Рекомендации ВОЗ в отношении лабораторной диагностики нового вируса гриппа типа А (H1N1) у людей

В данном документе содержится информация по диагностике вирусов, подобных штамму A/California/4/2009 вируса гриппа А (H1N1) у людей, имеющаяся по состоянию на 21 мая 2009 года. Дальнейшая информация по диагностике будет обновляться по мере ее поступления. 

Образцы

Как рекомендуется в случае исследования сезонного гриппа, и в данном случае лучше всего подходят образцы, взятые из верхних дыхательных путей. Следует брать следующие образцы: из глубины носовых отверстий (назальный мазок), носоглотки (носоглоточный мазок), носоглоточный аспират, аспират из зева или бронхиальный аспират. Пока еще неизвестно, какой тип образцов дает наилучший выход продукта для диагностики. При сборе образцов должны соблюдаться соответствующие меры предосторожности, поскольку сборщик может подвергнуться контакту с респираторными выделениями пациентов.

До сих пор нет информации о диагностической ценности нереспираторных образцов, например, образцов стула. Образцы сыворотки, взятой в острый период болезни, и сыворотки реконвалесцентов следует использовать для обнаружения роста титров антител.

Лабораторные тесты

Молекулярная диагностика

В настоящее время молекулярная диагностика является предпочтительным методом выявления вируса гриппа типа А (H1N1) (вирусы, подобные штамму A/California/4/2009). 

Анализы различных целевых генов более всего подходят для адекватной идентификации данного вируса. Важны следующие гены-мишени: ген, кодирующий матричный белок гриппа типа А, ген гемагглютинина, специфичный для вируса гриппа типа А (H1N1) свиного происхождения, и ген гемагглютинина, специфичный для сезонного гриппа типа А H1/H3 и других подтипов.

В настоящее время имеются в наличии следующие протоколы:

· Специфичная для гриппа типа А обычная ПЦР и ПЦР в реальном времени (см. Приложения 1 и 2); а также 

· Протокол ОТ-ПЦР в реальном времени, разработанный CDC для обнаружения и характеризации вируса гриппа А (H1N1) (версия 2009 года).
 

Анализ последовательности ПЦР-продукта гена, кодирующего матричный белок вируса гриппа А (H1N1), с использованием праймеров, представленных в протоколах ВОЗ (см. Приложение 1), позволит дифференцировать М-ген вируса гриппа H1N1 свиного происхождения от М-гена вируса сезонного гриппа H1N1. Однако для подтверждения происхождения вируса следует проводить дополнительные анализы. 

Обычные ОТ-ПЦР-анализы  в настоящее время проходят оценку. Обновленная информация по этому вопросу будет опубликована по мере ее поступления.  

Выделение и типирование вируса посредством ингибирования гемагглютинации или при помощи иммунофлюоресценции

Можно использовать существующие протоколы выделения вирусов сезонного гриппа с использованием клеток MDCK и инокуляции куриных эмбрионов, хотя их чувствительность еще нужно дополнительно определить (см. раздел по биобезопасности далее)

Красные кровяные тельца индейки, цыпленка, морской свинки и человека будут агглютинировать с вирусом гриппа А (H1N1) свиного происхождения.

Поликлональные антитела, специфичные для сезонных вирусов гриппа подтипа H1 из набора реагентов ВОЗ на грипп, не будут вступать в реакцию с текущим вирусом гриппа А (H1N1) в РТГА. 

Результаты, полученные с использованием моноклональных антител к H1 из набора ВОЗ, не должны рассматриваться в качестве окончательных, и рекомендуется их дальнейшая верификация.

Экспресс-тесты или иммунофлюоресценция

Чувствительность и специфичность экспресс тестов (используемых «у постели больного»), или иммунофлюоресцентных тестов, разработанных для непосредственного обнаружения вирусов гриппа типа А, в настоящее время не определена. Обновленная информация будет опубликована по мере ее поступления. Следует подчеркнуть, что данные тесты не позволят дифференцировать сезонный грипп от вируса гриппа А (H1N1) свиного происхождения.

