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l оБщиЕ положЕния

1.1 Настоящая методика поверки распрстраIrяется на анализатор гепетический
кIшиJIJирного элеrгрофорза HONOR lбlб (да;lее по тексту - шlализатор), серийный
номер lб162l 12010104, изготовленный Nanjing Superyears Gene Technology Со., Ltd., Китай, и

устан:lвливает порядок и объём его первичной и периодrческой поверки.
1.2 Используемые средстм поверки обеспеш.rвают прслеживаемость :lпilлизатора к

гэт208-2024 согласно государственной поверчной схеме, утвержленной Приказом
Федера;rьного llгентства по техническому реryлирв:lнию и метрлогип от 28.|2.2024 N9 3l58
кОб угверждении Государственной поверочной схемы для средств измерений содержаниJI
орг:lнических компонентов в жидкrх и твердьD( веществах и материzlлtlх>.

1.3 Мgтод, обеспечивающий рализацию методiки поверки - метод прямьD( измерений.
1.4 Поверка анzrлизатора должна проводиться в соответствии с требованилr.rи

настоящей методики поверки.
1.5 В рзультате поверки должны быь подтверждены метрологические трФоваrия,

приведенЕые в Приложении А,

2 ПЕРЕЧЕНЬ ОПЕРАЦИЙ ПОВЕРКИ СРЕДСТВЛ ИЗМЕРЕНИЙ

2.1 При проведении поверки выполняют операIии. }казанные в таблице l

Таблица 1-оп по

З ТРЕБОВАНИЯ К УСЛОВИЯМ ПРОВЕДЕНИЯ ПОВЕРКИ

3. 1 При прведепии поверки должны бьгь собrподены следующие условия:
- температура окружающей среды, "С от +l5 до +25

- относитеJIьная влакность возлуха Ой от 40 до 80
атмосферпое давление. кПа от 85 до 106

4 ТРЕБОВАНИЯ К СПЕЦИАЛИСТАМ, ОСУЩЕСТВЛЯЮЩИМ ПОВЕРКУ

4.1 К поверке анarлизатора допуск:lются специалисты, изучившие эксплуатационные
доцaменты на поверяемьй анzшизатор. средства поверки, Еастояпý/ю методику поверки.

4.2 МинимапьЕое колнчество специмистов дtя выпоJшения данной методиrcл
поверки - один.

,)

обязательность выполнения
операчий поверки при

Номер раздела
(пункга) методики

поверки, в
соответствии с

которым
ВЫПОJIЕЯеТСЯ

операция поверки

первитrой
поверке

периодической
поверке

Нмменование операции

ДаВпешпий осмотр средстм измерений .Ща

!а8
Подготовка к поверке и опробование
средства измерений .Ща

Да
Проверка пргрalммного обеспечения
средсткt измерений Да

l0 Определение метологических
харtктеристик средства измерений !а Да

l1 Да
Подтверждение соответств}tя средстм
измерний метрологическим
требованилrr

Да

7

9
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4.3 К прведению поверки доrryскаются лицц соответствующие трбованиям.

изложенным в статье 4l Приказа Минэкономразвития России от 26.10.2020 года Ns 707 (ред. от
2З.01.202З года) кОб утвержлепии критериев аккредитации и перецIя доку лентов.
полrверждающпх соответствие заявитеJIя, :жкредитованного лЕца критерхям аккредитации)).

4.4. ДJý поJryчениJI дlшньD( допускается участие операторц обслуживающих
tlнаJIизатор (под контрлем поверителя ).

5 МЕТРОЛОГИЧЕСКИЕ И ТЕХНИЧЕСКИЕ ТРЕБОВАНИЯ К СРЕДСТВАМ
повЕрки

Табrшца 2 - ки

Перечень рекомендуемых средства
поверки

Операции
поверки,

трбующие
применение

ср€дств поверки

Метрологические и технические
требовапия к средств:л[.l поверки.

необходлмые для проведения
поверки

Основные средства поверки

р. 10

Определение
метрологических

характеристик

Интерва:l аттестоваfiных значений
массовьD( долей аденина от 28,82 О/о

до 29,7 5 7о, массовьrх долей ryанина
от 20,85 О/о до 24.12 Уо, массовьrх
долей цитозина от 17,00 % до
20,04 %, MaccoBbD( долей тимина от
29,00 % до 30,29 О/о, с граrицами
допускаемьD( значений
относительной погрешности
атIестованного значенпя СО (Р=0.95).
+0.5%

Стандартный образеч
инilктивированного штаN{ма
кГЮ020/l > коронilвируса
SARS-CoV-2.
рг. Nч l l661-2020

Вспомогательные средства поверки

р. 8 KoHTporb
условий поверки
(при подготовке

к поверке и
опробовании

средства
измерний)

,Щиапазон измерний темперацры
окружающей среды от +l0 ОС до
+30 ос. пределы допускаемой
абсолютной погрешности измерний
+2 ос, диапа:}он измерний
относительной влФкности от 20 Yо до
85 о/о, пределы доrrускаемой
абсоrпотной погрешности измерний
+3 о/о, диaшазон измерний
абсолютного давления
от 85 до 106 кПа. пределы
допускаемой абсоrпотной
погрешности измерний +l кIIа

Измеритель парамеlров
микрк.шrмата МЕТЕОСКОП-М,
рг. Nэ 32014-1l

.Щозаторы мехапические
многокtlнaLIIьЕые. ди:шазоны объемов
дозирования от 0,1 до 2,5 мкл. от l до
l0 мкл, от 5 до 10 мкл.
от l0 до 100 мкл. от l 00 до 1000 мкл

.Щозаторы механические с
варьируемьш объемом дозировalния
BIoHIT.
рег. J',lb 36l52-12

ПЦР-бокс (заrцлтная K.tмepa с УФ-лампой) настольпьй с рчиркуляцией
возд}ха
Термостат дrrя пробирок типа кЭппендорф> от 25 ОС до l00 ОС

Микроцентрифуга для пробирок типа <Эппендорф> до l б тыс об/мин
Микроцентрифуга - вортекс

р. l0
Определение

метрологическrх
харzжтеристик

Вакууl,tньтй отсасыватель медицинский с колбой-ловlrпкой для удаления
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5.1 При проведении поверки рекомепдуется применять средства поверки (этапоны),
указанные в таб.rшце 2.

