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l оБщиЕположЕния

1.1 Настоящая методика поверки распрострашяется на анализаторы генетические
кЕlпиJlJuIрЕого электрофореза LOCUS Seqtor 16l б (дмее по тексту - ан:rлизаторы), изготовлепные
ООО <HПФ Хеrmкон>, г. Москва, и устaшlilвливает порядок и объём их первичной и
периодической поверки.

1,2 Используемые средства поверки обеспечивают прослеживаемость irна.лизаторов к
гэт208-2024 согласно государствеЕной поверочной схеме, утвержденной Приказом
Федермьпого агентства по техЕи!Iескому реryлировzшию и метрологии от 10.06.2021 N9 988 (Об
угверждении Государственной поверочной схемы дJIя средств измерений содержания
оргzlпIIЕIеских и элементорганических компонеIIтов в жидких и твердьж веществах и
материал:жD.

1.3 Метод, обеспечивающий реализацию методики поверки - метод прямьп< измерений.
1 .4 Поверка анализатора должна проводиться в соответствии с требованиями пастоящей

методики поверки.
1.5 В результате поверки должны бьrь подгверждены метрологические требования,

приведенные в Приложении А.

2 IIЕРЕЧЕНЬ ОПЕРАЦIДl ПОВЕРКИ СРЕДСТВА ИЗМЕРЕНИЙ

Таблица 1 - Оп й

3 ТРЕБОВАНИЯ К УСЛОВИЯМ ПРОВЕДЕНИЯ ПОВЕРКИ

3.1 При проведении поверки должны быть собJIюдены следуюIцие условия:

- ,ейrr"рirlра окружitющей среды, "С от +15 до +25

- относительнм влzDкность воздухц О/о от 40 до 80

- атмосферное давление, кПа от 85 до 106

4 ТРЕБОВАНИЯ К СПЕЦИАЛИСТАМ, ОСУЩЕСТВЛЯЮЩИМ ПОВЕРКУ

4.1 К поверке zrн:UIизаторов доrryскаются специalJIисты, изrfiвшие экспlryатационные

доку^{еЕты на поверяемые средства измерний, средства поверки, настояIý/ю методику поверки,

4.2 Минимальное коJIичество специаJIистов дJIя вьшолЕения дalннои методиIс,I

поверки - один.

2

обязательность
выпоJшения операций поверки

при

периодической
поверке

первиIIной
поверке

Номер раздела
(пункта)
методики
поверки, в

соответствии с
которым

вьшолняется
операция поверки

Наименование операции

Да[аВнешний осмотр средства измерений7

!а.Ща
Подготовка к поверке и опробовшrие
средства измерений

8

Ща.Ща9
Проверка прогр:lммного обеспечения
средства измерений

.Ща !а10
Определение метрологических
характеристик средства измерений

!а,Ща

Подтверждение соответствия
средства измерений метрологическим
требованиям

11

2.1 При проведении поверки вьшолЕяют операции, указанные в таблице 1.



5 МЕТРОЛОГИЧЕСКИЕ И ТЕХНИЧЕСКИЕ ТРЕБОВАНИЯ К СРЕДСТВАМ
повЕрки

Таблица2 С п ки
Операции
поверки!

требутощие
применение

средств поверки

Метрологические и технические
требования к средствtlм поверки,

необходtмые дrrя проведения
поверки

Перчепь рекомендуемьIх средств
поверки

Основные средства поверки
Стандартньй образец
инalкIивироваЕЕого IпTzlN{Ma

кГЮ020/ l > коронzlвируса
SARS-CoV-2,
рег. J,{b ГСО l1661-2020

р. l0
Определение

метрологических
характеристик

Стандартньпi образец
инalктивировalнного IпTaMMa
кГК2020/1> коронавируса
SARS-CoV-2,
Иптервал аттестов:шньiх значений
массовьD( долей аденина от 28,82 Vо

до 29"75 О%, массовьп< долей ryанина
от 20,85 О/о до 24,12 0/о, массовьп<

долей цrтгозина от 17,00 % до
20,04 %, MaccoBblx долей тимина от
29,00 % до 30,29 О/о, с граtrицами
допускаемьD( значений
относительной погрешности
аттестованного зЕачения СО (Р=0,95)
+0,5 О/о

Вспомогательные средства поверки
Измеритель параI\{етров

микроклимата МЕТЕОСКОП-М, рег.
Ns 32014-11

р. 8 Контроль
условий поверки
(при подготовке

к поверке и
опробоватrии

средства
измерений)

.Щиапазон измерений температуры
окрlисающей среды от +l0'C до
+30 'С, пределы допускаемой
абсоrпотной погрешности измерений
+2 ос, диапазон измерений
относительцой вJIiDкности от 20 % до
85 %, пределы допускаемой
абсо-тпотной погрешности измерений
+З %, диaшазон измерений
абсолютного давления
от 85 до 106 кIIц пределы
допускаемой абсо:потной
погрепшости измерений +1 кЛа

.Щозаторы механические с
варьируемым объемом дозировtlния
BIoHlT,
рег. Nч 36152-12

р. 10

Определение
метрологиIIеских

характеристик

.Щозаторы механические
многокalнlulьные, диtшазоны объемов
дозирования (от 0,1 до 2.5 MK.ll, от 1 до
10 мкл, от 5 до 10 мкл,
от 10 до 100 мкл, от 100 до 1000 мкл)

имт-мп-0044-2024
4.З К проведению поверки допуск:лются лица соответствуюIщ,rе требовшrиям,

изложенным в статье 41 Приказа Минэкономразвития России от 26.10.2020 года М 707 (ред. от
30.12.2020 года) кОб утвержлении крит€риев аккредитации и перечня док}меItтов,
полtверждllющrх соответствие з:лJIвитеJIя, аккредитованного JIица црI{tерI.tям aжкредитации).

