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1 O6wasn nHhpopmaums

1.1 Onucanwne

SureFood® ANIMAL QUANT Pork — Habop ansa npoeeaeHusa MNLP B peanbHOM BpemeHu aons
onpegeneHnss cooTHoweHna [OHK cBuHbKM (Sus scrofa) k obwemy cogepxanuto OHK
XMBOTHbIX B obpasuax msica. Takum obpasom, Habop cogepxut ase cuctembl MNMUP, ogHy
Ans obHapyxeHus cneumuyeckoro reHa CBUHbWM (reH OBbHapyXXeHUsi CBUMHbW) U OOHY Ans
oOHapy>XeHWs reHa XXUBOTHOrO (pedepeHc, KOHTPOSbHbIV FEH).

Ananuna MNMUP B peanbHOM BpeMEHN MOXHO UCMONb30BaTb C U3BECTHbIMU Npubopamu MNLUP B
peanbHOM BpeMeHu. TexHnveckasa npoeepka Habopa 6bina nposeaeHa Ha Agilent Mx3005P,
Applied Biosystems 7500, Roche LightCycler® 480 II.

1.2 MNMpepen obHapyXeHnsa n npegen Koim4yecTBEHHOM OLEHKN

Mpepen obHapyxeHusa <5 konun OHK. Npeaen obHapyxeHna aHanusa 3aBUCUT OT MaTpuLpbl,
cteneHn obpaboTku, nogrotoBkn [JHK n cogepxanma HK.

Mpepen KonM4ecTBEHHOro onpeaernieHnst 3aBncnuT oT KoHueHTpaumn OHK. Hanpumep, ecnun
npucytcteytoT 50000 «konunh  ueneBOM  MOCRefoBaTESIbHOCTM  3TASIOHHOMO  reHa,
OTHOCUTESNbHBIN Npegen konuyectBeHHoro onpegeneHns ana OHK cBuHbM cocTaBnseT
0,04%.

Cuctembl MNUP SureFood® o4eHb 4yBCTBUTESbHbLI, MO3TOMY Aaxe HeBOMbLIOro KonmyecTsa
ueneson [HK goctatoyHo anga ycnewHoro aHanmsa. KoHueHTpaums obwen OHK B obpasue
He NO3BOMSET caenaTthb BbIBOA O KonnyecTBe un kadectse ueneson OHK.

1.3 Okcrpakums OHK

[nsa noarotoBknm npob pekomeHayeTcs mucnonb3oBatb SureFood® PREP Basic (apt. Ne
S1052).

1.5 CocrtaB Habopa

Kop peareHTa PeareHTt KonunyecTtBo LiBeT KpblLLKK
1 PedepeHc peakumoHHas cmecb| 2 x 450 Mkn OpaHxeBbin
2 “Pork” peakumoHHasi cMeCb 2 x 450 mkn KenTbin
3 Taq Monumepasa 1 x 11 Mkn KpacHbin
4 Bydep ansa passeneHns 1 x 1300 mkn Benbin
5 CtaHpgapTtHaa [JHK 1 x 25 mKkn TemHo-rony6on
6 I'Ionomgggxlgzrﬁmponb 1 x 25 mKn CseTtno-ronybon

XpaHuTte peareHTbl npu -20°C 1 3awmiante oT ceeTa.
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Heobxoanmoe obopynoBaHue n maTepuansi:

* Habop ansa akctpakunmn OHK (Hanpumep, SureFood® PREP Basic, aptukyn S1052);
* npubop ans MNLP B peanbHOM BpeEMEHU;

* pacxogHble Matepuanbl ana [UP B peanbHOM BpemMeHu (nnaHweThl,
Kanunnspbl, oonbra, KpbIWKKY), MMNETKA C HAKOHEYHUKaMK C punbTpamu;

* 0HOpa30BLIE NepyaTkn 6e3 NopoLLKa;

* BUXPEBOW CMECUTETb;

* MUKPOLIEHTPUYra C poTOPOM A5 peakUMOHHbBIX NPOBMPOK.

