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изложен метод определения типа гемолитико-уремического синдрома

(ГУС), ассоциированного с диареей, основанный на обнаружении ДНК

шигатоксин-продуцирующей Escherichia coli (дытее - STEC) с помощью

ПЦР в реальном времени, который может быть использован в комплексе

медицинских услуг, направленных на диагностику ГУС.

Инструкция предназначена для врачей-лаборантов, врачей-

инфекционистов, врачей-педиатров и иных врачей-специчlJIистов,

оказывающих медицинскую помощь пациентам в стационарных иlили

амбулаторных условиях, иlили в условиях отделения дневного

пребывания.

1 Показания к применению

Гемолитико-уремический синдром (МКБ 1 0: D59.3).

Противопоказания к применению: отсутствуют.

2 Перечень медицинских изделий, реактивов и так далее

2.1 Изделия медицинской техники

амплификатор с оптическим модулем для проведения ГtrР в режиме

ре€rльного времени с компьютером с соответствующим программным

обеспечением для управления прибором, анzulиза и хранения данных;

ламинарное укрытие с бактерицидной лампой;

морозильн€ш камера, поддерживающая температуру минус 1 8. . .

минус 20 ОС;

термоблок для микропробирок объемом 1,5 мл;

холодильнаrI установка, поддерживающая температуру +4...+8 ОС;

центрифуга-вортекс;

центрифуга высокоскоростная (с ротором для пробирок типа

((эппендорф), ta 000 g).



2,2 Иэделия медицинского назначения и так далее

дозаторы автоматические переменного объема: 2-20, 20-200,

200- 1 000 мкл;

криоштатив для микропробирок объемом 0,2и 0,5 мл;

наконечники однорЕlзовые для автоматических дозаторов с

юрозольным барьером в штативах, стерильные, с маркировкой <<RNAse,

DNAse free>>, объемом до 10, 100, 200, 1000 мкл;

одноразовая пластиковая посуда (стерилъные пробирки типа

(эппендорф) объемом 1,5 мл, ПIР-пробирки / стрипы / планшеты

объемом 0,2 мл с маркировкой KRNAse, DNAse free>);

штативы для микропробирок и автоматических пипеток.

Изdелuя меduцuнскоlо назначенuя dля взяmuя бuолоzuческоzо

JйаmерuсUlа:

стерильная емкостъ/флакон с плотно закручиваюIцейся крышкой;

стерильный шпатель (для сбора твердой фракции) или пластиковый

одноразовый шприц (если стул жидкий).

Из d елuя м е d uцuн ско 2о н аз н ач енuя dля л аб ор аm орн ой Duаzн о с muкu :

набор для выделения ШК из фекалий;

ГtrЩ тест-система для обнаружения Дil( шигатоксин-

продуцирующих Escherichia coli (STEC) в реаJIьном времени

или реагенты для проведения III_P: вода стерильная для

молекулярной биологии (далее - вода); высокоочищеннЕи рекомбинантн€uI

Taq ШК-полимераза с функцией <гор ячий старт) для ПI_Р в реальном

времени (5 едlмкл); 10хбуфер для Taq полимеразы без MgClz; 50 мМ

раствор MgClz; 10 мМ смесь дНТФ; праймеры и зонды для амплификации

фрагментов ЩНК и положительные контроли III_P (pAl2-Tstxl, pAL2-

Tstx2).



3 Технология реализации метода

3.1 Информация по биологической безопасности

Манипуляции с биологическим материалом необходимо проводить с

соблюдением правил работы с инфицированным материалом и

использованием средств индивидуальной защиты согласно СанПиН

кТребования безопасности при осуществлении работ с условно-

патогенными микроорганизмами и патогенными биологическими

агентами, к организации и проведению их учета, хранения, передачи и

транспортировки), утвержденными постановлением Министерства

здравоохранения Республики Беларусь от 06.01 .20117 Jф 2.

3.2 Биологический материал

пациента.

Биологическим материslлом для исследования являются фека"шии

3.2.1 Порядок сбора, транспортировки и хранения материала

Промаркировать стерильный флакон с закручивающейся

2. Стерильным шпателем взять фекалии массой около 1 г
поместить в промаркированный флакон. Если фекалии жидкие,

помощью однорЕtзового шприца взять 1 мл биологического материаJIа.

3. Флакон тщателъно укупорить.

4. Хранить биологический матери€Lл в холодильной установке при

температуре +4...+8 ОС не более 24 часов до исследования в лаборатории

или замораживать при температуре минус 20 "С - до 1 года.

3.3 Выделение ДНК
Выделение ДНК выполнять с использованием наборов,

материЕLлапредназначенных для выделения ДНК из биологического

человека, включая фекалии, в соответствии с прилагаемой к ним

1.