Интерпретация результатов лабораторных исследований

· ПЦР – образец считается положительным, если результаты тестов с использованием двух различных ПЦР-мишеней (например, праймеры, специфичные для универсального М- гена и гена гемагглютинина H1 свиней) являются положительными, а результаты ПЦР на H1+H3 человека – отрицательными. Если ОТ-ПЦР на множественные гемагглютинин-мишени (т.е. H1, H3, а также H1 свиного происхождения) дает положительный результат для одного и того же образца, в этом случае прежде всего следует исключить возможность контаминации ПЦР путем повторения процедуры ПЦР с использованием нового РНК-экстракта из оригинального образца или РНК-экстракта из другого образца. Если получены повторные положительные результаты для множественных гемагглютинин-мишеней, возрастает вероятность со-инфицирования, что подтверждается секвенированием или культивированием вируса. В Приложении 3 приведена блок-схема для использования при интерпретации результатов ПЦР.

· ПЦР-анализы в реальном времени производства CDC – результаты должны интерпретироваться так, как описано в руководстве CDC по анализу H1N1 в реальном времени.

· Отрицательный результат ПЦР-анализа не исключают, что лицо может быть инфицировано вирусом гриппа А (H1N1). Результаты следует интерпретировать с учетом имеющейся клинической и эпидемиологической информации. Образцы от пациентов, у которых результаты ПЦР-тестов отрицательны, но в отношении которых велико подозрение на инфекцию, вызванную вирусом гриппа А (H1N1), должны быть подвергнуты дальнейшему исследованию и протестированы другими методами, такими, как культивирование вируса или серология, чтобы исключить инфекцию, вызванную вирусом гриппа А (H1N1) свиного происхождения (см. блок-схему Приложения 3).

· Серология – четырехкратный и более рост титров антител, специфичных для вируса гриппа А (H1N1) свиного происхождения, указывает на недавнее инфицирование вирусом.

· Секвенирование – на этой стадии секвенирование, по крайней мере, одного целевого продукта является значимым для подтверждения результатов обычной ПЦР.

· Выделение вируса – идентификация и типирование культивированного вируса гриппа может быть проведено при помощи ПЦР, непрямого флюоресцентного анализа антител (IFA) с использованием специфичных моноклональных антител к нуклеопротеину или антигенного анализа гемагглютинина (субтипирование) посредством реакции торможения гемагглютинации, используя выбранные  референсные антисыворотки.

Направление образцов на подтверждение и дальнейшую идентификацию

Лабораториям, не имеющим возможностей по диагностике вирусов гриппа типа А, рекомендуется отправлять репрезентативные образцы от подозреваемых случаев заболевания гриппа А (H1N1) (в соответствии с руководством ВОЗ дефинициям случаев заболевания
, в один из Сотрудничающих центров ВОЗ по гриппу (СЦ ВОЗ).

Нетипируемые образцы с лабораторными результатами, указывающими на грипп типа А ((т.е. отрицательные результаты на грипп А(H1) и (H3)) такие случаи не считаются подтвержденными в соответствии с критериями ВОЗ), должны быть направлены в один из СЦ ВОЗ для подтверждения.

Лаборатории, не имеющие возможностей по выделению вируса (или не имеющие требуемого уровня обеспечения биобезопасности), должны направлять образцы в один из СЦ ВОЗ.

Необходимо следовать стандартной практике хранения, упаковки и отправки образцов наряду с правилами Международной ассоциации воздушного транспорта (ИАТА).

Биобезопасность

Диагностическая лабораторная работа с клиническими образцами от пациентов, представляющих собой подозреваемые случаи инфекции, вызванной вирусом гриппа А (H1N1) свиного происхождения, должна проводиться в условиях BSL-2 с использованием соответствующих средств индивидуальной защиты (СИЗ). Все манипуляции с клиническими образцами должны производиться внутри сертифицированного бокса биобезопасности. 

Выделение вируса требует в настоящее время более высокого уровня биобезопасности. Пожалуйста, ознакомьтесь с документом ВОЗ - Управление лабораторным биориском в лаборатория, работающих с клиническими образцами с подозреваемым или подтвержденным наличием вируса гриппа А (H1N1), вызывающего международные  эпидемии в настоящее время, для получения руководящей информации о рекомендуемых мерах.

