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Качественное и количественное определение 
генетически модифицированных организмов (ГМО) 

растительного происхождения в пищевых продуктах и 
продовольственном сырье с использованием 

тест-систем и оборудования производства 
ЗАО «НПФ ДНК-Технология»

Методические рекомендации 
МР 02.028—08

1. О б щ и е  п о л о ж е н и я  и о б л а с т ь  п р и м е н е н и я

1.1. Настоящие методические рекомендации содержат описание 
методов качественного и количественного определения Г М О  раститель­

ного происхождения в пищевых продуктах и продовольственном  сырье 
с использованием тест-систем и оборудования производства З А О  «Н П Ф  

Д Н К -Т ехн ологи я ». Описаны методы, направленные на выявление ресу- 

ляторных последовательностей (промотора 35S вируса мозаики частной 
капусты и терминатора N O S  Agrobacteriam  lumefasciens), последова­
тельностей Д Н К , характерных для сои и кукурузы , а также определения 

соотношения промотора 35S и Д Н К  сои, соотнош ения промотора 35S и 
ДН К кукурузы,

1.2. М етодические рекомендации разработаны в соответствии с 
Федеральным законом от 30 марта 1999 г, №  52-ФЗ «О  санитарно-эпиде­
миологическом благополучии населения».

1.3. М етодические рекомендации предназначены для  применения в 
лабораториях организаций Роспотребнадзора, осущ ествляю щ их кон­

троль за качеством и безопасностью  продовольственного сырья и нише­

вых продуктов, в т. ч, импортируемых в Российскую  Федерацию, гигие-
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ническую  оценку и выдачу санитарно-эпидем иологических заклю чений, 

лабораториях други х  организаций, аккредитованных в установленном  

порядке.
\А . М етодические рекомендации м огут  применяться при контроле 

растительного  сырья и продуктов питания на наличие генетически мо­

диф ицированных организмов на этапах поставки на производство, сани* 

тарно-эпидем иологической  экспертизы , государственной  регистрации* 

закупки, ввоза в Российскую  Ф едерацию  и реализации.

2, Нормативные ссылки
2 Л . Ф едеральны й  закон от  30 марта 1999 г. №  52-Ф З « О  санитарно- 

эпидем иологическом  благоп олучи и  н аселен и я » (с  изменениями от 

30 декабря 2001 г., 10 января, 30 июня 2003 г., 22 августа 2004 г.)*

2.2, Ф едеральны й  закон от  2 января 2000 г* 29-Ф З  « О  качестве и 

безопасности пищ евых продуктов » (с  изм. и доп. о т  30 декабря 2001 г., 

10 января, 30 нюня 2003 г,, 22 августа 2004 г., 9 мая, 5, 31 декабря 

2006 г.).
2.3- Ф едеральны й  закон от 5 ию ня 1996 г. №  86-Ф З « О  государст­

венном  регулировании в области  генно-инж енерной  д ея тельн ости » (с  

изм. и доп. о т  12 ию ля 2000 г.)*

2.4- Ф едеральны й  закон от  12 ию ля  2000 г. № 9 6 -Ф З  « О  внесении 

изменений и дополнений  в Ф едеральны й  закон « О  государственном  ре­

гулировании в области  генно-инж енерной дея тельн ости »,

2.5* П остановление Главн ого  государственн ого  санитарного врача 

Российской  Ф едерации от 6 апреля 1999 г. №  7 « О  порядке гигиениче­

ской оценки и регистрации пищ евой продукции, п олучен н ой  из генети­

чески модиф ицированных источни ков ».

2.6. П остановление Главн ого  государственного санитарного врача 

Российской  Ф едерации от 16 сентября 2003 г. №  149 « О  проведении 

м икробиологической  и м олекулярно-генетической  экспертизы  ген ети че­

ски модиф ицированных микроорганизмов, и сп ользуем ы х в производст­

ве пищ евы х продуктов ».

2.7. П остановление Глав н ого  государственного  санитарного врача 

Российской  Ф едерации о т  8 ноября 2000 г. №  14 « О  порядке проведения 

санитарно-эпидем иологической  экспертизы  пищ евой  продукции, п о лу ­

ченной из генетически модиф ицированных источников».

2*8, П остановление Главного  государственн ого  санитарного врача 

Российской  Ф едерации о т  31 декабря 2004 г. №  13 «О б  усилении  надзо-
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ра за пищевыми продуктами, полученны м и из генетически модиф ици­

рованных источников».

2.9, П остановление Главного  государственного санитарного врача 
Российской Ф едерации от  29.08.2006 №  28 «О б  усилении  надзора за 

производством  и оборотом  пищ евых пр одуктов ».

2. КГ П остановление Глав н ого  государственного санитарного врача 

Российской Ф едерации от 08J2 .2006  № 3 2  «О надзоре за пищ евыми 

продуктами, содерж ащ ими Г М О » .

2 Л Г  П остановление Главн ого  государственного  санитарного врача 

Российской  Ф едерации от 30.11.2007 №  80 « О  надзоре за оборотом  пи­

щ евы х продуктов, содерж ащ их Г М  О » ,

2.12. Гигиенические требования к безопасности  и пищ евой ценно­

сти пищ евых продуктов : С анП иН  2.3.2.1078— 01.