5.2.Щоrryскается прпменение средств поверки с метрлогrческими и техниtlескпми
харtжтеристика {и, обеспе.швающrми трбуемую точпость передачи единиц веJIиIшн
поверяемому средству измерений. указавную в таблице 2.

5.3 Применяемые средст&r поверки долr<ны быгь исправпы и поверены, прrменяемые
средстм поверки угверrценного типа в качестве эталонов единиц велиrшн долrсrы бьrть

J

Перчень ркомендуемьD( средстм
поверки

надосадочнои жидкости
для 96 б к 0,2 млчных п.ланшетов иоцик,I

Кам ]Ulя объемом не более 400 млзонтального
источник питания постоянного тока с ем от l50 до 460 В
Ультрафиолетовьй трапсиrrлюминатор с кабинетом д-пя просмота гелей
Система гель-до вания кВзгляд>

волновм печь 800 Вт
ныи на l л по ГосТ l770-74

стекляннм колба из остойкого стекла на 250 мл
Комплегг ре:гентов дIя вьцелепия РНIОДНК из кJIинического матери:tла

АмплиСенс K2-9-Et-l 00, l 00кРИБо- ))

Набор лля обратной танскрипции и полимера}ной цепной реакIши (ОТ-
ПЦР) с длинпьrх (ло 7 kb) и сложньD( матриц одrошzговым методом

от- _п )х RM05_40,40Био
прпtой праiirrrер
(5, стАстсссАсссААGААтАGсА 3,)
!lMHa22, мол. масса 66l7, количество: 3,5 ОЕ, 145,5 мкл, концентрация: 24,0
оЕ/мл, l00 пмоль/мкл, 0.66 мкг/мкл, о.пrстка ПААГ

-Синтез> Россияооо
обратный праймер
(5, стGттАсААтААGАGGссАтGст 3,)
fuина 23, мол. масса 7048. количество: 3,5 ОЕ. l35,2 мкJI. концентраlпя: 25,9
оЕ/мл, l00 mиоль/мкл. 0,70 мкг/мкл. очистка ПААГ,
ООО к!НК-Синтез>. Россия
Комплекr реагентов ця элеrгрофоретической детекции прдукгов

ом геле кЭФ>ампли икаuIии в
4rбуфер для напесения.ЩНК на гель кБиК> Кат. Ns D-3002,
ооо кБиолабмикс>. Россия

St l00 DNA Ladder. ооо кБиолабмикс>. Россия
Комплекг рагентов для оtшстки ПЩР-прдlтсгов ферментньп.r методом,
PCR Product Ех YST0242_0I. l00ss Clean Rea ent
Комплею ре:гентов для пост:lllовки реarкции секвенированltя по Сэнгеру
BDT Ultra Kit (YSTOI81-01. 100
Набор л;rя оIшсжи продуктов реакции секвенирваншI D-РчrеТМ Dye
Теrmiпаtоr Removal Kit BigDye XTerminator Рчгifiсаtiоп Kit (DP-005. 500

Высоко деионизиромнпьй формамил Hi-Di Fоrmаmidе (SenseCareBio-
YSTOI70-01.25 мл

вода дисти ваннм по ГосТ Р 58l44-20l8

Операции
поверки,

трбующие
применение

сDедств повеDки

Метрологические и технические
тебования к средств:lItt поверки.

необходимые для проведения
поверки

!qцlлеиовизованн:rя стерильная. ИСО З694-77 (ОСТ t 1.029.00З)
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испрtвЕы и поверены с присвоением соответств}.ющего разряда по тебованию
государственньD( поверочньtх схем.

5.4. При работе с РНК необходлмо использовllть одноразовые стериJIьные пластиковые
расходные материаJIы, имеющие специальпую маркирвку KRNasefree>, KDNase-fгee>.

б трЕБовлния
ПРОВЕДЕНИЯ ПОВЕРКИ

(УСЛОВИЯ) ПО ОБЕСПЕЧЕНИЮ БЕЗОПЛСНОСТИ

б.l При проведепии поверки необходимо собrподать 1ребованпя безопасности,
установленные ГОСТ l2.2.003-9l <Система стандартов безопасности труда (ссБт).
Оборудование призк)дствеfiное. ОбIщrе трбования безопасности>. Также должны быть
соблюдены трбования безопасности, изложенные в экспJIуатационньD( доц/меЕтах на
поверяемьrй аяaulизатор и применяемые средства поверки.

7 внЕшншi осмотр срЕдствА измЕрЕниЙ

7.1 При внешнем осмотр убедиться в:

- соответствии комплектности анarлизатора" приведенной в руководстве по
экспJryатации tlнiлJlизатора;

- отсутствии механическrх поврждений, препятствующих нормапьной работе;
- нtlлиtши маркирвки на корпусе аналпзатора' маркирвка должна бьrrь хорошо

разлитIима и содержатъ томрпьпi знак изготовитеJIя, нzмменовzlние и обозначение дrализаторц
серийньп:i номер.

результаты внешнего осмотра ctm'aTb положптельными, если анаJпlзатор
удоыIетворяет вышеперечисленным трбованияrл.

дпализатор, имеющий дефекгы. к поверке не допускается.

8 ПОДГОТОВКА К ПОВЕРКЕ И ОПРОБОВАНИЕ СРЕДСТВА ИЗМЕРЕНИЙ

_ 8.1 Перл проведением поверки необходимо вьшолЕить следующие подготовитеJIьные
работы:

- изуIитЬ экспJIуатационную доку {ентацию на поверяемый atнализатор и Еа
применяемые средстм поверки;

_ вьцержать анauшзатор в условиях окрутсающей среды, укzвalнных в п. 3.1, не менее
2 ч, если он нtlход{лся в кJIиматических условиях. отличающихся от указtrнЕьD( в п. 3.1, и
подготовить его к работе в соответствии с эксплуатационной документацией;

- подготовить к работе средства поверки в соответствии с указанпями их
эксшryатационной докумептации;

_ провести коптроль условий поверки па соответствие требованиям, указанным в
разделе 3, с помощью оборуловаrия, указaмного в табrплце 2.

