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ИНСТРУКЦИЯПО ПРИМЕНЕНИЮ*
«НАБОР РЕАГЕНТОВ ДЛЯ ВЫЯВЛЕНИЯ И ДИФФЕРЕНЦИАЦИИ ДНК 

ВОЗБУДИТЕЛЕЙ САПА (ВиККНОЮЕША МЛЫЕ1) И МЕЛИОИДОЗА 
(ВЕККНОЕВЕША РБЕЕВОМАЕЕЕ!) МЕТОДОМ МУЛЬТИПЛЕКСНОЙ 

ПОЛИМЕРАЗНОЙ ЦЕПНОЙ РЕАКЦИИ С ФЛУОРЕСЦЕНТНОЙ 
^,р,ШПАШЕШЕКК-МАЕЕЕ1/Р8ЕЕВОМАЫЕ1-?Ъ» ПО ТУ 21.20.23-013-01898084-2016»

Ш аб^^рт^генто™  выявления и дифференциации ДНК вдзбудителей сапа {ВигкНоШегш 
таИеГ^ мелиоидоза (ВигкНоШеПа р .е и М Ш )  методом мультиплексной 
цепной реакции с флуоресцентной детекцией <<Амплиген5иг^-та//е./д5еы^ота/М^^^^
21 20 23-013-01898084-2016», далее по тексту -  набор реагентов «Амплиген21п 
таПеирзеиВотаИег-ВШ предназначен для качественного обнаружения и 
ДНК возбудителей сапа и мелиоидоза в пробах клинического материала (кровь, моча, 
спинномозговая жидкость, содержимое абсцессов, мокрота, рвотные массы, отделяемое язв 
экссудаты нунктаты из лимфатических узлов, мазок из носоглотки, иснражнения, 
секционного материала (биоптаты печени, селезенки, легкого, сердца, почки, головной мозг) 
б и о л о г и ™  м атерика от животных (сердце, печень, легкое, селезенка, почки, головной 
мозг костный мозг, кровь), объектов окружающей среды (вода, почва), твердых пище 
проектов (рис), а также выделенных культур микроорганизмов методом мультиплексной 
п^имеразной цепной реакции с гибридизационно-флуоресцентной детекцией в режиме

^ ^ ^ '’оТбудетеГГ''^^^^^ {ВигкИоШепа таПег) и возбудитель мелиоидоза {ВигкНоШегш 
рзеиВотаНег) -  аэробные грамотрицательные неферментирующие бактерии, принадлежащие 
к роду ВигкИоШепа, относятся к микроорганизмам II группы патогенности (опасност ). 
Сапная и мелиоидозная инфекции у людей имеют сходные клинические проявления. ^

Сап -  зоонозная инфекция, протекающая у человека в острой септической и 
хронической формах со специфическими поражениями кожи, слизистых оболочек, мьппц, 
Х а в о в  и внутренних органов. Источником инфекции для людей служат животнью 
окш н о лощ ад^ ^Заражение происходит через выделения больного животного, носовой 
секрет и отделяемое кожных язв, реже содержимое кищечника, моча, молоко. Основно 
механизм заражения контактный, возбудитель попадает в организм человека через кожу, 
значительно реже через слизистые оболочки верхних дыхательных путей и конъюнктиву

'""^Мелиоидоз -  инфекционное заболевание людей и животных, протекающее с явлениями 
сепсиса и образованием абсцессов в органах и тканях, эндемичен для ряда стран влажных 
суб?роГков Инфицированные животные, выделяя возбудителя с естественными 
ж С Г Г и 'и  э Л « о м  раневых поверхностей, обсеменяют
Основной механизм заражения человека -  контактный, реализуется при контакте 
поврежденной кожи или слизистых оболочек с инфицированными почвой и водой.

Набор реагентов «АмппяттВигк-та1Ш/рзеис1ота11е1-?В» используется в клиничес 
лабораторной диагностике для исследования материала, полученного от лиц обоего пола 
любого возраста с подозрением на сап и/или мелиоидоз вне зависимости от формы « «^и ч и я  
манифестации заболевания (в анамнезе находивщихся на эндемичных территориях по сапу
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мелиоидозу), а также в ходе эпидемиологического мониторинга.
2. ХАРАКТЕРИСТИКА ИЗДЕЛИЯ

Для проведения исследований могут быть использованы амплификаторы для ПЦР с 
учетом результатов в режиме реального времени типа КоШг-Оепе. г̂

Компоненты набора являются одноразовыми. В состав набора входят 8 реагентов:
Таблица 1

Реактив Описание Объем
(мл)

Количество

ПЦР-смесь-1
В. таИег/рзеиВотаНег

смесь праймеров, зондов, дНТФ -  
прозрачная жидкость с бледно- 
розовым оттенком

0,3 1 пробирка

ПЦР-буфер-2 прозрачная бесцветная жидкость 0,3 1 пробирка
Та^'/^-ДИК-полимераза прозрачная бесцветная жидкость, 

представляющая собой фермент с 
активностью 5 ед/мкл

0,03 1 пробирка

м § сь прозрачная бесцветная жидкоеть, 
представляющая собой 25 мМ 
водный раствор магния хлорида

0,15, 1 пробирка

ПКО ДНК 
в. та1Ш

препарат ДНК В. таНег -  
прозрачная бесцветная жидкость 0,1 1 пробирка

ПКО ДНК
В. рзеиВотаНег

препарат ДНК В. р8еис1ота11е1 — 
прозрачная бесцветная жидкость 0,1 1 пробирка

ВКО прозрачная бесцветная жидкость, 
представляющая собой раствор 
ДНК (фрагмент последовательности 
плазмиды рПС19) в ТЕ-буфере

0,08 1 пробирка

ТЕ-буфер прозрачная бесцветная жидкость, 
содержащая трис-НС1, Наг-ЭДТА

1,0 1 пробирка

Набор реагентов «АмпяитеяВигк-та11еИр5еис1ота11е1-РВ» рассчитан на проведение 50 
определений с учетом контрольных образцов.

Принцип метода -  обнаружение специфических фрагментов ДНК сапного и 
мелиоидозного микробов основано на использовании мультиплексной полимеразной цепной 
реакции с гибридизационно-флуоресцентной детекцией в режиме реального времени. Метод 
полимеразной цепной реакции (ПЦР) -  представляет собой повторяющиеся циклы синтеза -  
амплификации специфической области ДНК-мишени в присутствии Тац-Р полимеразы, 
дезоксирибонуклеозидтрифосфатов, буферного раствора и олигонуклеотидных праймеров, 
распознающих ДНК-мишень. При постановке ПЦР применяется «горячий старт», 
обеспечивающийся использованием химически модифицированной 7п^-полимеразы — Та^Р- 
ДНК-полимеразы, которая активируется при прогреве реакционной смеси при 95 °С в 
течение 15 мин, что значительно снижает количество не специфических реакций.

Детекция результатов осуществляется путем измерения интенсивности 
флуоресцентных сигналов непосредственно в процессе ПЦР в режиме реального времени 
(ПЦР-РВ). По каналу РАМ/Сгееп детектируется продукт амплификации ДНК В. та1Ш, 
соответствующий нуклеотидной последовательности гена ̂ ИР В. таНег, кодирующего белок 
биосинтеза флагеллина -  /1а§е11аг Ыозуп1кеНс рго1ет /ИР, имеющий вставку,
фланкированную 15407А. По каналу АОЕ/Уе11ом> детектируется продукт амплификации 
фрагмента ДНК возбудителя мелиоидоза В. рзеийотаНег, соответствующего нуклеотидной 
последовательности гена, кодирующей белок §р6^ и входящий в состав ШтВ региона 
(ацетилтрансферазы, включающие П-ацетилазы рибосомальных белков). По каналу СуЗ/Кеё
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детектируется продукт амплификации ВКО (внутреннего контрольного образца).
Проведение анализа включает два этапа: 1. выделение ДНК из проб клиничеекого и 

биологического материала, объектов окружающей среды 2. амплификация на приборах типа 
КоЮг-Оепе. Тип используемых зондов -  «молекулярные маяки». Область «петли» зон ;̂1а 
комплементарна анализируемому продукту ПЦР. В ходе реакции происходит гибридизация 
молекулярного маяка с ампликоном и расстояние между флуорофором и гасителем 
увеличивается, что приводит к повышению флуоресценции, которую фиксирует 
амплификатор. Учет результатов флуоресценции проводят по каждому каналу отдельно.

Ограничение метода. В инфицированном материале В. таНег и В. р^еийотаНег может 
быть не обнаружена по причине ингибирования ПЦР-РВ и/или недостаточной 
эффективности выделения ДНК. Для достижения показателей аналитической 
чувствительности используемый набор для выделения должен обеспечивать эффективность 
выделения нуклеиновых кислот на уровне не менее 20%. Ложноотрицательный результат 
выявляется с помощью внутреннего контрольного образца (ВКО) (п. 7.4.5).

Причиной получения ложноположительного результата является контаминация на 
этапе выделения ДНК или на этапе проведения реакции ПЦР в режиме реального времени. 
Ложноположительный результат выявляется с помощью отрицательных контрольных 
образцов выделения и ПЦР-РВ (ОКВ и Кпцр-) (п. 7.4.5).
3. АНАЛИТИЧЕСКИЕ И ДИАГНОСТИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ ИЗДЕЛИЯ
Аналитическая чувствительность.

Набор должен выявлять и дифференцировать ДНК В. та11е1 и В. р5еис{ота11е1 в 
суспензиях с концентрацией не менее 1x10^ м.к./мл 
Аналитическая специфичность.

Набор не должен давать положительных результатов с ДНК гетерологичных видов 
микроорганизмов в суспензиях с концентрацией 1x10’ м.к./мл.
Диагностические характеристики.

