
.,-lо,,

W-#-
ФЕДЕРАЛЬНЛЯ СIryЖБЛ ПО НАДЗОРУ

в сФЕрЕ 3.щАвоохрлнЕнI{я

ФЕДЕРДЛЬНОЕ ГОСУДАРСТВЕННОЕ БЮДЖЕТНОЕ
УЧРЕЖШНИЕ (ВСЕРОССИЙСКIДi НАУЧНФ.ИССJIЕДОВЛТЕJЬСКШЙ И

ИСIШТДТЕJЬНЬЙ ИНСТИТУТ МЕДIЦЦП{СКОЙ ТЕ)СIИКИ)
(ФгБу <внииимт> юсз.щлвнАдзорл)

СОГJIАСОВАНО
генерального директора

Росзлравналзора

.Н. Кашапов

февраля 2025 r.

государственная система обеспечения единства измерений

Анализатор генетический капиллярного электрофореза HONOR 1 б l 6

Методика поверки

имт-мп-0067-2025

г. Москва
2025 t.



имт-мп-0067-2025

1 ОБЩИЕ ПОЛОЖЕНИЯ

1.1 Настоящая мЕтодика поверки распрстрдrяется на анализатор гепетический
капиJIJIярного элекгрофорза HONOR lбlб (да.пее по тексту - анапrзатор), серийный
номер 200312300012, изготовленный Обществом с ограниченной ответственностью кНПФ
Хеrпrкоп> (ООО кНПФ Хеликон>). и устанавливает порядок и объём его первичной и
периодтческой поверки.

1.2 Используемые средстм поверки обеспечивают прослежимемость :lпilJп{затора к
гэт208-2024 согласно государственной поверчной схеме, утверrкденной Приказом
Федера.lьного :гентства по техническому реryлированию и метрлогиll от 28.'t2.2024 .l{Ь 3158
кОб утверждении Госуларственной поверо.пrой схемы дJIя средств измерений содержаЕпя
оргдrиIIеских компонеЕтов в жидIоD( и твер.ФIх веществах и материал:ж).

1.3 МЕтод, обеспечlваюIщ.lй рализшlию методики поверки - метод прямьпс измерний.
l .4 Поверка анiллизатора должна прово.щIться в соответствии с трбовани-ш{и

настоящей метод{ки поверки.
1.5 В рзультате поверки должны быь подгверлцены метрологические трбоваrrия.

приведенные в Приложепии А.

2 ПЕРЕtIЕНЬ ОПЕРАЦИЙ ПОВЕРКИ СРЕДСТВА ИЗМЕРЕНИЙ

2.1 При проведении поверки выполЕяют операции, указанные в таблице l .

таблица l -оп ипо ки

3 ТРЕБОВАНИЯ К УСЛОВИЯМ ПРОВЕДЕНИЯ ПОВЕРКИ

3.1 При прведенпи поверки должны бьпь собrподены следующие условия:
- температура окр}Dкающей среды, 'С от+15 до +25

- относительная влФкность возд}ха О% от 40 до 80

- атмосферное давление, кПа от 85 до 106

4 ТРЕБОВЛНИЯ К СПЕЦИАЛИСТЛМ, ОСУЩЕСТВЛЯЮЩИМ ПОВЕРКУ

4.1 К поверке arнализатора допускllются специ:tлисты, из}^{ившие экспJryатационные
доку {енты на поверяемъй анализатор. средстм поверки, настоящую методику поверки.

4.2 МяпrмальЕое количество специaцистов дIя выполнения данной методики
поверки - один.

2

обязательность выполнения
операций поверки при

периодической
поверке

Номер раздела
(пупкга) методики

поверки, в
соответствии с

которьш
выполняется

операцЕя поверки

Наименование операции

Да Да7 Внешний осмотр средства измерений

!аПодготовка к поверке и опробование
средстм измерений .I[a

.Ща!а9
Проверка программного обеспечения
срдства измерпий

.Ща10
Опрделение метрологи.Iеских
характеристик средства измерепий

Да !аll
Подгверждение соответствия средстм
измерний мецологическим
требованиям

первичной
поверке

8

Да
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4.3 К прведению поверки допуск:lются лицц соответствующие трбовани-пrr,

изложенным в статье 41 Приказа Минэкономразвития России от 26.10.2020 года Ns 707 (ред. от
2З,01.202З года) <Об }тверждении крrтериев .rкцредитации и перецш доку {ентов.
полгвер]кдающих соответствие заявитеJIя, zжцредитованного лица крI{Iериям tккредитzцlии)).

4.4. ДJа поJIуlения дalнньD( допускается участие операторов. обсл}rкивающих
ана.лизатор (под концолем поверителя).

5 МЕТРОЛОГШIЕСКИЕ И ТЕХНИЧЕСКИЕ ТРЕБОВАНИЯ К СРЕДСТВАМ
повЕрки

Таблица 2 - ки
Операции
поверкй,

требуюш.rе
применение

средств поверки

Мегрлогrческие и техЕr.Iеские
трбования к средстваIt{ поверки,

необходrмые для проведения
поверки

Перчень ркомендуемьD( средства
поверки

Основные средства поверки

р. 10

Опрделение
метрологI{IIеских

харllктерпстик

Иктервал aTTecToBaHHbD( значений
массовьD( долей аденина от 28,82 О/о

до 29,75 7о, MaccoBbrx долеЙ ryанина
от 20,85 О/о до 24,|2 7о, массовьпс
долей цитозина от 17,00 % до
20,04 %, MaccoBbD( долей тимина от
29,00 % до 30.29 О/o, с границами
допускаемых значений
относительной погрешности
аттестованного значенllя СО (Р=0,95),
*0,5%

Стандартньй образец
инактивировilнного штtlп4ма
(ГЮ020/1) корн.вируса
SARS-CoV-2.
рг. Nч 11661-2020

Вспомогательные средства поверки

р. 8 Контроль
условий поверки
(при подготовке

к поверке и
опробовании

средства
измерений)