4.4. Для поJryчения данньD( доtryскается участие операторов, обсrryживаюпшх
анаlпrзаторы (под коIrтолем поверителя).
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Операrии
поверки,

трбующие
применение

средств поверки

Перечень рекомендуемьD( средств
поверки

ПЩР-бокс (заrцитная кап,rера с УФ-
лампой) настольньй с рциркуляцией
воздуха

ПЩР-бокс UVT-S-AR (BS-040 1 07-
ААА)

Термостат для пробирок
<Эппендорф> от 25 ОС до 100 ОС

типа кТЕРМо 24-1 5>. кБиоком>

Микрочентрифуга для пробирок типа
<Эппендорф> до lб тыс об/мин

KElmi>. Латвия, <Hettish>

Микроцентрифуга - вортекс Микроцентрифуга - вортекс
Вакуlтиньй отсасыватель
медицинский с колбой-лов}тпкой для
удarления надосадоIшой жидкости

Вакууrиньй отсасыватель
медицинский

Термоциклер дJIя 96 JtуIrочньrх
планшетов и пробирок объемом
0,2 мл
Камера для горизоЕtального
элекгрофореза объемом не более
400 мл

KSE-2>. ооо кНПФ Хеликон).
Россия

Исто.пrик питшrия постоянItого тока с
нtшряжением от 150 до 460 В

кЭльф-4>, ООО к!НК-ТехнологиlI)

Ультрафиолетовьй
трансилJIюминатор с кабинетом для
просмо,гра гелей

Система гель-докуN(ентирования
кВзгляд>

Микроволновая пе.ъ 800 Вт Микроволновая печь
Мерньй цилинд) объемом 1 л по
гост 1770-74

Стеклянная колба из термостойкого
стекJIа

Штатив д;rя пробирок объемом
1,5 мл Штатив для пробирок
Штатив для пробирок объемом 0,5 мл
Штатив l{:Iя одшlоtIньD( п
стриповtlнньD( пробирк объемом
0,2 мл

Штатив дIя одиноIIньD( и
стрипованньD( пробирок

Охлаждаемьй штатив для пробирок
объемом 0.2 мл

Охлаждаемьй штатив дJIя пробирок

Комплект реагентов дJrя вьцеJIениJr
РНК/,ЩНК из кrпанического материала
<РИБО-Преп> (АмплиСенс К2-9-Еt
100. l 00 реакчий)

Комплект реагентов дJIя вьцеления
РНtrU.ЩIК из клинического
материала кРИБО-Преп>
(АмплиСенс K2-9-Et- l00, 100

Набор для обратной трансцриrщии и
полимеразной цепной реакции (ОТ-
ПЩР) с длинньп< (до 7 kb) и сложньD(
мациц одношаговым методом
БиоМастер ОТ-ПЩР-Преми}ъ{ (2х)
(RMO5-40.40 реакций)

Набор для обратной трд{скрипции и
полимеразной цепной реакчии (ОТ-
ПlР) с дплнньu< (до 7 kb) и сложньIх
матриц одношаговым методом
БиоМастер ОТ-ПЩР-Премирл (2 х )
(RM05-40. 40 реакчий)

4

Метрологические и тешlические
требования к средстмN{ поверки,

необходимые для проведения
поверки

Термоциклер

Мерный цилиндр

Стекляrшм колба из термостойкого
cTelc,,ra объемом 250 мл
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Операции
поверки.

rребуюпше
применение

средств поверки

Метрологические и технические
требования к средстваI,r поверки.

необход.rмые для проведения
поверки

Перечень рекомендуемьш средств
поверки

пряlr.tоЙ праfurлер
(5, стАстсссАсссААGААтАGсА 3,)

!1пна 22, молярIrая масса 6617,
количество: З,5 ОЕ, 145,5 мкл,
концентрация: 24,0 ОЕ/мл,
100 mиоль/мкл, 0,бб мкг/мк;r, оIшстка
IIААг

прямой праймер
(5, стАстсссАсссААGААтАGсА з )
ООО <.ЩНК-Синтез>, Россия

обратный праймер
(5, стGттАсААтААGАGGссАтGст з,)

fuина 23, моJIярнtlя масса 7048,
количество: 3,5 оЕ, l35,2 мкл,
концептрация: 25,9 ОЕ/мл, 100
шr,rоль/мкл, 0.70 мкг/мкл, оIшстка
IIААг

обратный праймер
(5, стGттАсААтААGАGGссАтGст з,)

.Щrшна 23, мол. масса 7048,
коJIичество: 3,5 ОЕ, 135,2 мкл,
концеЕтрация: 25,9 ОЕ/мл, l00
пмоль/мкл, 0,70 мкг/мкл, очистка
пААг
ООО к,ЩНК-Синтез>, Россия

Комплект реaгептов ц|я
электрофорешческоЙ детекции
продукгов амппификации в
агарозном геле кЭФ>

Комплект реагентов дJIя
элекгрофортической детекции
продуктов tlп{плификации в
aгарозном геле (ЭФ)

4хбуфер для нtlнесения {нк на гель
<БиК> Кат. Ns D-3002

4"буфер для нд{есения Днк на гель
кБиК> Кат. Ns D-3002, ооо
кБиолабмикс>, Россия

.ЩНК маркер Step 100 DNA Ladder ,ЩНК маркер Step 100 DNA Ladder.
ооо кБиолабмикс,l. Россия

Комплект реагентов дJUI очистки
ПЩР-продуктов ферментньш
методом. PCR Product Express
Cleanup Reagent (YST0242-01, 100

реакций)

PCR Product ExpTess Cleanup Reagent
(YST0242-01, 100 реакчий)

Комплеrг реагентов д,Iя пост:lЕовки
реiкции секвенироваIlия по Сэнгеру
BDT UltraSeq Kit (YST0181-01, 100

реакций)

BDT UltraSeq Kit (YST0181-0l. l00
реакчий)

Набор для очистки прод}ктов
реакции секвенировzlния D-PureTM
Dye Terminator Removal Kit BigDye
XTerminator Purification Kit (DP-005,
500 реакций)

Набор для оIшстки продуюов

реакции секвенирования D-PureTM
Dye Terminator Removal Kit BigDye
XTerminator Purification Kit (DP-005,
500 реакций)

Высоко деионизировшrньй
формаruид Hi-Di Formamide
(SenseCareBio-YST0l 70-0 l , 25 мл)

высоко деионизированньй
формамид Hi-Di Fоrmаmidе
(SenseCareBio-YSTO1 70-0l, 25 мл)

Вода деионизованнм стерильная,
исоз694-,77
(ост 11.029.003)

Вода деионизовшrная, ИСО З694-77
(ост 1 1.029.003)

Вода дистиллированнzц по
гост р 58144-20l8

Вода дистиллиров{lннiц

5
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5.1 При прведении поверки рекомендуется примеЕять средства поверки (эталоны).