Диагностические характеристики набора установлены в лабораторных условиях с 
применением 14 штаммов В. таИег, 16 штаммов В. р5еис1ота11е1 и 20 штаммов 
гетерологичных микроорганизмов из лаборатории коллекционных штаммов
ФКУЗ Волгоградский научно-исследовательский противочумный институт Роспотребнадзора 
на модельных образцах материала: 160 проб бактериальных суспензий возбудителей сапа 
(В.та1Ш) и мелиоидоза (В. рзеЫотаНег) в концентрации 1x10^ м.к./мл, 72 пробы 
клинического материала, искусственно контаминированных В. тпа11в1, В. р$еис1отпа11е1 в 
концентрации 1хЮ^ м.к./мл, 12 проб секционного материала, искусственно
контаминированных В. таПе!, В. р5еис1ота11ег в концентрации 1x10^ м.к./мл, 44 пробы 
биологического материала, контаминированных В. таНег, В. р5еис1ота1Ш в концентрации 
1x10^ м.к./мл, 16 проб объектов окружающей среды (почва, вода), контаминированных 
В. таНег, В. р8еи(Лота11е1 в концентрации 1x10^ м.к./мл, 8 проб твердых пищевых продуктов 
(рис), контаминированных В. та1Ш, В. р^еис^отаНег в концентрации 1x10^ м.к./мл; 184 
пробы, контаминированных близкородственными и гетерологичными микроорганизмами 
{ВигккоШепа 1каИапс!еп515, ВигккоШепа серааа, ПЬпо скокгае, РгапсшИа Ш1агетк, Уешта 
резИз, ВасШш апГкгаск, Рзеис1отопа5 аеги^тош, Рзеиёотопаз рШШа, 5Шрку1ососсш аигеиз,
Е^скегкЫа сок) в концентрации 1x10’ м.к./мл.

Определение возбудителей сапа (В. та11е1) и мелиоидоза (В. рзеикотаНеГ), 
близкородственных и гетерологичных микроорганизмов подтверждено с использованием 
референтного метода — молекулярно-генетического с использованием МИ «Набор реагентов 
для выявления и идентификации ДНК возбудителей бруцеллеза, сапа и мелиоидоза методом 
полимеразной цепной реакции в реальном времени (ОМ-Скрин-Бру/сап/мелиоидоз-РВ) по 
ТУ 939816-017-46395995-2013», производства ЗАО «Синтол», Россия.

Диагностическая чувствительность - не менее 98 % с доверительной вероятностью 
90% при анализе 312 положительных проб (160 проб суспензий микроорганизмов, 72 пробы
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клинического материала, 12 проб секциондого материала, 44 пробы биологического 
материала, 16 проб объектов окружаюпдей среды, 8 проб твердых пищевых продуктов), 
содержащих возбудителей сапа (В. таНег) и мелиоидоза (В. риеис1ота11е1) в концентрации 
1x10  ̂м.к./мл получен положительный результат в 309 случаях.

Диагностическая специфичность - не менее 99 % с доверительной вероятностью 90% 
при исследовании 184 отрицательных проб (108 проб суспензий микроорганизмов, 36 проб 
клинического материала, 6 проб секционного материала, 22 проб биологического материала, 
8 проб объектов окружающей среды, 4 проб твердых пищевых продуктов), содержащих 
близкородственные и гетерологичные микроорганизмы {ВигкНоЫепа ^На^^апс^епш, 
ВигкИоЫепа сераЫа, УгЪпо сШегае, РгапазеИа Ш1агеп818, Уегзша резИз, ВасШш аШкгааз, 
Р8еис1отопа8 аеги§то8а, Р8еис1отопа8 риМа, 81арку1ососст аигеы8, Е8скепсЫа соИ) в 
концентрации 1хЮ’ м.к./мл получен отрицательный ответ в 184 случаях.

4. МЕРЫ ПРЕДОСТОРОЖНОСТИ ПРИ РАБОТЕ С ИЗДЕЛИЕМ
4.1. Информация об инфекционных или микробных рщ^ках

Набор реагентов может быть использован в учреждениях, имеющих Лицензию на 
деятельность в области использования возбудителей инфекционных заболеваний человека и 
животных ЫУ групп патогенности, стационарных и мобильных лабораториях, имеющих 
санитарно-эпидемиологическое заключение на проведение работ с микроорганизмами 1-1У 
групп патогенности.

Следует рассматривать исследуемые образцы как инфекционно-опасные, поэтому 
этапы подготовки образцов и проведение ПЦР-анализа проводят в соответствии с 
требованиями СП 1.3.3118-13 «Безопасность работы с микроорганизмами 1-11 групп 
патогенности», МУ 1.3.2569-09 «Организация работы лабораторий, использующих методы 
амплификации нуклеиновых кислот при работе с материалом, содержащим микроорганизмы 
МУ групп патогенности», МУ 4.2.2831-11 «Лабораторная диагностика сапа», МУ 4.2.2787-10 
«Лабораторная диагностика мелиоидоза».
4.2. Необходимость обучения персонала

Исследования могут выполнять специалисты не моложе 18 лет с высшим и средним 
медицинским, биологическим или иным образованием, окончившие соответствующие курсы 
специальной подготовки с освоением методов безопасной работы с патогенными 
биологическими агентами (ПБА) 1-11 групп патогенности.
4.3. Меры безопасности, позволяющие предохранять оператора

Все компоненты набора в используемых концентрациях являются нетоксичными, 
вредного влияния на организм оператора не оказывают. При работе с набором следует 
соблюдать обычные меры предосторожности для лабораторий:
- пользоваться лабораторными перчатками и надевать лабораторные халаты;
- не принимать пищу, пить или курить в лабораторных помещениях;
- после работы с пробами и реактивами следует тщательно вымыть руки водой с мылом.

Избегать контакта с кожей, глазами и слизистыми оболочками, при попадании на них 
компонентов набора промыть большим количеством воды. При приеме внутрь компонентов 
набора реагентов за медицинской помощью следует обратиться немедленно.
4.4. Информация об экологических рисках

Уничтожение неиспользованных компонентов набора или серий с истекшим сроком 
годности проводить в соответствии с СанПиН 2.1.7.2790-10.
4.5. Информация о физических рисках, в том числе возможность взрыва или 
возгорания.

Набор реагентов следует применять по назначению в комбинации с приборами, 
прошедшими надлежащее техническое обслуживание. Необходимо строгое соблюдение 
инструкций по эксплуатации электрооборудования, безопасности при работе с 
электроприборами.
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4.6. Информация о рисках применения^ приводящих к ошибочному результату 
исследования:
- Использование набора реагентов «Аиш^ш'тВи^к-та^^е^/рзеис^ота^^е^-VВ» с истекшим 
сроком годности;
- Нарушение условий транспортирования, хранения набора реагентов;
- Нарушения упаковки и внешнего вида компонентов набора реагентов;
- Нарушение условий транспортирования, хранения и подготовки проб;
- Нарушение условий окружаюшей среды при эксплуатации набора реагентов;
- Нарушение процесса проведения анализа, регистрации и учета результатов.
- Применение по назначению МИ в комбинации со средствами измерения, не прошедшими 
поверку и/или калибровку.

5. ОБОРУДОВАНИЕ И МАТЕРИАЛЫ, необходимые при работе с изделием
Таблица 2

Наименование Основные характеристики или обозначения 
документации, производитель

Амплификатор типа КоШг-Оепе Амплификаторы «Ко1ог-Оепе 6000» (СогЬей 
Кезеагсй, Австралия), «Ко1огОепе ^» , 
(«01АОЕХ», Германия)

Ламинарный-потоковый шкаф II класса 
биологической безопасности

Ламинарно-потоковый шкаф II класса 
биологической безопасности Вхошгагё 81ап(1аг(1 
ОГ- 130, Кр]а1г, Финляндия

ПЦР-бокс Бокс абактериальной воздушной среды для 
работы с ДНК-пробами (ПЦР-бокс) при 
проведении ПЦР-диагностики БАВ-ПЦР- 
«Ламинар-С» «Ламинарные системы», Россия

Микроцентрифуга-встряхиватель Микроцентрифуга-вортекс «М1сго8р1п РУ-2400», 
НПФ ООО «В1о8ап», Латвия

Термостат твердотельный Термостат твердотельный от 25 до 100 °С, 
«ТЕРМО 48», «Биоком», Россия

Термостат твердотельный с функцией 
охлаждения

Термостат твердотельный с функцией 
охлаждения от 4 до 120 °С, «Биоком», Россия

Микроцентрифуга настольная Микроцентрифуга «М1п1-8рш», «ЕррепбогР», 
Германия

Отсасыватель медицинский Отсасыватель медицинский «В-40», «Висма 
Планар» Беларусь

Холодильник «МРК.-214Р» рабочий диапазон температур 
основная камера от +2 до +14 °С, морозильная 
камера -20-30 °С, 220В, 155 Вт, «8апуо», Япония

Дозатор 0,5-10 мкл 1Е8 (САРР), Дания
Дозатор 5-50 мкл 1Е8 (САРР), Дания
Дозатор 20-200 мкл 1Г8 (САРР), Дания
Дозатор 100-1000 мкл 1Е8 (САРР), Дания
Штатив-подставка для дозаторов Штатив-подставка для дозаторов универсальная 

на 5 дозаторов, «Хеликон», Россия
96-ти луночный алюминиевый штатив 
(для пробирок 0,2 мл)

«СогЬей КезеагсЬ», Австралия; 
«01АОЕП», Германия

Штатив «рабочее место» для 
микропробирок на 1,5 мл

Штатив «рабочее место» для микропробирок на 
1,5 мл, 5x10 мест с увеличенным расстоянием 
между лунками, «Интерлабсервис», Россия
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Одноразовые наконечники с фильтром 
до 10 мкл

ФСЗ 2012/11892 «Аху§еп», США

Одноразовые наконечники с фильтром 
до 20 мкл

ФСЗ 2012/11892 «Аху@еп», США
С

Одноразовые наконечники с фильтром 
до 100 мкл

ФСЗ 2012/11892 «Аху§еш>, США

Одноразовые наконечники с фильтром 
до 200 мкл

ФСЗ 2012/11892 «Ахуё'еп», США

Одноразовые наконечники с фильтром 
до 1000 мкл

ФСЗ 2012/11892 «Аху§еп», США

Микроцентрифужные пробирки 
объемом 1,5 мл

ФСЗ 2012/11892 «Аху§еп», США

Микроцентрифужные пробирки для 
ПЦР объемом 0,6 мл.