8.2 Анализатор, имеющий дефекты. к поверке не допускается.
8.3 Опробование аналrзатора прводить в следующей последовательности:
- вк,Iючllть моЕитор и компьютер;
- включить элекгропитание анlшизатора;
- запустить прогрalммное обеспечения Gепе Test на компьютере;
- доr(.цаться зiвершениrl уст,lновления связи tlнiл.Jlизатора с компьютером и убедиться в

отсугствии функциональньп< ошибок.
АншIизатор допускается к дальнейшей поверке, если при опробовании успешновыполнеЕы условия п. 8.3 и Ее выявJIено функциональньл< ошибок.

]



имт-мп-0066-2025

9 ПРОВЕРКА IIРОГРАММНОГО ОБЕСIIЕЧЕНИЯ СРЕДСТВА ИЗМЕРЕНИЙ

Проверку идентификационньпt дчlннъD( ПО прводrть IryTeM слшIения
идентификационньп< данньD( ПО, указанньD( в оIшсalнпи тппа на анаJшзатор, с
идентификационными данными По, стlтанньшх с помощю автономного По Gene sequencing
Analysis. Номер версии (пдеrrпrфикациопЕые данные ПО) отображаегся в меЕю <About>
вкJIадки KHelp(H).

Аямизатор допускrЕтся к дальнейшей поверке, если программное обеспечепие
соответствует требования {, укапанным в описании типа.

10 ОПРЕДЕЛЕНИЕ МЕТРОЛОГИIIЕСКИХ
ИЗМЕРЕНИЙ

ХАРАКТЕРИСТИК СРЕДСТВА

10.1 Определение относитеlьной погрепшости измерекий MaccoBbD( долей
нукJIеотидов.

определение относlrтельпой погрешностп измерний MaccoBbD( долей ryклеотидов в
фрагменте ДНК прводят Iryтем сравненrlя измеренного анаJIизатором фраruента генома
вьцеленного из анilлизируемой пробы с аттестованными значениями, указанными в паспорте
ГСО стандартного образца инактивиров:lЕного штtмма (ГК2020/l )) коронlвируса SДRS-СоV-2,
в следующей последовательности:

-электрофоретическое разделение прод/ктов секвеЕирвaния ДIК методом
кlлпиJшярного электрфореза;

- установление пуклеотилной последовательности фрагмента генома, выделеЕного из
ана.пизируемой пробы, с паспортом образца;

-сравнепие полrrенвой нуклеотидной последовательпости фрагмента генома,
выделенного из чrнмизируемой пробы, с паспортом образца.

10.1.1. Элеrгрофоретпческое рirзделеЕие про.ryюов секвенироваЕl.rя .ЩНК методом
капилл8рного элеrгрофореза

Подготовrrгь конlроJБный раствор прод/кта реакции секвеЕированIаI ГСО в
соответствии с Приложением Б.

Включить анaulизатор и автономное ПО Gene Test в соответствии с руководством по
эксплуатации .

Проверить объем буфера и во.ФI в резервуарах, вк,поч:ц анодньй буфер (объем дол>кен
доходrть до метки).

Проверить отс}тствпе пузырй в блоке зIшоJIнениJI полимером и всех каналаJ(,
зIшоJIненньD( поJIимерм. При необходпrости удzlJшть rD,зырп.

Проверить состояние капилJulрв па пред\{ет повреждения иrпr загиба,
Проверить урвепь поJIимера в емкостп.
ПоместитЬ 96-rrрrо.пьй плaшшеТ с коIrгрльными образцами на чистую

горизоIпiUIьную поверхность. Затем положлrь планшет для проб на основу. Зафиксирватъ
планшет дIя проб и основу с помощью црепежной скобы.

УбеДиТьСя, что передняя дверца анauпrзатора и дверца т€рмостата закрьтты, н:Dкатъ
кнопку <TRAY> (кВыдвинуть aвтосэмIшер>) на приборной панеJш zlн:lJмзатора и дождаться,
пока зеленьй индикатор aul:шизатора вместо мигающего станет постоянным и лоток пер€станет
двигаться.

Открыть переднюю дверцу анiulизатор4 поместитъ лоток для проб в позиrцлю А и
убедrгься, что лоток для проб расположен горизоIIтаJьно на 1втосэмIшере.

Закрьrгь передrюю дверпу прибора и подождать, пока зеленьй инд{катор прибора
вместо мигa!ющего станет постоянным.

Настроить метод для анаJIиза, для этого:
- перейти в меню програь{много обеспечения <<Управление методом> - <Управ;rение

планшетом) - кНовый плiмшетD;

6
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- в окне (Первьfr ш!г в созданпи нового зшryска) запоJIнить содержимое всех

элементов, в строке (Тип запуска) выбрать (Sequence), в стрке (Тип плапшетa)) выбрать
<96Well>, Ешкать кпоIп(у к!апее> (рисунок 1);

}LDi, пraiil'lria:

&airrrr n a{lrara ]

ir| _ryCa:

тfi nraarrrЁnr:

clý(.*rт,ag:

9аfl

Рисунок 1

- в окне кВmрой шaг в создании нового запуска) заполнитъ дilнные о контрольном

растворе. Каждая строка соответствует информации пробы о положении ячейки
соответствеЕно. Ввести назмние образча выбрать значения для каждого образца в
соответствии с таб;п,tцей 3.

