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КАЗАХСТАН РЕСПУБЛИКАСЫНЫЦ МЕМЛЕКЕТТ1К СТАНДАРТЫ

Биологияльщ цаутаздж  
Шиюзат жэне тамак ошмдер1

0С1МД1К TEKTI ГЕНЕТИКАЛЬЩ ТУРЛЕНД1Р1ЛГЕН 
К03ДЕРД1 (ГТК) Б1РДЕЙЛЕНД1РУ ЭД1С1

Енпзшген куш 2006-07-01

1 Колданылу саласы

Осы стандарт шиюзатка жэне тамак ешмдерше (будан 9pi карай - ешм) 
таралады жэне ОЫмдж тектл генетикальщ турлевдрщген коздерд1 (ГТК) 
б1рдейлещцру эдюш белгшейдг

Эд1с тшст1 праймерлермен полимераздьщ тпбекп эсерде (ПТЭ) 
непзделген.

2 Нормативтпс сштемелер

Осы стандартта келесл стандарттарта сллтемелер пайдаланылтан:
КР СТ* Биологияльщ каушЫздш. Шиьазат жэне тамак ешмг 

Биологияльщ микрочип колданып ©Ымдш теки генетикальщ турленд1ршген 
коз дер д1 (ГТК) б1рдейлендору эд1сг

КР СТ Р ГОСТ 51810-2004 Тутынушыларга сататын жаца шскен 
кызанактар. Техникалык шарттар.

ГОСТ 12.1.004-91 Ецбек каушЫздщшщ стандарттар жуйесг Орт 
Кау1пс1зд1п. Жалпы талаптар.

ГОСТ 12.1.005-88 Ецбек кауш аздтнщ  стандарттар жуйесг Жумыстьщ 
ауасы аумагына койылатын жалпы санитарльщ-гигиеналык талаптар.

ГОСТ 12.1.007-76 Ецбек каушЫздтнщ стандарттар жуйесг Зиянды 
заттар. Жштеу жэне жалпы каутЫздж талаптары.

ГОСТ 12.1.019-79 Ецбек каушадздтнщ стандарттар жуйесг Электр 
каушЫздщг Жштеу жэне каушЫздш Жалпы талаптар жэне коргау турлершщ 
номенклатурасы.

ГОСТ 12.4.009-83 Ецбек каушЫздш нщ стандарттар жуйесг
Объектшерд1 коргауга арналган орт техникасы. Непзп турлерг Орналастыру 
жэне кызмет корсету.

* Стандарт эз1рленуде 

Ресми басылым
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ГОСТ 12.4.021-75 Ецбек каушшздтнщ стандарттар жуйест Желдетюш 
жуйелер. Жалпы талаптар.

ГОСТ 1770-74 (ИСО 1042-83, ИСО 4788-80) Олшеупп зертханалык 
шыны ыдыстар. Цилиндрлер, мензуркалар, колбалар, шыны тутштер. Жалпы 
техникальщ 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 гидрототыгы. Техникальщ шарттар.
ГОСТ 9656-75 Бор кышкылы. Техникальщ шарттар.
ГОСТ 6709-72 Тазартылган су. Техникальщ шарттар.
ГОСТ 9805-84 Изокрил спиртт. Техникальщ шарттар.
ГОСТ 12026-76 Сузпш зертханалык кагаз. Техникальщ шарттар.
ГОСТ 12738-77 Градуирленген мойыны бар шыны колбалар. 

Техникальщ шарттар.
ГОСТ 14919-83 Электроплиталар, электроплиткалар жэне турмыстьщ 

куыратын электр шкафтар. Жалпы техникалык шарттар.
ГОСТ 20015-88 Хлороформ. Техникалык шарттар.
ГОСТ 21400-75 Химия - зертханалык эйнек. Техникалык талаптар. 

Сынау эдастерГ
ГОСТ 24104-2001 Зертханалык таразылар. Жалпы техникалык талаптар.
ГОСТ 25336-82 Зертханалык шыны ыдыстар жэне жабдьщтар. 

Турпаттар, непзп параметрлер жэне олшемдер.
ГОСТ 26678-85 Турмыстьщ электр компресса! параметрлж катардагы 

тоцазыткыштар жэне муздаткыштар. Жалпы техникалык шарттар.
ГОСТ Р 51652-2000 Тамак шиюзатынан жасалган тазартылган этил 

спиртт Техникалык шарттар.

3 Терминдер, аньщтамалар жэне кыскартулар

3.1 Осы стандартта КР СТ* сэйкес терминдер мен аньщтамалар 
колданылады.

Оларга косымша осы стандартта мына терминдер колданылады:
Тамакща генетикалык; турленд1ршген кездер: генетикальщ

турлещпршген организмдерден алынган табиги немесе ецделген Typi нде 
адам тамакка колданылатын тамак ен1мдер1 (компоненттер);

3.2 Осы стандартта келеО цысцартулар цолданылады:
- ПТЭ - полимеразды mi36eKmi эсер;
- БСА - б) ка сарсуыныц цургац альбумину,
- ГМИ -  генетикальщ турленд1ртген кездер.
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4 Аппаратура, материалдар жэне реактивтер

4.1 Сыйымдылыгы 0,2; 0,5; 1,5 см3 белее нд1 элемента
кыз ыту/сал кы н дату жылдамдыгы 1,5 °С/с [1] кем емес Эппендорф тур патты 
микроцентрифугты тупктер уппн «Терцик МС-2» турпатты амплификатор.

4.2 Кювет жэне адырлар жинатымен «Mini-Sub Cell GT System» 
турпатты келденец электрофорезге арналтан курал [2].

4.3 Реттелетш кернеудщ аукымы (50-300) «Power Рас 300» турпатты 
кернеу K03i [3].

4.4 Видеосистема типа «Gel Doc 2000™», Бромды этидиймен боялтан, 
гельдеп ДНК люминисцирлейтш пдершщ бейнелерш талдау жэне кужаттау: 
сэулелену аукымы (300-400) нм, сез1мталдыгы — 10 нг ДНК кем емес ( 
бромды этидий бойынша) [4].

4.5 Турмыстьщ электр тоцазыткыш ГОСТ 26678 бойынша.
4.6 Минус 20°С температураны камтамасыз ететш ± 0,5 °С кателжпен 

муздататын камера.
4.7 Эппендорф турпатты устелге коятын микроцентрифуга (айналу 

жиш п 12000 мин-1кем емес) [5].
4.8 Сыйымдылыгы 0,5 жэне 1,5 см3, температура аукымы 15 °С тан 120 

°С дешн, уя саны - эр турпатты 20 кем емес, температураны устау д эл д т  - 
0,2 °С, Kopmi уялар арасындагы айырмашылык 0,5 °С кеп емес Эппендорф 
турпатты микроцентрифуга уппн «TERMO 24-15» турпатты термостат [6].

4.9 «Вортекс» турпатты ешкуге арналган аппарат, айналым жылдамдыгы 
(250—3000) мин-1.

4.10 Микрото л кы н ды пеш (куаты 400 Вт кем емес).
4.11 Ец кеп елшеу шеп 200 г дэлдштщ жогары сыныбыныц (шарттык 

6enrici II) жалпыга арналган зертханалык таразылары ГОСТ 24104 бойынша.
4.12Су моншасы [7].
4.13 кателт ±0,1 pH электродтар жинагымен рН-метр.
4.14 Мелшерлеудщ ауыспалы келем^мен дозаторлар:
- (0,2—2,0) мм3, кадамы 0,01 мм3, дэлд1п  ±1,2 %;
- (0,5— 10,0) мм3, кадамы 0,01 мм3, дэлд1п ±0,8;
- (2—20) мм3, кадамы 0,01 мм3, дэлднл ±0,8 %;
- (20—200) мм3, кадамы 0,1 мм3, дэлд1п  ±0,6 %;
- (100— 1000) мм3, кадамы 1 мм3, д эл д т  ±3 %;
- (2— 10) см3, кадамы 0,1 см3, дэлдш ±0,5 %.
4.15 Сыйымдылыгы 0,2; 0,5 жэне 1,5 см3 Эппендорф турпатты 

микроцентрифугалык тутштер
4.16 Мелшерлеудщ ауыспалы келем1 10; 20; 200; 1000 мм3дешн; 10 см3 

дозаторларга арналган сузпнп бар уштар

3
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4.17 Сыйымдылыгы 25; 50; 100; 200 дешн; 1000 см3 елшеупп Ty6i 
жалпак конусты шыны тутжтер ГОСТ 12738 бойынша.

4.18 25; 100; 1000 см3 зертханалык елшеуш шыны цилиндрлер 
ГОСТ 1770 бойынша.

4.19 Сыйымдылыгы 1,5 см3 микроцентрифугалык тутпсттц елшемше 
ГОСТ 21400 бойынша тефлонды пестик немесе шыны таявдна

4.20 Зертханалык сузпш кагаз ГОСТ 12026 бойынша.
4.21 Туз кынщылы ГОСТ 3118 бойынша, х. ч.
4.22 Бор кышкылы ГОСТ 9656 бойынша, х. ч.
4.23 Этилендиаминтетра с1рке кышкылы (ЭДТА), х. ч. [8].
4.24 Гексадецилтриметиламмониум бромид [9].
4.25 Натрий гидрототыгы ГОСТ 4328 бойынша, х. ч.
4.26 Хлорлы натрий ГОСТ 4233 бойынша, х. ч.
4.27 Тазартылган этил спирт! ГОСТ Р 51652 бойынша, х. ч.
4.28 Изопропилещц спирт, х. ч. [10].
4.29 Медициналык вазелин майы ГОСТ 3164 бойынша.
4.30 Хлороформ ГОСТ 20015 бойынша, х. ч.
4.31 Тазартылган су ГОСТ 6709 бойынша.
4.32 Иондалмаган су [11].
4.33 Трис (оксиметил) аминометан, х. ч. [12].
4.34 2-меркаптоэтанол, х. ч. [13].
4.35 Бромды этидий, х. ч. [14].
4.36 Бука сарсуыныц кургак альбумин! (БСА) [15].
4.37 Термотуракты фермент Taq-полимераза, (70 - 72) °С саласындагы 

жумыс оптимумы [16].
4.38ПЦР буфер [17].
4.39 Электрофорезге арналган агароза (тип II) [18].
4.40 ДНК салмагыныц молекулярльщ маркер! [19].
4.41 Осшдж тект1 тамактыц генетикалык турленд1ршген кездер! (ГТК) 

курамыныц стандартты улг!с! (Certified Reference Material IRMM № 41 OR 
SB-0) [20].

4.42 Осшдж теки тамактыц генетикалык турленд1ршген кездер1 (ГТК) 
курамыныц стандартты ynnci (Certified Reference Material IRMM № 41 OR 
SB-5) [21].

