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положительный контрольный ооразец
контроль взятия материала
идентификационный номер

Введение
Fen BR.AF входит в состав сигнального пути EGFR. 

следующие отвечающего за процессы ангиогенеза и пролиферации клеток. В
__________  нормальной клетке этот сигнальный путь в управляемо-
__________ регулируемом состоянии, при возникновении активирующей

мутации в любом компоненте этого сигнального пути мутантный 
ген нач1щает непрерывно продуцировать постоянно 
активированный белок. Этот белок запускает механизм 
непрерывной клеточной пролиферации, в результате чего 
образуются опухоли.

Мутации в гене BI14F присутствуют примерно в 50% случаев

раковых заболеваниях)
парафиновый блок

Catalog of Somatic Mutations in C a n c e l  
(международная база соматических мутаций ^0% папиллярно-тиреоидных опухолях. 30% опухолей

яичника. 10% опухолей КРР и около 10% опухолей простаты.
Целевым апалитом. выявляемым при помощи набора 

реагентов «Тест-.бЛ'1^-ткань-мульти», являются мутации в гене 
BRAF - V600E. V600E complex (обнаруживает мутации V600E, 
V600E complex, по не различает их), V600K. V600R. V600D. V600Dc 
(обнаруживает мутации V600R. V600D. V600Dc. но не различает 
их). V600M.

Научная обоснованность целевого аналита заключается в его 
специфичности (уникальности последовательности ДНК) в 
отношении соматических мутаций гена BIL4F.

Ген BRAF (7q34) кодирует ссри!1-треониновую киназу, 
мутации в активирующем домене которой вызывают стабильную 
каскадную гиперактивацию митоген-активированных протсинкиназ 
МЕК h ERK\

Fen BRAF относится к нротоонкогенам -  примерно в 7-8% 
^случаев злокачественных оп\ холей человека обнаруживаются

'активирующие соматические мутации в эюм гене, которые чаще 
всего локализуются в 15 экзоне 1'ена BRAF (кодоны 600 и 601). 
Мутационный статус гена BRAF может быть использован как 
прогностический и особенно как предиказивный маркер - наличие 
мутации ассоциировано с потенциальной устойчивостью к любым

• \1азурс[ж о Н.И. Генсгичсскис особенносги и маркеры меланомы кожи 7 
Успехи молекулярной биологии. 2014. вын. 2. С .26-3.^,
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ингибиторам роцемторных тирозинкина-i. а такисе к мопотерапии
ингибиторами mTOR^. Ь Назначение

Наиболее часто встречающиеся мутации (более 97% Назначение: набор реагентов «Тест-^У?.'1/^-ткань-мульги»
локализованы в кодоне 600. Из них около 90% мутации -  замена предназначен для качественного определения статуса мутаций в 
валина на глутаминовую кислоту -  V600E. Менс; гене - V600H. V600E complex (обнаруживает мутации V600E.
распространёнными считаются замены азотистых оснований V600E complex, но не различает их), V600K.. V600R. V600D. V600Dc 
тимина -  V600K (около 8-20%), аргинина V600R -  1%, лейцина (обнаруживает мутации V600R. V600D. V600Dc. но не различает 
V600M -  0.3%. аспарагиновой кислоты V600D -  0,1%^. их), V600M методом мультиплексной полимеразной цегпюй

Область применения набора реагентов -  клиническая реакции в реально.м времени с гибридизационно-флуоресцентной 
лабораторная диагностика, онкология. детекцией в пробе геномной ДНК человека, выделенной из ткани.

Показания и противопоказания к применению фиксированной в 10% растворе формалина и заключённой в
Показания к применению; Набор реагентов «Тест-/?Л4У^-ткан1^г1арафиновый блок (FFPE-блок), при обследовании пациентов с 

мульти» рекомендуется применять при обследовании пациентов Жэпухолсвыми заболеваниями (меланома. папиллярный рак 
опухолевыми заболеваниями (меланома, папиллярный рак щитовидной железы, рак яичников, колоректальный рак. рак 
щитовидной железы, рак яичников, колоректальный рак. рак предстательной железы) с целью определения эффективной 
предстательной железы) с целью определения эффективной стратегии таргетной терапии ингибиторами киназной активности 
стратегии таргетной терапии ингибиторами киназной активности RRAF и MF.K и прогнозирования эффективности лечения 
BRAF и МЕК и прогнозирования эффективности лечения. (Клинические рекомендации: «Меланома кожи и слизистых

Противопоказания к применению: при использовании оболочек». С43. С51, С60.9. С63.2; «Рак щитовидной железы». СУЗ; 
специально обученным персоналом и с учетом применения по «Рак яичииков/рак маточной трубы/первичный рак брюшины». С48, 
Ешзначеиию не выявлены. С56. С57: «Рак прямой кишки». С20; «Рак предстательной железы».

Популяционные, демографические аспекты применения С61. Взрослые. 2021. Разработчики; Общероссийский 
медицинского изделия: популяционных. демографических национальный союз «Ассоциация онкологов России», 
аспектов применения набора реагентов «Тест-Л/?.4/‘’-ткань-мульти» Общероссийская общественная организация «Российское общество 
не выявлено. клинической онкологии» (утв. Минздравом России).

Стери.зьпосзь: изделие нс стерильно. Функииопа.1Ы1ое назначение: полученные результаты могут
использоваться при обсле.'ювании пациентов с опухолевыми 
заболеваниями (меланома, папиллярный рак щитовидной железы, 

жрак яичников, колоректальный рак. рак пре.дстатсльной железы) с 
"целью  опролс.зения эффективной езратегии таргетной терапии 

ингибиторами киназной активности BRAF и МЕК и
-------------------------------------  прогнозирования эффективности лечения.

Потспцпа.зьпые iioipe6nTe.ni медицинского iii.ie.imi 
Набор предназначен д.зя профессионального применения в 

медицинских учреждениях и клинико-диагностических 
лабораториях онкологического профиля. 11рофессиона.1Ы1ый

Качко В.,А.. :JapcuKnn .А.Р.. Ванчшки В.Э. Тестирование сматических 
мхтации: ро.ть в лиф ф еренциальнои диагностике новообразований ижтовилной 
ж е.тезы //Э нлокриннная хирургия. 2019. - Т. 1.3, -.Vyl. С, 26-41,

In G.K.. Poorm an К,. Saul ,М. ei al. M olecular prailling  o f  m elanom a brain 
meiasta.ses com pared lo primarx' cuianeous m elanom a and lo extracranial m etastases , 
O ncotarget. -  2020. Vol. 11. .Vy 33. -  P. 3118 3128.
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уровень потенгшальных пользователей 
лабораторной диагностики, медицинский лабораторный техник.

2. Пршшип метода
Метол

врач клинической инактивируется в процессе первого цикла денатурации ДНК и нс 
препятствует амплификации продуктов текущей реакции.

В составе праймер-микса присутствуют флуоресцентно- 
меченые олигонуклеотидные зонды, которые 1 ибридизуются с 
комплементарным участком амплифицируемой ДИК-мишени и 
разрушаются Г^^у-полимеразой. в результате чего разобщаются

Мультиплексная поли.меразная цепная реакция в реальном краситель и тушитель, и происходит нарастание интенсивности 
времени с гибридизационно-флуорссцентной детекцией. флуоресценции. Это позволяет регистрировать накопление

Тип ана.тзируемого образца специфического продукта амплификации путём измерения
Материалом для проведения ПЦР служат пробы геномной интенсивности флуоресцентного сигна-ia в режиме реального 

ДНК человека, выделенные из ткани, фиксированной в 10°'( времени.
растворе формалина и заключённой в парафиновый блок (FFPPa  Набор содержит реагенты для мультиплексного качественного 
блок). ▼определения статуса мутаций V600E. V600E complex (обнаруживает

Принцип определения мутации V600E. V600E complex, но не различает их), V600K.
Выявление статуса мутаций в гене BRAF - V600E, УбООГ V600R, V600D. V600Dc (обнаруживает мутации V600R. V600D. 