Таблица 3 ля

- HzDKaTb кнопку <Подтвердить)) (рисунок 2)

Рисчнок 2

Значение
наименование

Капиллярная сборка 36 см Капиллярная сборка 50 см
BDМетка BD

Модуль запуска Sequence36 РОР7 Standard Sequence5O РОР7 Standard
Набор 50-рор7_8.5_чз

1

36_рор7-8.5-Vз
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Выбрать форму в списке по,щотовленньп форм и нажать кнопку <Привязать плапшет к

позиции А>.
Рекомендуемые значениrl паршетров модуJIя запуска приведены в табrшце 4. Дя

настрйки модуJIя заIryска перйти в меню <Модуль запускa> во вкJIадке кУпраыtение
методомD, выбрать модуль заIryска и нФкатъ на кноmry <Изменить>.

Таблrrца 4 - Па

Затryстить программу фквеЕирвания, дJlя этого выбрать под<люченЕуIо форму,
HlDKaTb шrопку кЗапусо на командной панели инсlрумеIпов.

после завершения работы форма пробы автоматически отключается от лотка.

необработанпые дапные прб в формате (.аь1). содерж щrе сырые данные секвенирвания,
булlт сохршrены в пrшке, указанной системой D:\Data.

l0.1.2. Устаlrовление нуклеотидной последомтельности фрагмента генома
вьцеленного из анализируемой прбы, с паспортом образца

установление поrrrrенвой нlклеотидной последовательности фрагмента генома.

вьцеленного из анализируемой пробы. осуществJUIется при дrализе дllнньD( поJlrlенньrх в

п. l0.1.1 . в пргрtшп{е Gene Sequencing Analysis.
Дна;rиз даннъп< выпоJIIiяется в прогрzлмме Gепе Sequencing Дпаlуsis в следующей

последовательности :

- зtшустить программу Gепе Sequencing Analysis;

- в ocIloBEoM меню прогр.tммы Gene Sequencing Дnalysis нФ..ать кнопку uдddп Е,
открыть файлы формата <.аЬ1>. полrIенные согласно инстукции, приведенной вьше,

установить флажки в сюлбце <Method> и запустить iшzlлиз, пaDкать кнопку KRun> > 
;

-послезавершенияzш:lлизаданных,визУальнооценитьпоJIrlенные
последов{tтеJIьности .ЩIК и в основном меню програь{мы Gепе Sequencing Analysis нажать

кнопку <Settinco Ф. В открьшшемся меню устанавJIиклются парапrетры, в соответстВИИ С

таб.тпrцей 5;

Таблица 5 - па дiшньD(

8

Значение

наименование Молуль заtryска
KSequence36 POP7_Standard>

Модуль запуска
uепсе50 РоР7 Standard>(S

OvenTemperature 55 60

CapFillVol l4600 l4600

Счrrепt Stability ) )
preRunvolta е 15

PreRunTime l80 l80
InjectionVoltage 1.6 1.6

InjectionTime 18 18

DataDelayTime 1

RunVoltage 8.5 8.5

RunTime 6500 6500

l5 15

VoltageNumberOБteps 20 40

VoltageStepInteгval l5 15

наименование Значение

меню <Mixed Base>

use second Mixed Base Identification
меню <Mixed Base>

use second Mixed Base Identification (активно)

15

l

LaserPower

(активно)



наименование Значение
20*First Base

End Base 845**
меню <Save Setting>

(активпоD
<abl >

(.seq),

KSave>

Примечания:
* - рекомендуемое значение. значение выбирается из диапазона от 15 до 40 пар оснований.
искJIючающее из апализа низкокачественЕые последовательности в пределах первьD( пар
оснований связымния праймеров;
** - рекомендуемое значение, зпачение выбирается из расчетного значепия дlины фрагмента
.ЩНК ограниченного праймерами. низкого рarзрешения разJшtrпя в одной паре оснований на
окончании и длины к нои ки.

- в ocIloBHoM меню програI\{мы Gепе Sequencing Analysis H:DKaTb кнопку uRunu } 
,

- после завершения !цlalлиза дtlнньD(, coxptlниTb пранализиркlпные образцы в формате
для этого основном меню прогрzлммы Gene Sequencing Analysis H:DKaTb кнопку

Е
10.1.3. Сравнение по.тrrrенной нуклеотидной последовllтельности фрагмента генома-

вьцеленного из zlн:шизируемой пробы. с паспортом образца
Сравпение поrryченной нуклеотидной последовательности фрагмента генома-

вьцеленного из :шirлизируемой прбы. осуществJIяется методом сравнения полуrенной
н}клеотидной последовательности фрагмента генома. с последовательностью, приведенпой в
паспорте ГСО.

Проанализирванные образцы в формате (.seq) и файл последовательности
нукJIеотидов генома одноцепоче.пrой РНК штlмма (ГЮ020i l ) вируса SARS-CoV-2
KEPI_ISL_421275.fasta> из базы данньD( GISAID (EPI_ISL_42I275) или в текстовом формате
(.txt) непрерывной последомтельности. скопиров rной из описtмия типа на Гсо l1661-2020
(без пробелов и специzлльнъ,D( знаков). открыть в <Моlесчlаr Evolutionary Genetics Analysis> для
вырrlвнивalнtlя последовательностей. Нук;lеотидная последомтельность фрагмента генома в

файлах формата (.seq) зtшисана в виде непррьвной текстовой последовательности.
Выравненные последовательности скопировать и встtlвить в текстовьrй файл л.гrя

alнtlлиза.

Сравнить текстовые последовательности образцов с текстовой последовательностью
rIacTK4 приведенной в паспорте ГСО. огрд{ичеЕного праймерами.

Опрделить массовую долю аденипа (А). ryанина (G). читозина (С), тимшrа (Т) в
последовательности }лlастка приведенной в паспорте Гсо. ограниченного праймерами.