4.43 Нуклеотидтер:
ушфосфорлы кышкылдыц 2’-дезоксиаденозин-5' тетранатрийл1 тузы, 

тригидрат (АТФ) [22];
ушфосфорлы кышкылдыц 2’-дезоксицитидин-5' тетранатрийл! тузы 

тетранатриевая соль, тригидрат (ЦТФ) [23];
ушфосфорлы кышкылдыц 2’-дезоксигуанозин-5' тетранатрийл! тузы, 

тригидрат (ГТФ) [24];
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ушфосфорлы кынщылдыц 2'-дезокситимидин-5' тетранатрийл1 тузы, 
тригидрат (ТТФ) [25];

4.44 Промоторга праймерлер 35S [26]:
- 35S-15'GCT ССТ АСА ААТ GCC АТС А 3';
- 35S-25'GAT AGT GGG ATT GTG CGT CA 3'.
4.45Терминатор nos праймерлер [27]:
- яох-15'GAA ТСС TGT TGC CGG TCT TG 3';
- nos-25' TTA TCC TAG TTT GCG CGC ТА 3'.
Жогарыда керсетшгендерге уксас тех н икал ы к сипаттамаларымен 

метрологиялык сипаттамалары жэне жабдыкдары бар баска олшеу 
куралдарын, сонымен катар уксас бакылау нэтижелер! н алуды жэне сынау 
журпзумен айналысатын персонал каушЫздшн камтамасыз ететш сынау 
кезшде колданылатын реактивтерд! жэне материалды колдануга руксат 
етшещ.

5 Сынамаларды тацдау

Сынамаларды 1рштеуд1 тамак шшазаттарыныц жэне тамак ошмдершщ 
б1ркелю ошм топтарына арналган сынамаларды ipiicrey тэрыбш белгшейтш 
техникальщ реттеу саласындагы нормативах кукыктьщ актшер, стандарттар 
жэне баска нормативтж кужаттар бойынша журпзещ.

6 Талдау журпзуге дайындау

6.1 Ертндшерд! дайындау
6.1.1 Концентрациясы с (Трис-НС1)=1 моль/дм3 ертндшерд1 дайындау. 
0лшеу1 ш колбага ГОСТ 12738 бойынша сыйымдылыгы 100 см3 (12,11 ±

0,01) г. Трис (оксиметил) аминометанды 4.33 бойынша салады, [12] 4.32, [11] 
бойынша 80 см3 иондалмаган суда ерыедк Мацыздандырылган туз 
кышкылын ГОСТ 3118 бойынша pH ертщ цш  7,5 дешн жетюзед!, сосын 
иондалмаган судыц белпс^не дешн жетюз1п араластырады. Тоцазыткышта 
сакгау мерз1м1 ГОСТ 26678 бойынша 4 °С тен 5 °С дешн температурада — 6 
ай дан кеп емес.

6.1.2 Концентрациясы с (NaCl) ертцщ ш  дайындау = 5 моль/дм3 
Сыйымдылыгы 100 см3 олшеуш колбага 129.22± 0.011 г хлорлы

натрийда ГОСТ 4233 бойынша салады, иондалмаган судыц 80 см3 шамасында 
ерыедц иондалмаган судыц белпЫне дешн жетюзш араластырады. Сактау 
мерз1м1 4 °С тен 5 °С дешн температурада — 6 айдан кеп емес.

6.1.3 Концентрациясы с (NaOH) = 30 % ертндаш дайындау 
Сыйымдылыгы 50 см3 колбага ГОСТ 1770 бойынша (3± 0,01) г натрий

гидрототыгын салады, ГОСТ 4328 бойынша, 7 см3 иондалмаган суда ерыещ. 
Сактау мерз1м14 °С тен 5 °С дешн температурада — 6 айдан коп емес.
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6.1.4 Концентрациясы с (ЭДТА) = 0,5 моль/дм3 ертндаш дайындау 
Сыйымдылыгы 100 см3 кол бага (14,62± 0,01) г этилендиаминтетра Ырке

кынщылын по 4.23, [8] салады, иондалмаган судыц 80 см3 шамасында ерггедг 
6.1.3 бойынша дайындалган натрий гидрототыгыныц ертндоЫмен, pH 
ертщ цсш  8,0 дешн иондалмаган сумей белпге дешн жетюзт араластырады. 

Сактау мерз1м1 4 °С тен 5 °С дей1н температурада — 6 айдан коп емес.
6.1.5 Лизирлейтш буферда дайындау
Сыйымдылыгы 25 см3 олшеуш колбагаГОСТ 1770 бойынша (0,5±0,001) 

г гексадецилтриме-тиламмония бромидш салады, 10 см3 иондалмаган суда 
ерпедц автоматты микродозатормен 6.1.1 дайындалган 2,5 см3 Трис-НС1 
ертщ цш  косады, 6.1.2, 1 см3 бойынша дайындалган 7 см3 хлорлы натрий 
ертщ цсш , 6.1.4 бойынша дайындалган ЭДТА ертщ цсш  иондалмаган сумей 
белпге дей1н жетюзш араластырады.

Сактау мерз1м1 4 °С тен 5 °С дей1н температурада — 6 айдан кеп емес. 
Сактау кезшде жауын-шашын болган кезде ертндш1 болме 
температурасында устайды немесе термостатта 4.8 бойынша, [6] 65 °С 
температурада тольщ epireHre дешн жылытады.

Тшелей пайдалану алдында дайындалган ертщ цге автоматты 
микродозатормен меркаптоэтанолды 4.34 бойынша, [13] 1 см3 лизирлететш 
буферге 4 мм3 есеб1нен косады жэне араластырады.

6.1.6 Сумей каныккан хлороформды дайындау
Сыйымдылыгы 200 см3 колбага цилиндрмен ГОСТ 1770 бойынша 

(100±0,1) см3 хлороформды ГОСТ 20015 бойынша енпзедо, 20 см3 
иондалмаган суды ГОСТ 6709 косады, мукият араластырады жэне каныгу 
унпн 24 с калдырады.

Сактау мерз1м1 4 °С тен 5 °С дешн температурада — 6 айдан коп емес.
6.1.7 70 %-ды тазартылган этил спирттщ ертнд1с1н дайындау 
Сыйымдылыгы 200 см3 колбага (70 ±0,1) см3 цилиндрмен 96 %-ды

тазартылган этил спиртш по ГОСТ Р 51652 бойынша, 26 см3 иондалмаган 
суды косып араластырады. Сактау мерз1м1 4 °С тен 5 °С дей1н температурада 
— 6 айдан кеп емес.

6.1.8 Концентрациясы с (БСА) = 20 мкг/см3ертщ цш  дайындау 
Сыйымдылыгы 1,5 см3 Эппендорф турпатты тупкке (0,002±0,01) г

кургак БСА 4.36, [15] бойынша салады, 1 см3 иондалмаган суды косады, 
тольщ ершенше араластырады. 10 мм3 дайындалган ертщ цш  1рштейд1 жэне 
сыйымдылыгы 1,5 см3 Эппендорф турпатты тупкке тасымалдайды, 1 см3 
иондалмаган суды косып араластырады.

Сактау мерз1м1 4 °С тен 5 °С дешн температурада — 6 айдан кеп емес.
6.1.9 Концентрациясы с = 4 ммоль/дм3 нуклеотидгер коспасын дайындау 
Сыйымдылыгы 0,2 см3 микро центрифугалы тупкке (1 ±0,01) мм3 АТФ

(концентрациясы 100 ммоль/дм3) 4.43, [22] бойынша, (1 ±0,01) мм3 ГТФ 
(концентрациясы 100 ммоль/дм3) 4.43 бойынша, [24], (1 ±0,01) 1 мм3 ЦТФ

6



КР СТ 1346-2005

(концентрациясы 100 ммоль/дм3) 4.43 бойынша, [23], (1 ±0,01) мм3 ТТФ 
(концентрациясы 100 ммоль/дм3) 4.43 бойынша, [25] (96±0,1) мм3
иондалмаган суды енпзедц коспаны араластырады.

Сактау мерз1м1 минус 20 °С температурада — 6ip жылдан коп емес.
6.1.10 Электрофорезге арналган буферд11-ТВЕ дайындау
Сыйымдылыгы 1000 см3 елшеупн кол бага (10,8 ±0,01) г Трис

(оксиметил) аминометанды, 5,5 г бор кынщылын ГОСТ 9656 бойынша жэне 
(0,92±0,01) г этилендиаминтетра Ырке кынщылын енпзедц иондалмаган 
сумей белпсше дей1н жетюзед1 тольщ ер1генше араластырады.

Сактау мерз1м1 белме температурасында — 1 айдан коп емес.
6.1.11 Концентрациясы с (С21Н2(№Вг) = 10 мг/см3 ертндош дайындау
Сыйымдылыгы 100 см3 елшеу1ш колбага (1±0,01) г бромды этидийд1

4.35,бойынша салады [14], ер1тед1 жэне иондалган сумей белпге дешн 
жетюзедг

Сактау мерз1м1 4 °С тен 5 °С дешн температурада — 12 айдан кеп емес.
6.1.12 2 %-ды агарозды гельд1 дайындау
6.1.12.1 Сыйымдылыгы 200 см3 кем мес туб1 жалпак колбага (1±0,01) г 

агарозаны 4.39 бойынша салады, [18], 6.1.10 бойынша дайындалган 1-ТВЕ50 
см3 косады, мукият сшкш араластырады. Коспасы бар колбаны 
микротолкынды пеште 4.10 бойынша немесе су моншасында 100 °С 
температурада кызытады жэне агароза толык ер1генше кайнатады.

6.1.12.2 6.1.12.1 бойынша дайындалган, ертлген агарозаны 50 °С дешн 
белме температурасында салкындатады, автоматты микродозатормен 6.1.11 
бойынша дайындалган 5 мм3 бромды этидий ертщ цсш  косады, мукият 
араластырады.

6.1.12.3 6.1.12.2 бойынша алынган б1ркелю коспаны электрофорезге
арналган кюветтерге куяды жэне адыр комепмен калталарга
калыптастырады. Гель салкындаганнан кей1н (15—30) мин соц адырды 
жояды.

6.1.10 бойынша дайындалган электрофорезге арналган буферде 1-ТВЕ, 
тоцазыткы штарда 4 °С тен до 5 °С дешн температурада — 7 тэул1ктен коп 
емес сактауга болады.

6.2 Сынамаларды дайындау
6.2.1 Талданатын ешмнщ ею шшбесш, еЫмдщ тект1 тамакка 

генетикальщ турленд1р1лмеген коздер курамыныц стандартты улпсшщ 
шнбесш (Certified Reference Material IRMM № 41 OR SB-0) no 4.41, [20] жэне 
еЫмдж теки тамакка генетикальщ турленд1'р1лген коздер курамыныц 
стандартты улпсшщ шнбес1н (Certified Reference Material IRMM № 41 OR SB- 
5) no 4.42, [21] эр 6ipmiK салмагы 70 тен 80 мг дешн сыйымдылыгы 1,5 см3 
Эппендорф турпатты терт микро центрифугалы тутшке салады. Дозатор 
комепмен меркаптоэтанолом по 6.1.5 бойынша меркаптоэтанолонмен
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лизирленетш буферд! эр кайсысына 200 мм3 ден косуды, дереу тефлон 
былгауышпен коспаны б^ркелю носата дешн езедг Эр микроцентрифугальщ 
тутшке 600 мм3 ден меркаптоэтанолонмен лизирленетш буферд1 досады. 
Крспаны мукият тефлон былгауышпен туши болмайтындай араластырады. 
Сосын коспаны «Вортекс» турпатты аппаратта сшку уттпн 30 с птпнде 
араластырады.

