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Изменение № 2 ГОСТ 34106-2017Продукция пищевая и сырье. Метод секвенирования фрагментов митохондриального генома животных и рыб для определения видовой принадлежности в однокомпонентной продукции
Принято Межгосударственным советом по стандартизации, метрологии и сертификации (протокол №                                               от                                     )
Зарегистрировано Бюро по стандартам МГС №
За принятие изменения проголосовали национальные органы по стандартизации следующих государств:
[коды альфа-2 по МК (ИСО 3166) 004]
Дату введения в действие настоящего изменения устанавливают указанные национальные органы по стандартизации.







Пункт 5.2 абзац 2 изложить в новой редакции: 
«– весы электронные по ГОСТ OIML R 76-1 II (высокого) класса точности с действительной ценой деления d ≤ 0,01 г;»
Пункт 5.2 абзац 4 изложить в новой редакции: 
«– анализатор генетический для разделения фрагментов ДНК методом капиллярного электрофореза с детекцией сигнала флюоресценции, позволяющий осуществить прочтение нуклеотидной последовательности до 950 пар нуклеотидов;»
Пункт 5.2 абзац 9 изложить в новой редакции: 
«– отсасыватель (аспиратор) вакуумный с сосудом-ловушкой;»
Пункт 5.2 абзацы 15 и 16 изложить в новой редакции: 
«– трансиллюминатор ультрафиолетовый с видеосистемой гель-документирования с цифровой видеокамерой;»
Пункт 5.3 а) со сноской изложить в новой редакции:
«а) набор реагентов для экстракции и очистки ДНК <**>
––––––––––––––––––––
<**> Примерами могут служить наборы «ДНК-сорб С» («ФБУН ЦНИИЭ», Россия), «Сорб-ГМО-Б» (ООО НПФ «Синтол», Россия) и др. Данная информация приведена для удобства пользователей настоящего стандарта.»

Пункт 5.3 в) со сноской изложить в новой редакции:
«в) набор термостабильной полимеразы с буфером / готовая ПЦР-смесь с полимеразой <***> 
––––––––––––––––––––
<***> Рекомендуется использование коммерческих наборов реагентов различных производителей, например, SynTaq ДНК-полимераза с буфером (ООО НПФ «Синтол», Россия); набор HS Taq-полимераза c 5x Taq Red буфером (ЗАО «Евроген», Россия), «ПЦР-смесь-2-red» («ФБУН ЦНИИЭ», Россия) и др. Данная информация приведена для удобства пользователей настоящего стандарта.»

Сноску пункта 5.3 н) изложить в новой редакции:
«<*> Примерами могут служить наборы «Ex’S-PureTM Enzymatic PCR purification kit» (Nimagen, Нидерланды), «Genta ExoGen мастер-микс» (Гентерра, Россия) «ExoSAP-ITTM» (USB Corporation, США) и аналогичные. Данная информация приведена для удобства пользователей настоящего стандарта.»

Сноску пункта 5.3 п) изложить в новой редакции:
«<**> Примерами могут служить реагент «BrilliantDye mix» из набора «BrilliantDyeTM Terminator (v1.1/v3.1) Cycle Sequencing kit» (Nimagen, Нидерланды); реагент «Готовая реакционная смесь, 2,5х» из набора «GenSeq-100» (ООО НПФ «Синтол», Россия), реагент «BigDye™ Terminator v1.1 Ready Reaction Mix» из набора «BigDye™ Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit» (Thermo Fisher Scientific, США) и аналогичные. Данная информация приведена для удобства пользователей настоящего стандарта.»

Пункты 7.2.1 – 7.2.3 изложить в новой редакции:
«7.2.1 Подготовку анализируемых проб проводят в одноразовых перчатках, используют предварительно простерилизованные ступки, пестики и инструменты.
7.2.2 Отбор анализируемых проб мяса, рыбы, готовой продукции, полуфабрикатов однокомпонентного состава: стерильным или одноразовым скальпелем срезают верхнюю часть продукта, высекают из середины куска небольшой фрагмент. Пробу измельчают при помощи скальпеля или ножниц в фарфоровой ступке, далее растирают пестиком до однородного гомогенного состояния. При помощи шпателя отбирают от 100 до 150 мкл материала по насыпному объему в пластиковую одноразовую пробирку вместимостью 1,5 см3.
7.2.3 Отбор проб рыбной икры: для испытания отбирают 1 – 2 икринки в пластиковую одноразовую пробирку вместимостью 1,5 см3.»
Пункт 9.5 изложить в новой редакции: 
«Срок хранения мастермикса "ПЦР-смесь-1" при температуре не выше минус 16 °С – не более шести месяцев.»
После пункта 9.6 добавить следующие пункты:
«9.7 При использовании для амплификации термостабильной ДНК-полимеразы восковую прослойку не используют. Для проведения ПЦР готовят мастермикс «ПЦР-смесь- 1», смешивая по 0,1 см3 растворов прямого и обратного ПЦР-праймеров, 0,02 см3 раствора дНТФ с концентрацией 25 ммоль/дм3 и 0,78 см3 деионизованной воды. При использовании смеси дНТФ с другой концентрацией, ее объем на реакцию и объем воды деионизованной меняется пропорционально.
Срок хранения мастермикса «ПЦР смесь-1» при температуре не выше минус 16 ºС – не более шести месяцев.
9.8 Смесь с полимеразой готовят в отдельной пробирке вместимостью 1,5 см3. Из расчета на каждую реакцию, с учетом контролей выделения и ПЦР, смешивают: 10 мм3 ПЦР-смеси-1 по п. 9.7, 5 мм3 буфера и 0,5 мм3 полимеразы. Затем вносят по 15 мм3 приготовленной смеси с полимеразой в пробирки вместимостью 0,6 см3. При необходимости объем компонентов на реакцию пересчитывают в зависимости от концентрации ПЦР-буфера и ДНК-полимеразы.»
Далее по тексту перенумеровать оставшиеся пункты раздела 9.
Первое предложение пункта 9.7 (старая нумерация) изложить в новой редакции:
«9.9 В пробирки, подготовленные по п. 9.6 или по п. 9.8, добавляют по капле вазелинового масла для ПЦР (примерно 25 мм3).»
Пункт 12.1 изложить в новой редакции:
«12.1 Перед секвенированием амплифицированного фрагмента генома проводят очистку ПЦР-продукта, полученного в соответствии с разделом 9, от невключившихся праймеров и дНТФ с использованием набора для очистки продуктов ПЦР по 5.3 в соответствии с рекомендациями производителя набора. 
Пункт 12.2 удалить.
Далее по тексту перенумеровать оставшиеся пункты раздела 12.
В пункт 12.4 (старая нумерация) добавить второе предложение:
«При необходимости объем компонентов на реакцию пересчитывают в соответствии с рекомендациями производителя набора реагентов для секвенирования.»
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