть окно нас.гройки ка-llибровки)

Установить пробирки в ячейки реакционного модуля прибора.
указать прибору, в каких ячейках находятся Щнк-калибраторы и их концентрацию,
которая указана во RкJIадыше к набору.
Запустить вы''олненLIе программы амплификации с детекцией флуоресцентногосигнала.

Анализ результатов поводят с IIомощью lrрограммного обеспечения используемого
прибора для проведения ПIlр с детекцией в режлtм. рй"по.о времени.

АнализирУrот кривые накопления флуоресц""rпrо.о сигнiUIа по кан€шу для флуорофоровRoX, FАМ и нЕХ, РезультатЫ иI'терпреТируются на основании наличия/отсутствия
пересечения кривоЙ флуоресценции с установленной на соответствующем уровне пороговойлинией, что определяет па-пичие/отсутствие для данной пробы Днк значения порогового
цикла (ct) в соответствующей графе таблицы результатов во вкладыше.

Внимание: ЩлЯ проведения анализа на приборе Rotor Gene (или анаJIогичном) должныбыть установлены следующие настройки:
KDynamic tuЬе>/кЩиrrами.lеский 

фоrr>> - вклIочить
KSlope соrтеСt>/<Коррекция уклона) - включить
KOutlier Rеmоvаl>/кУстранение выбросов)) * значение NTC thrеshоld/Порог фона - 10%<СТ Саlсulаtiоп>/кВычисление СТ) _- значение Threshold/ Порог: 0.05
При этом в таблице результатов отражается наличие/от,сутсЙие значеЕия Ct реакции, атакже концентрация вирусной днк в исследуемых пробах, которая автоматическивысчитывается программным обесuечением амплификатора на o.rrouurr"11 ct днк-калибраторов, ГIри одновременной постановке ПI]Р с разными ПЩР-смесями для корректного

расчета концентраций анализ результатов должен rrроводиться дJU{ каждой ПЩР-смесиотдельно (для этого актиRны.t{олхffiы быть ячейки только с одной ПЩР-смесью).

ИнтерпретируIот результ,атьi слелующим образом:о ЩНК ВКV, AdV обнаружена, если для ланной пробы в таблице результатов по каналу
для флуоРофора ROX определено значеFIие порогового t{икла меньше граничного*.о [НК JCV обнарух(ена, если для данной пробы в таблице p..ynururoB по KaHu,Iy дляфлуорофора FАМ определено значение поро.ового цикJIа МеНIrШ9 граничного*.о Результат ПЩР счит,ается достоверным, есJIи для пробы с оКополучен отрицатольный
результат, для пробы К* получено пороговое значение меньше граничногоt, для Вко вкаждой пробирке l]o каналу IrAM (или НЕх) пороговое значение ct находится в укtванныхпределах*.

о Если для К* или !НК-калибраторов значение порогового цикла отсутствует илипревышает граниLIное значение*, необходимо повторить 11ЩР (лj.2).о Если для ВКО в rrробе значение пороl,ового цикла отсутствуе' или вьIходит заграницы*, необходимо повторно вьIдеJIить ЩНk из образца (п.5.1) и провести Пt{Р (п.7.2).о ЕслИ для оКО определено значение порогового цикла Ct <39 (на приборах роторноготипа) или Ct а2 @а гrриборах планше'но.о ,гипа). необходимо повторить исследование,начинiш с этапа выделения ДI{It (п.7.1), строго соблюдая меры предосторожности дляпредотвращения контаминации,
* - граничНые значенИя пороговЫх циIiJ]ов указаны во вкJIадыше к набору

8 ФOрмА вышускА
кНабор реагентов для выявJIенIIя и коJlиtlестt]енного оrIределения !НК ВК вируса

о

a



(ВКV), JC ВИРУСа (JCV) И аДеНОвИРУСов (ArlV) rrrетодом полимеразной цепной реакции (пцр)с гибридизационно-флуоресцен,гнtlй детекцией (BKV-JCV-AdV) выпускается в виде
упакованного набора, Набор выIIускается в комIIлекте, достаточном дJш IIроведениrI60 реакций амплификации R отношении кФкдого возбудителя, вкл}очiш контроли икалибраторы.

9 условиrI хрАнЕнияитрАнсIIортировки
Набор хранят, при темIIературе от -16 до -20ОС в защищенном от света месте напротяжении всего срока го/Iности. 'lранспортировка набора долrкIIа производиться притемператУре оТ -16 дО -?0"С или при (+2,0+2)оС 

". боrr"" 1 сугок.
Срок годности набора - б месяцев с даты LIзготовления.

РАЗРАБОТЧИКИ:

Заведующий ;rабораторией инфекций
с природным резервуаром,
l,Р.7fец.начк, проф,

ffi ' 3;fiТ:;Ъ" """u 
u" 

о, о?; о#к2 
D 2 у

лаборатории инфекций с природным
резервуаром,
кацдdиол.начк

ДЦЙ.В, Поппонская о/, о? .2о2у,
чаучныи сотрудник
лаборатории инфекций с природным
Рý;рв/чом

W^%й+r^,tlИНОВИч 
ol, D1 2о2?

лаборатории инфекций с природным

Wk". Бельская ()i.o:/ 2D2(/
Научный сотрудIик лаборатории

1чф"пц"t с liриродным резервуаром
З.Ф. Богуш ol, D' 2Dzу

20z7

Научный сотрудник лаборатории
Инф9кций с rrриродным резеDвуаDоминФ9кциЙ с природIlым резервуаромK,Q,' О.Н. Казинец 'оlD 

?
МладшиЙ на1^lный сотрудник
лаборатории инфекций с природным
резеgff{аром

Й#:__IО.Б. KoлTyнoBa о/.О] 2D21/


