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Список сокращений

В КО внутренний  контрольны й образец

к- отри ц ательн ы й  контроль

в к- отри ц ательн ы й  контроль этап а  экстракции

к+ п олож ительны й контроль

о к о отри ц ательн ы й  контрольны й образец

п к о полож и тельн ы й  контрольны й образец

Д Н К дезокси ри б он уклеи н овая  кислота

НК нуклеиновая кислота

СП сан и тарн ы е правила

М У м етоди чески е указания

3
Версия 1.0 от 25.11.2019



1. Назначение
Н абор п редназначен  для вы явления Д Н К  возбудителя си б и рск ой  язвы 

(Bacillus anthracis) в биологическом  м атериале (цельная кровь, молоко, 
паренхим атозны е орган ы  и лим ф оузлы ), объектах  окруж аю щ ей  среды  (почва, 
вода и др.) и к орм ах  м етодом  ам п л и ф и кац и и  Д Н К  с п оследую щ ей  
электроф орети ч еской  детекц и ей  продуктов ам п л и ф и кац и и  в агарозном  геле.

2. Характеристика набора
2.1 Принцип действия

Н абор  п о зво л яет  сп ец и ф и чески  ам п ли ф и ц и ровать  ф рагм ен т ген ом а 
Bacillus anthracis и Д Н К  внутреннего  п олож и тельн ого  контроля (бактери оф ага  
Т 4) в м ульти п л ексн ой  п олим еразной  цепной реакции . Д етекция продуктов 
ам п ли ф и кац и и  осущ ествл яется  электроф орети ч ески  с разделен и ем  продуктов 
ам п ли ф и кац и и  в агарозн ом  геле.

2.2 Состав набора
Н абор  состои т из к ом п лекта реагентов дл я  п роведения м ульти п лексной  

П Ц Р  (ком п лект №  1) и ком п лекта контрольны х о бразц ов  (ком п лект №  2). Н абор 
вы пускается в двух  вариантах:

1) Д ля ан ал и за  55 образц ов (вклю чая кон трольн ы е образцы )
2 ) Д ля ан ал и за  110 образц ов (вклю чая кон трольн ы е образцы ).

С остав набора п ри веден  в Т аблицах  1 и 2.
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Таблица I. Комплект №1 для проведения ПЦР:

№ С остав ком плекта О писание
О бъем , мкл К ол-

ВОНа 55 
реакций

На ПО 
реакций

1
С м есь для проведения 
ПЦР, ПЦР СМЕСЬ 

Сиб. язва

прозрачная 
ж идкость  

зеленого  цвета
830 1660 1

2 Д Н К  П олим ераза, 
TAQ POLYMERASE

прозрачная
бесцветная

вязкая
ж идкость

17 33 1

3

Буф ер для разведения 
Д Н К ,

ДНК БУФЕР

прозрачная

бесцветная
ж идкость

500 1000 1

4 М инеральное м асло 
МИН. МАСЛО

прозрачная
бесцветная

вязкая
ж идкость

2000 2000 1(2)

Т абли ц а 2. К ом плект № 2, кон трольны е образцы :

№ С остав ком плекта О писание
О бъем , мкл К ол-

ВОНа 55 
реакций

На ПО
реакций

1
В нутренний 

контрольны й образец , 
ВКО Сиб. язва

прозрачная
бесцветная
ж идкость

550 1100 1

2
О трицательны й 

контрольны й образец, 
ОКО (ТЕ буфер)

прозрачная
бесцветная
ж идкость

1500 2000 1

3
П олож ительны й 

контрольны й образец , 
ПКО Сиб. язва

прозрачная
бесц ветн ая
ж идкость

100 200 1

В набор не входят реакти вы  для экстракц и и  нуклеиновы х кислот. 
В ы деление Д Н К  м ож ет проводи ться, наприм ер, с пом ощ ью  наборов на осн ове 
сорбц и он н ого  м етода, в состав  которы х входит си ли ка или м и кроц ен три ф уж н ы е 
колонки, и такж е наборов на осн ове ф ен ол-хлороф орм  ной экстракции  и т.п. 
Р еком ендуется исп ользовать  набор «Д Н К -П Л А Н Т -Ф А К Т О Р» (при  и сследовании  
корм ов) или «Д Н К -Р Н К -С -Ф А К Т О Р » ли бо  аналогичны й.
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3. Аналитические характеристики
П оказано  о тсутстви е неспециф ических  реакци й  ком понентов наб ора в 