complex (обнаруживает мутации V600E. V600E complex, но нс V600Dc, но не различает их). V600M. а также нормальный вариант 
различает их), V600K, V600R. V600D. V600Dc (обнаруживас! гена BRAP\ используемому в качестве контроля взятия материала, 
мутации V600R. V600D. V600Dc. но не различает их). V600M Д̂ -чее КВМ (табл. 1).
методом мультиплексной ПЦР в реальном времени с 
гибридизационно-флуорссцентной детекцией в пробе геномной 
ДНК. выделенной из биологического материала, включает в себя 
три этапа:

1. Подготовку ПЦР:
2. ПЦР-амплификацию ДНК и гибридизационно- 

флуоресцентную детекцию продуктов а.мплификации н 
режиме реального времени:

3. Интерпретацию результатов.
С пробами ДНК проводятся реакции амплификации участков 

генов при помощи специфичных к этим участкам ДНК праймеров 'ж 
реакционном буфере. ^

В состав ПЦР-буфера входят все основные реагенты, включая 
термостаби.1ьную ДНК-полимсраз\ с «горячим стартом», смесь 
dX IР. урацил-ДНК-гликозидаз)' и оптимизированный буфер. 
Наличие фермента >рапи;1-ДНК-1 .жкозидазы препятствуе'1 
получению ложноположите.1ьных pc:w.'ibTaTOB при контаминапи!! 
продуктами амц.шфикации. при этом фермент полностью

Таблица 1 - Состав мультиплексов, входящих в набор

.М ультиплекс
(п р ай м ер -м и к с)

К яи я . 1 , соответствую щ и й ф л уороф ору
K A M /G reen H E X A ’ellow

бООЕ/Ес
М утации V 600E. V 600Ec в гене 

{определяет .мутации, но нс 
различает их)

КВМ  (ген BRAI-  
че.'ювска)

бООК М утация V600K в гене B R A I  '
КВМ  (ген B R A F  

че.гавека)

бООК.'О'Ос
М утации V 600R. V600D, V600Dc 

в icHC B liA J-  (определяет 
мутации, но tie различает их)

КВМ  (г е и /Ж ! / ' 
человека)

600М М утация \ ’600М  в гене BRAI-
К В М  (ген B R A I  

человека)

КВМ иозво.зяет подтверщ^ть факт взятия материа.ш o'l 
человека, оценть качество, эффективность выделения ДНК и 
возможного на.тчия ингибигоров в пробе. црис\лс1вис которых 
может привести к .южноотрипате.зьным резу.штата.м.
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Ограпичепия метола
Обнаружение мутаций зависит от целостности образца и 

количества амплифицируемой ДНК. присутствующей в образце. 
Чистота выделенной ДНК. выраженная в отношении оптических 
плотностей (Л260/280н.м). необходимая для проведения 
исследования, должна составлять не менее 1,4. Концентрация ДНК. 
достаточная для проведения исследования должна составлять 1-50 
нг/мкл.

Ткань опухоли не является гомогенной, в связи с этим 
результаты анализа, полученные из образца ткани, .могут нс 
совпадать с результатами других секций той же самой опухоли. 
Кроме того, образцы опухоли .могут содержать и нор.мальну

3. Сосз ав набора реагентов
Набор реагентов «Тест-/^У?Л/'-ткань-мульти» выпускается в 1 

форме комплектации - «Тест-Б^?.4^-ткань-мульти».
Количество анализируемых проб
Набор реагентов рассчитан на 28 определений каждого 

мультиплекса (бООЕ/Ес — мутации V600E. V600Ec (обнаруживает 
мутации V600B. V600E complex, но нс различает их): 600К -  
мутация V600K; 600R/D/Dc -  м\тации V600R, V600D. V600Dc 
(обнаруживает мутации V600R. V600D. V600Dc. но не различает 
их); 600М -  мутация V600M). что соответствует определению 24 
исследуемых образцов с отрицате.чьным и положительным

нжконтролсм в каждой постановке или 9 единичным постановкам с 
(неопухолевую ткань). При использовании пробы геномной ДНК*отрицательны.м и положительным контролями. 
выделенной из ткани, не содержащей опухоль, набор «Тест-BRAF-
ткань-мульти» не сможет выявить мутации ге}ш BRAF.

Возможная причина получения ложноположительного 
результата - контаминация на этапе выделения ДНК либо 
проведения реакции мультиплексной ГЩР. Ложноположительный 
результат может быть выявлен с помощью отрицательного 
контрольного образца.

Набор реагентов «Тест-Д/б^Д-ткань-мульти» не может 
использоваться для диагностики какой-либо патологии. Набор 
реагентов «Тест-Д/?ЛД-ткань-.х1ульти» предназначен только для 
качественного определения статуса мутаций V600E, V600E complex 
(обнаруживает мутации V600E, V600E complex, но не различает их). 
V600K. V600R. V600D. V600Dc (обнаруживает мутации V600R. 
V600D. V600DC. но не различает их), V600M гена BRAF.

Нарушение целостности упаковки при транспортировании.
Использование набора с истёкши.м сроком годности ил1у 

нарушение ус.ювий храпения набора. *
Нарушение хсловий хранения при транспортировании 

образцов.
Время проведеппя реакции му.1 ы iiii.icKCiioii ПЦР

Состав набора реагси гов
Таблица 2 -  Состав набора реагентов «Тест-ДД.4Д-ткань-.мульти»

№
пп

Нязвание
реагента Описание

Количество,
объем

П ЦР-буфер П розрачная бесцветная 
ж идкость

1 пробирка. 
450 мк.т

2 Праймер-.микс бООЕ/Ес
П розрачная бесцветная 
ж идкость, мож ет и.мезь 

оттенок сиреневого цвета

1 пробирка. 
280 мкл

3 Прай.мер-микс 600К
П]-)Озрачная бесцветная 
ж идкость, может и.меть 

озтенок сиреневого цвела

------------------ 1
1 пробирка. 

280 мкл

4 И раймер-м 1ж с 6()0R.'D/Dc
] 1розрачная бесцветная 
жидкость, может иметь 

отгонок сиреневого цвета

1 пробирка. 
280 мкл

5
>

П раймер-микс бОО.М
П розрачная бесцветная 
ж идкость, может иметь 

оттенок сиреневого цвета

1 пробирка. 
280 мкл

6 Пк'О П розрачная бесцветная 
ж идкость

1 пробирка. 
220 мкл

7 ОКО П розрачная бесивст[|ая 
ж идкость

1 пробирка. 
220 мкл

зависит от типа ами.тфикаюра.
И р и м с ч а и ш ‘: Э ксп:1у а т а ц 11о и и а я  О окум еи п и п 1и я  (к и с т р у к ц и я  по
п р и м е н е н и ю  и п а с п о р т  к ачесш на) не  вяоО ит  в  со с т а в  т д е я и я . н о  вхо<)ят в 
К ом плект  п о с т а в к и  irideauH. П а о о р  р е а е еи т о в . <).7Я о б е сп е ч ен и я  
соо .поО сния у с л о в и и  т р а н с п о р т и р о в а н и я . пп .\1си{аст ся  в  т е р и о к о и т е й н е р
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тттолиурвтаповыи многоразового использования для временно.г, и К нормальному варианту гена B H 4 F .  ис110льз\смом\' в качестве
хтанения и транспортирования с подготовленными хладозяементал,,, контроля взятия материала - КВМ (детекция осущсствтяется по 
Термоконтейнер вкчадывается в коробку из картона, туда .яс, ^1алУ HEX/Ycilow). w ц ) .ееявляется по
помещается инструкция по применению и паспорт качества на кажду:,. Ппохожление пеакпии пп MFY/Yf-llnwпоставляемую парию изделия. ' П рохождение реакции по HLX/Yellow Ct<35 говорит о

достаточном качестве забора материала, эффективности экстракции
ПЦР-буфер готов к использованию и содержит все основные ингибиторов ПЦР.

