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Алгысез

1 Техникальщ реттеу жэне метрология женш деп комитетшщ «Казахстан 
стандарттау жэне сертификаттау институты» республикальщ мемлекетик 
кэсшорны Э31РЛЕП ЕНГ13Д1

2 Казахстан Республикасы Индустрия жэне сауда м инистрлтнщ
Техникальщ реттеу жэне метрология женш деп комитетшщ 2005 жылдьщ 1 
кыркуйегшдеп № 237 буйрыгымен БЕК1Т1Л1П КОЛДАНЫСКА
ЕНГ131ЛД1

3 Б1Р1НШ1 ТЕКСЕРУ MEP3IMI 2010 жыл
ТЕКСЕРУ КЕЗЕЦД1Л1Г1 5 жыл

4 Осы стандарт «Тамак ешмдершщ сапасы жэне к аутаздт  туралы» Казахстан 
Республикасы Занына сэйкес Р ГОСТ 52174-2003 колданылган терминологияны келпру, 
сонымен катар КР СТ 1.5-2004 Казакстан Республикасыньщ мемлекетпк техникальщ 
реттеу жуйес1. Стандарттардьщ курылуына, баяндалуына, рес1мделу1не жэне мазмунына 
койылатын жалпы талаптарга сэйкес стандарт бел1мшщ мазмунын жэне курылымын 
imiHapa езгерту жолымен, Р ГОСТ 52174-2003 Биологияльщ каутаздш. Шиклзат жэне 
тамак ешмдерг Биологияльщ микрочиш! колданып ес1мд1к тект1 генетикальщ 
турлецщршген кездерд1 (ГТК) б1рдейлещцру эд1с1, MOD” (2005 жылы жарияланган 
тузетумен) нормаларына жэне талаптарына катысты турлещцршген.

Мэйн бойынша керсетллген езгертулер келбеу каршпен белпленген жэне сынау 
кез1нде елшеу куРадДаРы мен жабдыктарды, сонымен катар уксас сынау нэтижелерш 
жэне персонал каушаздшн камтамасыз еметш реактивтер мен материалдарды колдану 
мумкшдшн ескеред1.

5 Осы стандартта: «Казакстан Республикасында денсаулык сактау 
туралы», «Хапьщтьщ санитарлык-эпидемиологиялык саулыты туралы», 
«Тамак ешмдершщ сапасы жэне кауш аздш  туралы», «Тугынушылардьщ 
кукьщтарын кортау туралы», «Техникалык реттеу туралы» Казакстан 
Республикасы Зацдарыныц нормалары жузеге асырылды

6 АЛГАШ РЕТ ЕНГ131ЛД1

Осы стандарт Казахстан Республикасынын Индустрия жэне сауда 
м инистрлт Техникалык реттеу жэне метрология женш деп комитетшщ 
руксатынсыз ресми басылым ретшде толыктай немесе белшектеп басылып 
шыгарыла, кебейтше жэне таратыла алмайды
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КАЗАХСТАН РЕСПУБЛИКАСЫНЫЦ МЕМЛЕКЕТТ1К СТАНДАРТЫ

Биологиялык; цаушНздпс 
Шишзат жэне тамак; ошмдер1

БИОЛОГИЯЛЬЩ МИКРОЧИПТ1 КОЛДАИЫЛЫП 0С1МД1К TEKTI 
ГЕНЕТИКАЛЬЩ ТУРЛЕНД1Р1ЛГЕН К03ДЕРД1 (ГТК) 

Б1РДЕЙЛЕНД1РУ ЭД1С1

Енпзшген куш 2006-07-01

1 Колданылу саласы

Осы стандарт тамак шиюзатына (соныц шшде егетш жэне отыртызатын 
материал), тамак ешмдерше, гулдерге (будан 9pi карай — ешм) таралады 
жэне биологиялык микрочигт колданылып ешмдш текп генетикальщ 
турленд1ршген коз дер д1 (ГТК) б1рдейленд1ру эдюш белгшейдг

Эд1с биологиялык микрочипте осы амПЦР ешмдерш opi карай 
гибридизациялап, асимметрияльщ мультиплексы полимеразды ызбекы 
реакциясында (будан opi карай — амПЦР) непзделген. Эдю 6ip уакытта 
талданатын сынаманда ДНК-ныц турл1 трансгенд1 ызбектершщ бестен кем 
eMeci болуын немесе жоктытын белгшейдг Одютщ сез^мталдыгы — 10-12 г (1 
иг) ДНК кем емес.

2 Норматив™ сштемелер

Осы стандартта келеш стандарттарга сштемелер пайдаланылтан:
ГОСТ 12.1.004-91 Ецбек каушшздагшщ стандарттар жуйес1. Орт 

каушшздшг Жалпы талаптар.
ГОСТ 12.1.005-88 Ецбек каушшздагшщ стандарттар жуйес1. Жумыстык 

ауасы ауматына койылатын жалпы санитарлык-гигиеналык талаптар.
ГОСТ 12.1.007-76 Ецбек каушшздагшщ стандарттар жуйесг Зиянды 

заттар. Ж1ктеу жэне жалпы каутшздж талаптары.
ГОСТ 12.1.019-79 Ецбек каушшздишщ стандарттар жуйесг Электр 

каушшзджг Ж1ктеу жэне каутшздж Жалпы талаптар жэне коргау турлер1н1ц 
номенклатурасы.

ГОСТ 12.4.009-83 Ецбек каушшздагшщ стандарттар жуйесг 
Объектшерд1 коргауга арналган орт техникасы. Heri3ri турлер1. Орналастыру 
жэне кызмет корсету.

Ресми басылым
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ГОСТ 12.4.021-75 Ецбек каушЫздтнщ стандарттар жуйесг Желдетюш 
жуйелер. Жалпы талаптар.

ГОСТ 1770-74 (ИСО 1042-83, ИСО 4788-80) Олшеупп зертханальщ 
шыны ыдыстар. Цилиндрлер, мензуркалар, колбалар, шыны тутжтер. Жалпы 
техникалык шарттар.

ГОСТ 3118-77 Туз кышкылы. Техникальщ шарттар.
ГОСТ 3164-78 Медицинальщ вазелин майы. Техникальщ шарттар.
ГОСТ 4233-77 Хлорлы натрий. Техникальщ шарттар.
ГОСТ 4328-77 Натрий гидро тотыгы. Техникальщ шарттар.
ГОСТ 6709-72 Тазартылтан су. Техникальщ шарттар.
ГОСТ 9284-75 Микропрепараттарга ар нал тан заттьщ шынылар. 

Техникальщ шарттар.
ГОСТ 9805-84 Изокрил спиртт Техникальщ шарттар.
ГОСТ 12026-76 Сузпш зертханальщ кагаз. Техникальщ шарттар.
ГОСТ 12738-77 Градуирленген мойыны бар шыны колбалар. 

Техникальщ шарттар.
ГОСТ 21400-75 Химия -  зертханальщ эйнек. Техникальщ талаптар. 

Сынау эдштерг
ГОСТ 24104-2001 Зертханальщ таразылар. Жалпы техникальщ талаптар.
ГОСТ 25336-82 Зертханальщ шыны ыдыстар жэне жабдьщтар. 

Турпаттар, непзп параметрлер жэне елшемдер.
ГОСТ 26678-85 Турмыстьщ электр ком пресет! параметрлпс катардаты 

тоназыткыштар жэне муздаткыштар. Жалпы техникальщ шарттар.
ГОСТ 29227-91 (ИСО 835-1—81) Зертханальщ шыны ыдыстар. 

Градуирленген тамызтыштар. 1 Beni к. Жалпы талаптар.
ГОСТ Р 51652-2000 Тамак шиюзатынан жасалтан тазартылтан этил 

спиртт Техникальщ шарттар.

3 Терминдер, аньщтамалар жэне к;ыск;артулар

3.1 Осы стандартта тшст1 аньщтамаларымен келес1 терминдер 
ко л даны лады:

3.1.1 Биологияльщ каушс1здж: Адамныц, котамныц жэне коршатан 
ортаныц уытты, аллергенд1, канцерогенд1, мутагенд1 биологияльщ 
заттарыныц жэне табити- немесе генд1-инженерл1к- турлещцршген 
биологияльщ объект1лер1нде жэне олардан алынтан ен1мдерде бар 
коспалардыц жатымсыз эсершен корталуы.

3.1.2 Генетикалыц турлендЬршен квздер: Feudi инженер.тк sdicmepdi 
цолданып алынган вамдж жэне (немесе) мал тек mi шитзаттар мен вшмдер [1 ]

3.1.3 Генетикалыц турлендЬртген организм: Табиеи организмдерден 
айырмашылыгы бар, гендж инженерия ddicmepiu цолданып алынган жэне 
цурамында гендж-инженерия материалы (гендер, олардыц фрагмепттер1,
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немесе жеке гендер цурамдастырымы) бар, гендт материалды цайталауга 
немесе тапсыруга цабглепи бар организм бгрпеше организмдер, кез келген 
клеткалы емес, бнр клеткалы немесе квп клеткалы пайда болулар [1].

3.1.4 Гендйс инженерия: Кдбылдаулар, эдютер жэне технологиялар 
жиынтыгы, организмдерден гендердщ болшуц геналармен 
манипуляцияларды жузеге асыру жэне оларды баска организмдерге енпзу 
бойынша рекомбинантты нуклеин кышкылдарын алу технологияларыньщ 
жиынтыгы.

3.1.5 Биологиялык микрочип: Олигонуклеотидтер жинагы
иммобилизденген уялары бар микроматрица.

3.1.6 Праймер: Асимметриялык мультиплексы полимеразды ызбекы 
реакциясын журпзу унпн колданылган узындыгы 25 нуклеотидтерге дешн 
6ip тартымды ДНК ызбектшш.

3.1.7 Асимметриялык мультиплексы полимеразды тыбекп реакция:
Полимеразд1 ызбекп реакция, онда 6ip гуикте б1рнеше праймерлер 
катысуымен 6ip уакытта талданатын ДНК турл1 Т1збекыл1г1 
амплифицирленедц сонымен эр сыцар праймер1 б1ршщ мелшер1 баска 
праймер мелшер1нен асады.

3.2 Осы стандарта келеО цысцартулар цолданылады:
3.2.1 амПЦР - асимметриялы мультиплекат полимеразды mndeumi 

реакциясы.
3.2.2 ГТК - генетикалыц турлендгрглген квздер.

4 Аппаратуралар, материалдар жэне реактивтер

4.1 “Чипдетектора-03” комепмен алынган бейнелерд1 талдауга арналган 
“Imageware” компьютерлж багдарлама [2] немесе “Био-Г’ [25].

4.2 “Чипдетектор-03” турпатты биологиялык микрочиптерд!ц 
флуоресценцияларын талдауга арналган аппаратты-багдарламалык кешеш [3] 
немесе “Евробио-ВТО” [26].

4.3 Сыйымдылыгы 0,2, 0,5 см3 белсенд1 элементац кызыгу (салкындату) 
жылдамдыгы 1,5 °С/с кем емес микроцентрифугалы тутжтер астына “Терцик 
МС-2” турпатты ДНК амплификаторы [4].

4.4 Жумыс температурасы 37 °С, жумыс аукымы 20 °С дан 60 °С дешн, 
устау температурасы +1 °С ТВЗ-25 турпатты кургак ауа термостаты [5].

4.5 Eip рет елшеуд1ц рауалы абсолютп кател1пнщ nieri +0,0001 г коп 
емес дэлджтщ жогары сыныбыныц жалпыга арналган зертханалык 
таразылары (шарттык белпсл (II)) ГОСТ 24104 бойынша.

