ФЕДЕРАЛЬНАЯ СЛУЖБА ПО НАДЗОРУ В СФЕРЕ ЗАЩИТЫ ПРАВ

ПОТРЕБИТЕЛЕЙ И БЛАГОПОЛУЧИЯ ЧЕЛОВЕКА

ФГУН ЦЕНТРАЛЬНЫЙ НАУЧНО-ИССЛЕДОВАТЕЛЬСКИЙ ИНСТИТУТ ЭПИДЕМИОЛОГИИ
ИНСТРУКЦИЯ

по применению тест-системы

«АмплиСенс Influenza virus A H5N1-FEP»

для выявления РНК вируса гриппа А (Influenza virus A) и идентификации субтипа H5N1 в клиническом материале методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) с гибридизационно-флуоресцентной детекцией по «конечной точке»

для прибора «АЛА-1/4» («BioSan», Латвия)

Тест-система состоит из трёх комплектов реагентов:

· «РИБО-сорб» вариант 50 - для выделения РНК/ДНК из клинического материала;

· «РЕВЕРТА-L» вариант 50 - для получения кДНК на матрице РНК;

· «АмплиСенс» вариант FEP - для ПЦР-амплификации кДНК Influenza virus A и идентификации субтипа H5N1 с гибридизационно-флуоресцентной детекцией по «конечной точке».
ФОРМА ВЫПУСКА.

Комплект реагентов «РИБО-cорб» вариант 50 включает:

	Реактив
	Описание
	Объем (мл)
	Кол-во

	Лизирующий раствор
	Прозрачная бесцветная жидкость
	22,5
	1 флакон

	Раствор для отмывки 1
	Прозрачная бесцветная жидкость
	20
	1 флакон

	Раствор для отмывки 3
	Прозрачная бесцветная жидкость
	50
	1 флакон

	Раствор для отмывки 4
	Прозрачная бесцветная жидкость
	20
	1 флакон

	Сорбент
	Суспензия белого цвета
	1,25
	1 пробирка

	РНК-элюент
	Прозрачная бесцветная жидкость 
	0,5
	5 пробирок


Дополнительно к комплекту реагентов «РИБО-сорб» прилагаются следующие реактивы:

	Реактив
	Описание
	Объем (мл)
	Кол-во

	ОКО
	Прозрачная жидкость соломенно-желтого цвета
	1,6
	3 пробирки

	ВКО STI-rec
	Прозрачная бесцветная жидкость
	0,12
	5 пробирок


Комплект рассчитан на выделение РНК из 50 проб, включая контрольные образцы (на каждые 10 клинических проб ставится по 1 отрицательному контролю выделения).

Комплект реагентов «РЕВЕРТА-L» вариант 50 включает:

	Реактив
	Описание
	Объем (мл)
	Кол-во

	DTT лиофилизированный
	Порошок белого цвета
	--
	5 пробирок

	RT-mix
	Прозрачная бесцветная жидкость
	0,125
	5 пробирок

	Ревертаза (MMlv)
	Прозрачная бесцветная жидкость
	0,03
	1 пробирка

	ДНК-буфер
	Прозрачная бесцветная жидкость
	1,2
	1 пробирка


Комплект реагентов рассчитан на 60 реакций обратной транскрипции, включая контрольные образцы.

Комплект реагентов «АмплиСенс» вариант FEP включает:

	Реактив
	Описание
	Объем (мл)
	Кол-во

	ПЦР-смесь-1-FEP Influenza virus A

раскапана в пробирки под воск
	Прозрачная бесцветная жидкость
	0,008
	55 пробирок 0,2 мл

	ПЦР-смесь-2-Flu
	Прозрачная бесцветная жидкость 
	0,77
	1 пробирка

	ПЦР-смесь-Фон
	Прозрачная бесцветная жидкость
	0,5
	1 пробирка

	Минеральное масло для ПЦР
	Бесцветная вязкая жидкость
	4,0
	1 флакон

	ПКО кДНК Influenza virus A
	Прозрачная бесцветная жидкость
	0,1
	1 пробирка

	ТЕ-буфер
	Прозрачная бесцветная жидкость
	0,5
	1 пробирка


Комплект реагентов рассчитан на 55 реакций амплификации, включая контрольные образцы.

Дополнительные реагенты для идентификации субтипа Н5N1 Influenza virus A
	Реактив
	Описание
	Объем (мл)
	Кол-во

	ПЦР-смесь-1-FEP Influenza virus A H5N1

раскапана в пробирки под воск
	Прозрачная бесцветная жидкость
	0,008
	55 пробирок 0,2 мл

	ПКО кДНК Influenza virus A H5
	Прозрачная бесцветная жидкость
	0,1
	1 пробирка

	ПКО кДНК Influenza virus A N1
	Прозрачная бесцветная жидкость
	0,1
	1 пробирка


НАЗНАЧЕНИЕ.
Тест-система «АмплиСенс Influenza virus A H5N1-FEP» предназначена для выявления РНК вируса гриппа А (Influenza virus A) и идентификации субтипа H5N1 в клиническом материале методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) с гибридизационно-флуоресцентной детекцией по «конечной точке».
Тест-система рассчитана на 50 тестов, включая контрольные образцы.