2.13. Гигиенические требования к безопасности  и пищ евой ценно­

сти пищ евых продуктов. Д оп олн ен и е и изменение 5 к С анП иН  

2 .3 .2Л078— 0 ]:  С анП иН  2.3.2,2227— 07.

2.14. Организация работы  лабораторий, проводящих исследования 

с патогенными би ологи ческим и  агентами I I I— IV  групп патогсЕшости 
методом полимеразной цепной реакции: М У  13,1888— 04,

2Л5 . О пределение генетически модиф ицированных источников 

(Г М И ) растительного  происхож дения м етодом  полимеразной цепной 

реакции: М У К  4 .2Л 902— 04.

2Л 6. М етоды  количественн ого  определения генетически модиф и­

цированных источников (Г М И ) растительного  происхож дения в продук­
тах питания: М У К  4 .2Л  913— 04.

2 Л 7 . Г О С Т  Р  52173-— 03. С ы рье и продукты  пищ евые. М етод  иден­

тификации генетически модиф ицированны х источников (Г М И )  расти­

тельн о го  происхож дения.

3 , С у щ н о с т ь  м е т о д а

М етод  выявления Г М О  растительного  происхож дения в пищ евых 

продуктах и продовольственном  сы рье растительного  происхож дения с 

пом ощ ью  тест-систем  производства З А О  «Н П Ф  Д Н К -Т е х к о л о ги я » о с ­
нован на использовании полим еразной  цепной реакции с детекцией ре­

зультатов амплификации после завершения реакции с пом ош ы о 11ЦР- 

детектора или в реж име «р еа л ьн о го  врем ени » с  пом ощ ью  детектирую ­

щ его амплификатора.
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3 J . Качественное определение ГАЮ
Н а этапе качественного определения Г М О  в пробах пищевых про­

дуктов и продовольственного сырья методом  полимеразной ценной ре­
акции (П Ц Р ) применяется комплект реагентов «П Р О Б А -Ц Т А Б »  к тест- 

системы  «Ф Л А Н К -Г Е Н »*  «С К А Н -С О Я »  и «С К А Н - К У К У Р У З А »  произ­

водства З А О  «Н П Ф  Д Н К -Т ехн ологи я ».

Ком плект реагентов «П Р О Б А -Ц Т А Б » предназначен для выделения 

Д1 [К  из проб пищевых продуктов и продовольственного сырья.

Тест-система «Ф Л А Н К -Г Е Н »  предназначена для выявления Д Н К  

промотора 35S вируса мозаики цветной капусты (далее  по тексту -  про­

мотор 35S) и терминатора N O S  Agrobacterium  tumefasciens (далее  по 

тексту -  терминатор N O S ).

Тест-система «С К А Н -С О Я »  предназначена для выявления после­

довательности ДН К* характерной для  сои (G lyc in e  max).

Тест-система «С К А Н -К У К У Р У З А »  предназначена для выявления 

последовательности Д Н К , характерной для кукурузы  (Z ea  mays).

Тсст-снстемы  производства З А О  «Н П Ф  Д Н К -Т ехн оло ги я » основа­

ны на использовании процесса амплификации Д Н К  методом  П Ц Р . П ро­

цесс амплификация заключается в повторяющихся циклах: температур­

ной денатурации ДНК* отжига праймеров (затравок) с  комплементар­

ными последовательностями и последую щ ей достройке полинуклеотид- 

ных цепей ДНК-полимеразой. В  смесь для амплификации введены Д Н К * 

зонды, каждый из которых содержит ф луоресцентную  метку и гаситель 

флуоресце*щки. В случае образования специфичного продукта Д Н К-зонд 

разрушается, что ведет к возрастанию уровня флуоресценции* который 

фиксируется ПЦР-детектором или детектирующим амцлифцкатором.

В  тест-системах «Ф Л А Н К -Г Е Н » ,  «С К А Н -С О Я »  и «С К А Н -  
К У К У Р У З А »  в смесь для амплификации добавлен внутренний кон­

трольный образец (В К ), предназначенный для  оценки эффективности 

протекания полимеразной цепной реакции. И спользую щ иеся для  детек­

ции продуктов амплификации искомой Д Н К  и внутреннего контрольно­

го образца Д П К-зонды  мечены флуоресцентными метками Р А М  и H E X  

сао'1ветс1вс1шо* что позволяет раздельно регистрировать результаты  

амплификации искомой Д Н К  и внутреннего контрольного образца.

Д ля повышения чувствительности и специфичности реакции пре­

дусм отрено применение «го р я ч его » старта», который обеспечивается 

методикой приготовления реакционной смеси, состоящей из двух слоев, 

разделенных прослойкой из парафина. Смеш ение слоев и превращение
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их в амтишфикационную см есь происходит тольк о  при плавлении пара­

фина, что исклю чает нсспециф ический отж иг праймеров на Д Н К - 

миш ени при начальном  прогреве пробирки,

Тест-систем ы  «Ф Л А Н К - Г Е Н » ,  «С К А Н - С О Я »  и «С К А П -К У К У -  

Р У З А »  производятся в двух  вариантах: предусматриваю щ ем  детекцию  

результатов  амплификации п осле  заверш ения реакции с  пом ощ ью  П Ц Р- 

детектора (ф ормат « F L A S H » )  или в реж име «р еа льн о го  врем ени » с п о ­

м ощ ью  детектирую щ его амплиф икатора (ф ормат «R ea l- t im e »).