11 ПОДТВЕРЖДЕНИЕ СООТВЕТСТВИЯ
МЕТРОЛОГИЧЕСКИМ ТРЕБОВАНИЯМ

СРЕДСТВА ИЗМЕРЕНИЙ

11.1 PaccwtTaTb относительЕую погЁшность измернrй мiюсовьD( долей нук;lеотидов.
по формуле:

6.,= 
ff''*Т,- 

'.100, (l)
ц

где N.л - массовая доля аденина (А) (ryанппа (G), цrтозина (С), тимина (Т)) в
последомтеJьности )цасткц приведенной в паспортt ГСО, ограпиченного праймер амй, О/о;

Nli, uo. - массовая доJIя аденина (А) (ryанина (G), цитозина (С), тимина (Т)) в
про.rгенной последоватеJьности, О%.

l 1.2 Рассчлтать относительное значение среднекващ)атпческого откпонения измерний
MaccoBbD( долей Еуклеотrдов 6. %, по формуле:

9

Write .Seq File
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(])

lдс ц - среднее арифметическое значение массовых ilолей аденина (Д)((гуанипа ((i).
цитозпна (С). ,гимипа ('|')) в прчтекпых последомтельностях. аычисляемое по формуле (J ):

,ý - среднеквалратическос отlсlоненис и]мерепий массовых лоп"й 
- 
uу*осоr"лоa.

вычисляемое по фрмуле (4}.

Г l,

о

имт,- м п-( )( )66 -] ( ): _ý

(-ll

5

F] l00

l r'lc 
'l- 

КоЛИЧсство Коlгt р().:lьных образlttlв.

)

l l._]. fuIа.,lизатоР полтверждает с(ютветс,I,вие мстр,,lогическим требомlrиям,
уст rоьlенным !lри }твержлении тиllа. если полученные значения относительпой погр€lппостн
измсрниf, массовьп долей нук:tеоr,идов и относштельноI,о средllекIlадратическоl1) откJIоllснил
ре]уль'гатов измерения массовых lолсй нуклеотидов не превыtllают пг)слелов. указанных в
llриложеиии А.

l l,,t. ПрИ невыIIоJIнснии люСюго из вышсперечисJtенных чс;trrвий (когла анfurи]ат()р l|g
llодтверждает соответствие Meтpjtol ическим rрбоваltиям). поверку анализаlора прекращакlт.
результаl,ы поверки признают отиllательными,

l 2 ()ФоРМ;]ЕниЕ РЕ l}'JЬTATOB пОВЕРки

l1.1 Результаты поверки ш|аlизатора подтвержлаются с8елениями. вк.ilючснllыми ь
{Dелера,rьн ый ипформациrrнныЙ фонд по обсспечеltик.l едпнстsа измерний. в соо1}lстстRии с
порядком. ycTalloBJ,leHHыM деЙс,гвуюlllим законодатсJьством в области обеспечения елиIIс,|,ва
измерепий.

I2.] Ilo заявлению влаJIельца ан!цнзатора или лица. представивlllего e1,o на поверк}.
поJIожительные рсзультаты повсрки (когда анализатор полгвер)lQlае.l соответс-гвие
метрлогическИм требованиям ) оформляюr, свидетельством о поверкс по форме. устапtlв.,tснной
в соотвстствии с действуюшим законOлатсльством в области обсспечепия елинства и.tмереllий.

l ]. j I Io заямеltию в.ilаJlс-,lьца анаlи-.атора или лица. представившего его ша tк)Rерку-
отицаl,ельllыс результаты llоверки (когда анали]атор не ПОДТВеРЖr:lает 00()тветствие
метрологичсским rребованиям ) оформлякl.r извещснием о неприголности к примененик)
срслства измерниЙ ll() формс. усr,ановлелной в соотвстствин с ,.lейсr.вl,кlttlим
faкoн();laтejlbcTBoM в обласr.и обесllсчсния еjlинстм измерний,

l 3..l l lртоколы поверки анализатора оформJlяются по tt[юизвоJlьной формс,

I}слуtrtий иtlженер-мстрJоl И.И, Буров

l(l



Нмменование харllктеристики Значение

Диапазон измерений MaccoBbrx долей нуклеотидов. 7о от l до l00

+2,5
Прделы допускаемой относительной погрешности измерений MaccoBbD(

долей нуклеотидов, О%

1.0
Прдел допускаемого относительного средlеквадратического отк;Iонения

резуJIьтатов измер€ния массовьIх долей нуклеотидов, 7о

имт-мп-0066-2025
ПРИЛОЖЕНИЕ А (ОБЯЗАТЕЛЬНОЕ)

ОСНОВНЫЕ МЕТРОЛОГШ{ЕСКИЕ ХАРЛКТЕРИСТИКИ АНАJIИЗАТОРА

A.l _

ll
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ПРИЛОЖЕНИЕ Б

(обязательное)
МЕТОДИКА ПРИГОТОВЛЕНИЯ КОНТРОЛЬНЫХ РАСТВОРОВ

Б.l. Контрльные растворы для постzlповки реакции секвенировalния по Сэнгеру на
геЕетическом анаJшзаторе приготIlRIивtlют в последовательности:

Б. l . l . Из ГСО l 1 бб 1 -2020 вьцеrrлот тотальную РНК SARS-CoV-2.
Б.1.2. С помощью реакlии обратной т:rнскрипции превращ.lют вылелепную РНК в

комплементарЕуrо .I[HK ограниченную праймерами.
Б.1.3. Проводяг качественную оценку полуlенных ПЩР-продуктов в агарозном геле.
Б.1.4. Прволят очистку ПЦР-пtюдусгов с испоJьзовalнием ферментативной очистки.
Б.1 .5. Проводят постановку реакции секвенирвания по Сэнгеру.
Б.1 .б. Проволят очистку продукгов реакции секвенировllниJI по Сэнгеру.
Б.1.7. Подготавплкlют прдукты режции секвенирв:tЕия по Сэнгеру к к:шилJIярному

элекгрофорзу на генетическом анализатор€.

Б.2. Приготовлепие контрольньD( растворов
Б.2.1. Выдепеппе РНК SARS-CoV-2 из ГСо 11661-2020
Вьцеление РНК SARS-CoV-2 из ГСО l1661-2020 проводится с использов:шием набора

для экстакции <РИБО-Прп> (ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Роспотрбнадзор4 Россия).
Б.2.1.1. Раствор дJlя лизиса (если он хр.ulился при температуре от 2 "С ло 8 'С) прогреть

при температуре 65 ОС 
до полного раствореншI крист:uIлов.