}казаЕные в таблице 2.
5.2.Щопускается применеЕие средств поверки с метрологическими и техническими

характеристикаJ\,rи, обеспечивающими требуемую тоrшость передаIм едиЕиц величин
поверяемому средству измерений. указанн}то в таблице 2.

5.3 Применяемые средства поверки доллGlы быь исправны и поверены, примеЕяемые
средства поверки уIвержденною типа в качестве эта.лоЕов единиц величин должны бьmь
исправны и поверены с присвоеЕием соответств}.ющего разряда по требоваrrию государствеЕньIх
повероIшьD( схем.

5.4. При работе с РНК необхо.щтмо использовать одноразовые стерильные пластиковые

расходные матери:ллы, имеющие специ:rльную маркировку KRNasefree>, KDNase-free>.

6 ТРЕБОВАНИЯ
ПРОВЕДЕНИЯ ПОВЕРКИ

(УСЛОВИЯ) ПО ОБЕСIIЕIIЕНИЮ БЕЗОIЬСНОСТИ

6.1 При проведении поверкп необходимо собJIюдать требовлrия безопасности,

усталовленные ГОСТ 12.2.003-9l кСистема стандартов безопасности труда (ССБТ).
Оборудоваrrие производственное. Обцие требовштия безопасности>. Также должны бьrь
соб,шодены требования безопасности, изложенные в эксплуатационIrьD( док}а{ентах на
поверяемые анiuп,rзаторы и примеIlяемые средстм поверки.

7 ВНЕШНИЙ ОСМОТР СРЕДСТВА ИЗМЕРЕНИЙ

7.1 При впешнем осмотре убедиться в:

- соответствии комплектности arнаJшзатора приведенной в руководстве пО ЭКСПЛУаТаЦИИ

анализатора;

- отсутствии механических повреждеrий, претrятствующих норма;rьной работе;

- наJIиtши маркирвки на корпусе анаJIизатора маркировка должна бьггь хоршо

разJIичима и содержать товарнъпi знак изготовитеJIя, н:lименовдlие и обоЗнаЧеНИе аНаJIиЗаТОРЦ

серийный номер.
Результаты внешнего осмота считать положИтельными, ecJm Ешalлrзатор удоыIетворяет

вышеперетIисленньпr требованияtu.
Анашrзатор, имеющий дефекты, к поверке не допускается.

S ПОДГОТОВКА К ПОВЕРКЕ И ОПРОБОВАНИЕ СРЕДСТВЛ ИЗМЕРЕНИЙ

8.1 Перел проведением поверки необходимо выпоJIнIтть следующие подготовитеJIьные

работы:
- изушть экспJIуатационн},ю докуI\{ентацию па поверяемый мализатор и Еа

примеЕяемые средства поверки;
- выдержать апализатор в условил( оцрркающей среды, указllнньIх в п. З.l, не менее 2 ч.

если он находился в климатических условиях, отличаюпlихся от }'казанньD( в п. 3.1, и подготовить

его к работе в соответствии с экспJryатационЕой док}ментацией;
- подготовить к работе средства поверки в соответствии с указаниями их

экспJryатационной докулtептшIии;
- провестИ концоJIЬ условий поверкИ на соответствие 'гребовшrияrл, указанным в

разделе 3, с помопъю оборудования, указанного в таблице 2.

8.2 Апа.пизатор, имеющий дефекты. к IIоверке не допускается.
8.3 Опробование аЕiUIизатора проводить в следующей последовательности:
- вкJIючить монитор и компьютер;
- вкJIюIшть электропитание tшализатора;
- загryстить программное обеспечения Gепе Test па компьютере;
- дождаться завершения установления связи :tнаJIизатора с компьютером и убедиться в

отс}тствии функционшrьньп< ошибок.

6



Анализатор допускается к даьнейшей поверке. если
вьшолнены условия п. 8.3 и не выяыlено фупкционапьньu< ошибок.

имт-мп-0044-2024
при опробовiшии успешно

9 ПРОВЕРКА ПРОГРАММНОГО ОБЕСПЕЧЕНИЯ СРЕДСТВА ИЗМЕРЕНИЙ

Проверку идентификационньп< ддIньD( ПО проводить пуIем сличен}tя
идентифиr<ационньп< дzшньD( ПО, }казtrнньп< в описllнии типа на анализаторы, с
идентификационными дtlнными ПО, считаЕЕьп\.rи с помощю :lвтоЕомною ПО Gепе Sequencing
Analysis. Номер версии (идентификационные данные ПО) отобрахаегся в меню (About) вкладки
KHelp(H)>.

Анмизатор допускается к да:ьнейшей поверке, если прогр:лJ\,lмное обеспечение
соответствует тебованиям, }казанным в описalнии типа.

10 ОПРЕДЕЛЕНИЕ МЕТРОЛОГИЧЕСКИХ ХАРЖТЕРИСТИК СРЕДСТВА
ИЗМЕРЕНИЙ

10.1 Определение относительной погрешности измерений MaccoBbD( долей н},кJIеотидов.
Определение относительной погрешности измерений MaccoBblx долей н},кJIеотидов в

фрагменте .ЩНК проводят, пуtем срtlвЕения измеренного alн:lлизатором фрагмента генома-
вьцеленного из анализируемой пробы. с аттестованными значениями, }казанными в паспорте
ГСО стаялартного образца инzlктивиров:lнного штамма кГК2020/l > коронllвируса SARS-CoV-2
в следующей последоватеJIьности:

-электрофоретическое разделение продуюов секвенировtшия .ЩНК методом
кtшиJIJuIрного электрофореза;

- установление нуклеотидной последоватеJIьЕости фрагмента генома, вьцеленного из
анализируемой пробы, с паспортом образца;

-срzвнение поJгrrенЕой пуклеотидной последовательности фрагмента генома-
вьцеленного из анализируемой пробы. с паспортом образца.