ЗАБОР И ХРАНЕНИЕ ОБРАЗЦОВ.

Для исследования используют следующий материал.

Материал от людей:

· мазки из полости носа и ротоглотки, смывы из полости носа и ротоглотки, аспират из трахеи, фекалии, секционный материал. 

Взятие мазков из полости носа.

Мазки (слизь) берут сухими стерильными зондами с ватными тампонами. Зонд с ватным тампоном вводят легким движением по наружной стенке носа на глубину 2-3 см до нижней раковины. Затем зонд слегка опускают книзу, вводят в нижний носовой ход под нижнюю носовую раковину, делают вращательное движение и удаляют вдоль наружной стенки носа.

После забора материала тампон (рабочую часть зонда с ватным тампоном) помещают в стерильную одноразовую пробирку с 500 мкл стерильного физиологического раствора или раствора фосфатного буфера. Конец зонда отламывают или отрезают, с расчетом, чтобы он позволил плотно закрыть крышку пробирки. Пробирку с раствором и рабочей частью зонда закрывают.

Взятие мазков из ротоглотки.

Мазки из ротоглотки берут сухими стерильными зондами с ватными тампонами вращательными движениями с поверхности миндалин, небных дужек и задней стенки ротоглотки после предварительного полоскания полости рта водой. 

После забора материала тампон (рабочую часть зонда с ватным тампоном) помещают в стерильную одноразовую пробирку с 500 мкл стерильного физиологического раствора или раствора фосфатного буфера. Конец зонда отламывают или отрезают, с расчетом, чтобы он позволил плотно закрыть крышку пробирки. Пробирку с раствором и рабочей частью зонда закрывают.

Получение смывов из полости носа.

Манипуляции производят в положении больного сидя с отклоненной назад головой. Для получения смыва из полости носа в оба носовых хода поочередно с помощью зонда или одноразового шприца вводят по 3-5 мл теплого стерильного изотонического раствора натрия хлорида. Промывную жидкость из обоих носовых ходов собирают через воронку в одну стерильную пробирку. Не допускается повторное использование воронки без предварительного автоклавирования.

Получение смывов из ротоглотки.

Перед манипуляцией необходимо предварительное полоскание полости рта водой. После этого проводят тщательное полоскание ротоглотки (в течение 10-15 с) 8-10 мл изотонического раствора натрия хлорида. Жидкость собирают через воронку в стерильную пробирку. Не допускается повторное использование воронки без предварительного автоклавирования.

Фекалии.

Используют пробы фекалий массой (объемом) 1-3 г (1-3 мл). Фекалии забирают из предварительно продезинфицированного горшка или подкладного судна. Пробу в количестве 1 грамма (примерно) отдельным наконечником с аэрозольным барьером или одноразовыми лопатками переносят в специальный стерильный флакон.

Материал от животных: 

· фекалии (4-5 г) от больных животных в стерильных контейнерах; 

· мазки из клоаки берут сухими стерильными зондами с ватными тампонами. После забора материала тампон (рабочую часть зонда с ватным тампоном) помещают в стерильную одноразовую пробирку с 500 мкл стерильного физиологического раствора или раствора фосфатного буфера. Конец зонда отламывают или отрезают, с расчетом, чтобы он позволил плотно закрыть крышку пробирки. Пробирку с раствором и рабочей частью зонда закрывают;

· трахеальные смывы получают с помощью стерильного физиологического раствора;

· внутренние органы (фрагменты трахеи и легких, селезенка, мозг) в одноразовых стерильных контейнерах.

Допускается хранение вышеперечисленного материала до проведения исследования в течение суток при температуре от 2 до 8 °С или 1 неделю - при температуре не выше минус 16 °С.

Подготовка исследуемого материала.

Все работы по сбору, транспортированию и подготовке проб клинического и секционного материала осуществляют в строгом соответствии с требованиями СП 1.3.1285 –03 «Безопасность работы с микроорганизмами I-II групп патогенности (опасности)», СП 1.2.036-95 «Порядок учета, хранения, передачи и транспортирования микроорганизмов I-IV групп патогенности». Все манипуляции, связанные с подготовкой проб, проводятся пипеточными дозаторами переменных объемов с использованием одноразовых полипропиленовых пробирок на 1,5 мл и 10,0 мл и наконечников с аэрозольным барьером. Одноразовая пластиковая посуда (пробирки, наконечники) должна сбрасываться в специальный контейнер, содержащий дезинфицирующий 0,2%-ный раствор ДП-2Т и утилизироваться в соответствии с вышеуказанными документами.

Мазки и смывы используются без предварительной обработки.
Аспират из трахеи. Дополнительно требуется реагент «МУКОЛИЗИН» производства ФГУН ЦНИИЭ Роспотребнадзора. Работа выполняется по инструкции к реагенту «МУКОЛИЗИН». Подготовленную мокроту (50 мкл) используют для экстракции РНК. При необходимости повторного проведения анализа остаток мокроты замораживают. 

Внутренние органы животных и секционный материал гомогенизируют с использованием стерильных фарфоровых ступок и пестиков, затем готовят 10% суспензию на стерильном физиологическом растворе или фосфатном буфере. Суспензию переносят в пробирку на 1,5 мл и центрифугируют при 10 тыс. об./мин в течение 30 секунд. Супернатант используют для экстракции РНК.