4.6 ±0,5 °С рауалы кателжпен минус 20 °С температураны камтамасыз 
етеы н муздаткыш камера ГОСТ 26678 бойынша.

4.7 Турмыстьщ электр тоцазыткыш ГОСТ 26678 бойынша.

3
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4.8 Айналым жиш п 13000 мин-1 кем емес 5415С турпатты устел 
микроцентрифугасы[6].

4.9 Жылытатын магниты былгауыш [7].
4.10 Айналым жиш п 1500 мин-1 кем емес CV -  1500 турпатты сшкуге 

ар налган аппарат [8].
4.11 0лшеу кателт ±0,1 pH электродтар жинагы бар рН-метр.
4.12 Мелшерлеудщ ауыспалы келем1 бар микродозаторлар: (0,5-10,0)

мм3 [кадам - 0,1 мм3, д эл д т  ± (2,5-10,0) %, кайталанушылыгы (3-7) %]; (5,0- 
50,0) мм3 [кадам - 0,5 мм3, дэлдш ± (2,0%-5,0) %, кайталанушылыгы (2,5- 
5)%]; (20,0-200,0) мм3 [кадам - 1,0 мм3, дэлдпс ± (1,5-2,0)%,
кайталанушылыгы (2-3 )%]; (100-1000) мм3 [кадам - 5 мм3, дэлдпс ± (1,0-1,5)
%, кайталанушылыгы (1-2) %].

4.13RP-30 жэне RP-80 турпатты микроцентрифугалы туиктер астына 
штативтер 30 жэне 80 дана. [9].

4.14 10; 20; 200; 1000 мм3 дешн суйыктыктарды мелшерлеудщ ауыспалы 
келем1мен микродозаторларга (микропипеткаларга) арналган сузпнп бар уш 
[10].

4.15 Эппендорф сыйымдылыгы 0,2; 0,5 жэне 1,5 см3 зарарсыздандырган 
“Эппендорф” турпатты микроцентрифугалы туп к.

4.16 сыйымдылыгы 1,5 см3 микро центрифугалы тупктерге арналган 
былгауыш немесе таящна ГОСТ 21400 бойынша.

4.17 Шыны елшеуш зертханалык цилиндрлер ГОСТ 1770 бойынша 25, 
100, 250 жэне 1000 см3.

4.18 сыйымдылыгы (50-1000) см3 шыны елшеуш жалпак табанды 
коникалык колбалар ГОСТ 25336 бойынша.

4.19 Градуирленген шыны пипеткалар ГОСТ 29227 бойынша.
4.20 Зертханалык сузгпн кагаз ГОСТ 12026 бойынша.
4.21 Натрий гидро тотыгы ГОСТ 4328 бойынша.
4.22 Мацыздандырылган туз кышкылы ГОСТ 3118 бойынша, х.ч.
4.23 Хлорлы натрий ГОСТ 4233 бойынша, х.ч.
4.24 Этилендиаминтетра с1рке кышкылы динатрийл1 туз дигидрат (ЭДТА)

[ 11] .

4.25 Трис (оксиметил) аминометан [12].
4.26 Тазартылган этил спирт! ГОСТ Р 51652 бойынша, х.ч.
4.27 Изопропилен спирп ГОСТ 9805 бойынша, х.ч.
4.28 Натрий додецилсульфат (SDS) [13].
4.29 Тазартылган су ГОСТ 6709 бойынша.
4.30 Курамында ДНК, РНК жэне дезоксирибонуклеаз жок зарарсыздан- 

дырылган ерекше таза су.
4.31 Термотуракты фермент Taq - полимераза, (70-72)°С-тагы 

белсендшк оптимумы [14].
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4.32 ПЦР он мэртелпс буфер (10х; 12,1 г 1 дм3 -де Трис-НС1, pH 8,8; 
37,28 г 1 дм3 -де КС1, 5 % Твин-20, 50 % формамид; 142,83 мг 1 дм3 -де 
MgCl2).

4.33 Гуанидин тиоцианат [15].
4.341М-[2-оксиэтил] пиперазин-Ы'-[2-этансульфон кышкылы] (HEPES)

[16].
4.35 Медицинальщ вазелин майы ЕОСТ 3164 бойынша.
4.36 Дезоксирибонуклеозидтрифосфаттардыц су ертнд1с1: дАТФ,

дГТФ, дТТФ, дЦТФ эр цайсысыныц концентрациясы 25 мМ [17].
4.37 Алдын ала трансгенд1 ертнд1 ДНК (100 нг/мм3 немесе 106 

копий/мм3 шамасында) [18].
4.38 Алдын ала трансгещц емес ертнд1 ДНК (100 нг/мм3 немесе 106 

копий/мм3 шамасында) [19].
4.39 Су моншасы [20].
4.40 Праймерлердщ келес1 буларын камтитын геноманыц тшсН 

тел1мдер1н амплификациялау уш1н “ПР-1” праймерлердщ су ертщ цст
- гулд1 кырыккабат мозаикасын вирусыныц 35S карау праймерт 
35S_u 5' ССТ ССТ CGG ATT CCA TTG ССС AG (23 н.о.)
35S_оф 5' GTC CAT СТТ TGG GAC С АС TGT CGG (24 н.о.) 
gus бактериядан маркерл1 тенге праймерлер Escherichia coli: 
gus и 5r AAG CCG GGC ААТ TGC TGT GCC А (22 н.о.) 
g u s оф 5' GAC CGC АТС GAA ACG CAG САС G (22 н.о.) 
Agrobacterium tumefaciens агробактериядан nos царауга праймерлер: 
n o s п 5' CGA TGA CGC GGG АСА AGC CGT (21 н.о.) 
n o s оф 5' GAC СТТ AGG CGA СТТ TTG ААС GCG С (25 н.о.) 
бактериалды тект1Тп5 транспазонныц прШ маркерл1 тенге праймерлер: 
nptja 5' GTG ТТС CGG CTG ТСА GCG CAG G (22 н.о.) 
npt_оф 5' CGC AAG GAA CGC CCG TCG TGG (21 н.о.) 
Agrobacterium tumefaciens анробактериядан ocs терминаторга 

праймерлер:
ocs n 5' GCG AGA CGC СТА TGA TCG CAT GAT (24 н.о.) 
ос^_оф 5' GAA ACC GGC GGT AAG GAT CTG AGC (24 н.о.)
Ескерту — “_п” индексшщ праймерлер белпсшде “йк”, индекс “_оф” белплейд1 

“Kepi флуоресцентп белпленген”; н.о. — нуклеотидЕ калдьщтар [21].

4.41 1 кестеде келНршген иммобилизацияланган олигонуклеотидтармен 
биологияльщ микрочип [22]:
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1 Кесте— Биологияльщ микрочипте иммобилизацияланган олигонуклеотидтар

Олигонуклеотид
атауы

Детекп'лснсп'н
нысана

Олигонуклеотид тгзбектшп

35S жэне Промотор 35S 5’ GCC АТС ATT GCG АТА AAG
gus жэне Ген gus 5’ CTG GTA ТСА GCG CGA А
nos жэне Промотор nos 5’ GCT AAG САС АТА CGT CAG
npt жэне Ген nptII 5’ GGC AGC GCG GCT АТС
ocs жэне Терминатор ocs 5’ ТТС TGT TGT GCA CGT TGT

Ескерту —  “ жэне” индекс! “иммобилизацияланган” керсетед1.
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4.41.1 Биологияльщ микрочип полиакриламид гелшен толтырылган 
бет1нде 10 микроскопияльщ уялар белг1ленген торы пте орналаскан жарьщ 
микроспиясына арналган ГОСТ 9284 бойынша стандарттык заттьщ шыныны 
корсете д1. Жогаргы уялар дыц бесшен б1ршде жеке ковалентно 
иммобилизиялантан олигонуклеотид бар (35S, gus, nos, npt немесе ocs). “НК” 
индекс! бар уш уяда бурый атап етшген жэне жеке ковалентт! 
иммобилизиялантан олигонуклеотидтар бар жэне гибридизациялаудыц 
жатымсыз бакылау ролш орындайды. “М” индекс! бар ею уяда ковалентт! 
байланыстырылтан флуоресцентт! боятышы бар жэне биологияльщ 
микрочиптщ 6ip мэнд! батдарына арналган. ¥ясы бар биологияльщ 
микрочиптщ бет! Teciri бар пластик какпакпен жабылуы тшс, ол заттьщ 
эйнекпен 6ipre талданатын сынамата гибридизациялау жург!зуге арналган 
туйык KeHicTiKTi курады.

4.42 Элшеу ауцымы 24 сагат жэне ±5 с дэлелдтмен сагат.
4.43 Жогарыда кврсетшгендерге уцсас техникалъщ сипаттамалары бар 

басца влшеу цуралдарын, сонымен цатар уцсас бацылау нэтижелерт жэне 
сынау жург1зумен айналысатын персонал цаутыздтн алуды цамтамасыз 
ететт, сынау кезтде цолданылатын реактивтер мен материалдарды 
цолдануга руцсат emmedi.

5 Сынамаларды тацдау

Сынамаларды тандауды тамак шиюзатыныц (соныц !ш!нде егетш жэне 
отыргызатын материалды), тамак ошмдершщ, гулдерд!ц б!ркелю топтарына 
сынамаларды ipiicrey тэрт!б!н белплейт^н техникалъщ реттеу саласындаеы 
нормативтт цуцыцтыц акттер, стандарттар жэне басца нормативтж 
цужаттар бойынша жургшледк

6 Талдау жургпуге дайындау

6.1 Ертндшерд1 дайындау
6.1.1 Концентрациясы 40 г/дм3 NaOH ертндш ! дайындау
Сыйымдылыгы 100 см3 птыны табаны жалпак кол бага ГОСТ 1770

бойынша (4,0±0,01) г курган натрий гидрототыгын ГОСТ 4328 бойынша 
салады жэне 4.30 бойынша ерекше таза зарарсыздандырган судаЮО см3 
ер!тед!. Болме температурасына дешн ертнд!н! салкындатудан кей1н оны 
арнайы С1ЛТ1 ге тоз!мд! пластик тыгыз жабылатын ыдыска куяды. Сактау 
мерз!м! болме температурасында — б!р жылдан коп емес.

6.1.2 Концентрациясы 186,12 г/дм3 ЭДТА ертщ цсш  дайындау
Сыйымдылыгы 100 см3 шыны Ty6i жалпак колбага (18,61+0,01) г ЭДТА

4.24 бойынша салады, магнити араластыргышта [7] каркынды араластыру 
кез!нде ерекше таза зарарсыздандырган суда 80 см3 ерыедг Сосын натрий
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гиррототыгы ертщ цсш  6.1.1 бойынша 8,0 дешн pH ертщ цсш  жетюзедк 
Алынган ертщ цш  сыйымдылыгы 100 см3 елшеу^ш кол бага ГОСТ 12738 
бойынша жэне ерекше таза зарарсыздандырган суды куяды жэне белпге 
дешн осы ертнд1 колем!н жетюзедТ Тоцазыткышта сактау мерз1м1 ГОСТ 
26678 бойынша (4-5) °С температурада — 6 айдан коп емес.

6.1.3 70 %-ды этил спиртш дайындау
Сыйымдылыгы 200 см3 олшеупн колбага ГОСТ 12738 бойынша жогары 

дэрежеде тазаланган 140 см3 96 %-ды этил спиртш ГОСТ Р 51652 бойынша 
енпзедо, 52 см3 ерекше тазаланган зарарсыздандырган суды досады жэне 
араластырады. Сактау мерзим! (4-5) °С температурада — 6 айдан коп емес.

