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по ПРИМЕНЕНИЮ НАБОРА РЕАГЕНТОВ ДЛЯ ВЫЯВЛЕНИЯ И 

ДИФФЕРЕНЦИАЦИИ ШТАММОВ ВОЗБУДИТЕЛЯ БРУЦЕЛЛЕЗА МЕТОДОМ 
ПОЛИМЕРАЗНОЙ ЦЕПНОЙ РЕАКЦИИ С УЧЕТОМ РЕЗУЛЬТАТОВ В РЕЖИМЕ

РЕАЛЬНОГО ВРЕМЕНИ 
(БРУ-ДИФ-РГФ)

1. НАЗНАЧЕНИЕ
Набор реагентов для выявления и дифференциации штаммов возбудителя 

бруцеллеза методом полимеразной цепной реакции с учетом результатов в режиме 
реального времени «Бру-Диф-РГФ» по ТУ 21.20.23-055-01898109-2018», далее по тексту -  
набор реагентов «Бру-Диф-РГФ» предназначен для выявления ДНК возбудителя 
бруцеллеза в клиническом материале (кровь, сыворотка крови, синовиальная жидкость, 
пунктаты из лимфатических узлов), биологическом материале (кровь, селезенка, печень, 
легкое, сердце, лимфатические узлы, плацента и плодовые оболочки от абортировавших 
плодов, околоплодная жидкость, содержимое бурс, гигром, лимфатические узлы, печень, 
селезенка, матка, семенники от животных с подозрением на бруцеллез), объектах 
окружаюшей среды (вода, почва, пищевые продукты; непастеризованное молоко, 
сметана, сыр, творог) с одновременным определением его принадлежности к видам В. 
abortus, В. melitensis, В. suis, В. canis, В. ovis, В. neotomae методом полимеразной цепной 
реакции с гибридизационно-флуоресцентным учетом результатов в режиме реального 
времени.

Бруцеллез - это зоонозное инфекционно-аллергическое заболевание, 
характеризующееся интоксикацией, поражением опорно-двигательного аппарата, нервной 
и половой системы.

Основным источником являются больные сельскохозяйственные животные. 
Заболевания людей преимущественно вызывают бруцеллы коз и овец {Brucella melitensis), 
бруцеллы крупного рогатого скота (Brucella abortus), свиней (Brucella suis), реже - 
прочие виды.

Заражение происходит алиментарным путем (при употреблении молочных 
продуктов), через микроповреждения кожи (во время помощи при отелах, ягнении и т.д.), 
аэрогенным путем (при вдыхании пыли, содержащей бруцеллы, в местах выпаса, в 
загонах для содержания овец, в лабораторный условиях).

Размножение и накопление микробов происходит преимущественно в
лимфатических^дла?^ из которых бруцеллы периодически поступают в кровь. 
Возбудител % Й ^тог^но . распространяется по всему организму, приводит к
аллергич 
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Набор реагентов используется в клинической лабо1)аторной диагностике для 
исследования материала, полученного от лиц обоего пола любого возраста с подозрением 
на бруцеллез вне зависимости от формы и наличия манифестации заболевания, а также в 
ходе эпидемиологического мониторинга для исследования биологического материала от 
животных с подозрением на бруцеллез, абортированных плодов, объектов окружающей 
среды и пищевых продуктов.

2. ХАРАКТЕРИСТИКА НАБОРА
Для проведения исследований могут быть использованы амплификаторы для ПЦР с 

учетом результатов в режиме реального времени типа Rotor-Gene и CFX.

Компоненты набора являются одноразовыми. В состав набора входят 7 реагентов:
Реактив Описание Объем

(мл)
Количество

ПЦР-смесь-1 прозрачная бесцветная жидкость, 
содержащая праймеры, зонды, дНТФ и 
натрия азид

0,25 1 пробирка

ПЦР-смесь-2 прозрачная бесцветная жидкость, 
содержащая праймеры, зонды, дНТФ и 
натрия азид

0,25 1 пробирка

ПЦР-смесь-
РГФ

прозрачная бесцветная жидкость, 
содержащая Трис-НС1; калия хлорид; 
магния хлорид; Tween-20, глицерин; натрия 
азид

0,5 2 пробирки

Taq ДНК- 
полимераза

прозрачная бесцветная жидкость, 
содержащая фермент с активностью 5 
ед/мкл

0,040 1 пробирка

ТЕ-буфер прозрачная бесцветная жидкость, 
содержащая трис-НС1; Паг-ЭДТА

1,0 3 пробирки

Растворитель прозрачная бесцветная жидкость, 
представляющая собой Н2О, свободную от 
нуклеаз

1,0 1 пробирка

ПКО ДНК
Brucella

Образец ДНК В. suis сухой, в виде следа от 
высушенной капли на дне пробирки; после 
растворения -  прозрачная бесцветная 
жидкость

0,1 4 пробирки

Набор реагентов «Бру-Диф-РГФ» рассчитан на 50 определений, включая 
положительные и отрицательные контроли.

В основу метода положен анализ наличия или отсутствия фрагментов генома у 
разных видов Brucella spp. методом ПЦР с учетом результатов в режиме реального 
времени.

Для идентификации и определения видовой принадлежности бруцелл исследования 
проводят с ПЦР-смесью-1 (содержит праймеры и зонды, специфичные к генам bcspSl, 
BRA0420, BRA0907) и ПЦР-смесью-2 (содержит праймеры и зонды, специфичные к генам 
BMEI1426, BMEII0711, BMEI0994). Реакцию амплификации осуществляют одновременно 
с каждой ПЦР-смесью.

Инструкция по применению «БРУ-ДИФ-РГФ» Страница 2 из 44



Подтверждение наличия в пробе ДНК Brucella spp. осуществляют на основании 
наличия амплификации с ПЦР-смесью-1 фрагмента гена bcspSl (канал РАМ).

Подтверждение наличия в пробе ДНК вида В. abortus осуществляют на основании 
отсутствия амплификации с ПЦР-смесью-1 фрагмента гена BRA0420 (канал ROX), 
наличия амплификации с остальными ДНК-мишенями.

Подтверждение наличия в пробе ДНК вида В. melitensis осуществляют на 
основании отсутствия амплификации с ПЦР-смесью-1 фрагмента гена BRA0907 (канал 
JOE), наличия амплификации с остальными ДНК-мищенями.

Подтверждение наличия в пробе ДНК вида В. suis осуществляют на основании 
наличия амплификации с ПЦР-смесью-1, ПЦР-смесью-2 со всеми ДНК-мишенями.

Подтверждение наличия в пробе ДНК вида В. canis осуществляют на основании 
отсутствия амплификации с ПЦР-смесью-2 фрагмента гена BMEI1426 (канал РАМ) и 
наличия амплификации с остальными ДНК-мишенями.

Подтверждение наличия в пробе ДНК вида В. ovis осуществляют на основании 
отсутствия амплификации с ПЦР-смесью-2 фрагмента гена BMEI0994 (канал ROX), 
наличия амплификации с остальными ДНК-мищенями.

Подтверждение наличия в пробе ДНК вида В. neotomae осуществляют на 
основании отсутствия амплификации с ПЦР-смесью-2 фрагмента гена BMEII0711 (канал 
JOE) и наличия амплификации с остальными ДНК-мишенями.

Проведение анализа включает два этапа: 1. выделение ДНК из проб клинического и 
биологического материала, объектов окружающей среды, пищевых продуктов
2. амплификация с «ПЦР-смесью-1» и «ПЦР-смесью-2» на приборах типа Rotor Gene и 
СРХ. Тип используемых зондов -  TaqMan. Образование флуоресцентного сигнала 
происходит за счет освобождения флуоресцентных меток при расщеплении зонда 
ферментом Taq ДНК-полимераза (5’-экзонуклеазная активность). С каждым циклом ПЦР 
число свободных флуоресцентных меток экспоненциально возрастает, что приводит к 
повышению уровня флуоресценции в пробирке. Учет результатов флуоресценции 
проводят по каждому каналу отдельно.

3. АНАЛИТИЧЕСКИЕ И ДИАГНОСТИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ 
ЗЛ. Аналитическая чувствительность.

Набор должен выявлять ДНК Brucella spp. в суспензиях концентрацией не менее 
1x10  ̂м.к./мл и определять принадлежность патогена к основным шести видам бруцелл; 
В. abortus, В. melitensis, В. suis, В. canis, В. ovis, В. neotomae.
3.2. Аналитическая специфичность

Набор не должен давать положительных результатов с ДНК микроорганизмов 
других родов в суспензиях концентрацией IxlO"* м.к./мл.
3.3. Диагностическая чувствительность - не менее 99,5% с доверительной
вероятностью 90%; при анализе 432 положительных проб (120 проб бактериальных 
суспензий микроорганизмов, 96 проб клинического материала, 120 проб биологического 
материала и 96 проб объектов окружающей среды), содержащих Brucella spp. в 
концентрации 1x10  ̂ м.к./мл, получен положительный результат с верной 
дифференциацией по принадлежности к видам В. abortus, В. melitensis, В. suis, В. canis, В. 
ovis, В. neotomae -  99.5 % - в 430 случаях.
3.4. Диагностическая специфичность - не менее 98.0% с доверительной
вероятностью 90%; при исследовании 144 отрицательных проб (40 проб бактериальных 
суспензий микроорганизмов, 32 проб клинического материала, 40 проб биологического 
материала и 32 проб объектов окружающей среды), содержащих гетерологичные 
микроорганизмы Bacillus anthracis, Escherichia coli, Francisella tularensis, Klebsiella
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pneumonia, Proteus vulgaris. Pseudomonas aeruginosa. Salmonella ser. typhimurium. Shigella 
flexneri. Staphylococcus aureus. Yersinia pseudo tuberculosis в концентрации 1x10  ̂ м.к./мл, 
получен отрицательный результат в 144 случаях.

/
4. МЕРЫ ПРЕДОСТОРОЖНОСТИ ПРИ РАБОТЕ С ИЗДЕЛИЕМ 
4Л. Информация об инфекционных или микробных рисках.

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

Исследования могут выполнять специалисты не моложе 18 лет с вьющим и средним 
медицинским, биологическим или иным образованием, окончившие соответствующие 
курсы специальной подготовки с освоением методов безопасной работы с патогенными 
биологическими агентами (ПБА) I-II 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» и МУ 1.3.2569 - 09 «Организация работы лабораторий, использующих 
методы амплификации нуклеиновых кислот при работе с материалом, содержащим 
микроорганизмы 1-1V групп патогенности».
4.2. Информация об экологических рисках.

Уничтожение неиспользованных компонентов набора или наборов реагентов с 
истекщим сроком годности проводить в соответствии с СанПиН 2.1.7.2790-10.
4.3. Информация о физических рисках, в том числе возможность взрыва или 

возгорания.
Набор реагентов следует применять по назначению в комбинации с приборами, 

прощедшими надлежащее техническое обслуживание. Необходимо строгое соблюдение 
инструкций по эксплуатации электрооборудования, безопасности при работе с 
электроприборами.
4.4. Информация о рисках применения, приводящих к ошибочному результату 

исследования:
Использование набора реагентов «Бру-Диф-РГФ» 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 окружающей 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.

ОБОРУДОВАНИЕ И МАТЕРИАЛЫ, необходимые при работе с изделием*:

Наименование Основные характеристики или обозначения 
документации, производитель

Амплификатор типа RotorGene Амплификатор «RotorGene 3000», «RotorGene 
6000», «RotorGene Q», «Qiagen», Германия

Амплификатор типа CFX Амплификатор CFX 96 «БиоРад», США
Ламинарный бокс биологической 
безопасности класс ПВ

Ламинарный бокс биологической 
безопасности класс 11 БАВп-«Ламинар-С-1,2», 
«Ламинарные системы», Россия

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

Микроцентрифуга-встряхиватель Микроцентрифуга-встряхиватель «ТЭТ А-2», 
«Биоком», Россия

Термостат твердотельный Термостат твердотельный от 25 до 100 °С, 
Термо 24-15, «Биоком», Россия.