,ЩишIазон измерний температуры
окружающей среды от +10 ОС до
+30 оС. пределы допускаемой
абсоrпотной погрешности измерний
+2 'С, дrчшазон измерний
относительной влtDкности от 20 % до
85 %, пределы допускаемой
абсоrпотной погрешности измерний
+3 о/о, диапд}он измерний
абсоrпотного дaвления
от 85 до 106 кIIц пределы
доrryскаемой абсолютной
погрешности измерений +l кПа

Измеритель параметров
микроклимата МЕТЕОСКОП-М,
рг. JФ 32014-1l

.Щозаторы механические
мIlогокапlшьные, диапазоfiы объемов
дозировllниJI от 0,1 до 2,5 мкл, от l до
10 MK;l, от 5 до l0 мк.п,
от l0 до l00 мкл, от l00 до 1000 мкл

,Щозаторы механические с
варьируемым объемом дозирования
BIOHIT,
рг. Nе 3бl52-12

ПI-Р-бокс (защитная K.lп{epa с УФ-лампой) настольный с рециркуляцией
воздуха
Термостат для пробирок типа ,r<Эппендорф> от 25 оС до l00 'С
Микроцентрифуга д,тя пробирок типа кЭппендорф> до l б тыс об/мин
Микроцентрифуга - вортекс

р. l0
Определение

метрлогических
характеристик

Вак},уrиный отсасыватель медицинский с колбой-ловушкой для удiшения
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5.1При проведении поверки рекомендуется применять средства поверки (этмоны).
указанные в таблице 2,

5.2.Щоrryскается применение средств поверки с метрологическими и техническими
харarктеристиками, обеспечивающими требуемую Tolmocтb передаIш единиц велиIшн
поверяемому средству измерений, }казанную в таблице 2.

5.3 Примепяемые средства поверки должны быть исправны и поверены. применJIемые
средства поверки угвержденного типа в качестве этilлонов единиц велиlшн должны бьпь

.l

Операчии
поверки,

теб}тощие
применение

средств поверки

Метрологические и технические
требования к средствtlм поверки.

необход.lмые для проведения
поверки

Перчень рекомендуемьD( средства
поверки

надосадоrпrой жидкости
Термоциклер для 96 луночяьп< планшетов и пробирок 0,2 мл
Камера для горизонтtlльного элек,грофореза объемом не более 400 мл
Источник питания постоянного тока с напряжением от l50 до 460 В
Ульцафиолетовьй транси.ппоминатор с кабинетом дIя просмота гелей
Система гель-документироваIlия кВзгляд>
Микроволновая печь 800 Вт
Мерный цилиндр на l л по ГОСТ l 770-74
Стеклянная колба из термостойкого стекла на 250 мл
Комплекг реагентов для вьцеления РНIVДНК из кJIинического матери:ца
кРИБО-Преп> (АмплиСенс K2-9-Et-l00. 100 реакчий)
Набор для обратной трzшсцрипции и поJIимеразной цешlой реакчии (ОТ-
ПЦР) с д,шнных (до 7 kb) и слохньD( матиц одношzговым методом
БиоМастер ОТ-ПЦР-Премrryтrл (2х) (RM05-40, 40 реакций)
пряltой праймер
(5, стАстсссАсссААGААтАGсА 3,)
!рlна 22, мол. масса бб17, количество: З,5 ОЕ, 145,5 MK;t, концентрация: 24,0
оЕ/мл, l00 mиоль/мкл, 0,6б мкг/мкл, очистка ПААГ
ООО <.ЩНК-Синтез>, Россия
обратньпi праймер
(5, стGттАсААтААGАGGссАтGст 3,)
fuина 23, мол. масса 7048, коJIrчество: 3,5 ОЕ. l35.2 мкл, концентация: 25.9
оЕ/мл, l00 mиоль/мкл, 0.70 мкг/мкл, о.шстка ПААГ.
ООО <ДНК-Синтез>, Россия
КомплекI реагентов для элеrгрофоретической детекции прдlтсгов
амплификации в zlгарозном геле кЭФ>
4хбуфер лля нанесения ,,ЩНК на гель <БиК> Кат. ]ф D-3002.
ооо <Биолабмикс>. Россия
,ЩНК маркер Step l00 DNA Ladder, ООО <Биолабмикс>, Россия
Комплект реагентов для оIIистки ПЩР-пролукгов ферментньш методом,
PCR Рrоduсt Express Cleanup Reagent (YST0242-0I , 100 ракчий)
Комплекг реtгентов для постatповки реiлкши секвениров:шия по Сэнгеру
BDT UltraSeq Kit (YSTOI81-0l. 100 реащий)
Набор лля очистки прд,'rсIов реlжцип секвенирвirния D-PureTM Dye
Теrmiпаtоr Removal Kit BigDye ХТеrmiпаtоr Рчrifiсаtiоп Kit (DP-005, 500

ракций)
Высоко деионизирмнный формамид Hi-Di Formamide (SenseCareBio-
YSTOI70-01.25 мл)
Вода деионизов.lянм стерильная, ИСо з694-'1'7 (ост l 1.029.00з)
Вода дистиллированная по ГоСТ Р 58l44-20l8
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испр:лвны и поверены с присвоением соответствующего разряда по трбованию
государственньD( поверочных схем.

5.4. При работе с РНК необходимо использовать однорчвовые стерильные пластиковые
расходные материaulы, имеющие специ:lльную маркировку кRNаsеfгее>. KDNase-free>.

6 ТРЕБОВЛНИЯ
ПРОВЕДЕНИЯ ПОВЕРКИ

(УСЛОВИЕ ПО ОБЕСIIЕЧЕНИЮ БЕЗОПАСНОСТИ

б.l При проведении поверки необходимо собrподать трбовапия безопасности,

устаllовленные ГОСТ l2.2.003-9l кСистема стандартов безопасности туда (ССБТ).
Оборудованпе призводственное. Общие трбования безопасности>. Также должны бьггь
собrподены требования безопасности. изложенные в эксплуатациоЕньD( доц,ментllх на
поверяемый анiullrзатор и примеЕяемые средства поверки.