6.1.4 Гибридизацияльщ буферд1 дайындау
Сыйымдылыгы (300-500) см3 шыны стаканга немесе Ty6i жал пак колбага 

дэл олшенген мелшерш салады: (44,33 ±0,01) г тиоцианат гуанидинш — 4.33 
бойынша [15], (4,88±0,01) г Ы-[2-гидроксиэтил] пиперазин-Ы'-[2-этансульфон 
кынщылын] натрийш тузды (HEPES) 4.34 бойынша[16]. Сосын 
сыйымдылыгы 5 см3 шыны тамызгышпен ГОСТ 29227 бойынша 6.1.2 
бойынша дайындалган ЭДТА ертщ цсш  3,75 (±0,05) см3 куяды, жэне 
сыйымдылыгы 250 см3 цилиндрмен ерекше таза зарарсыздандырган суды 
200 см3 косады. Ертщ цш  бар стаканды 4.9 [7] бойынша магнита 
былгауышпен араластырады жэне компоненттерда толык epiremne 
араластырады. pH буфер мэшн 6.1.1 бойынша дайындалган натрий 
гидротыгы ертндосш (7,5±0,1) дешн жетюзедт Алынган ертнд1ш стаканная 
сыйымдылыгы 250 см3 елшеу1ш колбага аударады, ерекше таза 
зарарсыздандырган судыц белпсше дешн жетюзед1 жэне 50 см3 нан 
тыгындары жел1нген Ty6i жалпак колбага куяды. Сактау мерзим! (2-8) °С 
температурада — 12 айдан кеп емес.

6.1.5 Трис-HCl концентрациясы 242,2 г/дм3 ершнд1ш дайындау. 
Сыйымдылыгы В 100 см3 колбага (24,22±0,01) г Трис (оксиметил) 
аминометанды 4.25 [12] бойынша салады жэне 80 см3 ерекше таза 
зарарасыздандырылган суда ерНедг Мацыздандырылган туз кышкылында 
ГОСТ 3118 бойынша pH ертщ цш  7,5 дешн, ал келемш — 100 см3 дешн 
ерекше таза зарарсыздандырган сумей жетюзедт Сактау мерзш1 белме 
температурасында — 6 айдан кеп емес.

6.1.6 Концентрациясы 146,2 г/дм3 NaCl ертщ цш  дайындау
Сыйымдылыгы 100 см3 Ty6i жалпак колбага (14,62±0,1) г хлорлы

натрийд1 ГОСТ 4233 бойынша араластырады, (70-80) см3 ерекше таза 
зарарасыздандырылган суда ерНедц сосын алынган ертндш 1 сиымдылыгы 
100 см3 елшеупн колбага аударады жэне и ерекше таза
зарарасыздандырылган сумей белпге дешн жетшзедт Белме
температурасындагы сактау мерз1м1 — 6ip жылдан кеп емес.

8



ЦР СТ 1345-2005

6.1.7 20 %-ды натрий додецилсульфат ертщ цсш  дайындау (SDS) [13]
Сыйымдылыгы 100 см3 шыны колбага (20 ±0,1) г кургак натрий

додецилсульфатын салады 4.27 бойынша жэне 80 см3 ерекше таза 
зарарасыздандырылтан суды косады. Магнитт1 араластырты шта 6ip калыпты 
араластыртан жэне (40-50) °С температурата дей1н 6ip уакытта кызыту 
кез1нде толы к ер1генге дей1н ер1тед1. Белые температурасындаты сактау 
мерз1м1 — 6ip жылдан кеп емес.

6.1.8 Экстракция буферш дайындау
Сыйымдылыгы 50 см3 елшеу1ш колбада 6.1.5, 5 см бойынша 

дайындалган Трис-HCl, ертщ цсшщ (5+0,01) см3, 6.1.6 бойынша 
дайындалган NaCl ертндосшщ 5 см3, 6.1.7 бойынша дайындалган 20 %-ды 
SDS (1,25+0,01) см3 ертщ цсш, 6.1.2 бойынша дайындалган ЭДТА 
ертндш нщ  (2,5 0,01) см3 араластырады; эр ертщ цш  шыны тамызгышпен 
ipiKTefifli. Ертнд1 келемш 50 см3 дешн ерекше таза зарарсыздандырган 
сумей жетюзедт (4-5) °С температурада сактау мерз1м1 — ею аптадан коп 
емес, муздаткыш камерада ГОСТ 26678 бойынша минус 20 °С температурада 
— 6ip жылдан кеп емес.

6.1.9 Taq-полимераза ертщ цсш  4.31 бойынша минус 20 °С 
температурада 6ip жылдан кеп емес сакдайды. Taq -  полимераза ер1т1нд1с1н 
минус 23 °С температурадан томен емес сакдауга болмайды .

6.2 Талдауга арналган сына мала рды дайындау (ДНК 6ejiiiiyi)
6.2.1Салмагы (60-80) мг эр талданатын ен1мд1 1лу ушш 4.15 бойынша

сыйымдылыгы 1,5 см3, ею таза зарарсыздандырыдган микроцентрифугага 
(15-20) 1ш1нде былгауышмен б1ркелю коспага дей1н ГОСТ 21400 бойынша 
белме температурасында жетк1зед1 жэне дереу микро дозатормен 400 мм3 -  
ден 6 .1.8 бойынша дайындалган экстракция буферш косады.

6.2.2 6.2.1 бойынша дайындалган коспасы бар микроцентрифугалы 
тулки сшкуге арналган аппаратта 5 с шшде сшкщц 4.10 [8] бойынша, су 
моншасында [20] 65 °С дей1н температурада тез кызытады жэне осы 
температурада (15-20) мин коспаны мукият араластырып устайды.

6.2.3 6.2.2 бойынша дайындалган коспасы бар микро центрифугалы 
тулки белме температурасында устел центрифугада 4.8 бойынша [6] 5 мин. 
шшде 13000 мин-1 айналым жишгшде центрифугалайды.

6.2.3 бойынша алынган тунба белндеп суйыкдыкды (300+ 1) мм3 
бойынша ipiicrefifli жэне курамында 300 мм3 -ден изопропил спирл бар таза 
микроцентрифугага ГОСТ 9805 бойынша аударады. Курамды араластырады, 
белме температурасында 5 мин устайды жэне 5 мин. шшде 13000 мин"1 
айналым ж итгш де центрифугалайды.

*амПЦР арналган реакцияльщ коспаны пкелей талдау алдында 20 °С жогары емес температурада 
дайындайды.
**Тая-полимеразаньщ сактау мсрз1М1 2 °С ден 8 °С дешн температурада араластырганнан кейш — 2 с кеп 
емес.
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6.2.4 6.2.4 бойынша тунба бетшдеп суйьщтыкты микродозатормен 
мукият жояды, 6.2.4 бойынша дайындатан ДНК тун бас ын 6.1.3 бойынша 
дайындалган, (0-4) °С температурата дешн сап кын даты л тан 70 %-ды этил 
спиртшде 1 см3 жуады, 6.2.4 уксас центрифугалайды. Алынтан тунба 
бетшдеп суйыктьщты кайтадан жояды ДНК тунбасын этил спирН толык 
кеткенше белме температурасында, 6ipaK 30 мин.кеп емес кеппредг

6.2.5 6.2.5 бойынша алынтан ДНК тунбасын (40-50) мм3 ерекше таза 
зарарсыздандырган суда канта ерпедг ДНК алынтан ертщ цш  амПЦР 
журпзу уипн колданылады. ДНК ертщ цсшщ сакгау мерз1м1 минус 20 °С 
температурада — 6ip жылдан коп емес.

6.3 Асимметрияльщ мультиплексН ПЦР дайындау
6.3.1 амПЦР* арналган реакциялык коспаны дайындау
6.3.1.1 Сыйымдылыгы 1,5 см3 микроцентрифугалы тутжп 

микродозатормен (эр талданатын сынама есебшен): (3+0,1) мм3 10х ПЦР 
арналган реакциялык буферге 4.32 бойынша; (3+0,1) мм3 
дезоксирибонуклеозидтрифосфаттар коспасын 4.36 бойынша [17], (2,5±0,1) 
мм3 Taq-полимераза ферментш 4.31 бойынша [14] (концентрациясы 5 Ед. 
акт/мм3)**, сонымен катар праймерлердщ су ертщ цсш  4.40 бойынша[21] 
келесл концентрацияда (нг/дм3) енпзед1:

355п/355 оф- 15,32/81,02;
gus u/gus оф - 3,75/37,59;
nos_u/nos оф - 3,61/84,74;
nptjn/npt_o§ - 7,51/36,01;
ocs_nJocs оф - 8,18/41,41.
Коспаны ерекше таза зарарсыздандырган сумей келем1 (27+0,5) мм3 

дешн ер1тед1 (6ip талданатын сынама есебшен) жэне мукият (3-5) с нтннде 
Ылкуге арналган аппаратта, кеб1к болдырмай араластырады. амПЦР арналган 
реакциялык коспаныц жалпы келем^н талданатын сынама санын есепке алып 
жэне ею бакылау сынамадан дайындайды: жагымды бакылау жэне жатымсыз 
бакылау (алдын ала трансгенд1 ДНК 4.37бойынша) жэне жагымсыз бакылау 
алдын ала трансгенда емес ДНК 4.38 бойынша).

6.3.1.2 6.3.1.1 бойынша алынган амПЦР арналган реакциялык коспаны 
кыска мерз1мде 10-15 с) устел центрифугасында айналым жиш п (1500-3000) 
мин-1 центрифугалайды жэне дереу талдау жург1зу уш1н колданылады.

6.3.2 амПЦР кезепнщ барлыгын бшкт1 арнайы окыган [23] талаптарына 
сэйкес журпзу керек. амПЦР журпзу уипн тек зарарсыздандырган 
зертханалык ыдысты жэне жаца зарарсыздандырган микроцентрифугалы 
тупкп кол дану га болады. амПЦР журпзу кез1нде эр микроцентрифугалы 
тупкп сыналатын сынаманы енпзу немесе ipiKTey алдында ашады, 
манипуляция аякталган сэт1нде дереу жабады. Талданатын сынамалары бар
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б^рнеше микроцентрифугалы тутжтерд! 6ip уакытта ашуга жэне узак уакыт 
ашьщ устауга тыйым салынады. Эр сыналатын сынаманы cy3rimi бар жаца 
зарарсыздандырган ушы бар микродозатомен ipiicre^i.

7 Талдау журпзу

7.1 Асимметрияльщ мультиплекстж ПЦР журпзу
7.1.1 6.3.1.2 бойынша микродозатормен алынган амПЦР уийн 

реакцияльщ коспаны сыйымдылыгы 0,2 немесе 0,5 см3 эр кайсысы 27 мм3 
бойынша таза микро центрифугальщ тут1кке енпзедг

7.1.2 6.2 бойынша болшген талданатын ДНК 3 мм3 -дан амПЦР 
арналган реакцияльщ коспасы бар микро центрифугальщ тут1кке 7.1.1 
бойынша енпзедг ДНК амплификаторын колдану кез1нде 4.3 [4] бойынша 
какпактарын жылытпай эр реакцияльщ коспасы бар микро центрифугальщ 
тутщке 30 мм3 дан вазелин майын ГОСТ 3164 бойынша амПЦР су фазасы 
буланганнан реакцияльщ коспаныц сакдау уш1н енпзедк Бул жагдайда 
талданатын ДНК май кабатыныц астына енпзедц оныц салдарынан су жэне 
май фазасы пайда болады.