3.2. Количественное определение ГМО
На этапе количественного  определения Г М О  в пробах пищ евых 

продуктов и пр одовольственного  сырья м етодом  полимеразной цепной 

реакции (П Ц Р ) с детекцией продуктов амплификации в режиме «р е а л ь ­

н ого  вр ем ени » применяю тся тест-систем ы  « К В А Н Т У М - П  С О Я »  и 

«К Б  А Н Т У М -П  К У К У Р У З А » .

Тест-систем а «К В А Н Т У М - П  С О Я »  предназначена для  определения 

процентного содержания пром отора 35S отн осительно  геном ной  Д И К  

сои  (G lyc in e  m ax ) в пробах пищ евых продуктов и продовольственного 

сырья, содерж ащ их сою .

Тест-си стем а  «К В А Н Т У М - П  К У К У Р У З А »  предназначена для  оп ­

ределения процентного содержания промотора 35S относительно ге ­

номной Д Н К  кукурузы  (Z ea  m ays) в пробах пищ евых продуктов и про­

довольственн ого  сырья, содерж ащ их кукурузу,

Расчет содержания Д Н К  промотора 35S отн осительно  геном ной 

Д Н К  сои (к укурузы ) производится автоматически по окончании реакции 

П Ц Р  с использованием  калибровочной  прямой, строящ ейся на осноДа­

нии тестирования калибровочны х стандартов при каждой новой поста­

новке.

При изготовлении калибровочны х стандартов, входящ их в состав 

тест-систем  «К В А Н Т У М - П  С О Я »  и «К В А Н Т У М - П  К У К У Р У З А » ,  при- 

меняются сертифицированные реф ерентные материалы  производства 

E R M  (European R eference M ateria ls),

33, Этапы определения ГМО
Качественное и количественное определение Г М О  в пищ евы х про­

дуктах растительного происхож дения с пом ощ ью  тест-систем  и обору- 

дования производства З А О  « Н П Ф  Д Н К -Т е х н о ло ги я » состоит из с л е ­
дую щ их этапов:
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•  вы делен и е Д Н К  из и сс л ед уем о го  образца, с п о м о щ ь ю  ком п лекта  

реаген тов  « П Р О Б А - Ц Т А Б » ;

•  тестирование вы делен н ой  Д Н К  с  п о м о щ ь ю  тест -си стем ы  

« Ф Л А И К - Г Е Н »  в соответстви и  с  и н струкцией  по п ри м ен ен и ю ;

•  образцы  Д Н К , п о ло ж и тельн ы е  п о  результатам  тести рован и я  с п о ­

м о щ ь ю  тест-си стем ы  « Ф Л А Н К - Г Е Н » ,  д о п о лн и т е л ь н о  и сслед ую тся  с 

п о м ощ ью  тест -си стем  « С К А Н - С О Я »  и « С К А Н - К У К У Р У З А »  в соотв ет ­

ствии  с  инструкциям и  п о  п ри м ен ен и ю ;

•  д ля  к оли ч еств ен н ого  оп р ед елен и я  п р ом отор а  35S в обр азц ах  

Д Н К , п олож и тельн ы х  п о  результатам  и сследования  с п о м о щ ь ю  тест- 

си стем  « Ф Л А Н К - Г Е Н »  и « С К А Н - С О Я » ,  при м ен яю т тест -си стем у  

« К В А Н Т У М - П  С О Я »  в соответстви и  с инструкцией  п о  п рим енению ;

•  д ля  к оли ч еств ен н ого  оп р ед елен и я  п р ом отор а  35S в образц ах  

Д Н К , п олож и тельн ы х  п о  р езультатам  и сследования  с  п о м ощ ью  тест - 

си стем  « Ф Л А Н К - Г Е Н »  и « С К А Н - К У К У Р У З А » ,  п р и м ен яю т тест- 

си стем у  «К В А Н Т У М - П  К У К У Р У З А »  в соответстви и  с  инструкцией  по 

п рим енению .

С х ем а  проведения анализа  п редставлена  в прилож ении .

П римечания:
• образцы ДНК  положительные по результатам тестирования с помощью 

тест-системы «Ф Л А Н К -Г Е Н » и отрицательные по результатам тестирования с 
помощью тест-систем «С К А К -С О Я » и «С К А Н -К У К У Р У З А », требую т дополни­

тельного изучения (тест-системы «К В А Н Т У М -П  С О Я » и «К В А Н Т У М -П  К У ­
К У Р У З А » не применяют);

• образцы Д Н К Г положительные по результатам исследования с помощью 
тест-систем «Ф Л А Н К -Г Е Н », «С К А Н -С О Я » и «С К А Н -К У К У Р У З А », одновре­
менно требуют дополнительного изучения (тест-системы «К В А Н Т У М -П  С О Я » 
н «К В А Н Т У М -П  К У К У Р У З А » не применяют);

• образцы ДНК, положительные по результатам тестирования с помощью 
тест-систем «Ф Л А Н К -Г Е Н » и «С К А Н -К У К У Р У З А », для которых получено зна­
чение «О %  Г М И » при исследовании с помощ ью тест-системы «К В А Н Т У М -П  
К У К У Р У З А », требуют дополнительного изучения (в т, ч, исследования на нали­
чие Д Н К  кукурузы линии GA-2J);