Алгоритмы тестирования

Общий подход к обнаружению вируса гриппа при помощи ОТ-ПЦР должен рассматриваться в контексте ситуации внутри страны, например, как много образцов может быть обработано (производительность), какая генная последовательность должна быть избрана в качестве мишени для ОТ-ПЦР и прибегать ли к параллельному или последующему тестированию в ОТ-ПЦР М-, нуклеопротеиновых (NP) генов и генов гемагглютинина. 

Надлежащая лабораторная практика

Должны иметься в наличии и регулярно пересматриваться стандартные протоколы проведения всех процедур. Чрезвычайно важно удостовериться в том, что используются рекомендованные реагенты используются правильно, поскольку реакции являются сложными, и проблемы с одним реагентом могут серьезно повлиять на полученные результаты.

Валидация

Все протоколы должны всегда проверяться (валидироваться) во всех лабораториях, чтобы гарантировать адекватную специфичность и чувствительность, используя одни и те же контроли, применяемые в каждом цикле.

Обеспечение качества     

Должны иметься в наличии и внедрены стандартные протоколы по обеспечению качества и надлежащие методы лабораторной работы. Для подтверждения того, что лаборатории в своих тестах достигают адекватного уровня чувствительности и специфичности, настоятельно рекомендуется участие в оценочных мероприятиях для Национальных центров гриппа (программа по внешней оценке качества).

Обучение персонала 

Знание протоколов и правильной интерпретации результатов являются краеугольными камнями успешного проведения диагностических тестов.

Помещения и места обработки образцов

Должны иметься в наличии помещения для работы с образцами и реагентами (включая холодовую цепь) с надлежащим разделением различных стадий ОТ-ПЦР для предотвращения  перекрестной контаминации. Помещения и оборудование должны отвечать соответствующему уровню биобезопасности. ОТ-ПЦР должна проводиться в помещении, отделенном от помещения, которое используется для процедур по выделению вируса. 

Оборудование  

Оборудование должно использоваться и обслуживаться в соответствии с рекомендациями изготовителя.

Приложение 1:

Обычные ОТ-ПЦР анализы генов, кодирующих матричный белок вирусов гриппа А (H1N1)

Протокол обычный ОТ-ПЦР

Протоколы и праймеры для обычной ПЦР и гель-электрофореза продуктов с целью обнаружения вирусов гриппа типа А в образцах от людей приведены ниже. Данные протоколы показали себя достаточно эффективными для идентификации вирусов гриппа типа А, когда использовались с указанными реагентами и праймерами. Лабораториям, у которых имеются ограничения в отношении идентификации циркулирующих в настоящее время вирусов, рекомендуется связаться с одной из референс-лабораторий-ВОЗ
 по диагностике инфекции гриппа А/H5 или с одним из Сотрудничающих центров ВОЗ
  по гриппу для получения помощи от них в определении оптимальных для использования праймеров.

Необходимые материалы

· Мини набор «QIAamp® Viral RNA» (QIAGEN, Cat#52904. После надлежащей оценки могут использоваться другие наборы для выделения).

· Набор One-Step RT-PCR (QIAGEN, Cat#210212)

· Ингибитор РНКазы 20 ед/мкл (Applied Biosystems, Cat#8080119)

· Без-РНКазная вода 
· Этанол (96-100%)
· Микроцентрифуга (регулируемая до 13000 оборотов в минуту)

· Регулируемые пипетки

· Стерильные без-РНКазные наконечники для пипеток с аэрозольным фильтром

· Вортекс

· Пробирки для микроцентрифугрования (0.2, 1.5 мл.)

· Термоциклер (ПЦР-аппарат)

· Наборы праймеров

· Положительный контроль (может быть получен по запросу, направленному в Сотрудничающий центр ВОЗ по гриппу, функционирующий на базе Центров по контролю и профилактике заболеваний - CDC, Атланта, США)

Праймеры

Ген: М

Последовательности праймеров

M30F2/08: 5`- ATGAGYCTTYTAACCGAGGTCGAAACG -3`

M264R3/08: 5`- TGGACAAANCGTCTACGCTGCAG -3`

Ожидаемый размер продукта - 244 п.о. (ссылка: NIID
)

Процедура

1. Выделите вирусную РНК из клинического образца посредством мини набора «QIAamp® Viral RNA» или эквивалентного ему набора для выделения РНК в соответствии с инструкцией производителя. 