7.1.3 Ею баска микроцентрифугалы тутщке микродозатормен 3 мм3 тен 
алдын ала трансгенд! ДНК (жагымды бакылау) жэне алдын ала трансгенда 
емес ДНК (жагымсыз бакылау) енпзедт

7.1.4 7.1.3 бойынша дайындалган ертндшер1 бар жэне 7.1.2 бойынша 
алынган коспасы бар барльщ микро центрифугальщ тупкке ДНК 
амплификаторын орналастырады жэне 2 кестеде келпршген багдарлама 
бойынша амПЦР келт1ред1.

2 Кесте — амПЦР журпзу багдарламасы
Багдарлама кадамы Температура, эС Инкубация уакыты Кезецдер саны

1 95 5 мин 1
2 95 30 с 37

62 30 с
72 30 с

3 72 5 мин 1

7.2 Биологиялык микрочиптеп гибридтеу
7.2.1 Шаган центрифугальщ тутпкке микродозатормен кажето 

молшерде 6.1.4 бойынша дайындалган 24 мм3 тен гибридтеу буферш 
енпзед1. Сосын гибридтеу буферше 12 мм3 -ден амПЦР журпзу нэтижеЫнде 
алынган су фазасын 7.1.4 бойынша косады, жэне (20-30) с шшде гибридтеу 
коспасын алу уппн с1лкуге арналган аппаратта 4.10 бойынша айналым жиш1п 
1500 мин-1 кем емес араластырады.Эр микро центрифугальщ тутшке
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микродозатормен 7.2.1 бойынша алынган 28 мм3 ден гибридтеу коспасын (эр 
биологиялык микрочип упйн) ipiктейд1, жэне барльщ

7.2.2 коспаны биологиялык; микрочип бет! не пластик какпагы Teciri 
аркылы орналастырады. Гибридтеуд1 термостатта [5] 37 °С температурада 
18 с пшнде журпзедг

7.2.3 Гибридтеу аякдалган соц пластик какпактарын алады, эр 
биологиялык микромипН уш рет тазартылган сумей ГОСТ 6709 бойынша 
25 °С температурада жуады жэне болме температурасында кепт1ред1.

0 с1мд1к теки генетикалык турлещцршген коздерд1 (ГТК) б1рдейленд1ру 
эд1С1Н1ц сулбасы (ГТК) А косымшасында келт1ршген.

8 Талдау нэтижелерш ецдеу

8.1 Талданатын сынама уш1н биологиялык микрочипте гибридтеу 
суретш козбен шолуды аппаратты-багдарламальщ кешен квмепмен 
“Чипдетектор-03” биологиялык микрочип флуоресценциясын талдау [3] жэне 
компьютерлж багдарлама уш1н жузеге асырады Imageware [2].

8.2 Талданатын сынама унин компьютер экранында алынган гибридтеу 
суретш жагымды бакылауга арналган гибридтеу сурет1мен (алдын ала 
трансгенд1 ДНК) жэне жагымсыз бакылау уш1н гибридтеу суреымен (алдын 
ала трансгещц емес ДНК) салыстырады. Биологиялык микрочиптщ гельд) 
уяларында амПЦР флуоресцентт1 ешмдер1 Б косымшасында келт1ршген. 
Курамында мобилизациялык олигонуклеотидтер бар (35S промоторлар жэне 
nos, терминатор ocs, gus немесе nptll гендер уинн) биологиялык микрочипт1ц 
гельд1 курамында ерекше флуоресцента дабылдыц жогары децгей1 болуы 
талданатын сынамада ДНК накты бетен т1збектерд1ц болуы туралы, ягни 
талданатын сынаманыц трансгендт туралы куэландырады. Жагымсыз 
бакылаудыц фондык флоуресценциясыныц децгей1мен салыстырылатын 
гибридтеуден кешн биологиялык микрочипт1ц гельд1 уясында флуоресцентп 
дабылдардыц теменг1 децгей1, 6ipaK Imageware багдарламасында 
сез1мталдыктыц белг1ленген босагасынан жогары емес талданатын сынамада 
ДНК накты бетен т1збектшп жоктыгын керсетед1, ягни талданатын ДНК 
трансгендт емест1г1 туралы .

8.3 Нэтижелер интерпретациясы
8.3.1 Imageware [2] багдарламасында бершген сез1мталдьщ босагасынан 

асатын иммобилизциялык олигонуклеотидтер! бар биологиялык микрочиптщ 
6ip, 6ipHeme немесе барлык бес гельд1 уялары флоуресценциясыныц жогары 
децгеш талданатын ен1мде генетикалык турленд!ршген кездерд1ц (ГТК) 
болуы туралы куэландырады.

8.3.2 Imageware багдарламасында бершген сез1мталдык босагасына 
жетпейт!н жэне жагымсыз бакылаудыц фондьщ флоуресценциясына жакын 
иммобилизциялык олигонуклеотидтер! бар биологиялык микрочиптщ барльщ
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бес гельд1 уялары флоуресценциясыныц теменп децгеш талданатын ешмде 
генетикалык турлещцршген коз дер дщ (ГТК) жокдыгы туралы куэландырады.

8.3.3 Алдын ала трансгещц емес ДНК пайдалану кезшде гельд! уялар 
флоуресценциясыныц жогары децгеш жалган жагымды нэтижелердо алуы 
туралы куэландырады. Ce6e6i ГМИ-ныц реактивтердщ жэне (немесе 
жабдыкдардыц) ластануы болуы мумюн. Бул жагдайда зертханалык 
устелдердщ жэне жабдыкдардыц беттерш туз кышкылымен (1 моль/дли) 
сурту керек, реактивтерд1 жацадан дайындалгандарга ауыстыру жэне 
талдауды кайталау керек. Кдйта талдауда алынган гельд! уялар 
флоуресценциясыныц теменп децгеш алдын ала трансгенд! емес ДНК 
пайдалану кезшде соцгы болып табылатын сешмд1 нэтижелер туралы 
куэландырады.

8.3.4 Алдын ала трансгенд1 емес ДНК пайдалану кезшде флуоресцента
дабылдыц теменп децгеш (жоктыгы) жалган жагымсыз нэтижелерд1 алу 
туралы куэландырады. Ce6e6i ПЦР уипн реакциялык коспалар 
компоненттер1Н1ц 6ipimH белсендшгш жогалту немесе амПЦР жург1зу 
шарттарын сакдамау немесе жэне (немесе) биологияльщ микрочипте 
гибридтеу болуы мумюн. Бул жагдайда реактивтерд1 жацадан
дайындагандарга ауыстыру жэне талдауды кайталау болуы мумюн. Кбайта 
талдау кез1нде алынган гельд1 уяларды флоуресценциялаудыц жогары 
децгеш ала трансгещц ДНК пайдалану кезшде соцгы болып табылатын 
сешмд1 нэтижелер туралы куэландырады.

9 Талдау нэтижелерт рэстдеу

Эншде генетикалыц турлеидгрглген квздердщ болуын талдау 
нэтижелерi рэстдеу улг/с/ В цосымшасында келпирглген хаттамамен 
рестделедй

10 1<аушНздпс талаптары

10.1 Жумыстарды орындау кез1нде химиялык реактивтермен жумыс 
icTey кез1нде кау1пс1зд1к техникасы талаптарын ГОСТ 12.1.007 бойынша 
сактау кажет. Бромды этидий ер1т1нд1с1мен жэне жуылган гельмен жумыс 
icTey кез1нде резецке колгаппен жумыс icTey кажет.

10.2 Жумыстар жург1з1лген белме жалпы юру-сору желдетюш1мен 
ГОСТ 12.4.021 бойынша жабдьщталуы тшс. Жумыс аумагы ауасындагы 
зиянды заттар курамы ГОСТ 12.1.005 белпленген нормалардан аспау керек.

10.3 Электр кондыргылармен жумыс icTey кез1нде каушюздж 
ГОСТ 12.1.019 талаптарына сэйкес болу тшс. Зертхана болмелер1 орт 
каушЫздт талаптарына ГОСТ 12.1.004 бойынша сэйкес болу тшс жэне 
ГОСТ 12.4.009 бойынша ерт сещцру куралдары болу тшс.
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10.4 УФ-сэулеленумен жумыс icmey кезтде цоргау экранын жэне крргау 
квзтдгртн цолдану керек.

10.5 Бацылау кезтде цолданылатын цаутгт материстдармен жэне 
реактивтермен жумыс icmey кезтде [24] ескертген цаутйздт 
талаптарын, сонымен цатар олардыц нормативтт цужаттарын сацтау 
керек.
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А косымшасы
(стыктамалык)

0С1мдк тект! генетикалык турлещцршген коздерд1 (ГТК)

А 35$_оф

gusjn — 

npi_n

Б

35S п

gus _оф nos _оф

„ nos п ,npt_оф -  OS ос$_оф
--------<----- щ

I
35S

*
nos

gus

npt

б1рдейленд1ру эд1сшщ сулбасы

ъЬ™ у /) / / /*
gus_tt nosu nptu ocs_ и

A—  амПЦР флуоресценттьтанбаланган праймерлерд1 колданып (индекс 
“_оф”); Б — биологиялык микрочипте иммобилизацияланган (индекс 

“ жэне) арнайы олигонуклеотидтер1 бар ПЦР ешмдерш гибридтеу

А.1 Сурет
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Б косымшасы
(мтдетпи)

Флюоресцентп ешмдердщ амПЦР биологиялык микрочигпндеп 
гибридтеу суреп ши улгча

(курамында промоторлар 35S бар генетикалык турленд1ршген картопты 
талдау нэтижесшде алынтан компьютер экранындаты гибридтеу cypeTi, 

геналар gus жэне прШ жэне промотор nos)

А — 0ci м д1 к теки генетикалык турленд1ршген кездерд1 (ГТК) 
б1рдейлещцруге арналтан биологиялык микрочип сулбасы

Б — ДНК талданатын, промотор 35S, gus жэне прШ гендер, сонымен 
цатар промотор nos бар флуоресценп ешмдердщ биологиялык 
микрочишнде гибридтеу суреп . Сызьщшамен Imageware батдарламасында 
бершген сез1мталдык босатасына жетпейпн фондыкка жакын флоуресценция 
децгешмен биологиялык микрочиптщ гельдж уялары белгшенген.

Б.1 Сурет
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(усыпылатып)

КР СТ 1345-2005

Сынау хаттамаларын рэЫмдеу yarici 
0 шм атауы (сынау зертханалары) 

Сынау хаттамалары

№_____“___ ”_________  200__ж.
Кундерг сынау га тускен “__ ”_______200 ж.

Сынаулар соцы“__ ”_______200 ж.
0шм: Тукымдык картой
Шиюзатты немесе ошмдо ощцрунп_____““Вымпел” ЖШС
0 н1мд1 немесе шиюзатты усыну______“Биотест-М”
Сынамаларды ipiicrey журпзшш ГОСТ 11856-89
(тшсп б1ркелю шиюзат немесе ошм тобыныц нормативтж кужаттарына 
сэйкес)
Сынамаларды ipiicrey aicrici жэне сынауга техникалык тапсырма № 5 
01.12.200 ж.
Сынаулар КР СТ* талаптар непз^нде журпзшдй
Улп HeMipi_____6/2004. 7/2004. 8/2004 жэне 9/2004 .
Сыналатын улгшщ сипаттамасы (тацбалау, Typi жэне орама жагдайы, 
заттацба, сызьщтау) ___-

Тацбалау________

_____ дей1н жарамды Сызыкшалы коды_____ .

Сынау нэтижелер1

Y n r i  H O M ipi Трансгещц тпбектипк

35S gus nos nptll O CS

6/2004 Жок Жок Жок Жок Жок
7/2004 Бар Бар Жок Бар Бар
8/2004 Жок Жок Жок Жок Жок
9/2004 Бар Жок Бар Жок Жок

Талдау нэтижелер1: 7/2004 жэне 9/2004 улгшерде келес1 трансгещц 
компоненттер табылды:

№ 7/2004 улпде gus жэне прШ гендер1н1н гомологтары, 35S
промоторлар, osc, ал № 9/2004 улпде 35S промоторлар жэне nos табылды. № 
6/2004 жэне 8/2004 улгшерде трансгещц компоненттер табылмады. № 6/2004,
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7/2004 жэне 8/2004 улгшерде ГТК ешмдершде болуы туралы хабарлайтын 
каптамадагы тацбалау жок, ал № 9/2004 улгшерде бар.