10.1.1. Элекгрофоретическое разделеЕие прод}ктов секвенировtшия .ЩНК методом
кiшилJIярного электрофореза

Подготовить контроJIьньй раствор продуrга реaкции секвенировalния ГСО в

соответствии с Приложением Б.
Вк;по.шть анаJIизатор и автономное По Gene Test в соответствии с р}ководством по

эксплуатации.
Проверить объем буфера и воды в резервуарах, вкJIючая анодньй буфер (объем должен

доходить до метки).
Проверить отсуIствие пузьтрей в блоке запоJIнения полимером и всех кalналах,

зtшолненньD( поJIимером. При необход.tмости удалить пузьтри.
Проверить состояние капилляров па предмет повреждения или загиба.
Проверить уровень поJIимера в емкости с полимером.
Поместить 9б-rr}.rrочный планшет с контольными образцами на чистуо горизонтальн}'Ю

поверхность. Затем положить плаЕшет шrя проб на основу. Зафиксировать планшет для проб и
основу с помоIщю крепежпой скобы.

Убедиться, что передЕяя дверца анаJIизатора и ,щерца термостата закрыты, HaDKaTb

кнопку KTRAY> (кВндвинlть автосэмплер>) на приборной папеJш alнztJIизатора и дождаться,
пока зеленьй индикатор alн{lJlизатора вместо мигающего станет постоянным И ЛОТОК ПеРеСТаНеТ

двигаться.
Открьrь переднюю дверцу анiulизатора поместить лоток для проб в позицию А и

убедиться, что лоток дJIя проб расположен горизонтально Еа автосэмплере.
Закрьrть переднюю лверцу прибора и подождать, пока зеленьй иЕд,lкатор прибора

вместо мигающего cтzmeT постоянным.
Настроить метод для анализц дJIя этого:
- перейти в меню прогрzлммного обеспечения кУправление методом) - кУправление

планшетом) - <Новьй пл {шет);

7
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- в окне (Первый шаг в создании пового заrryскzD) з:шолнить содержимое всех элементов.

в стоке <Тип заrryска> выбрать uSequence), в стоке <Тип планшета> выбрать <96Well>, нажать
кногпtу к.Щалее,l (рисунок l ):

Рисунок 1

- в окне <ВтороЙ шаг в создд{ии нового заrryска) зlшолнить данные о концольном
растворе. Каждм строка соответствует ипформации пробы о положении я.Iейки соответственно.
Ввести название образцц выбрать зпачения для каждого образца: метка (BD), модуль зtlпуска
<Sequence5O_POP7_Standard>, набор (50-РОР7-8.5-VЗ>. Нажать кнопку кПодтвердить)
(рисlнок 2).

llп_rrпgв

hдa,йaяжl.rr

'aп 
an'B

тгr,r*frrafa

atЕaе9vф

Рисунок 2

Выбрать форму в списке подготоыIенньD( форм и нажать кпопку <Привязать планшет к
позицrти А>.

Рекомендrемые значения параметов модуJIя зaшуска KSequence50_POP7_Standard>

приведены в таблице 3..Щ;rя rrастройки модуJIя зiшуска KSequence50_POP7_Standard> перейти в

менЮ кМодулЬ запуска) вО вкJIадке кУправление методом), выбрать
<Sequence5O_POP7_Standard> и нФкать на кнопку <<Изменить>>.

8



Наименование параметра Значение
CapFillVol 12000

current Tolerance
DataDelavTime 15

InjectionVoltage 1.8

LаsеrРопеr l5
OvenTemperature 60

PreRunTime
PreRunVoltage l5

RunTime 6500
RunVoltage

VoltageNumberOýteps 40
VoltageStepInterval 15

имт-мп-0044-2024
Таблица 3 - эл

Запустить программу секвенировiшия, для этого выбрать подкJIюченЕуIо форму, нажать
кноrп<у <Запуск> на коман,щIой панели инстрlентов.

После завершения работы форма пробы автоматически откJIючается от лотка.
Необработанные данные проб формате <.аЬ l >, содерхацие сьцые данные секвенирования, булlт
в сохранены в пtlпке, 1казанной системой D:\Data.

10. l .2. Установление нуклеотидной последовательности фрагмента генома. выделенного
из аЕаJIизируемой пробы, с паспортом образца

Установление полrrенной нуклеотидной последовательности фрагмента генома
выделенногО из анarлизируеМой пробы, осуществJIяется при анализе данньIх полученньж в

п. l0.1.1. в прогрzл]\.rме Gene Sequencing Analysis.
Ана;rиз данньпr вьшоJIIIяется в програп,{ме Gепе Sequencing Analysis в следующей

последовательности:
- зzшустить программу Gene Sequencing Analysis;

- в основноМ МенЮ ПРОГРllI\{Мы Gene Sequencing Analysis нажать кнопку <Add>

открыть файлы формата к.аь1>, полуrенные согласно инструкции, приведеяной

устalновить флажки в столбце <Method> и запустить анализ, пaDкать кноп*у oR*o } 
;

- после зalвершения аlализа данньD(, визуально оценить поJIученные последовательности

.ЩНК и в основном МеНЮ пРОГРalI\.rмы Gепе Sequencing Дпаlуsis нa)кать кнопку KSetting>

открывшемся меню установить параметры в соответствии с таблицей 4;

Ф в

Таблица 4 - ы отки данньD(

ЁjЁ

выше-

Значениенмменование
меню KMixed Basell

(активно)use second Mixed Base Identiгrcation
меню <Mixed Base>

(активно)use second Mixed Base Identification
20*First Base

845**End Base
меrrю ksave settin

(zlктивно))
каЬ1>

Write .Seq File

Примечшrия:
* - рекомендуемое значение, значение выбирается из диzшазона от 15 до 40 пар оснований.