• определение количественного содержания ГМ О  конкретных ли- 
ний/сортоа проводится с применением методик* предоставляемых разработчи­
ками данных ГМ О .
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4* Требования к помещениям и техника безопасности
4.L Общие требования

4.1 J ,  О б щ ее  р асп олож ен и е лабор атор и и , а такж е ее инф раструкту­

ра долж н ы  соответствовать требованиям  м етоди ческих  указаний 

М У  КЗ Л 888— 04 «О р ган и зац и я  работы  лабор атор и й , проводящ их ис­

следования с патогенны м и би о ло ги ч еск и м и  агентам и  I I I— IV  груп п  па­

тоген ности  м етодом  п оли м ер азн ой  цеп ной  р еак ц и и »,

4,2. Правила работы с тест-системами и 0борудовацце.н
АЛЛ. В с е  ком пон енты  н аб ор ов  реагентов в и сп ользуем ы х  концен­

трациях являю тся  нетоксичны м и.

4,2*2. Работать с  наборам и  с л ед ует  в одн оразовы х рези новы х пер­

чатках без талька*

4.2.3* П ри  работе с наборам и  с л ед у ет  и сп ользов ать  т о л ьк о  н ов ы е 

наконечники и пробирки.

4.2*4, Н е  доп ускается  и сп ользован и е одних и тех  же наконечников 

при обработке различны х образц ов  б и о ло ги ч еск о го  м атериала.

4.2.5. В ы д елен и е  Д Н К  с л е д у е т  проводить в П Ц Р ^бок сах  или  лам и - 

парны х шкафах с вы клю ченн ы м  лам инарны м  потоком ,

4.2.6, Д л я  предотвращения контаминации, этапы  выделения Д Н К  и 
проведения П Ц Р  следует проводить н раздельных помещениях или тща­
тельно изолированных зонах, снабженных комплектами полуавтомати­
ческих пипеток, халатами* стсклянеюй посудой и прочими принадлеж­
ностями.

4.2+7. В се  лабор атор н ое  обор уд ов ан и е , в т о м  ч и сле  пипетки, ш тати­

вы, лабораторная  посуда , халаты , го ло в н ы е  убор ы  и прочее, а такж е рас­

творы  реагентов  долж н ы  бы ть  стр о го  стац ионарны м и. Запрещ ается их 

перем ещ ение из о д н о го  п ом ещ ен и я  в др угое .

4.2.8. Х и м и ческая  п осуда  и оборудование* которы е и сп ользую тся  

при работе с набором* долж н ы  бы ть  соотв етств ую щ и м  образом  м арки­

рованы  и храниться отд ельн о ,

4.2.9. П овер хн ости  р абочи х  столов , а такж е пом ещ ения , в котор ы х  

проводится П Ц Р , с л ед у ет  обрабаты вать  бактерицидны м и о б луч а теля м и  

д о  и п осле  проведения работ.
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5 f О б о р у д о в а н и е ,  м а т е р и а л ы  и р е а к т и в ы

J,/. Оборудование и материть* 
Амш ш фикагор «Т ерш ие» {З А О  «Н П Ф  Д Н К - 
Т ех н о ло ги я ») для комплектов в формате «F la sh » 
или детектирующ ий амплифккатор ДТ-322 

(З А О  «Н Л Ф  Д Н К Л е х н о л о ги я » ) для  комплектов 
в формате «R ea l-t im e »

П ЦР-детектор «Д Ж И Н » {З А О  «Н П Ф  Д Н К - 

Т ех н о ло гн я ») для комплектов в формате «F la sh » 
Центрифуга со скоростью  вращения ротора 
13 000 об/мин
Термостат твердотельный, поддерживающий 
температуру 65 °С 
М икро центрифуга-ворте кс 

Пробирки пластиковые, объёмом  1,5 мл 
Пипетки полуавтоматические одноканальные с 
переменным объёмом  0,5— 20 мкл, 20— 200 мкл,
200— 1 000 мкл

НаконечЕШки одноразовые, вместимостью  
1— 20 мкл; 1— 200 мкл; 100— 3 000 мкл 
Наконечники одноразовые с аэрозольным 
барьером для автоматических пипеток объемом  
1— 20 мкл
Ш тативы для микропробирок на 0,2 мл 
Ш тативы для микропробирок на 0,6 мл 

Ш тативы для микропробирок на 1,5 м л  
Перчатки одноразовые резиновые 

Х олодильник  с отделениями на 2 ...8  °С  и 

н а - 1 8 _ - 2 0  *С

Весы лабораторные общ его  назначения 2-го 
класса точности с наибольшим пределом  
взвешивания 2 000 г 
Пинцеты медицинские 

Ножницы медицинские 
Скальпели хирургические 

Ступки фарфоровые с пестиком

Г О С Т  26678

Г О С Т  24104 
Г О С Т  21241— 89

Г О С Т  21240
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5.2. Реактивы
К ом плект реагентов для выделения Д Н К  из биологического мате­

риала «П Р О Б А -Ц Т А Б », включает (на 50 образцов):

* смесь №  1, 23 мг, 5 пробирок;

* раствор №  2,12,5 мл, 1 флакон;

*  раствор Jfe 3* 12*5 м л, 1 флакон;

*  раствор №  4, 5 мл, 1 флакон;

* раствор №  5* 25 м л, ] флакон;

■ раствор №  6,38 м л, 1 флакон;

*  раствор №  7, 50 мл, 1 флакон;

* раствор JVs 8, 50 м л, I флакон.
Тест-системы «Ф Д А Н К -Г Е Н », «С К А Н -С О Я », «С К А Н -К У К У Р У З А »  

включают (на 50 образцов):

* смесь для  амплификации, запечатанную 
парафином, по 20 мкл 50 пробирок;

*  раствор Taq-полимеразы, по 500 мкл 
1 пробирка;

* буферный раствор «П Ц Р -б уф ер »,
200 мкл, I пробирка;

* минеральное масло, 1,0 мл, 1 пробирка;

* полож ительный контрольный образец 
ДПК> 150 мкл, 1 пробирка.