6.2.2 6.2.1т. бойынша дайындалган коспаны термостатка салады, 65 °С 
температурада (40—60) мин инкубациялайды, сосын кайтадан сшку уттпн 30 
с аппаратта араластырады жэне 7 мин Эппендорф турпатты устел шагын 
центрифугада 4.7 бойынша айналым жиппп (12000-13000) мин"1 центри- 
фугалайды, [5].

6.2.3 6.2.2 бойынша дайындалган коспалардыц тунба бетшдеп 
суйыкдыкдарды тунбадан суспензия болжтерш алмай сыйымдылыгы 1,5 
см3торт таза микро центрифугалы тутшке салады. Сосын эр микро 
центрифугалы тупкке 6.1.6 бойынша дайындалган 400 мм3 ден хлорофорды 
досады, сшку уш1н суспензия болганша аппаратта 30 с сшкщц. Алынган 
суспензияны айналым жиппп 12000 мин'1 7 мин Эппендорф турпатты устел 
микроцентрифугада болме температурасында центрифугалайды.

6.2.4Торт тупктен 6.2.3 бойынша дайындалган жогаргы кабаттарын (су 
фазаларын) хлороформ кабатын алмай сыйымдылыгы 1,5 см3 торт таза 
микроцентрифугальщ тупктерге аударады. Хлороформмен экстракцияны 
жэне 6.2.3 бойынша центрифугалауды ею мэрте кайталайды. 6.2.4 бойынша 
дайындалган жогаргы кабаттарын сыйымдылыгы 1,5 см3 центрифугальщ 
тут1ктерге аударады, эркайсысына минус 20 °С температурага дешн алдын 
ала салкындатылган муздаткыш камерага 600 мм3 ден изопропилен спиртш 
4.28 бойынша косады, [10 жэне 30 с. стлку уш1н аппаратта араластырады

Алынган коспаларды минус 20 °С муздаткыш камерага 
дезоксирибонуклеин кышкылыньщ (ДНК) тунбасы пайда болуы уш1н 30 мин 
кем емес салады.

Осы кезецде минус 20 °С температурада тоназыткыш камерада 12с дешн 
алынган коспаларды сактауга руксат еттлед1.

6.2.6 Айналым жиппп 12000 мин"1 6.2.5 бойынша дайындалган 
коспаларды белме температурасында 6 мин центрифугалайды. Байкал тунба 
бетшдеп суйьщтьщты алып тастайды. Эр тунбаны 6.1.7 бойынша 
дайындалган, (15—20) с сшкуге арналган аппаратта тунбаларды араластырып 
жэне айналым жиш п 12000 мин"1 шагын центрифугада 6 мин. 
центрифугалап (2—3) рет 200 мм3 70 %-ды тазартылган этил спирпмен 
жуады. Мукият (соцгы тамшыга дей1н) тунба бепндег1 суйьщтьщты алып 
тастайды.

6.2.7 6.2.6 бойынша дайындалган тунбаларды (50— 100) мм3 
иондалмаган суда ер1тед1 жэне ДНК ертндюш алады.
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6.2.7 бойынша дайындалган ДНК ертщ цсш  ПЦР журпзу ушш тшелей 
кол даны лады немесе тоцазыткыш камерада мерз1м1 6ip жылга дешн минус 
20 °С температурада сактайды.

6.3 № 1 жэне № 2 реакциялык коспаларды дайындау
6.3.1 Бес сынамага № 1 реакциялык коспаларды дайындау
Музбен кюветке салынган сыйымдылыгы (1,5 ±0,1) см3, микро 

центрифугалы тутшке (312,5±0,1) мм3 иондалмаган суды, 52,5 мм3 10 магний 
хлорщц бар ПЦР ушш буферлерд1 4.38 бойынша, [17], (26±0,1) мм3 6.1.9, 
бойынша дайындалган нуклеотид коспаларын (13 ±0,1) мм3 праймер1 35S-1 
(концентрациясы 20 мкмоль/дм3) 4.44 бойынша, [26], (13 ±0,1) мм3 праймер1 
35S-2 (концентрациясы 20 мкмоль/дм3) 4.44 бойынша, [26], (2,5±0,1) мм3 Taq- 
полимераза ферменимен (концентрациясы 5 ед/мм3) 4.37 бойынша, [16], 
(52,5 ±0,1) мм3 6.1.8 бойынша дайындалган БСА ертндаш енпзедг Цоспаны 
сшкуге арналган аппаратта кеб1ктер немесе коб1кшелер пайда болдырмай 5 с 
араластырады.

6.3.2 № 2 Бес сынамаларга реакциялык коспаларды дайындау
Музы бар кюветке салынган сыйымдылыгы 1,5 см3 микро центрифугалы 

тутшке 312,5 мм3 иондалмаган суды, 52,5 мм3 10 хлорид магнии бар ПЦР 
арналган буфердц 26 мм3 6.1.9, 13 мм3 бойынша дайындалган нуклеотидтер 
коспасын nos-1 терминатор праймерш (концентрациясы 20 мкмоль/дм3) 4.45, 
[27], 13 мм3 nos-2 (концентрациясы терминатор праймерш 20 мкмоль/дм3) 
4.45, [27] бойынша, (концентрациясы 5 ед/мм3) 2,5 мм3 Taq-полимераза 
фермени, 6.1.8 бойынша дайындалган 52,5 мм3 БСА ертщ цсш  енпзедг 
Коспаны сшкуге арналган аппаратта кебштер немесе коб1кшелер пайда 
болдырмай 5 с араластырады.

6.3.3 6.3.1 жэне 6.3.2дайындалган № 1 жэне № 2 реакциялык 
коспаларды, 30 с айналым ж ш лт 3000 мин_1устел шагынцентрифугада 
центрифугалайды. № 1 реакциялык коспаларды сыйымдылыгы 0,2 см3 
(немесе 0,5 см3 пайдаланылатын амплификатор турпатына байланысты) 90 
мм3 нан бес микроцентрифугалык тутшке ПЦР журпзу уш1н куяды. № 2 
реакциялык коспаларды сыйымдылыгы 0,2 см3 (немесе 0,5 см3 
пайдаланылатын амплификатор турпатына байланысты) 90 мм3 нан бес 
микроцентрифугалык тутжке ПЦР журпзу ушш куяды. № 1 жэне № 2 
реакциялык коспаларды тжелей ПЦР журпзу алдында дайындайды.

7 Талдау журпзу

7.1 № 1 реакциялык коспалары бар алганщы ею тупкке жэне № 2 
реакциялык коспалары бар алганщы ею тутшке ДНК, 6.2.1.1—6.2.1.7 
дайынша дайындалган, эркайсысына 2 мм3 талданатын ен1мнен бел1нген 
ДНК ертндю ш  автоматты шагын дозатормен косады.
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№ 1 реакцияльщ коспалары бар уппнпп тупкке жэне № 2 реакцияльщ 
коспалары бар уппнпп тупкке эр 6ipiHe еслмдж теки тамакка генетикалык 
турленд1р1лмеген курам ньщ стандарттык улпсшен белшген (Certified 
Reference Material ПШМ № 41 OR SB-0), no 2 мм3 ДНК ертщ цсш  автоматты 
шагын дозатормен косады.

№ 1 реакцияльщ коспалары бар терпнпп тупкке жэне № 2 реакцияльщ 
коспалары бар TepTiHmi тупкке эр 6ipiHe ос1мдж теки тамаьща генетикалык 
турлевдршген курамиыц стандарттык улпсшен болшген (Certified Reference 
Material IRMM № 41 OR SB-5), no 2 мм3 ДНК ертндосш автоматты шагын 
дозатормен косады.

№ 1 реакцияльщ коспалары бар бесшип тупкке жэне № 2 реакцияльщ 
коспалары бар бесшип тупкке автоматты шагын дозатормен эр 6ipiHe 2 мм3 
иондалмаган суды косады — бос тэж1рибе.

7.2 Коспалары бар эр тупкке 7.1 бойынша 6ip тамшыдан (20-40) мм3 
вазелин майын ГОСТ 3164 бойынша косады.

7.3 7.2 бойынша дайындалган коспалары бар тупкп ПЦР журпзу уттпн 
амплификатор салады. 35S карауга праймерлер уппн амплификациясы 
багдарламасы 1 кестеде, терминаторга nos — 2 кестеде келпршген.

Жесте — 35S карауга арналган амплификация шарттары
Сатысы Амплификатор ту шаты

Crocodile
ТТ

Gene Amp 
2400

Progene Trio Терцик
МС-2

Денатурация 2 мин/98 
°С

3 мин/94 
°С

3 мин/95 
°С

2 мин/96 
°С

3 мин/94 
°С

Амплификация 8 с/95 °С 
30 с/54 °С 
40 с/72 °С

20 с/94 °С 
40 с/54 °С 
60 с/72 °С

36 с/95 °С 
72 с/54 °С 
84 с/72 °С

30 с/95 °С 
40 с/54 °С 
40 с/72 °С

20 с/94 °С 
40 с/54 °С 
60 с/72 °С

Кезецдер саны 40 40 40 40 40
Соцгы узарту 3 мин/72 

°С
3 мин/72 

°С
3 мин/72 

°С
3 мин/72 

°С
3 мин/72 

°С
Кату фазасы 1 мин/30 1 мин/4 °С 1 мин/4 °С 1 мин/4 °С 1 мин/4

Кыздыру
жылдамдыгы

1 °С/с 0,77 °С/с 1,5 °С/с 1 °С/с 0,77 °С/с

Кату 1 °С/с 3,15°С/с 1,5 °С/с 1 °С/с 3,15°С/с

2 Кесте — nos терминаторга арналган амплификация шарттары

Сатысы Амплификатор турпаты

Crocodile II Gene Amp 
2400 Progene Trio Терцик MC- 

2
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Денатурация 3 мин/95 °С 3 мин/94 
°С

3 мин/95 °С 2 мин/98 
°С

3 мин/94 °С

Амплифика
ция

20 с/95 °С 
40 с/54 °С 
40 с/72 °С

20 с/94 °С 
40 с/54 °С 
60 с/72 °С

36 с/95 °С 
72 с/54 °С 
84 с/72 °С

30 с/95 °С 
40 с/54 °С 
40 с/72 °С

20 с/94 °С 
40 с/54 °С 
60 с/72 °С

Кезецдер 40 40 40 40 40
Соцгы 3 мин/72 °С 3 мин/72 3 мин/72 °С 3 мин/72 3 мин/72 °С

Цату фазасы 1 мин/30 °С 1 мин/4 °С 1 мин/4 °С 1 мин/4 °С 1 мин/4 °С
Цыздыру 1 °С/с 0,77 °С/с 1,5 °С/с 1 °С/с 0,77 °С/с

Цату 1 °С/с 3,15°С/с 1,5 °С/с 1 °С/с 3,15°С/с

7.4 ПЦР аякталтан соц эр шагынцентрифугалык тупктен мукият вазелин 
майыныц кабатынан 8 мм3 коспадан 1р1ктейд1 жэне 6.1.12бойынша 
дайындалтан гельд1 жеке калтата аударады.