искJIючающее из анаJIиза низкокачественные последовательности в пределах первьD( пар

основании связывtшия
9
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*+ - рекомендуемое значение, зЕачение выбирается из раочетного значения дrины фрагмента
.ЩНК ограниченного праймерами и низкого разрешеЕия различия в одной паре основапий на
окончании дfi

- в основном меню прогрдr}{ы Gene Sequencing Analysis H:uKaTb кнопку ,,Runu } 
,

- после завершения tlнtlлиза дzшньD(, сохраЕЕтъ проанаJIизировшные образцы в формате
(.seq), для этого в основном меIrю программы Gene Sequencing Analysis ErDKaTb кнопку

usurr"u Е 
-

10.1.3. Сравнение полrIенной нукJIеотидной последовательности фрагмента геЕома,
вьцеленпого из rализируемой пробы, с паспортом образца

Сравнение полrrенной нутлеотидной последовательности фрагмента геномц
вьцеленного из :шализируемой пробы, осуществJIяется методом сравнения полученной
нуклеотидrой посJIедоватеJIьности фрагмепта гепома с последовательностью, приведенной в
паспорте ГСО.

ПрошlшlизирванЕые образцы в формате (.seqD откршь в текстовом редакторе.
Нуклеотидная последовательIlость фрагмента генома в файлах формата (.seq) зaшисalна в виде
текстовой последовательIlости.

Вьтровнrгь начало нуклеотидrой последовательности фрагмента геном4 вьцеленного из
апшrизируемой пробы, для каждого образца. Первые пары rт},кJIеотидной последовательности
образцов должIlы совпадать с первыми парами н},кJIеотидной последоватеJIьности участка
приведеЕной в паспорте ГСО, ограниченного праймерами.

Сравнить текстовые последовательности образцов с текстовой последовательностью

r{астка, приведенной в паспорте ГСО, ограничеЕного праймераI\.rи.

Опрделить массовую доJпо аденина (А), ryанина (G), uитозина (С), тимина (Т) в
последовательности у{астка приведенЕой в паспорте Гсо, ограrичепного праймерами.

11 ПОДТВЕРЖДЕНИЕ СООТВЕТСТВИЯ
МЕТРОЛОГИЧЕСКИМ ТРЕБОВАНИЯМ

СРЕДСТВА ИЗМЕРЕНИЙ

11.1 Рассчитать относительную погрешность измерений массовых долей нукJIеотидов,
по формуле:

бо, = 
Nni"'J: - NА 

. 100, (l)
Nr

где N; - массомя доJIя аденина (А) (ryанина (G), цитозина (С), тимина (Т)) в
последоватеJIьности у{асткц приведенной в паспорте ГСО, ограниченпого праймер амп, Уо:

N_.li, чзи. - м8ссовая доJIя адепина (А) (ryаrrина (G), читозина (С;, тимина (Т)) в прочгенной
последовательн остп, Yо .

11.2 Рассчитать относптеJIьЕое значение среднеквадратиЕIеского откJIонения измерений
MaccoBbD( долей нук;rеотидов 6. zo, вытIисJIяФся по формуле:

о _ !.loo, (2)
п

где П - средпее арифметическое значение массовьD{ долей аденина (А) ((гуанина (G),

цитозина (С), тимина (Т)) в прочтенньD( последомтеJIьностях, вьFIисJIяемое по формуле (3);

S - среднеквадратическое откJIонепие измерепий массовьD( долей н}клеотидов,
вы.IисJIяемое по формуле (4).

где и- количество контlюJьньD( образцов.

п
fL

l0

(3)I tVлl,"",
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(4)

l1.3 Ана;rизатор подгверждает соответствие метологическим требованиям,

устalновленным при }.тверждении типа- если пол)ленные значения относительной погрешности
измерений массовьD( долей нуклеотидов и отЕосительного среднеквадратического откJIонения

результатов измерений MaccoBblx долей нlклеотидов не превышают пределов, указанньD( в
Приложении А.

l 1.4. При невьшолнении rпобого из вышеперечисленньD( условий (когда анатlизатор не
полгверждает соответствие метрологическим требованиям), поверку аЕаJIизатора прекрацzlют,

результаты поверки признtлют отрицательными.

12 ОФОРМЛЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ ПОВЕРКИ

12.1 Результаты поверки zlн:IJIизатора подтверждzrются сведениями, вIс'IючеЕными в
Федера,rьньй информационный фонл по обеспечению единства измерений, в соответствии с
порядком, устдIовлеЕным действlтошшм зtжонодательством в области обеспечения единства
измерений.

12.2 По заявJIению владельца анаJIизатора или лица предст:lвившего его Еа поверку.
полохительные результаты поверки (когда zшализатор полгверждает соответствие
ме,Фологическим требованиям) оформляют свидетельством о поверке по форме, установленной
в соответствии с действующлм зiжонодательством в области обеспечения едлнства измерений.

12.3 По зzцвлению владельца ttнмизатора или лица представившего его на поверку,
отрицательные результаты поверки (когда шrа;rизатор не полгверждает соответствие
метологическим требовлrиям) оформляют пзвещением о непригодности к применению
средства измерений по форме, устаповленной в соответствии с действ}тоцим зalконодательСТВОМ

в области обеспечения единства измерений.
12.4 Протоколы поверки аншrизатора оформJIяются по

Ведущий инженер-метролог

ой форме

И.И. Буров
Iul

,]:--------------
с _ I)i'=rrNяi,иэu -Nя)'
J- l-.

\ п-1

ll



Наименование харtжтеристики Значение

.Щиапазон измерений массовьп< долей нук;rеотидов, 0Z от 1 до l00
Пределы допускаемой относительной погршности измерений массовьп<

долей нуклеотидов, О%
+)ý

1.0
Предел догrускаемого относительного среднеквадратического отклонения
результатов измерений массовьтх долей нylоrеотидов, %о

имт-мп-0044-2024
ПРИЛОЖЕНИЕА

(обязательное)
ОСНОВНЫЕ МЕТРОЛОГИЧЕСКИЕ ХАРЖТЕРИСТИКИ АНАЛИЗЛТОРОВ

Таблица д.l -
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ПРИЛОЖЕНИЕБ

(обязательное)
МЕТОДИКА ПРИГОТОВJIЕНИЯ КОНТРОJЬНЫХ РАСТВОРОВ

1. Коктрльные растворы для постtlновки реакции секвеЕирования по Сэнгеру к
капиJIJIярному элекгрофорезу на генетическом анarлизаторе приготzлвливatют в
последоватеJIьности :

1.1. Из ГСО 1lбб1-2020 вьцеJIяют тот.lJьrrуо РНК SARS-CoV-2.
1.2. С помощью реакции обратной тр.lпскрипции превращают выделенную РНК в

комплементарЕую {НК, ограниченrrуо праймерами.
1.3. Проводят качественную оценку поJrгIеЕпьrх ПЩР-продукгов в iгарозном геле.