7 ВНЕШНИЙ ОСМОТР СРЕДСТВА ИЗМЕРЕНИЙ

7.1 При внешнем осмотре убедиться в:

- соответствии комплектности :lнzллизатора- приведенной в руководстве по
экспJryатации :мtlлизатора;

- отсугствии механических поврждений, препятствующих нормальной работе;
_ наJIпtши маркировки на корпусе анмизатора маркирвка доJDкна бьrть хоршО

разJIиtшма и содержать товарньпi знtж изготовителя. нмменомЕие и обозначение ан:UIизаторц
серийный номер.

Результаты внешнего осмота сIштать положительными, если ап:rлизатор

удовлетворяет вышеперечисленным требованиям.
Ана.пизатор, имеющий дефекты, к поверке не допускается.

8 ПОДГОТОВКА К ПОВЕРКЕ И ОПРОБОВАНИЕ СРЕДСТВА ИЗМЕРЕНИИ

8.1 Перел проведением поверки необходимо вьшолнить след},ющие подготовитеJIьные

работы: - изrштъ эксплуатациоппую докуvентацию Еа поверяемьй анмизатор и ва
применяемые средстм поверки;

- вьцержать анализатор в условиях окрlжающей среды, указанных в п. 3.1, не меЕее
2ч, если он находился в кJIиматических условил(, отличающихся от }.кzx}aнHbж в п.3.1, и
подготовить его к работе в соответствии с эксплуатационной докупtентацией;

- подготовить к работе средства поверки в соответствlrи с }.казiшиями их
экспJrуатационной документации ;

- провести контрJIь условий поверки на соответствие требованиям, укarзанным в
разделе 3, с помоrщю оборудовшlия. указанного в таблице 2.

8.2 Анашrзатор, имеюuцrй дефекты, к поверке не доIryскается.
8.3 Опробовапие апаJшзатора прводить в след}.ющей последовательности:
- вкJIючить монитор и компьютер:
- вкJIюIшть электрпIlгаЕие анализатора:
- запустить программное обеспечения Gепе Test на компьютере;
- дождаться завершенrrя устalновления связи zшiшизатора с компьютером и убедиться в

отсуtствии функциональньп< ошибок.
Днапшзатор допускается к да;rьнейшей поверке. если при опробовании успепшо

вьшоJIнены условия п. 8.3 и не выявлено функциональньп< оrшбок.
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9 ПРОВЕРКА IРОГРАММНОГО ОБЕСПЕЧЕНИЯ СРЕДСТВА ИЗМЕРЕНИЙ

Проверку идентификациопнъпс дirнньD( ПО прводпь путем сJшченпя
идептификационньп< дllнЕьD( ПО, указlшньD( в опис:lпии типа на анauшзатор, с
идентификационными дilнными ПО, счлтмньп.rи с помощью автоIlомного ПО Gene Sequencing
Analysis. Номер версии (илентификаlдионные ддlные ПО) отобрахается в меню <About>
вкJIадс{ (HelpЁ)).

Аяаrшзатор допускzЕтся к дальнейшей поверке, есJIи прогрalммное обеспечение
соотвегсrвует требов:lниям, укirз:rнным в описаЕип тппа.

r0 ОПРЕДЕЛЕНИЕ МЕТРОЛОГИIIЕСКИХ ХАРАКТЕРИСТИК СРЕДСТВА
ИЗМЕРЕНИЙ

6

l0.1 Опрделение относительной погрешности измерений массовьD( долей
tIуl(леотидов.

Опрделеяие отrrосительной погрешности измерlшй MaccoBbD( долей нуклеотидов в
фрагменте Щ{К прволят IryTeM срiвнения измеренного alнiлJlизатором фрагмевта г€нома'
вьцеленного из анаJшзируемой пробы с аттесmванными значениJIми, },кalзalнными в паспорте
ГСО стандартного образца ин.жтивирокшного ппамма (ГЮ020/1D корнавируса SARS-CoV-2,
в следлощей последоватеJIьности:

-элекгрофоретическое разделение продуктов секвенировalния ДНК методом
каIIхJIJпрного элекгрофореза;

- уст!rновление нуклеотидной последовательности фрагмента генома, выJцеленного из
анализируемой прбы, с паспортом образца;

-сравнение поrrrrенной нуклеотидной последомтеJIьности фрагмента генома,
вьцеленного из анzuшзируемой прбы, с паспортом образца.

10.1.1. Элекгрофоретическое разделение продуюов секвенировzlнпя .ЩНК методом
к,шиллярного элекгрофорза

Подгоmвить коктр.тьньй раствор продуrrа реакции секвениров.lния ГСО в
соответствип с Приложением Б.

Вк.tпо.плть анzulизатор и автономное ПО Gene Test в соответствии с руководством по
экспJryатации.

Проверить объем буфера и во.ФI в резервуарах, вкJIючая анодньй буфер (объем должен
доходить до метки).

Проверить отсуIствие пузырей в блоке зrшолнения поJIимером и всех кzшrшzж,
запоJIненньD( полимером, При необходпrости удаJIить пузьци.

Прверить состояние кдшJIляров на предмет повреждения иlпл загиба.
Прверить уровень полимера в емкости.
Поместить 96-rrуtочtьй планшет с контроJIьЕьши образцами Еа IIистую

горизонтlшьЕую поверхпость. Затем полоrr<ить планшет лля прб на основу. 3афиксировать
IIлаЕшет дur прб я основу с помощю крепехшой скобы,

Убедлться, что передrяя ддерца анаJшзатора и дверца термостата закрыты, накатъ
КНОПКУ KTRAY> (<Вктлпиrуть автосэмплер>) на приборной панели ан:шизатора п дождатъся,
пока зеленьЙ иЕдикатор zшiuшзатора вместо миг:lющего ставет постоянным и лоток переспulет
двигаться.

Открыь переднюю.щерцу анализатора' поместить лоток для проб в позицию А и
убедиться, что лоток дя проб расположен горизонтilJIьно на автосэмплере.

3акрыь переднюю.щерчу прибора и подождатъ, пока зеленьdi инд{катор прибора
вместо мигающего станет постоянным.