Б.2.1.2. Подготовить и прмаркировать две одноразовые пробирки на 1,5 мл с плотно
закрыв:люIщrмися крьшIками (РНК и OKl). в каждую пробирку добавить по 300 мкл раствора
для лизиса.

Б.2.1.3.В пробирку РНК с раствором дJIя лизиса внести l00 мкл ГСО l1661-2020. В
прбирку отричательного контр:rя (OKl ) внести l00 мкл ОКО (деионизирванная вода).

Б.2.1.4. Содержимое пробирок тщательно перемешать на вортексе. прчентрифуп,rровать
в течение 5 с па микроцептрифуге для удаления кчшеJIь с вкугренней поверхности крышки и
прогреть 5 мин при б5 ОС в термостате.

Б.2.1.5. .Щобавить в пробирки по 400 мкл раствора для преципитации. перемешать на
вортексе.

Б.2.1.6. Прочентрифугирвать пробирки на микрцентрифуге в течение 5 мин при l3
тыс. об/мин.

Б.2.1.7. Аккуратно отобрать падосадоtIную жидкость, не задевru осадок, используя
аспиратор и отдельньпi Еаконечник на 200 мкл для каждой пробы.

Б.2.1.8. .Щобавить в пробирки по 500 мкл раствора для отмывки J{Ъ 3 (входит в состав
набора для экстракции кРИБО-Преп>), плотно закрыть крышки, осторожно промытъ осадок.
переворачимя прбирки З-5 раз.

Б.2.1.9. Прочентрифугировать при l3 тыс. об/мин в течение 1-2 мин на
микроцентрифле.

Б.2.1.10. Осторожно, не зzжватывчul осадок, отобрать надосадошr}.ю жидкость. испоJьзуя
аспиратор и отдельньй нtконечник на l0 мкл для кацой пробы.

Б.2.1.11.,Щобавить в прбирки по 200 мкл раствора дя отмывки JS 4 (входит в состав
набора для экстакции <РИБО-Прп>), плотно закрьпь крышrcr и осторожно промьпь осадок,
переворачимя прбирки 3-5 раз.

Б.2.1.12. Прочентрифугировать при l3 тыс. об/мин в течение 1-2 мин на
микроцентрифуге.

Б.2.1.13. OcTopкro, не зФ(ватывая осадок, отобрать надосадочпую жидкость. испоJIьзуя
аспиратор и отдельный наконечник на 10 мкл дlя каждой пробы.

Б.2,1.14. Поместить пробирки в термостат при температ},р€ 65 ОС на 5 мин для
подс)шшмния осадка (при этом крышки пробирок долlсrы бьrть открьпы).

Б.2.1.15. .Щобавить в прбирки по 50 мкл РНК-буфера. Пермешать на вортексе.
Поместить в термостат при температуре 65 ОС на 5 мин, периодrчески встяхив:ля Еа вортексе.

l]
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Б.2.1.1б. Прчентрифуплровать пробиркц при l3 тыс. обlмин в течение l мин на

микроцентрифуге. Жидкость в пробирке <рнк> содержит Рнк.
Б.2.1 .l7 . Поrгуrенпую llо{дкость. содерж.ш{уо РНК, а.тиквотирвать по l0 мкл.
РНК может храниться до 24 часов при температуре от 2 до 8 ОС и не более года при

температуре не вьrше минус 16 ОС.

Б.2.2. Спнтез комплементарной !НК па матрпце РНК SARS-CoV-2 п ее
коппровдние

Реакция обратной 1рансцрипции у{астка РНК SARS-CoV-2 с полrlением
комплементарной .ЩНК (даlrее - кДНК) длиной 907 п.о. и дальнейшим ее копированием
проводится с использованпем набора для обратной трzlнскрипции и поJIимерiвной цепной
реакции (оТ-ПцР) с длинньIх (ло 7 kb) и сложньн матиц одIошаговьш метбдом БиоМастер
ОТ-ПЩР-Премиум (2х), прямого праймера GSO_N3_F и обратного праймера GSO_N3_R.
вьцеленной РНК по п. Б.2.1 .

Б.2.2.1. Разморзить 2х буфер для ОТ-ПЩР-Премrум и тщательно перемешать.
Подготовить и промаркировать 8 тонкостенньп< прбирок объемом 0.2 мл для ПЦР

(KIHKI> - 5 пробирок, кОК2> - l пробирка- <F> - l пробирка- KR> - l пробирка).
В пробирки <F> и KR> вЕести по 9 мкл деиопизированной воды и добавить по 1 мкл

стокового раствора прямого праймера GSО_NЗ_F в прбирку кF> и стокового раствора
обратного праймера GSO_N3_R в пробирку KRll.

Поместить тонкостепные пробирки (ДНКl) и кОК2> в охлажденный штатив и добавить
компоненты в соответствии с таблицей Б.l из расчета объема одной реакционной смеси 50 мкл:
Таблица Б.1

Осторожно перемешайте на микроцентифце и сбросьте капJш. испоJIьзуя чентрифугу.
Б.2.2.2. Поместите пробирки (ДНКl ) и кОК2> с приготоыIенными раствор:lми в

термоцикJIер и задайте программу термоцикJIиров:шия в соответствии с таблицей Б.2.
Таблица Б.2 - Программа термоцикJIиромнпия

Примечание - В слу.rае использования термоцикJIера без грющейся крышки, добавьте в
кажлую пробирку кzшлю (25-35 мкл) минерального масла.

Б.2.2.3. Проанализируйте продусг ампrплфикации из одrой пробирки (ДНКl ) и кОЮ>
элекгрофорзом в соответствии с п. Б.2.3.

Б.2.2.4. Получепньй ПЦР продукr алпквотировать по 8 мкл.
Ш]Р прдуlс с комплементарной .ЩlК может храниться при температур +4 ОС - t

месяц, при температур Ее выше мипус 20 ОС - l год.