о тн ош ен и и  Д Н К  д р у ги х  м и кроорганизм ов: M ycoplasma gallisepticum; 
M ycoplasm a sinovia; Brucella suis; Brucella abortus; Brucella ovis; Brucella canis; 
Leptosppira interrogans; Listeria monocytogenes; M ycobacterium  avium; 
M ycoplasm a hyopneumoniae; Escherichia coli; C am pylobacter jejun i; C am pylobacter 
fe tu s; Clostridium perfringens; Salmonella dublin; Staphylococcus aureus; 
Streptococcus suis; Yersinia enterocolitica. Yersinia pseudotuberculosis.

П оказано  о тсутстви е неспециф ических  реакци й  ком понентов наб ора в 
отн ош ен и и  образцов Д Н К  человека, свиньи, К РС , собаки , кош ки, курицы .

4. Меры предосторожности
В се работы  по сбору , тран сп орти рован и ю  и п одготовке проб 

би ол оги ч еск ого  м атери ал а  от ж ивотны х осущ ествл ять  в строгом  со о тветстви и  с 
требован и ям и  С П  1.3 .3118-13 «Б езопасность  работы  с м и кроорган и зм ам и  I-II 
групп  п атоген н ости  (оп асн ости )» , М У  1.3 .1794-03 «О рган и заци я раб оты  при 
и сслед ован и ях  м етод ом  П Ц Р  м атериала, и н ф и ц и рован н ого  м и к роорган и зм ам и  I- 
II груп п  п атоген н ости »  и С П  1.2.036-95 «П орядок  учета , хранения, п ер ед ач и  и 
тран сп о р ти р о в ан и я  м и кроорган и зм ов  I-1V групп п атогенности».

И ссл едован и е п р овод и тся  в два этап а  в двух  отдельн ы х  п ом ещ ен и ях  
(зон ах), согласн о  М У  1.3.2569-09 «О рган и зац и я  работы  лаб оратори й , 
и сп ользую щ и х м етод ы  ам п л и ф и кац и и  нуклеи н овы х  кислот п ри  р аб о те  с 
м атери алом , сод ерж ащ и м  м икроорган и зм ы  I-IV груп п  патогенности».

В се л аб о р ато р н о е  оборудование, в том  числе дозаторы , ш тативы , 
л аб о р ато р н ая  посуда, а  такж е рабочие реагенты  и расходн ы е м атери ал ы  д олж н ы  
бы ть  строго  стац и о н ар н ы м и . Зап рещ ается  их п ерен ос из одн ой  зоны  в другую .

П роцесс и ссл ед ован и я  является строго  одн он ап равлен н ы м , работу  
сл ед у ет  н ач и н ать  в зон е п одготовки  м атериала, п родолж ать  в зон е эк стракц и и  
н уклеи н овы х  кислот, затем  в зоне ам п ли ф и кац и и . Зап рещ ается  возвращ ать  
образц ы  в зону, в кото р о й  бы ла проведен а п ред ы д ущ ая стадия процесса.

Р аботать  тол ько  в одн оразовы х  п ерчатках , и спользовать  и м ен ять  при 
каж дой  о п ерац и и  о д н о р азо вы е наконечники  с аэрозольн ы м  барьером .

О дн оразовую  п л асти ковую  посуду (п роби рки , н аконечники) сб расы вать  
в сп ец и ал ьн ы й  кон тей н ер , сод ерж ащ и й  д ези н ф и ц и рую щ и й  раствор  (н ап ри м ер , 
0 ,2%  натриевой  со л и  д и х л о ри зоц и ан уровой  кислоты ).

Р абочи е п оверхн ости  в П Ц Р  пом ещ ениях о б л уч аю т У Ф  светом  в течен и е 
30 м и н ут до  н ач ал а и п осле проведения работ. Т акж е после окон чан и я  раб от  
реком ен д уется  о б р аб аты в ать  рабочие поверхн ости  дези н ф и ц и рую щ и м  
раствором .
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5. Материалы п оборудование

Для зоны выделения ДНК из исследуемых проб:
• Н астольны й бокс с бактери ц и дн ой  л ам п ой  или стери льн ы й  

л ам и н арн ы й  ш каф (наприм ер, «Б А В п -«Л ам и н ар-С »-1 ,2» , «Л ам инарны е 
систем ы », Россия);

•  Т вердотельны й терм остат для пробирок ти п а  «Э ппендорф » на 1,5 мл с 
ди ап азон ом  тем ператур от 25 до 99 °С (наприм ер, Т Т -2-«Т ерм ит»  «Н П О  Д Н К - 
Т ехн ологи я»  Россия);

•  В акуум ны й отсасы ватель м ед ицинский  с колбой-ловуш кой  для 
удал ен и я  надосадочной ж и д кости  (наприм ер, «О М -1», г. У льяновск, Россия).