ФСЗ 2012/11892 «Аху§еп», США

Пробирки для ПЦР объемом 0,2 мл с 
плоской крышкой

ФСЗ 2012/11892 <^Ахуёеп», США

Пестик для пробирок типа ЕррепбогГ 
1,5-2,0 мл

ФСЗ 2011/10287, «881», США

Ступка фарфоровая (№1) ГОСТ 9147-80
Пестик фарфоровый (№1) ГОСТ 9147-80
Порошок стеклянный марки ПСЗО ГОСТ Р 52233-2004
Комплект реагентов для экстракции 
РНК/ДНК из клинического материала 
«РИБО-преп» по ТУ 9398-071-1897593- 
2008

ФСР 2008/03147, ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии 
Роспотребнадзора, Росеия

Комплект реагентов для выделения ДНК 
из клинического материала «ДНК-сорб- 
В»

ФСР 2009/05220, ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии 
Роспотребнадзора, Росеия

Одежда одноразовая медицинская из 
нетканого и полимерного материалов

РЗН 2013/668

Перчатки медицинекие диагностические 
одноразовые. Частъ 1. Спецификация на 
перчатки из каучукового латекса или 
раствора

ГОСТ Р 52239-2004

Спирт этиловый ректификованный из 
пишевого сырья

ГОСТ 5962-2013

Натрий хлористый ГОСТ 4233-77
* Примечание; допускается применение оборудования другого типа, по своим 
характеристикам не уступающего рекомендуемому

6. АНАЛИЗИРУЕМЫЕ ПРОБЫ
Материалом для исследований в соответствии с МУ 4.2.2831-11 «Лабораторная 

диагностика сапа», МУ 4.2.2787-10 «Лабораторная диагностика мелиоидоза» служат:
- пробы из суспензий выделенных культур возбудителей сапа и мелиоидоза или 

подозрительных изолятов;
клинического (биологического) материала:

- на мелиоидоз -  кровь, моча, спинномозговая жидкость, содержимое абсцессов, мокрота, 
рвотные массы, отделяемое язв, экссудаты, пунктаты из лимфатических узлов, мазок из 
носоглотки, испражнения, секционный материал (биоптаты печени, селезенки, легкого, 
сердца, почек, головного мозга), биологический материал от животных - кусочки органов 
трупов - сердце, печень, легкое, селезенка, почки, головной мозг, а также костный мозг.
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кровь. >*-
- на сап -  кровь, моча, спинномозговая жидкость, содержимое абсцессов, мокрота, рвотные 

массы, отделяемое язв, экссудаты, пунктаты из лимфатических узлов, мазок из 
носоглотки, испражнения, секционный материал (биоптаты печени, селезенки, легкорр, 
сердца, почек, головного мозга), биологический материал от животных - кусочки органов 
трупов - сердце, цечень, легкое, селезенка, почки, головной мозг, костный мозг, кровь.

- пробы из объектов окружающей среды: вода, почва.
- пробы пищевых продуктов: твердые пищевые продукты (рис).

Материал для исследования забирают в стерильные емкости с герметично 
завинчивающимися крышками в соответствии с требованиями СП 1.3.3118-13 «Безопасность 
работы с микроорганизмами 1-П групп патогенности», МУ 4.2.2039-05 «Техника сбора и 
транспортирования биоматериалов в микробиологические лаборатории», МУ 1.3.2569-09 
«Организация работы лабораторий, использующих методы амплификации нуклеиновых 
кислот при работе с материалом, содержащим микроорганизмы 1-1V групп патогенности».

Транспортирование материала в лабораторию для, исследований проводят при 
температуре от плюс 2 °С до плюс 8 °С в течение 1 суток в соответствии с СП 1.2.036-95 
«Порядок учета, хранения, передачи и транспортирования микроорганизмов 1-1У групп 
патогенности». После проведения предварительной обработки проб допускается их 
транспортировка при температуре от минус 16 °С до минус 20 °С в течение 7 суток или в 
сосуде Дьюара с жидким азотом -  длительно.

7. ПРОВЕДЕНИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ (АНАЛИЗА)
7Л. Подготовка исследуемых образцов

7ЛЛ. Подготовка проб выделенных культур микроорганизмов
Колонии с плотной питательной среды, подозрительные на возбудителей сапа и 

мелиоидоза (не более 1-2 колоний), суспендируют в 100 мкл 0,9 % раствора натрия хлорида в 
микропробирке объемом 1,5 мл. Из чистых культур возбудителей сапа и мелиоидоза готовят 
суспензии в 2 мл 0,9 % раствора натрия хлористого по отраслевому стандартному образцу 
мутности 10 единиц ФГБУ «НЦЭСМП» (ОСО 42-28-85-П (ЮМЕ)), что соответствует 
м.к./мл для В. та11е1, В. рзеиВотаИег. Затем проводят 10-кратные разведения подготовленных 
суспензий в 0,9 % растворе натрия хлористого до конечной концентрации 1x10^ м.к./мл. Для 
исследования в отдельную микропробирку объемом 1,5 мл отбирают суспезии клеток чистой 
культуры в количестве 100 мкл. Затем выполняют этапы обеззараживания материала и 
выделения ДНК (пп. 7.2, 7.3).

7.1.2. Подготовка проб клинического (биологического) материала
Кровь у людей берут из локтевой вены в количестве 4,5 мл с помощью одноразовой 

иглы (диаметр 0,8-1,1 мм) и специальной вакуумной системы типа «Уасией» с ЭДТА или 
цитратом натрия, или стерильным шприцем в стерильные стеклянные или пластиковые 
пробирки с цитратом натрия (3,8 % раствор цитрата натрия в соотношении 1:9). Аккуратно 
перемешивают покачиванием до полного смешивания с антикоагулянтом. После 
центрифугирования отбирают лейкоцитарное кольцо вместе с плазмой. Хранят плазму крови 
при температуре от 2 °С до 8 °С не более 3 сут при температуре не выше минус 16 °С -  в 
течение 1 месяца, при температуре не выше минус 68 °С — в течение 1 года. Допускается 
только однократное замораживание-оттаивание материала. При замораживании клинического 
материала его транспортировка должна проводиться также в замороженном состоянии. Для 
исследования в отдельную микропробирку объемом 1,5 мл отбирают пробу в количестве 100 
мкл. Затем выполняют этапы обеззараживания материала и выделения ДНК (пп. 7.2, 7.3).

Моча. При исследовании мочи собирают ее среднюю порцию (10-20 мл) в 
специальный одноразовый контейнер с завинчивающейся крышкой. Переносят 1 мл мочи, 
используя наконечник с фильтром, в стерильные одноразовые пробирки объемом 1,5 мл. 
Центрифугируют в течение!0 мин при 10000 об/мин, полностью удаляют супернатант, не
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захватывая осадок. Осадок ресуспендируют ь  100 мкл 0,9 % раствора натрия хлорида, 
тщательно перемешивают содержимое на вортексе. Затем выполняют этапы обеззараживания 
материала и выделения ДНК (пн. 7.2, 7.3).

Спинномозговую жидкость отбирают после пункции поясничной, субокципитальн(»)й 
области или мозговых желудочков с помощью одноразовых игл, в одноразовые пластиковые 
сухие пробирки объемом 2,0 мл в количестве не менее 1,0 мл. Пробирку плотно закрывают 
крышкой, не допуская зазора и смятия внутренней части крышки. Для исследования в 
отдельную микропробирку объемом 1,5 мл отбирают 100 мкл клинического материала. Для 
концентрирования клеток 1,0 мл спинномозговой жидкости центрифугируют в течение 10 
мин при 10000 об/мин и исследуют осадок и 100 мкл надосадочной жидкости. Затем 
выполняют этапы обеззараживания материала и выделения ДНК (пн. 7.2, 7.3).

Для взятия содержимого абсцессов с поверхности раны удаляют поверхностный 
экссудат салфеткой, смоченной стерильным физиологическим раствором или 70 % спиртом. 
После дезинфекции поверхности раны и высыхания дезинфектанта с помощью шприца 
отбирают аспират из глубины раны. Если первоначально аспират взять не удалось, подкожно 
вводят стерильный физиологический раствор и повторно пытаются взять аспират. 
Отсасывают содержимое и переносят в стерильную пробирку объемом 1,5 мл с крышкой. 
Для исследования в отделъную микропробирку объемом 1,5 мл отбирают 100 мкл 
клинического материала. Затем выполняют этапы обеззараживания материала и выделения 
ДНК (пп. 7.2, 7.3).

Мокроту забирают в количестве не менее 1,0 мл в одноразовые градуированные 
стерильные флаконы с широким горлом и завинчиваюшимися крышками объемом не менее 
50 мл. Для разжижения мокроты применяют либо приготовленную ех Щтроге смесъ НАЕС 
(Н-ацетил-Е-цистеина 0,25 г, 25 мл 4 % раствора КаОН, 25 мл 0,1 М тризамещенного натрия 
цитрата), либо раствор «Муколизин» (ФБУН ЦНИИЭ Роспотребнадзора, Россия), (Ма2НР04 
0,0774 М, МаН2Р04 0,0226 М, бетаМЭ 0,094 М, 5 % азид натрия в конечной концентрации 
0,05 %). Пробу объемом 1-2 мл смешивают либо с равным объемом смеси МАЕС, либо с 
пятикратным объемом раствора «Муколизин». Пробы со смесъю ЫАЕС перемешивают 
покачиванием в течение 20-30 с и инкубируют в течение 15 мин, периодически встряхивая. 
Затем разводят 0,067 М фосфатным буфером (рН 6,8) до конечного объема 50 мл. Пробу 
центрифугируют в течение 10 мин при 9000 об/мин. Осадок ресуспендируют в 100 мкл 0,9 % 
раствора натрия хлорида. Пробы с раствором «Муколизин» перемешивают покачиванием в 
течение 20-30 с и инкубируют в течение 20-30 мин, периодически встряхивая. Затем 
отбирают 1 мл разжиженной мокроты, помещают в микроцентрифужную пробирку объемом 
1,5 мл с завинчивающейся крышкой и центрифугируют при 9000 об/мин в течение 10 мин. 
Осадок ресуспендируют в 100 мкл 0,9 % раствора натрия хлорида. Затем выполняют этапы 
обеззараживания материала и выделения ДНК (пп. 7.2, 7.3).

Рвотные массы в количестве 10-20 мл собирают в стерилъную посуду ложками или 
автоматической пипеткой переменного объема. Дальнейшую подготовку проводят так же как 
при исследовании жидких испражнений. Затем выполняют этапы обеззараживания материала 
и выделения ДНК (пп. 7.2, 7.3).

Отделяемое язв, экссудаты, пунктаты из лимфатических узлов, берут шприцем 
емкостью не менее 5 мл. Кожу на участке, намеченном для прокола, обрабатывают 70 % 
спиртом, а затем смазывают 5 % раствором йода и вновь протирают 70 % спиртом. У язв 
пунктируют плотный край. Материал переносят в отдельную микропробирку объемом 1,5 
мл. Для исследования в отделъную микропробирку объемом 1,5 мл отбирают 100 мкл 
клинического материала. Затем выполняют этапы обеззараживания материала и выделения 
ДНК.Для концентрирования клеток 1,0 мл экссудата центрифугируют в течение 10 мин при 
10000 об/мин и исследуют осадок и 100 мкл надосадочной жидкости. Затем выполняют 
этапы обеззараживания материала и выделения ДНК (пп. 7.2, 7.3).