npooupku,

1.6 YcTaHOBOYHbIE NapaMeTpbl TEpMOLMKIIEpa

Blockcycler & R-Biopharm | Rotorcycler & LTF MyGo
RIDA®CYCLER Pro
HavanbHas genatypauna (HOLD) 5 muH, 95°C, 1 muH, 95°C
Lnknel 45 45
Henatypauus 15 ¢, 95°C 10 ¢, 95°C
Omxur 15 ¢, 62°C 10 ¢, 62°C
AnoHrauusa (CYCLE) 30 ¢, 65°C 15 ¢, 65°C
CkopocTb TeMmnepaTypHOro
Makcnmym Makcnmym
nepexoga/ Ramp Rate
1.8 Hacrtpoiika kaHana obHapyxeHus
Mpunbop OnpepeneHuve ﬂeTe':;Tz_:ow'”M TywwuTens MpumeyaHus
- Pork FAM +
Agilent Mx3005P
grent vix Reference FAM +
. , Pork FAM +
Agilent AriaD
grent Aratx Reference FAM +
Pork FAM TAMRA 5 5
App“ed Biosystems NacCuBHbIN STSJ'IOO)I:HbII/I
KpacuTtenb Cc
7500 Reference FAM TAMRA HACTPONKON «HET.
Bio-Rad CFX96 Pork FAM =
| -
Reference FAM +
R-Biopharm Pork green +
RIDA®CYCLER Reference green +
Pork FAM +
LTF MyGo Pro
y Reference FAM +
Qiagen Rotor-Gene Q Pork green +
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Reference green +
Roche LightCycler® Pork 465-510 +
4801 Reference 465-510 +
Roche cobas® z 480 Pork 465-510 +
Analyzer Reference 465-510 +

2 KayecTBeHHbIVN aHanus

2.1 MNMpoTokon

2.1.1 MNpuroTtoBneHne mactep-mukca

Peakuunun, Heobxoanmble ansa pedepeHc 0bHapyXeHus:

5 peakuumn gnsa ctaHgapTHOW KPUBOW.

3 peakunn onsa KoHTpons (1x KOHTponb 6e3 MmaTpuLbl, 2X NONOXUTENBHbIN KOHTPOSb)

Ana kaxgoro obpasua: MMHUMYM 1 peakunsa Ha kaxabin obpasey, JHK.

Peakuun, Heobxoammble ansa obHapyxeHus ueneson OHK:

5 peakumn ons cTaH4apTHOW KPUBOW.

3 peakumn onsa KoHTpons (1x KOHTponb 6e3 MaTpuLbl, 2X NOMNOXUTENBHbIN KOHTPOSb).

Ana kaxgoro obpasua: MMHUMYM 1 peakunsa Ha kaxabin obpasey, JHK.

Takke pekomeHgyeTca nNpuUrotoButb Mactep-Mukc ¢ 10% un3bbiITkKOM ob6bema, 4TOObI
KOMMEeHcnpoBaTb NOTepto  peareHTa. [HamTe peareHTam OTTadaATb, MepemMellanTe
BCTPAXMBAHMEM W LEHTPUYrMpoBaHMeM nepen OTKPbITUEM N NCNOSNb30BAHUEM.

Mpobupky c¢ Tag-nonumepason crnegyet xpauutb npu -20 °C n He nepemewmBaTb
BCTPAXUBAHMEM.

Mpumep pacdeTa n nogrotosku 10 peakumi:

KomnoHeHTbl Ansg mactep-mukca | O6bem Ha 1 peakumto | 10 peakumit (¢ 10% n3bbITkOM)

PeakunoHHasa cmecb 18.0 mkn 198.0 mkn
Taq NMonnmepasa 0.1 Mkn 1.1 MKn
O0LWwum obbLem 18.1 mkn 199,1 mkn

XopoLUo nepemMeLllante Mactep-MUKC N LEHTPUYrmpymnTte 4o UCnosib30BaHUS.