7.5 Гельдщ жеке калтасына 8 мм3 молекулярльщ коспаныц маркерш 
масса ДНК 4.40, бойынша енпзеда[19].

7.6Гельд1 1- ТВЕ буфер!мен толтырылган келденец электрофорезд1 
журпзу уппн 4.2 бойынша, [2] курал камерасына салады.

Электрофорезд! 65 мин. 1шшде кернеу туракгану жагдайларында 6 В/см 
гельд1 электр тогы кернеу кезшде журпзедг

7.7 Электрофорезден кешн ПЦР ешмдерш квзбен шолуды 4.4, [4] 
бойынша видео жуйе комепмен жузеге асырады.

7.8 Файл-телкужат туршде б1рдейленд!ру нэтижес1 катты магнитп 
тасымалдауышта сакталады жэне видеомониторта немесе принтерге 
шытарылады. Бейнелер улплер1 А жэне Б косымшаларында келЕршген.

8 Талдау нэтижелер!н вцдеу

8.1 0с1мд1к тект! тамакка генетикальщ турленд1ршген курамиьщ 
стандартты улпслнен бол1нген ГМИ [ДНК стандарты бар сынамада (Certified 
Reference Material IRMM № 41 OR SB-5), 35S карауы бар] , вшм елшем1 ПЦР- 
боялтан тш к болу raic, осы т1л1кН калыптастыратын гель- 
электрофореграммада, 195 сыцар нуклеотидтерд1 курайды (п.н.).

GciMfliK Teicri тамакка генетикальщ турленд1р1лмеген курамныц 
стандарттьщ улпешей бол1нген ГМИ [ДНК стандарт сынамасында жэне бос 
тэжipибeдe боялган т т к  болмау THic (Certified Reference Material IRMM № 
41 OR SB-0)] жэне гель-электрофореграммада осы тш кп  калыптастыратын 
ПЦР - вшмшщ елшем! 195 нуклеотидтер сыцарын курады (п.н.).

8.2 вам дщ  T e i c r i  тамакка генетикалык тYpлeндipiлмeгeн курамныц 
стандарттьщ улпешен 6oaiHreH ГМИ [ДНК стандарттарыныц сынамасында
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(Certified Reference Material IRMM № 41 OR SB-5), терминаторы бар nos] 
боялтан тш к болу тшс, гель-электрофореграммада осы тш кп  
калыптастыратын ПЦР- ешмшщ елшем1 180 п.н.курады. 0слмдш теки 
тамакка генетикалык турленд1ршмеген курамныц стандарттык улпсшен 
белшген ГМИ [ДНК стандарт сынамасында (Certified Reference Material 
IRMM № 41 OR SB-0)] жэне бос тэж1рибеде боялтан тш к болмау тшс, гель- 
электрофореграммада осы тш кп  калыптастыратын ПЦР- ешмшщ елшем1 
180 п.н.курады.

8.3 Нэтижелерд1 интерпретациялау
8.3.10лшем1 195 п.н. жэне 180 п.н. ПЦР-ешмшщ талданатын сынамада 

жоктыгы талданатын еншде генетикальщ турлещцршмеген коздер болуы 
туралы куэландырады.

8.3.2 0лшем1 195 п.н. жэне 180 п.н. ПЦР-ешмшщ немесе оныц 6ipi 
талданатын сынамада болуы ешмде генетикальщ турлещцршген кездер 
болуы туралы куэландырады.

8.3.3 ПЦР-ешмшщ сынамалары косарлас талданатын сынамалардьщ 
б1ршде болтан жэне баска косарлас талданатын сынамаларда жок болтан 
жагдайда талданатын ешмнщ тагы 6ip шмесш талдауды кайталау кажет.

8.3.4 ПЦР-продуктов елшем! 195 п.н. жэне 180 п.н. ПЦР-ешмшщ 
жагымсыз бакылауында болуын табу жагымсыз нэтижeлepi туралы 
куэландырады. Бул ГМИ-мен жабдыктыц жэне (немесе) реактивтердщ 
юрлену кезшде мумюн. Бул жагдайда зертханалык устелдердщ жэне 
дозаторлардыц беттерш туз кышкылы ертщцЫмен (1 моль/дм3) ецдеу, 
реактивтерд1 жаца шскендерге ауыстыру, амплификацияны кайталау керек.

8.3.5 ПЦР-продуктов елшем1 195 п.н. жэне 180 п.н. ПЦР-ешмдерш 
жагымды бакылау жоктыгы жагымсыз нэтижелерш алу туралы 
куэландырады. Бул ПЦР арналган реакциялык коспалар компоненттершщ 
6ipi бшсендшкп жогалткан кезде мумюн. Бул жагдайда жаца дайындалган 
реактивтерге ауыстыру жэне амплификацияны кайталау керек.

9 bip ieiLieii iipy нэтижелерш бакылау

Б1рдейленд1ру нэтижелерш бакылауда оамдж текп тамаьща генетикалык 
турленд1ршген курамныц стандарттык улпсшен белшген ДНК ершщцсш -  
жатымды бакылауды (Certified Reference Material IRMM № 41 OR SB-5), жэне 
еЫмдш текп тамакка генетикальщ турленд1ршмеген кездер Д1 н стандарттык 
улпсшен (Certified Reference Material IRMM № 41 OR 8В-0)белшген ДНК 
ертндшш жэне бос тэж1рибеш ею жагымсыз бакылауды колданылады.

12
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10 талдау нэтижелерт рэстдеу

Онтдегг генетикстыц турленд1ртген квздердщ цурамын талдау 
нэтижелерт рэстдеу улг1С1 В цосымшасында келт1р1лгеп хаттамамен 
реамделед!.

11 ^аушиздж талаптары

11.1 Жумыстарды орындауда ГОСТ 12.1.007 бойынша химиялык 
реактивтермен жумыс icTey кезшде каунклздок талаптарын сакдау керек. 
Бромды этидий жэне боялган гель ертнддс1мен жумыс icTey кезшде резецке 
колгаппен жумыс icTey кажет.

11.2 Жумыс журпзшетш бел мел ер ГОСТ 12.4.021 бойынша Kipy-copy 
желдетюннмен жабдыкгалуы тшс. Жумыс аумагы ауасындагы зиянды заттар 
курамы ГОСТ 12.1.005 белгшенген нормалардан аспау керек.

11.3 Электр кондыргылармен жумыс icTey кезшде электр каушаздж 
ГОСТ 12.1.019 талаптарына сэйкес. Зертхана болмелер1 ГОСТ 12.1.004 
бойынша ерт каушЫздт талаптарына сэйкес болу тшс жэне ГОСТ 12.4.009 
бойынша ерт сещцру куралдары болу тшс.

11.4 УФ-сэлеленумен жумыс icTey кезшде коргау экранын жэне коргау 
кезнвдржтерш колдану керек.

11.5 Бацылау кезшде цолданылатын Kjayinmi материалдармен жэне 
реактивтермен жумыс icmey кезшде [28], сонымен цатар нормативпик 
цужаттармен ескершген цаутйздж талаптарын сацтау керек.

13
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А косымшасы
(Mwdemmi)

Генетикалык турлещцршген кездерд1 б1рдейленд1ру унпн электрофорез 
нэтижелерш суретке тарту улпск рекомбинантты ДНК (промотор 35S)

1,2  — талданатын сынамалар; 3 — молекулярлык масаньщ MapKepi 100 п.н.; 
4— еНмдш текы тамакка генетикалык турлещцршген курамньщ стандарттык 

улпсц 5 — ес1мд1к теки тамакка генетикалык турл ен Д1 pi л м е ге н курамньщ 
стандарттык улпсц 6 — бос тэлбрибе
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Б косымшлсы
(мшдетпи)

Генетикалык турлещнршген кездерд1 б1рдейленд1ру унин электрофорез 
нэтижелерш суретке тарту yjirici: рекомбинантты ДНК (терминатор nos)

1 — молекулярлык масаньщ маркер1 100 п. н.; 2, 3 — талданатын сынамалар; 
4 — ос^мдж теки тамакка генетикалык турленд1ритген курамньщ стандарттык 

улпсц 5 — ес1мд1к текН тамакка генетикалык турленд1ршмеген курамньщ 
стандарттык улпср 6 бос тэж1рибе
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В косы мш асы
(усыпылатып)

Сынау хаттамаларын рэымдеу улпа*

0шм атауы (сынау зертханалары)
Сынау хаттамалары 

№_____«___ »_________  200__ж.

Кундерк сынауга тускен «__»_______ 200 ж.
Сынаулар соцы«__»_______ 200 ж.

Ошм: Жара тскен кызанакгар
Шиюзатты немесе ешмд1 ецщрунн_____«Туран» ЖТТТС__________________.
0н1мд1 немесе шиюзатты усыну______«Ляззат» сауда уш_________________.
Сынамаларды ipiicrey журпзшд1_______________ КРСТРГОСТ 15810-2004
(тшсп 51ркелк1 шиюзат немесе ешм тобыныц нормативтш кужаттарына 
сэйкес)
Сынамаларды ipiicrey aicrici жэне сынауга техникалык тапсырма № 8 01.07.04 ж 
Сынаулар КР СТ* талаптар нeгiзiндe журпзшдТ
Улп HeMipi____ 1/2004. 2/2004. 3/2004 и 4/2004
Сыналатын улпнщ сипаттамасы (тацбалау, Typi жэне орама жагдайы,
заттацба, сызыктау) ___-
Тацбалау______ -

_____ дешн жарамды Сызыкщалы коды_____ .

Сынау нэтижeлepi

Улп HOMipi Трансгещц пзбектшк
35S nos

1/2004 жок жок
2/2004 бар ЖОК
3/2004 жок жок
4/2004 бар бар

* Улп шарттьщ келт1ршген
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Талдау нэтижелерп 2/2004 жэне 4/2004 улгшерде келес! трансгещц 
компоненттер табылды:

№ 2/2004 улпде 35S промоторлар табылды^
№ 4/2004 улгще 35S жэне nos табылды. № 2/2004 жэне 3/2004 улгшерде 

трансгещц компоненттер табылмады. № 2/2004, 3/2004 жэне 4/2004 
улгшерде ГМИ ешмдер1 туралы хабарлайтын каптамадагы тацбалау жок, ал 
№ 1/2004 улпде бар.

Орындаушылар:
цолы
цолы

теп, аты-жен1 
теп, аты-жеш

Сынау зертханалардыц басшысы: 
цолы теп, аты-жон!