* Стандарт эз1рленуде 
Орындаушылар:

колы
колы

теп, аты-жвш 
теп, аты-жеш

Сынау зертханалардьщ басшысы: 
колы теп, аты-жеш

Тужырымдама сынауга усынылган улпге таралады.
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Ь^осымша
(анъщтамалъщ)

Библиография

[ 1 ] К^азакстан Республикасыныц 
Зацы

Тамак отмдершщ сапасы жэне 
кау1пс13Д1п туралы

[2] Биологиялык микрочиптер 
орталыгы ИМБ РАН

“Чипдетектора-03” кемепмен 
алынган бейнелерд1 талдауга 
арналган “Imageware” компьютерлж 
багдарламасы

[3] ТШ 9443-001-02699501-2003 “Чипдетектор-03” биологиялык 
микрочиптер флуоресценциясын 
талдауга арналган аппаратты- 
багдарламальщ кешен

[4] ТШ 9642-001-4648062-98 “Терцик МС-2” амплификаторы

[5] ТШ 42-619-61 ТВ 3-2 5 кургак ауалы термостат

[6] “Эппендорф” Корпорациясы, 
кат. № 5425000.014

5415С, 13000 мин-1 устел 
микроцентрифугасы

[7] “Хеликон” Корпорациясы, кат. 
№ MSH-300

Жылытуы бар магнитт1 былгауыш

[8] “Хеликон” Корпорациясы, кат. 
№ CV-1500

Шлкуге арналган аппарат (- 
“Вортекс” центрифугасы)

[9] “Хеликон” Корпорация, кат. № 
RP-30 и RP-80

Микроцентрифужды тутктерге 
арналган штативтер

[10] “Хеликон” Корпорациясы, кат. 
№ FA 104; FA 108; FA 111; FA 
113N

Микротамызгышка арналган фильтр1 
бар уш

[11] ТШ 6-09-11-1721-83 Этилендиаминтетра с1рке кыпщылы 
натриOni туз дигидраты

[12] ТШ 6-09-4292-76 Трис (оксиметил) аминометан [NH2C
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[13] “Сигма Алдрич” 
Корпорациясы (“Sigma”), кат. 
№ L-6026

[14] “Сигма Алдрич” 
Корпорациясы (“Sigma”), кат. 
№ Д 1806

[15] “Хеликон” Корпорациясы, кат. 
№ Ат-038-0.5

[16] “Хеликон” Корпорациясы, кат. 
№ Ат-0485-01

[17] “Хеликон” Корпорациясы, кат. 
№ Н-4044-0.4

[18] ИФРРАН

[19] ИФРРАН

[20] ТШ 46-22-603-75

[21] Биологиялыц микрочиптер 
орталыгы ИМБ РАН

[22] Биологиялык микрочиптер 
орталыгы ИМБ РАН

[23] Полимеразды Ti36eKTi реакция 
эдюш пайдаланылатын 
диагностикальщ зертханаларда 
жумыстарды журпзу

(СН20Н)3]
Натрий додецилсульфаты (SDS)

Taq-полимераз фермент! 5 
Ед.акт./мм3

Гуанидин тиоцианат [CH3N3-HSCN]

Ы-[2-оксиэтил] пиперазин-Н’-[2- 
этансульфоновая кислота] (HEPES) 
[C8H17N20 4SNA]

дАТФ, дГТФ, дТТФ, дЦТФ, 
эрцайсысы 25 мМтен цоспа 
epiTi Hflici

100 нг/мм3 немесе 106 
кепирмелер/мм3 шамасында алдын 
ала трансгещц ер тн д 1с1

100 нг/мм3 немесе 106 копий/мм3 
шамасында алдын ала трансгещц 
epiTi нд1С1

Электр немесе от жылытуымен су 
моншасы

“ПР-1” праймерлершщ су ер тщ ц а

Иммобилизацияланган 
олигонуклеотидтер1 бар гельд1 
микрочиптер

Ресей Федерациясы санэпид- 
цызметшщ бас комитету № 06- 
19/52-17 от 15.06.95
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женшдеп эдютемелш 
усыныстар.
Непзп ережелер 

[24] СЕ 1.2.006-93 Микроорганизмдермен жумыс

[25] “Биобакылау” ЖШК

каутслздт жешндеп санитарльщ 
ережелер. 1 Белш.
“Био-1” Компьютерлж багдарлама

[26] “Биобакылау”Ж1Щ “Евробио-ВТО” флуоресценцияны 
талдауга арналган аппараттьщ- 
багдарламалы кешен
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ЭОЖ 663/.664:543.06:006.354 м е ж м е ж
МГЖ Н11 Г 11- 13
65.160 Н13 С21
67.060 Н17 С23-С25
67.080 Н23 С32-С36
67.100 Н27 С41-С45
67.120 Н31-Н34 С52
67.140 Н36

Н41-Н43
67.160 Н51-Н56
67.180 Н62
67.190 Н65
67.200 Н68
67.220 Н72-Н74
67.230 Н81

Н97

Туйшд1 сездер:б1рдейлещцру, шиюзат жэне тамак втмдерц генетикальщ 
турленд1ршген кездер, асимметрияльщ мультиплекси полимеразды Т1збект1 
реакция, биологиялык микрочип, гибридтеу, праймер, олигонуклеотидте, 
ДНК Нзбектшп, трансгещц емес ДНК, трансгенд1 ДНК, флоуресценция 
каркындылыгы
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ГОСУДАРСТВЕННЫЙ СТАНДАРТ РЕСПУБЛИКИ КАЗАХСТАН

Биологическая безопасность 
Сырье и продукты пищевые
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ГОСУДАРСТВЕННЫЙ СТАНДАРТ РЕСПУБЛИКИ КАЗАХСТАН

Биологическая безопасность. Сырье и продукты пищевые

МЕТОД ИДЕНТИФИКАЦИИ ГЕНЕТИЧЕСКИ МОДИФИЦИРОВАННЫХ 
ИСТОЧНИКОВ (ГМИ) РАСТИТЕЛЬНОГО ПРОИСХОЖДЕНИЯ С 

ПРИМЕНЕНИЕМ БИОЛОГИЧЕСКОГО МИКРОЧИПА

Дата введения 2006.07.01.

1 Область применения

Настоящий стандарт распространяется на пищевое сырье (в том числе посев­
ной и посадочный материал), пищевые продукты, цветы (далее — продукт) и ус­
танавливает метод идентификации генетически модифицированных источников 
(ГМИ) растительного происхождения с использованием биологического микро­
чипа.

Метод основан на асимметричной мультиплексной полимеразной цепной ре­
акции (далее — амПЦР) с последующей гибридизацией продуктов этой амПЦР на 
биологическом микрочипе. Метод одновременно устанавливает наличие или от­
сутствие в анализируемой пробе не менее пяти различных трансгенных последо­
вательностей ДНК. Чувствительность метода — не менее КГ12 г (1 пг) ДНК.

2 Нормативные ссылки

В настоящем стандарте использованы ссылки на следующие стандарты:
ГОСТ 12.1.004-91 Система стандартов безопасности труда. Пожарная безо­

пасность. Общие требования.
ГОСТ 12.1.005-88 Система стандартов безопасности труда. Общие санитар­

но-гигиенические требования к воздуху рабочей зоны.
ГОСТ 12.1.007-76 Система стандартов безопасности труда. Вредные вещест­

ва. Классификация и общие требования безопасности.
ГОСТ 12.1.019-79 Система стандартов безопасности труда. Электробезопас­

ность. Общие требования и номенклатура видов защиты.
ГОСТ 12.4.009-83 Система стандартов безопасности труда. Пожарная техни­

ка для защиты объектов. Основные виды. Размещение и обслуживание.
ГОСТ 12.4.021-75 Система стандартов безопасности труда. Системы венти­

ляционные. Общие требования.
ГОСТ 1770-74 ( ИСО 1042-83, ИСО 4788-80) Посуда мерная лабораторная 

стеклянная. Цилиндры, мензурки, колбы, пробирки. Общие технические условия.
ГОСТ 3118-77 Кислота соляная. Технические условия.

Издание официальное
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ГОСТ 3164-78 Масло вазелиновое медицинское. Технические условия.
ГОСТ 4233-77 Натрий хлористый. Технические условия.
ГОСТ 4328-77 Натрия гидроокись. Технические условия.
ГОСТ 6709-72 Вода дистиллированная. Технические условия.
ГОСТ 9284-75 Стекла предметные для микропрепаратов. Технические усло­

вия.
ГОСТ 9805-84 Спирт изопропиловый. Технические условия.
ГОСТ 12026-76 Бумага фильтровальная лабораторная. Технические условия.
ГОСТ 12738-77 Колбы стеклянные с градуированной горловиной. Техниче­

ские условия.
ГОСТ 21400-75 Стекло химико - лабораторное. Технические требования. 

Методы испытаний.
ГОСТ 24104-2001 Весы лабораторные. Общие технические требования.
ГОСТ 25336-82 Посуда и оборудование лабораторные стеклянные. Типы, ос­

новные параметры и размеры.
ГОСТ 26678-85 Холодильники и морозильники бытовые электрические ком­

прессионные параметрического ряда. Общие технические условия.
ГОСТ 29227-91 ( ИСО 835-1-81) Посуда лабораторная стеклянная. Пипетки 

градуированные. Часть 1. Общие требования.
ГОСТ Р 51652-2000 Спирт этиловый ректификованный из пищевого сырья. 

Технические условия.

3 Термины, определения и сокращения

3.1 В настоящем стандарте применяют следующие термины с соответствую­
щими определениями:

3.1.1 Биологическая безопасность: Защищенность человека, общества и ок­
ружающей среды от негативного воздействия токсических, аллергенных, канце­
рогенных, мутагенных биологических веществ и соединений, содержащихся в 
природных или генно-инженерно-модифицированных биологических объектах и 
полученных из них продуктах.

3.1.2 Генетически модифицированные источники: Сырье и продукты 
растительного и (ши) животного происхождения, полученные с использованием 
методов генной инженерии [1].

3.1.3 Генетически модифицированный организм: Организм или несколько 
организмов, любые неклеточные, одноклеточные или многоклеточные образова­
ния, способные к воспроизводству или передаче наследственного генетического 
материала, отличные от природных организмов, полученные с применением 
методов генной инженерии и содержащие генно-инженерный материал (гены, 
их фрагменты, или комбинации генов) [1].

3.1.4 Генная инженерия: Совокупность приемов, методов и технологий, в 
том числе технологий получения рекомбинантных нуклеиновых кислот, по выде-
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лению генов из организма, осуществлению манипуляций с генами и введению их 
в другие организмы.