Микроцентрифуга настольная Микроцентрифуга на 13400 об/мин "Mini Spin" 
"Eppendorf', Германия

Отсасыватель медицинский Отсасыватель медицинский "ОМ-1" ОАО 
"Утес", Россия

Термостат твердотельный с функцией 
охлаждения

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

Дозатор 0 ,5 -10  мкл Biohit, Финляндия
Дозатор 10-100 мкл Biohit, Финляндия
Дозатор 20 -  200 мкл Biohit, Финляндия
Дозатор 100- 1000 мкл Biohit, Финляндия
Штатив-подставка для дозаторов Штатив-подставка для дозаторов 

универсальная на 5 дозаторов, «Хеликон», 
Россия

Штатив «рабочее место» для 
микропробирок на 0,2 мл

Штатив «рабочее место» для микропробирок 
на 0,2 мл, 10x20 мест, «Хеликон», Россия

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, «Хеликон», 
Россия

Холодильник от 2 до 8 °С с морозильной 
камерой не выше минус 18°С

«Атлант», Россия

Наконечники универсальные для 
дозаторов переменного объемом с 
аэрозольным барьером до 10 мкл

ФСЗ 2012/11892 «Axygen», США

Наконечники универсальные для 
дозаторов переменного объемом с 
аэрозольным барьером до 100 мкл

ФСЗ 2012/11892 «Axygen», США

Наконечники универсальные для 
дозаторов переменного объемом с 
аэрозольным барьером до 200 мкл

ФСЗ 2012/11892 «Axygen», США

Наконечники универсальные для 
дозаторов переменного объемом с 
аэрозолъным барьером до 1000 мкл

ФСЗ 2012/11892 «Axygen», США

Микроцентрифужные пробирки объемом 
1,5 мл

ФСЗ 2012/11892 «Axygen», США

Пробирки для ПЦР объемом 0,2 мл с 
плоской крышкой

ФСЗ 2012/11892 «Axygen», США

Одежда одноразовая медицинская из 
нетканого и полимерного материалов

РЗН 2013/668

Перчатки медицинские диагностические 
одноразовые. Часть 1. Спецификация на 
перчатки из каучукового латекса или 
раствора

ГОСТ Р 52239-2004

* Примечание: допускается применение оборудования другого типа, по своим 
характеристикам не уступающего рекомендуемому.
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6. АНАЛИЗИРУЕМЫЕ ПРОБЫ
Материалом для исследования служат (МУК 4.2.3010-12 «Порядок организации и 

проведения лабораторной диагностики бруцеллеза для лабораторий территориального, 
регионального и федерального уровней», МУК 3.1.7.3402-16 «Эпидемиологический 
надзор и лабораторная диагностика бруцеллеза»):
-  пробы культур микроорганизмов: бактериальные суспензии культур бруцелл или 

подозрительных изолятов;
-  пробы клинического материала: кровь, сыворотка крови, синовиальная жидкость, 

пунктаты из лимфатических узлов;
-  пробы биологического материала: кровь, селезенка, печень, легкое, сердце, 

лимфатические узлы, плацента и плодовые оболочки от абортировавших плодов, 
околоплодная жидкость, содержимое бурс, гигром, лимфатические узлы, печень, 
селезенка, матка, семенники от животных с подозрением на бруцелез;

-  пробы объектов окружающей среды: вода, почва, пробы пищевых продуктов: 
непастеризованное молоко, сметана, сыр, творог.

Материал для исследования забирают в стерильные емкости с герметично 
завинчивающимися крышками в соответствии с требованиями СП 1.3.3118-13 
«Безопасность работы с микроорганизмами I-II 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 I-IV групп патогенности».

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

С целью предотвращения повреждения ДНК-мищеней возможно использование 
транспортной среды следующего состава: сахароза - 0,218 моль; КН2РО4 - 0,0038 моль, 
К2НРО4 - 0,0072 моль; 1 % БСА. При необходимости длительного хранения и (или) 
транспортировки, при отсутствии низкотемпературных холодильников, используют 
специальную транспортную среду ESP: 1 % саркозил; 0,05 моль ЭДТА; 1 мг/мл проназа Е. 
Исследуемый материал может храниться в среде ESP при температуре от плюс 20 до плюс 
30 °С в темном месте до 10 дней.

Интерферирующие вещества и ограничения по использованию проб 
исследуемого материала:

Использование для проведения ПЦР-исследования биологического материала, 
содержащего избыточное количеетво примесей в виде елизи, крови и гноя может 
приводить к ингибированию реакции амплификации.

7. ПРОВЕДЕНИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ (АНАЛИЗА)
Проведение анализа включает следующие этапы: подготовка проб исследуемого 

материала, обеззараживание материала, вьщеление ДНК; амплификация, регистрация и 
учет результатов.
7Л. Подготовка исследуемых образцов
7ЛЛ. Подготовка проб культур микроорганизмов

Из культур бруцелл или подозрительных изолятов готовят суспензии в 2 мл 0,9 % 
раствора натрия хлористого по отраслевому стандартному образцу мутности 10 единиц 
ФЕБУ «НЦЭСМП» (ОСО 42-28-59-86П), что соответствует 1,6x10^ м.к./мл для Brucella 
spp. 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 кулътуры в
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количестве 100 мкл. Затем выполняют этапы обеззараживания материала и выделения 
ДНК.
7.1.2. Подготовка проб клинического материала

Кровь
Кровь у людей берут из локтевой вены в количестве 4,5 мл стеридьным шприцем, в 

который предварительно вносят 0,5 мл стерильного 4 % раствора натрия цитрата и 
переносят в стерильные стеклянные пробирки или специальные пластиковые пробирки с 
пробкой. Аккуратно перемешивают покачиванием. Для исследования в отдельную 
микропробирку объемом 1,5 мл отбирают 100 мкл клинического материала. Затем 
выполняют этапы обеззараживания материала и вьщеления ДНК.

Сыворотка крови
Кровь у людей берут из локтевой вены в количестве 4,5 мл стерильным шприцем в 

вакуумную пробирку с активатором сыворотки, оставляют пробирку в вертикальном 
положении до образования сыворотки. Для исследования в отдельную микропробирку 
объемом 1,5 мл отбирают 100 мкл клинического материала. Затем выполняют этапы 
обеззараживания материала и выделения ДНК.

Синовиальная жидкость, пунктаты из лимфатических узлов
Синовиальная жидкость, 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. 
Материал переносят в отдельную микропробирку объемом 1,5 мл. Для исследования в 
отдельную микропробирку объемом 1,5 мл отбирают 100 мкл клинического материала. 
Затем выполняют этапы обеззараживания материала и выделения ДНК.
7.1.3. Подготовка проб биологического материала

Органы животных
Органы животных отбирают при вскрытии, соблюдая регламентированные меры 

безопасности. Кусочки органов массой до 10 г растирают в стерилъной ступке со 
стеклянным порошком, после чего добавляют 0,9 % раствор натрия хлористого в 
соотношении 1:5 (вес/объем). Надосадочную жидкость отбирают с помощью пипетки 
через ватный тампон в отдельную пробирку. Центрифугируют в течение 15 мин при 12000 
об/мин, осадок суспендируют в 0,2-0,5 мл ТЕ-буфера или 0,9 % растворе натрия 
хлористого и используют для выделения ДНК.
7.1.4. Подготовка проб из объектов окружающей среды

Вода
Пробы воды с поверхности луж, мелких водоемов и искусственных емкостей 

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

Почва
Пробы почвы с мест вероятного обсеменения берут в количестве 20-30 г на глубине 

до 15 см. Отобранные пробы 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 суспендируют в 0,2-0,5 мл ТЕ-буфера или 0,9 % растворе 
натрия хлористого и используют для выделения ДНК.

Молоко
Пробы молоко в количестве 10 мл отбирают в отдельную пробирку и 

центрифугируют в течение 10 мин при 3500 об/мин Для исследования в отдельную
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микропробирку объемом 1,5 мл отбирают 100 мкл надосадочной жидкости. Затем 
выполняют этапы обеззараживания материала и выделения ДНК.

Пищевые продукты (сметана, творог, сыр)
Пищевые продукты в количестве 1 г помещают в стерильную ступку, добавляют 

0,9%-ный раствор натрия хлорида в соотношении 1:10 и растираюд до гомогенного 
состояния. Отстаивают и через ватный тампон в отдельную микропробирку объемом 1,5 
мл отбирают 100 мкл надосадочной жидкости. Затем выполняют этапы обеззараживания 
материала и выделения ДНК.

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 I-IV групп 
патогенности».

Дополнительно к исследуемым образцам готовят отрицательный контроль 
вьщеления (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 вьщеления 
ДНК, и инкубируют 15 минут при температуре (65±1) °С. После выполнения данного 
этапа материал считается обеззараженным.

7.3 Выделение ДНК
Быделение ДНК осуществляют методом нуклеосорбции на силикагеле в 

присутствии гуанидинтиоцианата с использованием коммерческих наборов «ДНК-сорб Б» 
или аналогичных. Работу проводят в соответствии с инструкциями к указанным наборам. 
Для выделения ДНК из проб клинического и биологического материала, объектов 
окружающей среды рекомендуется использование наборов «ДНК-сорб Б», «Рибо-сорб». 
Важно!!! Для выделения ДНК из проб пищевых продуктов (молоко, сливки, сыр, сметана, 
творог) используют только наборы для выделения ДНК/РНК, предусматривающие 
использование на этапах отмывки сорбента ацетона, например «Рибо-сорб».

7.4 Проведение ПЦР -  амплификация ДНК
Важно !!! Исследования проводят одновременно с ПЦР-смесью-1» и «ПЦР- 

смесыо-2».
7.4.1. Подготовка ПКО ДНК Brucella spp.

Перед началом работы готовят ПКО ДНК Brucella spp. Для этого в пробирку с 
сухим ПКО добавляют 100 мкл растворителя, выдерживают при комнатной температуре 
в течение 20-30 с, тщательно перемешивают на микроцентрифуге/встряхивателе в 
течение 5-7 с и центрифугируют при 3000-5000 об/мин в течение 5-10 с для осаждения 
капель со стенок пробирки. После растворения ПКО ДНК Brucella spp. хранят при 
температуре минус 20 °С.
7.4.2. Подготовка реакционных смесей

Из холодильной камеры извлекают ПЦР-смесь-1 и ПЦР-смесь-2, ПЦР-смесь-РГФ, 
ТЕ-буфер, из морозильной камеры извлекают Taq ДНК-полимеразу и ПКО ДНК Brucella 
spp. Пробирку с ПКО ДНК Brucella spp. полностью оттаивают, перемешивают на 
микроцентрифуге/встряхивателе и центрифугируют при 3000-5000 об/мин в течение 5-10 
с для осаждения капель со стенок пробирки.

Определяют количество реакций в эксперименте из расчете: количество 
исследуемых проб, ОКБ, положительный контроль (К+) и отрицательный контроль (К-).
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Для проведения реакции в штатив отбирают необходимое количество микропробирок 
объемом 0,2 мл для РС-1 и РС-2. Пробирки маркируют.

Важно!!! Если исследование выполняется с использованием амплификаторов CFX 
пробирки маркируют сбоку, так как учет флуоресценции на данном приборе 
осуществляется сверху.

В отдельной микропробирке объемом 0,6 мл или 1,5 мл готовят реакционные смеси

Реакционная
смесь

Реагент Объем,
мкл

РС-1 ПЦР-смесь-1 5
ПЦР-смесь-РЕФ 10
Taq ДНК-полимераза 0,4

РС-2 ПЦР-смесь-2 5
ПЦР-смесь-РЕ Ф 10
Taq ДНК-полимераза 0,4

Подготовленные смеси тш:ательно перемешивают на
микроцентрифуге/встряхивателе и вносят по 15 мкл подготовленных реакционных смесей 
в соответствуюгцие микропробирки.

Затем в пробирки с РС-1 и РС-2 вносят по 10 мкл ДНК из исследуемых проб и 
ОКВ. В микропробирки с отрицательными контролями амплификации (Ki- и Кг-) вносят 
по 10 мкл ТЕ-буфера, в микропробирки с положительными контролями амплификации 
(Ki-b и Кг+) -  по 10 мкл ПКО ДНК Brucella spp.

7.4.3. Проведение термоциклирования
Подготовленные микропробирки помещают в термоциклер типа RotorGene или

СЕХ.
Программирование амплификатора типа RotorGene:

Для работы с прибором прибором «Rotor-Gene» 6000 и «RotorGene» Q- программу “Rotor­
Gene 6000” версии 1.7 (build 67) или вьппе. При описании программы термины для каждой 
версии программы представлены следующим образом: для англоязычной версии программы 
«Rotor-Gene» 6000 / для русскоязычной версии программы «Rotor-Gene» 6000.

ŷRotor-Gene6000 SeriesSoftware-Teĉ M16̂ 7̂ 4(̂
Файл Анализ Старт/стол Уровень сигнала Просмотр Окно Слр.

О п ф . Сохр
► н а

Старт Пауза Стоп

1. Нажимают кнопку 
«New»/«HoBbift» в 
основном меню
программы
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Пустой Шдблон
^ Т рехшаговый цикл и плавление 
^  Двухшаговый цикл 

HRM'"
1ругие файлы

( В  ехническое обслуживание прибора 
^  Amplisens Influenza virus AB-FL 
^  Amplisens Influenza virus A_H5N1 -FL 
^  Amplisens N.meningitidts-H.influenzae-S.pneu.. 
jO AmpliSens Salmonella

Цовый
Отменить I

JCnp.
Показать этот экран при запуске программы

Мастер Нового Теста
Добро пожаловать в детальный мастер тестов!
; Тип ротора - —

I «Назад I Далее» |

2. В открывшемся окне 
выбирают меню
«Advanced »/«Детальны 
й мастер» Нажимают 
кнопку

4е\у»/«Новый».