Настроить мстод для alнаflиза, для этого:
- перейти в меню прогрalммного обеспечения <Управление методом) - <Управление

плilншетомD - <<Новьrй планшег>;
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- в окне (ПервыЙ шаг в создании нового з:шуска> заполнить содержимое всех

элементов, в стрке (Тип запускаD выбрать (Sequence), в стрке (Тип планшЕта) выбрать
K96Well>, HzDKaTb кнопку <.Щмее> фисрок l);

l.E_,ta;в*r.

lцrп-rrФ

lп -DсЕ
Til,lEllrara

сlrrcalla grlta

i.qr,'a,

,*rrý

Рисунок l
- в окпе квторой шaг в созд:шии нового загryска) заполнить дalнные о контольном

растворе. Какдм стрка соответствует информации прбы о положении ячейки

соотвfiственнО. ВвестИ наз&шие образца. выбрать значения для каждого образца в

соответствии с таблицей 3.

Таблица 3 -

- нzDкатъ кнопку кПолтвердить> (рисlъок 2).

Рисунок 2

рalмtlры мUл]
Значение

наименование
Капиллярная сборка Зб см

Метка BD BD
Модуль зzлпуска Sequence36 РОР7 Standard Sequence5O РОР7 Standard

Набор 36-рор7-8.5-чз 50-рор7-8.5-Vз

7

Капиллярная сборка 50 см
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Выбрать форму в списке подготовленньD( форм и нажать кнош<у <Прпвязать планшет к

позиции А>.
Рекомендуемые значения параI\,rетрв модуJIя запуска приведены в таблице 4, .Щля

настрйки модуJIя запуска перйти в меню кМолуль з:шуска> во вкJIадке <Управление
методом), выбрать модуль запуска и пФкать на кнопку кИзменить>.

Таблица 4

Запустить програ\{му секвенирования, для этого выбрать полктпоченную форму.
нажать Iоlопку <Запуск> на командной панели инструl'rентов.

После завершения работы форма пробы автоматически откJIючается от лотка.
Необработанные дчшIlые проб в формате к.аЬlя. содержащие сьIрые данные секвенирвдйя.
будlт сохранены в папке, указанной системой D:\Data.

10.1.2. Установление нуклеотидной последоватеJIьности фрагмента геномц
выделенного из анаJп{зируемой пробы. с паспортом образца

Устаповление поrryченпой нуклеотидной последовательности фрагмента генома
вьцеленного из дrализируемой пробы. осуществJIяется при iшализе д fiых поJI}ценньD( в

п. 10.1 .1 . в программе Gene Sequencing Analysis.
Аналпз даппьп< выпоJIняется в программе Gene Sequencing Analysis в след}тощей

последовательности:
- запустить программу Gene Sequencing Analysis;

- в основном меню програпд\rы Gene Sequencing Analysis н:Dкатъ кнопку uOOOn Г',
открыть файrш формата <.аЬ1>, полуrенные согласно инструкции, приведенной вьше.

ycTaпoBltTb флажки в столбце KMethod> и запустить апализ, яаrкать кнопку KRun> > 
;

- после зaвершепЕя iмzллиза данньD(. визуально оцепить поJryченные
последоватеJьЕости .ЩНК и в основном меню прогрilммы Gепе Sequencing Analysis нажать

кноmсу <Settincu ý В открывшемся меню устаЕ.lвливаются параметры. в соответствии с
таблицей 5;
Таблица 5 - дllнньD(

8

наименование
Значение

Модуль запуска
<Sequence36 РОР7 Standard>

Модуль запуска
KSequence50 РОР7 Sиndard>

ОчепТеmреrаturе 55 60

CapFillVol l4600 l4600
Cuпent Stability 5 )
PreRunVoltage l5 15

PreRunTime l80 l80
IniectionVoltage 1.6 1.6

lnjectionTime l8 18

DataDelayTime l l
RunVoltage 8.5 8.5

RunTime 6500 6500
LaserPower l5 l5

VoltageNumberOýteps 20 40

VoltageStepInterval l5 l5

наименование Значение
меню KMixed Base>

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

(активно)use second Mixed Base Identification

ы



Значениенмменование
20*First Base

845**End Base
меню KSave Setting>

((zлктивно))

(abl )
Write .Seq File

(.Seq),

<Save>

имт-мп-0067-2025

Пршuечания:
* - рекомендуемое значение, значение выбирается из дtlшазона от 15 до 40 пар оснований.
пскJIючающее из ilнzlJп{за низкокачественные последомтельности в пределtж первьгх пар

основаrrий связывания праймеров;
** - ркомендуемое значение. значение выбирается из расчетного значения длины фРаГМеНТа

.ЩНК ограниченного праймерами, низкого разрешения рiвJIичия в одной пар оснований на
окончании ДНК и длины кап нои

- в основном меЕю программы Gene Sequencing Analysis ншкать кнопку uRunu ) ,

- после завершепия анаJIиза дапЕьD(, сохранпть праIrаJIизиркlнные образцы в формате
дIя этого основном меЕю прогр:lммы Gene Sequencing Analysis накатъ кнопку

Е
10.1.3. Сравнение по.гryченной нук;lеотидной последовательности фрагмента генома.

вьцеленного из аншlизируемой пробы. с паспортом образча
сравнение поrryчепной нуклеотидной последоватеJьности фрагмента генома-

вьцелеппого из апаJшзируемой прбы, осуществJIяется методом сРrВнеНИЯ ПОrrrlеННОЙ

нуклеотидной последомтельности фрагмента гепома с последовательностью, приведенной в

паспорте ГСО.
Проанапизированные образцы в формате (.seq) и файл последовательности

нуклеотидов генома одноцепочечной РНК шгамма (ГК2020/1)) вируса SARS-CoV-2
KEPI_ISL_421275.fasta> из базы дllнньп GISдID (EPI_ISL_42I275) иm в текстовом формате
(.txt)) непрерывной последователъности, скопирванной из описания типа на ГСО l 1661-2020
(без прбелов и специальньD( знаков), открыть в <Molecular Evolutionary Genetics Analysis> для
вырllвнивания последокlтеJIьностей. Нуклеотидная последовательность фрагмепТа ГеНОМа В

файлах формата (.seq) записана в виде непрерывной текстовой последовательности.
Выравненные последомтельности скопироватъ и вставить в текстовьй файл лля

lализа.
CpaBHrrTb текстовые последокlтельпости образчов с текстовой послеДОВаТеJIЬНОСТЬЮ

