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1. Н АЗН АЧЕН И Е
L I. Набор реагентов «АмплиТуб-МЛУ-РВ» предназначен для определе­

ния лекарственной устойчивости микобактерий туберкулезного комплекса к 

рифампицину и изониазиду в бактериальной культуре и клиническом материа­

ле (пробах мокроты, промывных водах бронхов, экссудатах, спинномозговой 

жидкости, пунктатах и пр.) методом ПЦР-РВ с праймерами, специфичными в 

отношении фрагментов ДНК генов гроВ, katG  и inhA  микобактерий туберкулез­

ного комплекса, с целью диагностики форм туберкулеза с лекарственной ус­

тойчивостью, в том числе множественной лекарственной устойчивостью 

(М ЛУ), и оценки эффективности проводимой терапии.

1.2. Каждый комплект набора предназначен для выявления мутаций в 

определенных кодонах генов, ответственных за устойчивость к рифампицину 

или изониазиду.

1.3. Область применения набора - клиническая медицина (лабораторная 

диагностика).

2. СОСТАВ
Набор состоит из нескольких комплектов реагентов.

Комплект № 1 предназначен для проведения мультиплексной ПЦР-РВ с 

целью накопления специфических фрагментов ДНК генов гроВ, katG  и inhA 

®  микобактерий туберкулезного комплекса.

Комплекты № 2 - 6 позволяют выявлять определенные мутации в 531, 526, 

516 и 533 кодонах гена фоВ, ассоциирующиеся с устойчивостью к рифампици­

ну.

Комплекты № 7-8 позволяют выявлять мутации в 315 кодоне гена katG  и 

замену С209Т в регуляторном регионе гена inhA , ассоциирующиеся с устойчи­

востью к изониазиду.

2.1. Комплект № 1
Комплект рассчитан на проведение 100 реакций.



№ Состав комплекта Описание Объем Кол-во
L Реакционная смесь multi прозрачная бесцветная 

жидкость
0 ,0 2  мл 100

пробирок
2 . Положительный контрольный 

образец, П КО -multi
прозрачная бесцветная 

жидкость
0,1 мл 1 пробирка

3. Отрицательный контрольный 
образец, ОКО

прозрачная бесцветная 
жидкость

0,1 мл 1 пробирка

ф

2.2. Комплект №  2

Комплект рассчитан на проведение 100 реакций.

№ Состав комплекта Описание Объем Кол-во
1 . Реакционная смесь гроВ531 прозрачная бесцветная 

жидкость
0 ,0 2  мл 100

пробирок
2 . Положительный контрольный 

образец, ПКО-гроВ
прозрачная бесцветная 

жидкость
0,1 мл 1 пробирка

3. Положительный контрольный 
образец, П КО 1-531 Aim 1

прозрачная бесцветная 
жидкость

0,1 мл 1 пробирка

4. Положительный контрольный 
образец, ПК02-531А1т1

прозрачная бесцветная 
жидкость

0,1 мл 1 пробирка

5. Положительный контрольный 
образец, ПК01-531А1т2

прозрачная бесцветная 
жидкость

0,1 мл 1 пробирка

6 . Положительный контрольный 
образец, ПК02-531А1т2

прозрачная бесцветная 
жидкость

0,1 мл 1 пробирка

7. Отрицательный контрольный 
образец, ОКО

прозрачная бесцветная 
жидкость

0,1 мл 1 пробирка

€

2.3. Комплект №  3

Комплект рассчитан на проведение 100 реакций.

№ Состав комплекта Описание Объем Кол-во
1 . Реакционная смесь гроВ526-1 прозрачная бесцветная 

жидкость
0 ,0 2  мл 100

пробирок
2 . Положительный контрольный 

образец, ПКО-гроВ
прозрачная бесцветная 

жидкость
0,1 мл 1 пробирка

3. Положительный контрольный 
образец, ПК01-526А1тЗ

прозрачная бесцветная 
жидкость

0,1 мл 1 пробирка

4. Положительный контрольный 
образец, ПК02-526А1тЗ

прозрачная бесцветная 
жидкость

0,1 мл 1 пробирка

5. Положительный контрольный 
образец, ПК01-526А1т4

прозрачная бесцветная 
жидкость

0,1 мл 1 пробирка

6 . Положительный контрольный 
образец, ПК02-526А1т4

прозрачная бесцветная 
жидкость

0,1 мл 1 пробирка

7, Положительный контрольный 
образец, ПК01-526А1т5

прозрачная бесцветная 
жидкость

0,1 мл 1 пробирка

8 . Положительный контрольный 
образец, П К02“526А1т5

прозрачная бесцветная 
жидкость

0,1 мл 1 пробирка



9. Отрицательный контрольный прозрачная бесцветная 0,1 мл 1 пробирка
образец, ОКО жидкость

2.4. Комплект №  4
Комплект рассчитан на проведение 100 реакций.

№ Состав комплекта Описание Объем Кол-во

1 . Реакционная смесь гроВ526-2 прозрачная бесцветная 
жидкость

0 ,0 2  мл 100
пробирок

2 . Положительный контрольный 
образец, ПКО-гроВ

прозрачная бесцветная 
жидкость

0,1 мл 1 пробирка

3. Положительный контрольный 
образец, ПК01-526А1т6

прозрачная бесцветная 
жидкость

0,1 мл 1 пробирка

4. Положительный контрольный 
образец, ПК02-526А1т6

прозрачная бесцветная 
жидкость

0,1 мл 1 пробирка

5. Положительный контрольный 
образец, ПК01-526А1т7

прозрачная бесцветная 
жидкость

0,1 мл 1 пробирка

6 . Положительный контрольный 
образец, ПК02-526А1т7

прозрачная бесцветная 
жидкость

0,1 мл 1 пробирка

7. Положительный контрольный 
образец, ПК01-526А1т8

прозрачная бесцветная 
жидкость

0,1 мл 1 пробирка

8 . Положительный контрольный 
образец, ПК02-526А1т8

прозрачная бесцветная 
жидкость

0,1 мл 1 пробирка

9. Отрицательный контрольный 
образец, ОКО

прозрачная бесцветная 
жидкость

0,1 мл 1 пробирка

2.5. Комплект №  5

Комплект рассчитан на проведение 100 реакций.

№ Состав комплекта Описание Объем Кол-во
1 . Реакционная смесь гроВ516 прозрачная бесцветная 

жидкость
0 ,0 2  мл 100

пробирок
2 . Положительный контрольный 

образец, ПКО-гроВ
прозрачная бесцветная 

жидкость
0,1 мл 1 пробирка

3. Положительный контрольный 
образец, ПК01-516А1т9

прозрачная бесцветная 
жидкость

0,1 мл 1 пробирка

4. Положительный контрольный 
образец, ПК02-516А1т9

прозрачная бесцветная 
жидкость

0,1 мл 1 пробирка

5. Положительный контрольный 
образец, ПК01-516А1т10

прозрачная бесцветная 
жидкость

0,1 мл 1 пробирка

6 . Положительный контрольный 
образец, ПК02-516А1т10

прозрачная бесцветная 
жидкость

0,1 мл 1 пробирка

7. Отрицательный контрольный 
образец, ОКО

прозрачная бесцветная 
жидкость

0,1 мл 1 пробирка

2.6. К ом п л ект  №  6



К о м п л е кт  р ассчи тан  на проведение 100 реакций.

№ Состав комплекта Описание Объем Кол-во

1 . Реакционная смесь гроВ533 прозрачная бесцветная 
жидкость

0 ,0 2  мл 100
пробирок

2 . Положительный контрольный 
образец, ПКО-гроВ

прозрачная бесцветная 
жидкость

0,1 мл 1 пробирка

3. Положительный контрольный 
образец, П К О 1-533Aim 11

прозрачная бесцветная 
жидкость

0,1 мл 1 пробирка

4. Положительный контрольный 
образец, ПК02-533А1т11

прозрачная бесцветная 
жидкость

0,1 мл 1 пробирка

5. Отрицательный контрольный 
образец, ОКО

прозрачная бесцветная 
жидкость

0,1 мл 1 пробирка

2.7. Комплект №  7

Комплект рассчитан на проведение 100 реакций.

№ Состав комплекта Описание Объем Кол-во

1 . Реакционная смесь katG прозрачная бесцветная 
жидкость

0 ,0 2  мл 100

пробирок
2 . Положительный контрольный 

образец, ПКО- katG
прозрачная бесцветная 

жидкость
0,1 мл 1 пробирка

3. Положительный контрольный 
образец, ПК01- katGAlml2

прозрачная бесцветная 
жидкость

0,1 мл 1 пробирка

4. Положительный контрольный 
образец, ПК02- katGAlml2

прозрачная бесцветная 
жидкость

0,1 мл 1 пробирка

5. Положительный контрольный 
образец, ПК01- katGAlml3

прозрачная бесцветная 
жидкость

0,1 мл 1 пробирка

6 . Положительный контрольный 
образец, ПК02- katGAlml3

прозрачная бесцветная 
жидкость

0,1 мл 1 пробирка

7. Положительный контрольный 
образец, ПК01- katGAlml4

прозрачная бесцветная 
жидкость

0,1 мл 1 пробирка

8 . Положительный контрольный 
образец, ПК02- katGAlml4

прозрачная бесцветная 
жидкость

0,1 мл 1 пробирка

9. Отрицательный контрольный 
образец, ОКО

прозрачная бесцветная 
жидкость

0,1 мл 1 пробирка

2.8. Комплект №  8

Комплект рассчитан на проведение 100 реакций.

№ Состав комплекта Описание Объем Кол-во
1. Реакционная смесь inhA прозрачная бесцветная 

жидкость
0 ,0 2  мл 100

пробирок
2 . Положительный контрольный 

образец, ПКО- inhA
прозрачная бесцветная 

жидкость
0,1 мл 1 пробирка

3. Положительный контрольный 
образец, ПК01- inhAAlm lS

прозрачная бесцветная 
жидкость

0,1 мл 1 пробирка



4. Положительный контрольный 
образец, ПК02- in h A A lm lS

прозрачная бесцветная 
жидкость

0,1  мл 1 пробирка

5. Отрицательный контрольный 
образец, О КО

прозрачная бесцветная 
жидкость

ОД мл 1 пробирка

т

3. А Н А Л И Т И Ч ЕС КИ Е Х А РА КТ ЕРИ С Т И КИ .

3.1. Специфичность анализа - 99-100%.

3.2. Набор позволяет выявлять 90-100% образцов, устойчивых к 

рифампицину и изониазиду от общего числа потенциально устойчивых.

3.3. Пороговая концентрация клеток М БТ в образце для анализа 

лекарственной чувствительности составляет 5x10 /в пробе.

3.4.Время анализа для определения лекарственной 

чувствительности/устойчивости микобактерий к рифампицину и изониазиду - 

1-3 дня.

€

4. М ЕР Ы  П РЕД О С ТО РО Ж Н О С ТИ

4.1. Потенциальный риск применения набора - класс 2а. Исследования 

материала на наличие микобактерий туберкулезного комплекса методом ПЦР- 

РВ проводят в учреждениях, имеющих разрешение на работу с возбудителями 

III- IV  группы патогенности.

4.2. Меры предосторожности - соблюдение «Правил устройства, техники 

безопасности, производственной санитарии, противоэпидемического режима и 

личной гигиены при работе в лабораториях (отделениях, отделах) санитарно- 

эпидемиологических учреждений системы Министерства здравоохранения 

СССР» (Москва, 1981 г.)

4.3. Все компоненты набора в используемых концентрациях являются 

нетоксичными.

4.4. Анализ с помощью набора должен производиться в ПЦР- 

лаборатории, организованной согласно Методическим указаниям (М У 1.3.1888- 

04) «Организация работы при исследованиях методом ПЦР материала,



инфицированного патогенными биологическими агентами III - IV  групп 

патогенности».