реагенты, включая термостаби.тьную ДНК-полимеразу с «горячит отсутствии реакции по Kana.iv HbX/Yellow или Ct>.4s и
стартом». дезоксинуклеоти,ттрифосфаты. урацил-ДНК-гликочииз^ отсутствии реакции но кана.там специфики
И огггимизировапный буфер. ' FA.Vl/Urecn. результат следует считать певалидпым. для данного

Пранмер-.микс бООЕ/Ес готов к использованию и содержи, провести повторное исследование, начиная с
мультиплексную смесь праймеров и зондов - праймеры и
флуоресцентно-меченые олигонук.теотидные зонды к мутация\# По.южите.тьнын коптро.тьныи образец (ПКО) готов к
V600E. V600EC (обнаруживает мутации, но нс различает их) “ пользованию и представляет собой смесь плазмидных ДНК с 
BR.AF (детекция осуществляете^ по каналу FAM/Green) и к вставками амплифицируемых фрагментов ДНК:
нормальному варианту гена BRAF. используемому в качестве участок гена BRAI- человека, специфичные фрагменты
контроля взятия материала - КВ.М (детекция осуществляется по w T nn  ” ^ '^^OOEc. V600K. V600R.
каналу IIEX/Yeilovv) VbUUU. VbUUDc. V600V1. заключенные в плазмидный вектор рА1-ТЛ

Праймер-мцке бООК готов к использованию и содержит ™
мультиплексную смесь праймеров и зондов - праймеры н ”  мутантных и 87.5%
флуоресцентно-з.еченые олигонуклеотидные зонды к мутации “ Р«^-у»Ь1Х копии ДНК.
V600K гена/«Д Д  (детекция осуществляется по кана;,у FAM/Green I «  ' РИЦательшии контрольный образец (ОКО) готов к
и к нормальному варианту гена BJUF. используемому в качестве *’‘=’’°-'“ °аанию и представляет сооои деионизованную воду, 
контроля взятия материала - КВМ (детекция осуществляется по ‘=®°бодную от ДНКа^з.
каналу IlEX/Yellow). ^ сосшве наоора отсутствуют .чекарственные средства для

медицинского применения, вещества человеческого или животногоПраймср-.микс 600R/D/DC готов к использованию и содержи! 
мультиплексную смесь Гфаймеров и зондов - праймеры и 
фллоресцснтно-мечсныс олигонуклеотидные зо}1ды к мутациям 
V600R. V600I:). V600DC (обиарчживает мутации, но не различает их), 
гена BRAF (детекция осуществляется по каналу FAM/Grccn) и кф 
нормальном) варианту' гена BRAF. используемому в качестве 
контроля взятия материала - КВМ (детекция осуществляется но 
каналу HHX/Yc!iovv).

Праимер-лшке бООМ готов к использованию и солержи! 
мультинлекенчю с.месь праймеров и зондов - праймеры и 
флх'орсецеитио-меченые олш ои\клеотидные зоилы к мутации 
V600M гена BRAT (детекция ос\шеетвляетея по каналу FAM/Green)

происхождения.
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4. Харакгерисгпки набора реагентов 

4.1 Технические и функциональные характерно! ики

'1'аблица 3 -  Набор реагентов «Тест-/?/?/1/‘-ткань-мульти»
Н аи м сн и ван и е Х а р ак тер и сти к и  и норм ы П у н к т  Т>

п о к а за те . 1 и
1.1 Т ех н и ч ески е  х ар а к те р и с ти к и
И а н м е н о в а ш 1 е В неш ний  вид К ол и ч ество ,
р еаген та обьем , 

мк.т (± 5% )
П ЦР-буфер П розрачная бесцветная 1 пробирка. Раздел 7.

ж идкость 450 мкл пункт 7.6
П раймер-микс
бООЕ/Ес

П розрачная бесцветная 
ж идкость, мож ет иметь 

оттенок сиреневого цвета

1 пробирка. 
280 мкл

Раздел 7. 
пункт 7.6

П раймер-микс 600К П розрачная бесцветная 
ж идкость, мож ет иметь 

оттенок сиреневого цвета

1 пробирка. 
280 мкл

Раздел 7, 
пункт 7.6

П раймср-микс
600R/D/DC

П розрачная бесцветная 
жи-чкость. мож ет иметь 

оттенок сиреневого цвета

1 пробирка. 
280 мкл

Раздел 7. 
пункт 7.6

П раймср-микс 600М П розрачная бесцветная 
ж идкость, мож ет иметь 

оттенок сиреневого цвета

1 пробирка. 
280 мкл

Раздел 7. 
пункт 7.6

ПКО П розрачная бесцветная 1 пробирка. Раздел 7.
ж идкость 220 мкл пункт 7,6

ОКО П розрачная бесцветная 1 пробирка. Раздел 7.
ж идкость 220 мкл пункт 7.6

1.2 К о м п л ек тн о сть П ункт 1.4 Раздел 7. 
пункт 7.10

1.3 Л Ь ц ж н ровка П ункт 4 Раздел 7. 
пункт 7.10

1.4 У п ак о в к а П ункт 5 Раздел 7. 
п ун к 1 7. К)

2. flJvHKUHOHa.ibUbie ^ар ак тер и сги к и
Регистрация роста сш'на.та Раздел 7.

2 .1 .1 1иложптельный флуоресценции в нробирка.ч с ПКО по пункт
резу.чьтач с ПКО каналам Р.ЛМ'Огееп С'1д25 i ПЕХ Yellow 7.8.2

Ct<35
В нробирка.ч с О КО  по ка(!а.там Раздел 7.

2.2. О трицательный Р.ЛМ/Сгссп. 1 lEX 'Yellow  Ct не \ казан (то nVTlKT
результат с ОКО есть график иакоп.тения флуоресценции 7.8.2

отсутст вуст).

Н аи м ен ован и е
п о к азател я

Х а р а к т е р и с г и к и  и н орм ы П у н к т  Т>

2.3. Прохождение 
реакции в пробирках 
с КОС

В пробирках с КОС по каналу FA M /G reen 
Ct не указан (то есть график накопления 
ф луоресценции отсутствует). По кана.чу 
H EX /Y ellow C t< 35 .

Раздел 7.
пункт
7.8.2
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Примечание: При проведении  контрольной П Ц Р  в качестве 
контрольного образца  специф ичности  (КОС), исполь:?уют смесь геномной 
Д Н К  человека, выделенной из клеточной линии Jurkai с ко}щентрацией 1 
000 копий  на 1 мкл.

В случае неисправности медицинского изделия, отклонений в 
его функционировании, которые могут влиять на безопасность, 

^изменений аналитических характеристик изделия незамедлительно 
прекратить примснс!ше медици!{ского изделия и сообщить 
производителю (см. раздел 14 Инструкции).

прослеживаемое гь контрольногоМетрологическая 
образна -  П К О

Метрологическая прослеживаемость ко}!трольного образца -  
ПКО подтверждена спсктрофогомстричсским методом, путем 
проведения проверки концентрации стокового раствора Jurkai 
(производства «Ihermo Fisher Scientific». СШЛ). составляющего 
нор.мальный вариант копии ДНК и концентрации плазмид мутаций 
в гене BlbiF: V600E. V600Bc. V600K. V600R. V600D. V*600Dc. 
V600M. составляющих мутантные копии ДИК в ПКО.

Последующее проведение мультиплексной аллсль- 
специфической полимеразной цепной реакции в режиме реального

(ПКО) обеспечивает стабильную работу Набора реагентов «Тссч- 
♦5/?/]7'-ткань-м}'льти» и прсдставлясч’ собой смесь плазмидных ДИК 

с синтетическими вставками амплифицируемых фра! ментов ДИК: 
норма.чьный участок iena BRAh человека, специфичные фрагменты 
с мута!цчями гена человека -- V600H. УбООНе. V600K. V600R.
V600D. V600Dc. V600M. заключён!!ые в плазмидиый векгор р.УМ'Л 
с кошЕептрацией 20 копий плазмидной ДНК в 1 мкл ТЕ буфере (10 
mVI 'Грис. 1 мМ ЭДТА).
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4.2 Характеристики аналитической эффективности Данные по повторяемости получают внутри лаборатории д 1я
4.2.1 Аналитическая специфичность конкретного оборудования и внутри конкретной партии набора
Специфичен по отношению к мутациям V600E, V600I реагентов, 

complex (обнаруживает мутации V600E, V600E complex, lio нс Для оценки прецизионности в условиях повторяемости
различает их). V600K. V600R, V600D. V600Dc (обнаруживас! рассчитывают среднее арифметическое выборки, дисперсию, 
мутации V600R. V600D, V600Dc. но не различает их). V600M гена среднеквадратическое отклонение и коэффициент вариации по 
BRAF и к нормальному фрагменту гена человека. полученным значениям в повторах контрольных образцов.