2. Выполните однораундовую ОТ-ПЦР

· Достаньте реагенты из хранилища, нагрейте их до комнатной температуры. После того, как они оттаяли, храните их на льду

· Приготовление мастер-микса (работайте на льду)

· Добавьте следующие компоненты в пробирку для микроцентрифугирования и осторожно перемешайте, набирая мастер-микс в пипетку и высвобождая ее 10 раз (Замечание: для предотвращения локальных различий в концентрации солей, важно обеспечить полное перемешивание раствора перед использованием)

Реакция без Q-раствора

Вода (молекулярно-биологического 

качества )


                               9,5 мкл

5х QIAGEN ОТ-ПЦР буфер                             5,0 мкл

дНТФ смесь                                                       1,0 мкл

Прямой праймер (10 мкмоль/л)                       1,5 мкл

Обратный праймер (10 мкмоль/л)                   1,5 мкл

Ферментная смесь                                             1,0 мкл 

Ингибитор РНКазы (20 ед/мкл)             
0,5 мкл 

Общий объем                                                    20 мкл

· Добавьте 20 мкл мастер-микса в каждую пробирку для ПЦР

· Добавьте 5 мкл РНК-образца в мастер-микс. Для контрольных реакций используйте 5 мкл без-РНКазной воды для негативного контроля и 5 мкл соответствующей вирусной РНК - для положительного контроля

· Запрограммируйте термоциклер в соответствии с условиями термического циклирования

· Запустите программу ОТ-ПЦР, при этом пробирки для  ПЦР должны еще находиться на льду. Дождитесь, пока термоциклер нагреется до 50оС. Затем поместите пробирки для ПЦР в термоциклер.

Условия термического циклирования

Обратная транскрипция                    30 мин, 50°C

Начальная ПЦР-активация                15 мин, 95°C

Трехступенчатое циклирование        

Денатурация                                        30 сек, 94 °C

Отжиг
                                         30 сек, 50 °C

Элонгация                                             1 мин, 72 °C

Кол-во циклов                                      45

Финальная элонгация                         10 мин, 72 °C

Хранение                                               4  °C ∞

3. Агарозный гель-электрофорез продуктов ОТ-ПЦР

Подготовьте агарозный гель, загрузите продукты ПЦР и маркер молекулярного веса и запустите в соответствии со стандартными протоколами. Визуализируйте наличие маркера под ультрафиолетом. Пример требующегося материала и процедуры приведен ниже

  Необходимые материалы

· Форма для заливки агарозного геля и камера для электрофореза

· Источник питания

· Трансиллюминатор (λ = 302 nm)

· Фотоаппарат и плёнка Polaroid или компьютер, соединённый с камерой 

· Вариопипетки

· 2% агарозный гель в ТАЕ буфере 1 х 

· 1х ТАЕ буфер

· Бромид этидия (10мг/мл)

· Буфер для гельэлектрофореза (GLB) 6х

· Маркер молекулярного веса

Процедура
А) Приготовление агарозного геля

i) поместите форму с гелем на основу для заливки гелей. Вставьте гребенку и выровняйте основу.

ii) приготовьте 2% раствор агарозы путём взвешивания 4 граммов агарозы и разведите в 200 мл 1х ТАЕ буфера. Приготовьте агарозу путём нагревания в микроволновой печи.

iii) охладите расплавленую агарозу примерно до 60 °C, затем добавьте 10 мкл бромида этидия.

iv) вылейте расплавленную агарозу в форму для заливки геля.

v) дайте гелю застыть при комнатной температуре.

vi) извлеките гребенку из формы.

vii) установите форму в камеру для электрофореза расположив лунками со стороны катодов.

viii) заполните камеру для электрофореза 1× TAE до уровня, который закроет гель с верхом.

B) Внесение образцов:

i) добавьте по 5 мкл буфера для внесения образцов в гель в каждую ПЦР-пробирку.

ii) внесите маркер молекулярного веса в первую лунку геля.

iii) пипеткой внесите в каждую лунку геля по 15 мкл ПЦР-продукта / буфера для внесения образцов.

iv) закройте крышку на камере и присоедините электроды. Проведите гельэлектрофорез в течение 30-35 минут при напряжении 100 вольт.

v) с помощью трансиллюминатора визуализируйте присутствие дорожек маркера и ПЦР-продуктов.

vi) путём фотосъёмки задокументируйте картинку с гелем.