4.5. Работу с набором реагентов и анализируемыми образцами следует 

проводить в одноразовых медицинских перчатках без талька. При каждой опе­

рации использовать и менять одноразовые наконечники для автоматических 

пипеток с аэрозольным барьером. Одноразовую пластиковую посуду необхо­

димо сбрасывать в специальный контейнер, содержащий дезинфицирующий 

раствор (хромпик, щелочь или ДП-2Т).

4.6. Все лабораторное оборудование, в том числе пипетки, штативы, ла­

бораторная посуда, халаты и пр., а также рабочие растворы реагентов должны 

быть строго стационарными. Запрещается переносить их из одного помещения 

в другое.

4.7. Поверхности рабочих столов, а также помещения, в которых прово­

дится постановка ПЦР-РВ, до начала и после завершения работ необходимо об­

рабатывать бактерицидными облучателями.

5. О БО РУД О ВАН И Е И М А Т ЕРИ А Л Ы  

Для проведения ПЦР-РВ анализа требуется:

настольный бокс с бактерицидной лампой или стерильный ламинарный 

шкаф;

амплификатор для ПЦР-РВ;

одноразовые полипропиленовые пробирки на 0,2 и 0,5 мл;

одноразовые наконечники для пипеток переменного объема с

аэрозольным барьером до 100 мкл;

набор автоматических пипеток переменного объема;

одноразовые медицинские перчатки;

штативы для наконечников, микропробирок на 0,2 и 0,5 мл; 

емкость с дезинфицирующим средством ; 

холодильник на 2-8 °С  и на минус 20 °С.



ф

6. О П И САН И Е М ЕТО Д А АН АЛИ ЗА

Определение лекарственной устойчивости с помощью тест-системы ос­

новано на оригинальном методе мультиконкурентной аллель-специфичной 

ПЦР-РВ, позволяющем выявлять мутации в генах микобактерий туберкулеза, 

ответственных за чувствительность к конкретным лекарственным препаратам.

Аллель-специфичная ПЦР (АС-ПЦР) основана на том положении, что для 

эффективной ПЦР 3’-концевой нуклеотид праймера должен быть комплемента­

рен соответствующему нуклеотиду ДНК-матрицы, в противном случае эффек­

тивность удлинения праймера во время ПЦР резко снижается или может отсут­

ствовать совсем. АС-ПЦР позволяет получать информацию не только о нали­

чии мутации в геномной ДНК, но и ее аллельном распределении. Мультикон- 

курентная АС-ПЦР в реальном времени основана на конкурентном встраивании 

аллель-специфичных праймеров с различными нуклеотидами на 3’-конце.

В  реакционной смеси ПЦР-РВ содержатся прямой и обратный праймеры, 

гибридизационный флуоресцентный зонд, не содержащие мутаций, а также 5’- 

флуоресцентно-меченные аллель-специфичные праймеры, несущие на 3’-конце 

определенные нуклеотидные замены, и общий комплементарный аллель- 

специфичным праймерам 3’-меченный олигонуклеотид-гаситель. Каждый ал- 

лель-специфичный праймер со своей нуклеотидной заменой мечен своим флуо­

ресцентным красителем, что позволяет по мере накопления продукта реакции 

определять его присутствие в исходной ДНК по изменению флуоресценции. В 

одной пробирке одновременно можно определять до трех точек мутаций (зонд 

+ 3 аллель-специфичных праймера) по числу возможных флуорофоров, одно­

временно считываемых прибором. Если анализируемый образец не содержит 

мутаций, то будет идти ПЦР-РВ с прямым и обратным праймерами, не мече­

ными и не содержащими мутаций, и нарастание флуоресценции будет наблю­

даться только по флуорофору гибридизационного зонда. Если образец содер­

ж и т  мутацию, то нарастание флуоресценции будет наблюдаться и по флуо­

рофору гибридизационного зонда, и по флуорофору 5’-флуоресцентно-



меченного аллель-специфичного праймера, который будет встраиваться вместо 

обычного праймера, не содержащего мутаций.

Гибридизационный флуоресцентный зонд, не содержащий мутаций, явля­

ется маркером присутствия искомого специфического фрагмента и играет роль 

внутреннего контроля, контролируя возможное ингибирование реакции в це­

лом. Интерпретация результатов анализа по флуоресценции в приборе ПЦР-РВ 

представлена на рисунке 1.
1 канлл (FAM) 2 канлл (ЮЕ) 4 канал (Су5)

ммена C/G замена СЛ" контроль присут-
________________________________ ствияТБДНК

Рис. 1. Пример анализа детекции мутаций M.tuherculosis в кодоне 531 гена гроВ при измерении флуорес­
ценции в 4-х каналах прибора для ПЦР в реальном времени АНК-32: 1 канал - детекция флуорофора ал­
лель-специфичного праймера, содержащего мутацию Ser-Trp; 2 канал - детекция флуорофора аллель- 
специфичного праймера, содержащего мутацию Ser-Leu; 4 канал - детекция флуоресценции зонда.

Комментарий к примеру. На 2-х верхних рисунках выделены кривые флуоресценции по трем каналам 
для образцов, содержащих две разные мутации. Для первого образца флуоресценция наблюдается по 1 каналу 
(от встроенного флуоресцентно-меченного аллель-специфичного праймера на мутацию Ser-Trp) и 4 каналу 
(флуоресценция гибридизационного зонда). Для второго образца флуоресценция наблюдается по 2 каналу (от 
встроенного флуоресцентно-меченного аллель-специфичного праймера на мутацию Ser-Leu) и 4 каналу (флуо­
ресценция гибридизационного зонда). На нижнем рисунке выделены кривые флуоресценции для чувствитель­
ного образца: подъем флуоресценции наблюдается только по 4 каналу (флуоресценция гибридизационного зон­
да). Правый столбец рисунка демонстрирует только флуоресценцию гибридизационного зонда (контроль при­
сутствия ДНК микобактерий туберкулезного комплекса).



7. А Н А Л И ЗИ РУ ЕМ Ы Е М УТАЦ И И

Гены, кодоны, замены, тестируемые с помощью набора, представлены в 

табл. 1.

Таблица 1.
кодоны

531

526

516

533

k a tG 2 > \ S

in h A  209

Замены Число пробирок в 
ПЦР-РВ

гроВ (рифампицин)

2 замены 
Ser-Leu  T C G -T T G  
Ser-T rp  T C G - T G G

6 замен 
His - Туг САС - ТАС 
His - Asp САС - GAC 
H is-Leu  C A C -C T C  
His - Arg CAC - CGC 
His - Asn CAC - AAC 
His - Pro CAC - CCC

2 замены 
Asp-Val G A C -G T C  
Asp - Tyr GAC - TAC

1 замена 
Leu - Pro CTG - CCG

1
комплект №  2

комплекты № 3 , 4

1
комплект №  5

1
комплект №  6

katG и inhA (изониазид)
3 замены 

Ser-Th r A G C - A C C  
Ser-Asn A G C - A A C  
Ser - Thr AGC - АСА

1 замена 
C209T

1
комплект №  7

1
комплект №  8

8. А Н А Л И ЗИ РУ ЕМ Ы Е О БРА ЗЦ Ы

Для анализа на лекарственную устойчивость допускаются образцы 

культур микобактерий туберкулезного комплекса с содержанием 10 и выше 

клеток в 5 мкл образца ДНК, а также клинические образцы (мокроты и пр.) с 

содержанием клеток микобактерий туберкулеза 5x10̂  и выше в 5 мкл образца 

ДНК.

Пробоподготовка образцов осуществляется с помощью комплекта № 1 

для выделения ДНК набора реагентов «АмплиТуб-РВ» (ЗАО «Синтол») в 

зависимости от вида образца в соответствии с инструкцией к набору. Все 

выделенные образцы анализируются с помощью комплекта № 2 для проведения
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ПЦР-РВ набора реагентов «АмплиТуб-РВ» для обнаружения и количественного 

определения ДНК МБТ методом ПЦР-РВ «АмплиТуб-РВ» (ЗАО «Синтол») с 

целью идентификации и дифференциации по количественному содержанию 

клеток микобактерий туберкулеза. Отобранные по количественному критерию 

образцы можно использовать для анализа на лекарственную устойчивость к 

рифампицину и изониазиду набором «Ампли Туб-МЛУ-РВ».

Образцы культур с содержанием клеток микобактерий туберкулеза 10"̂  и 

выше в 5 мкл образца ДНК анализируют на лекарственную устойчивость с 

помощью комплектов № 2 - 8 (без проведения мультиплексной ПЦР-РВ 

комплектом № 1), а культуры с содержанием клеток микобактерий туберкулеза 

10"̂  - 10̂  в 5 мкл образца ДНК и все образцы мокроты с содержанием клеток 

микобактерий туберкулеза 5x10 и выше в 5 мкл образца ДНК анализируют с 

помощью комплектов № 1 - 8 (с проведением предварительно мультиплексной 

ПЦР-РВ для накопления специфических фрагментов генов фоВ, katG и inhA 

микобактерий туберкулезного комплекса).

9. П РО ВЕД ЕН И Е АНАЛИ ЗА

Перед началом работы с набором реагентов «АмплиТуб-МЛУ-РВ» необ­

ходимо создать в программе прибора протоколы, устанавливающие темпера­

турные режимы и необходимые красители, настроить параметры программы 

Excel и упорядочить файлы.

Подробный порядок работы на приборе АНК-32 (Россия) и создание 

протоколов в программе прибора изложен в пршожении 1. Организация о т­

четных файлов и анализ результатов исследования в программе Excel с помо­

щью специального шаблона для автоматической обработки данных описан в 

приложении 2.

9.1. Этапы анализа.

Анализ определения лекарственной устойчивости набором «АмплиТуб- 

МЛУ-РВ» включает три этапа:

—  проведение мультиплексной ПЦР-РВ с помощью комплекта № 1;
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—  определение лекарственной устойчивости образцов к рифампицину с по­

мощью комплектов № 2-6;

—  определение лекарственной устойчивости образцов к изониазиду с помо­

щью комплектов № 7-8.

На первом этапе с помощью комплекта реагентов № 1 проводится муль­

типлексная ПЦР-РВ с целью накопления специфических фрагментов генов 

гроВ, katG и inhA, в которых могут содержаться мутации, ассоциирующиеся с 

лекарственной устойчивостью к рифампицину и изониазиду.

Второй этап анализа включает определение лекарственной устойчиво­

сти образцов к рифампицину (комплекты № 2 - 6). Все комплекты подразуме­

вают обнаружение конкретных мутаций в определенных кодонах (531, 526, 516, 

533) гена гроВ, ассоциирующихся с устойчивостью к рифампицину. Для анали­

за были выбраны 11 мутаций, наиболее часто встречающиеся и обеспечиваю­

щие диагностическую чувствительность 90-100%.

Температурные режимы ПЦР-РВ для комплектов № 2 - 6 одинаковы, что 

позволяет работать с комплектами как последовательно, так и параллельно, в 

зависимости от количества исследуемых образцов. Последовательность (нуме­

рация) комплектов определена в соответствии с вероятностью обнаружения 

мутаций, т.е. мутации в 531 кодоне гроВ гена чаще встречаются, чем в 526 или 

516 кодонах. Таким образом, при большом числе образцов и/или последова­

тельной работе с комплектами мы рекомендуем соблюдать их последователь­

ность. Это, во-первых, упростит постановку и интерпретацию результатов 

ПЦР-РВ, и, во-вторых, уменьшит расход реагентов и время анализа на лекарст­

венную устойчивость.

Третий этап анализа - определение лекарственной устойчивости к изо­

ниазиду (комплекты № 7 - 8). Комплект № 7 позволяет обнаруживать мутации 

в 315 кодоне katG гена, а комплект № 8 - замену С209Т в регуляторном регио­

не inhA гена.