В состав смеси для амплификации, запечатанной парафином, вхо­
дят: П ЦР-буф ер, дезоксирибонуклеотиятрифосфаты, праймеры, ф луо­
ресцентные ДНК-зонды , внутренний контрольный образец ДН К.

Буферный раствор «П Ц Р -б уф ер » включен тольк о  в тест-системы 
формата «F lash »,

В зависимости от способа детекции результатов амплификации 
тест-системы «Ф Л А Н К -Г Е Н » ,  «С К А Н -С О Я », «С К А Н - К У К У Р У З А »  вы­

пускаются в двух форматах:

* формат F L A S H , предусматривающий 
детекцию результатов П Ц Р  после 
окончания амплификации с использованием 

ПЦР-детектора «Д Ж И Н »  (З А О  «Н П Ф  
Д Н К -Т  ехнологи я »);

* формат Real-time, предусматривающ ий 
детекцию результатов П Ц Р  в ходе 

амплификации с использованием

12



детектирую щ его амплификатора 
«Д Т -3 2 2 » (З А О  «Н П Ф  Д Н К -Т ех н о ло ги я »),

T e d -Системы «К В А Н Т У М -П  С О Я », «К В А Н Т У М - Л  К У К У Р У З А »  
включаю т (на 50 образцов):

• смесь для амплификации, запечатанную 
парафином, по 20 мкл 150 пробирок;

• раствор T a q -полимеразы, по 500 мкл 

3 пробирки;

■ минеральное масло, по 1,0 м л 3 пробирки;

• полож ительный контрольны й образец 

Д Н К , 100 мкл, 1 пробирка;

■ калибровочные стандартные образцы  
(5,0, 1,0 и ОД % ), по 100 м кл 3 пробирки.

Раствор физиологический (0 t9 % N aC l) стерильный.

б . О т б о р , х р а н е н и е  н п о д г о т о в к а  о б р а з ц о в  

п и щ е в ы х  п р о д у к т о в  д л я  а н а л и з а

О тбор  проб проводят в соответствии с методическими документа­
ми, устанавливающими порядок отбора проб для однородны х групп 

пищевой продукции: Г О С Т  5904— 82, 9163— 90, 12292— 00, 10852— 86, 
13979,0— 86, 26313— 84,26312,1— 84, 9792— 73, 7631— 85.

6.L Отбор образцов продуктов
6,1 Л . От партии сырья или сыпучих продуктов отбираю т общ ую  

пробу следую щ им образом:

* от исследуемой партии сырья или  сыпучих продуктов отбирают 
не м&нее 10 образцов проб (п о  5— 10 г )  в одноразовый плотный поли­

этиленовый пакет с использованием одноразовых хирургических перча­
ток и перемешивают, формируя общ ую  пробу (50— 100 г );

• из общ ей пробы  отбираю т средню ю  пробу массой 10— 20 г, по­
мещ аю т в полиэтиленовый пакет, который, в свою очередь, помещ аю т в 

одноразовый плотный полиэтиленовы й пакет, опечатывают и отправля­
ют па анализ.

6.1.2. От партии продуктов плотной консистенции отбираю т об­
щ ую  пробу массой 10— 50 г в одноразовый плотный полиэтиленовый 
пакет, используя одноразовые перчатки и фламбированные (выдержан­

ные в 96 % -м этаноле и обож ж енные в пламени газовой горелки ) инст­

рументы, который, в свою  очередь, дополнительно помещ аю т в однора-
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зовый плотный полиэтиленовый пакет, спечатывают и отправляют на 
анализ.

6.1.3. Пробу эюидких продуктов отбираю т в чистую  емкость из 
стекла или пластика с герметично закрывающейся крышкой объемом  не 
более  50 м л? которую, в свою очередь, дополнительно пом ещ аю i в од- 

норазовый плотный полиэтиленовый пакет, опечатывают и отправляют 
на анализ.

6,2. Подготовка образцов продуктов к анализу
6 2 . L  Для подготовки проб необходим о использовать одноразовые 

полипропиленовые пробирки, ступки и пестики, предварительно обра­

ботанные хромовой смесью  и фламбированные инструменты ^ пинцеты, 
скальпели, ножницы.

62 .2 . Пробы сухих гранулированных и сыпучих продуктов отбирают 
в ступку по 5— 10 г  и растирают пестиком до гом огенного состя н и я . 
Для анализа необходимо 50— 150 мкг образца.

62 .3 . Пробы плотных продуктов (сырых или подвергшихся кули­
нарной обработке) весом 5— 10 г  помещ аю т в ступку, измельчаю т нож ­
ницами, затем растирают пестиком до гом огенного состояния. Д ля  ана­
лиза необходим о 50— 150 мкг образца.