Взятие мазка из носоглотки проводят натощак или не ранее, чем через 2-4 часа
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после еды. Корень языка придавливают шпатэйем, материал берут стерильным зондом, не 
касаясь языка, слизистой полости рта, зубов, и помещают в пробирку с транспортной средой 
или 0,9% раствором натрия хлористого объемом 100 мкл. Затем выполняют этапы 
обеззараживания материала и выделения ДНК (пн. 7.2, 7.3).

Испражнения, если они жидкие забирают в количестве 10-20 мл в стерильную посуду 
объемом 60-100 мл стерильными ложками или автоматической пипеткой переменного 
объема, если они плотные - в количестве 1-2 г в стерильные емкости объемом 60-100 мл. 
Жидкие испражнения переносят по 1-5 мл в микроцентрифужные пробирки с 
завинчивающими крышками. Пробирки центрифугируют при 9000 об/мин в течение 5 мин. 
Затем отбирают по 0,2 мл верхней бело-желтой части осадка (если отсутствует бело-желтый 
пограничный слой или полностью осадок, то отбор производят на границе осадка и 
супернатанта или со дна пробирки, соответственно) и переносят в микроцентрифужные 
пробирки объемом 1,5 мл с завинчивающейся крышкой. Пробирки центрифугируют при 
12000 об/мин в течение 15 мин. Осадок ресуспендируют в 100 мкл 0,9 % раствора натрия 
хлористого. Затем выполняют этапы обеззараживания материала и выделения ДНК.

К плотным испражнениям добавляют 0,9 % раствор натрия хлористого в соотношении 
1:9, тщательно ресуспендируют с использованием микроцентрифуги-встряхивателя. 
Отбирают по 1 мл в микроцентрифужные пробирки. Дальнейшую подготовку проводят так 
же как при исследовании жидких испражнений. Затем выполняют этапы обеззараживания 
материала и вьщеления ДНК Затем выполняют этапы обеззараживания материала и 
выделения ДНК (пп. 7.2, 7.3).

Секционный материал (биоптаты печени, селезенки, легкого, сердца, почки, 
головной мозг) отбирают при вскрытии, соблюдая регламентированные меры безопасности. 
Для растирания кусочков органов используют либо стерильную ступку со стеклянным 
порошком либо микропробирки объемом 1,5 мл с пестиком для пробирок типа Еррепбог!".

В стерильной ступке со стеклянным порошком кусочки органов массой до 10 г 
растирают до гомогенного состояния, после чего добавляют 0,9 % раствор натрия хлорида в 
соотношении 1:5 (масса/объем). Надосадочную жидкость отбирают с помощью пипетки 
через ватный тампон в отдельную пробирку. Переносят по 1 мл пробы в 
микроцентрифужные пробирки объемом 1,5 мл с завинчивающими крыщками, используя 
наконечник с фильтром. Центрифугируют в течение 10 мин при 12000 об/мин. Оеадок 
ресуспендируют в 100 мкл 0,9 % раствора натрия хлорида. Затем выполняют этапы 
обеззараживания материала и выделения ДНК (пп. 7.2, 7.3).

В микропробирках объемом 1,5 мл кусочки органов массой 0,1-1 г растирают 
пестиками до гомогенного состояния, затем добавляют равный объем (не менее 100 мкл) 
стерильного 0,9 % раствора натрия хлорида и тщательно перемешивают. Суспензию 
отстаивают при комнатной температуре в течение 2-3 мин, затем верхнюю фазу переносят в 
отдельную микропробирку объемом 1,5 мл, используя наконечник с фильтром. Затем 
выполняют этапы обеззараживания материала и выделения ДНК (пп. 7.2, 7.3).

Подготовка проб органов лабораторных и диких животных
Органы лабораторных и диких животных отбирают при вскрытии, соблюдая 

регламентированные меры безопасности. Кусочки органов (сердце, печень, легкие, селезенка, 
почки, головной мозг), лимфотические узлы растирают с использованием либо стерильной 
ступки со стеклянным порошком либо микропробирки объемом 1,5 мл с пестиком для 
пробирок типа ЕррепбогЕ

В стерильной ступке со стеклянным порошком кусочки органов (сердце, печень, 
легкие, селезенка, почки, головной мозг) массой до 10 г, лимфотические узлы (целиком) 
растирают до гомогенного состояния, после чего добавляют 0,9 % раствор натрия хлорида в 
соотношении 1:5 (масса/объем). Надосадочную жидкость отбирают с помощью пипетки 
через ватный тампон в отдельную пробирку. Переносят по 1 мл пробы в 
микроцентрифужные пробирки объемом 1,5 мл с завинчивающими крыщками, используя
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наконечник с фильтром. Центрифугируют в ^гечение 10 мин при 12000 об/мин. Осадок 
ресуспендируют в 100 мкл 0,9 % раствора натрия хлорида. Затем выполняют этапы 
обеззараживания материала и выделения ДНК (пн. 7.2, 7.3).

В микропробирках объемом 1,5 мл кусочки органов и лимфотические узлы массс^й 
0,1-1 г растирают пестиками до гомогенного состояния, затем добавляют равный объем (не 
менее 100 мкл) стерилъного 0,9%  раствора натрия хлорида и тщательно перемешивают. 
Суспензию отстаивают при комнатной температуре в течение 2-3 мин, затем верхнюю фазу 
переносят в отдельную микропробирку объемом 1,5 мл, используя наконечник с фильтром. 
Затем выполняют этапы обеззараживания материала и выделения ДНК (пн. 7.2, 7.3).

Костный мозг получают путем пункции грудины шприцем с короткой и .несколько 
затупленной иглой. Полученный костный мозг переносят в отдельную микропробирку 
объемом 1,5 мл. Для исследования в отделъную микропробирку объемом 1,5 мл отбирают 
100 мкл клинического материала. Затем выполняют этапы обеззараживания материала и 
выделения ДНК (пн. 7.2, 7.3).

7.1.3. Подготовка проб из объектов окружающей среды
Пробы воды с поверхности луж, рисовых полей, мелких водоемов и искусственных 

емкостей берутся из поверхностного слоя в объеме 50-100 мл в стерилъные емкости объемом 
200-250 мл с завинчивающейся крышкой. Для концентрирования бактериалънъгх клеток 
используют либо дробное центрифугирование, либо вакуумную фильтрацию.

Для дробного центрифугирования пробы воды переносят по 22-35 мл в 2 (3) 
центрифужные пробирки с винтовой горловинной крышкой типа Ра1соп объемом 50 мл и 
центрифугируют при 10000 об/мин в течение 10 мин. Осадок в каждой пробирке 
ресуспендируют в 100 мкл 0,9 % раствора натрия хлорида. Из центрифужных пробирок 
переносят полученную суспензию в микроцентрифужную пробирку с завинчивающейся 
крышкой объемом 1,5 мл и центрифугируют при 12000 об/мин в течение 1 мин. 
Надосадочную жидкость переносят в отдельную микроцентрифужную пробирку объемом 1,5 
мл. Для выделения ДНК исследуют осадок и 100 мкл надосадочной фракции. Затем 
выполняют этапы обеззараживания материала и выделения ДНК (пп. 7.2, 7.3).

Для вакуумной фильтрации используют стерильные фильтры с размером пор 0,45 
мкм. В случае сильной загрязненности исходного образца воды механическими или 
масляными примесями, определяемыми визуально, его предварительно фильтруют на 
стеклянной воронке через стерильный ватно-марлевый или бумажный фильтр. 
Подготовленную таким образом воду пропускают через мембранный фильтр. После 
окончания фильтрации мембранные фильтры переносят обожженным анатомическим 
пинцетом в стерильный пластиковый пакет, например типа «Вихрь», объемом 100 мл, 
содержащий 10 мл 0,9 % раствора натрия хлорида. Фильтр внутри пакета растирают вручную 
в течение 1 мин, затем смыв с поверхности фильтра переносят в стерильную пробирку. Для 
исследования методом ПЦР отбирают 1,0 мл в микроцентрифужные пробирки с 
завинчивающейся крышкой объемом 1,5 мл и центрифугируют при 12000 об/мин в течение 
10 мин. Осадок ресуспендируют в 100 мкл 0,9 % раствора натрия хлорида. Затем выполняют 
этапы обеззараживания материала и выделения ДНК (пп. 7.2, 7.3).

Пробы почвы с мест вероятного обсеменения берут в количестве 20-30 г на глубине 
до 15 см. Отобранные пробы почвы помещают в стерильные пробирки или в банки. К 
исследуемому материалу добавляют 0,9 %-ный раствор натрия хлористого 1.10, тщательно 
перемешивают в течение 15 мин, отстаивают в течение 10 мин для оседания крупных частиц. 
Надосадочную жидкость дробно центрифугируют: первоначально в течение 2-3 мин при 
5000 об/мин, затем супернатант центрифугируют в течение 15 мин при 12000 об/мин. Осадок 
ресуспендируют в 100 мкл 0,9 % раствора натрия хлористого. Затем выполняют этапы 
обеззараживания материала и выделения ДНК (пп. 7.2, 7.3).
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7.1.4. Подготовка проб пищевых продуктов
Твердые пищевые продукты (рис) отбирают по 200 г и помещают в емкости с 

завинчивающимися крышками. Из твердых продуктов берут навеску 25 г, добавляют 0,9 ^  
раствор натрия хлорида 1:10, тщательно перемешивают в течение 15 мин, отстаивают^в 
течение 10 мин для оседания крупных частиц. Надосадочную жидкость отбирают по 1 мл в 
отдельные микроцентрифужные пробирки объемом 1,5 мл и центрифугируют в течение 2-3 
мин при 5000 об/мин. Надосадочную жидкость переносят в отдельные микропробирки и 
центрифугируют в течение 15 мин при 12000 об/мин. Осадок ресуспендируют 100 мкл 0,9 % 
раствора натрия хлорида. Затем выполняют этапы обеззараживания материала и выделения
ДНК (пп. 7.2, 7.3).

Допускается хранение вышеперечисленного материала до проведения исследования в 
течение суток при температуре от 2 °С до 8 °С или 1 нед -  при температуре не выше минус 16 
°С. Для аутопсийного материала предусмотрены следующие режимы хранения: ткани 
внутренних органов хранят 1 нед при температуре не выше минус 16 °С, далее -  при 
температуре минус 70 °С.

7.2. Обеззараживание материала
Подготовленные для исследования пробы обеззараживают в соответствии с МУ 

1.3.2569-09 «Организация работы лабораторий, использующих методы амплификации 
нуклеиновых кислот при работе с материалом, содержащим микроорганизмы МУ групп 
патогенности».