)цастк4 приведепной в паспорте ГСО. ограниченного праймерами.
Опрделить массовую доJIю аденина (А), ryанина (G), цитозина (С), тимпна (Т) в

последоватеJьности )цастка приведенной в паспорте ГСО, ограниченного праймерами.

ll подтвЕрждЕниЕ соотвЕтствия
МЕТРОЛОГИЧЕСКИМ ТРЕБОВЛНИЯМ

СРЕДСТВА ИЗМЕРЕНИЙ

11.1 Рассч.lтать относительную погрешность измерний MaccoвbD( долеЙ нУклеотидов,
по формуле:

6., = "''*Т,- " 
.100, (1)

^J,где N; - массовая доJlя аденина (А) (ryапина (G), цитозина (С), тимипа (Т)) в

последоватеJIьности rIастка приведенпой в паспорте ГСО, ограппtlенного праймерами. О%;

Nli, un. - Maccoваrr доJIя аденина (А) (ryанина (G), цитозина (С), тимина (Т)) в

прочгенной последовательн ос,т"g, О/о.

l l .2 PaccwrTaTb относrтеJIьное значение средrеквадратtt.Iеского откJIоненИЯ ИЗМеРНИЙ

массовьл< долей rтуIоIеотидов 6, %, по формуле:

9
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l00

где Ц - среднее арифметнческос значеяпе массовых долей аlенина (Л} ((ryшина ((i}.

цитозина ((]). тимина ('l')) в прочтенных послеловательностrх. вычислtемое по фрмуле (] }:

.ý - средfiеквадратпческос отклонеtlие измеренцй массовых лолей нукJIеотидов.
вычllсляемое по фрмуле (.l ).

-_ _ El,,,,,," (]).*. = --l-
где л- количество контрольных образttов.

5

t
(.l )S

ll._]. Анализатор подтверж]lаст соответствие метрлогическим треfuВiшиям.

установлснным при )тверждепии типа. если полученные значения отпосительной ПОГЁltlнOСти

измерний массовых i'lолей нуклсо1,иllов и отllосительного среднеквадратичсского отклонення

результатов измерения массовых долей нуклеотилов не прсвышают пределов. указанных в

При.ltожснии А.
l l,rl. I-1ри нсвь!полнеtlии лкrбого из вышеперечисленных ус:lовий (когда аlrа,тизатор нс

llоllтверждает соо,гвсl,ствие метрлогическим тФвдrиям). поверку анаlизатора прекраlцак)т.

результаты поверки IIризнают отиllателыtыми.

l 2 ()Ф()рм jl}.H и}: р};,}у" l ь,I,AI,()B Il()вЕрки

l1.1 Результаты поверки апа]изатора подтвер)lQlаются све,tlениями. вкЛюЧеННЫМИ В

Фс,rсра.,lьный информаItионный фонл по обеспечепиlо единства измерениЙ. в сооТВстстВии с

порядком. устaшовленным действуюшим ,tаконодатсjl ьс,rвом в области обеспечения сЛИНСl Ва

измерений.
l].] По заявлению влаJlеjlыlа ана,lизатора или лица. пр€дстЕlвившего el,o на ПОВеРКУ-

t!оложительные результаты поверки (когла анiulизатор полгвер'(дае1, c(x)I вс'lствие

метрлогическпм трбованиям ) оформляют свидfiельством о повсрке по форме. установjlсIlПоЙ
lt соответствии с действуюulим ,laкoнo/laтcllbcтBoM в области обсспечения единс,1,1tа измеРltИй,

l]._] По заявлению владельца анsJtнзатора или Jlица- представившего его на lloвepкy.

отицательные результаты поверки (когда анализатор не подтверж,|lает соответствие

метрологическим тфованиям ) оформляют извсщснием о нспригодности к llрименсlrик)
срелстМ измерениЙ пО форме. установлснноЙ в сооt,вс,гствии с действукlutим
законодаT,сJlьствtrм в сrбласти обссllечсния едипства измерений.

l1,-l Ilротоколы поверки ан.!,Iи]атора оформляются по про и,tвtr;tыttlй r|loptte

llс;tуutий ннженср-метрOлOг И.И. Буров

l()



Наименование харzктеристики Значение

,Щиапазон измерний массовьп< долей нуклеотидов. 7о от l до l00
Пределы допускаемой относительной погрешности измерений массовьп<

долей нуклеотидов, %о
+2,5

Прдел допускаемого относительного среднеквадрчлтического откJIонения

резуJIьтатов измереция массовьrх долей нуклеотидов, 7о
1,0

имт_мп-0067-2025
ПРИЛОЖЕНИЕ А (ОБЯЗЛТЕЛЬНОЕ)

ОСНОВНЫЕ МЕТРОЛОГИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ АНАЛИЗАТОРА

Таблица A.l -

ll
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ПРИЛОЖЕНИЕБ

(обязательное)
МЕТОДИКА ПРИГОТОВЛЕНИЯ КОНТРОЛЬНЫХ РАСТВОРОВ

Б.l. Контрrьные растворы для постtlновки ре:жции секвенирования по Сэнгеру на

генетIlческом анализаторе приготlвливают в последоватеJьности:
Б.1.1 . Из ГСО l l бб1-2020 вьцеJIяют тотаJIьную РНК SARS-CoV-2.
Б.1.2. С помощью реtlкции обратной танскрипцпи превращаот вьцеленную РНК в

комплемеЕтар}rую .ЩНК ограниченrrуо праймераrrи.
Б. l .3. Проводят качественную оценку поп}'.rенных ПЩР-пролукгов в !lгарзном геле.

Б.1.4. Прволrт оIшстку ПI-!Р-пролукгов с использовriнием ферментативной очистки.
Б.l .5. Прводят постдrовку реакции секвенирвания по Сэнгеру.
Б.1.6. Проволят очистку прдуктов реакции секвенирокшия по Сэнгеру.
Б.1.7. Подготав.тпrвают прдусгы реiлкции секвенирмпия по Сэпгеру к кiшиJIJIярному

элекгрофорзу па генетическом :lнализаторе.