•  М икроцентриф уга дл я  пробирок ти п а  «Э ппендорф » до 12 ты с. об/м ин  
(н ап ри м ер , «M iniSpin», «E ppendorf» , Г ерм ания);

•  В ортекс (наприм ер «Т Э Т А -2», «Б иоком », Россия);
•  П ипетки  автом ати чески е одн оканальн ы е п ерем енного  объем а 20-200  и 

200 -1000  мкл; (наприм ер, «Л енпипет» , Россия).
•  О дноразовы е п оли п ропиленовы е п робирки  на 1,5 мл (наприм ер, 

«T arsons» , И ндия);
•  О дноразовы е н аконечники  для п и п еток  перем енного  объем а с 

аэрозольн ы м  барьером  до 200 и 1000 мкл в ш тативах  (наприм ер, «T arsons» , 
И ндия);

•  П ерчатки  м еди ци н ски е неопудренны е латексн ы е;
•  Ш тативы  для м и кроп роби рок  на 1,5-2 мл (н ап ри м ер , «A xygen», С Ш А );
•  Е м кость  с дези н ф и ц и рую щ и м  средством ;
•  Х олодильник  от 2 до  8 °С с м орози льн ой  кам ерой  от м инус 24 до 

м и н ус 18 °С .;
•  Х алат лабораторны й;
•  Н абор для вы деления Д Н К  (см. пункт 2.2).

Для зоны электрофоретического анализа

•  Реактивы  для проведения эл ектроф ореза  в агарозн ом  геле по 2.2
•  К ам ера для гори зон тальн ого  эл ек троф ореза  (наприм ер: «SE 2», 

«Х еликон»);
•  И сточн и к  постоянного  тока с напряж ением  150-460 В (наприм ер: Э льф - 

4, «Д Н К -технология»);
•  У льтраф и олетовы й  тран си ллю м и н атор  с кабинетом  для просм отра гелей 

(наприм ер: «V ilber L ourm at»);
•  В идеосистем а с ц и ф ровой  кам ерой  для регистрации  результатов 

(наприм ер: «V ilber L ourm at»), «Б иотест-1»);
•  М икроволновая печь для плавления агарозы ;
•  К олба коническая на 250-300  мл из терм остой кого  стекла дл я  

приготовления агарозы ;
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•  М ерны й цили н др  на 1 л  дл я  приготовления буф ера для электроф ореза;
• Ш татив для м и кроп роб и рок  на 0,5 и 1,5 мл;
• О тдельн ая  автом ати ч еская  пи п етка на 10-50 мкл;
•  О дн оразовы е н акон еч н и ки  до  200  мкл;
• П ластиковая ем кость  на 5 л  для дезакти вац и и  б у ф ера и гелей, 

содерж ащ и х бром и сты й  этидий;
•  О тдельн ы й  халат;
•  О дн оразовы е перчатки .

6. Взятие и обработка материала, транспортирование и хранение проб
6.1 Отбор материала для исследования

В ся р аб ота  с исследуем ы м  м атериалом , подозри тельн ы м  на зараж ен н ость  
м и кроорган и зм ам и  I— II груп п  патогенности , п роводится в соответстви и  с С П  
1 .3 .3118-13 «Б езоп асн ость  работы  с м и кроорган и зм ам и  I— II групп  
патогенности» .

Д л я и ссл ед ован и я  и сп ол ьзую т сл едую щ и й  м атериал:
•  П робы  воды , почвы  отб и раю т в стери льн ы й  контейнер , согласн о  

М У  1.3.2569-09.
•  Ф рагм енты  п арен хи м атозн ы х  орган ов (ф рагм ен ты  печени , легких , 

селезен ки , а  такж е м и н дал и н ы , ли м ф оузлы  и др .) отб и раю т в стери льн ы й  
контейнер.

•  Ц ельная кровь. К ровь  заби рается  в пробирку с 6%  Э Д Т А  из р асч ета  50 
м кл  р аствора Э Д Т А  на 1 мл крови, закры тую  пробирку с кровью  н есколько  раз 
п ереворачиваю т.