Дополнительно к исследуемым образцам готовят отрицательный контроль выделения 
(ОКБ). Для этого в отдельную микроцентрифужную пробирку объемом 1,5 мл вносят 100
мкл ТЕ-буфера.

К исследуемым образцам и ОКБ добавляют натрия мертиолят до концентрации 
1:10000 (0,01%) с последующим прогреванием их при (56±1)°С в течение 30 минут. Затем к 
100 мкл образцов, обработанных мертиолятом натрия и разлитых в микроцентрифужные 
пробирки объемом 1,5 мл, добавляют лизирующий буфер на основе 6 моль 
гуанидинизотиоцианата в объеме, указанном в инструкции к набору для выделения ДНК, и 
инкубируют 15 минут при температуре (65±1)°С. После выполнения данного этапа материал 
считается обеззараженным.

7.3. Выделение ДНК
7.3.1 Быделение ДНК из проб чистых культур сапа, мелиоидоза и гетерологичных 

микроорганизмов, спинномозговой жидкости, мазок из носоглотки, осуществляют в 
присутствии гуанидинизотиоцианата методом осаждения изопропанолом с использованием 
к^мерческого набора «РИБО-преп» по ТУ 9398-071-01897593-2008 (ФБУН ЦНИИ 
Эпидемиологии Роспотребнадзора, Россия) или аналогичных. Работу проводят в 
соответствии с инструкцией к набору.

7.3.2 Бьщеление ДНК из проб крови, мочи, мокроты, содержимого абсцессов, рвотных 
масс, отделяемое язв, экссудатов, пунктатов из лимфатических узлов, биоптатов, 
испражнений, воды, почвы, риса проводят с использованием коммерческого набора «ДНК- 
сорб-Б» (ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора, Россия) или аналогичных. Работу 
проводят в соответствии с инструкцией к набору.

Проведение ПЦР — амплификация ДНК
7.3.1. Подготовка ПКО ДНК В. та1Ш и ПКО ДНК В. р$еи(1ота1Ш
Перед началом работы с набором из морозильной камеры извлекают пробирки ПКО 

ДНК В. таНег и ПКО ДНК В. рвеиВотаНег, выдерживают при комнатной температуре до 
размораживания реагентов, перемешивают на микроцентрифуге/встряхивателе и 
центрифугируют при 3000-5000 об/мин в течение 5-10 с для осаждения капель со стенок
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пробирки. ^
7.3.2. Подготовка реакционной смеси
Из морозильной камеры извлекают ПЦР-смесь-1 В.та1Ш/р5еис1ота1Ш, ПЦР-буфер-2, 

М§СЬ, ВКО, ТЕ-буфер и размораживают при комнатной температуре, перемешивают ца 
микроцентрифуге/встряхивателе, Гад'-Е’-ДНК-полимеразу извлекают и держат на холоде, 
затем все реагенты центрифугируют при 3000-5000 об/мин в течение 5-10 с для осаждения 
капель со стенок пробирки. Все реакционные компоненты добавляют отдельными 
наконечниками с аэрозольным барьером с помощью дозаторов переменного объема.

Для проведения реакции отбирают необходимое количество микропробирок объемом 
0,2 мл, соответствующее числу исследуемых проб, ОКВ, отрицательного, контроля 
амплификации (К пцр-) и положительных контролей (Кв.т.+, Кв.р8.+). Пробирки для «Ко1ог- 
Оепе» подписывают сверху.

В отдельной микропробирке объемом 0,6 мл или 1,5 мл готовят реакционную смесь из 
расчета, что на 1 реакцию необходимо (Таблица 3):

Таблица 3
Реагент Объем, мкл

ПЦР-смесь-1 В. таНеУрзеиВотаНег 5
ПЦР-буфер-2 5
МцСЬ 3
ВКО 1,5
7а^-Е-ДНК-полимераза 0,5

и вносят по 15 мкл подготовленной реакционной смеси в соответствующие микропробирки.
Затем в пробирки вносят по 10 мкл ДНК из исследуемых проб и 4 контрольных:
а) отрицательный контроль выделения (ОКВ) -  вместо ДНК-пробы вносят 10 мкл 

образца, вьщеленного из пробы отрицательного контроля выделения.
б) отрицательный контроль ПЦР (Кпцр-) -  вместо ДНК-пробы вносят 10 мкл ТЕ-

буфера.
в) положительный контроль ПКО ДНК В. таИег (Кв.т.+) — вместо ДНК-пробы вносят 

10 мкл образца положительного контроля ДНК В. таИег.
г) положительный контроль ПКО ДНК В. ряеис1ота11е1 (Кв.р«.+) — вместо ДНК-пробы 

вносят 10 мкл образца положительного контроля ДНК В. рзеиВотаИег.
Общий объем реакционной смеси — 25 мкл, включая объем ДНК-пробы -  10 мкл.

7.3.3. Проведение термоциклирования
Подготовленные микропробирки помещают в термоциклер типа «Ко1ог-Оепе»
Программирование амплификатора типа Ко(ог-Сепе:
Для работы с прибором прибором «К.о1ог-Оепе» 6000 и «Ко1ог-Оепе» О следует 

использоватъ программу «Ко1ог-Оепе 6000» версии 1.7 (ЬшШ 67) или выще. При описании 
программы термины для каждой версии программы представлены следующим образом; для 
англоязычной вереии программы «Ко1ог-Оепе» 6000 / для русекоязычной вереии программы 
«Ко1ог-Оепе» 6000.

1. Нажимают кнопку «Не\у»/«Новый» в основном меню программы.
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^ К о Ь г -СеТе 6 000  5 ег!«  КоЙшаге - Тест 2016-0 9 -27  (1)

Файл Анализ Стзрт/стоп Увосень сигнала Пвосмстр Окне >.пр.

/  У  ^
Новый О ткр. Сохр С тарт П 

Справка

; П р о см о тр #
Установки

Каналы

2. В открывшемся окне выбирают меню «Ас1уапсес1»/«Детальный мастер» Нажимают 
кнопку «Мет>/«Новый».

быстрый мастер ^1етальный мастер |

Г  Пустой шаблон 

I ! Т рехшаговый цикл и плавление

; : Двухшаговы^ цикл

'4 н̂вм'"
'1.-̂\ I ^  Д ругие файлы

I Т  ехническое обслужиеание прибора

Г.кч[ ВшкЬП
! СеНРУ-П.
ССНРV
Е В 0 У 2 в 1 ге -Р 1  2 0 1 6 -0 5 -0 4

Импортирует 
циклирование н 
аетектирое. сигнала 
и опреаелекие 
обраацов из 
послеанего 
открытого теста.

ы®ый Н|;
Отменить 

Спр.
15' П оказатьэта гэкр ан п р и за п уске п р о гр ам м ы

3. Выбирают тип ротора «З6-Ше11 Ко^ог»!«36-луночный ротор». Ставят отметку в окне 
рядом с надписью «Мо ОотесЗ 0.2 т1 ТиЪез»!«Ьоскт^ пп^ аРасНесЫ«Кольцо закреплено».

4. Нажимают кнопку «МехЫ«Далее».

Мастер Нового Теста

Добро пожаловать в детальный мастер тестов!

Т ип ротора  .......

72*лумоиный ротор  
С е пе -Э (« ” '  72 С«теО|$с'’' 100

\>/ Кольцо  закреплено.

*К , ТЛ Т1Ш,

5. Выбирают объем реакционной смеси: «КеасРоп уо1ите»1 «Объем реакции» -  25 мкл.
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Для прибора «К.о1ог-Оепе» 6000 должно быть активно (отмечено галочкой) окно «75 /// оИ 1ауег 
уо1ите»/«15 {лЬ объем масла/воска».

Мастер Нового Теста

Этот э кр а н  отображ ает см еш анны е опции д ля э то го  т еста  Заполните 
поля, н аж м ите  След., ко гд а  вы  готовы  перейти  на  след, стр.

Выход

]  О бъём 
реакции  (иС):

К ом по но вка

р '  15ц1 с  добав. в оска

<< Н а за д  ] Д а л е е »

Д ан н ая  о бласть 
предназначена для 
отображения 
справки  
элем ен тов  
мастера. Д ля 
с п р а вки  по этой  
тем е  проведите 
мы ш ь над этой  
темсиЧ Вы  м ож ете  
т а кж е  наж ать  на 
раскры ваю щ ийся 
с п и с о к  для 
отображения 
с п р а вки  о 
возм ож ны х 
установках.

6. Нажимают кнопку «МехЫ«Далее».
У - ^

Мастер Н (»ого Т еа а

Проф иль

Р едактор  п р о ф и л я ..

У с т а н о в ка  к а н а л а ;

И м я 1 И сточни к 1 Д ете кт о р У ровен ь  сигнала  |
Сгееп 4 7 0 п т 51 О пт 8
УеНом бЗОпгл 5 5 5 п т 6,67
0 га1эде 5 8 5 п т б Ю п т 5
В еб 6 2 5 п т БбОпт 5
СГ1ГП$0П 680пгп 710Ир 7
В1ие 3 6 5 п т 40О пт 7

Оггт. уровня сигн.

Выход 1 « Н азад  1 Д а л е е »  |

Новый...

П р ав ка ..

Удалить

О тм енить

Д ан н ая  область 
предназначена для 
отображения 
спр а вки  
элем ентов  
м а с т е р а Д л я  
спр а вки  по  этой  
тем е  проведите 
мы ш ь над этой  
тем ой . Вы  м ож ете  
т а кж е  наж ать  на 
раскры ваю щ ийся
:СПИСОКДЛЯ
отображения 
спр а вки  о 
возм ож ны х 
установках.

У р ов ен ь  Сигн.

7. В верхней чаети окна нажимают кнопку «ЕМ рго/г1е»/«Редактор профшя».

Редактор Профиля

€■'7 Ы #
Н овы й О ткр. С охранить как Справка

Те ст продолжится около 38 мин.График внизу представляет тест, который должен быть выполнен :

Нажмите на цикл ниже, чтобы изменить его ;

ГЦиклирование 
Циклирование 2

Температура: 

Врем я;

Град, 

мин. о

^  Вст. после...