3.1.5 Биологический микрочип: Микроматрица с ячейками, в которых им­
мобилизован набор олигонуклеотидов.

3.1.6 Праймер: Последовательность однотяжевой ДНК длиной до 25 нуклео­
тидов, применяемая для проведения асимметричной мультиплексной полимераз­
ной цепной реакции.

3.1.7 Асимметричная мультиплексная полимеразная цепная реакция:
Полимеразная цепная реакция, где в одной пробирке с участием нескольких пар 
праймеров одновременно амплифицируются разные последовательности анали­
зируемой ДНК, причем количество одного из праймеров каждой пары в несколь­
ко раз превышает количество другого праймера.

3.2 В настоящем стандарте применяются следующие сокращения:
3.2.1 амПЦР - асимметричная мультиплексная полимеразная цепная реак­

ция.
3.2.2 ГМИ - генетически модифицированные источники.

4 Аппаратура, материалы и реактивы

4.1 Компьютерная программа “Imageware” для анализа изображений, полу­
ченных с помощью “Чипдетектора-03” [2] или “Био-1 ” [251.

4.2 Комплекс аппаратно-программный для анализа флуоресценции биологи­
ческих микрочипов типа “Чипдетектор-03” [3] или “Евробио-BTO” Г261.

4.3 Амплификатор ДНК типа “Терцик МС-2” под микроцентрифужные про­
бирки вместимостью 0,2, 0,5 см3 со скоростью нагрева ( охлаждения) активного 
элемента не менее 1,5 °С/с [4].

4.4 Термостат суховоздушный типа ТВЗ-25 с рабочей температурой 37 ° С, 
рабочий диапазон от 20 ° С до 60 ° С, точность поддержания температуры ±1 °С 
[5].

4.5 Весы лабораторные общего назначения по ГОСТ 24104 высокого класса 
точности [ уловное обозначение (II)] с пределом допускаемой абсолютной по­
грешности однократного взвешивания не более +0,0001 г.

4.6 Камера морозильная по ГОСТ 26678, обеспечивающая температуру ми­
нус 20 ° С, с допускаемой погрешностью ± 0,5 °С. Холодильник бытовой электри­
ческий по ГОСТ 26678.

4.7 Микроцентрифуга настольная типа 5415 С с частотой вращения не менее 
13000 мин-1 [6].

4.8 Мешалка магнитная с подогревом [7].
4.10 Аппарат для встряхивания типа CV -  1500 с частотой вращения не ме­

нее 1500 мин-1 [8].
4.11 pH-метр с набором электродов, с погрешностью измерений ±0,1 pH.
4.12 Микродозаторы с переменным объемом дозирования: (0,5-10,0) мм3 

[шаг- 0,1 мм3, точность ± (2,5-10,0) %, воспроизводимость (3-7) %]; (5,0-50,0) мм3
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[шаг- 0,5 мм3, точность ±(2,0-5,0) %, воспроизводимость (2,5-5,0) %]; (20,0-200,0) 
мм3 [шаг- 1,0 мм3, точность ±(1,5-2,0) %, воспроизводимость (2-3) %]; (100-1000) 
мм3 [шаг - 5 мм3, точность ± (1,0-1,5) %, воспроизводимость (1-2) %].

4.13 Штативы под микроцентрифужные пробирки типа RP-30 и RP-80 на 30 
и 80 шт. [9].

4.14 Наконечники с фильтром для микродозаторов ( микропипеток) с пере­
менным объемом дозирования жидкостей до 10; 20; 200; 1000 мм3 [10].

4.15 Пробирки микроцентрифужные типа Эппендорф вместимостью 0,2; 0,5 
и 1,5 см3 стерильные.

4.16 Пестик или палочка стеклянные по ГОСТ 21400 для микроцентрифуж- 
ных пробирок вместимостью 1,5 см3.

4.17 Цилиндры стеклянные мерные лабораторные по ГОСТ 1770 на 25, 100, 
250 и 1000 см3.

4.18 Колбы стеклянные мерные плоскодонные конические по ГОСТ 25336 
вместимостью (50-1000) см3.

4.19 Пипетки стеклянные градуированные по ГОСТ 29227.
4.20 Бумага фильтровальная лабораторная по ГОСТ 12026.
4.21 Натрия гидроокись по ГОСТ 4328.
4.22 Кислота соляная концентрированная по ГОСТ 3118, х.ч.
4.23 Натрий хлористый по ГОСТ 4233, х.ч.
4.24 Этилендиаминтетрауксусной кислоты динатриевая соль дигидрат 

(ЭДТА) [11].
4.25 Трис (оксиметил) аминометан [12].
4.26 Спирт этиловый ректификованный по ГОСТ Р 51652, х.ч.
4.27 Спирт изопропиловый по ГОСТ 9805, х.ч.
4.28 Додецилсульфат натрия (SDS) [13].
4.29 Вода дистиллированная по ГОСТ 6709.
4.30 Вода особо чистая стерильная, не содержащая ДНК, РНК и дезоксири­

бонуклеаз.
4.31 Фермент термостабильный Taq - полимераза, оптимум активности при 

(70-72) °С [14].
4.32 ПЦР буфер десятикратный (10х; 12,1 г в 1 дм3 Трис-НС1, pH 8,8; 37,28 г 

в 1 дм3 КС1, 5 % Твин-20, 50 % формамид; 142,83 мг в 1 дм3 MgCb).
4.33 Гуанидин тиоцианат [15].
4.3418Г-[2-оксиэтил] пиперазип-Ы'-[2-этапсульфоповая кислота] (HEPES) [16].
4.35 Масло вазелиновое медицинское по ГОСТ 3164.
4.36 Раствор водный дезоксирибонуклеозидтрифосфатов: дАТФ, дГТФ, 

дТТФ, дЦТФ с концентрацией 25 мМ каждого [17].
4.37 Раствор заведомо трансгенной ДНК (около 100 нг/мм3 или 10 6 ко- 

пий/мм3) [18].
4.38 Раствор заведомо нетрансгенной ДНК (около 100 нг/мм3 или 10 6 ко- 

пий/мм3) [19].
4.39 Баня водяная [20].
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4.40 Раствор водный праймеров “ПР-1” для амплификации соответствующих 
участков генома, включающий следующие пары праймеров:

- праймеры на промотор 35S вируса мозаики цветной капусты:
35S_п 5' ССТ ССТ CGG ATT CCA TTG ССС AG (23 н.о.)
35S_оф 5' GTC CAT CTT TGG GAC CAC TGT CGG (24 н.о.)
- праймеры на маркерный ген gus из бактерии Escherichia coli: 
gus_u 5' AAG CCG GGC ААТ TGC TGT GCC А (22 н.о.) 
gus_оф 5' GAC CGC АТС GAA ACG CAG CAC G (22н.о.)
- праймеры на промотор nos из агробактерии Agrobacterium tumefaciens:
nos_n 5' CGA TGA CGC GGG АСА AGC CGT (21 н.о.)
nos_оф 5' GAC CTT AGG CGA CTT TTG AAC GCG C (25 н.о.)
- праймеры на маркерный ген nptll из транспазона Тп5 бактериального про­

исхождения:
npt_n5' GTG ТТС CGG CTG ТСА GCG CAG G (22 н.о.) 
npt_оф 5' CGC AAG GAA CGC CCG TCG TGG (21 н.о.)
- праймеры на терминатор ocs из агробактерии Agrobacterium tumefaciens: 
ocs_n5' GCG AGA CGC СТА TGA TCG CAT GAT (24 н.о.)
0С5_0ф 5' GAA ACC GGC GGT AAG GAT CTG AGC (24 н.о.)
П р и м е ч а н и е  —  В обозначениях праймеров индекс “_п” означает “прямой”, индекс 

“_оф” означает “обратный флуоресцентномеченый”; н.о. —  нуклеотидные остатки [21].

4.41 Биологический микрочип с иммобилизованными олигонуклеотидами 
[22], приведенными в таблице 1:

Таблица 1 - Олигонуклеотиды, иммобилизованные на биологическом микрочипе

Наименование Детектируемая Последовательность
олигонуклеотида уишень олигонуклеотида

35S и Промотор 35S 5’ GCC АТС ATT GCG АТА
gus и Ген gus 5’ CTG GTA ТСА GCG CGA
nos и Промотор nos 5’ GCT AAG CAC ATA CGT
npt и Ген nptll 5’ GGC AGC GCG GCT АТС
OCS и Терминатор ocs 5’ TTC TGT TGT GCA CGT
П р и м е ч а н и е - -  Индекс “ и” означает “иммобилизованный”.
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Рисунок 1 Схема биологического микрочипа для идентификации генетиче­
ски модифицированных источников растительного происхождения

4.41.1 Биологический микрочип представляет собой стандартное предметное 
стекло по ГОСТ 9284 для световой микроскопии, на поверхности которого в оп­
ределенном порядке расположены 10 микроскопических ячеек ( рисунок I), за­
полненные полиакриламидным гелем. Каждая из пяти верхних ячеек содержит 
индивидуальный ковалентно иммобилизованный олигонуклеотид ( 35S, gus, nos, 
npt или ocs).

Три ячейки с индексом “ НК” не содержат ранее перечисленных индивиду­
альных ковалентно иммобилизованных олигонуклеотидов и выполняют роль от-
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рицательного контроля гибридизации. Две ячейки с индексом “ М” содержат ко­
валентно связанный флуоресцентный краситель и предназначены для однознач­
ной ориентации биологического микрочипа. Поверхность биологического микро­
чипа с ячейками должна быть закрыта пластиковой крышкой с отверстиями, ко­
торая вместе с предметным стеклом образует замкнутое пространство, предна­
значенное для проведения гибридизации анализируемой пробы.

4.42 Часы с диапазоном измерения 24 часа и точностью ±5 с.
4.43 Допускается применение других средств измерений с метрологически­

ми характеристиками и оборудования с техническими характеристиками, ана­
логичными указанным выше, а также реактивов и материалов, используемых 
при испытаниях, обеспечивающих получение идентичных результатов контроля 
и безопасность персонала, занятого в проведении испытаний.

5 Отбор проб

Отбор проб проводят по нормативным правовым актам в области техниче­
ского регулирования, стандартам и другим нормативным документам, устанав­
ливающим порядок отбора проб для однородных групп пищевого сырья ( в том 
числе посевного и посадочного материала), пищевых продуктов, цветов.

6 Подготовка к проведению анализа

6.1 Приготовление растворов
6.1.1 Приготовление раствора NaOH концентрации 40 г/дм3
В стеклянную плоскодонную колбу по ГОСТ 1770 вместимостью 100 см3 

помещают (4,0±0,01) г сухой гидроокиси натрия по ГОСТ 4328 и растворяют в 
100 см3 особо чистой стерильной воды по 4.30. После охлаждения раствора до 
комнатной температуры его переливают в специальную щелочеустойчивую пла­
стиковую плотно закрывающуюся емкость. Срок хранения при комнатной темпе­
ратуре — не более одного года.

6.1.2 Приготовление раствора ЭДТА концентрации 186,12 г/дм3
В стеклянную плоскодонную колбу вместимостью 100 см3 помещают 

(18,61±0,01) г ЭДТА по 4.24, растворяют в 80 см3 особо чистой стерильной воды 
при интенсивном перемешивании на магнитной мешалке [7]. Затем раствором 
гидроокиси натрия по 6.1.1 доводят pH раствора до 8,0. Полученный раствор пе­
реливают в мерную колбу по ГОСТ 12738 вместимостью 100 см3 и особо чистой 
стерильной водой доводят объем этого раствора до метки. Срок хранения в холо­
дильнике по ГОСТ 26678 при температуре (4-5) °С — не более 6 мес.