•  М олоко , о тб и р аю т в объ ем е 10-30 мл в стерильную  посуду.
•  О тбор  и ссл ед у ем ы х  образц ов  корм ов/сы рья  проводят по Г О С Т  ISO  

6497-2014  «К орм а. О тб о р  проб».
П олучен н ы е образц ы  м ож н о  тран сп орти ровать  и хранить в следую щ и х 

реж им ах:
- при тем п ературе 2 - 8 °С  - в течен и е 1 суток;
- при тем п ературе не вы ш е м инус 16°С - в течение м есяца;
- при тем п ературе не вы ш е м инус 68°С  - длительно.

6.2 Подготовка исследуемого материала
П робы  тк ан ей  и орган ов , а такж е пробы  п родуктов ж и вотн ого  

п рои схож ден и я го м о ген и зи р у ю т с и сп ол ьзован и ем  стери л ьн ы х  ф арф оровы х  
ступ ок  и пестиков, затем  обы чн о  готовят  10% сусп ен зи ю  на стери льн ом  
ф и зи ол оги ческом  р астворе или  ф осф атном  буф ере. С усп ен зи ю  п ерен осят  в 
п роби рку  объ ем ом  1,5 м л  и ц ен три ф уги рую т при 2,5-3 ты с. об ./м и н  в теч ен и е  5 
м инут. Н ад осадоч н ую  ж и д к о сть  исп ользую т дл я  экстракц и и  Н К . В некоторы х  
сл уч аях  об р азо вавш у ю ся  сусп ен зи ю  не ц ентриф угирую т, а  отстаи в аю т при 
ком н атн ой  тем п ер ату р е  в течен и е 5 м ин, затем  верхню ю  ф азу  по 0 ,4 -0 ,5  мл
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перен осят пастеровской  пипеткой  (или наконечником  с аэрозольны м  б ар ьер о м ) в 
п робирки  на 1,5 мл, и в коли ч естве  0,1 мл и спользую т для вы деления Н К.

М олоко в объем е до 10 мл обеззараж и ваю т и центриф угирую т при 2 ,5-3  
ты с. об/м ин в течение 10-15 мин. Н адосадочную  ж и дкость  осторож но отб и раю т, 
остави в над осадком  при м ерн о  0,2 мл ж идкости . О садок р есусп ен ди рую т в 
оставш ей ся  надосадочн ой  ж и д кости  и 0,1 мл суспензии  исп ользую т дл я  
вы деления ДНК.

О т корм ов/сы рья плотной консистенции  отби раю т на и сслед ован и е 
общ ую  пробу весом  10-50 г. Г ранулированны е или к он серви рован н ы е 
корм а/сы рье перед и сследован и ем  (10-20 г) расти раю т в ступке до гом оген н ого  
состояния. О тб и раю т л аб ораторн ы е пробы  (20-40  мг) в од н оразовы е 
м и кроп роби рки  вм ести м остью  1,5 мл и н ап равляю т на вы деление НК.

П ри исследовании  почвы  к исследуем ом у м атери алу  добавляю т 0 ,9 % -н ы й  
раствор  натрия хл ори да 1:10, тщ ательно перем еш и ваю т в течение 15 м ин, 
о тстаи ваю т в течение 10 мин. для оседания крупны х частиц. О тстоявш ую ся  
н адосадочную  ж и дкость  (1 м л) цен три ф уги рую т 5 мин. при 2 ,5-3  о б /м и н  
(«M in iS p in» , E p p en d o rf)1. Д алее для экстракц и и  Д Н К  использую т н адосадоч н ую  
ж идкость .

10-20 мл воды ц ен три ф уги рую т 15 м ин на центриф уге при 8 0 0 0 -10000  g. 
Н адосадочную  ж идкость  удаляю т, оставив 100-200 мкл. О садок р есусп ен ди рую т 
и и спользую т для вы д елен и я Д Н К.

Обеззараживание материала
П роводят согласн о  М У  3.5.5 .1034-01 «О беззараж ивание и ссл ед уем ого  

м атериала, и н ф и ц и рован н ого  бактериям и  I-IV  груп п  патогенности, п ри  р аб оте  
м етодом  П Ц Р».