3. Выбирают тип 
ротора «36-Well
Rotor»/ «3 6-луночный 
ротор». Ставят
отметку в окне рядом 
с надписью «No 
Domed 0.2 ml 
Tubes»/«Locking ring 
attached»/«Koльцo 
закреплено».

4.
кнопку
«Next»/«Дaлee»

Нажимают

Этот экран отображает смешанные опции для этого теста Заполните поля, нажмите След., когда вы готовы перейти на след. стр.
Оператор: ||
Замечания:

Объём реакции (uL);

Компоновка

Данная область предназначена для отображения справки элементов мастера. Для справки по этой теме проведите мышь над этой темой. Вы може
1ЩИИСЯСЛИСОК для отображения справки о возможных установках.

5. Выбирают
объем реакционной 
смеси: Reaction
volume/Объем реакции

Г* 15ц1 сдобав. воска

~Л

Вькод I «Цазад | Далее» |
6.

кнопку
«Next»/«Дaлee».

Нажимают
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Профиль

редактор профиля... |

Нажмите эту кнопку, чтобы перейти на след. стр. мастера. Если этозаблокировано, вы должны вьполнить некот. действия на 
а т о й е п  передпродолжением.

Устано»<ча канала:
1 Имя Источник Детектоо Уровень сигнала 1 Цоеый.. 1
1 Green 470nm 51 Опт 10 Правка... 1Yelow 530nm 555nm 10OrangeRed 585nm625nm blUnm660nm 1010 вровень Сит |
Dmon 680nm 710hp 7 1̂алить 1
Blue 385nm 460niTi 7 Отменить 1
ДПТ. уровня СИГН...1

Выход I «Цаэад | Далее» |

а   ̂ U #
Н о в ы й  О гкр . С о х р а н и ть  к а к  С п р а в к а

Т ест пршолжится около 102 мин. График внизу преаставляет тест, который должен быть выполнен:

7. В верхней 
части окна нажимают 
кнопку «Edit
ргой1е»/«Редактор 
профиля».

Нажмите на цикл ниже, чтобы изменить его:
Циклирование Циклирование 2

Температура: Э5 | грт.
Время: 5 I мин. О I сек.

Вст. после..■ I 
Вставить Д О -, j 

Удалить I

8. Задают
следующие
параметры
эксперимента:
8.1. Hold/Удерж,
температуры

95 °С - 5 мин

ак
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,  «3 U dNew Open Save As Help
The nn take appro>inete|y 106 minuM̂j to conplete. the grâ  below repreŝ s the run to be performed;

Ш Ж 1
Click on a cycle below to modily it:
Hold
Cycfaig2

t after... I
Insert before... | 

Remove |
This (q»de repeats 10 | time($|.
Click on one Ы the steps below to modify it. or press <•- or • to add and remove steps for this cyde.
Timed Step

72 deg.
30 seconds
Not Acquiring

П Long Range 
P Touchdovm

95 deg, for X secs Ю

57 deg, for 30 secs /
72<iiB,forXsecs

, S3 u dNew Open Save As Help
The run wi take approxiiMitê '124 minutefs) to complete. The graph below represents the run to be performed:

i i i i i i i i i i i i
Click on a cycle below to modify к;
Hold
Ci"

Insert after...

T Ns cycle î ats 35 |time(s).
Click on one of the steps below to modify it. or press + or • to add and remove steps for this cycle.
Timed Step

__ 72 d̂ .
X seconds 
Not Acquiring

f  Long Range 
I” Touchdown

95 deg. for X secs -JjJ

57 deg, for X secs /
72 dag I.

_QK__ I

8.2 .Cycling/Цикли 
рование

95 °C - 30 c 
57 °C - 30 c 
72 °C - 30 c 
Cycle repeats/Цикл 

повторить -  10
times/раз.

8.3.Cycling2/Циклиpo 
вание2 

95 °C - 30 с 
57°C - 30 c 
72 °C - 30 c 
Cycle repeats/Цикл
повторить
times/раз.
Нажимают
«ОК»

35

кнопку
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Same a« Previous; | (New Acquisition)

To acquiie hom a dwwiel. $dec( it trom the list in the left and dck >. To stop acquiring from a channel, select it in the right-hand list and dck <. To remove al acquisitions, dck «.

! s  in

Acquiring Channels:

flK I Don't Acquire I

Имя Источник1 Детектор Уровень сигнала 1
Green 470rtfTi 51 Опт 10Yelow 530nm 555nm 10 ^Orange 585nm 61 Опт 10Red 625nm SGOnm 10Crimson 680nm 710hp 1 ^ ^Blue 365nm 460nm

Sourc* CMMtor Dv*i
470run 510mn SYBR GfMn 1'̂ . Fluor«»o«in, Al«at* FliKir4M'̂
530nm555nm JOÊ'. VIĈ\ HEK TET̂.', CAL Root GdM 540 ̂ . Yelom» Y•lkNV-̂^
searwi eiOnm ROX̂'. CAL Fluor R«0 010'̂ . Cy3.5̂. Tcscas Al«» Fluor 500
e25nm eeonm <̂ммг 070-̂ . LtohtCydw RmNMO. Ataxe Fluor 033 ̂
eeOmn riQhf> ОоангТОб-'. LiemCycKf Rm)7I)S‘ . Al«ca Пи» вНГ-̂'

________________________________________1

M

■Щ ]

_QK__ I

Qnr. уровня сигм. I

Выход J « Цазад | Далее»

Флуоресценцию 
измеряют при 57 °С 
(во втором блоке 
циклирования) 
нажимают кнопку Not 
acquiring/He 
детектировать, 
выбирают
стрелочками каналы 
FAM/Green, 
JOE/Yellow, 
ROX/Orange, чтобы 
их обозначения были 
в правом окне 
Acquiring
Channels/Детектирова 
ть каналы и 
нажимают кнопку 
«ОК»
8.4. После закрытия 
окна
Acquisition/Детекция 
сигнала нажимают 
кнопку «ОК»

9. В нижней части 
окна нажимают
кнопку
«Calibrate»/«Gain 
Optimisation... »/«Опт. 
урорнй сигн.».
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Авто-оптимизация уровня сигнала

Г Оптимизация:--------------------------------- --------------------------------
При авто-оптимизации уровня сигнала буцет считьваться Флуоресцентный сигнал 
выбранной пробирки при различных уровнях усиления сигнала, пока не найдется 
уровень, при котором сигнал попадает в нужный диапазон.Уровень сигнала 
зависит от используемых реагентов.
Установить температуру градусов.

Оптим. всех I Опт. Детек-мых
Г” Выполнить оптимизацию при 1 -м шаге детекции 
Г~ Выполнить оптимизацию при ВО градусах перед началом теста

г Установки канала: -
■гI Добавить... I

Имя I Позиция Пробирки Миним Сигнал | Максим. Сигнал Мин, урое Правка...

Удалить Ёсе

Вручную... Закрыть £пр.

AutcH^n Optinvsation Setup

AutcMBain Optimisation wi read the fkiotesence on the inserted sample at 
different gain levels until it finds one at which the fluorescence levels ate 
acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the 
chemistry you are p̂ orming.
Set temperature to |56 degrees.

Auto>Gain Optimisation Chanr>el Settings

TubePosiion: |1
Target Sample Range: p ^Р1ф1о 

Acceptable Gain Range; plO ^  to |l0 ^

Cancel Help

MarKial... Close Help

displays 
llefnents in 
d. For help 
m. hover 
iseover the 
lelpYou 
dick on a 
ox to display 
ut its 
settings.

S3

в открывшемся окне 
нажимают кнопку 
«Calibrate
Acquiring»/«Optimise
Acquiring»/
«Опт. детек-мых ».

для красителя 
FAM/Green
указывают в графе Min 
Reading/MuHUM.
Сигнал значение 5, а в 
графе М ах
Reading/Максим. 
Сигнал значение 10 
Нажимают кнопку 
«ОК»
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для красителя 
ROX/Orange
указывают в графе M in  
Reading/Мингш.
Сигнет значение 5, а в 
графе М ах
Reading/Максим. 
Сигнет значение 10. 
Нажимают кнопку
«ОК»

для краеителя 
JOEA^ellow
указывают в графе M in  
Reading/MuHUM.
Сигнет значение 5, а в 
графе М ах
Reading/Максим. 
Сигнш. значение 10 
Нажимают кнопку
«ОК»
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- Оптимизация; -
При авто-оптимизации уровня сигнала будет считываться флуоресцентный сигнал 
выбранной пробирки при различных уровнях усиления сигнала, пока не найдется 
уровень, при котором сигнал попадает в нужный диапазон.Уровень сигнала 
зависит от используемых реагентов.
Установить температуру |60 -f-j градусов. 

Оптим. всех
Г” Выполнить оптимизацию при 1 -м шаге детекции 
Г” Выполнить оптимизацию при ВО градусах перед началом теста

Г Установки канала :*
Добавить... I

Имя Позиция Пробирки Миним Сигнал Максим. Сигнал Мин. чс
Green 1 5FI 10FI -10
Orange 1 5FI 10FI -10
Yellow 1 5FI 10FI -10

Правка...
Удалить

Удалить gee

Старт j Вручную... I Закрыть - £ п р г -

В графе Tube positiort/П озиция П робирки указан номер пробирки, 
по которой будет автоматически выбран параметр «gam «/«усиление 
сигнала», по умолчанию это 1-я пробирка в роторе. Поэтому в 1-ой 
позиции в роторе должна ставиться пробирка с реакционной 
смесью РС-1.

Профиль

m
редактор профиля...

Установка канала:

Нажмите эту 
кнопку, чтобы 
перейти на след, 
стр. мастера. Если 
это
заблокировано, вы 
должны выполнить 
некот. действия на 
этой странице 
перед
продолжением.

o 'y f ip

Имя Источник Детектор 1 Уровень сигнала 1
Green 470nm SIOtYIT 10
Yelow 530nm 555nm 10
Orange 585nm 61 Опт 10
Red 625nm 660nm 10
Crimson 680nm 710hp 7
Blue 365nm 460nm 7

Иовый...
Правка... I

уровень Сиг»̂
валить
Отмвжть

Выход I «Назад | Далее>> j

Помечают 
галочкой бокс в строке 
«Perform Calibration 
Before Р ‘
Acquisition»/« Perform  
Optimisation Before P ‘ 
Acquisition»/« Выполни  
ть оптимизацию при  
1-м шаге детекции».

Закрыть окно Auto  
Gain Calibration
Setup/Авто- 
оптимизация уровня  
сигнала, нажимают
кнопку
«Close »/ «Закрыть ».

Нажимают
кнопку
«N ext «/«Далее «.
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Схеме;

i i i i
Устаноем1 Значение 1
Green Урове»« сигь̂ ала 10
Orange Уровень сигнала 10
УеКоуч Уровень сигнала 10
Оптимизация аетоуровня сигнала До первого детвктир. данных
Ротор 36-луночный ротор
Компоновка образцов 1,2.3....
Объём резкими (в микролитрах) 25

Проверив правильность установок, нажмите Старт для начала выполнения 
Теста Нажмите Сохр.Шаблон. чтобы сохранить шаблон с грограммой и 
установками этого теста

Старт I
Сохр. шаблон

Выход « Нззад

КРг— Ли  6000 S«n« Soft»» • Tea 2016Ч17-04 (1)
•«йл AiiMH» CTtff/rrcM yfwmiiii сигмам Пй*сыит|| Ото

 ̂ И  ̂ л. s __
дСприм

о Со1ф11ит>«м
 ̂» Библиотеки 

УПОрЧ̂ЧИТк V Нммгм
Смолш

ш
А Иабреипм 

SiyOmc 
Л Загруекя 
Л Hwiwe емт 
■ Ребеиийтл

■ 1 31 библиотеки 
■ Вц*о

1 Зл»*»**"»*Щ ||Ьобр«жепм 
Мумии

Л Компиюгер 
^  Ло««/нт1Йд1К((С

% Сем

Библиотека ‘Документы'

Дтюаннема Тил Рюмар
ет алеиситм. удмлгтаормоиип успоаими поиска

ИамфаЯм: Тест 2016-07-04 Ш
Тйпфайм:|ТюС<>̂ 

‘ Скрапа папки

10. Запускают 
амплификацию 
кнопкой «Start
шп»/«Старт». При 
необходимости 
введенные значения 
термоциклирования 
могут быть
сохранены в качестве 
шаблона, используя 
кнопку « Save 
template/ «Сохр. 
шаблон».