Тужырымдама сынауга усынылган улпге таралады.
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ЭОЖ 663/664.001.4:006.354 меж меж меже
65.140 Н11 С11-С13
65.160 Н13 С21
67.060 Н17 С23-С25
67.080 Н23 С32-С36
67.100 Н27 С41-С45
67.120 Н31-Н36 С52
67.140 Н41-Н43

67.140.30 Н48
67.160.20 Н51-Н56

67.180. Н65
67.200.20 Н68

67.220 Н72
67.230 Н74

Н81
Н97

Туйщвд сездер: тамак шшазаты, тамак ешмдер!, генетикалык турлендоршген 
кездер, б1рдейленд1ру, Т1збект1 реакцияныц полимеразды эд1С1, рекомбинантты 
ДНК, промоторга арналган праймер, терминаторга арналган праймер__________
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Ескертулер ушт
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СТ РК 1346-2005

Предисловие

1 РАЗРАБОТАН И ВНЕСЕН Республиканским государственным 
предприятием« Казахстанский институт стандартизации и сертификации» 
Комитета по техническому регулированию и метрологии

2 УТВЕРЖДЕН И ВВЕДЕН В ДЕЙСТВИЕ приказом Комитета по 
техническому регулированию и метрологии Министерства индустрии и торговли 
Республики Казахстан от 1 сентября 2005 года № 237

4 Настоящий стандарт является модифицированным относительно ГОСТ Р 
52173-2003 Сырье и продукты пищевые. Метод идентификации генетически 
модифицированных источников( ГМИ) растительного происхождение путем 
приведения использованной в ГОСТ Р 52173-2003 терминологии в соответствие с 
законом Республики Казахстан «О качествен безопасности пищевых продуктов», а 
также частичного изменения структурных элементов стандарта и их содержания в 
соответствии с СТ РК 1.5-2004 Государственная система технического 
регулирования Республики Казахстан Общие требования к построению, 
изложению, оформлению и содержанию стандартов.

Указанные изменения по тексту выделены наклонным шрифтом и 
предусматривают возможность применения при испытаниях средств измерений и 
оборудования, а также реактивов и материалов, обеспечивающих аналогичные 
результаты испытаний и безопасность персонала

5 В настоящем стандарте реализованы нормы законов Республики Казахстан: 
«О техническом регулировании», «О здравоохранении в Республике Казахстан», 
«О санитарно-эпидемиологическом благополучии населения»,« О качестве и 
безопасности пищевых продуктов», «О защите прав потребителей».

6 ВВЕДЕН ВПЕРВЫЕ

Настоящий стандарт не может быть полностью или частично 
воспроизведен, тиражирован и распространен в качестве официального издания 
без разрешения Комитета по техническому регулированию и метрологии 
Министерства индустрии и торговли Республики Казахстан

3 СРОК п е р в о й  п р о в е р к и
ПЕРИОДИЧНОСТЬ ПРОВЕРКИ

2010 год
5 лет
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ГОСУДАРСТВЕННЫЙ СТАНДАРТ РЕСПУБЛИКИ КАЗАХСТАН

Биологическая безопасность. Сырье и продукты пищевые

МЕТОД ИДЕНТИФИКАЦИИ ГЕНЕТИЧЕСКИ 
МОДИФИЦИРОВАННЫХ ИСТОЧНИКОВ (ГМИ) 

РАСТИТЕЛЬНОГО ПРОИСХОЖДЕНИЯ

Дата введения 2006.07.01.
1 Область применения

Настоящий стандарт распространяетсяна пищевые сырье и продукты (далее — 
продукт) и устанавливает метод идентификации генетически модифицированных 
источников (ГМИ) растительного происхождения

Метод основан на полимеразной цепной реакции (ПЦР) с соответствующими 
праймерами.

2 Нормативные ссылки

В настоящемстандартеиспользованьЕсылкина следующиестандарты
СТ РК* Биологическая безопасность. Сырье и продукты пищевые. Метод 

идентификации генетически модифицированных источников ( ГМИ) растительного 
происхожденияс применением биологическогомикрочипа

СТ РК ГОСТ Р 51810-2004 Томаты свежие, реализуемые потребителям Техни- 
ческие условия

ГОСТ 12.1.004-91 Система стандартов безопасности труда Пожарная безопас
ность. Общие требования

ГОСТ 12.1.005-88 Система стандартов безопасности труда Общие санитарно- 
гигиеническиетребования к воздуху рабочей зоны.

ГОСТ 12.1.007-76 Система стандартов безопасности труда Вредные вещества 
Классификацияи общие требования безопасности.

ГОСТ 12.1.019-79 Система стандартов безопасности труда Электробезопао- 
ность. Общие требования и номенклатура видов защиты.

ГОСТ 12.4.009-83 Система стандартов безопасности труда Пожарная техника 
для защиты объектов Основные виды. Размещение и обслуживание

ГОСТ 12.4.021-75 Система стандартов безопасности труда Системы вентилля- 
ционные. Общие требования

ГОСТ 1770-74 Посуда мерная лабораторная стеклянная Цилиндры, мензурки, 
колбы, пробирки Общие техническиеусловия

Издание официальное

* Стандарт находится в разработке

1
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ГОСТ 3118-77 Кислота соляная. Техническиеусловия
ГОСТ 3164-78 Масло вазелиновоемедицинское Техническиеусловия.
ГОСТ 4233-77 Натрий хлористый Техническиеусловия 
ГОСТ 4328-77 Натрия гидроокись Техническиеусловия.
ГОСТ 6709-72 Вода дистиллированная Техническиеусловия 
ГОСТ 9656-75 Кислота борная. Техническиеусловия.
ГОСТ 9805-84 Спирт изоприловый Техническиеусловия.
ГОСТ 12026-76 Бумагафильтровальнаялабораторная Техническиеусловия 
ГОСТ 12738-77 Колбы стеклянные с градуированной горловиной. Техниче

ские условия.
ГОСТ 14919-83 Электроплитщ электроплитки и жарочные электрошкафы бы

товые. Общие технические условия.
ГОСТ 20015-88Хлороформ. Техническиеусловия
ГОСТ 21400-75 Стекло химико-лабораторное. Технические требования. Ме

тоды испытаний.
ГОСТ 24104-2001 Весы лабораторные Общие техническиетребования 
ГОСТ 25336-82 Посуда и оборудование лабораторные стеклянные Типы, ос

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

прессионные параметрическогоря да. Общие техническиеусловия
ГОСТ Р 51652-2000 Спирт этиловый ректификованный из пищевого сырья. 

Т ехническиеусловия.

3 Термины, определения и сокращения

3.1 В настоящем стандарте применяюттермины и определения в соответствиис 
СТРК*.

В дополнение к ним в настоящем стандарте применяетсятермин:
Генетически модифицированные источники пищи: Используемые челове

ком в пищу в натуральном или переработанном виде пищевые продукты (компо
ненты), полученные из генетически модифицированных организмов.

3.2 В настоящем стандарте применяются следующие сокращения:
- ПЦР - полимеразная цепная реакция;
- БСА - альбумин бычий сывороточный сухой;
- Г МИ - генетически модифицированные источники.

4 Аппаратура, материалы и реактивы

4.1Амплификатор типа«Терцик МС-2» под микроцентрифужные пробирки 
типа Эппендорф вместимостью 0,2; 0,5; 1,5 см3 со скоростью нагрева (охлажде
ния) активного элемента не менее 1,5 °С/с [1].
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4.2 Прибор для горизонтальногоэлектрофорезатипа «Mini-Sub Cell GT System» 
с комплектом кювет и гребенок [2].

4.3 Источник напряжения типа «Power Рас 300» с диапазоном регулируемого 
напряжения (50-300) В [3].

4.4 Видеосистема типа «Gel Doc 2000™», предназначенная для ввода в ком
пьютер, анализа и документирования изображений люминисцирующих следов 
ДНК в гелях, окрашенных бромистым этидием: диапазон излучения (300-400) нм, 
чувствительность— не менее 10 иг ДНК (по бромистомуэтидию) [4].

4.5 Холодильник бытовой электрический по ГОСТ 26678.
4.6 Камера морозильная, обеспечивающая температуру минус 20° С, с по

грешностью ± 0,5 °С.
4.7 Микроцентрифуга настольная типа Эппендорф (частота вращения не ме

нее 12000 мин-1) [5].
4.8 Термостат типа «TERMO 24-15» под микроцентрифужные пробирки типа 

Эппендорф вместимостью 0,5 и 1,5 см3, диапазон температур от 15 °С до 120 °С, ко
личество гнезд - не менее 20 каждого типа, точность поддержания температуры- 0,2 
°С, разность температур между соседними ячейками - не более 0,5 °С [6].

4.9 Аппарат для встряхивания типа «Вортекс», скорость вращения (250-3000) 
мин-1.

4.10 Печь микроволновая (мощностью не менее 400 Вт).
4.11 Весы лабораторные общего назначения высокого класса точности (ус

ловное обозначение II) с наибольшим пределом взвешивания200 г по ГОСТ 24104.
4.12 Баня водяная [7].
4.13рН-метр с набором электродов, с погрешностью ±0,1 pH.
4.14 Дозаторы с переменным объемом дозирования
- (0,2 - 2,0)мм3, шагом 0,01 мм3, точностью±1,2 %;
- (0,5 - 10,0) мм3, шагом 0,01 мм3, точностью ±0,8;
- (2 - 20)мм3, шагом 0,01 мм3, точностью±0,8 %;
- (20 - 200)мм3, шагом 0,1 мм3, точностью±0,6 %;
- (100 - 1000)мм3, шагом 1 мм3, точностью±3 %;
- (2 - 10)см3, шагом 0,1 см3, точностью±0,5 %.
4.15 Пробирки микроцентрифужные типа Эппендорф вместимостью 0,2; 0,5 и

1,5 см3.
4.16Наконечники с фильтром для дозаторов с переменным объемом дозиро

вания до 10; 20; 200; 1000мм3; 10 см3.
4.17Колбы стеклянные мерные плоскодонные конические вместимостью 25; 

50; 100; 200; 1000 см3 по ГОСТ 12738.
4.18Цилиндры стеклянные мерные лабораторные на 25; 100; 1000 см3 по 

ГОСТ 1770.
4.19Пестик тефлоновый или стеклянная палочка по ГОСТ 21400 под размер 

микроцентрифужной пробирки вместимостью 1,5 см3.
4.20 Бумага фильтровальная лабораторная по ГОСТ 12026.
4.21 Кислота соляная по ГОСТ 3118, х. ч.

3
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4.22 Кислота борная по ГОСТ 9656, х. ч. 
4.23Этилендиаминтетрауксуснажислота(ЭДТА), х. ч. [8]. 
4.24Гексадецилтриметиламмониу]убромид [9].
4.25Натрия гидроокись по ГОСТ 4328, х. ч.
4.26Натрий хлористый по ГОСТ 4233, х. ч.
4.27Спирт этиловый ректификованный по ГОСТ Р 51652, х. ч. 
4.28Спиртизопропиловьщ х. ч. [10].
4.29Масло вазелиновое медицинское по ГОСТ 3164.
4.30Хлороформпо ГОСТ 20015,х. ч.
4.31 Вода дистиллированная по ГОСТ 6709.
4.32Вода деионизированная [11].
4.33Трис (оксиметил) аминометан, х. ч. [12].
4.34 2меркаптоэтанод х. ч. [13].
4.35Этидий бромистый, х. ч. [14].
4.36Альбумин бычий сывороточный сухой (БСА) [15].
4.37Термостабил ыIыйфермент Taq-пол имераза, оптимум работы в области (70 

-7 2 ) <€[16].
4.38ПЦР буфер [17].
4.39Агароза для электрофореза (тип II) [18].
4.40Маркер молекулярной массы ДНК [19].
4.41 Стандартный образец состава генетически не модифицированного ис

точника пищи растительного происхождения (Certified Reference Material IRMM 
№ 41 OR SB-0) [20].