Б.2. Приготовление коIrгроJIьньD( растворов
Б.2.1. Вьцелеппе РНК SARS-CoV-2 пз ГСо 11661-2020
вьцеление рнк SдRS-соV-2 из гсо l l661_2020 прводится с испоJIьзомнием набора

для экст:лкции кРИБО-Прп> (ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора. Россия).
Б.2. l .l . Раствор для лизиса (если он хранился при температуре от 2 ОС до 8 "С) пРГРЕТЬ

при температуре 65 ОС до полного pacTBopeHI,lJI кристzлллов.

Б.2.1.2. Подготовить и прмаркировать две одноразовые прбирки на 1,5 мл с плотно
зtlкрыкlющимися крышк.lми (РНК и ОК1), в какдую пробирку добавить по 300 мкл раствора
дIя лизиса.

Б.2.1.3.В прбирку РНК с раствором дJIя лизиса внести l00 мкл ГСО 11661-2020. В
пробирку отричатеJIьного контрJIя (ОК1) внести l00 мкл ОКО (деионизированная вода),

Б.2.1 .4. Содержимое пробирк тщатеJьно перемешать на вортексе, процентрифугировать
в течение 5 с па микроцентрифуге дJIя удаления капель с внугренней поверхности крышки и

прогреть 5 мин при 65 ОС в термостате.
Б.2.1.5. .Щобавить в прбирки по 400 мкл раствора дJIя преципЕтации. перемешать на

вортексе.
Б.2.1.6. Прочентрифриромть пробирки на микрцентифlте в течение 5 мип при 13

тыс. об/мин.
Б.2.1.7. Акщратно оюбрать падосадочную жидкость, не задев:ц осадок. испоJIьзуя

аспиратор и отдельньй наконечник на 200 мкл д.llя калсдой прбы.
Б.2.1.8. .Щобавить в пробирки по 500 мкл раствора дJIя отмывки Nр 3 (входит в cocтtв

набора для экстрашши <РИБО-Прп>). плотно зiжрыть крышки, осторожно промыть осадок,
перевораIшв.ц пробирки 3-5 раз.

Б.2.1.9. Прочентрифугирвать при l3 тыс. об/мин в течение 1-2 мин на
микроцентрифlте.

Б.2.1.10. Осторжrо, пе зiжмтывая осадок. отобрать надосадочную жидкость. испоJьзуя
аспиратор и отдельньй нaжонечник на l0 мкл для кахцой пробы.

Б.2.1.11. ,Щобавить в пробирки по 200 мкл раствора для отмывки Ns 4 (входlrг в состав
набора для экстакции <РИБО-Прп>). плотно зilкрыть крышки и осторожпо промыть осадок.
перевораIшвая пробирки 3-5 раз.

Б.2.1.12. Прочентрифугировать при 13 тыс. об/мин в течение 1-2 мин на
микроцентрифуге.

Б.2.1.1З. Осторожно. не захватывая осадок. отобрать надосадочн},ю жидкость, испоJIьзуя

аспиратор и отдельный наконечник на l0 мкл дrя каждой пробы.
Б.2.1.14. Поместить пробирки в термостат при температур 65 'С на 5 мин дтя

подс},шивания осадка (при этом крышки пробирок должны бьrть открьпы).
Б.2.1.15. .Щобавить в пробирки по 50 мкл РНК-буфера. Пермешать на вортексе.

Поместить в термостат при температ}ре 65 ОС на 5 мин. периодлчески встяхивaul Еа вортексе.

l2,
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Б.2.1.1б. Прчентрифугировать пробирки при l3 тыс. об/мин в течение 1 мин на

микрцентрпфуге. Жи,щtость в прбирке кРНК> содерхогг РНК.
Б.2.1.17 . Полуrенную жидкость, содержащую РНК, а.lшквотировать по 10 мкл.
РНК может храЕrrгься до 24 часов при температ}ре от 2 до 8 ОС и не более года при

температуре не вьшrе минус 16 ОС.

Б.2.2. Спlrтез комIшемевтарllой .Д[НК на мrтрпце РНК SARS-CoV-2 п ее

коппровlнпе
Реакция обратной танскрипции }частка РНК SARS-CoV-2 с полrlением

комплементарной [НК (далее - кДНК) длиной 907 п.о. и дальнейшпм ее копцркlнием
прводится с использованием набора для обратной танскришIии и полимеразной цепной

реllкцип (ОТ-ПЦР) с л]пrнньD( (до 7 kb) и сложньD( матриц одIошаговым методом БиоМастер
ОТ-ПЩР-Прмиум (2"), прямого праймера GSO_N3_F и обратного праймера GSO_N3_R,
выделенной РНК по п. Б.2.1 .

Б.2.2.1. Разморозить 2х буфер для ОТ-ПЦР-Премrrум и тщательно перемешать.
Подготовить и прмаркирвать 8 тонкостенньп< прбирк объемом 0.2 мл для ПЦР

((ДНКl) - 5 прбирк, кОЮ> - l прбирка кF> - 1 прбирка KR> - l пробирка).
В пробирки кF> и KR> впести по 9 мкл деионизирванной воды и добавить по l мкл

стокового раствора прямого праймера GSО_N3_F в пробирку <F> и стокового раствора
обратного праймера GSO_N3_R в пробирку KR>.

Поместить тонкостенные пробирrш к.ЩНК1> и кОК2> в охлаrrценньй uIтатив и добавить
компоненты в соответствии с таблицей Б.l из расчета объема одной ракциопной смеси 50 мкл:
Таблица Б,l

Примечание - В слуrае использов!tния термоцикJIера без грющейся крьшlки, добавьте в
каждую прбирку капJIю (25-35 MK;l) мипер.IJьного масла.

Б.2.2.З. Пршrа;rизируйте продусг амплификации из одной пробирrш к.ЩНКl > и кОК2>
элекгрофорзом в соответствии с п. Б.2.3.

Б.2.2.4. Поrrденньrй ГIЦР прд/кт аликвотирвать по 8 мкл.
ПI]Р пролукг с комплемеЕгарной ДНК может храниться при теtчIперат}ре +4 ОС - l

месяц, при температур пе выше минус 20 ОС - l год.