Рекомендуется проводить последовательный анализ образцов на антибио- 

тикоустойчивость согласно представленному ниже алгоритму: для всех образ-
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цов обязательными являются реакции multi, гроВ531 и katG315. Для чувстви­

тельных образцов анализ продолжается с последовательным использованием 

комплектов.

Алгоритм анализа образцов на определение устойчивости к рифампицину 
и изониазиду с помощью набора «АмплиТуб-МЛУ-РВ»
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Анализ с помощью комплектов № 1-8 набора «АмплиТуб-МЛУ- РВ» вклю­

чает в себя:

1. Подготовку к проведению реакции ПЦР-РВ.

2. Проведение реакции ПЦР-РВ.

3. Учет и обработку результатов с помощью программы Excel.

4. Анализ результатов и выводы.

9.2. Подготовка к проведению реакции ПЦР-РВ.

Подготовка к проведению реакции ПЦР-РВ для всех комплектов набора 

одинакова.

В каждую постановку обязательно включают положительные (ПКО) и 

отрицательные (ОКО) контрольные образцы ПЦР. При параллельном 

использовании комплектов включение в постановку всех входящих в 

комплект П КО  обязательна, если в данной постановке используется этот 

комплект!

Реакцию с каждым исследуемым образцом (ИО) рекомендуется ставить в 

двух повторах.

1. Взять необходимое количество пробирок с реакционной смесью комплекта 

для амплификации из расчета 2*N+K (если исследуемые образцы ставятся в 

двух повторах) или N+K (если исследуемые образцы ставятся однократно), 

где N - количество исследуемых образцов, а К  - количество контрольных 

образцов в данном комплекте. Не допускать размораживания и повторного 

замораживания оставшихся пробирок со смесью.

2. После размораживания реакционной смеси, центрифугировать пробирки 30- 

60 секунд (скорость вращения ротора более 4000 об./мин. или 2500g). Для 

этого воспользоваться либо ротором для пробирок 0,2 мл, либо адаптерами к 

стандартному ротору для пробирок 2,0 мл.
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3. Поместить пробирки с реакционной смесью в штатив. Маркировать 

пробирки в соответствии с протоколом исследования в верхней части стенки 

пробирки.

Примечание Запрещается наносить маркировку на крышку пробирок.

4. Положительные и отрицательные контрольные образцы ПЦР и исследуемые 

образцы разморозить, перемешать на встряхивателе (вортексе) и 

центрифугировать.

5. Внести в пробирки по 5 мкл отрицательных контрольных образцов, 

исследуемых образцов и, в последнюю очередь, положительных 

контрольных образцов ДНК МБТ в соответствии с маркировкой, используя 

наконечники с аэрозольным барьером, перемешать на встряхивателе и 

центрифугировать.

6. Поместить пробирки в прибор в соответствии с протоколом исследования.

А. Мультиплексная ПЦР-РВ (Комплект №  1 «Multi»)

Проведение мультиплексной ПЦР-РВ - комплект № 1 «Multi» - первый 

этап анализа образцов, содержащих микобактерии туберкулезного комплекса и 

отобранных по количественному содержанию клеток МБТ (см. п. «Анализи­

руемые образцы»).

С целью предотвращения контаминации режим амплификации мультип­

лексной ПЦР-РВ специально включает только 20 циклов, когда рост флуорес­

ценции обычно еще не регистрируется прибором. Поэтому П КО -multi является 

только внешним контролем работы реагентов. Пробирка с ПКО-multi после 

окончания реакции амплификации выбрасывается. Исследуемые образцы после 

постановки мультиплексной ПЦР-РВ разводят в тех же пробирках в 5 раз деио­

низированной водой.

П о л у ч е н н а я  см есь я в л я е т с я  и с х о д н о й  для д а л ь н е й ш е й  п о с т а н о в к и  всех 

р е а к ц и й  П Ц Р -Р В  с п о м о щ ь ю  к о м п л е к т о в  М  2 - 8 !

Рекомендуется использовать следующий порядок образцов в комплекте 

№ 1 «Multi»:
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№ ячейки Образец
1 ПКО-multi

2 ОКО
3 исследуе1иый образец 1
4 исследуемый образец 2
5 исследуемый образец 3

32 исследуемый образец /V

Б. Определение устойчивости к рифампицину (комплекты Nq 2-6 «гроВ») 

Для корректной работы шаблонов для автоматической обработки результа­

тов необходимо использовать следующий порядок образцов: 

в комплекте №  2 «гроВ 531»:

М> ячейки Образец
1 ПКО-гроВ
2 HKOl-Alml
3 ПК02-А1т1
4 ПК01-А1т2
5 ПК02-А1т2
6 ОКО
7 исследуемый образец 1
8 исследуемый образец 1
9 исследуемый образец 2
10 исследуемый образец 2

31 исследуемый образец N
32 исследуемый образец N

в комплекте Nq 3 «гроВ 526-1»:

№ ячейки Образец
1 ПКО-гроВ
2 ПК01-А1тЗ
3 ПК02-А1тЗ
4 ПК01-А1т4
5 ПК02-А1т4
6 ПК01-А1т5
7 ПК02-А1т5
8 ОКО
9 исследуемый образец 1
10 исследуемый образец 1
11 исследуемый образец 2
12 исследуемый образец 2

31 исследуемый образец N
32 исследуемый образец /V

в комплекте Nq 4 «гроВ 526-2»:

М  ячейки Образец
1 ПКО-гроВ
2 ПК01-А1т6
3 ПК02-А1т6
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4 ПК01-А1т7
5 ПК02-А1т7
6 ПК01-А1т8
7 ПК02-А1т8
8 ОКО
9 исследуемый образец 1
10 исследуемый образец 1
11 исследуемый образец 2
12 исследуемый образец 2

31 исследуемый образец N
32 исследуемый образец N

6 комплекте Nq 5 «гроВ 516»:

М ячейки Образец
1 ПКО-гроВ
2 ПК01-А1т9
3 ПК02-А1т9
4 ПК01-А1тЮ
5 ПК02-А1тЮ
6 ОКО
7 исследуемый образец 1
8 исследуемый образец 1
9 исследуемый образец 2
10 исследуемый образец 2

31 исследуемый образец N
32 исследуемый образец N

в комплекте М  б «гроВ 533»:

№ ячейки Образец
1 ПКО-гроВ
2 ПК01-А1т11
3 ПК02-А1т11
4 ОКО
5 исследуемый образец 1
6 исследуемый образец 1
7 исследуемый образец 2
8 исследуемый образец 2

• . .

31 исследуемый образец N
32 исследуемый образец N

В, Определение устойчивости к изониазиду (комплекты Nq 7-8 «katG», «inh»)

Рекомендуется использовать следующий порядок образцов 
в комплекте №  7 «katG 315»:

№ ячейки Образец
1 ПКО-katG
2 nK01-katGAIml2
3 nK02-katGAIml2
4 nK01-katGAIml3
5 nK02-katGAIml3
6 nK01-katGAIml4
7 nK02-katGAIml4
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8 ОКО
9 исследуемый образец 1
10 исследуемый образец 1
11 исследуемый образец 2
12 исследуемый образец 2

31 исследуемый образец N
32 исследуемый образец /V

в комплекте Nq 8 «inhA»:

ЛЬ ячейки Образец
1 ПКО-inhA
2 nK01-inhAAIml5
3 nK02-inhAAIml5
4 ОКО
5 исследуемый образец 1
6 исследуемый образец 1
7 исследуемый образец 2
8 исследуемый образец 2

31 исследуемый образец N
32 исследуемый образец N

9.3. Проведение реакции ПЦР-РВ

Реакцию ПЦР-РВ проводят согласно инструкции по эксплуатации 

прибора АНК-32, АНК-64 или АНК-96.

1) Включают прибор в соответствии с инструкцией по эксплуатации.

2) Запускают программу «AHK32.exe».

3) Выбирают режим работы «Циклический».

4) В окне «Циклический» вводят параметры температурно-временного 

режима амплификации согласно таблицам 2 - 4 и вводят красители 

(FAM , JOE/R6G, RO X, Су5) согласно таблице 5. При 

одновременном использовании комплектов № 2 - 6 или комплектов 

№ 7 - 8 рекомендуется сразу включать красители по всем четырем 

каналам.

Таблица 2 - Температурно-временной режим амплификации для 
комплекта №1 (мультиплексная ПЦР-РВ)

№ п/п Температурно-временной режим Число циклов
1 95 °С - 5 мин 1
2 66 °С - 50 с 203 95 °С - 20 с
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Таблица 3 - Температурно-временной режим амплификации для
комплектов №2 - 6 (определение устойчивости к
рифампицину)

№ п/п Температурно-временной режим Число циклов
1 95 °С - 5 мин 1
2 58 Т - 50 с 40
3 95 Т  - 20 с

Таблица 4 - Температурно-временной режим амплификации для 
комплектов №7 - 8 (определение устойчивости к
изониазиду)

№ п/п Температурно-временной режим Число циклов
1 95 °С - 5 мин 1
2 62 °С - 50 с 403 95 °С - 20 с

Таблица 5 - Красители, вводимые для комплектов № 1 - 8

№
комплекта Красители Выявление

1 FAM , R6G, RO X Специфические фрагменты генов фоВ, 
katG и inhA.

2 FAM , JO E , Су5 Специфические фрагменты гена фоВ с за­
менами в 531 кодоне.

3 FAM , JO E , 
RO X, Су5

Специфические фрагменты гена фоВ с за­
менами в 526 кодоне.

4 FAM , JO E , 
RO X, Cy5

Специфические фрагменты гена фоВ с за­
менами в 526 кодоне.

5 JO E , RO X, Cy5 Специфические фрагменты гена фоВ с за­
менами в 516 кодоне.

6 RO X, Cy5 Специфические фрагменты гена фоВ с за­
меной в 533 кодоне.

7 FAM , JO E , 
RO X, Cy5

Специфические фрагменты гена katG с за­
менами в 315 кодоне.

8 FAM , R6G Специфические фрагменты гена inhA с за­
меной в С209Т.

5) Вводят сведения об образцах по соответствующему красителю. 

Нажимают «ОК» в «Сведениях об образцах».
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6) Начинают работу прибора нажатием кнопки «Старт» и фиксируют 

в рабочем журнале название файла.

7) В соответствии с инструкцией к прибору в окне «Прием Данных» 

после 11 циклов отключают режим «Реальные» и активируют окно 

приема сигнала флуоресценции по 1 - 4 измерительному каналу 

(наличие положительной динамики в какой-либо лунке по опреде­

ленному каналу свидетельствует о наличии в реакционной смеси 

специфических фрагментов ДНК и позволяет дать предварительное 

заключение о соответствующем образце).

8) Отработанные пробирки утилизируют в соответствии с рекоменда­

циями по организации ПЦР лаборатории.

Подробный порядок работы на приборе АНК-32 (Россия) изложен в при­

ложении 1.

9.4. Обработка результатов работы прибора

Проводят расчет и сохранение значений порогового цикла для исполь­

зуемых красителей: FAM , R6G, RO X  - для комплекта № 1; FAM , JO E , Су5 - 

для комплекта № 2; FAM , JO E , RO X, Су5 - для комплектов № 3, 4, 7; JO E , 

RO X, Су5 - для комплекта № 5; RO X, Су5 - для комплекта № 6; FAM , R6G - 

для комплекта № 8 согласно инструкции к прибору. Далее проводят учет и ин­

терпретацию результатов анализа.

10. У Ч Е Т  РЕЗУ Л ЬТ А Т О В  АНАЛИ ЗА

Результаты анализа не подлежат учету: 

в случае регистрации прибором О КО  (ложноположительный результат); 

в случае отсутствия регистрации прибором П КО  (ложноотрицательный ре­

зультат).