О беззараж и ван и е вклю чает  терм инацию  спор с обработкой  п ен и ц и лли н ом  
и прогреванием  при 100°С  в течение 10 м ин. И сследуем ы й м атер и ал  в 
количестве 0,1 мл засеваю т в пробирки  с 0 ,9  мл бульон а Х отти н гера pH  7 ,6  и 
инкубирую т с аэрац и ей  при тем пературе 37°С  в течение 2,5 ч. Д о б авл яю т 
п ен и циллин  (1000 ед ./м л) и инкуби рую т при 37°С  15 мин. Затем  п р огреваю т на 
водяной  бане при тем п ературе 100°С в течен и е 10 мин. Д алее к м атери ал у  
доб авл яю т 300 мкл л и зи рую щ его  буф ера (н ап ри м ер , из набора Д Н К /Р Н К -С - 
Ф А К Т О Р ) и инкубирую т 15 м ин при тем п ературе 65 °С.

П осле вы п олнения дан н ого  этапа м атери ал  считается обеззараж ен н ы м . 
Д алее, начиная с этап а доб авл ен и я  сорбента, осущ ествляется  процесс вы д ел ен и я  
Д Н К  сорбционны м  м етодом  согласно  инструкции производителя.

Радиус ротора центрифуги «MiniSpin» «Eppendorf» составляет 3 см. При использовании роторов 
большего размера необходимо уменьшить обороты при центрифугировании, при использовании 
роторов меньшего радиуса -  увеличивать.
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7. Проведение анализа

И сследован и е с пом ощ ью  набора реаген тов  «П Ц Р -Ф -С И Б И Р С К А Я - 
Я З В А -Ф А К Т О Р » со сто и т  из четы рех  этапов:

•  эк стр акц и я  Н К  (н а этом  этапе доп ол н и тел ьн о  и сп ользую т реак ти вы  для 
экстракц и и , н ап ри м ер  набор  «Д Н К /Р Н К -С -Ф А К Т О Р»);

•  проведение П Ц Р;
•  анализ п родук тов  ам п л и ф и к ац и и  м етодом  эл ектроф ореза  (н а этом  этапе 

д о п ол н и тел ьн о  и сп ол ьзую т набор реаген тов  для эл ектроф орети ч еского  
ан али за, н ап ри м ер  н абор  «П Ц Р-Э Ф -Ф А К Т О Р»);

•  учет  резу льтато в  анализа.

7.1 Экстракция (выделение) НК из клинического материала
О тоб рать  н еоб ходи м ое коли чество  одн оразовы х  пробирок  объем ом  1,5 мл, 

вклю чая о тр и ц ател ьн ы й  к он троль  вы делен и я. В н ести  во все п роби рки  с 
и ссл ед уем ы м и  об р азц ам и , вклю чая пробирку  для ОКО, по 10 м кл  ВКО Сиб. 
язва.

О беззарази ть  п робы  в соответстви е с М У  3.5 .5 .1034-01  (см  п ун кт 6.2 
И н струкц и и ). П осл е  и н к уб и рован и я  проб с ли зи рую щ и м  раствором  содерж ащ и м  
гуан и д и н  ти о ц и о н ат  (н ап ри м ер , из набора Д Н К /Р Н К -С -Ф А К Т О Р ) в течен и е 15 
м и н ут провести  вы д ел ен и е согласно  и н струкц и и  п роизводителя . Н ачинать 
сл едует  с этап а вн есен и я сорбен та.

В ы делен н ую  Д Н К  м ож н о  хранить в течен и е одн ой  н едели  при 
тем п ературе от  2°С  д о  8°С или  в течен и е года при  тем п ературе не вы ш е м инус 
16°С.

7.2 Подготовка и проведение ПЦР
Общий объем реакционной смеси -  25 мкл, объем ДНК-пробы -  10 мкл.

У сп еш н ое  п р охож д ен и е  реакци и  к он троли рую т исп ользован и ем  ПКО 
Сиб. язва, ВКО Сиб. язва и ДНК буфера.
П рим ечание . Д оп уск ается  разм ораж и ван и е реаген тов  из набора п еред  работой  
при тем п ер ату р е  не вы ш е 40°С  (с исп ользован и ем  терм остата). Прогревание 
пробирки TAQ POLYMERASE категорически запрещено.
В о тд ел ьн ой  п р о б и р к е  см еш ать  ком поненты  набора из расчета  на каж дую  
р еак ц и ю 2:

2
Объемы реагентов ПЦР СМЕСЬ Сиб. язва и TAQ POLYMERASE на различное количество 

образцов приведены в Приложении 1
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• 15 мкл ПЦР СМЕСЬ Сиб. язва
• 0,3 мкл TAQ POLYMERASE

П ерем еш ать см есь  на вортексе и сб роси ть  капли  кратковрем ен н ы м  
центриф угированием .