6.2.4, Пробы продуктов консистенции крахмала массой 100—  
300 мг помещ ают в одноразовые пластиковые пробирки и добавляю т
1,0 м л ф изиологического раствора. Д ля  анализа необходим о 50—  

150 мкл образца.
62.5 . Пробы жидкой консистенции отбираю т автоматическими 

пипетками с одноразовыми наконечниками в одноразовые пробирки из 
полипропилена. Д ля  анализа необходим о 50— 150 мкл образца.

6.3. Хранение и транспортирование проб
6.3.1. Образцы сырья и продуктов рекомендуется хранить н течение 

1 месяца (при необходимости повторного анализа) согласно условиям, 

указанным производителем продукта питания.
6.3.2. Образцы скоропортящихся продуктов рекомендуется хранить 

в замороженном состоянии (при температуре -2 0  °С ) в течение I месяца 
(при необходимости повторного анализа),

6.3.3. Транспортирование образцов осущ ествляю т при температуре, 

рекомендованной д ля  хранения сырья или пищ евого продукта. Д литель­
ность транспортирования не долж на превышать сроков годности про­
дукта.
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7. П о р я д о к  п р о в ед ен и я  и с с л е д о в а н и я

7.1. Выделение ДНК из образцов пищевых продуктов и 
продовольственного сырья с помощью комплекта 

реагентов вПРОБА-ЦТАБ»
Внимание! Одновременно с выделением Д Н К  из биологического 

материала необходимо подготовить отрицательный контрольный обра­
зец. Для этого в отдельную  пластиковую пробирку объемом 1,5 мл, про­
маркированную «К - » ,  внести 50 мкл стерильного физиологического рас­
твора. Далее проводить пробоподготовку в пробирке «К - » ,  не содержа­
щей анализируемого материала, в соответствии С инструкцией.

7.1.1. Приготовить буфер для выделения (на 10 образцов): добавить 
в пробирку со смесью Ns 1 2,5 мл раствора №  2, встряхнуть на вортексе 

до полного растворения содержимого пробирки. Добавить 2,5 м л рас­
твора № 3 и 1 мл раствора Ns 4. Перемешать на вортексе.

Внимание! Готовый буфер для выделения не подлежит хранению, 
его необходимо использовать в течение часа после приготовления!

7.1.2. В пластиковую пробирку емкостью 1,5 мл, содержащую 20“  

30 м г анализируемого материала, добавить 500 мкл буфера для выделе­
ния, Тщ ательно гомогенизировать образец и встряхнуть пробирку на
вортексе в течение 3— 5 с-

7.1.3. Термостатировать пробирку в течение 5 мин при 65 *С.
7.1.4. Добавить 500 мкл раствора Ns 5 и тщ ательно встряхнуть про­

бирку на вортексе в течение 3— 5 с,
7.1.5. Ц е1лрифугировать пробирку 10 мин при 13 000 об/мин.
7.1.6. Аккуратно перенести верхнюю фазу в чистую пластиковую 

пробирку объемом 1,5 мл.
7.1.7. Добавить 7SD мкл раствора №  6 и перемешать, 2— 3 раза ак­

куратно перевернув пробирку.

7.1.8. Центрифугировать пробирку 10 мин при 13 000 об/мин.
7.1.9. Удалить надосадочную жидкость.
7.1.10. Добавить 1 мл раствора Ns 7 и несколько раз перевернуть 

пробирку.

7.1 Л 1. Центрифугировать пробирку 5 мин при 13 000 об/мин,
7Л . 12. Удалить надосадочную жидкость.
7.1.13. Подсушить осадок термостатированием пробирки с откры­

той крышкой в течение 5 мин при 65 °С.
7.1.14. Добавить 100 мкл раствора №  8.
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7 Л Л 5. Термостатйровать пробирку 15 мин при 65 *С, периодически 
встряхивая.

Полученный препарат Д Н К  хранить при -2 0  *С в течение 6 месяцев.

В ни м ан ие ! Д ля  использования в П Ц Р  препарат Д Н К  необходим о 
развести в 10 раз раствором №  8.

Примечание, В растворе № 3 допускается выпадение осадка. Перед нача­
лом работы его необходимо растворить нагреванием флакона в течение Ш— 
15 мин при 65 °С,

7.2. Качественное определение ГМО
Подготовка и проведение полимеразной цепной реакции

7.2.1. Промаркировать необходим ое количество пробирок с запеча­

танной парафином смесью  для  амплификации с учетом  пробирок для 

отрицательного контрольного образца « К - » ,  для полож ительного кон­

трольного образца -  « К + » .  При использовании ПЦР-детектора для учета 

результатов амплификации (формат «F la sh ») промаркировать дополни­

тельно две пробирки ( « Ф О Н » )  для  к о т р о л я  фона флуоресценции.

7.2.2. В о  все промаркированные пробирки (кроме пробирок 

«Ф О Н » ) ,  не повреждая слой  парафина, добавить по 10 мкл раствора Taq- 
полимеразы. В  пробирки, промаркированные «Ф О Н » ,  добавить по 
10 мкл ПЦР-буфера.

7.2.3. В каждую пробирку добавить по 1 капле минерального масла 

(примерно 20 м кл), плотно закрыть пробирки.
7*2.4. Пробирки перенести в рабочую  зону, предназначенную для 

выделения Д Н К  из биологического  материала.