Результаты анализа подлежат учету: 

в случае отсутствия регистрации прибором ОКО; 

в случае регистрации прибором П КО  по соответствующим каналам.
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А. Мультиплексная ПЦР-РВ (Комплект №  I «МиШ»)

Результат анализа по П КО -multi должен удовлетворять следующим ус­

ловиям:

результат реакции должен быть положительным по каналам FAM  {inhA 

ген), R6G {katG ген), R O X  (гроВ ген).

значение порогового цикла для всех каналов красителей (FAM , R6G, ROX) 

должно лежать в диапазоне от 7 до 15 цикла.

Регистрация П КО -multi по красителям FAM , R6G, RO X ( 1 - 3  канал) 

свидетельствует о наличие в образце специфических фрагментов ДНК генов 

гроВ, katG и inhA МБТ и нормальном прохождении мультиплексной ПЦР-РВ с 

помощью комплекта № 1.

Б. Определение устойчивости к рифампицину (комплекты М  2-6 «гроВ») 

Результат анализа по ПКО-гроВ должен удовлетворять следующим усло­

виям:

результат реакции должен быть положительным только по каналу Су5. 

Регистрация ПКО-гроВ по красителю Су5 (4 канал) свидетельствует о 

наличие в образце специфического фрагмента ДНК гена гроВ.Тж как ПКО- 

гроВ не содержит каких-либо мутаций (олигонуклеотидных замен или деле- 

ций), то рост флуоресценции не должен наблюдаться еще по какому-либо кра­

сителю, кроме как Су5, ни в каком комплекте набора.

Результат анализа по ПК01-А1т и ПК02-А1т: результат реакции дол­

жен быть положительным только по каналу на соответствующую мутацию 

(ПКО-Alml, ПКО-А1т4, ПК0-А1т7, HKO-AlmlO - JO E ; ПК0-А1т2, ПКО- 

А1т5, ПК0-А1т8, ПК0-А1гп9, ПКО-Alm ll - RO X; ПК0-А1тЗ, ПК0-А1т6 - 

FAM ). Регистрация ПКО-Alml, ПК0-А1т4, ПК0-А1т7, ПКО-AlmlO - по кана­

лу JO E ; ПК0-А1т2, ПК0-А1т5, ПКО-А1т8, ПКО-А1т9, ПКО-Alm ll - по ка­

налу RO X; ПКО-А1тЗ, ПКО-А1т6 - по каналу FAM  свидетельствует о нали­

чии в образце специфического фрагмента ДНК гена гроВ МБТ, имеющего в 

своем составе замену в кодоне и обладающего лекарственной устойчивостью к 
рифампицину.
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в. Определение устойчивости к изониазиду (комплекты Nq 7-8 «katG», 

«inh»)
Результат анализа по П КО -katG должен удовлетворять следующим усло­

виям:
- результат реакции должен быть положительным только по каналу Су5.

Так как П КО -katG не содержит каких-либо мутаций (олигонуклеотид- 

ных замен или делеций), то рост флуоресценции не должен наблюдаться еще по 

какому-либо красителю, кроме как Су5.

Результат анализа по П КО -inhA должен удовлетворять следующим усло­

виям:

результат реакции должен быть положительным только по каналу R6G.

Так как П КО -inhA не содержит каких-либо мутаций (олигонуклеотидных 

замен или делеций), то рост флуоресценции не должен наблюдаться еще по ка­

кому-либо красителю, кроме как R6G.

Результат анализа по nKO l-Alm  и ПК02-А1т: результат реакции дол­

жен быть положительным только по каналу на соответствующую мутацию 

(ПКО- Aim 13 - JO E ; ПК0-А1т14 - RO X; ПК0-А1т12, ПК0-А1т15 - FAM ). 

Регистрация ПКО- Aim 13 - по каналу JO E ; ПК0-А1т14 - по каналу ROX; 

ПК0-А1т12, ПКО-А1т15 - по каналу FAM  свидетельствует о наличии в об­

разце специфических фрагментов ДНК генов katG и inhA МБТ, имеющих в сво­

ем составе замену в кодоне и обладающих лекарственной устойчивостью к изо­

ниазиду.

Организация отчетных файлов и анализ результатов исследования в про­

грамме Excel с помощью специального шаблона для автоматической обработ­

ки данных описан в приложении 2.

И . И Н Т ЕРП РЕТ А Ц И Я  РЕЗУ Л ЬТ А Т О В  АНАЛИ ЗА

П Л . Проведение мультиплексной ПЦР-РВ.

Мультиплексная ПЦР-РВ проводится с помощью комплекта реагентов №

1 с целью накопления специфических фрагментов генов гроВ, katG и inhA, в ко­



торых могут содержаться мутации, ассоциирующиеся с лекарственной устой­

чивостью к рифампицину и изониазиду. Контроль за мультиплексной ПЦР-РВ 

осуществляется с помощью П КО -multi.

Постановка мультиплексной ПЦР-РВ считается достоверной, если для об­

разца П КО -multi наблюдался рост флуоресценции по 1 каналу - FAM  (inhA), 

по 2 каналу - R6G (katG) и 3 каналу - ROX (гроВ). Если по какому-нибудь ка­

налу (1 -3 ) результат для ПКО- multi отрицательный, вся постановочная серия 

мультиплексной ПЦР-РВ считается недостоверной.

Результат анализа О КО  должен быть отрицательным для всех реакций. В 

случае получения положительных результатов для О КО  по какой-либо реакции 

результаты дальнейшего определения всех положительных образцов (комплек­

ты № 2-8) могут быть недостоверными.

С целью предотвращения контаминации режим амплификации мультип­

лексной ПЦР-РВ специально включает только 20 циклов, когда рост флуорес­

ценции обычно еще не регистрируется прибором. Поэтому ПКО-multi является 

только внешним контролем работы реагентов. Пробирка с ПКО-multi после 

окончания реакции амплификации выбрасывается. Исследуемые образцы после 

постановки мультиплексной ПЦР-РВ разводят в тех же пробирках в 5 раз деио­

низированной водой. Полученная смесь является исходной для дальнейшей по­

становки всех реакций ПЦР-РВ с помощью комплектов № 2 - 8.

11.2. Определение лекарственной устойчивости к рифампицину.

Определение лекарственной устойчивости образцов к рифампицину про­

водится с помощью комплектов № 2 - 6.

Образец считается чувствительным (не имеет мутаций в данном кодо­

не), если:

1. Рост флуоресценции наблюдается только по 4 каналу (Су5). По 4 каналу 

(Су5) регистрируется флуоресценция от флуорофора гибридизационного зонда, 

который не содержит мутаций и является маркером, контролируя ингибирова­
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ние реакции и наличие в образце специфического фрагмента гена фоВ мико­

бактерий туберкулезного комплекса.

2. Рост флуоресценции наблюдается по 4 каналу и по одному или несколь­

ким каналам (1 канал - FAM, 2 канал - JOE, 3 канал - ROX) на мутации, однако 

пороговый цикл флуоресценции (СО образца по каналу на мутацию не попадает 

в диапазон между пороговыми циклами положительных контролей на мутацию 

ПК01-А1т и ПК02-А1т.

Образец считается устойчивым к рифампицину (имеет мутацию в ка- 

ком-либо кодоне), если:

Рост флуоресценции наблюдается по 4 каналу и по одному или нескольким 

каналам (1 канал - РАМ, 2 канал - JOE, 3 канал - ROX) на мутации. Пороговый 

цикл флуоресценции (Ct) образца по каналам 1 - 3 должен попадать в диапазон 

между пороговыми циклами положительных контролей на мутацию ПК01-А1т 

и ПК02-А1т.

В случае отрицательного результата на наличие в образце специфического 

фрагмента фоВ микобактерий туберкулезного комплекса (4 канал - Су5) ре­

зультат считается недостоверным. В этом случае необходимо повторить иссле­

дование образца, начиная с постановки реакции на обнаружение и количест­

венное определение ДНК микобактерий туберкулезного комплекса методом 

ПЦР-РВ с помощью набора «АмплиТуб-РВ» (ЗАО «Синтол»). Если количество 

микобактерий туберкулезного комплекса в образце ДНК будет определено как 

1 и выше в 5 мкл, а в реакциях ПЦР-РВ на определение лекарственной устой­

чивости к рифампицину по прежнему будет наблюдаться отрицательный ре­

зультат по 4 каналу (Су5), то возможно наличие в этом образце других, более 

редких мутаций в других кодонах гена фоВ, выходящих за рамки этого набора.

При получении положительного результата ОКО по какому-либо каналу 

вся постановочная серия на данный комплект считается недостоверной. В этом 

случае необходимо повторить постановку и, если это необходимо, провести 

специальные мероприятия для устранения контаминации.
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11.3. Определение лекарственной устойчивости к изониазиду.

Определение лекарственной устойчивости образцов к изониазиду прово­

дится с помощью комплектов № 7 - 8.

Образец считается чувствительным (не имеет мутаций в данном кодо­

не), если:

1 Рост флуоресценции наблюдается только по 4 каналу (Су5) для комплек­

та № 7 или по 2 каналу (R6G) для комплекта № 8. По 4 каналу - Су5 (комплект 

№ 7) и 2 каналу - R6G (комплект № 8) регистрируется флуоресценция от флуо- 

рофоров гибридизационных зондов, которые не содержат мутаций и являются 

маркерами, контролируя ингибирование реакции и наличие в образце специфи­

ческих фрагментов генов katG и inhA микобактерий туберкулезного комплекса.

2 Рост флуоресценции наблюдается по каналу гибридизационного зонда (4 

канал (комплект № 7); 2 канал (комплект № 8) ) и по одному или нескольким 

каналам (1 канал - FAM, 2 канал - JOE, 3 канал - RO X) на мутации, однако по­

роговый цикл флуоресценции (Ct) образца по каналу на мутацию не попадает в 

диапазон между пороговыми циклами положительных контролей на мутацию 

ПК01-А1тиПК02-А1т.

Образец считается устойчивым к изониазиду (имеет мутацию в каком- 

либо кодоне), если:

Рост флуоресценции наблюдается по 4 каналу - Су5 для комплекта № 7 

или по 2 каналу - R6G для комплекта № 8 и по одному или не скольким кана­

лам (1 канал - FAM, 2 канал - JOE, 3 канал - RO X) на мутации. Пороговый цикл 

флуоресценции (Ct) образца по каналам 1 - 3 должен попадать в диапазон меж­

ду пороговыми циклами положительных контролей на мутацию ПК01-А1т и 

ПК02-А1т.

В случае отрицательного результата на наличие в образце специфических 

фрагментов katG и/или inhA микобактерий туберкулезного комплекса (4 канал - 

Су5 - для комплекта № 7; 2 канал - R6G - для комплекта № 8) результат счита­

ется недостоверным. В этом случае необходимо повторить исследование образ­

ца, начиная с постановки реакции на обнаружение и количественное определе­
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ние ДЫК микобактерий туберкулезного комплекса методом ПЦР-РВ с помо­

щью набора «Амплитуб-РВ» (ЗАО «Синтол»), далее - мультиплексной ПЦР-РВ 

(комплект № 1) и затем - реакции ПЦР-РВ с помощью комплектов № 7 - 8.

При получении положительного результата ОКО по какому-либо каналу 

вся постановочная серия на данный комплект считается недостоверной. В  этом 

случае необходимо повторить постановку и, если это необходимо, провести 

специальные мероприятия для устранения контаминации.

12. У С Л О ВИ Я  ТРА Н С П О РТИ РО ВА Н И Я

Транспортирование набора «Амплитуб-МЛУ-РВ» должно производиться 

в соответствии с СП 3.3.2.1248-03 всеми видами крытого транспорта при тем­

пературе от минус 18 до минус 20 °С, допускается кратковременное, не более 

трех суток, транспортирование при температуре от 2 до 8 °С.