4.42 Стандартный образец состава генетически модифицированного источ
ника пищи растительного происхождения (Certified Reference Material IRMM № 
410R SB-5) [21].

4.43 Нуклеотиды
2'-дезоксиаденозин-5' трифосфорной кислоты тетранатриевая соль, тригидрат 

(АТФ) [22];
2'-дезоксицитидин-5' трифосфорной кислоты тетранатриевая соль, тригидрат 

(ЦТФ) [23];
2'-дезоксигуанозин-5' трифосфорной кислоты тетранатриевая соль, тригидрат 

(ГТФ) [24];
2'-дезокситимидин-5' трифосфорной кислоты тетранатриевая соль, тригидрат 

(ТТФ) [25];
4.44 Праймеры на промотор 35S [26]:
- 35S -1 5'GCT ССТ АСА ААТ GCC АТС А 3';
- 35S -2  5'GAT AGT GGG ATT GTG CGT CA 3'.
4.45 Праймерына терминатор nos [27]:
- nos-1 5'GAA TCC TGT TGC CGG TCT TG 3';
- nos-2 5' TTA TCC TAG TTT GCG CGC ТА 3'.

4



СТ РК 1346-2005

4.45 Допускается применение других средств измерений с метрологическими 
характеристикамии оборудования с техническими характеристиками, аналогич
ными указанным выше, а также реактивов и материалов, используемых при ис
пытаниях, 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, устанавли
вающим порядок отбора проб для однородных групп пищевого сырья и пищевых 
продуктов.

6 Подготовкак проведениюанализа

6.1 Приготовление растворов
6.1.1 Приготовление раствора концентрацией с (Трис-НС1)=1 моль/дм3.
В мернуюколбупо ГОСТ 12738 вместимостью 100 см3 помещают(12,11 ± 0,01) 

г. Трис ( оксиметил) аминометана по 4.33, [12] растворяют в приблизительно 80 
см3 деионизированной воды по 4.32, [11]. Концентрированной соляной кислотой 
по ГОСТ 3118 доводят pH раствора до 7,5, затем доводят до метки деионизирован 
ной водой и перемешивают Срок хранения в холодильникепо ГОСТ 26678 при тем
пературе от 4 °С до 5 °С — не более 6 мес.

6.1.2 Приготовление раствора концентрацией с (NaCl) = 5 моль/дм3
В мерную колбу вместимостью 100 см3 помещают (29,22± 0,01) г хлористого 

натрия по ГОСТ 4233, растворяютв приблизительно80 см3 деионизированнойводы, 
доводят до метки деионизированной водой и перемешивают Срок хранения при 
температуре от 4 °С до 5 °С — не более 6 мес.

6.1.3 Приготовление раствора концентрацией с (NaOH) = 30 %.
В колбупо ГОСТ 1770 вместимостью50 см3 помещают(3± 0,01) г гидроокиси 

натрия по ГОСТ4328, растворяютв 7 см3 деионизированнойводы. Срок хранения 
при температуре от 4 °С до 5 °С — не более 6 мес.

6.1.4 Приготовление раствора концентрацией с (далее - ЭДТА) = 0,5 моль/дм3
В мерную колбу вместимостью 100 см3 помещают (14,62± 0,01) г этилендиаг

минтетрауксуснойкислотыпо 4.23, [8],растворяютв приблизительно80 см3 деиони
зированнойводы. Раствором гидроокиси натрия, приготовленным по 6.1.3, доводят 
pH раствора до 8,0, деионизированнойводой доводят до метки и перемешивают

Срок хранения при температуреот 4 °С до 5 °С — не более 6 мес.
6.1.5 Приготовлениелизирующего буфера
В мерную колбу по ГОСТ 1770 вместимостью25 см3 помещают (0,5±0,001} г 

бромида гексадецилтриметиламмония, растворяютв 10 см3 деионизированнойво
ды, добавляют автоматическим микродозатором2,5 см3 раствора Трис-HCl, приго- 
товленного по 6.1.1, 7 см3 раствора хлористого натрия, приготовленного по 6.1.2, 1
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см3 раствора ЭДТА, приготовленного по 6.1.4, доводят деионизированной водой до 
метки, перемешивают.

Срок хранения при температуре от 4 °С до 5 °С — не более 6 мес. В случае вы
падения осадка при хранении раствор выдерживают при комнатной температуре 
или подогревают в термостате по 4.8, [6] при температуре65 °С до полного раство
рения.

Непосредственно перед использованием в приготовленный раствор добав
ляют автоматическим микродозатором меркаптоэтанол по 4.34, [13] из расчета4 
мм3 на 1 см3 лизирующего буфера и перемешивают

6.1.6 Приготовление хлороформа, насыщенного водой
В колбу вместимостью200 см3 вносят цилиндром по ГОСТ 1770 (100±0,1) см3 

хлороформа по ГОСТ 20015, добавляют20 см3 деионизированной воды по ГОСТ 
6709, тщательноперемешиваюти оставляют на 24 ч для насыщения.

Срок хранения при температуреот 4 °С до 5 °С — не более 6 мес.
6.1.7 Приготовление 70 %-ного раствора этилового ректификованного спирта.
В колбу вместимостью200 см3 вносят цилиндром (70 ±0,1) см3 96 %-ного эти

лового ректификованного спирта по ГОСТ Р 51652, добавляют 26 см3 деионизиро
ванной воды и перемешивают. Срок хранения при температуре о т 4 ° С д о 5 ° С  — 
не более 6 мес.

6.1.8 Приготовление раствора концентрацией с (БСА) = 20 мкг/см3
В пробирку типа Эппенд орф вместимостью 1,5 см3 помещают (0,002t0,01) см3 г 

сухого БСА по 4.36, [15], добавляют 1 см3 деионизированной воды, перемешивают 
до полного растворения Отбирают 10 мм3 приготовленногораствора и переносят в 
пробирку типа Эппенд орф вместимостью 1,5 см3, добавляют 1 см3 деионизирован
ной воды и перемешивают.

Срок хранения в морозильной камере при температуре минус 20 ° С — не бо
лее 1 мес.

6.1.9 Приготовление смеси нуклеотидов концентрацией с = 4 ммоль/дм3
В микроцентрифужную пробирку вместимостью 0,2 см3 вносят (96±0,lj мм3 

деионизированной воды, (1 ±0,01) мм3 АТФ (концентрацией 100 ммоль/дм3) по 
4.43, [22], (1 ±0,01) мм3 ГТФ ( концентрацией 100 ммоль/дм3) по 4.43, [24], (1
±0,01) мм3 ЦТФ(концентрацией 100 ммоль/дм3) по 4.43, [23], (1 ±0,01) мм3 ТТФ 
(концентрацией 100 ммоль/дм3) по 4.43, [25], смесь перемешивают.

Срок хранения при температуре минус 20 °С — не более одного года.
6.1.10Приготовление 1-ТВЕ буфера для электрофореза.
В мерную колбу вместимостью 1000 см3 вносят (10,8 ±0,01) г Трис (оксиметил) 

аминометана, 5,5 г борной кислоты по ГОСТ 9656 и (0,92 ±0,01) г этилепдиаминтет 
рауксусной кислоты, доводят дистиллированной водой до метки, перемешивают до 
полного растворения.

Срок хранения при комнатной температуре — не более 1 мес.
6.1.1 Шриготовлениераствора концентрацией (СцНго^Вг) = 10мг/см3
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В мерную колбу вместимостью 100 см3 помещают (1±0,01) г бромистого этидия 
по 4.35, [14],растворяют и доводят до метки дистиллированной водой.

Срок хранения при температуреот 4 °С до 5 °С — не более 12 мес.
6.1.12Приготовление 2 %-ного агарозного геля.
6.1.12.1В плоско донную стеклянную колбу вместимостью не менее 200 см3 по

мещают (1 ±0,01) г агарозы по 4.39, [18], добавляют 50 см3 буфера 1-ТВЕ, приго
товленного по 6.1.10, тщательно перемешивают взбалтыванием Колбу со смесью 
нагревают в микроволновойпечи по 4.10 или на водяной бане при температуре 100 
°С и кипятят до полного расплавления агарозы.

6.1.12.Расплавленную агарозу, приготовленную по 6.1.12.1, охлаждают при 
комнатной температуре до 50 °С, автоматическиммикродозатором добавляют 5 мм3 
раствора бромистого этидия, приготовленного по 6.1.11, тщательно перемешивают 
круговыми движениями.

6.1.12.30днородную смесь, полученную по 6.1.12.2, разливают в кюветы для 
электрофореза и с помощью гребенки формируют карманы Через (15—30) мин по
сле остывания геля гребенку удаляют

Допускается хранение геля в 1-ТВЕ буфере для электрофореза, приготовлен
ного по 6.1.10, в холодильникепри температуреот 4 °С до 5 °С — не более 7 сут.

6.2 Подготовкэтробы
6.2.1 Две навески анализируемого продукта, навеску стандартного образца со

става генетически не модифицированногоисточникапищи растительного происхож
дения (Certified Reference Material IRMMN° 41 OR SB-0) no 4.41, [20] и навеску стан
дартного образца состава генетически модифицированного источника пищи рас
тительного происхождения (Certified Reference Material IRMM № 41 OR SB-5) no 
4.42, [21] массой от 70 до 80 мг каждая помещают в четыре микроцентрифужные 
пробирки типа Эппендорф вместимостью 1,5 см3. С помощью дозатора добавляют в 
каждую по 200 мм3 лизирующего буфера с меркаптоэтанолом по 6.1.5 и 
немедленно тефлоновым пестиком растирают смесь до получения однородной мас
сы. В каждую микроцентрифужнуюпробирку добавляют по 600 мм3 лизирующего 
буфера с меркаптоэтанолом Смесь тщательно перемешивают тефлоновым пести
ком, не допуская образования комков. Затем смесь перемешивают в течение 30 с 
на аппарате для встряхивания типа «Вортекс».

6.2.2 Приготовленные по 6.2.1 смеси помещают в термостат, инкубируют 
при температуре 65 ° С (40—60) мин, после чего повторно перемешиваютЗО с на 
аппарате для встряхивания и центрифугируют7 мин на настольной микроцентрифу 
ге типа Эппенд орф по 4.7, [5] при частоте вращения (12000-13000) мин-1.

6.2.3 Надосадочную жидкость приготовленных по 6.2.2 смесей переносят в че
тыре чистые микроцентрифужные пробирки вместимостью 1,5 см3, не захватывая 
частицы суспензии из осадка Затем в каждую микроцентрифужную пробирку до
бавляют по 400 мм3 хлороформу приготовленного по 6.1.6, перемешивают на ап
парате для встряхивания 30 с до образования суспензии. Полученные суспензии
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центрифугируют 7 мин на настольной микроцентрифуге типа Эппендорф при 
частоте вращения 12000 мин'1 при комнатной температуре.

6.2.4Верхние слои (водные фазы), приготовленные по 6.2.3, из четырех про
бирок переносят в четыре чистые микроцентрифужные пробирки вместимостью
1,5 см3, не захватывая слой хлороформа. Экстракцию хлороформом и центрифу
гирование по 6.2.3 повторяют дважды.