О тобрать  н еобходи м ое количество пробирок  для ам п ли ф и кац и и  Д Н К  
исследуем ы х и кон трол ьн ы х  проб. В нести  по 15 м кл п ри готовл ен ной  
реакционной  смеси.

В случае исп ользован и я ам п ли ф и каторов без подогреваю щ ей ся кры ш ки  
(наприм ер, «Т ерцик», «Д Н К  технология») сверху  в пробирки  вн ести  по капле 
м инерального  м асла дл я  П Ц Р (прим ерно 25 мкл).

И спользуя н акон ечн и ки  с ф ильтром  в подготовленны е проби рки  внести:
а) в пробирку отри ц ательн ого  контроля П Ц Р (К-) 10 мкл ДНК б у ф ер а ;
б) в ряд проби рок  дл я  исследуем ы х проб - в каж дую  внести  по 10 мкл
Д Н К  соответствую щ ей  пробы , полученной  по п.7.1 (вклю чая пробу В К -);
в) в пробирку п олож ительны й контроль П Ц Р (К+) 10 мкл ПКО Сиб.
язва.
Реком ендуется п еред  п остановкой  в ам п ли ф и катор  осади ть  капли  со 

стен ок  пробирок кратким  центриф угированием  на вортексе (1 -2  секунды ). 
У стан ови ть  пробирки  в ам плиф икатор . Р еж им  терм оц и кли рован и я п ри веден  в 
Т аблицах  3 и 4.

Т аблица 3. Т ем п ературн о-врем ен н ой  реж им  ам п ли ф и кац и и  («Т ерц и к» , Д Н К  
технология, П Ц Р в пробирках  объем ом  0,5 мл)

№
п/п

Т ем п ературн о-врем ен н ой  реж им  (точны й) Ч исло  циклов

1 95°С -  5 мин 1

95°С -  10 сек

2 6 0 ° С -  15 сек 45

72°С -  15 сек

3 72°С -  2 м ин 1
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Т абли ц а 4. Т ем п ературн о-врем ен н ой  реж им  ам п л и ф и кац и и  («Д Т  96»,
Д Н К  техн ологи я, П Ц Р в пробирках  объ ем ом  0,2 мл)

№
п/п Т ем п ературн о-врем ен н ой  реж и м  (точны й) Ч исло  ц иклов

1 95°С -  5 мин 1

95°С -  20 сек

2 60°С -  30  сек 45

72°С -  30 сек

3 72°С -  2 мин 1

П осле ок он чани я реакци и  переставить  п робирки  в сп ец и альн ы й  ш татив и 
отп рави ть  в п ом ещ ен и е для детекции  продуктов П Ц Р.

П робы  после ам п л и ф и к ац и и  м ож но хран и ть  в течен и е 16 ч при ком н атн ой  
тем п ературе. Д ля д л и тел ьн ого  хран ен и я требуется  зам орозка.

А нализ п родуктов  ам п л и ф и к ац и и  проводи тся  м етодом  эл ек троф ореза  в 
агарозн ом  геле.

7.3 Детекция продуктов ПЦР амплификации методом электрофореза в 
агарозном геле

Внимание: Работа с амплифпцированными продуктами должна 
производиться в отдельной комнате сотрудником, не производящим 
манипуляций в чистых помещениях.

П остави ть  эл ек тр о ф о р ез  и сслед уем ы х и контрольны х проб согласн о  
и н струкц и и  п р о и зво д и теля  наб ора для детекц и и  ам гтлиф ицированной Д Н К  
м етодом  эл ек тр о ф о р еза  в агарозн ом  геле.

8. Интерпретация результатов анализа

У ч ёт  р езультатов  11Ц Р-анализа п роводи тся  по наличию  или отсутстви ю  на 
электроф оре! рам м е сп ец и ф и ческ и х  полос ам п ли ф и ц и рован н ой  НК.

Р езул ьтат  сч и тается  достоверн ы м  в сл уч ае  корректного  прохож ден и я 
п олож и тельн ы х и о тр и ц ател ьн ы х  кон трол ей  ам п л и ф и кац и и  и эк стракц и и  Д Н К  в 
соответстви и  с та б л и ц ей  5.