13. У С Л О ВИ Я  Х РА Н ЕН И Я

Набор реагентов «Амплитуб-МЛУ-РВ» следует хранить в сухом, 

защищенном от света месте, при температуре от минус 18 до минус 20 °С  в 

течение всего срока годности набора.

14. С РО К ГО Д НО СТИ 12 месяцев. Набор с истекшим сроком годности 

применению не подлежит.
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Рекламации на качество наборов направлять в Ф ГУ Н  Государственный 

НИИ стандартизации и контроля медицинских и иммунологических препаратов 

(ГИ СК) им. Л.А.Тарасевича Роспотребнадзора по адресу: 119002, Москва, пер. 

Сивцев Вражек, 41, тел. (495) 241-39-22 и на предприятие-изготовитель ЗАО 

«Синтол» по адресу: 127550, Москва, Тимирязевская ул., 42, тел. (495) 506-79- 

97.

Генеральный директор 

Предприятия-изготовителя 

ЗАО «Синтол»

Руководитель Государственных испытаний 

зав. лаб. микобактериальных препаратов ) Д.Т.Леви
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Порядок работы, учета и интерпретации результатов анализа на приборе

АНК-32 (Россия)

Подготовка к работе

В случае первого использования прибора АНК-32 или переустановки программы не­
обходимо создать 5 новых протоколов - «Multi», «Риф -гроВ531,516», «Риф -гроВ526», 
«Риф -гроВ533» и «Изониазид».

Создание протокола «МиШ»
1. Открыть программу «ПЦР» для прибора АНК-32.
2. Выбрать Режим работы Циклический.

Приюжение 1

rl|Ш lpaм»мдлнПЦP(32)S•^100610[iiмyямция] 1

Файл Вид Режимы работы Настройки Окно Справка

5 ,
i Просмотр

Прием ^  О  
Данных Изотерм«еский ̂ /цж янчвсы й

4 ,  Ночной
*  Актиовция овжми Плавление режим

■7

3. В появившемся окне в соответствии с инструкцией к прибору задать программу ампли- 
фикатора со следующими параметрами:

Номер ступе­
ни

Температура Время Кол-во цик­
лов

Метки циклов

1 95 300 1
2 66 50 20 Начало
3 95 20 20 Конец

((инличегкий
Номер Температура Время (Со/ичество Меткиступени (грааусы) (секунды) ииклов циклов

1' 95.0 300 1
2 £60 50 Л Начало В

|б60 Ы J J
-время-------
|50 И ] i]

AotfaBvfrb 1 Заметить Идв<1ить 1 Вставить

Конец

У етвноешь параметры цинлэе
Реаактироввть таб/мцу

Сокрамить Загрузить
Kpacurertt J Сгарт

Зофытъ

4. Нажать клавишу «Красители», выбрать в появившемся окне красители FAM , RO X и R6G 
и нажать «ОК».

ОК_11;' orjyj ij
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5. Нажать клавишу «Сведения об образцах, . . в  появившемся окне выбрать краситель FAM
и, пользуясь инструкцией к прибору, ввести следующие сведения об образцах:

Лунка № 1: П КО -multi 
Лунка № 2: ОКО
С в е д е н и и  о б  о6|1<15Ц<1к п о  к р а с и т е л я м

FAM IR6G I ROX I

ш  
ш  
шж
■ш
■ш
Копировать] Всгаечть | Очистить |

ОК Отмена

Нажать клавишу «ОК».

6. Нажать клавишу «Сохранить». В появившемся окне «Сохранить метод Циклический» 
нажать клавишу «Создать пользователя», ввести название папки «Анализ МБТ», и нажать 
«ОК»:

Сохранить иетсд ЦмшическиА I  ̂ J
Всего пользоеггтелей Всего дать» у пользователя

Если указанная папка уже сушествует, выбрать ее шелчком мыши.
Нажать клавишу «Сохранить», ввести название протокола «Multi» и нажать «ОК»:

' метод Циикическр̂
Всего пользомгелей | 2 ~| Всего данкых а пользователя. [ 2
Общий МБТ Тест

|ввид названия
Длина не меньше 5 символов
|Ми«1

ОК 1 Отмена

Текущий
06 26 21 32 19mtd

Xj

Создать пользооателя | Ыяаяить | ^̂Сохранит̂  За1фып> |
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7. При дальнейшей работе использовать созданный метод.

Создание протоколов «Риф-гроВ531,51б», «Риф-гроВ526»,
«Риф-гроВ533»

1. Открыть программу «ПЦР» для прибора АНК-32.
2. Выбрать Режим работы Циклический.
3. В появившемся окне в соответствии с инструкцией к прибору задать программу ампли- 
фикатора со следующими параметрами:

Номер ступе­
ни

Температура Время Кол-во цик­
лов

М етки циклов

1 95 180 1
2 58 50 40 Начало
3 95 20 40 Конец

4. Нажать клавишу «Красители»^ выбрать в появившемся окне красители:
- ROX, R6G/JOE и Су5 - для комплектов № 2 (фоВЗЗ 1), № 5 (фоВ516)
- РАМ, ROX, R6G/JOE и Су5 - для комплектов № 3-4 (фоВ526)
- RO X и Су5 - для комплекта № 6 (гроВЗЗЗ) 
и нажать «ОК».
5. Нажать клавишу «Сохранить». В появившемся окне «Сохранить метод Циклический» 
нажать клавишу «Создать пользователя», ввести название папки «Анализ МБТ», и нажать 
«ОК»:
Если указанная папка уже существует, выбрать ее щелчком мыши.
Нажать клавишу «Сохранить», ввести название протокола «Риф-гроВ531,516» (или «Риф- 
гроВ526», «Риф-гроВ533») и нажать «ОК»:
6. При дальнейшей работе использовать созданные протоколы.

Создание протокола «Изониазид»
1. Открыть программу «ПЦР» для прибора АНК-32.
2. Выбрать Режим работы Циклический.
3. В появившемся окне в соответствии с инструкцией к прибору задать программу ампли- 
фикатора со следующими параметрами:

Номер ступе­
ни

Температура Время Кол-во цик­
лов

М етки циклов

1 95 180 1
2 62 50 40 Начало
3 95 20 40 Конец

4. Нажать клавишу «Красители», выбрать в появившемся окне красители FAM , ROX, 
R6G/JOE и Су5 и нажать «ОК».
5. Нажать клавишу «Сохранить». В появившемся окне «Сохранить метод Циклический» 
нажать клавишу «Создать пользователя», ввести название папки «Анализ МБТ», и нажать 
«ОК»:
Если указанная папка уже существует, выбрать ее щелчком мыши.
Нажать клавишу «Сохранить», ввести название протокола «Изониазид» и нажать «ОК»:
6. При дальнейшей работе использовать созданный метод.
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Проведение ПЦР-РВ

А. Мультиплексная ПЦР-РВ (Комплект №  1 «Multi»)
1. Включить прибор в соответствии с инструкцией по эксплуатации.
2. Запустить программу «ПЦР» для прибора АНК-32.
3. Выбрать режим работы «Циклический», нажать клавишу «Загрузить»

ГЦ)ог pdMMd д л м  ПЦР (3 2 )  Sb 1 OUb I U[ Э м уляция]

Флйл Вид Режимы работы Настройки Окно Справка

SQ Прием I f
Просмотр Данных Изотерммеский у/шкмыеа/лЛ 
-----------------------------------------------

кПлавление Актмвация Номной
режим

1
Циклическим ШШк Jp J>Номер[ Телвтервт*» Врвмя Количество Меткист̂ п̂ени1 (грав!)сы| (сек!)наы) циклов цмклое

1 500 80 1
2 95.0 600 1
3 600 50 40 Начало
4 35.0 20 40 Конец

ГТемператдев----
|500 Ы J А

-Время-------
и LiJJ J

Добавить 1 Заменить Удалить [ Вставить |

Установить параметры циклов
Рвпакшровагь табпши

Сохранить
Красители.

[Зегрзжгь
Crejir

Соеаекия вб о4рззцэк . Закрыть

4. Выбрать папку «Анализ МБТ»» и протокол «Multi» и нажать клавишу «Загрузить».

Загрузить метод Циклический

Всего пользователей:

Общий
SNP-SCREEN-ABOАН а пи;- Ь.̂БТ

Удалить пользователя

Всего данных у пользователя;

МБТ Калибровка 
МБТтест

РиФ-гроВ531,516
РиФ-гроВ526
РиФ-гро8533
Изониазид

Т екуший:
2008 12 08 18 13 16.mtd

Удалить Загрузить

5. В появившемся окне «Красители» проверить установку красителей FAM, RO X и R6Gn 
нажать «ОК».

6. Начать работу прибора нажатием кнопки «Старт».
7. После загрузки и начала работы прибора в окне «Прием данных» нажать клавишу «Об­

разцы». В появившемся окне выбрать краситель FAM , перейти на лунку № 3 и последо­
вательно внести названия образцов.

31



гВРД1-НИЯ об образцах по краситетм

шт
шт
ш

■ а

Вставить I Очистить

ОК Отмена

Нажать клавишу «Копировать», перейти на краситель ROX, нажать клавишу «Вста­
вить», перейти на краситель R6G, нажать клавишу «Вставить» и «ОК».

8. Зафиксировать в рабочем журнале название файла.

Данные в Файле I FILES\2008\05\20_20_43_52.pcr

Окончание реакции
1. Отработанную пробирку с П КО -multi после окончания реакции амплификации 

утилизировать в соответствии с рекомендациями по организации ПЦР лаборатории.
2. В пробирки с исследуемыми образцами после постановки мультиплексной ПЦР-РВ 

добавляют по 100 мкл «Буфера для разведения образцов» (комплект № 1). Полученная 
смесь является исходной для дальнейшей постановки всех реакций ПЦР-РВ с 
помощью комплектов№ 2 - 8 !

Расчет значений порогового цикла
1. После завершения реакции, нажать клавишу «Просмотр».
2. Выбрать файл, содержаший данные работы прибора, щелчком левой кнопки мыши.

П р о с м о тр  д а н н ы х ^  -|Р|
Гс«: Месяц

Г” Температ!)ра Г" Образцы V Режим
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3. в  меню «Как считать» выбрать «Автомат».

4. Нажать клавишу «Расчет». Появится окно «Общий расчет» с рассчитанными пороговы­
ми циклами:

1ШГ1 ini

В этом окне нажать клавишу «Сохранить», выбрать «Рабочий стол» «Анализ М БТ» 
«МБТ-МЛУ» -> «Данные» «Год» «Месяц», в поле «Имя файла» ввести название в 
форме «год.месяц.число-multi». Нажать «Сохранить»:

О Дажые
0  09I209-rpoeSl6.txt 
0  091209-rpoBS26.txt

~z\ а  сЯН-

Имя Флйла |031208-mulH
Тигимйла I'M Отмена I

Нажать клавишу «Закрыть» в окне «Обший расчет».
5. Закрыть или свернуть программу «ПЦР».

Так как реакция «Multi» является промежуточной и служит только для накопления 
специфических фрагментов, результаты данной реакции не обрабатываются в программе 
Excel с помошью специального шаблона, а оцениваются по автоматическому расчету поро­
говых циклов в программе прибора. Реакция считается успешной, а результаты достоверны­
ми, если соблюдены все условия анализа для контрольных образцов.

Б. Определение устойчивости к рифампицииу (комплекты № 2-6 «гроВ»)

1. Включить прибор в соответствии с инструкцией по эксплуатации.
2. Запустить программу «ПЦР» для прибора АНК-32.
3. Выбрать режим работы «Циклический»^ нажать клавишу «Загрузить»
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4.

5.

6.
7.