Интерпретация результатов

Размер полученных ПЦР-продуктов должен быть сравним с ожидаемым размером. Если тест проходит без использования положительного контроля, полученные продукты необходимо подтвердить путём секвенирования и сравнения с имеющимися последовательностями.

Приложение 2:

ОТ-ПЦР анализ в реальном времени гена, кодирующего матричный белок вирусов гриппа типа А

ОТ-ПЦР в режиме реального времени представляет различные трудности в сравнении с обычным ОТ-ПЦР. В добавление к рекомендациям по ОТ-ПЦР, описанным в Приложении 1, подробные рекомендации для ОТ-ПЦР в режиме реального времени включают в себя:
• необходимость обеспечения того, что имеется и надлежащим образом используется необходимое оборудование, программное обеспечение и флуоресцентные реагенты.
• обеспечение надлежащего обучения персонала в части интерпретации результатов (критически важными является наличие опыта в распознании достоверно-положительных результатов, в интерпретации контроле/ показателей Ct, а также аберрантной флуоресценции и т.д.).

• валидационные мероприятия в лаборатории и оптимизация реакций являются существенными для осуществления количественных измерений.
• имеется небольшая вероятность контаминации, когда реакции отбраковываются после проведения тестирования. Тем не менее, многие лаборатории проводят дальнейший «постреакционный» анализ (например, анализ полиморфизма длин фрагментов рестрикции с использованием гелей, секвенирования и т.д), которые могут повторно внести контаминацию.
Протокол ОТ-ПЦР в реальном времени №19
Выделите вирусную РНК из клинического образца, как указано в Приложении 1: Обычные ОТ-ПЦР анализы.

Необходимые материалы

Обратная транскрипция

10x ПЦР буфер I с 15 ммоль / л MgCl2 (Applied Biosystems)

Случайный гексамер 50 мкмоль/l (Applied Biosystems)

Обратная транскриптаза MuLV 50 ед./мкл (Applied Biosystems)

Ингибитор РНКазы 20 ед./мкл (Applied Biosystems)

ПЦР в реальном времени
Марки: «LightCycler»®  – набор «FastStart™ DNA Master HybProbe kit»  («Roche»)

Смесь праймеров и зондов: добавьте в равном объёме следующие компоненты для приготовления смеси праймеров и зондов для М-гена

Праймеры и зонды:

Вирусы гриппа типа А

Последовательности праймеров

FLUAM-1F: 5'-AAGACCAATCCTGTCACCTCTGA-3' (10 мкмоль/л)

FLUAM-2F: 5'-CATTGGGATCTTGCACTTGATATT-3' (10 мкмоль/л)

FLUAM-1R: 5'-CAA AGCGTCTACGCTGCAGTCC-3' (10 мкмоль/л)

FLUAM-2R: 5'-AAACCGTATTTAAGGCGACGATAA-3' (10 мкмоль/л)

FLUA-1P: 5'-(FAM)-TTTGTGTTCACGCTCACCGT-(TAMRA)-3' (5 мкмоль/л)

FLUA-2P: 5'-(FAM)-TGGATTCTTGATCGTCTTTTCTTCAAATGCA-(TAMRA)-3' (5 мкмоль/л)

Рабочая смесь праймеров и зондов приготавливается путём смешивания 6 вышеозначенных реагентов в равных объёмах

Процедура

1. Выполните этап обратной транскрипции, используя реагенты, указанные в нижеследующей таблице, и следуя инструкциям внизу таблицы.