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

В процессе работы амплификатора или по окончании его работы программируют 
положение пробирок в карусели. Для этого используют кнопку «Edit samples»/«Правка 
образцов» (в нижней правой части основного окна). Все пробы и контроли обозначают 
меню Samples/Образцы как Unknown/Неизвестный.

Программирование амплификатора типа CFX
1. Включают прибор и дожидаются окончания автоматической калибровки прибора.
2. Запускают программу «СЕХ Manager».

3. Выбирают новый эксперимент «Create а New Run»/
4. Задают программу амплификации (активно окно «Protocol»), используя либо уже 
готовый шаблон -  кнопка «Select Existing», либо создают новый -  кнопка «Creative New».
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Options
Й  P>otocol j |!|!) Plats I Start Run

Create New... Express Load

[ Select Existirrg... )
Selected Protocol 
CEX_2stepAmp. prd 
Preview
EsL RunTime: 01:09:00 (96Wels-AIChannels]

CFX_2$tepAmp.pfcl

Edit Selected...

Sample Volume: 25г>1кл

1 1 -------------------------1 -------------------------- 1 Г  1

95,0 С 9S.0 С
1 3:00 0:10 \

/ \ Q
\ 55,0 С 0

/ 0:30 т

/
а 0

2
39 X

:' F̂ ev [ Next»

5. В случае создания нового шаблона вводят значения температуры и времени каждого 
шага, исходя из следующего: предварительная денатурация при 95 °С -  5 мин, 95 °С -  30 
с, 57 °С -  30 с, вставка функция «Add Plate Read to Step», 72 °C -  30 c (вставка шага через 
кнопку «Insert Step»), вставка функции «GOTO» 2 - 4 4  цикла. После окончания ввода
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Для последующих исследований шаблон протокола может быть сохранен путем 
нажатия кнопки «Save/Сохранить» с указанием имени протокола.

Save As ш ел
1 j. «  Пользователи ► Общие а Общие документы a Bio-Rad ► CFX v Users ь admin ■» I 11 П о и с к  a d m in  

________________^ ___________ ________

Упорядочить зг Ноам  папка -  О

^  Избранное Имя Дата изменения Тил Размер

Д  Загруми ExpressLoad 22D6J!016(hl3 Пагнса с файлами

^  Недавние места >. Settings 22Л6Л)160;15 Папка с файлами

■  Рабочий стол Samplefiles 09Д2201413Д1 Ярлык 1КБ

Библиотеки

■  Видео 

Д о1^енты  

iiCil Изображения 

^  Музыка

Домашняя группа

^  Компьютер

f i |O S { C ]

«Р  KINGSTON (Ь)

^  Сеть

Имя файла: Bni-dif*RGF| -
Тип файла: i Protocol R k  (*.prc0

> *  Скрыть папки 1 Сохранить 1 Отмена j

6. В случае использования готового шаблона нажимают кнопку «Select Existing», 
выбирают необходимый протокол и нажимают кнопку «Ореп/Открыть»

Ш  Вю-RaACFX Manager 2.1 jadmin) mMim
[дЙ Sdect Protocol

I i.. «  Пол1Мватели > Общие > Общие документы > Bio-Rad » CFX v Users * admin V ▼ ^  I I Поиск: admin

Упорядочить *  Ноямгшнсл

^  Избранное 
Л  Загруиси 

^  Недавние места 

В  Рабочий стол

^  Библиотеки 

Я  Видео 

э  Документы 

Изображения 

Музыка

Домашняя группа

Компьютер

fiaOSCO)
.  KINGSTON (&}

^  Сеть

Ь. ExpressLoad 

ь. Settirvgs

Дата изменения

22J06i016(hl3

г2Д620160-Л5

Размер

Папка с файлами 

Папка с файлами

[и  6ru-iltf.:8Stotl 17Д6ЛПВ11169 ш
Sample files 09Л2Л014 Ш 1 Ярлык

BrU'dif'RGF.prd Дата изменения: П £ 6 Ж А  10:59 
Файл "PRCr Размер; 1Д2 КБ

Имя файла: Bru*dif-RGf.prd

Дата создание 17Д6Л01810-39

[ Р го ^ Ы  Fite (* jHcP

I Опуыть j Отмена

6. Задают условия эксперимента (активно окно «Plate»), используя либо уже готовый 
шаблон -  кнопка «Select Existing», либо создают новый -  кнопка «Creative New»
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Options

l/v1 Protocol I lUD Plate Start Run

Create New...
S^ct Exiting...

Express Load
I QutckPlate_96"weH$_AI Channels.pHd

Selected РЫе
QuickPlate_96 weHs_AII Channels.pltd 
Preview
Fluorophores; FAM. HEX, T exas Red, Cy5, Qua$ar 705

Edit Selected...

Plate Type; BR Clear Scan Mode; All Channels
— Г

1 2 3 4 5 6 7 8 3 10 11 12

А Unk ш <  1[ U nk Unk Unk Unk Unk U nk j1 Unk j Unk Unk

В Unk Unk Unk Unk I  Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk

с Unk Unk Unk Unk I U rk Unk Unk U nk I Unk Unk Unk Unk

D Unk Unk Unk Unk 1 Unk Unk Unk Unk Unk u o . Unk Unk

Е Unk Unk U nk j1 Unk 1 Unk Unk Unk Unk Unk U nk Unk Unk

F Unk Unk u n k  jj « 1 Unk Unk u n k  1I Unk U rk Unk Unk Unk

G Unk Unk Unk Unk 1 Unk Unk U nk 11 u^'l . » Unk Unk Unk

Н Unk Unk j1 U nk ! 1 1 Unk Unk U n k i 1 u n k  1 U r . Unk Unk Unk

«  Ptev Next»

7. В случае создания новой плашки выбирают флуорофоры FAM, HEX, ROX по 
которым будет проводится регистрация флуоресценции, нажимая кнопку «Select 
Fluorophores» и отмечая галочкой необходимые каналы

ХЙ1 Windows НМр

^
Run Setup 

Options

iPWete

SetoctEaaeing... , .]
Sciected Ptale 

OickPlM.aS m Ib.M  Oanralij

m
A Unk 1

Uftk IM . 1
unk

V
Unk

Unk Unk

Unk Unk

Unk Unk

Unk unk

Unk Unk

Plote Editor • New

Rk Setir>9s Tools 

Ц  ^  Zoom 100% ▼ fe i Sean Mode [ah Chennels :  WeH Groups... 14) Trace Styles... 7 Q Plate Loadirtg Guide '

Щ 1 Х Sdect Fbonptmw.

Pike Type: BR Oear

Sample Type

i
<none> ,

b-v-r;.'!'.- 1; L. owne>

1'.............  ;

bpwwrt Sallingi.., ||

Ж
)ОшПщЛсЛ»» I

QewWale J

I. °* . I c z ^ z

Инструкция no применению «БРУ-ДИФ-РГФ» Страница 20 из 44



8. Затем с помощью левой кнопки мыши выделяют ячейкой в которые установлены 
пробирки (при выделении ячейки окрашиваются в темно-серый цвет). Указывают тип 
образцов, для чего нажимают кнопку «Sample Туре» и выбирают «Unknown». Нажимают 
галочки в окнах рядом с обозначенными флуорофорами. Нажимают кнопку «ОК» и 
сохраняют файл с условиями эксперимента.

}(й$ Windows Help

i- И  ..? -
RunSĉ jp 

Options 

f/O I Protocol

I Sated bwbnfl... | 

Satecied ПМе 

Ои1скПа1в.96 web_/l Channeli 

PrenieH
Ruorophorea: FAM. HI

1 2

A unk Unk

В Unk Unk

С Unk Unk

D Unk Unk

E unk Unk

F Unk Unk

G Unk Unk

H unk Unk

Plate Editor - New г * ж ..
I ,(дЦ|̂ сД*

ГЙС Settings Took 

a  4  Zoom 100% |Scan Mode [AMChannek . WeN Groups... UQ Trace StyteL„ ^ I  Plate Loading Giwdc

Ptate Type : BR dear

l&l Select Fkjowphotaa .

Sample Type
--------•
Lead

1 1 FAH 
И Н Е Х  

О  FOX

NTC
PoeKwe Control 
Negdive Contrd NRT

j ^ l l l  Eapedawnl Gkk ig i.. 

QearRapIcatee

a .

СШС11 I

( Windows Hdp

i ;  i:g  6^ a . » ,  a ,? .

f IHate Editor - New "ТЗЖВвЖ
Run Setup 

Options

l>«ocolj 1 Ш  PU. |..||^

Create New...

I Setect boJina... |

Seteded Plate 

CUdcPiale.Se weltJ t  Channek, 

Preview

Ruorophorea: FAM. HI

1

Fite Settings Took 

Ш  ^  Zoom 100%

Unk Unk

Unk Unk

Unk Unk

Uf^c Unk

Unk Unk

Unk Unk

Unk Unk

Unk Unk

i  Scan Mode [am Channek WcH Groups... Й0 Trace Stytes... )  Plate Loadir>g Guide

fAMHEX
цех

PtMHEXНОЖ
FAM
»cxao*

FAMHEXала;.
FAMHEX
ACtt

PItee Type ; BR Ctear

j l l l j l l  Saleot Ruoraphona...

SamfMeType [LJnknown

Load У Target Name

№ FAM V owie> -

f f l  HEX у mone> ■r

И HOX owne> -
Load Sample Name

в 9ione>

Load Repkde#

в h -i-

Hapkcaie Sanaa

Expanrrtart Saltirygt.

Clear Repicaled
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9. Помещают пробирки в амплификатор (в лунки, которые, были обозначены ранее). 
Для открытия крышки используют кнопку «Open Lid» или нажимают кнопку на крышке 
прибора, для закрытия крышки использую кнопку «Close Lid» или нажимают кнопку на 
крышке прибора/ Запускают амплификацию (активно окно «Start Run») нажимаю кнопку 
«Start Run» и сохраняют в соответствующей папке протокол.

O ptions

Piolocol j l;i:l Rate Start Run
Run Intormation
Protocol; Gen Vch-identification.picl 

H a te : 07-05-1 G.plld 

Notes:

Scan Mode: Al Channels 
Start Run on Selected Block(s]

Bbck Name Type R in  Status Sample Volume ID/Bar Code
0 ЙЗЖ Г "96FX" Idle 25

0  Select All Blocks

9  Flash Block Indicator ^  Open Lid Close Lid

Slarl Run

«  Prev NexI»
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Save Optical Data File [CC008761]

Папка:

Недавние
документы

Рабочий стол

Мой
компьютер

щ
Сетевое

Мои документы
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Имя файла: 

Т ип файла:

admin 2014-0G-07 10-01-07 CC0087G1 Сохранить

PCR Data File (“pcrd) й Отмена

7.4.4 Регистрация, учет и интерпретация результатов на приборах типа RotorGene 
Регистрацию и учет результатов ПЦР с РС-1 и РС-2 проводят по отдельности 

Регистрация результатов амплификации по каналу FAM/Green (ген bcsp31 (РС-1) 
и B M E I1 4 2 6  (РС-2)):

1. Нажимают в меню кнопку «Апа1у818»/«Анализ», выбирают режим анализа 
«Quantitation»/«KoHH4ecTBeHHbm», выбирают в меню Cycling А. FAM»/«Cycling А. 
Green», нажимают кнопку «Show»/«Показать».

т  V  мНовмй Опр. С«р IIПГ)|5в
Просмотр Л 1 %Успнеии Прэдииь Профиль Темп. Обращм е1 а .

CycingAGfecn *с CydingА.Уе*о»к CydneA-Orange
. * ИокъФнм даниме (Cyding AGreen}

■>______ г-,-- о "'&) а '
Тест эавершвн

15 bsM-AA ]16 гонБШ 
17ЙбЯж1

2. Отменяют автоматический выбор Thre8hold/Hopor.
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3.

4.

В меню основного окна Quantitation analysis/Количественный анализ активируют 
кнопки «Dynamic шЬе»/«Динамич.фон».
Выбирают линейную шкалу графического изображения результатов, нажимают 
кнопку Linear scale/Линейная шкала, в нижней части окна справа (если эта шкала 
активна по умолчанию, вместо кнопки Linear scale/Линейная шкала видна кнопка 
Log scale/Лог.шкала).