крышкой.

и

с

инструкцией. При выделении отдельную пробирку дополнительно отвести



для отрицательного контроля выделения, в нее внести воду в количестве,

согласно инструкции по применению набора.

3.4 Постановка ПЦР

Выявление STEC осуществляется с помощъю ГПР в режиме

реаJIьного времени. При проведении ПI-Щ каждый исследуемый образец

тестируется параллельно в двух реакциях: со специфическими

праймерами к гену stx1 (кодирует шигатоксин 1 типа) и к гену stx2

(кодирует шигатоксин 2 типа). Реакция проводится в объеме 25 мкл, из

которых 20 мкл - реакционная смесь, 5 мкл - исследуемая ДНК.

Последовательности используемых олигонуклеотидов (праймеров и

зондов) приведены в таблице 1.

Таблица 1 - Праймеры и зонды для ГtrР в реальном времени для
обнаружения шигатоксинов | и2 типа

Каждый олигонуклеотид р€Lзвести в воде для получения рабочей

концентрации 10 мкМмкл. Щля расчета объема воды, необходимого дJuI

рЕlзведения каждого из олигонуклеотидов до требуемой концентрации,

применить формулу:

V [HzOJ : п нмолей [праймера/зонdаJ х l000 / С мкМ [pacmBopal .

Напрuмер: еслu колuчесmво (") высуu]енноео праймера/зонdа в

пробuрке равно 27,5 нJиоль, mо dля прulоmовленuя расmвора с

конценmрацuей [CJ, равной ]0 wrкМ, необхоduмо dобавumь HzO в объеме

5

Ген Название
праймера

Последовательность нуклеотидов (5' -+ 3') ,Щлина }п{астка
(rr.".)

stx1 stxl_f TTTGTYACTGTS ACAGCWGAAGCYTTACG 131

stxl_r С С С CAGTTC ARWGTRAGRTCMACRTC
stхlз Су5 -CTGGATGATCTCAGTGGGCGTTCTT-

ATGTAA_BHQ2
stx2 stx2_f ТТТGТYАСТGТ S ACAGCWGAAGCYTTACG I28

stx2_r С СС CAGTTCARWGTRAGRTCMACRTC
stх2з НЕХ_ТСGТСАGGСАСТGТСТGАААСТGС_

TсC_BHQ1



(|/) 27 50 JиK]I. Полученньле расmворы олulонукпеоmudов хранumь прu

futuHyc 20 "С dо 3 месяцев, оdнако слеdуеm uзбеzаmь uх Jйноlокраmноzо

(6олее 5 раз) разJиорасtсuванuя u заJчаораэtсuванuя.

Реакционные смеси готовить с использованием криоштатива согласно

таблице 2итаблице 3.

Таблица 2 - Компоненты реакционной смеси для детекции шигатоксина
типа 1 методом Ш_Р в режиме реЕrльного времени

Таблица 3 - Компоненты реакционной смеси для детекции шигатоксина
типа 2 методом ШЩ в режиме реЕrльного времени

Объем компонентов смеси рассчитывать исходя из количества

исследуемых образцов (n) + 1 отрицательный контроль выделения * 1

компонент объем на 1

реакцию, мкл
Конечная

концентрация
Вода |2,35
10х буфер 2,5 1х
MgClz (50 мМ) 2 4мМ
дНТФ (10 мМ) 0,5 0,2 мМ
Прямой праймер stx1 f (10 мкМ) 0,75 300 HIVI

Обратный праймер stxl r (10 мкМ) 0,75 300 нМ
Зонд stx1 р (10 мкМ) 0,75 300 нМ
ДНК-полимераза (5 едlмкл) 0,4 2ед
Всего: 20

компонент объем на 1

реакцию, мкл
Конечная

концентрация
Вода 1 1,85
10х буфер 2,5 1х
MgClz (50 мМ) 2 4мМ
дНТФ (10 мМ) 0,5 0,2 мМ
Прямой праймер stx2 f (10 мкМ) 0,75 300 нМ
Обратный праймер stx2 r (10 мкМ) 0,75 300 нМ
Зонд stx2 р (10 мкМ) I,25 500 нМ
ЩНК-полимераза (5 едlмкл) 0,4 2ед
Всего: 20

отрицательный контроль IIIЩ (вода) * 1 положительный контроль ШЦ.



Взять соответствующее количество IТI-Р-пробирок/ стрипов/

планшет объемом 0,2 мл. В каждую пробирку (или лунку стрипа/

планшета) внести по 20 мкл реакционной смеси и по 5 мкл исследуемого

или контрольного образца. Положительный контроль добавлять в

последнюю очередь.