2.1.2 MNpurotoeneHne ctangapta AHK

Passegute ctangaptHyto [HK (kog 5) ¢ warom 1:10 B 6ydepe ansa passeneHus (kog 4),
4TOObl NOArOTOBUTL pa3nnyHble KoHUeHTpauun OHK ona ctaHgapTHOWM KpMBOW 3TanoOHHOrO
reHa (atanoH) un getektupytowero reHa (Pork). MNpurotoBbTe 5 pasBeaeHU NocTaBnseMon
ctaHgaptHon OHK (kog 5) ¢ nomowbto npunaraemoro 6ydepa ana passegeHunsa (kog 4).
MogrotoBbTE 5 peakuMoHHbIX NPOBUpok (NomeyeHHbIX oT S1 ao S5) n gobaBbTe B Kaxayto
no 45 mkn 6ycepa ons passegeHus (ko 4).
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PekomeHayeTcs crneayouwas npoueaypa:

Cranaapt PasseneHne KonuyectBo Konui B KOHeque KOSIM4eCcTBO
MK KOMNU1 B peakumm

45 mkn bydep ans passeaeHus +

S1 5 mkn AHK cranpapTa 100000 200000
45 mkn bydep onsa passegeHus +

S2 5 mkn [HK S1 10000 20000
45 mkn bydep ans passeaeHus +

S3 5 mkn JHK S2 1000 2000
45 mkn bydep onsa passegeHus +

S4 5 mkn JHK S3 100 200
45 mkn bydep ans passeneHus +

S5 5 mkn HK S4 10 20

MpumeyaHue: Onsa Kaxaon KannbpOBOYHOM TOYKM MCMONb3YKT 2 MKN ctaHgaptHon [OHK.
OKoH4aTenbHOEe KONMMYECTBO KOMUA Ha peakuuo AOMMKHO ObiTb BBEAEHO B MpOrpaMmHoe
obecneyveHne onga aHanua3a cuctemol obHapyxeHus MNLP B peanbsHOM BpeMeHN.

2.1.3 MNpurotoBneHne macTep-mMuKca

» BHecute nuneTtkon 18 MKN mMacTep-mMmkca B COOTBETCTBYHOLUME NPOOMPKM / NYHKU WUNnn
Kanunnspbl.

* 3akponte NpobupKy ¢ oTpuLaTeNbHbIM KOHTPONEM (OTpULaTENbHbIA KOHTPOIb roToB K MNLIP
6e3 pobasneHus).

» BHecute nuneTkon 2 mkn obpasua OHK B ykasaHHble NpoBUPKM / NTYHKWU UK Kanunnsapbl 1
3aKponTe unx.

* BHecuTe nunetkonM 2 MKN MOMOXUTENbHOrO KOHTPONA W CTaHOAPTHbIX pasBefeHun B
yKasaHHble NpoBUpKM / NYHKM UK Kanunnsipbl U 3aKpOUTE UX.

* LleHTpndyrmpynte BCce Npobumpku / NNaHLWETbl Un Kanunnsapbl Ha HU3KOW CKOPOCTH.

* Momectute npobupkn / nnaHweTbl MnnM Kanunnspbl B npubop ansa MUP v 3anyctute
peakumio B COOTBETCTBUU C HACTPOMKaMW.

2.2 NHTepnpeTauunsa pesynbtaTtoB

Pacuyer gns obeux peakumoHHbIX cucteM (pedepeHc, Pork) [omkeH BbINONHATHCA
oTaenbHo. OTMeTbTe CTaHOapTbl, KOHTPONM 1M 0bpasubl Ans cneundunyeckon uenm (Pork) un
npoBeguTe OUEHKY B COOTBETCTBUM C NPOrpaMMon aHanus3a, pekoMeHOOBaHHOW
npoussoauTenem npubopa ansa MNUP. MostopuTte Ty XXe npoueaypy ANA 3TanOHHON FreHHOW
cuctembl (pedbepeHc). 3HavyeHme HaknoHa CTaHA4apTHOWM KpMBOW AOMKHO ObiTb OT -3,1 o -
3,6, a KoadpduumeHT Koppensauun R?> 0,98. B cniyyae apyrvMx sHaveHwii Ans ctaHgapTHOW
KpUBOW ee He cnegyeT UCMonb30BaTh AN pacyeTa.
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Mcnonb3yss paccuymTaHHOe KONM4ecTBO konunm gns  pedepeHc-obpasua wn  Pork,
oTHocuTenbHoe cogepxaHme Pork B obpasue OHK n nonoxmtenbHOM KOHTPONEe MOXHO
onpeaenuTb crnegyowmm obpasom (npumep):

O6pa3zey Pork — 1350 konun, MNonoxutenbHbin KOHTPONb Pork — 900 konun.