№ Ам1ум Run 6iin Vie» Mndow Hdp
-JtiVU ► II INew Open Sevt Stsrt Ргик i  % 1jj Seten» PfoqreB Profile Temp. Sarryte Ал»у» Iteports i
ChMWNfc CydingA.Gra(n CydngA.YcNow jC Eyeing A-OnÂt 

QuinttatienAnilyiii'Cycin9ikGreen(Cip.l}
Й Repwtt..- StACuiw QlUidtt Ijlt PynwwcTubel̂ aô Ĉ  ̂Vlywefigt g) QuitoЙтим*- USewOrfidb

Д 1 -AdjuitScilê Auto-Suic MmlScale Log-Sciief̂
Q QuMit RcmAs - Cyrtng A.Gr««n (Стр. 1)
Wtt INm iTtpe IQ

12 B.13 B.

weitana» 16M UnfcnoMn пйквпм 1EM Urfcnonn mtilanttlEM DrAnown *0ПмТфе1 lirAnown ata1wTiA«1 UrknoMn abortutTt̂ol IMnown cent10E8Ur LlrAnowi C4nt10661(r Uitfcnown с«м10Б611Г IHuwin iutSICTS Uftoitwi tiftSKTl UrAnown пнбЮ'З Unknowm о«25901(Г5 Urknown 
ovb259010'4 Urknewm

20.44a4929.3620.1623.4327.57
19.73232026.4217.8220.SQ26.1318.54
21.46

l6iwCwi>CiwiCACor«>iOTilXV« lRiP.D iRep 05̂Я«а013Юа||В№С|1ь Саг«|НерСёе-Се№̂̂

5. В меню окна «More settings »/«Outlier Removal «/«Устранение выбросов» установить 
значение NTC threshold/Порог Фона -  ПФ (NTC) -  10 %.

O utlier Removal

NTC Threshold:---------------
Percenlage of largest FI change;

0%
.............7T":—

155;
Any sample with a total change in fluorescence

10 % less than this percent (relative to the largest 
change in ar̂* tube) lAil not be displayed.

Reacdon EfficierK̂ Threshold:---------------------- ----------
Г" Enabled Only sarnples w^h have an indivickjal

reaction effiency at least equal to this 
% value win be displayed afterThreshold: -100 normalisation.

OK 1 Cancel Help

6. в меню «СТ Са1си1айоп»/«Вычисление СТ» (в правой части окна) выставить 
Threshold/Порог = 0,05.
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fill ДлЫук Kwi Gw ^  WrtPw H#
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Chmnets _* CydngA.G>ten Cycling A.ViHaw *-Onnge
- QumM«ticnAnelyMi'Cycling<LGrceitCtp.l)
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7. В таблице результатов (окно «Quant. Results»/«Количественные Результаты») 

появятся значения (Ct).
Регистрация результатов амплификации по каналу JOEAfeliow (ген B R A 0541  (РС- 

1) и B M E II0711  (РС-2)):
1.

2.
3.

5.

6.

7.

Нажимают в меню кнопку «Analysis»/«Анализ», выбирают режим анализа 
«Quantitation»/«Количественный», выбирают в меню Cycling А. JOE»/«Cycling А. 
Yellow», нажимают кнопку «Show»/«HoKa3aTb».
Отменяют автоматический выбор Threshold/Порог.
В меню основного окна Quantitation analysis/Количественный анализ активируют 
кнопки «Dynamic ШЬе»/«Динамич.фон».
Выбирают линейную шкалу графического изображения результатов, нажимают 
кнопку Linear scale/Линейная шкала, в нижней части окна справа (если эта шкала 
активна по умолчанию, вместо кнопки Linear scale/Линейная шкала видна кнопка 
Log scale/Лог.шкала).
В меню окна «More settings»/«Outlier Removal»/«Устранение выбросов» установить 
значение NTC threshold/Hopor Фона -  ПФ (NTC) -  10 %.
В меню «СТ Са1си1абоп»/«Вычисление СТ» (в правой части окна) выставить 
Threshold/Hopor = 0,1.
В таблице результатов (окно «Quant. Results»/«Koличecтвeнныe Результаты») 
появятся значения (Ct).

Регистрация результатов амплификации по каналу ROX/Orange (ген B R A 0 4 2 0  
(РС-1) и B M E I0 9 9 4  (РС-2)):

1. Н аж им аю т в м ен ю  кноп к у « A n a ly s is» /«А н а л и з» , вы бираю т р еж и м  ан ализа  
«Q uantitation»/«K onH 4ecTBeH H bm », вы бир аю т в м ен ю  « C y c lin g  А . R O X » /« C y c lin g  А . 
O range», н аж и м аю т кнопку «Show »/«H oK a3aTb».

2. Отменяют автоматический выбор Threshold/Hopor.
3. В меню основного окна Quantitation analysis/Количественный анализ активируют 

кнопки «Dynamic ШЬе»/«Динамич.фон».
4. Выбирают линейную шкалу графического изображения результатов, нажимают 

кнопку Linear scale/Линейная шкала, в нижней части окна справа (если эта шкала 
активна по умолчанию, вместо кнопки Linear scale/Линейная шкала видна кнопка
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Log scale/Лог.шкала).
5. В меню окна «More settings»/«Outlier Кетоуа1»/«Устранение выбросов» установить 

значение NTC threshold/Порог Фона -  ПФ (NTC) -  10 %.
6. В меню «СТ Са1си1абоп»/«Вычисление СТ» (в правой части окна) выставить 

Threshold/Порог = 0,1 •
7. В таблице результатов (окно «Quant. Ве8и11з»/«Количественные Результаты») 

появятся значения (Ct).

Учет результатов на приборах типа RotorGene
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 (Ct) в 
соответствующей графе в таблице результатов).

Учет и интерпретацию результатов проводят в соответствии с таблицей учета 
результатов амплификации положительного, отрицательного контролей и отрицательного 
контроля выделения и таблицей интерпретации данных анализа с использованием PC -1 и 
РС-2 или с использованием автоматического учета результатов исследования (прилагается 
на диске).

К учету результатов исследуемых проб с РС-1 и РС-2 приступают только в случае 
прохождения положительных (К+), отрицательных (К-) контролей амплификации 
(таблица).

Наименование
контроля

Значения порогового цикла (Ct) по каналам
Реакционная смесь-1 Реакционная смесь-2

РАМ 
bcsp31

JOE
BRA0541

ROX
BRA0420

РАМ
BMEI1426

JOE
ВМЕ110711

ROX
BMEI0994

К + <26 <26 <26 <26 <26 <26
К- - - - - - -

ОКВ - - - - - -

Пороговое значение Ct для положительных проб с РС-1 и РС-2 по каналам РАМ, JOE, 
ROX составляет не более 26.

Если по каналу РАМ с РС-1 выявлено значение Ct в пределах менее 26 при получении 
двух или более отрицательных результатов по каналам JOE и ROX с РС-1 и каналам РАМ, 
JOE, ROX с РС-2 результат анализа считают положительным - выявлена ДНК Brucella 
spp., однако видовая идентификация патогена невозможна, поскольку щтамм имеет 
генетические изменения. Для определения видовой принадлежности требуются 
дополнительные исследования (с использованием протоколов рекомендованных ВОЗ: 
Bruce-ladder, Suis-ladder, определения профиля рестрикции отр25, отр2а, omp2b генов, 
данных полногеномного секвенирования и MLVA-типирования).

Если по каналу РАМ с РС-1 выявлено значение Ct в пределах более 26 при любых 
значениях Ct по каналам JOE и ROX с РС-1 и каналам РАМ, JOE, ROX с РС-2 результат 
анализа считают положительным - выявлена ДНК Brucella spp., однако видовая 
идентификация патогена невозможна, поскольку в пробе недостаточное количество ДНК 
бруцелл. Необходимо повторить исследование. Если при повторном исследовании 
получены значение Ct с РС-1 и РС-2 по каналам РАМ, JOE, ROX не более 26 - результат 
считают положительным и определяют вид патогена.

При повторном получении значений Ct по каналу РАМ с РС-1 в пределах более 26 
при любых значениях Ct по каналам JOE и ROX с РС-1 и каналам РАМ, JOE, ROX с РС-2 
в случае исследования нативных проб осуществляют их исследование после обогащения в 
жидкой питательной среде или биопробы. Анализ осуществляют с этапа выделения ДНК. 
При отсутствии повыщения значений Ct результат считают отрицательным.

При повторном получении значений Ct по каналу РАМ с РС-1 в пределах более 26
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. при любых значениях Ct по каналам JOE и ROX с РС-1 и каналам FAM, JOE, ROX с РС-2 
'  в случае исследования бактериальных суспензий бруцелл анализ осуществляют еще раз, 

начиная с этапа выделения ДНК.

Таблица интерпретации результатов с РС-1 и РС-2
Значения порогового цикла (Q) по каналам

Реакционная смесь-1 Реакционная смесь-2
мыйЮ

Green Yellow Orange Green Yellow Orange
Результат
анализа

оа
С

Cl.
О

Оч0
1

с>
'Ч-

1
§
1oq

On

1

<26 <26 - <26 <26 <26 Положительный/ 
выявлена ДНК В. abortus

<26 - <26 <26 <26 <26
Положительный/ 
выявлена ДНК 
В. m elitensis

<26 <26 <26 <26 <26 <26 Положительный/ 
выявлена ДНК В. su is

<26 <26 <26 - <26 <26
Положительный/ 
вьывлена ДНК В. can is

<26 <26 <26 <26 <26 -
Положительный/ 
выявлена ДНК В. ovis.

2

<26 <26 <26 <26 - <26
Положительный/ 
выявлена ДНК 
В. neo tom ae

юоае - - - - - -
Отрицательный/
ДНК B rucella  spp. не
выявлена

ии
S

<26
При получении двух или более 

отрицательных результатов по любым 
каналам

Положительный/ 
выявлена ДНК B rucella  
spp. штамм генетически 
измененный. Для 
определения видовой 
принадлежности 
требуются 
дополнительные 
исследования

>26 Любое значение
Положительный/ 
выявлена ДНК B rucella  
spp., в количестве

<26
При значение Ct > 26 по одному или 

нескольким каналам

недостаточном для 
видовой идентификации

- Любое значение
Результат невалидный. 
Требуется подтверждение 
принадлежности к роду
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0^

■ Brucella.ч
7.4.5 Регистрация, учет и интерпретация результатов на приборах типа CFX 

Регистрацию и учет результатов ТШР с РС-1 и РС-2 проводят по отдельности 
Р егист рация  результ ат ов а м п л и ф и к а ц и и  по  ка н а лу  Р А М  (C F X ) (ген bcsp31 (РС-1) 

и B M E I1 4 2 6  (РС-2)):
1. Оставляем выделенным галочкой только флуорофор «РАМ». Для выбора пороговой 

линии Threshold нажимают кнопку «Setting» в окне с учетом результатов реакции и 
выбирают функцию «Baseline Threshold». В открывшемся окне выбирают вместо 
автоматического расчета значений пороговой линии функцию «User Defined» (внизу окна) 
и выставляют значение 50,0.

/ ___________________________________________________________________________KS Data Analysis - аdmin_2016-05-24 16-19-53_ССООВ761 .per d
File View Settings Export Tools

fit I ̂  I ̂  I Ql I ̂  jĵWelGroup; I Analysis Mode; [pluofophore ^  ^̂ View>tdft Plate... ;

Quantification Quantification Data g|[| Gene Exptetsion End Point ii ИиН Alelic Di$aimination Custom Data View : QCii^^ Run Information

AmpliTication

No wels desigrtated as Sample Type standard.