Фекалии людей.

При исследовании нативных фекалий без предшествующего замораживания готовят фекальную суспензию (при водянистой консистенции фекалий в виде прозрачной жидкости фекальную суспензию не готовят).

Приготовление фекальной суспензии:

В соответствующее пробам количество микроцентрифужных пробирок (объемом 1,5 мл) вносят 0,8 мл фосфатного буфера (стерильного изотонического раствора натрия хлорида).

В каждую пробирку отдельным наконечником с аэрозольным барьером (или одноразовыми лопатками) вносят 0,1 г (0,1 мл) фекалий и тщательно ресуспендируют на вортексе до образования гомогенной суспензии.

При невозможности исследования материала в течение суток и/или необходимости длительного хранения к 10-20%-й суспензии фекалий в фосфатном буфере (или стерильном изотоническом растворе натрия хлорида) добавляют глицерин в конечной концентрации 10-15%. Подготовленные таким образом пробы замораживают только после тщательной гомогенизации и экспозиции с глицерином в течение 30-40 минут.

Приготовление осветленного экстракта фекалий:

Для приготовления осветленного экстракта фекалий используют фекалии водянистой консистенции, свежеприготовленную суспензию фекалий или суспензию, подвергавшуюся замораживанию с глицерином.

Взвесь фекалий интенсивно гомогенизируют на вортексе и переносят в эппендорф.

Осветляют полученную суспензию путем центрифугирования при 10 тыс. g (12 тыс об./мин.) в течение 5 минут. Супернатант используют для экстракции РНК.

Фекалии животных.

Для исследования используют 4-5 г фекалий. Готовят 10% суспензию на стерильном физиологическом растворе, тщательно ресуспендируют и декантируют в течение 10 мин. Надосадок переносят в эппендорф и центрифугируют при 12 тыс. об./мин в течение 5 мин. Супернатант используют для экстракции РНК.

МЕРЫ ПРЕДОСТОРОЖНОСТИ.

1. Работать только в одноразовых перчатках, использовать и менять при каждой операции одноразовые наконечники для автоматических пипеток с аэрозольным барьером. Одноразовую пластиковую посуду (пробирки, наконечники) необходимо сбрасывать в специальный контейнер, содержащий дезинфицирующий 0,2 %-ный раствор ДП-2Т.

2. Анализ проводится в двух отдельных помещениях (зонах), согласно МУ 1.3.1794-03 «Организация работы при исследованиях методом ПЦР материала, инфицированного микроорганизмами I-II групп патогенности».
3. Все лабораторное оборудование, в том числе пипетки, штативы, лабораторная посуда, а также все рабочие растворы должны быть строго стационарными. Запрещается переносить их из одного помещения в другое. 

4. Поверхности столов, а также помещения, в которых проводится постановка ПЦР, до начала и после завершения работ необходимо подвергать ультрафиолетовому облучению.

ДОПОЛНИТЕЛЬНЫЕ МАТЕРИАЛЫ И ОБОРУДОВАНИЕ, ТРЕБУЕМЫЕ ДЛЯ ПРОВЕДЕНИЯ ПЦР-АНАЛИЗА.
(с указанием фирм-производилей / поставщиков):
ЗОНА 1.

Для этапа выделения РНК из клинического материала требуются:

1.  Ламинарный шкаф (например, «БОВ-001-АМС», «Ламинарные системы», Россия).
2.  Твердотельный термостат для пробирок типа «эппендорф» на 25 – 100 °С (например, «Термо 24-15», «Биоком», Россия).
3.  Микроцентрифуга для пробирок типа «Эппендорф» до 16 тыс. об/мин (например, «Elmi», Латвия; «Hettish», Германия).
4.  Вакуумный отсасыватель медицинский с колбой-ловушкой для удаления надосадочной жидкости (например, ОМ-1, г.Ульяновск, Россия).
5.  Вортекс (например, «ТЭТА-2», «Биоком», Россия).
6.  Отдельный набор автоматических пипеток переменного объема (например, «Ленпипет», Россия).
7.  Отдельный халат и одноразовые резиновые перчатки.
8.  Одноразовые полипропиленовые плотно закрывающиеся пробирки на 1,5 мл (например, «Axygen», США).
9.  Одноразовые наконечники для пипеток переменного объема с аэрозольным барьером до 200 и до 1000 мкл (например, «Axygen», США).
10.  Штативы для наконечников (например, «Axygen», США) и микропробирок (например, «ИнтерЛабСервис», Россия).
11.  Холодильник от 2 до 8 °С.
12.  Емкость с дезинфицирующим раствором.
ЗОНА 2.

Для проведения реакций обратной транскрипции и амплификации, а также детекции продуктов амплификации требуются:
1.  Амплификатор (например, «GeneAmp PCR System 2700», «Applied Biosystems», США).
2.  Флуоресцентный ПЦР-детектор «АЛА-1/4» («BioSan», Латвия).
3.  ПЦР-бокс (например, «БАВ-ПЦР-«Ламинар-С», «Ламинарные системы», Россия).
4.  Вортекс (например, «ТЭТА-2», «Биоком», Россия).
5.  Отдельный набор автоматических пипеток переменного объема (например, «Ленпипет», Россия).
6.  Одноразовые наконечники с аэрозольным барьером до 200 мкл (например, «Axygen», США).
7.  Одноразовые полипропиленовые микропробирки объемом 0,5 мл (например, «Axygen», США).