Аналитическая специфичность целевых фрагментов гена Результаты исследования показали, что коэффициент
BRAF подтверждалась in silica с помощью ресурса BLAS1 вариации в условиях повторяемости набора составляет нс более 3%.

4.2.4. Прецизионносгь в условиях воспроизводимости 
= Оценку воспроизводимости тест-системы проводят
^аналогично расчёту прецизионности в условиях повторяемости.

ID’
(hups: Fhlasl.nchi.nim. nih. ssov/Blasi. cni).

Список определяемых мутаций с указанием COSMIC 
мутации представлен в таблице 4.

__ Таблица 4 -  Список определяемых мутаций с указанием ID* 
Набор мутаций, определяемых с помощью набора

реагентов «Тсст-№4Аткань-мульти» COSMIC
■ ID*

локализация замена
аминокислоты замена нуклеотида

э экзон

p.V600E(Ec) j c.l799_1800TG>AA 
(complex)

475

P.V600R ' С.1798 1799GT>AG 474
P-V600D , C.I799 1800TOAT 477

P.V600D (Dc) c.l799_l800TG>AC
(complex)

308550

P.V600K C.1798 !799GT>AA 473
P.V600M C .I7980A 1130

*Илентификац110иный номер мутации согласно международной базе 
соматических мутаций при раковых заболеваниях COSMIC (Catalog о: 
Somatic Mutations in Cancer).

4.2.2 Ана.пиическая чуветвигс.тьносгь
10 копий гена BRAF в 1 мкл раствора Д1 !К.
4.2.3 Прецизионность в условиях повторяемости
Для оцс!!ки 11ре[1изионности в условиях повторяемости 

положительный коптро.зьный образец, отрицательный контрольны!'! 
образец, коитро.шпый образец специфичности были исследованы пи 
10 повюров.
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однако для тестирования используют различные партии набора 
реагентов, реакции ставят в разных лабораториях, разные 
операторы, в разньге дни. на разных ПЦР-амплификаторах (Блок 
воспроизводимости 1. Блок воспроизводимости 2. Блок 
воспроизводимости 3. Блок воспроизводимости 4).

При проведении прецизионности в условиях 
воспроизводимости наблюдалась полная внутрипостановочная. 
.межпостановочная и межсерийная воспроизводимость, 
коэффициент вариации не превышает 5%.

4.2.5 Минимальное содержание опухо.ш для проведения 
анализа -  20 % по результатам морфо.тогического исследования 
опухолевого материала врачом-гистологом

4.2.6 Предел обнаружения (LoD). как наи.меныпая частота 
заявленных аллелей в образце в генах BRAF, которое способно 
выявить изделие -  5 %.

4.2.7 Подтверждена специфичность изде.тия в о то ш е н и н  
.микроф.шры кожи с использованием ДНК штаммов:

- из коллекции «ГКПМ-ОБОЛНПСК»: Slaphylococcm aureus 
Wood 46 А ICC 10832 (номер штамма В-4442). Slaphylococcus 
epic/crmiclis АТСС 14990 (номер штамма В-4510).

- из коллекции « ГЬеппо Fisher Scientific» (США): S/rcpiococcus 
pyuyencs АТСС 19615 РК/5 (лот: 251028),

из кол.зекции «Microbiologies» (США): S i r e p lo c o c c u s  
agalacliac Group В АТСС 13813 (кат. .\1? 0370).

и максима.зьноп концентрации патогена 10̂  к.четок па m ; i .

17
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Полтвср/К,1еиа специфичность н^делия в  отношенш! 
микрофлоры оболочной и прямой к н ш к н  с исследованием Д1 К

-и з  коллекции «ГКПМ-ОЬОЛЕНСК»: Lscherichia coll М- 
17(iiOMep штамма В-2929). Shigella sonnei «S-форма» (номер штамма 
3-4385). Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimunum 79 
(номер штамма В-4376). Shigella flexneri la 8516 (номер штамма li- 
4388) Candida а 1 Ы с а т > .С Т С  885-653 (номер штамма В-7940).

-  из коллекции Национального биоресурсного центра 
«Всероссийская коллекция промышленных микроорганизмов (БРЦ 
ВКПМ)»: Enterococcus faecium (Streptococcus faecium) (номер 
штамма В-4954). Lactococcus lactis subsp. lactis (номер штамма В- 
8837) Salmonella tvphimwiiim ТА 102 (номер штамма В-5393).

в к о н ц е н т р а ц и и  о т  10^ д о  Ю" к л е т о к  н а  м л  н е с п е ц и ф и ч е с к и .з

реакций выявлено не было.
Вышеперечисленные микроорганизмы не оказывают влияние 

на способность набора реагентов «Тест-БТг/4Д-ткань-мульти> 
различать мутантные и нормальные варианты гена B R A F .

4.2.9. П р о в е д е н о  т е с т и р о в а н и е  и з д е л и я  н а  г о м о л о !  и ч н ы х  
б е л к а х  B R A F .  Н а б о р  р е а г е н т о в  т к а н и  « Т е с т - Й Й П Т - т к а н ь - м у л ь т и »  и>. 
д а е т  п е р е к р е с т н ы й  р е а к ц и й  с г о м о л о г и ч н ы м и  г е н а м и  B R A I-  - A R A F .  

R A F I .
4 .2 .1 0  В л и я н и е  и н т е р ф е р и р у ю щ и х  в е щ е с т в

Р е зх 'ль та ты  и с с л е д о в а н и я  п о  о ц е н к е  в л и я н и я  
и н т е р ф е р и р у ю щ и х  в е щ е с т в  п р е д с т а в л е н ы  в р а з д е л е  8-5 И н с т р у к ц и и .

4 .3 .  Характеристики клинической лффективносгн
Дтя проведения клинических испытаний было использованг 

55 0браз1юв ткани, фиксированной в 10% растворе формалина и 
зак-почённой в парафиновый блок (РРРЕ-блок). от пацие^пов  ̂
опухолевыми заболеваниями (меланома. папиллярный pai' 
щитовидной железы, рак яичников, колоректальный рак. pâ  
прсдстате.льной же.лезы).

Дзя ouciiKii межсерийной сходимости исследовани: 
клинических образцов были нровелены нсслед.уемым мсдициискт 
изделием в двух сериях.
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Т а к и м  о б р а з о м .  п р о в е р к а  к а ч е с т в а .  б е з о п а с н о с т и  и 
э ф ф е к т и в н о с т и  и с п ы т у е м о г о  м е д и ц и н с к о г о  и з д е л и я  б ы л а  п р о в е р е н а  

в 110 о п ы т а х .
Для проведения 11ЦР-исследования были использованы 

амплификаторы. рекомендуемые производителем исследуемого 
набора реагентов:

- Амплификатор детектирующий ДТпрайм (ООО «НПО ДНК- 
Технология». Россия):

- Амплификатор CFX 96 («Bio-Rad». США);
- Амплификатор Rotor-Gene Q («Qiagen». Германия);
- Амплификатор QuantStudio 5 («Thermo Fisher Scientific», 

США).
Воспроизводимость результатов 100%.
Таблица 5 -  Характеристики клинической эффективности

Количество Ко.тичество
iia6.iio.Tciniji иаб.полений Дши IUICIическаи Диатностическаи

.Мутация
с

и о .ю ж нтсл ь

с
01 рицатс.1Ы1

ЧуВС1ВИГС.И.1ШСТЬ
с лоиерительной

специфичность
с .юверительной

IIЫ  VI и ыми вероятностью 95 % вероятностью 95 %
пробами пробами

V600E 64 46 100% 100%
(с.1799Т>А ) (95%  ДИ :94.40% - (95%  ДИ: 92.29% -

100%) 100%)
V 600E 

com plex 
1 (с.1799 1800 

Т О А Л )

22 88
100% 100%

(95%  ДИ: 84.56% - 
100%)

(95%  ДИ: 95.89% - 
100%)