Вставить до... I 
Уда ли ть  I

8. Задают следующие параметры эксперимента (Таблица 4):
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Таблица 4

Цикл Температура, °С Время
Измерение

флуоресценции
Количество

циклов
1 95 15 мин - 1

2
95 Юс - 5
62 35 с -

3

95 Ю с -

40
62 35 с

РАМ/Сгееп,
^ОЕ/Vе11о\V,

Су5/Ке(1

1

Флуоресценцию измеряют при 62°С (во втором блоке циклирования) по каналам 
РАМ/Сгееп, ЛОЕ/Уе11олу, Суб/КеЛ

Редактор Про4«<л«

Н о в ы й  О т к р . С о х р в н и т ь г л к  С п р а в к а
Т е ст п ро д ол ж и тся  о ко л о  9 8  м и м Т р а Ф и к  в н и зу  п р е д с тввл яе т  т е с т , к о то р ы й  д о л ж е н  б ы ть в ы п о л н е н :

111
; Н а ж м ите  на  ц и к л  н и ж е , т го б ы  и зм е н и ть  е го
■ У д е р ж  те м п  ры  

Ц икли ро еа ни е■ :
б е т  п о с л е . 

В с та в и ть  до.. 

У д ал ить

Ц и к л  п овтор и ть  40 ^ р а з

Н а ж м и те  на  ш а г вни зу  д л я  е го  и зм е н е н и я  и ли  н а ж м и те  ♦ ш а г и. I ■ ш « ',  чтобы  д о б а в и ть  и ли  удалить  ш а ги з т о го  ц икла .

ы ч н ы й  ш аг

6 2  град.

35  сек .

Д е т е к  на Сус11пд А

на  б тее п. Неб. Уево>л 

’ У длин. Шаг.
С н иж а ть те м п-р у  ш ага

95  гра д , н а  10  сек .

\
6 2  гра д , н а  35  сек .

ТП!

/
/  I

Нажимают кнопку «ОК»/«Да».
9. В нижней части 

ОрИтгшИоп... »/«Опт.уровня сигн.».
окна нажимают кнопку «СаНЬга{е»/«Сат

Мастер Нового

р е д а кто р  п ро ф иля ... 

У ста н о в ка  к а н а л а :

Имя И сточни к Д е те кто р У р о ве н ь  с ы п а л а  1 Ц оеый... {

Ссееп 4 7 0 п т 51 О пт 8 П г т п г т  1
У е Ь ч 5 3 0 п т 5 5 5 п т 6.67
Отапде 5 8 5 п т 61 О пт 5 У р о ве н ь  С и т .
В еб 625ГШТ б $ 0 п т 5
С|1т$оп 680УП 7101тр 7 У дал ить  1
В1ие 3 $ 5 п т 4 6 0 п т 7 О тм е ни ть  1

■Данная область 
'Предназначена для  
(Отображения 
] справки  
элем ентов 

.мастера. Д л я  
^справки  по этой 
Н е м в  проведите 
■ м ы ш ьн ш это й  
те м о й , б ы  м ожете 
т а к ж е  на ж ать  на 
■раскрывающийся 
(СЛИСОК для  
отображения 
с пр авки  о 
возм ож ны х 
установках.

йгтг. д а ю внясип1 . .(

В открывшемся окне нажимают кнопку «СаИЬга(е Асдшгш§»/«Ор{1п718е Асди1гш§»/ 
«Опт. детек-мых».
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Авто-огттимиглци.» уровня сигнала

Оптимизация:
При авто-оптимизации доовня сигнала будет считываться Флуоресцентный сигнал 
выбранной проб|фжн при различных уровнях усиления сигнала, пока не найпется

#  уровень, при котором сигнал попадает в нужный диапазон-Уровень сигнала 
зависит от используемых реагентов.

Установить температуру | ’*<̂  “ Н  градусов.

Оптим. всех I Опт. Детек-мых 1 
 ̂ Выполнить оптим из^ш ю  при 1-м шаге детекции 
Г* Выполнить оптимизацию при 56 градусах перед началом теста 

Установки кан ала :
Добавить...

Имя I Позиция Пробирки [ М инин Сигнал | М аксим  Снгмая | Мим, доое Правка...

Удалить I

Закрыть

- для красителя РАМ/Сгееп указывают в графе «Мш КеасИщ»/ «Митт. Сигнал» 
значение 5, а в графе «Мах Кеа(Ип§»/«Максим. Сигнал» значение 10,

- для красителя ^ОЕ/Vе11о\V указывают в графе «Мт КеасИп§»/ «Миним. Сигнал» 
значение 5, а в графе «Мах КеасИп§»/«Максим. Сигнал» значение 10,

- для красителя Су5/Ке0 указывают в графе «Мш КсасИп§»/ «Миним. Сигнал»гятшш 5, 
а в графе «Мах Кса(Ип§»/«Максим. Сигнал» значение 10.

Авто-оп-тмизвция уровня сигнала '12'
О птимизация

При авто-оптимизации уровня си гн а ла  будет считы ваться ф луоресцентный сигнал  
выбранной п робирки  при различны х уровнях усилегм я си гнала , п о ка  не  найдется 
уровень, при кото ро м  си гн а л  попадает в  нуж ны й д иап азон .У ровень  сигнала  
зависит от используем ы х реагентов.

У становить  тем пературу | ■ градусов.

Г
У ^

[ Р е

Г * “Ги|с1

У с т а н о в ки  А в '^о -о пти м и ззи > ^и  у р о в н я  си гн а л а

У стано вки  канала 

К а н а л : Реб П озиция  П р о б и р ки ; |1 ‘ }

Н ужны й диап азон  стартово го  с и гн а л а : 1 ^ ^ * "

рш до |То "т!
I  О тм енить ! С правка

Д иапазон  уровней сигнала:

ОК

Р

З акры ть Спр.

В графе «ТиЪс ро8Шоп»/«Позиция Пробирки» указан номер пробирки, по которой будет 
автоматически выбран параметр «^а/п»/«усиление сигнала», по умолчанию это 1-я пробирка в 
роторе. Поэтому в 1-ой позиции в роторе должна ставиться пробирка с какой-либо 
исследуемой пробиркой с реакционной смесью.

Помечают галочкой бокс в строке «Рсг/огт СаИЬгаНоп Вс/огс Г‘ Ас^иш^юп»/«Рс^/о^т 
ОрйтгшНоп Вс/огс Г ‘ Ас^иш{^оп»/«Выполнить оптимизацию при 1-м илагс детекции». Закрыть 
окно «Аи(о Оат СаИЬгаВоп 8еШр»/«Авто-оптимизация уровня сигнала», нажимают кнопку 
«С1озе»/«Закрыть».
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Авто-оптимизация уровня сигнала

Оптимизация: -------------
При авто-оптимизации уровня сигнала будет считываться флуоресцентный сигнал 
выбранной пробирки при различных уровнях усиления сигнала, пока не найдется 

V  ^  уровень, при котором сигнал попадает в нужный диапазон.Уровень сигнала 
зависит от используемых реагентов.

Установить температуру рЖ ^  градусов.

Опгим. всех Опт. Детек-мых ;

V  Выполн •̂п■ь оптимизацию при 1 -м шаге детекции 

Г” Выполнить оптимизацию при 56 градусах перед началом теста 

Установки канал а:

Имя Позиция Пробирки Миним Сигнал Максим. Сигнал Мин. 9р<;
Сгееп 1 5Р1 10Р1 ■10
Уе11о'/|/ 1 5Р1 10Р1 ■10
Ней 1 5Р1 10Р1 ■10

1

Правка... ! 

Удалить  ̂

Удалить Все

Закрыть Спр.

Нажимают кнопку «ЫехЫ«Далее».
М астер Н ов ого  Теста

Профиль

!Р^ёдактрр профиля.

Установка ка н а л а :

Имя Источник I Д етектор 1 Уровень сигнала
Сгееп 470пгг1 51 Опт 8
Уе11ои 530пт 555пт 6,67
Огапде 535пт 61 Опт 5
Ней 62 5п т ббОпт 5
Сг1т50п 68 0п т 710Ьр 7
В1ие 36 5п т 460пт 7

Новый...

Правка..

Удалить

Отменить

Опт. уровня сигн...

Выход << Назад Далее>>

Уровень Сигн.

Данная область 
предназначена для 
отображения 
справки  
элементов  
мастера.Для  
справки по этой  
тем е проведите 
мышь над этой  
темой. Вы можете 
та кж е  нажать на 
раскрывающийся 
список для 
сугображения 
справки о 
возможных 
установках.

10. Запускают амплификацию кнопкой «8Шг1 гип»/«Старт». При необходимости 
введенные значения термоциклирования могут быть сохранены в качестве шаблона, 
используя кнопку «8а\е 1етрШе/«Сохр.шаблон».
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Мастер Нового Теста

Схема:

Установка Значение ]
Сгееп Уровень сигнала 8
Неб Уровень сигнала 5
Уе11ом Уровень сигнала 6,67
Оптимизация автоуровня сигнала До первого детектир. данных
Ротор 36-луночный ротор
Компоновка образцов 1 ,2 ,3 ,.. .
Объём реакции (в микролитрах) 25

Проверив правильность установок. нажм1-яе Старт для начала выполнения 
Теста. Нажмите Сохр.Шаблон, чтобы сохранить шаблон с программой и 
установками этого теста.

Старт

Сохр. шаблон

Выход «  Назад

11. Дают название эксперимента и сохраняют его на диске (в- этом файле будут 
автоматически сохранены результаты данного эксперимента).

у-Ог'ейХ'О'«ГК» К'1«-0--Л5:

Ы  »> I I
СЗ. «а;

Т .Д Г =

Ик6с»-.>.о<
•СЬ
« Зкр)'5К» 

Ии*ги><* м(; 
СР1*с-.«сгсп

Б-4-.-6ГОИ
Н

• ДСЧ.1»«Т« 
1Ъв'̂ сг>г(>н1а

ЬиРл/отекл "Лох>'Монты"

!ТечП!*Л*!

В процессе работы амплификатора или по окончании его работы программируют 
положение пробирок в карусели. Для этого используют кнопку «ЕМ аатр1еи»/«Правка 
образцов» (в нижней правой части основного окна). Все пробы и контроли обозначают меню 
8атр1ез/Образцы как 11пкпом>п/Неизвестный.

7.3.4. Анализ и учет результатов.
Регистрация результатов на приборах типа Ко1:ог-Сепе
Полученные данные анализируются с помощью программного обеспечения 

используемого прибора для проведения ПЦР в режиме «реального времени». Для 
регистрации результатов амплификации на приборах типа Ко1ог-Сгепе используют 
следующие показатели (Таблица 5).
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Таблица 5

Показатели РАМ
Сгееп

ЗОЕ
Уе11о\у

Су5
Ке(1

Наименование мишени В. таНег В. р8еис1ота11е1 ВКО к
Функция «81оре СоггесЬ>!«Коррек. уклона» активна активна активна
Функция «Моге 8еШп§8»/«ОиШег КетоVаЫ 
«Устранение выбросов» 20% . 15% 10%

Значения ТкгезкоШ!Порог 0,05 0,03 0,03

Примечание -  в том случае, если кривые флуоресценции по каналу РАМ/Огееп, 
^ОЕ/Vе11о^V не соответствуют экспоненциальному росту, устанавливают значение порога 
отрицательных проб МТС ШгезкоМ/порог Фона - ПФ равным 25-30% по каналу РАМ/Огееп и 
20% - ЗОЕ/Уе11о\у.