	Реагент
	Объём (мкл) на каждую реакцию

	10x ПЦР буфер I с 15 ммоль/л MgCl2
	2

	Дополнительно 25 ммоль/ л MgCl2
	2,8

	25 ммоль/л дНТФ (дезоксинуклеозидтрифосфатов)
	8

	Случайный гексамер 50 мкмоль/л
	1

	Ингибитор рибонуклеазы 20 ед./мкл
	1

	Обратная транскриптаза 50 ел./мкл
	1

	Выделенная РНК
	4,2


i) перемешать на вортексе (Vortex) и центрифугировать пробирку со смесью в течение короткого времени (~ 3 сек.) 

ii) оставьте пробирку при комнатной температуре на 10 минут, а затем поместите в инкубатор при температуре 42 °C не менее чем на 15 минут.

iii) поместите пробирку в инкубатор при температуре 95 °C на 5 минут, а затем охладите на льду.

2. Проведение ПЦР в режиме реального времени

i) подготовьте реакционную смесь «Hot Start» путём осторожного пипетирования 60 мкл реакционной смеси LightCycler-FastStart Reaction Mix HybProbe (емкость 1b) в LightCycler-FastStart Enzyme (емкость 1a).

ii) для каждого тестового образца и положительного и отрицательного контролей приготовьте смесь реагентов со смесью праймеров и зондов, как указано в нижеследующей таблице:

Смесь мастер-микс

	Реагент
	Объём (мкл)

	Вода для ПЦР
	7.6

	MgCl2 (25 ммоль/l) 
	2.4

	Смесь праймеров и зондов
	3

	Реакционная смесь «Hot Start»
	2

	Объём всего
	15


Каждая реакция:

Мастер-микс

          15мкл

кДНК



5 мкл

Условия термоциклирования при ПЦР 

	Температура

(°C)
	Время (минута:секунда)
	Количество циклов

	95
	10:0
	1

	95
	0:10
	} 50

	56
	0:15
	

	72
	0:10
	

	40
	0:30
	1


Протокол №2 ОТ-ПЦР в режиме реального времени8
Выделите вирусную РНК из клинических образцов, как описано в Приложении 1: анализы в обычной ОТ-ПЦР

Необходимые материалы

• QIAGEN® QuantiTect®, Probe RT-PCR kit (#204443):

− 2 x QuantiTect®, Probe RT-PCR Master Mix;

− QuantiTect®, RT Mix;

− безРНКазная вода

• ингибитор РНКазы (Applied Biosystems Cat# N808-0119)

• праймеры

• TaqMan® MGB Probe

• Оборудование: Chromo-4 Real-time PCR Detection system (BioRad), LigntCycler 2 (Roche) or LigntCycler 480 (Roche)

ПЦР в режиме реального времени

ПЦР в режиме реального времени производится одного этапа ОТ-ПЦР с применением зонда TaqMan®

Праймеры и зонды:

Ген: Тип A (M)

Последовательности праймеров

MP-39-67For 5'-CCMAGGTCGAAACGTAYGTTCTCTCTATC-3' (10 мкмоль/л)

MP-183-153Rev 5'-TGACAGRATYGGTCTTGTCTTTAGCCAYTCCA-3' (10 мкмоль/л)

Последовательности зондов:

MP-96-75ProbeAs 5' (FAM)-ATYTCGGCTTTGAGGGGGCCTG-(MGB)-3' (5 пикомоль/мкл)

Реакционная смесь

	Реагент
	Объём (мкл)

	2x QuantiTect®Probe RT-PCR Master Mix
	12.5

	Прямой праймер (10 мкмоль/л)
	1.5

	Обратный праймер (10 мкмоль/л) 
	1.5

	Зонд MGB «TaqMan» (5 пикомоль/мкл) 
	0.5

	Смесь для ОТ «QuantiTect»® 
	0.25

	Без-РНКазная вода
	3.75

	Всего
	20


Процедура

1. Внесите 20 мкл реакционной смеси на каждый планшет для ОТ-ПЦР реакции.

2. Добавьте 5 мкл  РНК образца в реакционную смесь. Для контрольных  реакций используйте 5 мкл свободной от РНК воды - для отрицательного контроля, и 5 мкл соответствующих вирусных РНК для положительного контроля.

3. Запрограммируйте термоциклер, как показано в таблице ниже

4. Запустите программу ОТ-ПЦР в режиме реального времени, когда планшеты для ОТ-ПЦР реакции еще стоят на льду.

5. Дождитесь, пока температура термоциклера не достигнет 50 °C, после чего поместите планшеты для ОТ-ПЦР реакции в термоциклер.