V 600R 2 108 100% 100%
(с. 1798 1799 (95%  ДИ; 15.81%- (95%  ДИ: 96.64% -

delins.ACj) 100%) 100%)
V600D 6 104 100% 100%

(с.1799 1800 (95%  ДИ; 54.07% . (95%  ДИ: 96.52% -
1 delins.AT) 100%) 100%)

V600DC 4 106 100% 100%
(с.1799 1800 (95%  ДИ; 39.76% - (95%. ЛИ; 96.58% -

delins.-\C) lOO'̂ .o) 100%)
V600K 8 102 ЮОЯо 100%

. (с.1798 1799 (95%  ЛИ: 63.06% - (95%  ЛИ: 96.45% -
GT>AA) 100%) 100%)
V600M 4 106 100% 100%

(C .1798G -A) (95%  ЛИ: 39.76% - (95%  ЛИ: 9б.58“ о-
100%) 100%)
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5. Перечень рисков, связанных с применением набора реагентов

Б пограничную зону риска вошли опасности: 
i. Потеря функциональных свойств реагентов, входящих в 

набор, из-за транспортирования, хранения или эксплуатации 
в несоответствующих условиях:
Перекрестная контаминация образцов:
Загрязнение клинического материала ингибирующими 
веществами в концентрациях, превышающих допустимые;

Реагенты, входящие в набор «Тест-гЛ4/.-ткань-мутьти» 
обладают низком упругостью пара и исключают возможность

2
3.

4.

5.6.

ингаляционного отравления.
Реагенты, входящие в набор «Тест-/Ш^-ткань-м\-зьти» не 

токсичны, поскольку готовятся путём смешивания отдезьных 
нетоксичных компонентов.

Необходимо одновременно обеспечить и соблюдать 
персоналом правила биологической безопасности и требования к 

Контаминация реакционных смесей и образцов исследуемой организации и проведению данных работ с целью предотвращения 
ДНК содержимым из пробирки ПКО или продуктами контаминации нуклеиновыми кислотами и (или) ампликонами 
амплификации; исследуемых проб помещений и оборудования.
Проведение анализа с использованием пробы ДНК низкогол Работа должна проводиться в лаборатории, выполняющей 
качества (низкая концентрация и/или плохая очистка); щ
Невыполнение трсоований по проооподготовке. проведению 
анализов и утилизации вследствие работы с набором 
неквалифицированным персоналом;

7. Использование непригодного для применения набора 
(использование по истечении срока годности или при 
нарушении упаковки).

В области недопустимой зоны риски не выявлены.
Совокупный остаточный риск применения медицинского изделия 
Набора реагентов для определения статуса мутаций гена BRAP 
методо.м мультиплексной полимеразной цепной реакции в режиме 
реального времени в пробе геномной ДНК человека из образцов 
фиксипованной ткани «Тест-Д/^П^-гкань-мульти» является 
допустимым, польза от его применения превышает риск.

.«олекулярно-оиологические (ПЦР) исследования клинического 
материала с соблюдением санитарно-эпидемических правит 
СанПиН ^.1.3684-21 «Санитарно-эпидемиологические требования к 
содержанию территорий городских и сельских поселений, к водньгм 
объектам. питьевой воде и питьевому 
атмосферному воздуху, почвам, жи. 
производствснны.х. общественных

водоснаожению. 
:лы.м помещениям, эксплуатации 

помещений, организации и 
проведению санитарно-противоэпидемических (профилактических) 
мероприятии)). Следовать рекомендациям, изложенным в МУ 287- 
I и .  .МУ 1 .2569-09.

При раоотс всегда следует выполнять следующие требования:
- >да.1ять неиспользованные реактивы в соответствии с 

рзебованиями СанИиН 2.1.3684-2] «Санитарно-
эпидсмио.югические требования к содержанию герриторий 
городских и сельских посслсчшй. к водным объектам, питьевой воде 

6. М еры  прелоегорожиостн при работе с набором и питьевом) водоснабжению, атмосферному воздух) , почвам
Класс в зависимости от потенциа.шного риска применения -  помещениям. эксплуатации производсгвепных

б -  в соответствии с номеньшатурной классификацией медицинских оощеечвеиных помещений, организации и проведс!шю санитарно- 
изделий. \тверждаемой приказом Министерства здравоохранения ’̂ Р''’’^ивоэ11илсмических (профилактических) мероприятий»; 
Российской Федерации от 06.06.2012 X 4и. ^БНИМЛНИЕ! При удалении отходов после амплификации

Все составные части и реагенты, входящие в состав na6op;i -̂■̂ v̂ epжaIциx продукты ПЦР) недопустимо открывание
реагентов «Тсст-ЛЛ.-1Е-ткаиь-мульти». относятся к 4 класс) и разбрызгивание содержимого, поскольку это может
опасности (вещества ма;юопас!!ые) в соответствии с ГОС'1 12.1.007- к контаминации продуктами ПЦР лаборагорной зоны
76 «ССБТ. Вредные вещества. Классификация и общие требования ® ‘H‘̂ >^of.uihhh и  реагентов.
оезопасности».
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1. п р и м е н я т ь  н а б о р  с т р о г о  [Ю н а з н а ч е н и ю ,  с о г л а с н о  д а н н о й  
и н с т р у к ц и и ;

2. набор реагентов но истечении срока годности или при 
нарушении упаковки применению нс подлежит;

3. допускать к работе с набором только специально обученный 
персонал (специалист с высшим медицинским образованием, 
прошедший обучение на лицензированных курсах 
специализации по П1,1Р-диагностике. а также лаборант со 
средним специальным медицинским образованием);

4. не использовать набор по истечении срока годности;
5. избегать контакта с кожей, глазами и слизистой оболочкой,

При контакте немедленно промыть поражённое место водой ^  
и обратиться за медицинской помощью. *

Необходимых мер предосторожности в отношении влияния 
магнитных полей. внешних электрических воздействий, 
электростатических разрядов, давления или перепадов давления, 
перегрузки. источников термического воспламенения не 
предусмотрено.

В составе набора отсутствуют вещества человеческого или 
животно1'о происхождения. обладающие потенциальной 
инфекционной природой, поэтому меры предосторожности против 
любых специальных, несвойственных рисков при использовании 
или реализации изделия не предусмотрены.

7. Оборудование и материалы, необходимые при работе с 
набором реагентов

Работа с набором реагентов осуществляется в рабочей зоне 3 
(для п рИ 1 отов.ления реакций) (.МУ 1 .3 .2 5 6 9 -0 9 ) .

Оборудование для проведения мультиплексной ПЦР;
1. Нокс биологической безопасности II и III класса защиты.
2. Вортекс.
3. Набор электронных или автоматических дозаторов 

nepcMCj{Hoio объема.
4. Холоди.зьинк от 2 до 8°С с морозильной камерой не выше 

.М И Н УС  16“С.
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5. Лмплификатор'^ с флуоресцентной детекцией в режиме 
реального времени по каналам, соотвстствующи.м флуорофорач? 
рАМ/Огееп и HEX/Ycllow:

- Амплификатор детектирующий ДТпрайм (ООО «НПО ДНК- 
Технология». Россия. Регистрационное удостоверение X" ФСР
2 0 11/10229 от 03.03.2011 г.);

- А.мплификатор CFX 96 («Bio-Rad». США. Регистрационное 
удостоверение Х5 ФСЗ 2008/03399 от 21.06.2016 г.);

- А.мплификатор Rotor-Gene Q («Qiagen», Германия, 
Регистрационное удостоверение Ле ФСЗ 2010/07595 от 10.08.2010 
г.);

- Амплификатор QuantStudio 5 («Thermo Fisher Scientific», 
США, Регистрационное удостоверение РЗН 2019/8446 от 
06.06.2019 г.).

М атериалы и реагенты, не входящие в состав изделия:
ВНИМАНИЕ! При работе с ДНК необходимо использовать 

только одноразовые стерильные пластиковые расходные материалы, 
имеющие специальную маркировку «DNase-free».