Регистрация результатов амплификации по каналу РЛМ/Сгееп:
1. Нажимают в меню кнопку «Апа1у813»/«Анализ», выбирают режим анализа 
«̂ иап̂ ^̂ а̂ ^опу>/«Количественный», выбирают в меню «СусИщ А. ЕАМ»/«СусИп§ А. Сгееп», 
нажимают кнопку «8ком>»/«Показать».
2. Отменяют автоматический выбор «ТИге8ко1с1»/«Порог».
3. В меню основного окна ^иап^^Ш{^оп апа1у818/Количественный анализ активируют кнопки 
«Оупатгс ШЬе»/«Динамич.фон» и «81оре Соггес(»/«Коррек. уклона».
4. Выбирают линейную шкалу графического изображения результатов, нажимают кнопку 
«Ыпеаг 8са1е»/«Линейная шкала», в нижней части окна справа (если эта шкала активна по 
умолчанию, вместо кнопки «Ыпеаг 8са1е»/«Линейная шкала» видна кнопка «Ьо^ 
8са1е»/«Лог. шкала»).
Ф ай л  А н а л и з  С т а р т п е п  У р с е вм ь  «гигмала П р с с м с т р  О к н е  С п р .

Гпраака

П р с с м с т р  'Ы
У ста нс ак .и  П р о д в и ; П р оф ы л б

,1
Т е м п. О б р а гц ы А н а л и з  О тче ты

К а н а л ы  С у е й п д  А .О гее п  ’ С у е й л д  А .У е Н с л  С у е й п д  А.Р.ес1 .

Колич«т1внный А н а л о г  •  С у с Е п д  А .С те еп  (СтрТ| I ^

О т ч й т ы -  Ч- Г р а ф и кс т а н д . “̂ 3  Р езула таты  Д и н а м о ч . ф е н  К с с р е к т .  у к л о н а  И гн е р . п е р в ы е  ^  У с т р а н е н и е в ы б р с с с в ... (р;) С о х р а н и те  п о  у м о л ч а н и ю

Порот; —

Н а с тр о н тв  ш к а л ) ’... А г т о ш к а л а  Ш к а л е  п с  > "м с л ч . Л с г .  Ш к а л а

'•V {“рафик С1«нд. - Суейпд А.Стееп С̂тр.1) ; Ко.'Н'честаек» 
;№ |Им:

в РезуЛ ! уейпд А о

А  е .ш  1 0 2 3 0 1 0 .4  Образец
В т .  10230 1 0 .3  Образец
В .т . 10230 1 0 .2  О бразец
о  КВ О бразец

115 К *  О бразец

26.70
29.71 
32.19

I 'С гр,!)

[  К » ц .С т а н а а р га [ Конц, Расч. ( к о г | К оэФ Ф , В а | Сред. С< | Ст.От
26.70
29.71 
32.19

■Д
В кл о б р . В ы к л  обр. 

В кл . имен. В кВ е е  В ь и ^ с е  
П р а в ка  О бразцов...

вычисление СТ

Г~ Д б рат. з н а к  дан.

Оорек: |О05 |
И с клю чи ть  Ц
циклы  д о ; ~~Л

А рго -вы б ор п о р ога  ’

Г р а ф и к  с т е н д
МУА
М /А
Ти п  ;П лаеаю щ ий 

И м п . Гр аф и ка ...I О тм е ни ть  | 

Шаблон анализа |

5. В меню окна «Моге 8еШп§8»1«Ои(Иег КетоуаЫ«Устранение выбросов» устанавливали 
значение МТС ^к^е8ко^с /̂Порог Фона — ПФ (МТС) -  20 %. В том случае, если кривая 
флуоресценции по каналу ЕАМ/Огееп, не соответствовуют экспоненциальному росту, 
устанавливают значение порога отрицательных проб ЫТС ФгезкоЫ/порог Фона- ПФ равным 
25 - 3 0  %.
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Ш Устранение выбросов

Порог Ф она • П Ф  (М Т С ): ------------------------------------------------
Процент от наибольшего изм енения ф луоресценции:

0 %  1 5 %  3 0 %
I-------------^  Образцы с изменением Флуоресценции менее
I РО % этого порога (относиг-но наибольшего 

изменения в любом из образцов), буауг 
обозначены к а к  отрицательные • О ТР(П Ф ).

Порог Эффективности Р е а кц и и :

1~ активировать

П о р о г: -100

Только образцы которые имеют 
индивиауальную Эффективность  

^  %  реакции по крайней м ере равную 
этом у значению будут показаны  
после нормализации.

О К Отменить Спр.

6. В меню «СТ Са1си1аНоп»/«Вычисление СТ» (в правой части окна) выставить 
«Ткге8коЫ»/«Порог» = 0,05.

Ф»йл Аиали ! Ст»рт;'етеп >ро« еньсн гн *л »  П росы стр О кно Спр,

- У Н* II В
Новый Огкр. Се-.р ■:/

^  Прсомс
I Продвиж. Профи.'Ть Темп. С 6 р*}цы  Анв/тп} Отчеты

1С»н»лы С>б1|пд А.Згееп Сус1ш э А ./« Н с л  СутгОлд А.йес!

)С а л кчете ни ы (} Д ке лн) -  Сус№тдА.6гееп (СтрТ)

Отчеты... \  Грвфикствид. Реулетаты  '^ Д и и а м и ч ф о м  ” 4. Ксрретт. ух.псче * *  И ти гр , первые > аранение выброес»-.. Ы  С с х р а к и ге л о у м с л ч а ти с

Настреттте шкалу... А ггвш кал а Ш к а т е г^ у м о л ч . Л сг. Шкала

''у "рафик гта*\8'- Сус?тдА,(Згмг> (Стр.!,: >е ?пу.т
|Т|«1

м • Сусйлф А

4 В № 1023010.4 Обрмец 26.70
5 В.№ 1023010.3 Обрмец 29.71
6 В № 10230 1 0.2  Образец 32.19
7 ОКВ Образец
15 Кт Образец 29.09
--------------^----------Ч - е - -----------------------

Ресч (ког{>и>з>»». Ве| С р ц . С1 ! Ст.От
26.70
29.71 
32,19

С тр .: Стр.1

В. юеиботз1е110СИ0 3

В ка
В ькл  обр . 

кВсе ВыкВсе 
Правке Обрезцое...

Вычисяеиме СТ

2брет эиак дан 

Оорог ;0.05

!1

Тип Плееемший 

Ц |^Г р е Ф м с е ..: Отменить '

Шаблон анализа

7. В таблице результатов (окно «^иап(. Ке^и1{5»/«Количественные Результаты») появятся 
значения порогового цикла (СТ).

Регистрация результатов амплификации по каналу ЗОЕ/Уеио^V:
1. Нажимают в меню кнопку «Апа1у818»/«Анализ», выбирают режим анализа 
«^иапШа^^оп»/«Количественный», выбирают в меню «СусИп§ А. АОЕ»/«Сус1т§ А. Уе11ом>», 
нажимают кнопку «8ком>»/«Показать».
2. Отменяют автоматический выбор «ТкгезкоШ»/«Порог».
3. В меню основного окна <.̂ ^иапШа̂ ^оп апа1уП8»/«Количественный анализ» активируют 
кнопки «Вупатк ШЪе»/«Динамич.фон» и «81оре Соггес(»/«Коррек. уклона».
4. Выбирают линейную шкалу графического изображения результатов, нажимают кнопку 
Ыпеаг зса1е1 Линейная шкала, в нижней части окна справа (если эта шкала активна по 
умолчанию, вместо кнопки «Ыпеаг зса1е»/«Линейная шкала» видна кнопка <Ло̂  
зса1е»/«Лог. шкета»).
5. В меню окна «Моге зеШп§з»/«ОшИег КетоуаЫ«Устранение выбросов» устанавливали 
значение ПТС 1кге8ко1сРПорог Фона — ПФ (НТС) — 15%. В том случае, если кривая 
флуоресценции по каналу АОЕ/Уе11ом> не соответствовуют экспоненциальному росту, 
устанавливают значение порога отрицательных проб МТС {кгезкоШпорог Фона - ПФ равным 
20%.
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6. в  меню «СТ Са1си1а{юп»/«Вычисление ^СТ» (в правой части окна) выставить 
«Ткге8коШ»/«Порог» = 0,03.
7. В таблице результатов (окно «^иап^. Ке8иШ»/«Количественные Результаты») появятся 
значения порогового цикла (О).

*

Регистрация результатов амплификации по каналу Су5/Кей:
1. Нажимают в меню кнопку «Апа1уш»/«Анализ», выбирают режим анализа 
«^иапШа^^оп»/«Количественный», выбирают в меню «СусИп§ А. Су5»/«СусИп§ А. Кес1», 
нажимают кнопку «8ком^»/«Показатъ».
2. Отменяют автоматический выбор «ТкгезкоШ»/«Порог».
3. В меню основного окна «^иапШа^^оп апа1уш»/«Количественный анализ» активируют 
кнопки «ВупатК шЪе»/«Динстич.фон» и «81оре Соггес{»/«Коррек. уклона».
4. Выбирают линейную шкалу графического изображения результатов, нажимают кнопку 
«Ыпеаг зса1е»/«Линейная шкала», в нижней части окна справа (если эта шкала активна по 
умолчанию, вместо кнопки «Ыпеаг зса1е»/«Линейная шкала» видна кнопка «Ьо§ 
зса1е»/«Лог. шкала»).
5. В меню окна «Моге зеШп§з»/«ОиШег Кетоуа1»/«Устранение выбросов» установить 
значение «ЫТС (кгезкоШ»/«Порог Фона» -  ПФ (КТС) -  10 %.
6. В меню «СТ Са1си1а(юп»/«Вычисление СТ» (в правой части окна) выставить «ТкгезкоШ»/ 
«Порог» = 0,03.
7. В таблице результатов (окно «^иап^. Кези1{в»/«Количественные Результаты») появятся 
значения порогового цикла (С!).
Пример регистрации и учета результатов на приборе типа «Ко1ог-Оепе» представлен в 
приложении 1.