0  FAM □  HEX □  ROX □  Cy5 Step Nufrtjer: \a
2 3 4 5 G 7 8 9 10 n

Unk К | u * Unk | u * pr1̂ [  unk

Unk [ (Лтк |unk Unk [ ш к | ш к unk

Unk Unk Fl

 ̂Wei 0 Fluor A Target ^ Content ^ Sampb ^ Cq 0
COS FAM Unkn 29.66
CIO FAM Unkn 33.42
C11 FAM Unkn 35.47
:D02 FAM Unkn N/A
iD03 FAM Unkn N/A
D04 FAM Unkn N/A
D05 FAM Unkn N/A

base line 1 In es ho Id И
Baseline Cycles

Auto Calculated
О User Defined B old indicates a changed value.

lB02
2
3
4
5
6
7
8 
3 
10 
11

803
804 
1805
806 
807 
1808 
iB09 
810 
811 
C02

12 iC03
13 i C04
14 C05

Fluor
JFAfvl
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM
FAM

I Baseline a- l 8 agin ^
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2

BaselineEnd

E H Z Z ]
Reset All User Defined Values

Srigle Threshold 
Auto Calculated: 
User Defined. M
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3. Выделяя курсором выделенные ячейки, где были установлены пробирки, 
определяют значения Ct (в правом нижнем углу окна). Кривая флуоресценции и значения 
Ct для выделенной пробы выделены цветом.
К Aii’ilysis - admin /016-05-24 16-19-53_С(.008761 .pcid

Fie View SetthQS Export Tools

4Vel Group; | AlWeb Analysis Mode: iFluorophore Plate, ■■ ^

Quentrficahon Data: Gene Expression EndPo^ ИаЧ Alekc Drscfimirtetion I. Custom Data View QC j Run Inloimationj

AmptiTication

/  ;

1 ■ 1 ■ ■—1 ' 1—̂——i—■ ■ ' '—i ' ■—̂
П  Log Scale

0  FAM □  HEX □  ROX □  Cjp5 StepNunber I 4

1

Ш Unk 0 Uri< i  Unk I Unk

Unk unk i  Unk
Unk Unk j Unk
Unk итк

_Welj
e02
В0Э
B04

BOS

BOB
B07

BIO
B11

C02
C03

A Sample 0
FAM
FAM

FAM

FAM
FAM

FAM
FAM

FAM
FAM

FAM

FAM

FAM

Unkn

Unkn
Urkn
Unkn
Unkn

Unkn
Unkn

Unkn

Unkn
Unkn

Unkn
Unkn

Cq 0  
30.43 

33,81

3B.73
30.60

33.78
43.24
30.01

33.34

37.12
N2A

N/A
N7A

Completed Г Scan Mode: Al Channels Plate T >^  : BR Clear Analysis Mode: Basehne Subtracted Curve Fit

Р егист рация  результ ат ов а м п л и ф и к а ц и и  no  ка н а лу  H E X (C F X ) (ген B R A 0541  (PC- 
1) и B M E II0 7 1 1  (PC-2)):

1. Оставляют выделенным галочкой только флуорофор «НЕХ».
2. Для выбора пороговой линии Threshold нажимают кнопку «Setting» в окне с учетом 

результатов реакции и выбирают функцию «Baseline Threshold». В открывшемся окне 
выбирают вместо автоматического расчета значений пороговой линии функцию «User 
Defined» (внизу окна) и выставляют значение 50,0.

Р егист рация  результ ат ов а м п л и ф и к а ц и и  по  к а н а лу  R O X (C F X ) (ген B R A 0 4 2 0  (РС- 
1) и B M E I0994  (РС-2)):

1. Оставляют выделенным галочкой только флуорофор «ROX».
2. Для выбора пороговой линии Threshold нажимают кнопку «Setting» в окне с учетом 

результатов реакции и выбирают функцию «Baseline Threshold». В открывшемся окне 
выбирают вместо автоматического расчета значений пороговой линии функцию «User 
Defined» (внизу окна) и выставляют значение 50,0.

Учет результатов на приборах типа CFX
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 (Ct) в 
соответствующей графе в таблице результатов).

Учет и интерпретацию результатов проводят в соответствии с таблицей учета 
результатов амцлификации положительного, отрицательного контролей и отрицательного 
контроля выделения и таблицей интерпретации данных анализа с использованием PC -1 и 
РС-2 с использованием автоматического учета результатов исследования (прилагается на 
диске).
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к учету результатов исследуемых проб с РС-1 и РС-2 приступают только в случае 
прохождения положительных (К+), отрицательных (К-) контролей амплификации 
(таблица).

Наименование
контроля

Значения порогового цикла (Ct) по каналам
Реакционная смесь-1 Реакционная смесь-2

РАМ
bcsp31

HEX
BRA0541

ROX
BRA0420

РАМ
ВМЕП426

HEX
BMEII0711

ROX
BMEI0994

К + <38 <38 <38 <38 <38 <38
К- - - - - - -

ОКБ - - - - - -

Пороговое значение Ct для положительных проб с РС-1 и РС-2 по каналам РАМ, JOE, 
ROX составляет не более 38.

Если по каналу FAM с РС-1 выявлено значение Ct в пределах менее 38 при получении 
двух или более отрицательных результатов по каналам JOE и ROX с РС-1 и каналам РАМ, 
JOE, ROX с РС-2 результат анализа считают положительным - выявлена ДНК Brucella 
spp., однако видовая идентификация патогена невозможна, поскольку штамм имеет 
генетические изменения. Для определения видовой принадлежности требуются 
дополнительные исследования (с использованием протоколов рекомендованных ВОЗ: 
Brace-ladder, Suis-ladder, определения профиля рестрикции отр25, отр2а, omp2b генов, 
данных полногеномного секвенирования и MLVA-типирования).

Если по каналу РАМ с РС-1 выявлено значение Ct в пределах более 38 при любых 
значениях Ct по каналам JOE и ROX с РС-1 и каналам РАМ, JOE, ROX с РС-2, то 
результат анализа считают положительным - выявлена ДНК Brucella spp., однако видовая 
идентификация патогена невозможна, поскольку в пробе недостаточное количество ДНК 
бруцелл. Необходимо повторить исследование. Если при повторном исследовании 
получены значение Ct с РС-1 и РС-2 по каналам РАМ, JOE, ROX не более 38 - результат 
считают положительным и определяют вид патогена.

Если по каналу РАМ с РС-1 выявлено значение Ct в пределах менее 38, а по каналам 
JOE и ROX с РС-1 и каналам РАМ, JOE, ROX с РС-2 выявлено хотя бы одно значение Ct 
более 38, то результат анализа считают положительным - выявлена ДНК Brucella spp., 
однако видовая идентификация патогена невозможна, поскольку в пробе недостаточное 
количество ДНК бруцелл. Необходимо повторить исследование. Если при повторном 
исследовании получены значение Ct с РС-1 и РС-2 по каналам РАМ, JOE, ROX не более 
38 - результат считают положительным и определяют вид патогена.

При повторном получении значений Ct по каналу РАМ с РС-1 в пределах более 38 
при любых значениях Ct по каналам JOE и ROX с РС-1 и каналам РАМ, JOE, ROX с РС-2 
или когда по каналу РАМ с РС-1 выявлено значение Ct в пределах менее 38, а по каналам 
JOE и ROX с РС-1 и каналам РАМ, JOE, ROX с РС-2 выявлено хотя бы одно значение Ct 
более 38, в случае исследования нативных проб осуществляют их исследование после 
обогащения в жидкой питательной среде или биопробы. Анализ осуществляют с этапа 
вьщеления ДНК. При отсутствии повышения значений Ct результат считают 
отрицательным.

При повторном получении значений Ct по каналу РАМ с РС-1 в пределах более 38 
при любых значениях Ct по каналам JOE и ROX с РС-1 и каналам РАМ, JOE, ROX с РС-2 
или когда по каналу РАМ с РС-1 выявлено значение Ct в пределах менее 38, а по каналам 
JOE и ROX с РС-1 и каналам РАМ, JOE, ROX с РС-2 выявлено хотя бы одно значение Ct 
более 38, в случае исследования бактериальных суспензий бруцелл анализ осуществляют 
еще раз, начиная с этапа выделения ДНК.

Таблица интерцретации результатов с РС-1 и РС-2
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1 Значения порогового цикла (Ct) по каналам
Реакционная смесь-1 Реакционная смесь-2

3ю FAM HEX ROX FAM HEX ROX
Результат
•анализа

оа
С

Sr-с
сьOv
i

О<N

°q

Г\
1
1

'Ч-Оч0\
103

<38 <38 - <38 <38 <38 Положительный/ 
выявлена ДНК В. abortus

<38 - <38 <38 <38 <38
Положительный/ 
выявлена ДНК 
В. melitensis

<38 <38 <38 <38 <38 <38 Положительный/ 
выявлена ДНК В. suis

<38 <38 <38 - <38 <38 Положительный/ 
выявлена ДНК В. canis

<38 <38 <38 <38 <38 - Положительный/ 
выявлена ДНК В. ovis.

<38 <38 <38 <38 - <38
Положительный/ 
выявлена ДНК 
В. neotomae

2юоааV
- - - - - -

Отрицательный/
ДНК Brucella spp. не
выявлена

2Sич4(J(J5 <38
При получении двух или более 

отрицательных результатов по любым 
каналам

Положительный/ 
выявлена ДНК Brucella 
spp. штамм генетически 
измененный. Для 
определения видовой 
принадлежности 
требуются 
дополнительные 
исследования

>38 Любое значение
Положительный/ 
выявлена ДНК Brucella 
spp., в количестве

<38 При значение Ct > 38 по одному или 
нескольким каналам

недостаточном для 
видовой идентификации

- Любое значение

Результат невалидный. 
Требуется подтверждение 
принадлежности к роду 
Brucella.
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/
8. УСЛОВИЯ ТРАНСПОРТИРОВАНИЯ, ХРАНЕНИЯ И ЭКСПЛУАТАЦИИ 

НАБОРА
Транспортирование набора реагентов «Бру-Диф-РГФ», 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 2 суток, при 
температуре от минус 16 до минус 20 °С -  неограниченно.

Условия хранения компонентов набора реагентов «Бру-Диф-РГФ» -  ПЦР-смесь-1, 
ПЦР-смесь-2, ПЦР-смесь-РГФ, Растворитель, ТЕ-буфер, ПКО ДНК Brucella  spp. при 
температуре от плюс 2 до плюс 8 °С, Taq ДНК-полимераза - при температуре от минус 16 
до минус 20 °С.

Срок годности набора реагентов «Бру-Диф-РГФ» - 6 месяцев.
Срок годности ПКО ДНК Brucella  spp. после раетворения -  6 месяцев при

хранении при температуре от минус 16 до минус 20 °С.
Условия эксплуатации набора реагентов «Бру-Диф-РГФ» -  при температуре от 

18 до 25 °С.

9. ГАРАНТИИ И ИНФОРМАЦИЯ О ПРОИЗВОДИТЕЛЕ
Производитель гарантирует качество набора реагентов «Бру-Диф-РГФ», при 

соблюдении условий транспортирования, хранения и эксплуатации в течение указанного 
срока годности.

Производитель - Федеральное казенное учреждение здравоохранения «Российский 
научно-исследовательский противочумный институт «Микроб» Федеральной елужбы по 
надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека (ФКУЗ РоеНИПЧИ 
«Микроб» Роспотребнадзора) (410005, г. Саратов, ул. Университетская, 46. Тел. (845-2) 
51-69-65).

Зам. директора по экспериментальной и 
производственной работе ФКУЗ 
РоеНИПЧИ «Микроб» Роспотребнадзора

Согласовано 
Генеральный директор 
Варнавичус П.К.

АщНикифоров
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Приложение 1.

Пример регистрации, учета и интерпретации результатов с использованием набора 
реагентов «БРУ-ДИФ-РГФ» на приборе типа Rotor-Gene

Смееь РС-1

Инструкция по применению «БРУ-ДИФ-РГФ» Страница 33 из 44



J

Инструкция по применению «БРУ-ДИФ-РГФ» Страница 34 из 44



РС-1 PC-2
Результат анализаИмя пробы FAM/Green JOE/Yellow llOX/Orange FAM/Green JOE/Yellow ROX/Oranee

bcsp31 BRA09e7 BRA0420 BMEI1426 BME1I0711 BMEI0994
в. abortus 1271 22,54 20,49 20,73 21,6 20,99 Brucella abortus
В. abortus 164-70 24,77 23,08 22,89 25,01 23,68 Brucella abortus
В. abortus 19ВА 21,3 19 19,49 20,28 19,92 Brucella abortus
В. abortus 3196 23,14 21 21,64 22,31 21,72 Brucella abortus
В. abortus 63/75 23,93 22,63 23,11 23,91 22,37 Brucella abortus
В. abortus 870 23,11 21,31 22,41 23,03 22,32 Brucella abortus
В. abortus А-81 22,9 21,32 22,07 23,07 22,06 Brucella abortus
В. abortus С-442 24,69 22,13 23,46 23,38 22,9 Brucella abortus
В. abortus Tulya 22,29 19,87 20,86 22,03 20,92 Brucella abortus
В. canis 1066 21,91 19,82 23,4 21,64 20,86 Brucella canis
В. canis 6/66 22,33 20,41 23,43 21,65 21,22 Brucella canis
В. melitensis 16М 23,38 24,42 21,49 22,47 22,03 Brucella melitensis
В. melitensis 570 21,56 23,22 20,58 21,04 20,65 Brucella melitensis
В. melitensis 63/9 23,67 25,1 22,09 22,54 22,33 Brucella melitensis
В. melitensis 706 25 25,51 23,16 23,79 23,25 Brucella melitensis
В. melitensis С-563 20,72 22,05 19,37 20,2 19,72 Brucella melitensis
В. melitensis С-565 22,27 23,89 21,16 21,61 21,72 Brucella melitensis
В. melitensis С-568 22,2 23,69 21,18 21,82 21,84 Brucella melitensis
В. neotomae 5КЗЗ 22,58 20,71 24,2 21,73 21,78 Brucella neotomae
В. neotomae 65/198 22,37 20,35 24,3 21,51 21,52 Brucella neotomae
В. ovis 2590 24,79 21,72 23,07 22,96 22,82 Brucella ovis
В. ovis 440 22,18 20,28 21,36 21,08 21,76 Brucella ovis
В. suis 1330 22,56 22 23,42 21,42 21,78 21,19 Brucella suis
В. suis 31 22,67 21,32 24,35 21,35 22,58 21,98 Brucella suis
В. suis 40 23,72 21,53 25,24 22,54 23,48 22,93 Brucella suis
В. suis 513 22,44 20,38 23,99 21,13 21,89 21,4 Brucella suis
В. suis 6 22,54 20,65 24,61 21,86 22,48 21,9 Brucella suis
В. suis 686 23,82 21,54 25,27 22,71 23,01 22,61 Brucella suis
В. suis С-445 22,98 21,1 24,79 22,15 23,07 22,19 Brucella suis
В. suis Thomsen 22,27 20,25 23,77 21,54 21,84 21,56 Brucella suis
ОКВ В пробе ДНК бруцелл не обнаружена
К+ 16,2 14,27 17,93 15,03 15,49 15,08 Положительный контрольный образец
К- В пробе ДНК бруцелл не обнаружена
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Пример регистрации, учета и интерпретации результатов с использованием набора 
реагентов «БРУ-ДИФ-РГФ» на приборе типа CFX96