Т аблица 5, О ц ен к а  р езультатов  ан ал и за  к о н тр о л ьн ы х о бразцов.

К онтроли Этап С п ец и ф и ческая  полоса на эл ек троф ореграм м е
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200 пар осн ован и й  
Bacillus anthracis

500 пар осн ован и й  
ВКО

вк- Э кстракция Д Н К нет да

к+ П Ц Р да да

к- П Ц Р нет нет

П оявление сп ец и ф и ческ ой  полосы  П Ц Р продукта 500 пн для 
отри ц ательн ого  контроля этап а  экстракц и и  (ВК-) и полос 500 пн и /и л и  200  пн 
для отрицательного  кон троля этап а П Ц Р (К-) сви детельствует о н али чи и  
к он там и н ац и и  реактивов или  образцов. В этом  случае результаты  ан ал и за  для 
всех  проб считаю тся н едействительны м и. Т реб уется  повторить анализ всех проб, 
а  такж е предпринять м еры  по вы явлению  и ликви дац и и  и сточн и ка 
контам инации.

На дорож ках  с исслед уем ы м и  образцам и  долж н о  наблю даться од н а  или 
две полосы , совп адаю щ и м и  по подвиж ности  с полосам и от образца К+ (ПКО 
Сиб. язва).

О бразец  считается отрицательным (ДНК Bacillus anthracis отсутствует)
есл и  не наблю дается ам п л и ф и к ац и и  сп ец и ф и ческ ой  полосы  на уровн е 200 пар 
н уклеотидов и при этом  наб лю дается  сп ец и ф и ческая  полоса ВК О  на уровн е 500  
пар нуклеотидов.

О бразец  счи тается  положительным (ДНК Bacillus anthracis 
присутствует) если н аблю дается  полоса, подви ж н ость  которой совп ад ает  с 
подвиж ностью  ниж ней п олосы  (200  пар н уклеотидов) на дорож ке К + (П К О  С иб. 
язва). Н аличие полосы  В К О  (500  пар нуклеотидов) при  этом  не обязательно.

И сследуем ы е образцы , для которы х на дорож ках  отсутствую т обе полосы , 
требую т повторного проведен и я исследования. О тсутстви е полосы В К О  (500  пар 
нуклеотидов) при отсутстви и  ам плиф икации  целевого  П Ц Р-продукта B acillus 
an thracis (200 пар н уклеоти дов) указы вает на наличие ингибиторов в п робе(ах) 
или  на ош ибки  при п остан овке реакции. Н еобходи м о  провести  и сслед ован и е 
начи н ая  с этап а экстракц и и  НК.

В Н И М А Н И Е ! П ри п олучении  сом н и тельн ы х результатов реком ен д уется  
и сследование см ы вов с п оверхн остей  в л аб оратори и  для исклю чения ри ска 
вн утри лабораторн ой  контам инации .

9. Условия транспортирования
Н абор «ПЦР-Ф-СИБИРСКАЯ-ЯЗВА-Ф АКТОР» м ож но

тран сп орти ровать  всем и видам и  кры того тр ан сп орта  при тем пературе от  2 до  8 
°С  не более 5 суток.
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10. Условия хранения

Х ран ен и е к ом п лектов  набора «ПЦР-Ф-СИБИРСКАЯ-ЯЗВА-ФАКТОР»
осущ ествляю т при тем п ературе от м инус 18 до м инус 20°С .

11. Срок годности
С рок  годности  реаген тов  «ПЦР-Ф-СИБИРСКАЯ-ЯЗВА-ФАКТОР» 12

м есяцев.
Н абор с истекш им  сроком  годности п рим енению  не подлеж ит.
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Приложение 1. Приготовление реакционной смеси

К оличество
реакций

О бъем  П Ц Р С М Е С Ь  Сиб. язва, м кл
О бъем  T A Q  

P O L Y M E R A SE , мкл

3 45 0,9

4 60 1,2

5 75 1,5

6 90 1,8

7 105 2,1

8 120 2,4

9 135 2,7

10 150 3

15 225 4,5

20 300 6

25 375 7,5

30 450 9

35 525 10,5

40 600 12

45 675 13,5

50 750 15

55 825 16,5
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Приложение 2. Лист вносимых изменений

Редакция Место вносимых 
изменений

Суть вносимых 
изменений
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