1. Одноразовые наконечники с аэрозольным барьеро.м до 1000 
м кл, 200 мк-1. 20 MK.I и 10 мкл (например. «Axygen», США);

2. Одноразовые пробирки Эппеидорф на 1.5 мл;
3. Тонкостенные одноразовые пробирки с оптически 

прозрачной крышкой для ПЦР:
- пробирки для ПЦР объёмо.м 0.2 мл,
- пробирки для ГЩР ооъё.мом 0.2 .мл в стрипах,
- планшеты для ПЦР с оптически прозрачной плёнкой 

(например. «Axygen». США);
4. Отдельный халат и одноразовые перчатки без талька;
5. Емкость с дезиифипирующи.м раствором;
6. Штативы «рабочее место» для пробирок объёмом 0.2 .м.т или 

для стриповапиых пробирок объёмо.м 0.2 мл (например. 
«ИнтерЛабСервис». Россия).

■■ .Чмп.тификаторы до.гжны обслуж иваться. ка.тиброваться и использоваться 
в Соответствии с рекомендациями производите.тя. И спользование ланн о 1‘0  набора 
в неотка.1иброваипом приборе может оказать в.тияние на рабочие характеристики 
набора реагентов.
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7. I laoop для выделения Д1 IK из образцов ткани, фиксированной 
в 10% растворе нейтрального фор.малина и заключенной в 
парафиновый блок -  l-'FPE-блок (см. н. Х.2 Инструкции).

2.

8. Апалишрусмые о б р аты  
Т и п  a i i a . i i i i i i p y e v i o r o  образца
Материалом для проведения ПЦР служат пробы геномной 

ДНК человека, выделенные ткани, фиксир^ованиой в Ш% растворе 
формалина и заключённой в парафиновый блок (FFPb-блок).

8.1 Процедура получения биологического материала 
ВНИМАНИЕ! Перед началом работы следует ознакомиться с 

методическими рекомендациями «Взятие. транспортировка, 
хранение клинического материала для ПЦР-диагностики>>. 
разработанными ФБУН ЦИИИЭ Роспотребнадзора. Москва. 2012.

Забор биологического материала и его упаковку осуществляет 
работник медицинской организации, обученный требованиям и 
правилам биологической безопасности при работе и соорс 
материала, подозрительного на зараженность микроор1'аиизмами 1-
IV группы патогенности.

Забор материала на исследование 
Бпоисиппый и (или) операииониын материал.
Материат забирают из патологически изменённого очага: из 

его центральной зоны и зоны, граничащей с неизмененными 
тканями Взятый материал помен1ают в ёмкость с 10% раствором 
,1СЙтратьно1-о формалина. После фиксации проводят процедур) 
лабораторной обработки биологического материала, коюрая 
включает в себя следующие процедуры - проводка (ооезвоживани1. 
и пропитывание парафином): заливка в парафин с изготовлением 
парафиновых блоков -  РПМ-.блоков): микротомия (изготовлешж J  
парафиновых срезов).

Кршерии пригодноеги i иею.кн ическпх прспараыш д. 
выделемпя ДНК д.тн noc.ie.iyiomero мо.юкулярно-генетпческо! о 
аиа.тпза оп\ \о .1евых клегок:

1. ] 1о результатам морфо.кч ичеекого нес.зеловаиия
опч холевые зоны лолжны занимать не менее 60% площади 
ткани в срезе с l-TPl-.-б.юка:

По результатам морфологического исследования зоны 
некроза и кровоизлияния в совокупности должны занимать 
не более 15% площади ткани в срезе с FFPE-блока.

В случае если образец не соответствует хотя бы одному из 
перечисленных критериев, рекомендуется использовать другой 
образец.

При подготовке срезов с парафиновых блоков необходи.мо 
мини.мизировать риск кросс-контамимации образцов, для чего 
необходимо:

- работать в одноразовых неопудренных перчатках;
- проводить процедуру в ПЦР-боксе или ламинарном шкафу:

• использовать одноразовые лезвия —
стерильные пинцеты:

для микротома

первые два среза с каждого блока утилизировать, а для 
молекулярного исследования использовать 
третьего;

срезы, начиная с

- не помещать срезы на водяную баню. 

Условия трансиортированин, храпения 
био.югичсского материала:

исходного

- при комнатной температуре - в течение 6 часов:
- при температуре от 2 до 8 - в течение 3 суток;
- при температуре минус 20 - в течение 1 недели:
- при температуре минус 70 °С - д.тительно.

ВНИМАНИЕ! Избегать повторного замораживания и 
оттаивания образцов.

Условия граиспортпрования,храпения FFPE-блоков:
- при температуре от 15 до 25 °С -  нс более 3-х ,тет.

Утилизация к.1инического .материа.1а (класс В) осмдествляетея
в соответствии с Сан11и11 2.1.3684-21.

8.2 Процедура получения пробы ДНК человека, 
выдслеиноп из био.югичсского материа.ш

Для выделения геномной ДНК человека из образцов ткани, 
фиксированной в 10% растворе нейтрального формалина и 
заключённой в парафиновый блок FI-PE-блок. рекомендуется 
Исло.щзовапне следующих комплектов реагентов;
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1
- Набор реагентов для выделения геномной ДНК человека in 

фиксированных в формалине и заключённых в парафин тканей 
(ДНК-Ткань-Ф) но ТУ 21.20.23-009-97638376-2016. производства 
ООО «ТестГен». Россия {регистрационное удостоверение РЗИ 
2018/7772 от 30.10.2018 г):

- Набор реагентов для выделения геномной ДНК человека из 
фиксированных в формалине и заключённых в парафин тканей 
(ДНК-Ткань-М) но ТУ 21.20.23-012-97638376-2019. производства 
ООО «ТестГен». Россия (регистрационное удостоверение Ля РЗИ 
2021/14273 отОб.05.2021 г).

Во время процедуры выделения ДНК необходимо строго 
соблюдать протокол и требования инструкции применяемого набора 
реагентов.

Условии возможного хранения анализируемых образцов 
ДНК

- при температуре от 2 до 8 °С -  в течение 24 часов.
- при температуре минус 20 °С -  длительно.

Таблица 6

8.3 Ингсрферпруюшие вещества и ограничения но 
использованию анализируемого материала

В л и я н и е  п о т е н ц и а л ь н о  и н т е р ф е р и р у ю щ и х  в е щ е с т в  н а  р аб о ту  
н а б о р а  р е а г е н т о в  « Т е с т - В / М 7 - т к а н ь - м у л ь т и »  б ы л о  п р о в е р е н о  в 
о т н о ш е н и и  п о т е н ц и а л ь н о  и н т е р ф е р и р у ю щ и х  в е щ е с т в ,  ко т о р ь ы  
м о г у т  п р о и с х о д и т ь  о т  с л е д у ю щ и х  в н е ш н и х  и в н у т р е н н и х  

и с т о ч н и к о в ;
1) в е щ е е г в а .  и с п о л ь з у е м ы е  п р и  л е ч е н и и  п а ц и е н т а  (н а п р и м е р ,  

. з е к а р с т в е н н ы е  с р е д с т в а ) ;
2) вещества, встречающиеся в конкретных видах образцов - в 

ланном случае, загрязнение образца ткани гемоглобином крови |  
может иш-ибировать ПЦР при недостаточной очистке приГ 
проведении процедуры выделения ДНК:

3)  в е щ е с т в а ,  д о б а в л я е м ы е  во в р е м я  н о д ю т о в к и  о б р а з ц а  - 
д а н н о м  с л у ч а е  п а р а ф и н ,  к о г о р ы й  и с н о л ь з х е г с я  д.зя п р и г о т о в л е н и я  

ГРР1-:-блока.
И с с л е д о в а н н ы е  к о н ц е н т р а ц и и  и н т е р ф е р и р у ю щ и х  вещ е с т в ,  

к о т о р ы е  п р и в е д е н ы  в таб .зице  6.