7.2.5. Внести в промаркированные пробирки, не повреждая слой 

парафина, 5,0 мкл выделенного из образца препарата Д Н К  (кроме про­
бирок « К - » ,  « К + » ,  «Ф О Н » ) .

Примечание. Во избежание контаминации рекомендуется вносить образ­
цы ДНК наконечниками с аэрозольным барьером,

7.2.6. В пробирки, промаркированные « К - »  и «Ф О Н » ,  внести
5.0 мкл отрицательного контрольного образца, прошедшего этап вы* 
деления ДНК (п. 7 Л ), а в пробирку, промаркированную « К + » ,  внести
5.0 мкл полож ительного контрольного образца*

7.2.7. Все пробирки центрифугировать при 1 000 об/мин (или  на 

микроцентрифуге/эортексе) в течение 3— 5 с Р
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7.2.8. Установить все пробирки в блок  амплификатора и провести 

П Ц Р а режиме, приведенном и табл. 1 и  2, с учетом  объема реакционной 
смеси, равного 35 мкл.

Таблица 1
Формат «Flash»

Режим амплификации дли амплификатора «Терц и к»
Алгоритм регулирования: «точный»

Ms I
П.П, 1 Температура, °С Время, с Количество циклов

1 I 94 90 I
94 20

2 64 5 5
67 5
94 1

3 64 S 40
67 5

4 1 10 Хранение

Таблиц а  2

Формат «Real-ltme»
Режим лмгглификацни для детектирующего амплификатора «ДТ-322»

ЛЬ
п.тт. Температура, °С Время, с Количество циклов

I 80
94

30
90 1

2 94
64*

30
IS 5

3 94
64*

Го
15 45

4 10 Хранение
* -  регистрация результатов.

Регистрации результатов амплификации
7,2.9. Регистрация результатов амплификации с использованием 

П Ц Р  ̂ детектора: после прохождения реакции амплификации пробирки 

поместить в ПЦР-детектор, оформить протокол и провести регистрацию 

результатов в соответствии с инструкцией к прибору (пороговы е значе­
ния для специфического продукта составляют 1,75— 2JG, для внутрен­

него контрольного образца -  2,50).
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7.2.10. Регистрация результатом амплификации с использованием 
детектирующ его амллификатора Д Т-322: регистрация сигнала ф луорес­

ценции проводится прибором автоматически во время амплификации. 
Оформление протокола (тип анализа «К ачественн ы й ») и анализ резуль­
татов проводится в соответствии с инструкцией к прибору.

Учет результатов реакции с помощью ПЦР-детектора и 
детектирующего амплификатора

7.2Л1- У ч ет  и интерпретация результатов реакции осущ ествляется 

автоматически с помощ ью  программного обеспечения, поставляемого с 

ПЦР-детектором  или детектирующ им амплификатором.
7.2.12. В образцах, содержащ их Д Н К  промотора 35S и/или герми­

натора N O S , программа фиксирует полож ительны й результат. Результат 
амплификации внутреннего контрольного образца в этом случае в учет 

не принимается.
7.2.13. В образцах, не содержащ их Д Н К  промотора 35S и термина­

тора NOS, в которых получек  полож ительны й результат амплификации 
внутреннего контрольного образца» программа фиксирует отрицатель­

ный результат.
7.2.14. В случае отрицательного результата на наличие Д Н К  промо­

тора 35S, терминатора NO S и отрицательного результата амплификации 
внутреннего контрольного образца, проф амма фиксирует результат как 

недостоверный. Это может быть вызвано присутствием ингибиторов в 
препарате Д Н К, полученном  из исследуемого материала; неверным вы­
полнением протокола анализа, несоблю дением  температурного режима 
амплификации н др* В этом случае требуется ли бо  повторная постановка 
амплификации препарата Д Н К , ли бо  повторное выделение препарата 
ДН К, либо  повторное взятие биологи  веского материала.

7.2Л5. Мри учёте результатов с помощ ью ГЩ Р-детектора програм­
ма фиксирует сомнительный результат в случае, если значение для спе­

цифики (наличие Д Н К  промотора 35S и/нли терминатора TSSOS) попадает 
»  зону неопределенности результатов (результат амплификации внут­
реннего контрольного образца в учет не принимается). В этом случае 

необходимо повторить исследование данного образца.

7.2.16. П ри получении полож ительного результата на наличие Д Н К  
промотора 35S н/или терминатора N O S  для  отрицательного контрольно­
го образца « К - »  результаты  всей постановочной серии бракуют. В этом 

случае необходимо проведение специальных мероприятий для устране­
ния контаминации.
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Zi. Количественное определение ГМО 
(на примере тест-системы «КВАНТУМ^П СОЯ»

Создание протокола проведения полимеразной цепной реакции
7.3.1, Создать тест (или  выбрать ранее созданный тест ) « Г М И  ко­

личественны й» со следую щ ими параметрами:

* тип проводимого анализа « Г М И » ,  метод «геом етрический (С р > ;

* типы пробирок: образец, стандарт, контроль*, контроль-;

*  количество стандартов -  3, дублей  -  2;

* количество копий для стандарта 1 указать «0 ,1 » ;  д ля  стандарта 2 

указать «1 ,0 » ; для стандарта 3 указать « 5 Р0 »;

* полож ительны х ( К * )  и отрицательных (К - )  контролеЙ -  по 2;
* объем рабочей смеси в пробирке -  35 мкл;

*  флуорофоры: F A M -специфнка, Н Е Х -В К ;

*  программа амплификации -  указанная в табл. 3,
Таблица 3

Режим амплификации для детектирующего а м ил нф и кагор а «ДТ-322»

X* !
Г7.ГТ. Температура, Время, с Количество повторов

I 80 120 1
2 94 90 [

94 10
3 62* 20 50

67 20
4 io Хранение

* -  регистрация результатов.