Выбрать папку «Анализ МБТ» и соответствующий протокол «Риф- гроВ531,516» («Риф- 
гроВ526», «Риф-гроВ533») и нажать клавишу «Загрузить».
В появившемся окне «Красители» проверить установку красителей FAM , ROX, 
R6G/JOE и Су5 в соответствии с протоколом для каждого комплекта:
- «Риф-гроВ531,516» (комплекты № 2, 5) - RO X, R6G/JOE и Су5;
- «Риф-гроВ526» (комплекты № 3, 4) - FAM , ROX, R6G/JOE и Су5; - «Риф-гроВ533» 
(комплекты № 6) - RO X и Су5
и нажать «ОК».
Начать работу прибора нажатием кнопки «Старт».
После загрузки и начала работы прибора в окне «Прием данных» нажать клавишу «Об­
разцы». В появившемся окне выбрать краситель FAM  (или RO X, R6G/JOE) и последо­
вательно внести названия образцов в соответствии с таблицей следования образцов для 
каждого комплекта.

С и с д с н и я  о б  о б р а з ц а х  п о  к р а с и т е л я м ш

окопкоВПКквпкко?
р р

Задать

-Кратность----------------------
1 Г  2 Г  3 Г  4

Копировать Bcraetfrb 1 Очистить

ОК Отмена

Нажать клавишу «Копировать», перейти на краситель R6G, нажать клавишу «Вставить», пе­
рейти на краситель ROX, перейти на краситель Су5,нажать клавишу «Вставить» и «ОК».
8. Зафиксировать в рабочем журнале название файла.

Расчет значений порогового цикла
После завершения реакции, нажать клавишу «Просмотр».
Проверить в «Настройки» «Расчет» расчетные коэффициенты для соответствующего 
комплекта, прилагаемые на вкладыше к каждому комплекту.
Выбрать файл, содержащий данные работы прибора, щелчком левой кнопки мыши.
В меню «Как считать» выбрать «Автомат».
Нажать клавишу «Расчет». Появится окно «Общий расчет» с рассчитанными пороговы­
ми циклами:

В этом окне нажать клавишу «Сохранить», выбрать «Рабочий стол» «Анализ 
М БТ» —> «М БТ-М ЛУ» -> «Данные» «Год» «Месяц», в поле «Имя файла» ввести на­
звание в форме «год.месяц.число-гроВ526». Нажать «Сохранить».
Нажать клавишу «Закрыть» в окне «Общий расчет».
6. Закрыть или свернуть программу «ПЦР».
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Пример кинетических кривых определения устойчивости к рифампицину (ген гроВ 531 ко­
дон).

Примеры кинетических кривых

канал JO E  (мутация Alml - Ser-Leu) канал RO X (мутация Alm2 - Ser-Тф)

О К О

Пример кинетических кривых определения устойчивости к рифампицину (ген гроВ 526 ко­
дон).

канал ГАМ  (мутация А1тЗ - His-Tyr) канал JO E  (мутация А1т4 - His-Asp)
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канал RO X (мутация Alm5 - His-Arg) канал Су5 (зонд)

В. Определение устойчивости к изониазиду (комплекты Хя 7-8 «katG», «inh»)

1. Включить прибор в соответствии с инструкцией по эксплуатации.
2. Запустить программу «ПЦР» для прибора АНК-32.
3. Выбрать режим работы «Циклический», нажать клавишу «Загрузить»
4. Выбрать папку «Анализ МБТ», протокол «Изониазид» и нажать клавишу «Загрузить».
5. В появившемся окне «Красители» проверить установку красителей FAM, ROX, 

R6G/JOE и Су5.
6. Начать работу прибора нажатием кнопки «Старт».
7. После загрузки и начала работы прибора в окне «Прием данных» нажать клавишу «Об­

разцы». В появившемся окне выбрать краситель FAM  и последовательно внести назва­
ния образцов в соответствии с таблицей следования образцов для каждого комплекта.

Сведения об образцам по красителям
FAM R6G 1ROX 1 Су5 1
Номер Тип Название или номерлунки ■

пко ПКО-kaJG
шш пко ПК01-А1т12
в пко ПК02-А1т12

4 пко ПК01̂1т13
5 пко ПК02-А1т13
6 пко ПК01-А1ГП14
7 пко ПК02АЫ4
8 око ОКО

ШШ И02 1
ш И02 1
ш И02 2
ш И02 2
■ а НО 1
■ш ИО
■ а ио
■ш ИО

окопкоВПКквпкко?
рр

Зааягь

-Крагиость------
Г  1 (Г 2 Г 3 Г 4

Копиров<зггь| Вставить | Очисткггь

ОК Отмена

Нажать клавишу «Копировать», перейти на краситель R6G, нажать клавишу «Вставить», пе­
рейти на краситель ROX, перейти на краситель Су5,нажать клавишу «Вставить» и «ОК».
8. Зафиксировать в рабочем журнале название файла.
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1. После завершения реакции, нажать клавишу «Просмотр».
2. Проверить в «Настройки» «Расчет» расчетные коэффициенты для соответствующего 

комплекта, прилагаемые на вкладыше к каждому комплекту.
3. Выбрать файл, содержащий данные работы прибора, щелчком левой кнопки мыши.
4. В меню «Как считать» выбрать «Автомат».
5. Нажать клавишу «Расчет». Появится окно «Общий расчет» с рассчитанными пороговы­

ми циклами.
В этом окне нажать клавишу «Сохранить», выбрать «Рабочий стол» «Анализ 

М БТ» —> «М БТ-МЛУ» —> «Данные» «Год» —> «Месяц», в поле «Имя файла» ввести на­
звание в форме «год.месяц.число-katG». Нажать «Сохранить».

Нажать клавишу «Закрыть» в окне «Общий расчет».

6. Закрыть или свернуть программу «ПЦР».

Примеры кинетических кривых
Пример кинетических кривых определения устойчивости к изониазиду (ген katG 315 кодон).

канал FAM  (мутация A lm l2 - Ser-Thr2) канал JO E  (мутация Alml3 - Ser-Thrl)

Расчет значений порогового цикла

канал RO X (мутация A lm l4 - Ser-Asn) канал Су5 (зонд)
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Приложение 2
Организация отчетных файлов

Рекомендуется следующая организация отчетных файлов на компьютере:
1. Создать на Рабочем столе (или другом удобном месте) папку «МБТ».
2. Внутри папки «МБТ» создать 2 папки с названиями «Шаблоны» и «Отчеты».
3. В папку «Шаблон» скопировать шаблон для обработки результатов анализа с CD- 

диска, который прилагается к набору реагентов.
4. Внутри папки «Отчеты» создать папки по годам и, если требуется, по месяцам.

Настройка параметров программы «Excel»

Для обработки результатов реакции необходимо, чтобы на компьютере была установлена 
программа Microsoft Excel из пакета Microsoft Office.

Для корректной работы шаблона для автоматической обработки результатов необходи­
мо, чтобы в программе Excel в качестве разделителя целой и дробной части была установ­
лена запятая. Данная операция выполняется один раз. Если Вы уж е выполняли эту опера­
цию для этой или других тест-систем, это т  пункт следует пропустить.
Открыть программу Excel.
Н аж ать: Пуск Программы —>■ Microsoft Office Excel 

В программе Excel выбрать вкладку «Сервис»^ затем «Параметры»:

( файл Омвкв Вствака Фосоат

Выбрать закладку «Международные» и в разделе «Числа» укажите:

Разделитель целой и дробной части « , »
Разделитель разрядов - пробел:

Вид I Вычююм I Правка | Обшж | Переход | Слнскм | Дпаграми | Цвет 
Междуиароджл | Сохранение | Провеска оии&ж | Орфография | Беххтаоюсть

Числа

Еаэдеттель целой и дробной часп(|! J  

V  с̂лользоеатъ снстеите раздвпитеУИ

Р2>деттель paipi

|7 Преобрамеам Aj/tettet 

Направление текста------------

Направлеше по умзлчанмо С  справа налево 
Р  савва направо 

1~ Проспатр<«атъ текущий лист справа налево

Переивщение курсора ( f  лосическое 
С  4»^«ео:ое 

Г  йтображать управлянлцие хаки
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Обработка результатов в программе Excel
Результаты анализа исследуемых образцов принимаются только при выполнении ВСЕХ 
вышеперечисленных условий для контрольных образцов (см. п. 8 основной инструкции).

А. М ультитексная ПЦР-РВ (Комплект №  1 «Multi»)

Так как реакция «Multi» является прохмежуточной и служит только для накопления 
специфических фрагментов, результаты данной реакции не обрабатываются в программе 
Excel с помощью специального шаблона, а оцениваются по автоматическому расчету поро­
говых циклов в программе прибора. Реакция считается успешной, а результаты достоверны­
ми, если соблюдены все условия анализа для контрольных образцов.

Нажать клавишу «ОК».

1.

2.

Б. Определение устойчивости к рифампицину (комплекты JVg 2-6 «гроВ»)

Открыть шаблон «Рифампицин». Для этого выбрать Рабочий стол -> М БТ 
Шаблоны Рифампицин.хк. Нажать «Не отключать макросы».
Шаблон состоит из нескольких листов. Названия листов соответствуют определенным 
комплектам (фоВ531 - № 2, фоВ526(1) - № 3, фоВ526(2) - № 4, фоВ516- № 5, фоВЗЗЗ - 
№ 6). На листе «Отчет» автоматически собираются все данные из листов по каждому 
комплекту. Лист «Сортировка» служит для окончательной сортировки всех 
исследуемых образцов, содержащихся в шаблоне. Чтобы обработать результаты 
определенной постановки, необходимо открыть в шаблоне соответствующий лист 
(фоВ531, фоВ526(1), фоВ526(2), фоВ516, фоВЗЗЗ).

4 3

4 4

4 5

N i ►  ► l ^  Im port ' 'pobs; fOT4gT /  Сортировка /

3. Ввести в соответствующие ячейки дату, имя оператора, название исходного файла (в 
программе «ПЦР»), серийный номер набора.

В С D Е F G Н
"АмплиТуб-МЛУ-РВ" /роб ген 531 кодон 

качественный 
19.12.2008

Импорт данных 
_________

ашко 
14_29_56 

[50608-01

Тест-система: 
Тип анализа: 
Дата: 
Оператор: 

1'ЖЗФайл:

4. Импортировать в шаблон рассчитанные значения пороговых циклов. Для этого нажать 
клавишу «Импорт данных», выбрать папку Рабочий стол-^ М БТ -> Данные -> Год -> 
Месяц —>■ «название_файла». Нажать «Открыть» и «Готово».

• В столбце «Название» отражены названия контрольных и исследуемых образцов ;
• В столбце «Зонд/МБТ» отражены пороговые циклы по каналу Су5 и результаты по об­

наружению микобактерий туберкулезного комплекса в контрольных и исследуемых об­
разцах;
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• в  столбцах «Aim» отражены пороговые циклы по соответствующему каналу и результа­
ты по обнаружению мутаций в контрольных и исследуемых образцах;

• в столбце «Выводы» представлены результаты автоматического анализа контрольных и 
исследуемых образцов;

• в столбце «Действие» представлены результаты автоматического анализа возможных 
действий.

5. Сохранить отчет. Для этого нажать «Файл», затем «Сохранить как...». Выбрать Рабочий 
стол М БТ -> Отчеты -> Год ^  Месяц. В поле «Имя файла» ввести название в форме 
«год.месяц.число.отчет». Нажать «Сохранить». При желании лист можно распечатать.

6. При последующей обработке постановок другими комплектами необходимо выбрать со­
ответствующий лист в сохраненном отчетном файле«год.месяц.число.отчет» и повторить 
пп.3-5.

7. После импорта данных во все листы комплекта (или в несколько, или даже в один) можно 
провести сортировку исследуемых образцов на листе «Сортировка». Все исследуемые об­
разцы, содержащиеся в данном щаблоне, будут отсортированы по названию с указанием ре­
зультатов анализа по каждому комплекту. Если для данного образца постановка комплектом 
не проводилась, то в соответствующей ячейке будет пусто. При распечатке этого листа ре­
комендуется выделять область печати.
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Пример файла с импортированньнии данными и результатами анализа.