O6pa3sey PedepeHc — 45000 konun, MNonoxntenbHbii KOHTponb Pedepenc — 1100 konumn.
Pasgennte KoOnNWMYecTBO KOMUA KOHKPETHOW CUCTEMbl Ha KOJSIMYECTBO KOMWW reHa
pedepeHCHOn cnctemMbl n yMHOXbTE Ha 100, 4TOBLI NONYYMUTE NPOLIEHT.

Copepxanue OHK Pork = Pork konuuectso konun * 100 / Konnyectso konun PedepeHc =
1350 * 100/ 45,000 =3 %

Ona paHHoro npumepa cogepxaHme Pork [OHK B o6bpasue 3,0% un 81,8% pansa
NOSTIOXUTESNTbHOIO KOHTPOSS.

[1ns OoKOH4YaTenbHOro pacyeta HeobOXOAMMO MCMONb30BaTb MOMPABOYHbLIN KOIddUUNEHT K
ana  koppekumm konebaHum OT 3anycka K 3anycky. [lonpaBo4HbIM  KOIDULMEHT
npegcraBnsier cobon  COOTHOLWEHME MeXAYy WCTUHHBbIM  MPOUEHTHbIM  3HAYeHMEM
nonoxuntenbHoro KoHTpons (100% copepxanus Pork OHK) n namepeHHbIM MPOLEHTHBLIM
cogepxavnem [OHK B nonoxutenosHoM KoHTpone. KoadpduunmeHt paccuynTbiBaeTcs
cnegyowmnm obpasom:

K = UCTUHHBIN NPOUEHT / N3MEPEHHbIN NPOLIEHT

K (npumep) = 100% / 81,8% = 1,2

PacueTHoe 3Ha4veHne gns Bbl6opkn ymHOXaeTcsa Ha K, 4ToObl NONy4YnTb CKOPPEKTUPOBAHHOE
3HayeHue.

MpoueHT HK B 06pasue = namepeHHbi npoueHT JHK B o6pasue * K= 3,0 * 1,2% = 3,6%
Takum obpasom, cogepxaHune [JHK Pork coctaensiet 3,6%.