7.3.2. Создать протокол амплификации, для  чего:

*  в окне «п р о т о к о л » выбрать опцию «добавить тест », в появившем­

ся окне выбрать тест «Г М И  количественны й» (см . пункт 7.3.1);

*  указать количество исследуемых образцов (количество дублей  -  2).

Подготовка и проведение полимеразной цепной реакции
7.3.3. Промаркировать в соответствии с созданным протоколом  ам­

плификации необходимое количество пробирок с запечатанной парафи­
ном реакционной смесью .

7.3.4. В промаркированные пробирки добавить по 10 мкл тщ атель­

но перемеш анного на вертексе раствора Taq-полим  срази.
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7 3 .5 , В пром аркированны е пробирки  добавить по 20 м кл м и н е­

р а льн ого  масла (п р и б ли зи т ель н о  I капля из наконечника на 200 м кл).

7.3.6. П робирки  п ло тн о  закры ть и перенести  в пом ещ ение* предна­

значенное для  п р обоп од готовк и .

7.3.7. В  пробирки , соответствующие обозн аченн ы м  в п р оток оле  

амплиф икации «стандарт 1 », внести 5 м кл калибровочного стандарта 

Г М  С О Я  0,1 % ; «с та н д а р т  2 »  -  5 мкл к а ли бр ов оч н ого  стандарта Г М  

С О Я  1,0 % ; «стандарт 3 »  -  5 м кл кали бр ов оч н ого  стаЕщарта Г М  С О Я

5.0 % .

7 3 .8 . В нести  в соотв етств ую щ и е  пробирки по 5 м кл и сс лед уем о го  

образца Д Н К ,

7 3 .9 . В  пробирки , соотв етств ую щ и е  « К * » ,  внести  5 м кл отрица­

т е л ь н о го  к о н тр о льн о го  образца (см . пункт 7 Л );  соотв етствую щ и е « К + » ,  

внести 5 м кл п о ло ж и т ель н о го  к он тр ольн о го  образц а  (К +  К В Л Н Т У М - И  

С О Я ).

Примечание. Во избежание контаминации рекомендуется вносить образ­
цы ДНК в амгшификациокную смесь наконечниками с аэрозольными барьерами.

73 .1 0 . О сади ть  капли со стенок пробирок центрифугированием на 

вортексе в Течение 2— 3 с,

7.3 Л 1. П роби р к и  устан овить  в соотв етств ую щ и е  лун к и  ам плиф ика- 

тора, выбрав оп ц и ю  «п р и м е н и т ь » , перейти в ок н о  «за п у с к  програм м ы  

ам плиф икац и и », запустить п р огр ам м у  ам плиф икации, вы брать д и р ек то ­

ри ю  для  сохранения р езульта тов  амплиф икации.

Анализ результатов полимеразной цепной реакции
73 ,1 2 . Регистрация и у ч е т  р езультатов  ам плиф икации проводится 

автоматически во время ам плиф икации с п ом ощ ы о  п р огр ам м н ого  о б е с ­

печения, п остав ляем ого  с детек ти р ую щ и м  ам плиф икатором  Д Т -322 .

7.3.13, А н а ли з  р езульта тов  производится автом атически  п о сл е  

окончания програм м ы  ам плиф икации.

73 .14 . В  с то лб ц е  « %  Г М О »  д ля  каж дого образца отраж аю тся ре* 

зультаты  анализа в виде п р оц ен тн ого  содерж ания Д Н К  тф ом о ю р а  35S 

отн оси тельн о  ген ом н ой  Д Н К  сои. Л и н ей н ы й  диапазон  изм ерений с о ­

ставляет от  0,1 до  5 *0 %  Д Н К  п р ом отор а  35S о тн о си тельн о  геном ной  

Д Н К  сон. Е сли  р езульта т  б о л ьш е , чем  5,0 % , т о  он  трактуется как со­
держание ДН К промотора 35S относительно геномной ДНК сои более
5.0 %. Е сли р езульта т  м еньш е, чем  0,1 % , то  он  трак туется  как содержа­
ние ДНК промотора 35S относительно геномной ДИ К сои менее 0, / % 
(рис. 1).
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7-3,15. П оявление л ю б о го  значения С р  в канале F A M  и ли  H E X  для 

о гр и ц ателы ю го  контрольного  образца сви детельствует о наличии кон- 

чамипации, В этом  случае результаты  всей постановки бракую т; следует  

провести мероприятия по устранению  контаминации.

Рис. 1- Пример количественного определения ГМ О  с использованием 
детектирующего амплифнкатара ДТ-322 (ЗАО  «Н П Ф  ДНК-Технологня»)
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Приложение

Схема качественного и количественного определения ГМ О 
растительного происхождения в нишевых продуктах и 

продовольственном сырье с использованием тест-систем 
производства ЗАО «НПФ ДНК-Технологня»
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