6.2.5Верхние слои (водные фазы), приготовленные по 6.2.4, переносят в че
тыре чистые микроцентрифужныепробирки вместимостью 1,5 см3, добавляют в ка
ждую из них по 600 мм3 изопропилового спирта по 4.28, [10], предварительно ох
лажденного в морозильной камере до температуры минус 20 °С, и перемешивают 
на аппарате для встряхивания 30 с.

Полученные смеси помещают в морозильную камеру температурой минус 20°С 
не менее чем на 30 мин для образования осадка дезоксирибонуклеиновой кислоты 
(ДНК).

На данном этапе допускается хранение полученных смесей до 12 ч в морозиль
ной камере при температуреминус 20 °С.

6.2.6Смеси, приготовленные по 6.2.5, центрифугируют 6 мин при частоте 
вращения 12000 мин-1 при комнатной температуре. Аккуратно удаляют надоса- 
дочную жидкость. Каждый осадок (2—3) раза промывают200 мм3 70 %-ного этило
вого ректификованного спирта, приготовленного по 6.1.7, каждый раз перемешивая 
осадки на аппарате для встряхивания(15—20) с и центрифугируя их на микроцен
трифуге 6 мин при частоте вращения 12000 мин-1. Тщательно (до последней кап
ли) удаляют надосадочную жидкость.

6.2.7 Осадки, приготовленные по 6.2.6, растворяют в (50— 100) мм3 деиони
зированной воды и получаютраствор ДНК.

Растворы ДНК, приготовленные по 6.2.7, непосредственно используют для 
проведения ПЦР или хранят при температуре минус 20 ° С сроком до одного года 
в морозильной камере.

6.3 Приготовлени<реакционныжмесей№ 1 и № 2
6.3.1 Приготовление реакционной смеси № 1 на пять проб.
В микроцентрифужнуюпробиркувместимостью(1,5 ±0,1) см3, помещенную в 

кювету со льдом, вносят (312,5 ±0,1) мм3 деионизированной воды, 52,5 мм3 
10-буфера для ПЦР с хлоридом магния по 4.38, [17], (26±0,1) мм3 смеси нуклеоти
дов, приготовленнойпо 6.1.9,

(13 ±0,1) мм3 праймера на промотор 35S-1 (концентрацией 20 мкмоль/дм3) по 
4.44, [26], (13 ±0,1) мм3 праймера на промотор 35S-2 (концентрацией 20
мкмоль/дм3) по 4.44, [26], (2,5±0,1) мм3 ферментаТац-полимеразы(концентрацией5 
ед/мм3) по 4.37, [16], (52,5 ±0,1) мм3 раствораБСА, приготовленногопо 6.1.8. Смесь 
перемешивают5 с на аппарате для встряхивания, не допуская образования пены 
или пузырьков.

6.3.2 Приготовление реакционной смеси № 2 на пять проб.
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В микроцентрифужнуюпробирку вместимостью 1,5 см3, помещенную в кювету 
со льдом, вносят 312,5 мм3 деионизированной воды, 52,5 мм3 10-буфера для ПЦР с 
хлоридом магния, 26 мм3 смеси нуклеотидов, приготовленной по 6.1.9, 13 мм3 
праймера на терминатор nos-1 (концентрацией 20 мкмоль/дм3) по 4.45, [27], 13 
мм3 праймера на терминатор nos- 2 (концентрацией 20 мкмоль/дм3) по 4.45, 
[27], 2,5 мм3 фермента Тац-полимеразы(концентрацией5 ед/мм3), 52,5 мм3 раствора 
БСА, приготовленногопо 6.1.8. Смесь перемешивают5 с на аппарате для встряхива
ния, не допуская образования пены или пузырьков.

6.3.3 Реакционные смеси № 1 и № 2, приготовленные по 6.3.1 и 6.3.2, цен
трифугируют на настольной микроцентрифуге 30 с при частоте вращения 3000 
мин'1. Реакционную смесь № 1 разливают по 90 мм3 в пять микроцентрифужных 
пробирок вместимостью0,2 см3 (или 0,5 см3 в зависимости от типа используемого 
амплификатора) для проведения ПЦР. Реакционную смесь № 2 разливают по 90 мм3 
в пять других микроцентрифужных пробирок вместимостью 0,2 см3 (или 0,5 см3 в 
зависимости от типа используемого амплификатора) для проведения ПЦР. Реак
ционные смеси № 1 и № 2 готовят непосредственно перед проведением ПЦР.

7 Проведение анализа

7.1В первые две пробирки с реакционной смесью № 1 и в первые две пробирки 
с реакционной смесью № 2 добавляют автоматическим микродозатором раствор 
ДНК, выделенной из анализируемого продукта, приготовленный по 6.2.1.1— 
6.2.1.7, по 2 мм3 в каждую.

В третью пробирку с реакционной смесью № 1 и в третью пробирку с реак
ционной смесью № 2 добавляют автоматическим микродозатором раствор ДНК, 
выделенной из стандартного образца состава генетически не модифицированного 
источника пищи растительного происхождения (Certified Reference Material 
IRMM № 41 OR SB-0), no 2 мм3 в каждую.

В четвертую пробирку с реакционной смесью № 1 и в четвертую пробирку с 
реакционной смесью № 2 добавляют автоматическиммикродозаторомраствор ДНК, 
выделенной из стандартного образца состава генетически модифицированного ис
точника пищи растительного происхождения (Certified Reference Material IRMM 
№ 41 OR SB-5), no 2 мм3 в каждую.

В пятую пробирку с реакционной смесью № 1 и в пятую пробирку с реакци
онной смесью № 2 автоматическим микродозатором добавляют деионизированную 
воду по 2 мм3 в каждую — холостой опыт.

7.2 В каждую пробирку со смесью по 7.1 добавляют, не перемешивая, по од
ной капле (20—40) мм3 вазелиновогомасла по ГОСТ 3164.

7.3 Пробирки со смесями, подготовленными по 7.2, помещают в амплифика- 
тор для проведения ПЦР. Программа амплификации для праймеров на промотор 
35S приведена в таблице 1, на терминатор nos — в таблице 2.

Таблица 1— Условия амплификации для 35S промотора
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Стадия Тип амплификатора

Crocodile II Gene Amp 
2400 Progene Trio Терцик

МС-2

Денатурация 2 мин/98 3 мин/94 °С 3 мин/95 °С 2 мин/96 3 мин/94
Амплификация 8 с/95 °С 30 

с/54 °С 40 
с/72 °С

20 с/94 °С 
40 с/54 °С 
60 с/72 °С

36 с/95 °С 
72 с/54 °С 
84 с/72 °С

30 с/95 °С 
40 с/54 °С 
40 с/72 °С

20 с/94 °С 
40 с/54 °С 
60 с/72 °С

Количество цик
лов

40 40 40 40 40

Конечное удлине
ние

3 мин/72 °С 3 мин/72 °С 3 мин/72 °С 3 мин/72 
°С

3 мин/72 
°С

Фаза остывания 1 мин/30 °С 1 мин/4 °С 1 мин/4 °С 1 мин/4 °С 1 мин/4 °С
Скорость нагрева 1 °С/с 0,77 °С/с 1,5 яс/с 1 °С/с 0,77 °С/с
Скорость остыва
ния

1 °С/с 3,15°С/с 1,5 яс/с 1 °С/с 3,15°С/с

Таблица 2 — Условия амплификации для терминатора nos

Стадия Тип амплификатора

Crocodile II Gene Amp 
240С

Progene Trio Терцик
МС-2

Денатурация 3 мин/95 °С 3 мин/94 °С 3 мин/95 °С 2 мин/98
п/^

3 мин/94

Амплификация 20 с/95 °С 
40 с/54 °С 
40 с/72 °С

20 с/94 °С 
40 с/54 °С 
60 с/72 °С

36 с/95 °С 
72 с/54 °С 
84 с/72 °С

30 с/95 °С 
40 с/54 °С 
40 с/72 °С

20 с/94 °С 
40 с/54 °С 
60 с/72 °С

Количество цик
лов

40 40 40 40 40

Конечное удлине
ние

3 мин/72 °С 3 мин/72 °С 3 мин/72 °С 3 мин/72 
°С

3 мин/72 
°С

Фаза остывания 1 мин/30 °С 1 мин/4 °С 1 мин/4 °С 1 мин/4 °С 1 мин/4 °С
Скорость нагрева 1 °С/с 0,77 °С/с 1,5 ЯС/с 1 °С/с 0,77 °С/с
Скорость ОСТЫВЭг 

пня
1 °С/с 3,15°С/с 1,5 яс/с 1 °С/с 3,15°С/с

7.4По окончании ПЦР из каждой микроцентрифужной пробирки осторож
но из-под слоя вазелинового масла отбирают по 8 мм3 смеси и переносят в отдела 
ный карман геля, приготовленногопо 6.1.12.
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7.5 В отдельный карман геля вносят 8 мм3 маркера молекулярной массы ДНК 
по 4.40, [19].

7.6 Гель помещают в камеру прибора по 4.2, [2] для проведения горизонтально
го электрофореза, заполненную буфером ГТВЕ.

Электрофорез проводят при напряженности электрического поля 6 В/см геля в 
условиях стабилизации напряжения в течение 65 мин.

7.7 Визуализацию продуктов ПЦР после электрофореза осуществляют с помо
щью видеосистемы по 4.4, [4].

7.8 Результат идентификации в виде файл-паспорта сохраняется на жестком 
магнитном носителе и может быть выведен на видеомонитор или принтер. При
меры изображений приведены в приложениях А и Б.

8 Обработка результатов анализа

8.1 В пробе со стандартом ГМИ [ДНК], выделенная из стандартного образца 
состава генетически модифицированного источника пищи растительного происхож
дения ( Certified Reference Material IRMM № 41 OR SB-5), содержащего промотор 
35S должна присутствовать окрашенная полоса, размер ПЦР-продукта, форми
рующего эту полосу на гель-электрофореграмме, составляет 195 пар нуклеотидов 
(п.н.). В пробе со стандартом без ГМИ [ДНК/, выделенная из стандартного об
разца состава генетически не модифицированного источника пищи растительного 
происхождения (Certified Reference Material IRMM№ 41 OR SB-0)] и в холостом опы
те не должна присутствовать окрашенная полоса, размер ПЦР-продукта, форми
рующего эту полосу на гель-электрофореграмме, составляет 195 пар нуклеотидов 
( п .н . ) .

8.2 В пробе со стандартом ГМИ [ ДНК/, выделенная из стандартного образца 
состава генетически модифицированного источника пищи растительного происхож
дения (Certified Reference Material IRMM№ 41 OR SB-5), содержащего терминатор 
nos должна присутствовать окрашенная полоса, размер ПЦР-продукта, форми
рующего эту полосу на гель-электрофореграмме, составляет 180 п.н. В пробе со 
стандартом без ГМИ [ДНК], выделенная из стандартного образца состава генетиче
ски не модифицированного источника пищи растительного происхождения соста
ва (Certified Reference Material IRMM № 41 OR SB-0)] и в холостом опыте не долж
на присутствовать окрашенная полоса, размер ПЦР-продукта, формирующего эту 
полосу на гель-электрофореграмме, составляет 180 п.н.