1.4. Проводят о.л,lстку ПЩР-продуmов с испоJIьзовапием ферментативной о,п,rстки.
1.5. Проволят постановку реао{ии секвенирования по Сэпгеру.
1.6. Проводяг oцrcTкy прд}ктов реакции секвенировtlния по Сэнгеру.
1.7. По,щотавливают прод}кты реlкции секвеЕиров:lниJI по Сэпгеру к кtшиллярному

электрофорезу на генетическом анzrлизаторе.

2. Приготовление KoHTpoJIbHbD( растворов
2.1. Вьцеленпе РНК SARS-CoV-2 пз гсо 11661-2020
Вьцеление РНК SARS-CoV-2 из ГСО 1|66|-2020 цроводится с использовttнием набора

для экстр:кIцrи <РИБО-Преп> (ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Роспотрбнадзора Россия).
2.1.1. Раствор для лизиса (если он хранился при температуре от +2 "С до +8 ОС) прогреть

при температ}ре +65 "С до полного растворения кристаллов.
2.1.2. Подготовпъ и промаркировать две одноразовые пробирки на 1,5 мл с плотно

закрыкlюIцимися крыrrп<ами (РНК и ОК1), в каждую пробирку лобавить по 300 мкJI раствора для
JIизиса.

2.1.3.В пробирку РНК с раствором для лизиса внести 100 мкл ГСО l 1661-2020. В пробирку
отрицатеJIьпого контроJIя (ОК1) внести l00 мкл ОКО (деионизирваням вода).

2.1 .4. Содеряо,rмое пробирок тщательно перемешать на вортексе, проuентрифутировать в

течение 5 с на микроценцифlте д'rя удilления капель с внутренней поверхности крш[ки и

прогреть 5 мин при 65 ОС в термостате.
2.1.5. ,Щобавить в прбирки по 400 мкл раствора для преципитаIши, перемешать на

вортексе.
2.1.6. Прочентрифугировать пробирки на микроцентрифуге в течение 5 мин при 13 тыс.

об/мин.
2.1.7. Аккуратно отобрать ЕадосадотIную жидкость, не задевая осадок, используя

аспиратор и отделъньпi накояе.лrик на 200 мкл для каllцой пробы.
2.1.8. ,Щобавить в пробирки по 500 Mror раствора д.uI отмывки Nч З (входит в состав набора

для экстракции кРИБО-Преп>), плотно закрыть крышки, осторожно прмыть осадок,

переворачивая пробирки 3-5 раз.
2.1.9. Прочентрифугrrровать при 13 тыс. об/мин в течение 1-2 мин на микроцентрифуге.
2.1.10. Осторо:rсrо, Ее зaцватывzш осадок, отобрать надосадоtшую жидкость, используя

аспиратор и отдельньй наконечник на l0 MK.ll для каждой прбы.
2.1.1 l . ,,Щобавить в пробирки по 200 MK.ll раствора дчя отмъ,вки Ns 4 (входит в состав набора

для экс,гракции кРИБО-Преп>), плотпо закрыть крьпш(и и осторожЕо промыть осадок,

перевораЕшв.ut пробирки 3-5 раз.
2.1.12. Процентрифугировать при 13 тыс. об/мин в течение t-2 мин на микроцентрифуге.
2.1.13. Осторолоrо, Ее захватываJ{ осадок, отобрать яадосадочную жидкость. используя

аспиратор и отдельньй ЕаконеIшик на l0 мкл для ках<дой пробы.
2.1.14. Поместить прбирки в термостат при температуре 65 ОС на 5 мин для

подсушивalния осадка (при этом крышки пробирок должны бьrть открьrты).
2.1.15. .Щобавить в прбирки по 50 мкл РНК-буфера. Перемешать на вортексе. Поместить

в термостат при температуре 65 ОС на 5 мин, периодически встряхивaIя на вортексе.

lз
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2.1.16. Прочентрифугировать пробирки при l3 тыс. об/мин в течение 1 мин на

микроцентрифуге. Жидкость в пробирке кРНК> содержит РНК.
2.1.17. Поrrученную жидкость, содержащ}.ю РНК а;rиквотировать по l0 мкл.
РНК можЕт хрalниться до 24 часов при температуре от +2"С до +8 ОС и не более года при

температуре не вьrше мипус l б 'С.

2.2. ПревращеЕпе вьцеJIенной РНК в комIrлемептарЕую ЩНК ограппчеппую
праймерами, с помощью редкцип обратпой трапекрппццп

Превраrцение вьцеленной РНК в комплементарную .ЩНК, ограниченную праймерами, с
помоIщю реакции обратной транскрипции проводится с использованием набора для обратной

тtlнскрипции и по.тпrмеразной цепной реакции (ОТ-ПЦР) с длинньD( (до 7 kb) и сложньD( матриц
одношаговым методом БиоМастер ОТ-ПI]Р Премирл (2х). прямого праймера GSO NЗ_F и
обратного праймера GSO_N3_R, вьцеленной РНК по п.2.1.

2.2.1. Разморозить 2х буфер для ОТ-ПЩР-Премrrум и тщательно перемешать.
Подготовить и промаркировать 8 тонкостенньп< пробирок объемом 0,2 мл для ПIР

((ДНК1) - 5 пробирок, (ОЮ> - 1 пробирк4 <F> - 1 пробирк4 KR> - i пробирка).
В пробирки <F> и KR> внести по 9 мкл деионизированной воды и добавить по l мкл

стокового pztcтBopa прямого праймера GSO N3_F в пробирку кF> и стокового раствора
обратного праймера GSO_N3_R в пробирку KR>.