6.1.3 Приготовление 70 %-ного раствора этилового спирта
В мерную колбу вместимостью 200 см3 по ГОСТ 12738 вносят 140 см3 96 %- 

ного этилового спирта высокой степени очистки по ГОСТ Р 51652, добавляют 52 
см3 особо чистой стерильной воды и перемешивают. Срок хранения при темпера­
туре (4-5) °С — не более 6 мес.
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6.1.4 Приготовление гибридизационного буфера
В стеклянный стакан или плоскодонную колбу вместимостью (300—500) см3 

помещают точно отмеренные количества: (44,33 ±0,01) г гуанидин тиоцианата — 
по 4.33 [15], (4,88±0,01| г N-[2-гидроксиэтил] пиперазин-М'-[2-этансульфоновой 
кислоты] натриевой соли (HEPES) по 4.34 [16]. Затем стеклянной пипеткой по 
ГОСТ 29227 вместимостью 5 см3 приливают 3,75 см3 раствора ЭДТА, приготов­
ленного по 6.1.2, и цилиндром вместимостью 250 см3 добавляют 200 см3 особо 
чистой стерильной воды. Стакан с раствором помещают на магнитную мешалку 
по 4.9 [7] и перемешивают до полного растворения компонентов. Доводят значе­
ние pH буфера до (7,5 ±0,1) добавлением раствора гидроокиси натрия, приготов­
ленного по 6.1.1. Полученный раствор из стакана переносят в мерную колбу вме­
стимостью 250 см3, доводят объем до метки особо чистой стерильной водой и 
разливают по 50 см3 в плоскодонные колбы с притертыми пробками. Срок хране­
ния при температуре (2-8) °С — не более 12 мес.

6.1.5 Приготовление раствора Трис-HCl концентрации 242,2 г/дм3
В колбу вместимостью 100 см3 помещают (24,22±0,01i г Трис ( оксиметил) 

аминометана по 4.25 [12] и растворяют приблизительно в 80 см3 особо чистой 
стерильной воды. Концентрированной соляной кислотой по ГОСТ 3118 доводят 
pH раствора до 7,5, а объем — до 100 см3 особо чистой стерильной водой. Срок 
хранения при комнатной температуре — не более 6 мес.

6.1.6 Приготовление раствора NaCl концентрации 146,2 г/дм3
В плоскодонную колбу вместимостью 100 см3 помещают (14,62±0,1) г хло­

ристого натрия по ГОСТ 4233, растворяют в (70-80) см3 особо чистой стерильной 
воды, затем полученный раствор переносят в мерную колбу вместимостью 100 
см3 и особо чистой стерильной водой доводят до метки. Срок хранения при ком­
натной температуре — не более одного года.

6.1.7 Приготовление раствора 20 %-ного додецилсульфата натрия (SDS) [13]
В стеклянную колбу вместимостью 100 см3 помещают (20 ± 0,01) г сухого

додецилсульфата натрия по 4.27 и добавляют 80 см3 особо чистой стерильной во­
ды. Растворяют при плавном перемешивании на магнитной мешалке и одновре­
менном нагревании до температуры (40-50) ° С до полного растворения. Срок 
хранения при комнатной температуре — не более одного года.

6.1.8 Приготовление буфера экстракции
В мерной колбе вместимостью 50 см3 смешивают (5±0,01) см3 раствора Трис- 

HCl, приготовленного по 6.1.5, (5±0,01) см3 раствора NaCl, приготовленного по 
6.1.6; (1,25 ±0,01)_см3 раствора 20 % -ного SDS, приготовленного по 6.1.7 и (2,5 
±0,01) см3 раствора ЭДТА, приготовленного по 6.1.2; каждый раствор отбирают 
отдельной стеклянной пипеткой. Объем раствора доводят до 50 см3 особо чистой 
стерильной водой. Срок хранения при температуре (4 -  5) °С — не более двух не­
дель, в морозильной камере по ГОСТ 26678 при температуре минус 20 ° С — не 
более одного года.
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6.1.9 Раствор Taq- полимеразы по 4.31 хранят при температуре минус 20 ° С 
не более одного года. Не допускается хранение раствора Taq -  полимеразы ниже 
температуры минус 23 °С.

6.2 Приготовление пробы для анализа (выделение ДНК)
6.2.1 Две навески каждого анализируемого продукта массой (60-80) мг поме­

щают в две чистые стерильные микроцентрифужные пробирки по 4.15 вместимо­
стью 1,5 см3, в течение (15-20) с доводят до состояния однородной смеси пести­
ком по ГОСТ 21400 при комнатной температуре и сразу микродозатором добав­
ляют по 400 мм3 буфера экстракции, приготовленного по 6.1.8.

6.2.2Микроцентрифужные пробирки со смесью, приготовленной по 6.2.1, 
интенсивно встряхивают в течение 5 с на аппарате для встряхивания по 4.10 [8], 
быстро нагревают на водяной бане [20] до температуры 65 °С и выдерживают при 
этой температуре (15-20) мин, периодически осторожно перемешивая содержи­
мое.

6.2.3Микроцентрифужные пробирки со смесью, приготовленной по 6.2.2, 
центрифугируют при комнатной температуре в настольной центрифуге по 4.8 [6] 
при частоте вращения 13000 мин-1 в течение 5 мин.

6.2.4Надосадочную жидкость, полученную по 6.2.3, отбирают по (300±1,0) 
мм3 и переносят в чистые микроцентрифужные пробирки, содержащие по 300 
мм3 изопропилового спирта по ГОСТ 9805. Содержимое перемешивают, выдер­
живают 5 мин при комнатной температуре и центрифугируют 5 мин при частоте 
вращения 13000 мин-1.

6.2.5Надосадочную жидкость по 6.2.4 тщательно удаляют микродозатором, а 
осадок ДНК, полученный по 6.2.4, промывают 1 см3 70 %-ного этилового спирта, 
приготовленного по 6.1.3 и охлажденного до температуры (0 -  4) °С, центрифуги­
руют аналогично 6.2.4. Полученную надосадочную жидкость вновь тщательно 
удаляют, а осадок ДНК подсушивают при комнатной температуре до полного 
удаления этилового спирта, но не более 30 мин.

6.2.60садок ДНК, полученный по 6.2.5, перерастворяют в (40-50) мм3 особо 
чистой стерильной воды. Полученный раствор ДНК используют для проведения 
амПЦР. Срок хранения раствора ДНК при температуре минус 20 ° С — не более 
одного года.

6.3 Подготовка асимметричной мультиплексной ПЦР
6.3.1 Приготовление реакционной смеси для амПЦР*

6.3.1.1 В микроцентрифужную пробирку вместимостью 1,5 см3 микродозато­
ром вносят (из расчета на каждую анализируемую пробу): (3±0,1) мм3 10х буфера 
реакционного для ПЦР по 4.32; (3±0,1) мм3 смеси дезоксирибонуклеозидтрифос- 
фатов по 4.36 [17], (2,5±0,1) мм3 фермента Taq-полимеразы по 4.31 [14] (концен­
трацией 5 Ед. акт/мм3)**, а также водный раствор праймеров по 4.40 [21] в сле­
дующих концентрациях (нг/дм3):

35S_n/35S_o$ - 15,32/81,02;
gus_n/gus_Q(\) — 3,75/37,59;
nos_nJnos_o§ — 3,61/84,74;
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npt_n/npt_o<$ — 7,51/36,01;
oc.s_n/oc.s_o(J) — 8,18/41,41.
Смесь разбавляют особо чистой стерильной водой до объема (27±0,5) мм3 (из 

расчета на одну анализируемую пробу) и осторожно перемешивают в течение 
(3—5) с на аппарате для встряхивания, не допуская образования пены. Общий 
объем реакционной смеси для амПЦР готовят с учетом числа анализируемых 
проб и двух контрольных проб: положительный контроль (заведомо трансгенная 
ДНК по 4.37) и отрицательный контроль (заведомо нетрансгенная ДНК по 4.38).

6.3.1.2 Реакционную смесь для амПЦР, полученную по 6.3.1.1, осаждают 
кратковременным (10-15) с центрифугированием на настольной центрифуге при 
частоте вращения (1500 -  3000) мин-1 и сразу же используют для проведения ана­
лиза.

6.3.2 Все этапы амПЦР должен проводить квалифицированный, специально 
обученный персонал в соответствии с требованиями [23]. Для проведения амПЦР 
допускается использовать только стерильную лабораторную посуду и новые сте­
рильные микроцентрифужные пробирки. При проведении амПЦР каждую микро- 
центрифужную пробирку открывают только перед отбором или внесением анали­
зируемой пробы, а по окончании манипуляции сразу же закрывают. Запрещается 
открывать одновременно несколько микроцентрифужных пробирок с анализи­
руемыми пробами и оставлять их открытыми длительное время. Каждую анали­
зируемую пробу отбирают микродозатором с новым стерильным наконечником с 
фильтром.

7 Проведение анализа

7.1 Проведение асимметричной мультиплексной ПЦР
7.1.1 Реакционную смесь для амПЦР, полученную по 6.3.1.2, микродозато­

ром вносят в чистые микроцентрифужные пробирки вместимостью 0,2 или 0,5 
см3 по (27±0,1) мм3 в каждую.

7.1.2 Анализируемую ДНК, выделенную по 6.2, вносят микродозатором по 3 
мм3 в микроцентрифужные пробирки с реакционной смесью для амПЦР по 7.1.1. 
При использовании амплификатора ДНК по 4.3 [4] без подогрева крышки в каж­
дую микроцентрифужную пробирку с реакционной смесью вносят по (30±0,1) 
мм3 вазелинового масла по ГОСТ 3164 для предохранения реакционной смеси от 
испарения водной фазы при амПЦР. В этом случае анализируемую ДНК вносят 
под слой масла, в результате чего образуются водная и масляная фазы.

7.1.3 В две другие микроцентрифужные пробирки микродозатором вносят по 
3 мм3 раствора заведомо трансгенной ДНК (положительный контроль) и раствора 
заведомо нетрансгенной ДНК (отрицательный контроль).

* Реакционную смесь для амПЦР готовят непосредственно перед анализом при темпера­
туре не выше 20 °С.
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** Срок хранения Taq-полимеразы после разведения при температуре о т 2 ° С д о 8 ° С  —  
не более 2 ч.

7.1.4 Все микроцентрифужные пробирки со смесями, полученными по 7.1.2, 
и растворами, подготовленными по 7.1.3, помещают в амплификатор ДНК и про­
водят амПЦР по программе, указанной в таблице 2.

Таблица 2 — Программа проведения амПЦР
Шаг програм-

TV-fTT

Температура, 
О п

Время инку-
^лоттт ттт

Число ЦИК-

1 95 5 мин 1
95 30 с

2 62 30 с 37
72 30 с

3 72 5 мин 1

7.2 Гибридизация на биологическом микрочипе
7.2.1 В необходимое количество микроцентрифужных пробирок микродоза­

тором вносят по 24 мм3 гибридизационного буфера, приготовленного по 6.1.4. За­
тем к гибридизационному буферу добавляют по 12 мм3 водной фазы ПЦР-смеси, 
полученной в результате проведения амПЦР по 7.1.4, и перемешивают в течение 
(20—30) с на аппарате для встряхивания по 4.10 с частотой вращения не менее 
1500 мин-1 для получения гибридизационной смеси.