РАМ
A m p l i f i c a t io n

HEX
A m p l i f i c a t io n

ROX

500

10

A m p l i f i c a t io n

. —■ ' ■ \

_____ ^
1 ' ■ ' ' 1 ■ ■ ' ' 1 ' ' ' ■ 1 ' ' ' ^

20 30
C y c le s

40
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FAM
A m p l i f i c a t io n

HEX
A m p l i f i c a t io n

C y c le s

ROX

1000

800 -

A m p l i f i c a t io n
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/

/

/

/

И м я  п р о б ы

С м е с ь  Р С -1 С м е с ь  P C -2 4
Р е з у л ь т а т  а н а л и з аF A M

b c s p S l

HEX

B R A 0 9 0 7

R O X

B R A 0 4 2 0

F A M

В М Е 1 Ш 6

H E X

B M E I I 0 7 1 1

R O X

B M E I 0 9 9 4

в. a b o r tu s  1 2 7 1 3 3 ,6 5 3 2 ,4 5 N /A 3 3 ,7 6 3 4 ,7 2 3 3 ,2 8 В ы я в л е н а  Д Н К  B ru c e lla  a b o r tu s

В. a b o r tu s  1 6 4 -7 0 3 6 ,3 3 4 ,9 N /A 3 7 ,4 7 3 7 ,2 4 3 5 ,3 6 В ы я в л е н а  Д Н К  B ru c e lla  a b o r tu s

В. a b o r tu s  1 9 В А 3 2 ,5 6 3 1 ,4 8 N /A 3 2 ,9 9 3 3 ,7 2 3 1 ,7 4 В ы я в л е н а  Д Н К  B ru c e lla  a b o r tu s

В. a b o r tu s  3 1 9 6 3 5 ,0 6 3 3 ,8 3 N /A 3 5 ,0 3 3 6 ,2 9 3 4 ,3 1 В ы я в л е н а  Д Н К  B ru c e lla  a b o r tu s

В. a b o r tu s  6 3 /7 5 3 5 ,4 7 3 4 ,6 1 N /A 3 5 ,5 3 3 6 ,6 5 3 4 ,6 7 В ы я в л е н а  Д Н К  B ru c e lla  a b o r tu s

В. a b o r tu s  8 7 0 3 4 ,7 3 3 3 ,5 7 N /A 3 5 ,3 1 3 6 ,1 4 3 4 ,3 9 В ы я в л е н а  Д Н К  B ru c e lla  a b o r tu s

В. a b o r tu s  А -8 1 3 4 ,9 6 3 3 ,7 3 N /A 3 5 ,1 3 5 ,7 1 3 4 ,4 3 В ы я в л е н а  Д Н К  B ru c e lla  a b o r tu s

В. a b o r tu s  С -4 4 2 3 6 ,3 3 4 ,4 2 N /A 3 6 ,4 9 3 6 ,9 5 3 5 ,1 6 В ы я в л е н а  Д Н К  B ru c e lla  a b o r tu s

В. a b o r tu s  T u ly a 3 3 ,5 9 3 2 ,5 6 N /A 3 3 ,6 2 3 4 ,5 9 3 2 ,6 В ы я в л е н а  Д Н К  B ru c e lla  a b o r tu s

В. c a n is  1 0 6 6 3 3 ,3 6 3 2 ,1 6 3 3 ,6 7 N /A 3 5 ,1 2 3 3 ,1 7 В ы я в л е н а  Д Н К  B ru c e lla  c a n is

В. c a n is  6 /6 6 3 4 ,0 9 3 2 ,8 1 3 4 ,3 2 N /A 3 4 ,6 5 3 2 ,5 8 В ы я в л е н а  Д Н К  B ru c e lla  c a n is

В. m e l i te n s is  1 6 М 3 4 ,9 6 3 6 ,7 7 3 5 ,9 7 3 5 ,0 8 3 5 ,9 3 3 4 ,4 9 В ы я в л е н а  Д Н К  B ru c e lla  s u is

В. m e l i te n s is  5 7 0 3 3 ,4 4 N /A 3 3 ,9 2 3 3 ,2 3 3 ,6 1 3 2 ,0 6 В ы я в л е н а  Д Н К  B ru c e lla  m e l i te n s is

В. m e l i te n s is  6 3 /9 3 5 ,7 6 N /A 3 5 ,6 1 3 5 ,9 5 3 6 ,3 4 3 4 ,0 2 В ы я в л е н а  Д Н К  B ru c e lla  m e l i te n s is

В. m e l i te n s is  7 0 6 3 7 ,0 7 N /A 3 6 ,5 4 3 5 ,1 3 6 ,3 9 3 5 ,6 2 В ы я в л е н а  Д Н К  B ru c e lla  m e l i te n s is

В. m e l i te n s is  С -5 6 3 3 3 ,1 1 N /A 3 3 ,0 8 3 2 ,9 5 3 3 ,3 3 1 ,7 4 В ы я в л е н а  Д Н К  B ru c e lla  m e l i te n s is

В. m e l i te n s is  С -5 6 5 3 3 ,4 N /A 3 3 ,9 8 3 3 ,5 3 3 4 ,5 9 3 3 ,1 8 В ы я в л е н а  Д Н К  B ru c e lla  m e l i te n s is

В. m e l i te n s is  С -5 6 8 3 4 ,2 3 N /A 3 4 ,3 6 3 3 ,9 2 3 4 ,7 7 3 3 ,1 1 В ы я в л е н а  Д Н К  B ru c e lla  m e l i te n s is

В. n e o to m a e  5 К З З 3 4 ,5 3 3 3 ,3 3 3 5 ,2 3 3 4 ,7 5 N /A 3 4 ,6 6 В ы я в л е н а  Д Н К  B ru c e lla  n e o to m a e

В. n e o to m a e  6 5 / 1 9 8 3 3 ,4 3 3 2 ,8 2 3 4 ,5 8 3 4 ,4 N /A 3 3 ,2 9 В ы я в л е н а  Д Н К  B ru c e lla  n e o to m a e

В. o v is  2 5 9 0 3 5 ,8 1 3 5 ,0 3 3 4 ,2 3 3 6 ,4 8 3 6 ,9 6 N /A В ы я в л е н а  Д Н К  B ru c e lla  o v is

В. o v is  4 4 0 3 3 ,4 4 3 2 ,6 7 3 2 3 3 ,5 6 3 4 ,4 5 N /A В ы я в л е н а  Д Н К  B ru c e lla  o v is

В. s u is  1 3 3 0 3 3 ,4 1 3 4 ,2 7 3 4 ,1 8 3 3 ,5 4 3 4 ,3 9 3 2 ,7 В ы я в л е н а  Д Н К  B ru c e lla  s u is

В. s u is  3 1 3 4 ,5 7 3 3 ,6 1 3 5 ,4 3 3 4 ,1 8 3 5 ,6 3 3 ,3 3 В ы я в л е н а  Д Н К  B ru c e lla  s u is

В. s u is  4 0 3 5 ,8 7 3 4 ,2 8 3 5 ,7 7 3 5 ,8 8 3 7 ,0 1 3 4 ,9 2 В ы я в л е н а  Д Н К  B ru c e lla  s u is

В. s u is  5 1 3 3 3 ,6 8 3 2 ,7 2 3 4 ,6 3 4 ,3 8 3 5 ,2 4 3 3 ,4 6 В ы я в л е н а  Д Н К  B ru c e lla  s u is

В. s u is  6 3 5 ,0 6 3 4 ,8 3 7 ,2 6 3 5 ,8 1 3 7 ,3 3 4 ,4 4 В ы я в л е н а  Д Н К  B ru c e lla  s u is

в. s u is  6 8 6 3 5 ,8 2 3 5 ,7 5 3 6 ,8 5 3 5 ,4 3 3 7 ,1 4 3 4 ,9 7 В ы я в л е н а  Д Н К  B ru c e lla  s u is

В. s u is  С -4 4 5 3 4 ,6 7 3 3 ,9 5 3 5 ,3 5 3 4 ,4 9 3 5 ,4 1 3 4 ,3 5 В ы я в л е н а  Д Н К  B ru c e lla  s u is

В, s u is  T h o m s e n 3 4 ,1 6 3 3 ,0 9 3 4 ,6 2 3 4 ,0 5 3 5 ,0 9 3 2 ,8 5 В ы я в л е н а  Д Н К  B ru c e lla  s u is

О К В N /A N /A N /A N /A N /A N /A В п р о б е  Д Н К  B ru c e lla  s p p .  н е  о б н а р у ж е н а

К+ 2 7 ,1 2 6 ,0 1 2 7 ,8 2 2 7 ,1 1 2 8 ,0 6 2 6 ,1 3 П о л о ж и т е л ь н ы й  к о н т р о л ь н ы й  о б р а з е ц

К - N /A N /A N /A N /A N /A N /A В п р о б е  Д Н К  B ru c e lla  s p p .  н е  о б н а р у ж е н а

Пример учёта и интерпретации результатов с иепользованием 
электронной таблицы Excel
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Выравнивание

форматирование ’ как таблицу ’ ячеек - 
Стили

Н17

Если аагтуск макросов отключён, оерху ф гкитгтея соответствующее предупрежденме. Вкмочяпе это содержимое. 
Вофдмте имя вробы (необматвт̂ ю)маначен>и1С1повсем каналам. Можно испояыооятьиоввбиммфис От! ♦ С (а V)

а

4 ”
5 Ш
6

Смесь РС-1 Смесь РС-2 Ретультаты проведения ЛЦР на приборе Rotor-Gene 
28 июня 2018 г.

14:23
имв Провы Green (FAM) 

bcsoSl
reiiow (ЮЕ)
в:— - •

Огап{е(<ЮХ)
ВЯАО4г0

Green (FMM) 
ВМЕ11426

Yellr.tf (JOE) 
ВМЕ1Ю711

Orange (ROX) 
ВМЕЮ994

17 Проба! 25,91 24,02 27.2 Выявлена ДНК Brucelia spp. в количестве недостаточном для яидовой 
идентификации

8 2Проба 2 25̂5 22,07 25.16 24,3 25,49 Выявлена ДНК Bruceiia canis
, *ПробаЗ 26,46 27,7 26,67 2439 24,87 Выявлена ДНК Brucella spp. в количестве недостаточном для видовой 

идентификации
10 4Проба4 2436 21.66 24,39 22,38 2531 Выявлена ДНК ВгисеМа neotomae
U ‘ ПробаЗ 24,43 25,16 24,3 24,6 24.5 Результат невалидный. Требуется подтверждение принадлежности к 

роду Brucella
и' • Пробаб 24,13 20,3 23.57 2L21 22.72 23,13 Выявлена ДНК Brucella suis
13 ' Проба? 24,8 24.7 23.71 23.18 Выявлена ДОК Brucella spp., штамм генетически измененный. 

Требуются дополнительные исследования
ПробаЗ В пробе ДНК Brucelia spp. не обнаружена

15 1 17,24 14,42 17,25 15,15 15,65 1537 Положительный контрольный образец
16 Ик- В пробе ДНК Brucella spp. не обнаружена
17 и
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Приложение 2.