.}lb компонент Объем на l ракцию. мкл
l 2х смесь для оТ-ПЦР- Премирл 25
2 БиоМастер Премиум-микс 2
J Прямой праймер GSO N3 F (l0 пмоль/мкл) l
4 Обратньй праймер GSO N3 R (l0 пмоль/мкл) l

Вьцеленнм РНК/отричательньй контроль

6 .Щеионизированная
обработанная .ЩЭПК

стерильная водал

?тап Температура ОС Врмя Кол-во циклов
Обратная транскрипцLIJI 45 30 мин 1

Предмрительная денатурация 93 ) мин l
,Щенаryрачия 9з 10 сек
отхиг бl 20 сек

Элонгация 68
l мип l0

сек
Финальпая элонгация 68 l0 мин l
Хранение .+

lз

5 10

ll

35
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Б.2.3. Кдчественная оцеЕкl полученпых ПItР-продукгов в агарозпом гепе
Качественная оценка IЩР-продуктов поJIуrенньп< по п. Б.2.2. проводится дJIя оценки

длины фрагмента к.ЩIК, с применением комплекта реагентов для элекгрофортической
детекции продусrов амплификации в tгарозпом геле <ЭФ>, 4'буфер для нанесения.Щ[К на

геrь <БиК> и.ЩНК маркер Step l00 DNA Ladder.
Б.2.3,1. Приготовить рабочий элекцофорезный буфер, для этого в мерньй цилинд)

1000 мл добавить 25 мл цис-боратного буфера (ТБЕ) концентрированного с бромидом и

довести объем дистиллировшrпой водой до 500 мл, зaкрыть циJпrндр парафильмом и
перемешать.

Б.2.3.2. Агарозу из одного флакона пересыпать в стекJIянную колбу из термостойкого
стекJIа на 250 мл. На.пить l00 мл рабочего буфера перемешать вращением колбы и пл!lвить в
мпкроволновой пеIш до полного растворения агарозы. Время плавления агарозы в

микроволновой печи мощностью 800 Вт при ее загруженности l колбой - 1,5 мин. Вынlть
колбу с расплавленной агарозой из микровоJIновой печи. lкчrратно пер€мешать. вращая колбу.
После этого вновь поместить колбу с агарозой в микрвоJIновую печь на 1.5 миЕ (при
мощlости 800 Вт), довести агарзу до кипениJI. Вынуть колбу из микроволновой печи и
остудить агарзу, вращая колбу, до температуры 65-70 'С.

Б.2.3.3. Вьтровнять горизонтzlльно стоJIик для зalливки гелей, вставить подлохку для
з:лJIивки геJIя, закрепить ее, устarповить гребенку.

Б.2.3.4. Заlпrть расплаьтенньй агарзньй гель в форму камеры дJIя горизонтaлJIьного
элекгрофорза.

Б.2.3.5. После полного застьвilния геля (не менее 30 мин при комнатной температу,р)
пер€нести подлохtку с готовым гелем в капrеру для горизонтtrльного электрофореза и осторожно
вын}ть из него гребенку. не повредив лlнки.

Б.2.3.6. За.гrить в камеру для горизонтального элекгрфореза готового буфера столько.
тгобы он покрымл гель на 5 мм сверху.

Б.2.3.7. Подготовить и промаркирмть 2 тонкостенные пробирки объемом 0.2 мл для
Ш-Р (к[НК2> - 1 прбирка кОК3> - l прбирка).

В пробирки внести по 2 мкл 4хбуферд для нrнесенпя .ЩНК, в пробирку <,ЩНК2 внести
6 мкл ПI-{Р прдукта поJrr{енного по п. Б.2.2.2, из пробирки (ДНКl ), в пробирку <ОКЗ> внести
6 мкл отрицатеJьIlого контроJlя поJI}лrенного по п. Б.2.2.2. из прбирки коЮ>.

Б.2.3.8. Внести в лунки подготовленного геля по 8 MK;l растворов:
в лунку JФ 1 - раствор из прбирки к!НЮ>;
в лунку Nч 2 - ,ЩНК-маркер;
в лунку },(b 3 - раствор из прбирку кОК3>
Б.2.3.9. Вкпочить источник питzlния и проводить элекгрофорз при l0 вольт/см (при

длине геJIя l0 см на источнике Iштtlния выстilвJIяется параметр 113 вольт).
Б.2.З.l0. По завершении элекгрофорза выкJIючить источник тока и перенести гель на

цансиJIлюминатор. В чшzллизируемом образце должен бьrь фрагмент на }?овне 900 пар
оснований. В отрицательном контоле фрагментов (бэнлов) не должно бьrгь. В сrгrlае
выявления фрагментов в отрицательном контроле результаты по всем образцам признают
педействительными, TllK Kltк произошла контаминация. Приготовление KoHтpoJIbHbD( растворов
необходимо повторить с п. Б.2.1 .

Б.2.4. Очпсгка ПItР-проryкгов с использоDаппем ферментlтивпой очистки
Очистка ПI_1Р-продутсгов проводится с использов!lнием PCR Product Express Cleanup

Reagent.
Б.2.4.1. В пробирке объемом 0.2 мл для ПЦР смешиваот 7,5 мкл ПI_Р-пIюд}кта с 3 мкл

рагента PCR Product Ехрrеss Cleanup Reagent.
Полученньпi раствор инкубируют в термоцикJIере по прогрtlJ\{ме, приведенной в

таблице Б.3.

|,l



Этап Тем перат1,1эц ОС Время
Инкубация 15 мин
Инкубация 80 15 мин
Хранение 4 со
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Таблица Б.3 - Программа термостатиров.lния

Б.2.4.2. Оцепите концентацию ПЩР-прдlтсга при помощи спекгрофотометрическю(
или фrryорпмегрическrх методов.

Б.2.4.3. о.шщенньй ПI]Р-прод},кт готов к постalновке реакции секвениромния по
Сэнгеру.