8.  Штативы для наконечников (например, «Axygen», США) и микропробирок объемом 0,5 мл (например, «ИнтерЛабСервис», Россия).
9.  Холодильник от 2 до 8 °С с морозильной камерой не выше минус 16 (С.
10.  Отдельный халат и одноразовые перчатки.
11.  Емкость с дезинфицирующим раствором.
ПРОВЕДЕНИЕ АНАЛИЗА.

ЭТАП 1. ВЫДЕЛЕНИЕ РНК ИЗ КЛИНИЧЕСКОГО МАТЕРИАЛА.

(проводится в ЗОНЕ 1 - помещении для обработки клинического материала).

Порядок работы.

ВНИМАНИЕ! Для работы с РНК необходимо использовать только одноразовые стерильные пластиковые расходные материалы, имеющие специальную маркировку «RNase-free», «DNase-free». 

1. Лизирующий раствор и раствор для отмывки 1 (если они хранились при температуре от 2 до 8 °С) прогреть при 60-65 °С до полного растворения кристаллов. 

2. Отобрать необходимое количество одноразовых пробирок на 1,5 мл с плотно закрывающейся крышкой (включая отрицательный контроли выделения). Внести в каждую пробирку по 450 мкл лизирующего раствора, по 10 мкл ВКО STI-rec и по 50 мкл ОКО. Промаркировать пробирки.
3. В пробирки с лизирующим раствором, ВКО STI-rec и ОКО внести по 50 мкл исследуемого образца, используя наконечники с аэрозольным барьером. Перемешать пипетированием. Инкубировать при комнатной температуре от 3 до 5 минут.

4. В пробирку отрицательного контроля (ОК) выделения внести 50 мкл ОКО.

5. Плотно закрытые пробы тщательно перемешать на вортексе и процентрифугировать в течение 5 с при 5 тыс. об/мин на микроцентрифуге для удаления капель с внутренней поверхности крышки пробирки. Если в пробирках находятся взвешенные частицы (не растворившийся полностью материал), центрифугировать при 10 тыс. об./мин. в течение 1 мин на микроцентрифуге и перенести супернатант в другие пробирки. 

6. Тщательно ресуспендировать сорбент на вортексе. В каждую пробирку отдельным наконечником добавить по 25 мкл ресуспендированного сорбента. Перемешать на вортексе, поставить в штатив на 1 мин, еще раз перемешать и оставить на 5 мин.

7. Процентрифугировать пробирки для осаждения сорбента при 10 тыс. об/мин в течение 30 с на микроцентрифуге. Удалить супернатант, используя вакуумный отсасыватель и отдельный наконечник для каждой пробы.

8. Добавить в пробирки по 400 мкл раствора для отмывки 1. Перемешать на вортексе до полного ресуспендирования сорбента, процентрифугировать 30 с при 10 тыс. об/мин на микроцентрифуге. Удалить супернатант, используя вакуумный отсасыватель и отдельный наконечник для каждой пробы.

9. Добавить в пробирки по 500 мкл раствора для отмывки 3. Тщательно ресуспендировать сорбент на вортексе. Проценрифугировать 30 с при 10 тыс. об/мин на микроцентрифуге. Удалить супернатант, используя вакуумный отсасыватель и отдельный наконечник для каждой пробы.

10. Повторить отмывку раствором для отмывки 3, следуя пункту 9.

11. Добавить в пробирки по 400 мкл раствора для отмывки 4. Тщательно ресуспендировать сорбент на вортексе, процентрифугировать 30 с при 10 тыс. об/мин на микроцентрифуге. Полностью удалить супернатант из каждой пробирки отдельным наконечником, используя вакуумный отсасыватель.

12. Поместить пробирки в термостат 60 °С на 5-10 мин для подсушивания сорбента. При этом крышки пробирок должны быть открыты.

13. В пробирки добавить по 40 мкл РНК-элюента, используя наконечники с аэрозольным барьером, свободные от РНКаз. Перемешать на вортексе. Поместить в термостат 60 ºС на 2-3 мин. Перемешать на вортексе и процентрифугировать пробирки на максимальных оборотах микроцентрифуги (12-13 тыс. об/мин) в течение 1 мин. Супернатант содержит очищенную РНК. Пробы готовы к постановке реакции обратной транскрипции.

Реакцию обратной транскрипции следует проводить сразу после получения РНК-пробы. Отбирать раствор РНК для реакции нужно очень осторожно, не захватывая сорбент. Если сорбент взмутился, необходимо осадить его на центрифуге. 

Очищенная РНК может храниться до 4 часов при температуре от 2 до 8 °С. Для длительного хранения препарата необходимо отобрать раствор РНК, не захватывая сорбент, перенести в стерильную пробирку и хранить в течение года при температуре не выше минус 68 °С.