Условия термоциклирования при ОТ-ПЦР: Система обнаружения ОТ-ПЦР в режиме реального времени «Chromo-4» (BioRad)

	Температура

(°C)
	Время (минута:секунда)
	Количество циков

	50
	30:00
	1

	95
	15:00
	1

	94
	0:15
	} 45

	56
	1:00
	


Условия термоциклирования при ОТ-ПЦР: «LightCycler 2» («Roche») и «LightCycler 480» («Roche»)
	Температура

(°C)
	Время (минута:секунда)
	Номер цикла

	50
	30:00
	1

	95
	15:00
	1

	94
	0:15

(скорость отслеживания  1.2˚C/сек)
	} 45

	56
	1:15

(скорость отслеживания  1.2˚C/сек)

Сбор данных
	


Приложение 3:

Алгоритм ПЦР-тестирования и интерпретация результатов








ПЦР анализ





Отрицат





Положит





Тест на сезонный грипп Н1 и Н3 с применением специфичной ПЦР





Отрицательная реакция на вирусы гриппа типа А (проверить на другие патогены)





Отрицат





ПЦР гена, кодирующего (универсальный) матричный белок гриппа типа А 





Грипп типа А, отличный от H1N1-swl





Положит реакция на сезонный грипп Н1 и Н3





Проверить лабораторию на контаминацию путём повторного тестирования изначального образца





Отрицат





Положит





Результаты ПЦР, специфичной к сезонному гриппу H1 и H3 - отрицательные





Тест на сезонный грипп H1 и H3 с применением специфичной ПЦР





Подтверждённый положительный H1N1-swl





Положит.





ПЦР, специфичная к субтипу гриппа H1N1 –swl 


(ген H1)


(другие генные мишени - факультативно)





Swl-свиная линия


AIV-вирус гриппа птиц





Лабораториям, применяющим набор CDC для ОТ-ПЦР в реальном времени, рекомендуется следовать критериям по интерпретации результатов, указанным в руководстве по пользованию набором





Протестировать на H5N1 или другие AIV (вирусы гриппа птиц) или на вирус гриппа типа В





Положит.





Положит.





Положит. 





Отрицат. 








� � HYPERLINK "http://www.who.int/csr/resources/publications/swineflu/realtimeptpcr/en/index.html" ��http://www.who.int/csr/resources/publications/swineflu/realtimeptpcr/en/index.html� (на англ.)


� HYPERLINK "http://www.who.int/csr/resources/publications/swineflu/RUCDCrealtimeRTPCRprotocol_20090428.pdf" ��http://www.who.int/csr/resources/publications/swineflu/RUCDCrealtimeRTPCRprotocol_20090428.pdf� (на русском)


 





� http://www.who.int/csr/resources/publications/swineflu/interim_guidance/en/index.html





� � HYPERLINK "http://www.who.int/csr/resources/publications/swineflu/Laboratorybioriskmanagement.pdf" �http://www.who.int/csr/resources/publications/swineflu/Laboratorybioriskmanagement.pdf�  (на англ. языке)


� HYPERLINK "http://www.who.int/csr/resources/publications/biosafety/WHO_CDS_CSR_LYO_2004_11/ru" �http://www.who.int/csr/resources/publications/biosafety/WHO_CDS_CSR_LYO_2004_11/ru� (на русском языке)





� Протокол предоставлен вирусологическим отделом Центра защиты здоровья, САР Гонконг, Китай, (референс-лаборатория ВОЗ по гриппу Н5).


� http://www.who.int/csr/disease/avian_influenza/guidelines/referencelabs/en/


� http://www.who.int/csr/disease/influenza/collabcentres/en/


� Праймеры разработаны в лаборатории Национального института инфекционных заболеваний (NIID), Токио, Япония, (Сотрудничающий центр ВОЗ по референс-диагностике и изучению гриппа) 


9 Протокол предоставлен Отделом вирусологи Центра защиты здоровья, САР Гонконг, Китай, Референс-лаборатория ВОЗ по гриппу H5





8 Протокол предоставлен Национальным институтом инфекционных заболеваний (NID), Центр исследования вируса гриппа, Токио, Япония (Сотрудничающий центр ВОЗ по исследованию гриппа).
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