7.2.2 Из каждой микроцентрифужной пробирки микродозатором отбирают 
по 28 мм3 гибридизационной смеси ( для каждого биологического микрочипа), 
полученной по 7.2.1, и всю смесь помещают на поверхность биологического мик­
рочипа через отверстие в пластиковой крышке. Гибридизацию проводят в термо­
стате [5] при температуре 37 °С в течение 18 ч.

7.2.3 После окончания гибридизации пластиковые крышки снимают, каждый 
биологический микрочип трижды промывают дистиллированной водой по ГОСТ 
6709 при температуре 25 °С и высушивают при комнатной температуре.

Схема метода идентификации генетически модифицированных источников 
(ГМИ) растительного происхождения приведена в приложении А.

8 Обработка результатов анализа

8.1 Визуализацию гибридизационной картины на биологическом микрочипе 
для анализируемой пробы осуществляют с помощью аппаратно-программного 
комплекса для анализа флуоресценции биологических микрочипов “Чипдетектор- 
03” [3] и компьютерной программы Imageware [2] или “Био-1” [251.

8.2 Полученную на экране компьютера гибридизационную картину для ана­
лизируемой пробы сравнивают с гибридизационной картиной для положительно­
го контроля (заведомо трансгенной ДНК) и гибридизационной картиной для от­
рицательного контроля ( заведомо нетрансгенной ДНК). Пример гибридизацион-
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ной картины флуоресцентных продуктов амПЦР в гелевых ячейках биологическо­
го микрочипа приведен в приложении Б. Наличие высокого уровня специфиче­
ского флуоресцентного сигнала в гелевых ячейках биологического микрочипа, 
содержащих иммобилизационные олигонуклеотиды ( для промоторов 35S и nos, 
терминатора ocs, генов gus или прШ), свидетельствует о присутствии конкретных 
чужеродных последовательностей ДНК в анализируемой пробе, т.е. о трансгенно- 
сти анализируемой ДНК. Низкий уровень флуоресцентных сигналов в гелевых 
ячейках биологического микрочипа после гибридизации, сравнимый с уровнем 
фоновой флуоресценции отрицательного контроля, но не выше установленного 
порога чувствительности в программе Imageware, указывает на отсутствие кон­
кретных чужеродных последовательностей ДНК в анализируемой пробе, т. е. о 
нетрансгенности анализируемой ДНК.

8.3 Интерпретация результатов
8.3.1 Высокий уровень флуоресценции одной, нескольких или всех пяти ге­

левых ячеек биологического микрочипа, содержащих иммобилизованные олиго­
нуклеотиды, превышающий заданный в программе Imageware [2] порог чувстви­
тельности, свидетельствует о наличии генетически модифицированных источни­
ков (ГМИ) в анализируемом продукте.

8.3.2 Низкий уровень флуоресценции всех пяти гелевых ячеек биологическо­
го микрочипа, содержащих иммобилизованные олигонуклеотиды, близкий к фо­
новой флуоресценции отрицательных контролей и не достигающий заданного в 
программе Imageware порога чувствительности, свидетельствует об отсутствии 
генетически модифицированных источников (ГМИ) в анализируемом продукте.

8.3.3 Высокий уровень флуоресценции гелевых ячеек при использовании за­
ведомо нетрансгенной ДНК свидетельствует о получении ложноположительного 
результата. Причиной может быть загрязнение ГМИ реактивов и (или) оборудо­
вания. В этом случае необходимо обработать поверхности лабораторных столов и 
оборудования раствором соляной кислоты (1 моль/дм3), заменить реактивы на 
свежеприготовленные и повторить анализ. Полученный при повторном анализе 
низкий уровень флуоресценции гелевых ячеек при использовании заведомо не­
трансгенной ДНК свидетельствует о достоверном результате, который является 
окончательным.

8.3.4 Низкий уровень (отсутствие) флуоресцентного сигнала при использова­
нии заведомо трансгенной ДНК свидетельствует о получении ложноотрицатель­
ного результата. Причиной могут быть потеря активности одного из компонентов 
реакционной смеси для амПЦР или несоблюдение условий проведения амПЦР и 
(или) гибридизации на биологическом микрочипе. В этом случае необходимо за­
менить реактивы на свежеприготовленные и повторить анализ. Полученный при 
повторном анализе высокий уровень флуоресценции гелевых ячеек при использо­
вании заведомо трансгенной ДНК свидетельствует о достоверном результате, ко­
торый является окончательным.
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9 Оформление результатов анализа

Результаты анализа на содержание в продукции генетически модифициро­
ванных источников оформляются протоколом, пример оформления, которого 
приведен в приложении В.

10 Требования безопасности

10.1 При выполнении работ необходимо соблюдать требования техники 
безопасности при работе с химическими реактивами по ГОСТ 12.1.007. При рабо­
те с раствором бромистого этидия и окрашенным гелем необходимо работать в 
резиновых перчатках.

10.2 Помещение, в котором проводятся работы, должно быть оборудовано 
общей приточно-вытяжной вентиляцией по ГОСТ 12.4.021. Содержание вредных 
веществ в воздухе рабочей зоны не должно превышать норм, установленных 
ГОСТ 12.1.005.

10.3 При работе с электроустановками электробезопасность должна соответ­
ствовать требованиям ГОСТ 12.1.019. Помещение лаборатории должно соответ­
ствовать требованиям пожарной безопасности по ГОСТ 12.1.004 и иметь средства 
пожаротушения по ГОСТ 12.4.009.

10.4 При работе с УФ-излучением необходимо пользоваться защитным эк­
раном и защитными очками.

10.5 При работе с опасными материалами и реактивами, используемыми 
при контроле следует соблюдать требования безопасности, предусмотренные 
[24], а также нормативными документами на них.
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Приложение А
(справочное)

Схема метода идентификации генетически модифицированных 
источников растительного происхождения

А

35S п

353_оф

« и к _ О ф Л0$_оф

nos_ и ирГ_и OSCJH

А— амПЦР с использованием флуоресцентно-меченных праймеров (индекс 
“_оф”);

Б — гибридизация ПЦР продуктов со специфическими олигонуклеотидами, 
иммобилизованными па биологическом микрочипе (индекс “_и)
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Приложение Б
(обязательное)

СТ РК 1345-2005

Пример гибридизационной картины на биологическом 
микрочипе флуоресцентных продуктов амПЦР

(Гибридизационная картина на экране компьютера, полученная в результате ана­
лиза генетически модифицированного картофеля, содержащего промотор 35S, 

гены gus и nptll и промотор nos)

Рисунок А.1 РисунокБ.1
А— схема биологического микрочипа для идентификации генетически мо­

дифицированного источника растительного происхождения;
Б — гибридизационная картина на биологическом микрочипе флуоресцент­

ных продуктов амПЦР анализируемой ДНК, содержащей промотор 35S, гены gus 
и nptll, а также промотор nos. Пунктиром обозначены гелевые ячейки биологиче­
ского микрочипа с уровнем флуоресценции, близким к фоновой, не достигающим 
заданного в программе Imageware порога чувствительности
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Приложение В
(рекомендуемое)

Пример оформления протокола испытания 
Наименование организации (испытательная лаборатория)

Протокол испытаний 
№_____от “___”_________200__  г.

Даты: поступления на испытание “__ ”______ 200 г.
конца испытаний “__ ”______ 200 г.

Продукция:______ Картофель семенной

Производитель сырья или продукции_____ООО “Вымпел”

Предъявитель сырья или продукции_____ “ Биотест-М”

Отбор проб произведен_________________ ГОСТ 11856-89
(в соответствии с нормативным документом на соответствующую однород­

ную группу сырья или продукции)
Акт отбора проб и техническое задание на испытания № 5 от 01.12.200 г.

Испытания проведены на основании требований СТ РК* -.
Номер образца____6/2004. 7/2004. 8/2004 и 9/2004
Характеристика испытуемого образца (маркировка, вид и состояние упаков­

ки, этикетки, штриховка) __ -

Маркировка______ -

Годен д о_____Штриховой код

Результаты испытаний

Номер об- 
разца

Трансгенные последовательности

35S gus nos прШ OCS

6/2004 Отсутствует Отсутствует Отсутствует Отсутствует Отсутствует

7/2004 Присутствует Присутствует Отсутствует Присутствует Присутствует

8/2004 Отсутствует Отсутствует Отсутствует Отсутствует Отсутствует

9/2004 Присутствует Отсутствует Присутствует Отсутствует Отсутствует
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* Стандарт находится в разработке

Результат анализа: В образцах 7/2004 и 9/2004 обнаружены следующие 
трансгенные компоненты: в образце № 7/2004 обнаружены гомологи генов gus и 
прШ, промоторы 35S, osc, а в образце № 9/2004 обнаружены промоторы 35S и 
nos. В образцах № 6/2004 и 8/2004 трансгенные компоненты не обнаружены. 
Маркировка на упаковке, информирующая о наличии в продукте ГМИ в образцах 
№ 6/2004, 7/2004 и 8/2004 отсутствует, а в образце № 9/2004 присутствует.____

Исполнители:

подпись фамилия, инициалы
подпись фамилия, инициалы
Руководитель испытательной лаборатории
подпись фамилия, инициалы

Заключение распространяется на образец, представленный на испытания
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(справочное)
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Наконечники с фильтром для микро­
пипеток

[П] ТУ 6-09-11-1721-83 Этилендиаминтетрауксусной кислоты 
натриевая соль дигидрат

[12] ТУ 6-09-4292-76 Трис (оксиметил) аминометан [NH2C 
(СН20Н)3]

[13] Корпорация “Сигма Алдрич” 
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Додецилсульфат натрия (SDS)
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[21] Центр биологических микрочипов 
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ИМБ РАН
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ских лабораториях, использующих 
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ции. Основные положения
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[25] ООО “Биоконтроль”

[26] ООО “Биоконтроль”

Фермент Taq-полимераза 5 Ед.акт./мм3

Гуанидин тиоцианат [CH3N3-HSCN]

1Ч-[2-оксиэтил] пиперазип-Ы'-[2- 
этансульфоновая кислота] (HEPES) 
[C8H17N20 4SNA]

Раствор смеси дАТФ, дГТФ, дТТФ, 
дЦТФ, по 25 мМ каждого

Раствор заведомо трансгенной ДНК 
около
100 нг/мм3 или 106 копий/мм3

Раствор заведомо нетрансгенной ДНК 
около 100 нг/мм3 или 106 копий/мм3

Баня водяная с электрическим или ог­
невым подогревом

Раствор водный праймеров “ПР-1”

Микрочипы гелевые с иммобилизован­
ными олигонуклеотидами

Государственный комитет Санэпид- 
надзора
Российской Федерации; № 06-19/52-17 
от 15.06.95

Санитарные правила по безопасности 
работ с микроорганизмами. Часть 1.

Компьютерная программа “Био-1”

Комплекс аппаратно-программный для 
анализа флуоресценции “Евробио- 
ВТО”
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УДК 6637.664:543.06:006.354 МКС
65.140
65.160 
67.060 
67.080 
67.100 
67.120
67.140 

67.140.30
67.160 
67.180 
67.190
67.200
67.220
67.230

кгс
Н11
Н13
Н17
Н23
Н27
Н31-Н34
Н36
Н41-Н43
Н51-Н56
Н62
Н65
Н68
Н72-Н74
Н81

Н97

КГС 
С 11- 13
С21
С23-С25
С32-С36
С41-С45
С52

Ключевые слова: идентификация, сырье и продукты пищевые, генетически 
модифицированные источники, асимметричная мультиплексная полимеразная 
цепная реакция, биологический микрочип, гибридизация, праймер, олигонуклео­
тиды, последовательность ДНК, нетрансгенная ДНК, трансгенная ДНК, интен­
сивность флуоресценции
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