ЭТАП 2. ПОСТАНОВКА РЕАКЦИИ ОБРАТНОЙ ТРАНСКРИПЦИИ, ПРОВЕДЕНИЕ ПЦР и детекция результатов.
(проводится в ЗОНЕ 2 - помещении для подготовки и проведения амплификации (ПЦР).

I. Постановка реакции обратной транскрипции.

(Общий объем реакции - 20 мкл, объем РНК-пробы - 10 мкл).

ВНИМАНИЕ! При работе с РНК необходимо использовать только одноразовые стерильные пластиковые расходные материалы, имеющие специальную маркировку «RNase-free», «DNase-free».

Порядок работы:

1.
Отобрать необходимое количество микропробирок на 0,2 мл.

2. Приготовить реакционную смесь на 12 реакций. Для этого в пробирку с DTT лиофилизированным добавить 125 мкл RT-mix и тщательно перемешать на вортексе, осадить капли с крышки пробирки. 

3. К полученному раствору добавить 6 мкл ревертазы (MMlv), пипетировать 5 раз, перемешать на вортексе. Осадить капли с крышки пробирки кратковременным центрифугированием. 
4. Внести в микропробирки по 10 мкл готовой реакционной смеси. 

5.
Используя наконечник с барьером, добавить 10 мкл РНК-пробы в пробирку с реакционной смесью. Осторожно перемешать.

6.
Поставить пробирки в амплификатор (термостат) на 37 °С на 30 минут.

7. Полученную в реакции обратной транскрипции кДНК для последующей постановки ПЦР развести в 2 раза ДНК-буфером (к 20 мкл кДНК отдельным наконечником с барьером добавить 20 мкл ДНК-буфера, аккуратно перемешать пипетированием 10 раз).

Готовый препарат кДНК можно хранить при температуре не выше минус 16 (С в течение недели или при температуре не выше минус 68 °С в течение года.

II. Проведение ПЦР.
(Общий объем реакции - 25 мкл, объем кДНК-пробы - 10 мкл).

Во всех комплектах реагентов для ПЦР-амплификации «АмплиСенс» обязательно применяется «горячий старт», который обеспечивается разделением нуклеотидов и Taq-полимеразы прослойкой воска. Плавление воска и перемешивание реакционных компонентов происходит только при 95 °С, что значительно снижает количество неспецифически затравленных реакций. 

Выявление РНК Influenza virus A.
Порядок работы.

А. Подготовка пробирок для проведения ПЦР.

1.
Отобрать необходимое количество пробирок с ПЦР-смесью-1-FEP Influenza virus A для амплификации кДНК исследуемых и контрольных проб.

2.
На поверхность воска внести по 7 мкл ПЦР-смеси-2-Flu, при этом она не должна проваливаться под воск и смешиваться с ПЦР-смесью-1-FEP Influenza virus A.

3.
Сверху добавить по капле минерального масла для ПЦР (примерно 25 мкл). 

4.
Приготовить 2 контрольных образца «Фон». Для этого в две пробирки с ПЦР-смесью-1-FEP Influenza virus A на поверхность застывшего воска внести 17 мкл ПЦР-смеси-Фон, при этом она не должна проваливаться под воск и смешиваться с ПЦР-смесью-1-FEP Influenza virus A. Сверху добавить каплю минерального масла для ПЦР.

Б. Проведение амплификации.

1.
Взять подготовленные для ПЦР пробирки. Под масло или непосредственно на масло, используя наконечники с аэрозольным барьером, внести по 10 мкл кДНК, полученных в реакции обратной транскрипции РНК. 

2.
Две дополнительные пробирки предназначаются для контролей этапа ПЦР:
а)
отрицательный контроль (К-) - вместо кДНК-пробы внести в подготовленную пробирку 10 мкл ТЕ-буфера;

б)
положительный контроль (К+) - в пробирку внести 10 мкл ПКО кДНК Influenza virus A.

3.
Запустить на амплификаторе нужную программу (см. таблицу 1). Когда температура в ячейках достигнет 95 °С (режим паузы) поставить пробирки* в ячейки амплификатора и нажать кнопку продолжения программы.

*
Рекомендуется перед постановкой в амплификатор осадить капли со стенок пробирок кратким центрифугированием на вортексе (1-3 с).

Таблица 1. Программа для амплификации кДНК Influenza virus A
	
	Амплификаторы с активным регулированием (по раствору в пробирке): «GeneAmp PCR System 2700» («Applied Biosystems»), «Gradient Palm Cycler» («Corbett Research»),      «MyCycler» («BioRad»)
	Амплификаторы с матричным регулированием температуры:

«Biometra»

	цикл
	температура
	время
	циклы
	температура
	время
	циклы

	0
	95°С
	пауза
	95°С
	пауза

	1
	95°С
	5 мин
	1
	95°С
	5 мин
	1

	2
	95°С
	10 сек
	42
	95°С
	25 сек
	42

	
	54°С
	25 сек
	
	54°С
	40 сек
	

	
	72°С
	25 сек
	
	72°С
	25 сек
	

	3
	72°С
	1 мин
	1
	72°С
	1 мин
	1

	4
	10°С
	хранение
	10°С
	хранение


4. По окончании выполнения программы амплификации приступить к детекции результатов.
III. Детекция результатов.
Детекция с помощью флуоресцентного ПЦР детектора «АЛА-1/4» («Biosan», Латвия).
Установка параметров теста «ГРИПП».
1. Запустить программу «ALA_1» на компьютере, присоединенном к прибору.