Ns компонент Объем на l реакцию. мкл
1 2, смесь для оТ-ПцР- Премирl
2 БиоМастер Преми}ш-микс 2

J Прямой праймер GSO N3 F (l0 пмоrть/мкл) l
4 Обратный праймер GSO N3 R(l0 пмоль/мкл) 1

Вьцеленная РНtrС/отрицательньrй контроль l0

6 .Щеионизированная
обработанная .ЩЭПК

ll

Этап Температура. ОС Время Кол-во циклов
Обратная транскрипция 45 1

Предварительная денатурация 93 5 мин l

Денатурация 93 l0 сек

35
отжиг бl 20 сек

элонгация 68
l мин 10

сек
Фина.llьнм элонгация 68 l0 мин l
Хранение 4

l]

Осторожно перемешайте на микроцентрифуге и сбросьте капли, используя чентрифуry.
Б.2.2.2. Поместите пробирки к.ЩНКl > и кОЮ> с приготовленными раствор.ll\{и в

термоцикJIер и задайте прфzмму термоцикJIирования в соответствии с таблицей Б.2.

Таблица Б.2 - Программа термоцикJIирв:lнЕIrI

25

)
стерильная вода'

30 мин
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Б.2.3. Кдчествеппая оценка получеппых ПЩР-проryкгов в дгарозном геJIе

Качественная оценка ПЦР-продуктов поJryченньD( по п. Б.2.2. проводится для оценки
длины фрагмента к,ЩIК, с применением комплекtа реагентов для элеIсгрфоретической
детекции прод,lсгов амплификации в Iгарозном геле кЭФ>. 4rбуфер для напесения.ЩНК на
гель кБиК> и .ЩНК маркер Step l00 DNA Ladder.

Б.2.3.1. Приготовить рабо.пrй элекгрофорзный буфер, лля этого в мерньй цилиндр
1000 мл добавить 25 мл трис-боратного буфера (ТБЕ) концентрированного с брмидом и

довести объем дистилшrрванной водой до 500 мл. закрыть циJIиндр парафильмом и
перемешать.

Б.2.3.2. Агарозу из одного флакона пересыпать в стекJIянЕую колбу из термостоЙкого
стекJIа на 250 мл. На,тить l00 мл рабочего буфера. перемешать вращением колбы и плавить в

микрволновой печи до полного растворения шарозы. Время плавления iгарозы в

микрволновой пеIш мощlостью 800 Вт при ее загруженности l колбой - 1.5 мин. Вынугь
колбу с расплавленной агарозой из микроволновой пе.ш. zlKK}?aTHo перемешать, врапtая колбу.

После этого вновь поместить колбу с агарозой в микрвоJпlовую печь на 1.5 мин (при

мощности 800 Вт), довести агарзу до кипения. Вынугь колбу из микрволновоЙ печи и

остудить агарозу, вращая колбу, до температуры 65-70 "С.
Б.2.3.3. Выровнять горизоllтtlльно столик для зzlливки гелеЙ. вставить подложКУ ДЛЯ

зilливки геJIя. зzжрепить ее. установить гребенку.
Б.2.3.4. Зшить расплавленный агарозньй геrь в форму кaмеры дJIя горизонтalльного

электрофореза.
Б.2.3.5. После поJшого застывalния геля (не менее 30 мин при комнатной температур)

перенести подложку с готовым гелем в камеру для горизонтzrльного электрофореза и остоРОКНО

вынуIь из него гребепку, не повредив л}нки.
Б.2.3.6. Залить в камеру дJIя горизонтlшьного элекгрофореза готового буфера столько.

тгобы он покрывал гель на 5 мм сверху.
Б.2.3.7. Подготовить и промаркировать 2 тонкостенные пробирки объемом 0.2 мл для

ПЦР ((ДНЮ) - l пробирка. кОК3> - l прбирка).
В прбирки внести по 2 мкл 4хбуфера для tlанесеЕпя ДНК, в пробирку <.ЩНЮ внести

6 мкл ПI-{Р продукга поJrrrенного по п.Б.2.2.2. из пробирки (ДНКl>>, в пробирку <ОК3> внести
6 мкл отрицатеJIьного коптоJIя поJIrlенпого по п. Б.2.2.2, из пробирю,r <ОК2>.

Б.2.3.8. Внести в JIуIrки подготовленного геля по 8 MK;l растворов:
в луrку N l - раствор из пробирки кЩНК2>;

в .rryTrKy Nч 2 -.ЩНК-маркер;
в rrрrку Jtlb 3 - раствор из прбирку кОК3>
Б.2.3.9. Вк;почить источник питalнrrя и проводить элеrгрфорз при 10 вольт/см (при

длине геJIя l0 см на исто.пrике питания выставляется параметр 113 вольт).
Б.2.3.10. По завершении элекгрофореза выкJIюIшть источник тока и перенести гелЬ на

трzlнсиJIлюминатор. В анализируемом образче должен быгь фрагмент на урвне 900 пар

оснований. В отрпчательном кокгроле фрагментов (бэнлов) не долrкно бьrь. В слу,lае
выявленпя фрагмеIrтов в отрицательном контрле резуJьтаты по всем образчам признают
недействительными, TllK как призоIl1ла контаминацшI. Приготовление контольньD( РаСТВОРОВ
необходлмо повторить с п. Б.2.1 .

Б.2.4. Очпсткr ПЩР-про.rylсгов с пспользовlппем фермеlrгатrrвной очпсткп
Очистка ПЩР-прлуктов проводится с испоJIьзовzlпием PCR Product Express CleanuP

Reagent.
Б.2.4.1. В прбирке объемом 0.2 мл дrя ПЦР смешивают 7.5 мкл ПЩР-прлукта с 3 мкл

рагента PCR Product Express Cleanup Reagent.
Поrrуrенный расIвор инкфируют в термоцикJIере по прогрilмме. приведенной в

таблице Б.3.

l4



Этап Температура ОС Время
Инкубшrия з7 l5 мин
Инкубация
Хранение 4 aо
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Таблица Б.3 - Программа термостатирования

Б.2.4.2. Оцените конценIрацию ПЩР-пролукга при помощи спекгрофотометрrческих
и;пr фlrуориметрFIеских методов.