Инструкция по автоматическому учёту результатов применения МИ для 
диагностики in vitro «Набор реагентов для выявления и дифференциации штаммов 

возбудителя бруцеллеза методом полимеразной цепной реакции с учётом 
результатов в режиме реального времени «Бру-Диф-РГФ» на базе электронной

таблицы EXCEL.
Компакт-диск является приложением к инструкции по применению набора 

реагентов «Бру-Диф-РГФ». На нём, помимо инструкции по автоматическому учёту 
результатов применения набора реагентов «Бру-Диф-РГФ», имеются два файла-протокола 
EXCEL:

- «Протокол Бру-Диф-РГФ Rotor-Gene.xlsm» - для учёта результатов, полученных на 
приборе Rotor-Gene;

- «Протокол Бру-Диф-РГФ CFX96.xlsm» - для учёта результатов, полученных на 
приборе CFX96

Выберите необходимый Вам файл-протокол и откройте его.

Перед Вами появится электронная таблица EXCEL. Заполните соответствующие 
графы в таблице: введите имена проб (не обязательно) и значения Ct по всем шести 
каналам. Для ускорения процесса заполнения можно использовать комбинации клавиш 
Ctrl + С (копировать) и Ctrl + V (вставить).

ы ■о •
Гла»4М

А
Вамм Размела странт<ы 

Cafibri * U  * А‘  а’

Буфер о6*м»м 7S { Шрифт Выравнивание ^

^  Предупреждевивеанлеамбеммасиости Запуск макросов отключен. Параметры.

П р о т о к о л  Б Р У -Д И Ф -Р Г Ф  R o to r -G e n e  - M ic ro s o f t  E xce l

Формулы Данные Рсценмрованис Вид ABBYY Finereader 11-

■ - ' 1й ' 1 ^ . '  jS
в* '""" J  ж  X а iK 0  а  - ^  ОМ :Й i форматирование - как таблицу • ячеек

Встаыгтк * 
Удалить 'Формапфоватъ Стили ..m - кактаблгцу' ячеек- ’

Стили Ячейки

к г ЛЕ -
3 ’ Сортировка Найти и ■чь ' и фильтр - выделить - 

Р̂ктироваиие

В7

D
Ff fHt H flYTT t**'P***'”  oTHjm>Whi. csepxy ф появится соответствующее предупреждение. Включите это содержимое. 

д гт» ими пробы (ме овтаяптмо) и тнэчения Ct по всем каналам. Можно использовать комбинации: Ctrl ■» С (а-V)
Для получения результата нажмите на эту кнопку

4
5 Ш
6

Смесь РС-1 СмесЫ>С-2 Результаты проведения ПЦР на приборе Rotor-Gene
Имя пробы Green (FAM) 

b c fp J l
Yellow (JOE) 

BRA0907
Orange (ROX) 

BRA0420
Green (FAM) 

ВМЕП476
Ye!!. .r(JOE) 
8M‘ /fl

Ckaî e (ROX) 
Ш ЕЮ 994

т8 2
9 3
10 4
11 5
12 •
13 7
14 •
1 5 ^
16 " t t
Р  U
18 U
19 13
20 34
21 15
22 11
23 J 7
24 11
25 И
26 2В
27 21
28 21
29 23
30 24
31 21
32 21
33^
3 * J t

_чс м . . .

5ГаП
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Перед анализом полученных данных необходимо разрешить выполнение программы 

учёта результатов. Для этого в Microsoft Office 2007 нажмите на кнопку «Параметры». В 
появившемся окне выберите «Включить это содержимое».

* wily
Протокь: ВиУ-Д/'Ф-РГФ 40tor-Genf> Microsoft Excel

* ^  i „1 — __
'лавная 1 Вставка Разметка страни!.^ Фо(наулы ^ н н ы е Рмдензирование Вид ABBYY FineReader 11 -

i - а

*  ,
-■ 1 Calibri -  И  •  А* а’ »  ^  . Й"' Общий * IS

Встааить
J  1'д Г > Г  ч 1 '  А  » №  S  я i w  i i e : т * Щ  ’  %  т  toS Условное '  Ф орматировать 

ф орм атирование '' как таблицу *

Буфер о&мена j i Шрифт Вырэвниаание

П редупреж дение систем ы  безопасности  Заг^ск  макросов опелю*

Н15 Jb  15 ,57

Число Стили

Н^  А В C D Е F G. . .  ..  . . . .  ---------------- .
1 _  Если зап у ск  « м к р о с о в  о т к л ю ч ё н , с в е р х у  ф  п о яв и тс я  с о о т в е т с т в у ю щ е е  п р е д у п р е ж д е н и е .  В клхачнте э т о  с о д е р ж ш я о е .

2 В в е д и т е  и м я  п р о б ы  (н е  ^ з а т е л ь н о )  и  э н а ч е н и я  а  " ° J ^ n j j ^ a M e T p b l  б е З О П а С Н О С Т И  M k r O S O f  t  O f ^

4 С м е а
Оповещение системы безопасности - макрос

7

5 ins И м я  п р о б ы G r e e n  (FAM ) Y ellow

б b c s p S l ВЯД( М акрос
7 1 П р о б а  1 25 ,91 24, Макросы были отключены. Макросы могут содержать вирусы и другие опасные

8 2 П р о б а  2 25,25 22,
кожюненты. Не включайте содержимое, если не уверены в надежности 
кточника файла.

Biiwiaiiiic* Не у д а л о с ь  о о р е д е л п т ь  м ад ем ою сть  асточм иса эт о го  
с о д ер ж ам о го . Р еком сж дуется  o c ra a ir rb  э т о  со д ер ж и м о е  откл ю чен ны м  
з а  мсклю чеинем сл у ч аев , к о гд а  с о д ер ж и м о е  обеспечи вает  
критическую  ф ую сционалы ю сть ■ вы  д о в е р н е т е  е г о  источнику.
Пополнительные сведения

9 3 П р о б а  3 26 ,46 27

10 4 П р о б а 4 24 ,86 21,

11 5 П р о б а  5 24,

12 б П р о б а  6 24,13 20

13 7 П р о б а  7 24 ,8 Путь к файлу: учёта результатов^Тротокол БРУ-ДИФ-РГФ RotorЧаепе.хЬш 

о  № ановить заииггу от неизвестного соаержипого (реконендуется)
14 S П р о б а  8

15 9 к+ 17 ,24 14,

16 10 к- 0  1^<лк>«т> это содерю 1иое|

17 11

18 12

19 13

20 14

21 15

22 U

23 17
------------------------ 1-----------------------1-----------------------1-----------------------1-----------------------1-------------------------

В Microsoft Office 2013 достаточно нажать на кнопку «Включить содержимое»

т  в с* =
ФАЙЛ ГЛАВНАЯ ВСТАВКА РАЗМЕТКА СТРАНИЦЫ

^  1
1?й •

Вставить
Calibri '' 1 ^ А -  а'

Ж JC У. - Ш

Буфер обмена Hi Шрифт ri

Протокол БРУ-ДИФ-РГФ Rotor-Gene - Excel 
ВИД

^  Перенести текст |^щий

^  Объединить и погиестить в центре ’ ^  % ооо ^

Выравниванив^^^^^^^^^^в^^. ̂  Число

'Щ 
Условное 

форматирование '*

' L ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ СИСТЕМЫ БЕЗОПАСНОСТИ Запуск макросов отключен.

Н16 " - Л

А В С О Н

1 Если запуси  м а к р о с о в  о тк л ю ч ён , с в ер х у  ф  п оявится  с о о т в е тс т в у ю щ ее  п р е д у п р е ж д е н и е .  В клю чи те э т о  со д е р ж и в л о е .
2 В в е д и те  и м я  п р о б ы  (н е  о б я за т е л ь н о )  и  зн а ч е н и я  C t п о  всев* к а н а л а м . М ояо«ои спол ы оеаты со«*бнн ацн н :С Е г1т-С (т-У )

3 IП ротокол "Б1»У-ДИФ-РГФ'' R o to r-G e n e ___________________________ _____________
4  ' ” ”  С м е сь Р С -1 _____________ С м е с ь  РС-2 Р е зу л ь та т ь
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После ввода данных нажмите на красную кнопку в правом верхнем углу таблицы с 
соответствующей надписью: «Для получения результата нажмите на эту кнопку!».

Для получения результата нансмите на эту кнопку!

Таблица автоматически вьщаст полученный результат, а также дату и время 
проведения анализа. Ячейки со значением Ct выше порогового, будут вьщелены цветом.

Глюнм вставка Разметка странжиа
А СмИкт . U . А' *•
Ч8Встиитъ ^

Буфер обмои X Шрифт . .

П р о т а с о л  Б Р У -Д И Ф -Р Г Ф  R o to r -G e n e  -  M ic r o s o f t  E xce l

Формулы Дмные Рецеюиролмие Biu AB8YY RneRe«der U

-  -  _  Э Оби,» • JS  i g t i

tfl X
■fcn - X

ш d*" Встанпь ’ 
Уаммть ’4  % МО *JL л  Условное Формлтмромть Стили _о̂рмлтмроммие * «к та6мм|у • инми • Формлт ’

Г '
1 - йг л

Сортмроок* Нейти и и фмлитр * ■ылелити ' 
Редметиромние

В
2 П»тд|пг»м1ш
3
4
5
6

саержу ̂  пои Интел соот*етстшую1цм предупреждение. Включите »то содермониое. 
пробы|необимтелы»о)ми«аченииапо>сежканалаж.Можномсполкаопатыои1бнижрн1;аг1-»С(-»У)

Протоиол '*БРУ-ДМ»-РГ»‘‘ Rotor-Ge«>e
Ими пробы Огееп (FAM) 

Ьар31
Yeitow (JOE) 

BRA0907
Orange (ROX) 

BRA0420
GrMn(FAM)

ВШП4Х
Ye{tow(JOE) Orange (ROX) 
ВМЕ1Ю/11 ВМЕЮ994

Рехульташ проведения ПЦР на приборе Rotor-Gene 
28 июня 201В г.

__  14ЛЗ
Проба 1 Выявлена ДНК Brucella spp. a количестве недостаточном для видовой 

идентификации_________ ___________________
Проба 2 Выявлена ДНК Brucella canis
Проба 3 Выявлена ДНК Brucella spp. в количестве недостаточном для видовой 

идентификации _______________
Проба 4 Выявлена ДНК Brucella neotomae
Проба 5 Результат невалидный. Требуется подтверждение принадлежности к 

роду Brucella______________________________
Пробаб Выявлена ДНК Brucella suis
Проба? Выявлена ДНК Brucella spp., штамм генетически измененный. 

Требуются дополнительные исследования__________
Проба 8 В пробе ДОК Brucella spp. не обнаружена
К+ Положительный контрольный образец

8 пробе ДНК Brucella spp. не обнаружена
17 |Ц

Полезный совет. Проверку системы безопасности макросов можно отключить. 
После этого не придётся для каждого анализа повторно включать содержимое. Для этого 
войдите в меню списка возможных действий с документом и выберите кнопку 
«Параметры Excel».

Инструкция по применению «БРУ-ДИФ-РГФ» Страница 41 из 44



у
/

Это же меню в Microsoft Office 2013 находится во вкладке «Файл» и выглядит 
следующим образом:

Протокол БР

Сведения

Создать

Открыть

Сохранить

Сохранить как

Печать

Общий доступ

Экспорт

Закрыть

С ведения
Протокол БРУ-ДИФ-РГФ Rotor-Gene
F: » БРУЦЕЛЛА » Инструкция к программе учёта результатов

&
Защита 
книги *

Предупреждение системы безопасности
Активное содержимое может содержать вирусы и другие опасные 
компоненты. Следукнцее содержимое было отключено:
■ Макросы
Содержимое следует включать только при наличии доверия к 
содержимому файла.
Параметры центра управления безопасностью 
Дополнительные сведения об активном содержимом

Защита книги
Контролируйте ТИПЫ изменений, которые пользователи могут 
вносить в эту книгу.

Параметры

Поиск

Проверка книги
Перед публикацией этого файла не забудьте что он содержит 
■ Свойства документа, путь к принтеру, имя автора и абсолютный
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в появившемся окне выберите вкладку «Центр управления безопасностью» и 
нажмите на кнопку «Параметры центра управления безопасностью»
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в появившемся окне выберите вкладку «Параметры макросов» и включите все 
макросы.

Ц интр у щ н и н и и  безопасностью

Надежные издатели 

Надежные расположения 

Надстройки 

Параметры ActiveX

Параметры макросов 

Панель сообщ№ий 

Внешнее содержимое 

Параметры конфиА̂циальности

Параметры макросов
Для макросов в документах не из надежного расположения:

О Опслкнйпъ все макросы ̂  уведомления 
О Отключить все макросы с уведомлением 
О Отключить все макросы |дэоме макросов с цифровой подписью 
® :включить все макросы (не рекомендуется, возможен запуск опасной программы]|

Параметры макросов для радработ̂ тка
Q Доверять доступ к объектной модели проектов VBA

ОК Oruota
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