7.3.5. Учет результатов
Результаты учитывают на основании наличия (или отсутствия) пересечения кривой 

флуоресценции с установленной на соответствующем уровне пороговой линией (что 
соответствует наличию или отсутствию значения порогового цикла «С!» в соответствующей 
графе в таблице результатов).

Вносят значения С1 полученные по каждому из каналов в бланк (приложение 2) и 
проводят учет и интерпретацию результатов в соответствии с таблицей учета результатов 
амплификации положительных (Кв.т.+ и Кв.р8.+) и отрицательных контролей (ОКВ и Кпцр-) и 
таблицы интерпретации данных анализа с использованием на приборах типа «Ко1ог-Оепе».
К учету результатов исследуемых проб приступают только в случае прохождения 
положительных (Кв.т+ и Кв.р8+) и отрицательных (ОКВ и Кпцр-) контролей амплификации 
(Таблица 6).

Таблица 6

Контро-
ли

Контроли- 
руемый 

этап ПЦР- 
исследова 

ния

Значение порогового цикла (С 1 ) по каналу

Результат
ГАМ/ Стгееп ЮЕ/Уе11он> Су5/Кес1

детекция 
В. та11е1

детекция 
В. рвеиАотаНег

детекция
ВКО

ОКВ Экстракция
ДНК

«— » «— » <33 отрицательный

Кпцр(-) ПЦР «— » «— » <33 отрицательный

Кв.р8.(+) ПЦР «— » <33 <33 положительный
Кв.т.(+) ПЦР <33 «— » <33 положительный

Принцип интерпритации результатов следующий (Таблица 7):
- Образец считается положительным и содержит ДНК В. та11е1, если в таблице 

результатов (пороговых циклов) по каналу РАМ/Сгееп для него определено значение
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порогового цикла 0 <  33, по каналу /0^/1^//ои'4)тсутствует значение С/ и по каналу Су5/Ке(1 
определено или отсутствует значение порогового цикла С(.

- Образец считается положительным и содержит ДНК В. р$еийота11е1, если в таблице 
результатов (пороговых циклов) по каналу ЮЕ/УеИом’ для него определено значение 
порогового цикла 0 <  33, а по каналу ГАМ/Сгееп - значение С( отсутствует или С( >33, по 
каналу Су5/Кей определено или отсутствует значение порогового цикла С{.

- Образец считается отрицательным, если в таблице результатов (пороговых циклов) 
по каналу ГАМ/Сгееп для него не определено значение (кривая флуоресценции не пересекает 
пороговую линию) или С/ >33, по каналу АОЕ/Уе11он> для него не определено значение 
(кривая флуоресценции не пересекает пороговую линию), по каналу СуЗ/КеЛ ддя него 
определено значение С(, не превышаюгцее 33.

Образцы, для которых по каналу ГАМ/Сгееп отсутствует или определено значение 
порогового цикла С(>33, по каналу ЮЕ/Уе11оп> отсутствует или определено значение 
порогового цикла С1>33, а по каналу Су5/Ке(1 - значение порогового цикла отсутствует или 
превышает С(>33, результат анализа считают невалидным, требуется повторное проведение 
ПЦР.

Если при повторном исследовании получены значения С1 не более 33 по каналам 
ГАМ/Сгееп и Су5/Кей, при отрицательном значении по каналу АОЕ/Уе11он>, результат считают 
положительным на наличие В. таНег, если получены значения С1 не более 33 по каналам 
ЮЕ/Уе11оц> и СуЗ/КеЛ, при отрицательном значении порогового цикла или С( >33 по каналу 
ГАМ/Сгееп, результат считают положительным на наличие В. р$еиЛота1Ш. При повторном 
получении значения С1: более 33 по всем каналам требуется повторить весь анализ, начиная с 
этапа подготовки проб.

Таблица 7

Значение порогового цикла (С1) по каналу
Результат анализа / 
вид возбудителя вПроба

ГАМ/
Сгееп

Ю Е/
Уе11ои>

Су5/
Кей

детекция детекция детекция пробе
В. таНег В. рзеидотаНег ВКО

«— » 
или 

а  >33
<33 определено 

или отсутствует

Положительный/ 
обнаружена ДНК 
В. рзеийотаНег

3ю
<33 «— »

определено 
или отсутствует

Положительный/ 
обнаружена ДНК 
В. таИе!

о ,с
2
2

«— » 
или 

а  >33
«— » <33

Отрицательный/ 
не обнаружена ДНК 
штаммов В. та11е1 и
В. р8еи(/ота11е1

П
О
О
К

При значении С( по одному или нескольким каналам

«— » «— »
отсутствует или 

>33

Результат невалидный. 
Необходимо повторить
исследование.

а  >33 а  >33 отсутствует или 
>33

Результат невалидный. 
Необходимо повторить
исследование

4

Пример интерпретации результатов анализа на приборе типа «Ко{ог-Сепе» представлены в 
приложении 1.
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8. УСЛОВИЯ ХРАНЕНИЯ, ТРАНСПОРТИРОВАНИЯ И ЭКСПЛУАТАЦИИ НАБОРА
8Л. Условия хранения набора

В соответствии с ТУ 21.20.23-013-01898084-2016 условия хранения компонент^в 
набора реагентов иАыплш:оаВигк-та11е1/р8еи(1ота11е1-?Ъ>у. ПЦР-смесь-1
В.таИе1/р5еис1ота1Ш, ПЦР-буфер-2, М^СЬ, Та^-Т^-ДНК-полимераза, ВКО, ПКО ДНК 
В. таИег, ПКО ДНК В. р$еис1ота1Ш, ТЕ-буфер -  при температуре от минус 16 °С до минус 
20 °С. ПЦР-смесь-1 В.та11е1/р8еис1ота11е1 хранить в защищенном от света месте.

8.2. Условия транспортирования набора
Транспортирование набора реагентов «АыилигтВи^к-та^^е^/р5еи(^ота^^е^-?В» 

осуществляют всеми видами крытых транспортных средств в соответствии с требованиями 
ГОСТ 15150 и правилами, установленными для каждого вида транспорта. Условия 
транспортирования - при температуре от 2 до 8 °С не более 3 суток, при температуре от 
минус 16 до минус 20 С -  неограниченно.

8.3. Срок годности набора
Срок годности набора реагентов «Аиш1игеяВигк-та1Ш/р!:еи(1ота1Ш-РВ» -  9 месяцев. 

Срок годности ПКО ДНК В. таНег, ПКО ДНК В. рзеи(1ота11е1 -  9 месяцев при хранении при 
температуре от минус 16 до минус 20 С.

Условия эксплуатации набора реагентов «АштшенВигк-та11е1/р5ей(1ота11е1-?В» -  при 
температуре от 18 до 25 °С.

8.4. Информация по безопасной утилизации
Использованные пробирки с ампликонами, наконечники, перчатки, ветошь для 

обработки поверхностей в ПЦР-боксе, собирают в пластиковые закрывающиеся емкости, 
выносят в рабочую зону 4-1 либо специально предназначенное вспомогательное помещение 
(МУ 1.3.2569-09) с целью последующей инактивации согласно требованиям СанПиН 
2.1.7.2790-10.

Наборы с истекщим сроком годности, а также в случае повреждения упаковки, 
утилизируют по классу А, как эпидемиологически безопасные отходы, по составу 
приближенные к ТБО (СанПиН 2.1.7.2790-10).

и

9. ГАРАНТИИ И ИНФОРМАЦИЯ О ПРОИЗВОДИТЕЛЕ
Производитель гарантирует качество набора реагентов «Амплиген5пгА:- 

та11еИрзеи(1ота11е1-ВВ» при соблюдении условий транспортирования, хранения 
эксплуатации в течение указанного срока годности.

Производитель - Федеральное казенное учреждение здравоохранения «Волгоградский 
научно-исследовательский противочумный институт Федеральной службы по надзору в 
сфере защиты прав потребителей и благополучия человека (ФКУЗ Волгоградский научно- 
исследовательский противочумный институт Роспотребнадзора) (400131, г. Волгоград, ул. 
Голубинская, 7. Тел. (8442) 37-37-74).

Директор ФКУЗ «Российский 
научно-исследовательский противочумный 
институт «Микроб» Роспотребнадзора 
академик РАН, д.м.н., профессор В.В. Кутырев
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Приложение 1
Пример регистрации, учета и интерпретации результатов с использованием набора реагентов 
«Ашшш'&пВигк-та11е1/р8еис1отаие1-?Ъ»

Канал РАМ

Канал 10Е

Канал Су5
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продолжение Приложение 1

Значение порогового цикла (С1) по 

каналу

Проба РАМ/
Сгееп

ЗОЕ/
УеПолу

Су5/
Пей

Интерпретация результата

детекция 
В. та1Ш

детекция 
В. р$еи(1ота1Ш

детекция
ВКО

1 — 30,09 28,01 Положительный/ 
обнаружена ДНК В. р8еи(1ота11е1

2 — 26,97 28,10 Положительный/ 
обнаружена ДНК В. рзеиВотаНег

3 — — 28,49 Отрицательный/ не обнаружена ДНК 
штаммов В. таНег и В. ряеис1ота11е1

4 32,19 — 29,04 Положительный/, 
обнаружена ДНК В. таНег

5 27,79 — 28,01 Положительный/ 
обнаружена ДНК В. таНег

6 — — 27,73 Отрицательный/ не обнаружена ДНК 
штаммов В. таНег и В. рзеиВотаНег

окв — — 29,09 □  - результаты подлежат учету

Кпцр- — — 28,23 □  - результаты подлежат учету

К  В.П1.+ 25,05 — 28,55 □  - результаты подлежат учету

Кв.р8.+ — 23,39 28,81 □  - результаты подлежат учету
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Приложение 2

Бланк учета результатов с использованием 
набора реагентов <<АмпяятснВигк-)па11е1/р5еис1оша11е1-}̂ В»

Р А М Ю Е С у 5  _ Интерпретация
результатаПроба В. та1Ш В. р8еи(1ота1Ш вко

1

2
3
4
5 ■

О К Б
□  - результаты  подлеж ат 
учету

Й  - результаты  не подлеж ат 
учету

К п ц р -
□  - результаты  подлеж ат 
учету

О  - результаты  не подлеж ат 
учету

Кв.щ.+
□  - результаты  подлеж ат 
учету

□  - результаты  не подлеж ат 
учету

Кв.рв."^
□  - результаты  подлеж ат 
учету

□  - результаты  не подлеж ат 
учету
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