Тест-система: "АмплиТуб-МЛУ-РВ" гроВ ген 526 кодон
Тип анализа: качественный
Дата:
Оператор:
Файл:

29.10.2008
Аляпкина
29_21_47_37
001

Импорт данных

No Название
Aim3 А1т5 А1т4 Зонд/МБТ

Вывод ДействиеаРАМ обнаруж QROX обнаруж а  JOE обнаруж а су5 обнаруж
1 ПКО-гроВ - - - 28,09 + Результаты iocraio»ki ю ПКО достомр|ы AianisoatepuKi

2 ПК01-А1тЗ 19,31 + - . 16,41 “+ Р«9/лматы юстаюш 1оПК01-А1пЭдостое«р1ы AianiosaeepuKi

3 ПК02-А1тЗ _ 30,67 + - - 26,32 + Р«з̂ ьтзгы юстаюш 1оПК02-̂ .кпЭяостосвр1ы Aiani333№pUJ!!l

4 ПК01-А1т4 - 17,09 + 15,17" + Р̂З̂ЛИаТМ 1(№Та10»к1 lOnrai-AlTiUOCTOKpiH Aiani333№pi№l

5 ПК02 А1т4 - 31,58 + 30,48 + Ре<з̂о)ьт?гы юотаюш ю П№2̂1т|(дссгос«рП4 Aiani93at«puKi

6 ПК01-А11Т15 ш 17,28 + т 15,11 + Результаты locraiotKi ю ПК01'А№5лоетокр1Ы А1ал13закрим1

7 ПК02-А1т5 т 32,25 - т 29,9 + Результаты locraiom юПК02̂ кп51едос!токр1ы С le 1 IT ь реакт i вы. lotropiT ь юслгаюбй/

8 ОКО т - т Результаты locraiom юОКО достокр1ы А1ал13закрше1

9 7 т 26,97 + т 23,7 + И1̂тац1я гроВ reiaHts-Arg eS26 кодон.УстоГЧ!» кр|фа111циу. А1ал13за№рше1

10 8 т т 12,97 + 11утац|Г le 1аГлею. Прсиотж1тьа1ап131а̂стоГЧ1вость.

11 118 29,55 + т 28,02 + 11утац1я гроВ Ю1аНЬ-лутЕ82бммо1е.Усто1Ч1Бкр|(^111Ц1г̂. Aiani3 3aeepuKi

12 131 т 23,51 + КГ\1тац|Г le laUeio. Прсиалжи ь aian 131а-\стоГч 1 воет ь.

13 1811 т 32,37 т 29,66 + ||угац|Г le 1аГлею. Пр(ио1ЛЖ1т ь а1ал 13 lâ cTorj 1 еост ь.

14 5393 т т 26,69 + КГутац|Г le laUeio. Проиолж1т ь aian 131а\стоГ( i есст ь.

15 7327 т т 22,85 + и̂ тац1Г le 1зГдею. Продолжи ь aian 1з lavcrori i всот ь.

16 19255 т 23,30 + 21,16 + 11̂тзц|я гроВ reia НЬ-̂ р Е6Э5 ммо1е.УстоГЧ1» кр|фаи1Ц1г̂ . А1ап13зае«рше1

17 30693 т т 16,51 + №/тац1Пе 1аГлею. Продолжи ь aian 13 lavcTofM 1 еост ь.

18 42599 ш 23,52 + т 22,13 + 1»̂ац1я фоВ ге la Нь-Лгд ь S26 mcuoie. УстоГч 11 ttр|фа111 ц|r̂ . А|ал13за№рше1

19 45010 т 19,89 + 18,35 + 11Гутац1я fpoB reiaHlf-Arg bS26 kcuoie. VcrolVie крк^шци .̂ Aiani333B«pujei

20 46302 29,38 + - - 27,39 + ||̂ тац1я rpoB reia Н1$-лут eS25 MMOie. УстоГЧ1е kpi()̂ iiiî iiv. Aiani3 33№pujei

21 - - - - МБТ le npoeepiT ыэ4ал ыое кол1честеооЛ̂ца 
В0310ЖЮ iiriQiDoeaiie. Погтоо1ть юстаюеи/.



Тест-система: 
Тип анализа: 
Дата: 
Оператор: 
Файл:

"АмплиТуб-МЛУ-РВ" гроВ ген 531 кодон 
качественный 
28.10.2008 
Аляпкина 
28_20_09_12
001

Импорт данных

Но Название
А1т2 Alm1 Зонд/МБТ

Вывод ДействиеCtROX обнаруж а  JOE обнаруж CtCy5 обнаруж
1 ПКО-гроВ - - 20,32 + Рео̂льтагы locraiom юППОдостоБ«р1ы А1ая1завкрш1

2 ПК01-А1т1 - 14,28 + 12,91 + Рез̂яиагы юстают ю flKOî mi достомрш Aiatii$33Kpuei

3 ПК02-А1ГП1 - 26,02 + 24,59 + Ре(̂ 1ь̂тагы юетают юпко2̂ 1п1 досто1«р1ы Aiani»03KpuKi

4 ПК01-А1т2 10,33 + 9,49 + Р«э̂ иагы locraiom 1опк01-А№2лостомр1ы AlaniesaMpuiei

5 ПК02-А1т2 23 + 21,55 + Результаты locraiom юПК02̂1Т|2лосто»«р1ы Aiani303»tpujt!i

6 ОКО Результаты юстаюш юОКО достое«р1ы Aiauii303t«puKi

7 7 в 28,21 + ||утац|Г и 1аГдею. Про|долж1т к а1зл 13 la^orj 1 есст ь.

8 8 т 24,55 22,87 + 1Гутац1я фов f«ia9er-Ui в5Э1 юодо1е. УстоГие кр|фа111циу. А1ал13зае«рик1

9 118 т 17,97 + Мутац|Г 1« 1аГд«1о. Прсцолжп ь а1ал is 1а\стоГч i кет ь.

10 131 т ш 17,43 + ИутацИ le 1аГдею. Прси(хлж1т ь aian 13 lavcrofM i юст ь.

11 1811 т 14,53 + КГ̂ац|Г le 1аГдею. Прси(хпж1т ь а1ал 13 iavcTOI41 еост ь.

12 5393 20,74 19,36 + |ЦГ̂ац1ЯфоВге1а9ег-1е1е5Э1 мдо1«. УстоГч i е к р|фа111 ц| ly. А1ал13закрик1

13 7327 т т 16,36 + |]Гутэц|Г le 1агдею. прсаолж1тьа1ал1з 1а̂отоГЧ1еость.

14 19255 т 13,89 + 11утац|| le 1а1дею. Прсиолж1тьа1ап131а\стоГЧ1сость.

15 30693 ш 18,68 + ЦутацИ le 1аГдею. Прсиолж1т ь aian 13 la vcTor41 еост ь.

16 42599 т т 21,68 + 11утац|Г le 1э1де10. продолжи I. aian 1313\стоГЧ1юсть.

17 45010 т т 15,05 + |?̂>тац|Г 1« 1агдею. Прсаолж1тьа1ал13 |аусто1Ч1ксть.

18 46302 т 17,24 + №Гутац|Г и 1аГдею. Продопж1т ь aian 13 ia\croI4iecicTb.

19

20 

21 

22

23

24

25

26

27

28

т
т
т
т
т
т
т

т
т
т
т
т
т
т
т
т
т

МБТ И oGiap̂ iu. 

МБТ ieoOî v*%ibi. 

МБТ 14 001̂\0*Й1Ы. 

МБТ le 0С12|̂ *̂ 1Ы. 

МБТ И оС1̂?уж%1Ы. 

МБТн 0Oî v>*№lU. 

МБТ К о01зруже1Ы. 

МБТ к 0С1̂ *̂К1Ы. 

МБТ1е об1зру(жя1Ы. 

МБТ 1ес012Т7уж«1ы.

Прокр1тыэ4апыое №>л1честЕоог̂ 1̂ ' 
В0310Ж10 iiriOiDoeaiie. Погтсопь юстаюем/.

Прое«р|ты»алыое кол1честеооС̂ца. 
ВОЗЮЖЮ liri0lD0E3ll«. Повтоопь юстаюЕмг.

Прокргь 1этапыое 1лл1чест№оО(ш1̂. 
В0310Ж1011 riOiDocai 1«. ПоЕтоопь 1остаю»1«/.

Прое«р1тыз1алыое кслпестеооС̂ца. 
В0310Ж10 iiriOiDoeaiie. Погтоопь юстаюЕка.

Пронрпыамапыое колнестеооС̂ !̂̂ . 
В0310Ж10 iiriGiDoeaiie. noETcoiTb юстаюкю/.

Прокр1ты»алыо« кол1честеообрз:»ца. 
В0310ЖЮ ипбюоеэие. Погтхитк юстаюеи/.

Прокргь 1»алиое кап1честеооП(к*з1̂. 
В0310ЖЮ iiriGiDOEaiie. Повтоопь юстаювп/.

Прокр1тыэ1алыое юошчестеооОфязца. 
В031СЖЮ iiriGiDoeaiie. ПоЕтоопь locraioEift/.

Прокр1ты91алиое полнеет во 
Возюосю iinOiDoeaiie. Погтоо1ть юстаюек/.

Прокрпыамапыое кошчеетеоог̂ !̂ . 
В0310Ж10 iiriCiDoeaiie. Поетоопь юстаюЕЮ/.
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Итоговая таблица определения мутаций, ассоциированных с устойчивостью к рифампицину

СортировкаДата
Оператор

01.11.2008 
Аляпкина (Синтол)

О б р а з ц ы г р о В  531 к о д о н г р о В  526( 1)  к с щ о н г р о В  526( 2)  к о д о н г р о В  516 к о д о н r p o B  533 к о д о н

7

7

7

7

7

11̂а ц |Г  1« 1аГдею.

и^ТЗЦ!* № 13 Н K-Aig t  S26 k iu o i« . 
УСТ0Г411 к р|<|Я111Ц11̂.

М у г з ц И и  1а[д«1о.

и г^ зц м  фоВ ге 13 A tp-vai t  S 16 k cu o it . 

УстоМ  11 к pi<|i0a 11Ц1 lyr.

и у г з ц и  I t  l a U t i o .

8
и^гац1я фо8 re iaSe r-Le i »$Э1 м м о к .  

УСТ01Ч 11 к р|(|)в1  и  Ц11̂ .

8 м у та ц и  К  l a u t i o .

8 и у т а ц и  и  la fA t io .

8 и ^ з ц и  I t  l3fA tlO .

8 Цутац1Г I t  l a U t i o .

118 и ^ з ц и  и  1а Г д (1о.

118
М утацм  ip o l f t ia  Hk-1v r  i S 26 ко д ок . 

УСТ01Ч1К к р |ф а111Ц11у.

118 ИГутацИ I t  i3fA t io .

118 М утац|Г I t  l a ^ t i o .

118 Itv r34i n t  i3U t i o .

131 иугац1Г 1« 1агд«10.

131 11уТЗЦ11 I t  1Э ГД (10.

131 и\> гзц|Ги la fA t io .

131
ш утацм tpoB r t i3M p-va i » s i6 u u o i t .  

y c to M  1» к pi<f)aa 11Ц11̂ .

131 М у г з ц |Г и  l3U t lO .

1811 и ^ а ц | Г  1« 1аГд«10.

1811 11утац |Г  I t  i3U t i o .

1811
игугацм фов t t i3 H k - i t i  » s x  kOAOie. 

УСТОМ1» к р | ( {Я 1 I I Ц11̂.

1811 11̂3Ц|1 I t  l3lA tlO .
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в. Определение устойчивости к изоииазиду (комплекты Мя 7-8 «katG», «inh»)

1. Открыть шаблон «Изониазид». Для этого выбрать Рабочий стол -> М БТ -> Шаблоны 
Изониазид.х!!. Нажать «Не отключать макросы».