Таблица Б.4

Пол}ченньй раствор ампrпrфицируют в термоцикJIере по програп.rме, приведенной в
таблице Б.5.

Таблица Б.5 - Прграмма термоцикJIирвllния

Б.2.5.3. После завершения ре:лкции секвенирования пер€ходят к стадии очистки
продуктов севенировllния по Сэнгеру.

Б.2.б Очпсгка проryктов редкцпп секвенпроваtlпя по Сэнгеру
!анная процедура прводится с использованием реaгентов D-РчrеТМ Dye Теrmiпаtоr

Removal Kit.
Подготовить и промаркировать 8 тонкостенньтх пробирок объемом 0,2 мл для ПЦР

KKOl >.

Б.2.б.1 . Пермешайте пипетирванием магнитные частицы D-Рчrе.
Б.2.6.2. Внесите в каждую пробирку <КО> по l0 мкл магнитньп< частиц D-Pure.

N9 компонент Объем на 1 реакцию, мкл
l 5х Sequencing Reaction Вчffеr 1.8
2 Прямой праймер (3,2 пмоль/мкл) l

BDT UltraS eq Master Mix 0.5
4 1

) Деионизированная стериJIьная вода 5,7

Этап Температура" "С Врмя Кол-во циклов
96 l мин 1

96 l0 сек
j050 5 сек

элонгация 60 4 мин
4

l5

з,|

Б.2.5. Поgтдновка реакцпи секвенировавия по Сэпгеру
Постановка ракции секвенирв:шия по Сэнгеру проводится с использомнием ре:lгентов

BDT UltraSeq Kit.
Б.2.5.1. Перл приготовлением ракционной смеси разморФкив:lют р€:лгенты, входящие в

состав набора BDT UltraSeq Kit.
Подготовить и промаркировать 9 тонкостенньп< пробирк объемом 0,2 мл для П[Р

(кКО> - 8 пробирок. кF> - l пробирка).
По.щотови,ть раствор прямого праймера концентрацией 3.2 пмоль/мкл, дJIя этого в

пробирку <F> внести 30 мкл деионизированной воды и добавить l мкл стокового раствора
прямого праймера GSO_N3_F.

Б.2.5.2. Д]lя прЕготовления 8 контроrьньп< образцов, в каждой прбирке (КО))
смешивают компоненты в соответствии с таблицей Б.4:

J
ПI-{Р-продукг ( 5 -20 нг)

Инкфачия
.Щенаryрация
Отжиг праймера

Хранение
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Б.2.6.3. Внесите в кФIцую прбирку <КО> по 42 мкл'75Yо этанола хорошо пермешаЙте

пипетированием.
Б.2.6.4. Поместите прбирки кКО> с поrгrrенной смесью на магшrтныri штатив на 3

минуты. Магнитные частицы в растворе дошкны притянуIься к магниту, а раствор стать
светJIым.

Б.2.6.5. Не снимая пробирки с мzгнитпого штатива' удаJште весь супернатarнт.
Вншr,rание! Не захмтьвайте в процессе удаления мzlгнrтные частицы.
Б.2.б.6. Внесите в прбирки кКО> с магнrtтными частицами по l00 мкл 75Оlо этшrола и

подождите 30 секунд.
Б.2.6.7. Не снимая прбирки с мtlгнитного Iптатива уд пrте весь супернатант.
Вншr,rание! Не захватывайте в процессе удаления магнитные частицы.
Б.2.6.8. Повторите rrр{кты Б.2,6,6 ц Б.2.6.7 дваlсды. При последнем уд.rлении

супернатанта фед{тесь, что в пробирке не остzlлся этанол.
Б.2.6.9. Снимите пробирки с мzгнитного штатим и просушите магнитные частицы при

комЕатноЙ температуре в течение 3-10 миrrуr. Важrо! Не пересушпваЙте м:lгЕитные частицы.
Б.2.б.10. .Щобавьте в пробирки <КО> с просушенными магнитными ч:ютицzлми по 40 мкл

элюирующего буфера или деионизованной во.щl. хорошо пермешайте питетирванием и
инкубируйте при комнатпой температуре в течение 5 миrrуг.

Б.2.б.l l. Поместите прбпрки кКО> с поrrученной смесью па магнитный цIтатив на
3 минугы. Магнrrтпые частицы в растворе долrclы прrтяЕугься к мtlгниту, а раствор стать
светлым.

Б.2.6.12. Не снимм прбирки с м!гнитного штатива и не з:цкlтывм мtгнитные частицы,
отберпте по 30 мкл супернатанта и перенесите в пробирш <КО1>.

Bа:lcro! Не зжватывайте магнmные частицы.
Супернатаrт содержит очищенные прд/кты реакции по Сенгеру и готов дJIя

элекгрофоретического разделеЕия на генетическом анаJIизаторе.

Б.2.7 Подготовка проryкIов реrкции секвепированпя по Сэнгеру к капиллярному
элекгрофорезу на гепетпчоском двалllзаторе

. .Щанная процедФа проводится с использованием высоко деионизированного формамида
Hi-Di Fогmаmidе.

Б.2.7.1. Помещают 15 мкл оIшщенньD( продуrrов реiкции по Сенгеру, приготовленньD(
по п. Б.2.б, в 96-луночньй плtшшет в 1 и 2 рял планшета (lб повторв) и добавллот 10 мкл
формамид4 пеIЕмепшкlют пипетирванием. Закрйте ячейки шrтrrиспарителем (септой).

Б.2.7.2 Планшет с образчами помещают в термоцикJIер и денатурир}.ют по програ}rме.
приведенной в таблице Б.б.

Таблпца Б.б - Прогрtмма термостатирвllниJI

После проведенной процедуры концюJьные образцы
кaшиJIJIярногО элекгрофореза на генетическом tlн:ллизаторе.

готовы к проведению

ЭтагI Температlра. 'С Время
96 3 мин

Охлаждение 4
х е

lб

Денат}рация
2 мин

4 aa