Перел постановкой в амплификатор осадить капли со стенок

пробирок кратким цонтрифугированием (2-3 секунды).

Режим амплификации представлен в таблице 4. Считывание

флуоресценции установить после каждого этапа элонгации.

,Щетекцию флуоресцентного сигнала для гена stxl проводить по

кана.пу Су5, для гена stx2 - по канапу FШХ.

Установить пробирки или планшет в ячейки реакционного модуля

прибора. Запустить выполнение программы амплификации с детекцией

флуоресцентного сигнаJIа. По окончании выполнения программы

приступитъ к учету резулътатов.

3.5 Учет результатов и оценка достоверности

После окончания In-Щ произвести учет поJIученных результатов.

Пороговую линию установить вручную на уровне L0 % максимЕLпьного

уровня флуоресценции положительного контрольного образца в

этом криваяпоследнем цикле амплификации (Су5 и FIЕХ). При

флуоресценции положительного контрольного образца должна пересекать

пороговую линию на участке характерного экспоненциапьного подъема

Таблица 4 - Режим амплификации

температура, ос Время, секунда Кол-во циклов, шт
95 180 1

95 10
45

60
60

детекция флуоресцентного сигнЕuIа

флуоресценции, переходящего в линейный подъем.



Результаты интерпретировать на основании наличия пересечения

кривой флуоресценции на каждом из используемых канапов с

чтоустановленной на соответствующем уровне пороговой линией,

определяет нщIичие (или отсутствие) значения порогового цикла (С0.

Результат ПIР считать положительным, если кривая флуоресценции

имеет типичную для ГtrР в режиме реirльного времени

однократно пересекается с пороговой линиейфорrу,

порогового цикла Ct для KaHEL[a ниже или равно 40. Результат считать

отрицательным в случае отсутствия кривой типичной формы

S-образную

и значение

отсутствия пересечения с пороговой линией (нет значения С0

значение порогового цикла Ct выше 40 (таблица 5).

или

или

Результат выполненной считать достоверным, если для

положительного контроля ПI_Р сигн€ш флуоресценции присутствует по

обоим канzLпам, а для отрицательного контроля выделения

отрицательного контроля ПIЩ сигнiLп флуоресценции отсутствует.

Таблица 5 - Учет результатов ПIЩ по канапам Су5 и НЕХ

3.б Определение типа гемолитико-уремического синдрома

При обнаружении в биологическом материале Дilt STEC,

ГУС определяется как типичный, обусловленный шигатоксин-

продуцирующей Escherichia coli (STEC- ГУС).

Значение порогового цикла Ct Результат
исследованияstxl (Су5) stx2 (НЕХ)

выше 40
или нет значения

выше 40
или нет значения

отрицательный

ниже или равно 40
выше 40

или нет значения
положительный -

выявлена ДНК STEC
выше 40

или нет значения
ниже или равно 40

положительный -
выявлена ДНК STEC

ниже или равно 40 ниже или равно 40
положительный -

выявлена ЩНК STEC



4 Перечень возможных ошибок и пути их устранения

Проблемы возможные
пDичины

Способы решения

Зафиксировано
значение порогового
цикла Ct в
отрицательном
контроле выделения
по любому из кан€uIов

Перекрестная
контаминация при
выделении ШК

Предпринять меры по
выявлению и ликвидации
источника возможной
контаминации.
Повторить исследование
для всех положительных
образцов, начиная с
выделения ЩНК, с
использованием нового
отрицательного контроля

Зафиксировано
значение порогового
цикла Ct в
отрицательном
контроле ГII_Р по
любому из канЕuIов

Перекрестная
контаминация при
выполнении III_P

Предпринять меры по
выявлению и ликвидации
источника возможной
контаминации.
Повторитъ исследование
для всех положительных
образцов.

Отрицательный

результат для всех
исследуемых
образцов, включая
положительный
контроль

Пропущен
компонент ШР
смеси, задан
неправильный

режим
амплификации,
использованы

реагенты с
истекшим сроком
годности

Повторить исследование
для всех образцов с
использованием свежих
реагентов и (или) новых
наборов праймеров и
зондов, проверить
правильность
приготовления реакционной
смеси и соблюдение
режима амплификации

в положительном
контроле значение
порогового цикла Ct
отсутствует или
превышает граничное
значение,

Дil( контролъных
образцов
деградиров€Lпа или
не была добавлена.
Разрушились
зонды, меченные
флуоресцентным
красителем, или
праймеры.

Повторить амплификацию
для всех отрицательных
образцов с использованием
нового положительного
контроля.
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