,|4нтерферирующие вещества Максимальная
• концентрация
‘ Эндогенные интерферирующие вещества
•Гемоглобин 260 мкг/мл
: Экзогенные интерферирующие вещества

Вещества, добавляемые во время подготовки обоазна
Парафин 1*10"  ̂мк.л/мкл
Препараты. назначаемые для лечения онкологических
заболеваний

[.Зелбораф (показан мри неоперабельной 
метастатической .мелано.ме)

или 0.048 мг/мл

Тафинлар (применяется для лечения 
нерезектабельной или метастатической 
меланомы. распространенного

0.01 мг/мл
1

немелкоклеточного рака легкого)
Котсллик(используется в качестве терапии 
неоперабельной или метастатической меланомы

0.004 мг/мл

с BRAF V600 мутацией)
0.168 -мг/мл

гепатоцеллюлярной карциномы, рака молочной 
железы и др.)_____
Мекинист (показан при лечении пациентов с 0.0001 мг/мл
нерезектабельной или метастатической
меланомы с мутацией гена BRAF V600) _____ ___ ________

На основании результатов исследования потенциально 
интерферирующие вещества, встречающиеся при процедзре 
выделения ДНК из клинического материала, оцениваемые при 
концентрациях, козорые. как ожидается, будут встречаться при 
норма.льном использовании набора реагентов «Тест-Л/б4/--ткань- 
му.льти». нс оказывают влияние на резу льтат ана.шза.

Ограничения по псшыьзоваппю аЕ1а.1изпруемого 
матерна.ш:
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- а н а л и з и р у е м ы й  м а т е р и а л  не  п о д л е ж и т  и с п о л ь з о в а н и ю  при 
н а р у и ю н и и  у с л о в и й  х р а н е н и я  и т р а н с п о р т и р о в к и  (т е м п е р а т у р а ,  
п р о д о л ж и т е л ь н о с т ь ,  м н о г о к р а т н о е  з а м о р а ж и в а н и е - о т т а и в а н и е ) :

- не  д о п у с к а е т с я  и с п о л ь з о в а н и е  о б р а з ц о в ,  з а г р я з н ё н н ы х  

п о с т о р о н н и м  б и о л о г и ч е с к и м  м а т е р и а л о м :
- д л я  а н а . 1 и за  н е о б х о д и м о  и с п о л ь з о в а т ь  п р о б ы  г е н о м н о й  Д Н К .  

в ы д е л е н н ы е  из т к а н и  о п у х о л и ,  п о д т в е р ж д е н н о й  г и с т о л о г и ч е с к и
- м и н и м а л ь н о е  с о д е р ж а н и е  о п у х о л и  д л я  п р о в е д е н и я  а н а л и з а  - 

2 0  %  по  р е з у л ь т а т а м  м о р ф о л о г и ч е с к о г о  и с с л е д о в а н и я  о п у х о л е в о ю  

м а т е р и а л а  в р а ч о м - г и с т о л о г о м .

9 . П о д г о т о в к а  к о м п о н е н т о в  н а б о р а  д л я  п с е л е д о в а и н я

У с т а н о в к а ,  м о н т а ж ,  н а с т р о й к а ,  к а л и б р о в к а  м е д и ц и н с к о г о '  

издс.лия д л я  в в о д а  в э к с п л у а т а ц и ю  н е  т р е б у е т с я .
в н и м а н и е : П р и * р а б о т е  с  Д1-1К н е о б х о д и м о  и с п о л ь з о в а т ь  

т о л ь к о  о д н о р а з о в ы е  с т е р и л ь н ы е  п л а с т и к о в ы е  р а с х о д н ы е  м а т е р и а л ы ,  
и м е ю щ и е  с п е ц и а л ь н у ю  м а р к и р о в к у  « D N a s e - f r e e » .  О б я з а т е л ь н о  
и с п о л ь з о в а т ь  о т д е л ь н ы й  н а к о н е ч н и к  с а э р о з о л ь н ы м  б а р ь е р о м  для 

к а ж д о г о  к о м п о н е н т а  р е а к ц и и .
В Н И М А Н И Е !  К о м п о н е н т ы  р е а к ц и о н н о й  с м е с и  с л е д у с !  

с м е ш и в а т ь  с о г л а с н о  т а б л и ц е  6 н е п о с р е д с т в е н н о  п е р е д  п р о в е д е н и е м  

а н а л и з а .
П е р е д  п р и г о т о в л е н и е м  р е а к ц и й  н е о б х о д и м о  п р о и з в е с ю  

в л а ж н у ю  у б о р к у  П Ц Р - б о к с а .  а  т а к ж е  о б о р у д о в а н и я  и м а т е р и а л о в ,  
н а х о д я щ и х с я  в н ё м .  с п р и м е н е н и е м  д е з и н ф и ц и р у ю щ и х  с р е д с ю .  
п р и г о д н ы х  д л я  и с п о л ь з о в а н и я  в П Ц Р - л а б о р а т о р и я х .  в к л ю ч и т ь  У Ф - 

л а м п у  н а  2 0 -3 0  м и н .
]. Т щ а т е л ь н о  п е р е м е ш а т ь  с о д е р ж и м о е  п р о б и р о к  с  в ы д е л е н н о й  

д ля  а н а л и з а  Д Н К .  П Ц Р - б у ф е р о м .  П р а й м е р - м и к с а м и .  О К О  и П К О . 
п е р е в о р а ч и в а я  к а ж д у ю  п р о б и р к у  Ю р а з  и.ли п е р е м е ш и в а я  па 
в о р т с к с е  на н и з к о й  с к о р о с т и  в т е ч с 1 {ие 3 -5  с е к . ,  з а т е м  о с а д и т ь  капли 
с к р ы ш е к  п р о б и р о к  к о р о т к и м  ц е н т р и ф у г и р о в а н и е м .

2. О т о б р а т ь  н е о б х о д и м о е  к о л и ч е с т в о  п р о б и р о к  о б ъ ё м о м  0 .2  мл 
д;1Я П Ц Р  ИЗ р а с ч ё т а  д л я  к а ж д о г о  и с п о л ь з у е м о г о  .м у л ь ти п л е к с а :  
коли чество  и с с л е д у е .м ы х  о б р а з ц о в ^  -  1 П К О  -  1 О К О .

В з а в и с и м о с т и  о т  н е о б х о д и м о с т и  в ы я в л е н и я  к о н к р е т н ы х  
j^jyraUHH. к а ж д ы й  о б р а з е ц  с т а в и т с я  с о д н и м  и л и  н е с к о л ь к и м и  
м у л ь т и п л е к с а м и  ( п р а й м е р - м и к с а м и ) .

В  т а б л и ц е  7 п р и в е д е н а  с х е м а  р а с п о л о ж е н и я  П Ц Р - п р о б и р о к  
при и с п о л ь з о в а н и и  ш е с т и  м у л ь т и п л е к с о в .

Т а б л и ц а  7 -  С х е м а  р а с п о л о ж е н и я  п р о б и р о к  д.ля П Ц Р ___________

] У 1 у л ь г н п л е к с

бООЕ/Ес 
(статус м утаций V600E. 

V600EC)

6 0 0 К
(статус .мутации V 600K)

600R/D/DC
(статус м утаций V600R. 

V 600D. V600DC)

О б р а з е ц  О б р а з е ц  
1 п

П К О

О О

о о
о о

600М
(статус мутации 

V600.M) О О

О

О

О

О

О К О

о
о
о
о
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 ̂Для повышения точности рскомсилуется зналиш роватъ  каж;1 ыП образен в 
Лвух повторах,
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10. Провел^пис анализа
П Ц Р-исследование состоит из следую щ их этапов:
1 Подготовка ПЦР:
2. ГШ Р-амплификация ДНК с гиоридизационно-

флуоресцентной детекцией продуктов амплификации в 
режиме реального времени:

3. И нтерпретация результатов (подробно описано в главе ),

Л) Подготовка ПЦР
(производится в ЗОНЕ пре-ПЦР -  помещен^щ для 

раскапывания реагентов и подготовки к ПЦР-амплификации)
Обшпй объём реакции -  20 мк.т.
В Н И М А Н И Е !  Запрещено изменять объём реакции. ^
Для приготовления каждой реакции необходимо.

1. П Ц Р - б у ф е р - 4  м к л .  , . п п р / г  ЛППК
2. С о о т в е т с т в у ю щ и й  п р а й м е р - м и к с  ( 6 0 0 Ь /Ь с .  оишч.

600R/D/Dc.“600M )- 10 мкл.
3. Образец (исследуемый образец ДНК. ПКО. ОКО) 6 мкл. 

Готовить реакционные пробирки необходимо согласно
таб.зице 7 в следующем порядке.