2. Шаблон состоит из нескольких листов. Названия листов соответствуют определенным ком­
плектам (katG - № 7, inhA - № 8). На листе «Отчет» автоматически собираются все данные из 
листов по каждому комплекту. Лист «Сортировка» служит для окончательной сортировки всех 
исследуемых образцов, содержащихся в шаблоне. Чтобы обработать результаты определенной 
постановки, необходимо открыть в шаблоне соответствующий лист (katG, inhA).

3. Ввести в соответствующие ячейки дату, имя оператора, название исходного файла (в про­
грамме «ПЦР»), серийный номер набора.

А‘ В D Н
Тест-система: "АмплиТуб МЛУ-РВ" katG ген 315 кодон
Тип анализа: [качественный 
Дата: ^28.10.2008
Оператор^>^ Аляпкина 
Файл: 19 59 54
Се pi

Импорт данных

4. Импортировать в шаблон рассчитанные значения пороговых циклов. Для этого нажать кла­
вишу «Импорт данных», выбрать папку Рабочий стол М БТ -> Данные -> Год Месяц 
-> «название_файла». Нажать «Открыть» и «Готово».
• В столбце «Название» отражены названия контрольных и исследуемых образцов ;
• В столбце «Зонд/МБТ» отражены пороговые циклы по каналу Су5 (для набора № 7) или 

R6G (для набора № 8) и результаты по обнаружению микобактерий туберкулезного ком­
плекса в контрольных и исследуемых образцах;

• В столбцах «Aim» отражены пороговые циклы по соответствующему каналу и результаты 
по обнаружению мутаций в контрольных и исследуемых образцах;

• в столбце «Выводы» представлены результаты автоматического анализа контрольных и 
исследуемых образцов;

• в столбце «Действие» представлены результаты автоматического анализа возможных дей­
ствий

5. Сохранить отчет. Для этого нажать «Файл», затем «Сохранить как...». Выбрать Рабочий 
стол М БТ -> Отчеты —> Гол -> Месяц. В поле «Имя файла» ввести название в форме 
«год.месяц.число.отчет». Нажать «Сохранить». При желании лист можно распечатать.

6. При последующей обработке постановок другим комплектом необходимо выбрать соответ­
ствующий лист в сохраненном отчетном файле «год.месяц.число.отчет» и повторить пп.3-5.

7. После импорта данных во все листы комплекта (или в несколько, или даже в один) можно 
провести сортировку исследуемых образцов на листе «Сортировка». Все исследуемые образ­
цы, содержащиеся в данном шаблоне, будут отсортированы по названию с указанием результа­
тов анализа по каждому комплекту. Если для данного образца постановка комплектом не про­
водилась, то в соответствующей ячейке будет пусто. При распечатке этого листа рекомендуется 
вьщелять область печати.



Пример файла с импортированными данными и результатами анализа.

Тест-система: "АмплиТуб-МЛУ-РВ" каЮ ген 315 кодон
Тип анализа: качественный 
Дата: 28.10.2008
Оператор: Аляпкина Импорт данных
Файл: 28_19_59_54 -------------------
Серия______  001
Но Название Alm12

CtFAM обнаруж
Alm14

aRO X обнаруж
Alm13

CtJOE обнаруж
Зонд/МБТ

асу5 обнаруж Вывод Действие
ПКО-katG 14,58 РеэдЛктагы locraiotki ю ПКО лостомр1ы Aiani3 33B«piuei

4

6
7
8
9

10 
11 
12
1 3

1 4

1 5

1 6

1 7

1 8

1 9

20 
21 
22
2 3

2 4

1^Q1-Aeil2 
ГВЮ2-№)12 
П01-А1т 
Ш02А1т1
ПК01-А1ти 
ПК02-А1т14 

ОКО
336

337 

341 

385

7

19255 

42599 

46330

11,37 
26,34

+
+

9
26,19

+
+

10,14
23,23

1 4 ,0 2

1 0 ,6 2

1 2 .3 1

1 9 .8 4  

1 1 ,4 2  

1 3 ,3 7

1 1 .8 4

+
+

+
+
+
+
+

9.13
7Э,2
8,04
1̂,41̂
7.07 

25,57

1 2 .4 3  

8 .7 7  

1 0 ,0 6

1 1 .0 7  

1 8 ,3 6  

9 ,6 8  

1 1 ,5 2

1 0 .4 4

+
+
+
+
+
+

+
+
+
+
+
+

вЭрткТЯШ ШМ1 №ВИСП-АПИгл1'Цр1̂11М
ИИ юетаюм

Р«9/ПИЭТЫ locraio»»:! 10ПК01-А1П1ЭДОСТОМР1Ы 

Результаты юстаювм 1оПК02^мт)19достокр1ы

Р«<з̂(льтэты 1оста10»м юПК01-А1пилостокр1ы 
Результаты 10стаю»к1 юПК02-А1пилосто1ер1ы 

Результаты 10стаю»м юОКО достомр1Ы 
11утац|я КэС reia9er-Tkr1 »Э15 muoi«. Vcrof4iB к 13оизз1Ду. 

11Г̂ тац1Я ге la Se r-Тк r1 к 31S Kuoie. VctoPi i e к isdi 1331ду.

и^ац|Г i« 1аГдею.

11Г\̂ ац1я Кае r«ia9er-Tbr1 e31S k(uoi«. УстоГЧ!» к isoiis^uv 

Мугац1я laG reiaSer-Tlrl s31S wuoie. УстоМв к 13оиззму 

11угац1я teG reiaSer-Tin s315 mcuoie. УсгоГле к кзоназиу 

11утац1я tatG re la 9е г-Т1 r1 в 315 HMOie. УстоГл i e к isoi 1331ду 

Мутац1я laIG re la 9e r-Tk rlE31Sk(uoie.VcTol4i»ki30i 1зз1ду 

МБТ le

МБТ 1еоб1^\^1ы.

МБТ1ес01̂ *̂̂ 1Ы.

МБТ 1есб1ЩЗ\с»»'И- 

ИБТ le оС1̂ руо«1Ы.

IIБТ 1еоб1Щ!̂ же1Ы.

МБТ 1еоб1^^1Ы.

МБТ le оС1сруо*(%1Ы.

Ятаэяэ1«̂ |

А|ап1ззамрик|
А1ал13ззкрик1
Aiani3 3at«puKi 

Aiani3oai«puiei 

Aianiosatepuiei 

А1ал13заЕ«рик1 

Aiani3 3ae«puKi 

Пр<ио1ЛЖ1т ь а1ал is 13̂ стоГ1 ■ еост ь. 

Aianissaeepuiei 

Aian 13 заеерше I 

А1ал1ззаеерик1 

Aian 13 ззсерше I 

А1ал13зае«рик1

Прое«р1ТЫ»алыое кол1честюоС|зззца.
В0310ЖЮ iiriOiDotaiie. nocTODiTbiocraioBKî .

Проеерпыэтапыое юап1честеооС)ззца.
В0310Ж1011 riOiDoeai le. Поетооп ь юстаю̂ ииг.

Прокр|ты»апыое кмичестбооСрвзца.
В0310Ж10 iiriOiDoeaiie. Поетоогь locraioti»;.

Прое«р1тыэталыое И)ол1чесгеоосрззца.
В0310(Ж10 iiriGiDotaiie. Повтоо1тыоста1ое№.

Проеер1ты»алыое юл 1чест ео oG^i^.
В0310ЖЮ11 nCiDotai le. Погтооп ь юстаюси̂ .

Провер1ты?4алыое кап1честЕооС|]ззца.
В0310Ж1011 riOiooeai le. ПОГТ001Т ыостаю»КкГ.

Прое«р|ты»алыое кол1честеооС{рззца.
B03IOOKIO iiriOiDoeaiie. ПовтооныостаюЕ!»;.

npoeepiT ы»ал ыое >ш1честеооС(з»31̂ .
В0310Ж10 iiriGiporaiie. Пост ори ыостаюЕк/.



Тест-система: 
Тип анализа: 
Дата: 
Оператор: 
Файл:

"АмплиТуб-МЛУ-РВ “ inhA ген С209Т замена 
качественный
09.12.2008
Аляпкина
09_20_15
001

Импорт данных

No Название
Alm15 Зонд/МБТ

Вывод ДействиеQFAM обнаруж aR6G обнаруж
1 ПКО-inhA - 11,35 + Реэ̂ктаты юстаювм юПКО досто1ер1ы А1ал13за1«рик1

2 ПК01 Alm1S 13,05 + 11,46 + Р«(̂ <ктаты locraioKKi 10пко1-Акп15досгомр1ы А1ал13замрик|

3 ПК02-А1т15 24,07 + 22,32 + Р«Э(тиаты 10стаю»к1 юПК02̂ 1п1бд(югокр1ы А1ал10за»ерик1

4 ОКО т Результаты iccraiotki юОКО достокр1Ы AianisoaMpuKi

5 336 - 10,55 + 11угац1Г 1« 1а1л«1о. Продолж1т к aian 13 lavcToPi i tocr ь.

6 337 . 7,67 + 11угац1Г 1« 1аГд«10. Продолжи к aian 13 lavcroM i еост ь.

7 341 10,79 + 9,74 + 1Г̂тац1я lit А 02190'. УСТ0ГЧ1С к 13оизз1ду. А1ал13заеерик1

8 385 9,93 + 9,24 + Мугац1я iitAC2igrr. УСТ01Ч1» к 1Э011331ДУ' Aian 13 ззкрик 1

9 7 19,64 + 17,18 + Цутац1Я 11кАС2Ш1. ycTOl̂ ie к юоизлду. Aiani333№puKi

10 19255 7,41 + ШГутацИ le 1аГд«10. Продолжи к aian 131а\стоГЧ1сость.

11 42599 т 9,48 + ШГ̂тацИ 1« 1аГд«1о. Продолжи к aian 1з 1а\стоГч i юст ь.

12 46330 ш 8,46 + Мутац|Г |« 1аГд«10. Продолжи к aian 13 la vctoI4 i еост ь.
13 ш

14

15

16

46



И тоговая таблица определения мутаций, ассоциированны х с устойчивостью  к изониазиду

Сортировка
Дата
Оператор

,10 декабря 2008 г. 
Дляпкина

О б р а з ц ы

7

7

336

336

337 

337 

341 

341 

385 

385

19255

19255

42599

42599

46330

46330

i n h A  С 209Т

Мугац1Я II tА С2БТ. УСТОМ И к 1Э011331ДУ-

11утац|| le 13Где10.

иугац|Ме 1аГлею.

и̂ аЦМ 1ИАС219ПГ.УсГ0П|»к13011а31ЛУ

Itvra îit IIIА сает. УстоГЧ ■» к ISOI 1331ду-

игутацИ le laUeio.

иутац1Пе 1аГд«ю.

k a t G  315 к о д о н

11̂гац1я1аС reiaSer-Tkri в315 uuoie. Vcrol̂ i» к 
ixiifaeiAY-

иутацмОС reiaSer-TkrI »Э15 uuoie. Vaol^i» к 

■эоназму.

иугацн1ас r«iaSer-Tlrl »31S кцои.УстоРлвк 

1Э011331Ду.

Мутац|Г le 1аГд«10.

11угацм1аС reiaSer-Tbrl >315 имо1е.Усто1Ч1»к 

к _  iwjnsuy.

11утаЦ1Я)аС reiaSer-TIM »Э1$ кодок. Усто1Ч1» к 
|»||аз1ду.

и^ацм laG reiaSer-Tin »31S kouoie. УстоРив к 

■эоизмду.

и^ацм й С  Kiader-Tlrl »Э15 ммок. УстоГЧ1> к 
13011331Ду.
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ГЕНЕРАЛЬНЫа 
ДИРЕКТОР 
КУЗУБОВ А.В<