MpumeyaHue: BHYTpPEHHME opraHbl, OCOBEHHO MOYKM UMM MeYeHb, MOKa3biBalT bonee
BbicOkoe cogepxaHume OHK Ha eamHuuy Beca MO CPaBHEHWUIO C MbILEYHOW TKaHbO. JOTO
MOXeT MpPMBECTU K HeMNpaBWUIbHOW OLIEHKE BMAOBOrO cocTtaBa npoaykta. [Ons MsCHbIX
NPOAYKTOB C cofepXaHnmem BHYTpeHHocTen> 5% HeobxoauMmo cobnogaTb OCTOPOXHOCTb
npu oLeHKe BMAOBOro coctaBa NpoayKTa.
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	1 Общая информация
	1.1 Описание
	SureFood® ANIMAL QUANT Pork – набор для проведения ПЦР в реальном времени для определения соотношения ДНК свиньи (Sus scrofa) к общему содержанию ДНК животных в образцах мяса. Таким образом, набор содержит две системы ПЦР, одну для обнаружения специфи...
	Анализ ПЦР в реальном времени можно использовать с известными приборами ПЦР в реальном времени. Техническая проверка набора была проведена на Agilent Mx3005P, Applied Biosystems 7500, Roche LightCycler® 480 II.
	1.2 Предел обнаружения и предел количественной оценки
	Предел обнаружения <5 копий ДНК. Предел обнаружения анализа зависит от матрицы, степени обработки, подготовки ДНК и содержания ДНК.
	Предел количественного определения зависит от концентрации ДНК. Например, если присутствуют 50000 копий целевой последовательности эталонного гена, относительный предел количественного определения для ДНК свиньи составляет 0,04%.
	Системы ПЦР SureFood® очень чувствительны, поэтому даже небольшого количества целевой ДНК достаточно для успешного анализа. Концентрация общей ДНК в образце не позволяет сделать вывод о количестве и качестве целевой ДНК.
	1.3 Экстракция ДНК
	Для подготовки проб рекомендуется использовать SureFood® PREP Basic (арт. № S1052).
	Храните реагенты при -20 C и защищайте от света.
	Необходимое оборудование и материалы:
	• набор для экстракции ДНК (например, SureFood® PREP Basic, артикул S1052);
	• прибор для ПЦР в реальном времени;
	• расходные материалы для ПЦР в реальном времени (планшеты, пробирки, капилляры, фольга, крышки), пипетки с наконечниками с фильтрами;
	• одноразовые перчатки без порошка;
	• вихревой смеситель;
	• микроцентрифуга с ротором для реакционных пробирок.
	1.8 Настройка канала обнаружения
	2 Качественный анализ
	2.1 Протокол
	2.1.1 Приготовление мастер-микса
	Реакции, необходимые для референс обнаружения:
	5 реакций для стандартной кривой.
	3 реакции для контроля (1x контроль без матрицы, 2x положительный контроль)
	Для каждого образца: минимум 1 реакция на каждый образец ДНК.
	Реакции, необходимые для обнаружения целевой ДНК:
	5 реакций для стандартной кривой.
	3 реакции для контроля (1x контроль без матрицы, 2x положительный контроль).
	Для каждого образца: минимум 1 реакция на каждый образец ДНК.
	Также рекомендуется приготовить мастер-микс с 10% избытком объема, чтобы компенсировать потерю реагента. Дайте реагентам оттаять, перемешайте встряхиванием и центрифугированием перед открытием и использованием.
	Пробирку с Taq-полимеразой следует хранить при -20  C и не перемешивать встряхиванием.
	Пример расчета и подготовки 10 реакций:
	2.1.2 Приготовление стандарта ДНК
	Разведите стандартную ДНК (код 5) с шагом 1:10 в буфере для разведения (код 4), чтобы подготовить различные концентрации ДНК для стандартной кривой эталонного гена (эталон) и детектирующего гена (Pork). Приготовьте 5 разведений поставляемой стандартно...
	2.1.3 Приготовление мастер-микса
	• Внесите пипеткой 18 мкл мастер-микса в соответствующие пробирки / лунки или капилляры.
	• Закройте пробирку с отрицательным контролем (отрицательный контроль готов к ПЦР без добавления).
	• Внесите пипеткой 2 мкл образца ДНК в указанные пробирки / лунки или капилляры и закройте их.
	• Внесите пипеткой 2 мкл положительного контроля и стандартных разведений в указанные пробирки / лунки или капилляры и закройте их.
	• Центрифугируйте все пробирки / планшеты или капилляры на низкой скорости.
	• Поместите пробирки / планшеты или капилляры в прибор для ПЦР и запустите реакцию в соответствии с настройками.
	2.2 Интерпретация результатов
	Расчет для обеих реакционных систем (референс, Pork) должен выполняться отдельно. Отметьте стандарты, контроли и образцы для специфической цели (Pork) и проведите оценку в соответствии с программой анализа, рекомендованной производителем прибора для П...
	Используя рассчитанное количество копий для референс-образца и Pork, относительное содержание Pork в образце ДНК и положительном контроле можно определить следующим образом (пример):
	Образец Pork – 1350 копий, Положительный контроль Pork – 900 копий.
	Образец Референс – 45000 копий, Положительный контроль Референс – 1100 копий.
	Разделите количество копий конкретной системы на количество копий гена референсной системы и умножьте на 100, чтобы получить процент.
	Для данного примера содержание Pork ДНК в образце 3,0% и 81,8% для положительного контроля.
	Для окончательного расчета необходимо использовать поправочный коэффициент K для коррекции колебаний от запуска к запуску. Поправочный коэффициент представляет собой соотношение между истинным процентным значением положительного контроля (100% содержа...
	K = истинный процент / измеренный процент
	K (пример) = 100% / 81,8% = 1,2
	Расчетное значение для выборки умножается на K, чтобы получить скорректированное значение.
	Процент ДНК в образце = измеренный процент ДНК в образце * K = 3,0 * 1,2% = 3,6%
	Таким образом, содержание ДНК Pork составляет 3,6%.
	Примечание: внутренние органы, особенно почки или печень, показывают более высокое содержание ДНК на единицу веса по сравнению с мышечной тканью. Это может привести к неправильной оценке видового состава продукта. Для мясных продуктов с содержанием вн...