2. В главном меню программы выбрать «Настройки» → «Tест».
3. Нажать кнопку Новый (в верхнем правом углу).

4. В открывшемся меню задать название теста «ГРИПП», нажать кнопку ОК.

5. В группе параметров Каналы отметить галочкой все задействованные в тесте каналы (FAM, HEX), в группе ВКО отметить канал, который используется для внутреннего контроля (HEX).

6. В полях п- и п+ установить пороговые значения для отношения сигнал/фон по каждому каналу для детекции специфической ДНК: 

FAM: «п-» = 2.5, «п+» = 2.8;

В поле ВКО/фон задать пороговое значение отношения сигнала по каналу для детекции ВКО к фону:

«ВКO/фон» = 2.5.

7. В группе параметров Уровень фона установить значения флуоресценции, допустимые  для фоновых пробирок:

FAM: = 150;

HEX: = 80;

8. Ввести названия мишеней в блок параметров Привязка каналов и соотнести их с каналами детекции. Для этого напечатать название мишени в свободное поле и нажать клавишу Добавить, при этом новая мишень появится в столбце уже существующих в памяти прибора мишеней. Название мишени в столбце Привязка каналов выделить курсором и нажать соответствующую ей кнопку канала для детекции:

Грипп A= FAM
9. В поле Доверительный интервал установить значение 160%.

10. Нажать кнопку Сохранить.

Измерение флуоресцентного сигнала. 

1. Включить прибор и запустить программу «ALA_1» на компьютере, присоединенном к прибору.

2. Задать протокол измерения. Для этого в главном меню выбрать «Протокол» → «Создать новый» или «Открыть», чтобы открыть созданный ранее протокол. 

3. В окне протокола необходимо выбрать тип используемого ротора (48 х 0,2), ввести номер протокола, выбрать нужный тест (ГРИПП) в меню-вкладке «Тест» и ввести последовательность детектируемых образцов (в колонке «Образец»).
4. Обозначить образцы, которые являются фоновыми для данной группы образцов, как «фон» (используя сочетание клавиш «Ctrl» и «F»). В качестве образцов, обозначенных «ФОН» использовать пробирки с контрольными образцами «ФОН».

5. Закрыть окно редактирования протокола, нажав на кнопку Exit в верхнем левом углу панели. Протокол сохранить.
6. Поставить пробирки в ячейки ротора в соответствии с заданной последовательностью и запустить детекцию, выбрав в меню «Протокол» → «Детекция» или значок Детекция по протоколу на панели инструментов (вверху экрана). 

УЧЕТ РЕЗУЛЬТАТОВ с помощью флуоресцентного ПЦР детектора «АЛА-1/4» («Biosan», Латвия).
1. Полученные данные интерпретируются автоматически с помощью программы «ALA_1». Результаты в таблице представляются с помощью следующих обозначений: «обнаружено» – положительный результат; 
«не обнаружено» – отрицательный результат;

«сомнительно» – результат, который нельзя однозначно интерпретировать (сигнал по каналу, отведенному для детекции специфической ДНК, превышает пороговое значение, допустимое для отрицательных образцов, но не превышает пороговое значение для положительных образцов (сигнал в так называемой «серой зоне»); 

«нд» – недостоверный результат (в образце не детектируется (не превышает заданного порогового значения) ни специфический сигнал, ни сигнал ВКО).

2. Результат считается достоверным только в случае прохождения положительных и отрицательных контролей амплификации и отрицательного контроля выделения РНК (см. таблицу 2).
Таблица 2. Оценка результатов анализа контрольных точек

	Контроли
	Контролируемый этап
	Результат автоматической интерпретации

	
	
	Канал FAM
	Канал HEX

	ОК
	Выделение РНК
	«грипп A - не обнаружено»
	ВКО+

	К-
	ПЦР
	«грипп А - нд»
	ВКО-

	К+
	ПЦР
	«грипп А - обнаружено»
	ВКО-


3. Образцы, для которых получен результат «нд» (кроме К-), требуют повторного проведения ПЦР и детекции. В случае если повторно получен результат «нд», требуется повторить анализ образца, начиная с этапа выделения. Для образца «K-» результат «нд» является нормой. 
4. Образцы, для которых получен результат «сомнительно», требуют повторного проведения ПЦР и детекции. В случае повторения аналогичного результата образцы считать положительными.
5. Отсутствие положительного сигнала в пробе с положительным контролем ПЦР может свидетельствовать о неправильно выбранной программе амплификации и о других ошибках, допущенных на этапе постановки ПЦР. В таком случае необходимо провести ПЦР еще раз.

6. Если в отрицательном контроле (ОК или К-) детектируется положительный сигнал, значит, произошла контаминация реактивов или проб. В этом случае результаты анализа по всем пробам считаются недействительными. Требуется повторить анализ проб, а также предпринять меры по выявлению источника контаминации.