Поместить тонкостенные пробирки к.ЩНК1> и <ОК2> в охлажденньй IIIтатив и добавить
компоненты в соответствии с таблицей Б.l из расчета объема одной реакционной смеси 50 мкл:

Таблица Б.l
компонент Объем на 1 реакцию, мкл

l 2х смесь для оТ-ПЩР- Премиум 25

2 БиоМастер Премиlм-микс 2

J Прm,rой праймер GSO N3 F (10 пмоль/мкл) 1

Обратньй праftvер GSО N3_R (l0 пмольiмкл) l

5 Вьцеленная РНК/отрицательньй контроль l0

6 ,Щеиопизированная
обработанная ДЭПК

стерильншI вода,
11

Осторожно перемешать на микроцеЕтрифуге и сбросить калJIи, испоJIьзуя чентрифуту.
2.2.2. Поместить пробирки (ДIК1) и кОК2> с приготовленными растворalI\,rи

термоцикJ]ер и задать програDlму термоцикJIирования в соответствии с таблицей Б.2.
в

Таблица Б.2 - Прогрitп,rма термоцикJIировiшния

Примечание - В сгrrае использовalЕиЯ термоцикJIера без греющейся црышки, добавить в

кажлую пробирку каплю (25-35 MK;r) минераьного масла.
2.2,3. Проана;rизировать прод}кт амплификации из одной пробпрки (ДНК1) и <ОК2>

электрофорезом в соответствии с п. 2.3.
2.2.4. Полученный ШР продую аликвотировать по 8 мкл.
ПI]Р пролукт с комплемеЕтарной .ЩНК можег храниться при температуре +4 ОС - l месяц,

при температуре не выше минус 20 "С - 1 год.

Температур4 'С Время Кол-во циклов
Обратная транскрипция 45 30 мин 1

Предварительнarя денат}раlия 93 5 мин l
.Щенатурация 9з 10 сек
отжиг 61 20 сек
элонгация 68 l мин 10 сек
Финальная элонгация 68 10 мин 1

Хранение 4

1,1

]ф

4

Этап

j5
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2.3. Качественная оценка получевных ПЩР-про.щпсгов в агарозЕом геJIе

Качественная оченка ПЩР-продукгов полученньD( по п. 2.2 проводится для оценки длины
фрагмента комплементарной ДНК, с применением комIшекга р€:гентов мя
элекгрофорстической детекции прд/ктов амплифпкации в агарзпом геле <ЭФ>, 4'буфер для
нанесения.ЩНК на гель кБиК> и.ЩНК маркер Step l00 DNA Ladder.

2.3. 1 . Приготовить рабо,шй элекгрофорзньпi буфер, л;rя эmго в мерный цилинлр l 000 мл

добавить 25 мл трис-боратного буфера (ТБЕ) копцентрированпою с бромидом и довести объем

дrстIJIJшрванной водой до 500 мл, закрыь цилпrдр парфиJьмом и перемешать.
2.3.2. Агарозу пз одlого флакона персьшать в стекJIяЕIIую колбу из термостоЙкого стекла

па 250 мл. Напrть l00 мл рабочего буфера. перемешать вращенпем колбы и плавитъ в

микроволновой пеIш до полного раствореЕIrя агарозы. Врмя плавления агарозы в

микроволновоЙ печи мощностью 800 Вт при ее загруженности l колбоЙ - 1,5 мин. Вынугь колбу
с расплавленной агарзой из микровоJIновой пе.п.t, аккуратно перемешать, вращая колбу. После
этого вновь поместить колбу с агарозой в микровоJIновую печь на 1,5 мин (при мощности 800 Вт).

довестИ агарозУ до кипения. ВьпrуrЬ колбу из мицювоrпrовой печи и остудить агарзу, вряпIая

колбу, до температуры 65-70 'С.
2.3.3. Вьтрвнягь горизонтlлльно cтojmк дtя заJшвки гелеЙ, вставить подложку для заливки

геJIя, закрепrть ее, установить грбенку.
2.3.4. За.пить расплавленньrй агарзньгй геrь в форму кzl}.lеры дIя горизонтального

элекгрофорза.
2.3.5. После полного застыванпя геля (не менее 30 мин при комнатноЙ температ}?е)

перенести подложку с готовым гелем в кап.lеру для горизонтаJIьпого элекгрофореЗа И ОсторожнО

вын}ть из него гребенку, не повредив лунки.
2.З.6. Залить в Klмepy для горизонтalльного элекгрофореза готового буфера столько. чтобы

он покрывал гель на 5 мм сверху.
2.3.7. Подготовить и прмаркировать 2 тонкостеЕные пробирки объемом 0,2 мл для ПЦР

((ДНК2>> - l прбирка (ОК3>> - 1 пробирка).
В пробирки внести по 2 MK;l 4хбуфера дJtя панесеЕпя .ЩIК, в прбирку <.ЩНК2> внести

6 мкл ПЩР прд}ттц полученного по п.2.2.2, из пробирки (ДIК1), в пробпрку коК3> внести
6 мкл отрицательною контоJlя поJIученного по п.2.2.2. из пробирки кОЮ>.

2.3.8. Внести в lIу{ки подготовJIенного геJlя по 8 мкл растворв:
в лунку Nэ l - раствор из пробирrо оДНЮ>;
в луrку N 2 -.ЩНК-маркер;
в луrrку N 3 - раствор из пробирки кОК3>
2.3.9. Вкпочить источник питzlllия и прводить элекгрфорз при 10 В/см (при длине геJuI

1 0 см на истотrике питанItя выставJIяется параметр 1 13 В).
2.3.10. По завершении элекгрфореза выкJIючшъ псточник тока и перенести гель на

трансиJIJIюминатор. в дrализируемом образче доJDкеII бьrь фрагмент на урвне 900 пар

основаrrий. В оцицатеrьном кокгроле фрагмеrтов (бэндов) не до.пкяо бьrгь. В слрае выявления

фраruентов в отрицательном контрле резуJьтаты по всем образчам признzlют

недействительными, так как призопша контаминация. Пригоmв.тlение KoHTpoJIbHbD( растворов
необходшrrо повторить с п.2.1 .

2.4. очиgгкд ПItР-проryкгов с пспользованием фермептrтпвной очпсткп
Очистка ПЩР-прол5ктоВ проводится с использованием PCR Product Express Cleanup

Reagent.
2.4.1. В пробирке объемом 0,2 мл для ПЦР смешивают 7,5 мкл ПI-|Р-пролукта с 3 мкл

реагента PCR Product Express Cleanup Reagent,
Полученный раствор инкубирlтот в термоцикJIере по прогрalN{ме приведенной в

таблице Б.3.