8.3 Интерпретация результатов
8.3.1 Отсутствие в анализируемойпробе ПЦР-продуктов размером 195 п.н. и 180 

п.н. свидетельствует об отсутствии генетически модифицированных источников в 
анализируемом продукте.

8.3.2Обнаружение в анализируемой пробе ПЦР- продуктов размером 195 
п.н. и 180 п.н., или одного из них, свидетельствует о наличии генетически моди
фицированных источников в анализируемом продукте
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8.3.3В случае обнаружения в одной из параллельно анализируемых проб и от
сутствия в другой из параллельно анализируемых проб ПЦР-продуктов необходи
мо повторить весь анализ с еще одной навеской анализируемого продукта.

8.3.4Обнаружение в отрицательных контролях ПЦР-продуктов размером 195 
п.н. и 180 п.н. свидетельствуете получении ложноположительногорезультата Это 
возможно при загрязнении ГМИ оборудования и (или) реактивов. В этом случае 
необходимо обработать поверхности лабораторных столов и дозаторов раствором 
соляной кислоты (1 моль/дм3), заменить реактивы на свежеприготовленны^ повто
рить амплификацию.

8.3.50тсутствиев положительномконтроле ПЦР-продуктов размером 195 п.н. и 
180 п.н. свидетельствуете получении ложноотрицательногорезультата Это возмож
но в случае потери активности одного из компонентов реакционной смеси для ПЦР. 
В этом случае необходимо заменить реактивы на свежеприготовленные и повто
рить амплификацию.

9 Контрольрезультатошдентификации

Для контролярезультатовидентификациииспользуютположительныйконтроль 
— раствор ДНК, выделенной из стандартного образца состава генетически моди
фицированного источника пищи растительного происхождешнДСегййеб Reference 
Material IRMM № 41 OR SB-5), и два отрицательных контроля— холостой опыт и 
раствор ДНК, выделенной из стандартного образца состава генетически не модифи
цированного источника пищи растительного происхождения (Certified Reference 
Material IRMM № 41 OR SB-0).

10 Оформление результатов анализа

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

11 Требованиябезопасности

11.1 При выполнении работ необходимо соблюдать требования техники безо
пасности при работе с химическими реактивами по ГОСТ 12.1.007. При работе с 
раствором бромистого этидия и окрашенным гелем необходимо работать в рези
новых перчатках.

11.2 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.
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11.3 При работе с электроустановками электробезопасность должна соответ
ствовать требованиям ГОСТ 12.1.019. Помещение лаборатории должно соответст
вовать требованиям пожарной безопасности по ГОСТ 12.1.004 и иметь средства по- 
жаротушенияпо ГОСТ 12.4.009.

11.4 При работе с УФ-излучением необходимо пользоваться защитным экра
ном и защитными очками.

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

Пример фотографии результата электрофореза для идентификации 
генетически модифицированных источников: рекомбинантная ДНК

(промотор 35S)

1,2 — анализируемые пробы; 3 — маркер молекулярной массы 100 п.н.; 4— стан
дартный образец состава генетически модифицированного источника пищи рас

тительного происхождения ; 5 — стандартный образец состава генетически не 
модифицированного источника пищи растительного происхождения;

6 — холостой опыт
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Приложение Б
(обязательное)

Пример фотографии результата электрофореза для идентификации 
генетически модифицированных источников: рекомбинантная ДНК

(терминатор nos)

/ — маркер молекулярной массы 100 п. н.; 2, 3 — анализируемые пробы; 4 — 
стандартный образец состава генетически модифицированного источника пищи 
растительного происхождения ; 5 — стандартный образец состава генетически 

не модифицированного источника пищи растительного происхождения;
6 — холостой опыт
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Приложение В
(рекомендуемое)

Пример оформления протокола испытания*
Наименованиеорганизации(испытательнаялаборатория)

Протокол испытаний 
№_____от «___»_________200__  г.

Даты: поступления на испытание «__»_______ 200 г.
конца испытаний «__»_______ 200 г.

Продукция: Томаты свежие

Производитель сырья или продукции_____ТОО «Туран»

Предъявитель сырья или продукции_____торговый дом «Ляззат»_____________
Отбор проб произведен_________________ СТ РК ГОСТ Р 15810-2004

(в соответствии с нормативным документом на соответствующую однородную 
группу сырья или продукции)
Акт отбора проб и техническое задание на испытания № 8 от 01.07.2004 г. 
Испытания проведены на основании требований СТ РК*
Номер образца_____1/2004. 2/2004. 3/2004 и 4/2004 .
Характеристика испытуемого образца (маркировка, вид и состояние упаковки, 
этикетки, штриховка) __ -

Маркировка______ -

Годен д о_____Штриховой код

Результаты испытаний
Номер образца Трансгенные последовательности

35S nos
1/2004 Отсутствует Отсутствует
2/2004 Присутствует Отсутствует
3/2004 Отсутствует Отсутствует
4/2004 Присутствует Присутствует
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* Пример приведен условно

Результат анализа: В образцах 2/2004 и 4/2004 обнаружены следующие 
трансгенные компоненты:

в образце № 2/2004 обнаружены промоторы 35S;
в образце № 4/2004 обнаружены промоторы 35S и nos. В образцах № 2/2004 и 

3/2004 трансгенные компоненты не обнаружены Маркировка на упаковке; инфор
мирующая о наличии в продукте ГМИ в образцах № 2/2004, 3/2004и 4/2004 отсутст
вует, а в образце № 1/2004 присутствует__________________________________

Исполнители
подпись
подпись

фамилия, инициалы 
фамилия, инициалы

Руководительиспытателыюйлаборатории
подпись фамилид инициалы

Заключениераспространяетсша образец представленныша испытания

17



СТ РК 1346-2005

Приложение
(справочное)

Библиография

[1] ТУ 9642-001-4648062-98 Амплификатор<Т ерцикМС-2»

[2] «Био-Рад Лаборатория, «Bio-Rad 
Laboratories»((IIIA), кат. № 170-4406

Камерадляэлектрофореза<Мйи Sub Cell GT Sys
tem»

[3] «Био-Рад Лаборатория, «Bio-Rad 
Laboratories»((TIJA), кат. № 900-7980

Источникнапряжениж<Ро\уег Рас 300»

[4] «Био-Рад Лаборатория, «Bio-Rad Видеосистема<Ое1 Doc 2000' Gell 
Laboratories»^IIIA), кат. № 170-86-16 Documentation System»

[5] ТУ 9452-007-18240041-00 МикроцентрифугагастольнаягипаЭппендорф 
«ТЭТА>, 1 2 0 0 а 1

[6] ТУ 9452-001 -18240041 -99 Термостат«ТЕВМО 24-15»

[7] ТУ 46-22-603-75 Баняводянаяс электрическишли огневымпо- 
догревом

[8] ТУ 113-04-146-84 Этилендиам и 11тетрау Kcyci 1ашсл ота(ЭДТА)

[9] Корпорация«СигмаАлдрич> 
(«Sigma»)кат. № Н 5882

Г ексадецилтриметиламмопи>€ромид 
[C19H4 2NBr]

[10] ТУ 6-09-402-85 Спиртизопропиловы^ СН3СНОН СН3]

[П] ОСТ11.029.003-80 Водадеионизированная

[12] ТУ6-09-4292-76 Трис (оке и метил) аминометан^ЩДСНгОНф]

[13] ТУ6-09-08-1024-81 2 -MepKanT03TanojfC2H6OS]

[14] ТУ 6-09-13-452-75 Этидийбромистый[С2]Н20МзВг]

[15] Корпорациж<СигмаАлдрич> 
(«Sigma»)Kax № В 4287

Альбуминбычийсывороточнышухой

[16] Корпорациж<СигмаАлдрич> 
(«Sigma»)Kax № Д 1806

ФерментТ aq-полимераза

[17] Корпорациж<СигмаАлдрич> Буфер для ПЦР с MgCb

18



СТ РК 1346-2005

(«Sigma») jcax № Р 2192

[18] Корпорациж<СигмаАлдрич> 
(«Sigma»)j<ax № А 6877

Агарозадля электрофореза

[19] Корпорациж<СигмаАлдрич> 
(«Sigma»)jcax № Р 1473

ПЦР маркер 100 п.н.

[20] Корпорациж<СигмаАлдрич> 
(«Fluka»)j<ax № 53198

Стандартныйэбразецсоставагенетическше мо- 
дифицированногшсточникапищирастительного 
происхождени^Сегййей Reference Material 
IRMM№410R SB-0)

[21] Корпорациж<СигмаАддрич» 
(«Fluka»)jcax № 44386

Стандартныгобразецсоставагенетичесюмоди- 
фицированногшсточникапищирастительного 
происхождени^Сегййей Reference Material 
IRMM№ 41 OR SB-5)

[22] Корпорациж<СигмаАлдрич> 
(«Sigma») jcax № Д 4788

2'-дезоксиадепози+б'грифосфорпой<ислотытет- 
рапатриеважоль, тригидрат(АТФ)

[23] Корпорациж<СигмаАлдрич> 
(«Sigma») кат. № Д 4913

2'-дезоксицитидин5'грифосфорножислотьггет- 
рапатриеважоль, тригидрат(ЦТФ)

[24] Корпорация«СигмаАлдрич> 
(«Sigma»)jcax № Д 5038

2'-дезоксигуанози+б'грифосфорножислотытет- 
ранатриеважоль, тригидрат(ГТФ)

[25] Корпорация«СигмаАлдрич> 
(«Sigma»)jcax № Т 9656

2'-дезокситимидин5'грифосфорножислотытет- 
ранатриеважоль, тригидрат(ГТФ)

[26] ЗАО «Синтол> Россия 
(http ://www. syntol.ru)

Праймерьша промотор355: 355-15'GCTCCT 
АСАААТ GCC АТС А 3'; 355-2 5'GAT AGT GGG 
ATT GTG CGT CA 3'

[27] ЗАО «Синтол> Россия 
(http ://www. syntol.ru)

Праймерьша терм и i iaTopNOS: nos-\ 5'GAATCC 
TGT TGC CGG TCT TG 3h,os-25' TTA TCC TAG 
TTT GCG CGCTA3'

[28] СП 1.2.006-93 Санитарнытравилапобезопасносгтработс 
микроорганизмамлНастъ 1.

19



СТ РК 1346-2005

УДК 663/664.001.4:006.354 МКС кгс КГС
65.140 Н11 С11-С13
65.16С Н13 С21
67.06С Н17 С23-С25
67.08С Н23 С32-С36
67. ЮС Н27 С41-С45
67.12С Н31-Н36 С52
67.14С Н41-Н43

67.140.; Н48
67.1607 Н51-Н56
67.180 Н65

67.200.: Н68
67.22С Н72
67.23С Н74

Н81
Н97

Ключевые слова: пищевое сырье, продукты пищевые, генетически модифици
рованные источники, идентификация, метод полимеразной цепной реакции, ре
комбинантная ДНК, праймер для промотора, праймер для терминатора
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