7. Если измеряемая часть пробирок загрязнена флуоресцирующими агентами, значения флуоресценции в пробирках ФОН будут превышать 200 единиц. В этом случае необходимо протереть нижнюю часть пробирок 30-70% этанолом, высушить и повторить измерения. 
СРОК ГОДНОСТИ. УСЛОВИЯ ТРАНСПОРТИРОВАНИЯ И ХРАНЕНИЯ.

Срок годности. 6 месяцев. Тест-системы с истекшим сроком годности применению не подлежат.

Транспортирование. Тест-систему транспортировать при температуре от 2 до 8 (С в течение трёх суток (кроме комплекта реагентов «РЕВЕРТА-L»). Комплект реагентов «РЕВЕРТА-L» транспортировать при температуре не выше минус 16 (С. При получении тест-систему разукомплектовать.

Хранение. Комплекты реагентов «РИБО-сорб» (кроме РНК-элюента), «АмплиСенс» хранить при температуре от 2 до 8 (С. Комплект реагентов «РЕВЕРТА-L» и РНК-элюент (из комплекта реагентов «РИБО-сорб») хранить при температуре не выше минус 16 (С. 
Рекламации на качество тест-системы «АмплиСенс Influenza virus A H5N1-FEP» направлять в ФГУН Государственный научно-исследовательский институт стандартизации и контроля медицинских биологических препаратов им. Л.А. Тарасевича Роспотребнадзора (119002, г. Москва, пер. Сивцев Вражек, д. 41, тел. (495) 241-39-22, факс (495) 241-92-38), по адресу предприятия-изготовителя: ФГУН «Центральный научно-исследовательский институт эпидемиологии» Роспотребнадзора (111123, г. Москва, ул. Новогиреевская, д. 3а, тел. ОБТК (495) 305-54-24, факс (495) 305-54-23, e-mail: obtk@pcr.ru) и компанию «ИнтерЛабСервис» (105064, г. Москва, Б. Казенный пер., д. 10, стр. 3, тел. (495) 105-05-54, факс (495) 916-18-18, e-mail: products@pcr.ru).
ПРИЛОЖЕНИЕ 1.

ИДЕНТИФИКАЦИЯ СУБТИПА Н5N1
Для идентификации субтипа H5N1 используют образцы кДНК, полученные после реакции обратной транскрипции.

Идентификация субтипа H5N1 Influenza virus A.
I. Проведение ПЦР.
(Общий объем реакции - 25 мкл, объем кДНК-пробы - 10 мкл).

Порядок работы.

А. Подготовка пробирок для проведения ПЦР.

1.
Отобрать необходимое количество пробирок с ПЦР-смесью-1-FEP Influenza virus A H5N1 для амплификации кДНК исследуемых и контрольных проб.

2.
На поверхность воска внести по 7 мкл ПЦР-смеси-2-Flu, при этом она не должна проваливаться под воск и смешиваться с ПЦР-смесью-1-FEP Influenza virus A H5N1.

3.
Сверху добавить по капле минерального масла для ПЦР (примерно 25 мкл). 

4.
Приготовить 2 контрольных образца «Фон». Для этого в две пробирки с ПЦР-смесью-1-FEP Influenza virus A H5N1 на поверхность застывшего воска внести 17 мкл ПЦР-смеси-Фон, при этом она не должна проваливаться под воск и смешиваться с ПЦР-смесью-1-FEP Influenza virus A H5N1. Сверху добавить каплю минерального масла для ПЦР.

Б. Проведение амплификации.

1.
Взять подготовленные для ПЦР пробирки. Под масло или непосредственно на масло, используя наконечники с аэрозольным барьером, внести по 10 мкл кДНК, полученных в реакции обратной транскрипции РНК. 

2.
Три дополнительные пробирки предназначаются для контролей этапа ПЦР:
а)
отрицательный контроль (К-) - вместо кДНК-пробы внести в подготовленную пробирку 10 мкл ТЕ-буфера;

б)
положительный контроль (К+5 тип) - в пробирку внести 10 мкл ПКО кДНК Influenza virus A H5;

в)
положительный контроль (К+N1 тип) - в пробирку внести 10 мкл ПКО кДНК Influenza virus A N1.

3.
Запустить на амплификаторе нужную программу (см. таблицу 3). Когда температура в ячейках достигнет 95 °С (режим паузы) поставить пробирки* в ячейки амплификатора и нажать кнопку продолжения программы.

*
Рекомендуется перед постановкой в амплификатор осадить капли со стенок пробирок кратким центрифугированием на вортексе (1-3 с).

Таблица 3. Программа для амплификации кДНК Influenza virus A H5N1

	
	Амплификаторы с активным регулированием (по раствору в пробирке): «GeneAmp PCR System 2700» («Applied Biosystems»), «Gradient Palm Cycler» («Corbett Research»),      «MyCycler» («BioRad»)
	Амплификаторы с матричным регулированием температуры:

«Biometra»

	цикл
	температура
	время
	циклы
	температура
	время
	циклы

	0
	95°С
	пауза
	95°С
	пауза

	1
	95°С
	5 мин
	1
	95°С
	5 мин
	1

	2
	95°С
	10 сек
	42
	95°С
	25 сек
	42

	
	54°С
	25 сек
	
	54°С
	40 сек
	

	
	72°С
	25 сек
	
	72°С
	25 сек
	

	3
	72°С
	1 мин
	1
	72°С
	1 мин
	1

	4
	10°С
	хранение
	10°С
	хранение


4. По окончании выполнения программы амплификации приступить к детекции результатов.
II. Детекция результатов.
Детекция с помощью флуоресцентного ПЦР детектора «АЛА-1/4» («Biosan», Латвия).
Установка параметров теста «ВГП А H5N1».
1. Запустить программу «ALA_1» на компьютере, присоединенном к прибору.