Б.2.4.3. Очrщенный ПLР-продукт готов к постzшовке р€акции секвенирования по
Сэнгеру.

Б.2.5. Постаповка редкцпп секвеЕпровапtlя по Сэнгеру
Постановка ракции секвенирмния по Сэнгеру проводrтся с использованием реzгентов

BDT UltraSeq Kit.
Б.2.5.1. Перед приготовлением реzлкционной смеси разморакивают реагенты, входяпше в

состав набора BDT UltraSeq Kit.
Подготовить и прмаркирмть 9 тонкостеrшых прбирок объемом 0.2 мл дrя ПlР

(оКОо - 8 пробирок, <F> - l пробирка).
Подготовить раствор прямого праймера концентрацией 3,2 пмоль/мкл, для этого в

пробирку кF> внести 30 мкл деионизирванной воды и добавить l мкл стокового раствора
пряrrою праймера GSO_N3_F.

Б.2.5.2. Для приготоыIения 8 контрльньп< образцов. в каждой прбирке (КО))

смешивают компоненты в соответствии с таблицей Б.4:

Таблица Б..{

По.тrrrенный раствор амплифичируют в термоцикJIере по пргрilti.rме. приведенной в

таблице Б.5.

Таблица Б.5 - Прграмма термоцикJIиромния

Б.2.6 Очпсгка проryктов реакцпп секвенирования по Сrпгеру
.Щанная прочедура прводится с использомнием реlгентов D-PureTM Dye Теrmiпаtоr

Removal Kit.
Подготовrгь и прмаркирмть 8 тонкостеняьп< прбирок объемом 0,2 мл дчя ПIР

кКо1>.
Б.2.6.1 . Перемешайте пипетировtlнием магнитные частицы D-Рчrе.
Б.2.б.2. Внесите в кФtцую пробирку кКО> по 10 MK.ll магнитцьп< частиц D-Рчrе.

N9 компонент Объем на l ракчию. мкл
1 5х Sequencing Reaction Вuffег 1.8

Прямой праймер (3.2 пмоль/мкл) l
J BDT UltraSeq Master Mix 0,5

4 tlЩР-продуrг (5-20 нг) l

) .Щеионизированнzlя стерильная вода 5;7

Этап Температура" ОС Врмя Кол-во циклов
Инкубация 96 1 мин l
.Щенатурачия 96 l0 сек

30Отжиг праймера 50 5 сек
элонгация 60
Хранение .l

15

80 l5 мин

Б.2.5.3. После зaвершеЕия реакции секвенирмния переходrг к стадии очистки
продукгов севенированпя по Сэнгеру.

?.

4 мин
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Б.2.6.3. Внесите в ка)Iцую пробирку кКО> по 42 мкл 7 5Yо этанолц хоршо перемешаЙте

пппетиромнием.
Б.2.б.4. Поместите пробирки кКО> с полученной смесью на магнитньй штатив на 3

мин)пы. Магнитпые частицы в растворе доJDкны притянуься к мarгниту, а раствор стать
светлым.

Б.2.6.5. Не снимая пробирки с мaгнитного штатива. удмите весь супернатllнт.
Внrмание! Не захватьвайте в процессе удаления мaгнитяые частицы.
Б.2.6.б. Внесите в пробирки кКО> с магнитными частиц:лми по l00 мкл'l5О/о эт:шола и

подожд{те 30 секуlл.
Б.2.б.7. Не снимая пробирки с м!lгнитного Iптатива удйr+ге весь супернатант.
Внимание! Не захватывайте в процессе удаления мarгнитные частицы.
Б.2.б.8. Повторите пунIсты Б.2.6.6 g Б.2.6.7 дважды. При последнем удirлении

супернатапта убедiтесь, чго в пробирке не остался этанол.
Б.2.6.9. Снимите пробирки с мiлгнитного штатива и прос}.шите магнитные частицы при

комнатной температур в течение 3- 1 0 минуг. Важно! Не персушивайте магнитные частицы.
Б.2.6.10. ,Щобавьте в пробирки кКО> с прсушенными мilгнитными частица}rи по 40 мкл

эJIюирующего буфера или деионизованIlой воды, хорошо перемешайте питетирокшием и
инкфпруйте при комнатной температуре в течение 5 минуг.

Б.2.б.11. Поместите прбирки <КО> с полученной смесью на магнитный штатив на
3 минlты. Магнитные частицы в растворе должны притян}ться к м:гниту, а раствор стать
светлым.

Б.2.6.12. Не снимая прбирки с мшпипlого штатива и не захватывая магнитные частицы,
оберите по 30 мкл суперпатанта и перенесите в пробиркл <KOl >.

ваюrо! Не захватьвайте мtгнитные частицы.
Супернатант содержит очищенные продукты ре,цции по Сенгеру и готов для

элеггрофоретического разделения на генетическом :lнaлJIизаторе.

Таблича Б.6 - Прграмма термостатиромния

После проведенной процедуры коrrгрольные образчы готовы к прведению
кatпиJIJIярного элекгрофорза на гепетическом апirлизаторе.

Этап Температура. 'С Время
.I[енатlрачия 96
охлаждение 4 2 мин
Хранение 4 a'

lб

Б.2.7 Подготовкr проryктов реrкцпп секвенпровднпя по Сэпгеру к кrпиллярпому
элекгрофорезу па генетпческом аIIаJIизаторе

,Щаrнм прочелура прводится с цспользовllнием высоко деионизирвдrпого формамида
Hi-Di Formamide.

Б.2.7.1. Помещают 15 мкл оtшщенньD( продукrов реакции по Сепгеру, приготовленньD(
по п. Б.2.6. в 96-rr}rrочньй планшет в l и 2 рял планшета (lб повторов) и добав.rrлот l0 мкл
формам}ца пер€мешивают пипетиромfiием. Закрйте ячейки антииспарителем (септой).

Б.2.7.2 Плшrшет с образцами помещilют в термоцикJIер и денатурируют по прграмме,
приведенной в табrпrце Б.6.

3 мин