]5
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Таблица Б.3 - Программа термостатирования

Температурц 'С Время
Инкубачия з,7 15 мин
Инкубация 80 l5 мин
Хранение 4 1)

2.4.2. Оценить концентацию [IIЩ-продукта при помощи спекгрофотометрических иJIи

фrryориметрическrх методов.
2.4.3. о.шщенньй ПЩР-пролукт готов к постановке реакции секвенировапия по Сэнгеру.

2.5. Постаповка реакцпи секвенировапия по Сэпгеру
Постановка реакции секвенирования по Сэнгеру проводiтся с испольЗОвalНИеМ РеаГеНТОВ

BDT UltraSeq Kit.
2.5.1. Перел приготовлепием реакционной смеси разморzDкивают реaгенты. входяпlие в

состав набора BDT UltraSeq Kit.
Подготовить и прмаркировать 9 тонкостенньп< прбирок объемом 0,2 мл для ПЦР (КО)

- 8 пробирок, <F> - 1 пробирка).
подготовить раствор прямого праймера концентрацией 3,2 пмолъ/мк-ll. для этого в

пробирку <F> внести 30 мкл деионизироваrной воды и добавить 1 мкл стокового раствора
прямого праймера GSO N3_F.

2.5.2. Мя приготовления 8 контрольньп< образцов, в каждой пробирке <Ко> смешивают
компонеЕты в соответствии с таблицей Б.4.

Таблица Б.4
Ns компонент

1 5xS uencln Reaction Вuffеr 1.8

2 п ои 3.2 пмоль/мкл 1

J BDT UltraS Master Mix 0,5

1 ПЦР-п 5-20 нг 1

ДеионизированнаJl стерильнzul вода 5,7

поrrrrенньй раствор амплифицирlrот в термоцикJIере по програN,rме, приведенной в

таблице Б.5.

Таблица Б.5 - Программа термоцикJIирв:шиJI

Этап Температура ОС Время Кол-во циклов

ация 96 l мин l

ен
Отжиг прймера 50 5 сек

Элонгация 4 мин
Хранение

2.5.3. После завершения реакции секвенирваЕия переходят к стадии отшстки продуктов

секвенироваIIия по Сэнгеру.

2.6 Очпстка про,ryктов реакцпп секвепировапия по Сэнгеру

,Щанная процедура проводЕтся с испоJIьзованием реrгентов D-PureTM Dye Теrmiпаtоr

Removal Kit.
Подготовить и ПромаркироватЬ 8 тонкостенньП< пробирок объемом 0,2 мл для ПЦР (КО l ),

2.6.1 . Пермешать пипетиромнием магнитные частицы D-Рurе,
2.6.2. ВнестИ в кtlждую пробирку <Ко> по 10 MK;l магнитньж частшI D-Pure,

2.6.3. Внести в кажд},ю пробирку <Ко> по 42 My,ll'l5o/o этанола хорошо пермешайте

пипетированием.

16

Этап

Объем на 1 реакцию, мкл

)

96 10 сек
з0

60
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2.6.4. Поместить пробирки <КО> с поrггrенной смесью на магнитньй ш,татив на 3 минугы.

Магнитные частицы в растворе должпы прптяtI}ться к магниту, а раствор стать светлым.
2.6.5. Не снимая пробирки с магнитного штативц удiллить весь супернатант.
Внимание! Не захватьвайте в процессе удtшения магнитные чzютиць].
2.б.6. Внесите в пробирки <КО> с м:lпlитными частицIlми по l00 MK,ll 75О% этаrrола и

подожд,Iте 30 сеryтrд.
2,6.7 . Не снимая пробирки с мtгнитного штатива, удалите весь супернатarнт.
Внимшrие! Не захватывайте в процессе удаления мtгЕитные частицы-
2.6.8. Повторить ггуrкты 2.6.6 п 2.6.7 дважды. При последнем удалении супернатllнта

убедится, чго в пробирке не остался этдlол.
2.6.9. Сняь пробирки с магнитного штатим и просушить мtlгнитные частицы при

комнатной температуре в течение 3- 10 минут. Важно! Не персушивайте магнитные частицы.
2.6.10. !обавить в пробирки <КО> с просушенными магнитными частицaм по 40 мкл

эJIюирующего буфера иrш деионизовalнной воды, хорошо перемешать пrrтетированием и
инкфировать при компатпой температуре в течение 5 минlт.

2.6.11. Поместите пробирки <КО> с поrrrrенной смесью на магнитньй пIтатив на
3 минугы. Магнитные частицы в растворе доJIжны притян}ться к м:гниту, а раствор стать
светJIым.

2.6.|2. Не снимая пробирки с магнитпого штатива и не захватывaIя мtlгнитные частицы.
отобрать по 30 мкл супернатаЕта и перенесте в пробирки <КО1>.

Важно ! Не захватывайте магнитные частицы.
Супернатант содержит очищеЕные прддты реакции по Сенгеру и готов д'rя

элекгрофоретического рaх}деления на генетическом анализаторе.

2.7 Подготовка продуктов реакцпп секвеЕпроваЕия по Сэнгеру к каппллярпому
электрофорезу на генетцческом аЕаJIизаторе

.Щанная процедура проводится с использо&шием высоко деионизиров:lпного формамида
Hi-Di Fоrmаmidе.

2.7.1. Поместить 15 мкл оtIищенньD< прод}ктов реакции по Сенгеру, приготовленньн по
п. 2.6. в 96-rrylощьй планшет в 1 и 2 ряд планшета (16 повторов) и добавить 10 мкл формамила
перемешать пипетирокlнием. Закрыгь ячейки ilнтииспарителем (септой).

2.7.2 Планшет с образцами поместить в термоцикJIер и денатировать по програ},rме.

приведенной в таблице Б.6.

Таблица Б.6 - ПрогрilI\.{ма термостатиров:lния

Этап Температура, ОС Время

.Щенатурация 96 3 мин
Охлаждение 2 мин
Хранение 4

После проведенпой процедуры коrrтрольные обра:}цы готовы к проведению капиллярного
электрофореза на генетическом анализатор€.
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