2. В главном меню программы выбрать «Настройки» → «Tест».
3. Нажать кнопку Новый (в верхнем правом углу).

4. В открывшемся меню задать название теста «ВГП А Н5N1», нажать кнопку ОК.

5. В группе параметров Каналы отметить галочкой все задействованные в тесте каналы (FAM, HEX).

6. В полях п- и п+ установить пороговые значения для отношения сигнал/фон по каждому каналу для детекции специфической ДНК: 

FAM: «п-» = 3.0, «п+» = 3.5;

HEX: «п-» = 3.0, «п+» = 3.5.
7. В группе параметров Уровень фона установить значения флуоресценции, допустимые  для фоновых пробирок:

FAM: = 60;

HEX: = 60;

8. Ввести названия мишеней в блок параметров Привязка каналов и соотнести их с каналами детекции. Для этого напечатать название мишени в свободное поле и нажать клавишу Добавить, при этом новая мишень появится в столбце уже существующих в памяти прибора мишеней. Название мишени в столбце Привязка каналов выделить курсором и нажать соответствующую ей кнопку канала для детекции:

Н5 = FAM
N1 = HEX.

9. В поле Доверительный интервал установить значение 160%.

10. Нажать кнопку Сохранить.

Измерение флуоресцентного сигнала. 

1. Включить прибор и запустить программу «ALA_1» на компьютере, присоединенном к прибору.

2. Задать протокол измерения. Для этого в главном меню выбрать «Протокол» → «Создать новый» или «Открыть», чтобы открыть созданный ранее протокол. 

3. В окне протокола необходимо выбрать тип используемого ротора (48х0,2), ввести номер протокола, выбрать нужный тест (ВГП А Н5N1) в меню-вкладке «Тест» и ввести последовательность детектируемых образцов (в колонке «Образец»).
4. Обозначить  образцы, которые являются фоновыми для данной группы образцов, как «фон» (используя сочетание клавиш «Ctrl» и «F»). В качестве образцов, обозначенных «ФОН» использовать пробирки с контрольными образцами «ФОН».

5. Закрыть окно редактирования протокола, нажав на кнопку Exit в верхнем левом углу панели. Протокол сохранить.
6. Поставить пробирки в ячейки ротора в соответствии с заданной последовательностью и запустить детекцию, выбрав в меню «Протокол» → «Детекция» или значок Детекция по протоколу на панели инструментов (вверху экрана). 

УЧЕТ РЕЗУЛЬТАТОВ с помощью флуоресцентного ПЦР детектора «АЛА 1/4» («Biosan», Латвия).

1. Полученные данные интерпретируются автоматически с помощью программы «ALA_1». Результаты в таблице представляются с помощью следующих обозначений: «обнаружено» – положительный результат; 

«не обнаружено» – отрицательный результат;

«сомнительно» – результат, который нельзя однозначно интерпретировать (сигнал по каналу, отведенному для детекции специфической ДНК, превышает пороговое значение, допустимое для отрицательных образцов, но не превышает пороговое значение для положительных образцов (сигнал в так называемой «серой зоне»). 

2. Результат считается достоверным только в случае прохождения положительных и отрицательных контролей амплификации и отрицательного контроля выделения РНК (см. таблицу 4).
Таблица 4. Оценка результатов анализа контрольных точек

	Контроли
	Контролируемый этап
	Результат автоматической интерпретации

	
	
	Канал FAM
	Канал HEX

	ОК
	Выделение РНК
	«H5 – не обнаружено»
	«N1 – не обнаружено»

	К-
	ПЦР
	«H5 – не обнаружено»
	«N1 – не обнаружено»

	К+ 5 тип
	ПЦР
	«H5 – обнаружено»
	«N1 – не обнаружено»

	К+ N1 тип
	ПЦР
	«H5 – не обнаружено»
	«N1 – обнаружено»


3. Образцы, для которых получен результат «сомнительно», требуют повторного проведения ПЦР и детекции. В случае повторения аналогичного результата образцы считать положительными.
4. Отсутствие положительного сигнала в пробе с положительным контролем ПЦР может свидетельствовать о неправильно выбранной программе амплификации и о других ошибках, допущенных на этапе постановки ПЦР. В таком случае необходимо провести ПЦР еще раз.

5. Если в отрицательном контроле (ОК или К-) детектируется положительный сигнал, значит, произошла контаминация реактивов или проб. В этом случае результаты анализа по всем пробам считаются недействительными. Требуется повторить анализ проб, а также предпринять меры по выявлению источника контаминации.

6. Если измеряемая часть пробирок загрязнена флуоресцирующими агентами, значения флуоресценции в пробирках ФОН будут превышать 190 единиц. В этом случае необходимо протереть нижнюю часть пробирок 30-70% этанолом, высушить и повторить измерения. 
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