1 Промаркировать пробирки на 0.2 мл для ПЦР- Для каждого 
мультиплекса берётся необходимое^ количество пробирок для
исследуемых образцов - 1 ПКО -  1 ОКО. „ ^ , б

'У Внести в каждую пробирку по 4 мкл I ПДР-оуфера ^
3. Внести по 10 мкл Праймер-миксов (бООЕ/Ес. бШЖ. 

6 0 0 R /D /D C . бООМ) в пробирки для соответствующих мультиплексов.
4 Внести в соответствующие пробирки для исследуемы.ч 

образцов по 6 мкл выделенной ДНК^. В пробирки для ПКО и ОКО 
ДНК нс вносится. ^

б Р е к о м е н д у е т с я  с н а ч а л а  п р и г о т о в и т ь  с м е с ь  п р аП м е р - м и к са  и П Ц Р - о уф е р ^  

д л я  ка ж д о г о  м у .т ь т и п л е к са  в о тд е л ь н о й  п р о б и р к е  п а  1.5-2.0 м л  ит 
Ик-п Т111Р-бу(Ьеоа • (п - З ) х Ю  м к л  с о о т в е т с т в у ю щ е г о  п р а и м е р - м и к са . где 

о и е ^ Г  обра-ш ов П e p e^ ,e п ш - ь  на в е р т е к се , о с а л и т ь  ка п л и  к о р о т к и ,  
и е н т р и ф у  и р о ва н п е м  и в н е с т и  по  14 мк.т в  1 Щ Р - п р о б и р к и  л-тя с о о т в е т с т в у ю ш с п  

м у л ы и п .т е к е а  с о т а с н о  та б л и ц е  7.
'  ’  ; П я  п р е д о твр а щ е н и я  и ж  и б .ф о в а н и я  П Ц Р  о о ъ с м  о о р а з а а  м о ж е т  о ьи .

с н и ж е н  л о  1-5 м к л . при  т т о м  о б ъ е м  р еа кц и и  .то вп л и тс я  д о  20 м к л  л е и о и и ю в а п н с  

во д о й  ич О К 'О .
30

5. ГЗнссти в соответствующие пробирки каждого
используемого мультиплекса по б мкл ПКО.

6. Внести в соответствующие пробирки каждого
используемого мультиплекса по 6 мкл ОКО.

7. Внести в соответствующие пробирки каждого
используемого мультиплекса по б мк-з КОС.

8. Для сброса капель со стенок отцентрифугировать пробирки 
в течение 1-3 секунд на микроцентрифуге-вортсксе.

Б) ПЦР-амплпфнкация ДНК с тбрндизацпонно-
флуоресцентноп детекциец продуктов амп.тфикашш в режиме 
реального времени

(производится в ЗОНЕ ПЦР -  помещении для проведения 
ПЦР-амплификации)

1. Установить пробирки в реакционный модуль прибора для 
ПЦР в реальном вре.мени. Рекомендуется устанавливать пробирки 
по центру термоблока для равномерного прижима пробирок 
нагревающей крышкой.

2. Запрограммировать прибор для выполнения
соответствующей програ.ммы амплификации и детекции
флуоресцентного сигнала, соблюдая инструкцию для используемого 
прибора. Протокол ПЦР указан в таблице 8 и 9.

3. Указать количество и идентификаторы образцов, отметить 
расположение пробирок на матрице термоблока в соответст вии с их 
установкой.

4. Удостовериться, что в параметрах оптических измерений 
программы а.мплификации задействованы каналы детекции 
FAM/Grecn. HEX/Yellow.

5. Запустить ПЦР с детекцией флуоресцентного си1лшла.
6. По окончании выполнения програм.мы приступить к анализу 

результатов.
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Таблица 8 -  Протокол ПЦР для приооров производства ООО ^Таолица 10 Интерпретация результатов по кана.зам FAM/Green и
UMi .....  ..........

С тяд н н  Т ем п ер яту р я , С
В рем я,

м ш и сек
К ан ал ы

л етек ш ш
В сею  ц и к л о в

1 95  ̂ 02:00 - ' 1

95 00:05 -
50т

64 00:15
FA M /G reea.
H EX/Yellow

Таблица 9 - Протокол ПЦР ДЛЯ приборов д р у г и х

п п о и з в о л и т е л е й

Стяхзпя Т ем п ер ату р я , С
' В рем я. 

м и н :сек
К ан ал ы

л егекн и н

Всего ц и к л о в

1 95 1 02:00 - i 1

95 1 00:05 -
■)

62 1 00:15
FA M /G reen.
H EX /Y ellow

50

т--------------
М.''ЛЬТ1111.1СКЧ-

(праймер-
\IIIKC)

K a iiu .i, соотвегс 1 В}|оший ф.«уо рофору

ГАМ/
Green

П Е.\/
Yellow

бООЕ/Ес М утации V 600E. УбООЕс гена B R A F к'ВМ (ген B I U F
(определяет мутации, но не различает их) человека)

бООК М утация V600K гена B R A F КВМ (геи B R A F  
человека)

600R/D/DC
М утации V600R, V600D. V600Dc гена 

B RAI-  (опре^1 сляет мутации, но не КВМ (ген B R A F  
человека)различает их)

600М .Мутация V600M  гена B R A F КВМ (ген B R A F  
человека)

Интерпретация результатов в контрольных образцах
Для отрицательного и положительного контрольных образцов 

должны быть получены следующие результаты (табл. 11).

11. Регистрация н ннтерпрстаиия результатов

Регистрацию результатов проводят но заверше^ши ПЦР 
автоматически с помощью [фограммного обеспечения 
используемого прибора.

Рекомснлаинп по установке пороювон линии
Для амплификаторов любых моделей пороговая линия 

устанавливается индивидуально для каждого канала на уровне 
перехода кривых в экспоненциальную фазу роста.

Интерпретация результатов выполняется по значениям
каналов i'AM/Green, llEX/Yellow (табл. 10).

Сначала оценивают прохождение реакции и значения С1 в 
контрольных образцах. Интерпрегапию результатов в иселедусушх 
образцах начинают только при правильном прохождении ИКС
ОКО.

Таблица 1 -  Результаты исследования для о к о  и ПКО

Контрольный
образец

Выбранный ф.чуорофор
Г.ЛМ/Огееп

Гмутации V600F.. УбООЕс. V600K HEX/Yellow (нормальный
V600R. V600D. V600DC. V600M) вариант гена RRAF)

ОКО О тс\тс 1 вует От еутс гв\ет
ПКО ' Сг <35 а  <35

При получении для отрицательного контрольного образца 
значений, отличающихся от указанных в таблице 11. результаты 
всей постановочной серии считают недостоверными. В этом случае

^^^Неооходимо проведение специальных мероприятий для устранения
возможной контаминации.

При получении для положительного контрольного образца 
значений, от.зичающихся от указанных в таблице 11. требуется 
Повторная постановка амп.зификации всей партии образцов. При 
повторном получении для положительно!!) контрольною образца 
Значений, отличающихся оч \каза!!ных в таблице 11. необходимо 
Заменигь реагенты.
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Интерпретация рет\-тьтатов в иеследуемых обратцах
Р е г и с т р а ц и ю  р е з у л ь т а т о в  п р о в о д я т  с п о м о щ ь ю  п р о г р а м м н о г о  

о б е с п е ч е н и я  и с п о л ь з у е м о г о  п р и б о р а  д л я  п р о в е д е н и я  П Ц Р  с 

д е т е к ц и е й  в р е ж и м е  « р е а л ь н о г о  в р е м е н и » .
А н а л и з и р у ю т  к р и в ы е  н а к о п л е н и я  ф л у о р е с ц е н т н о г о  с и г н а л а  по

ДВУМ каналам (таблица 12-15);
- по каналу FAM регистрируется сигнал, свидетельствующий о 

накоплении прод>ктов амплификации ДНК мутантных вариантов 
гема BIbiF.

- по каналу НИХ регистрируется сигнал, свидетельствующий о 
накоплении продуктов амплификации ДНК нормальных вариантов 
гена B R A F  (выступает в качестве контроля взятия материала
КВМ).

Р е з у л ь т а т ы  и н т е р п р е т и р у ю т с я  на о с н о в а н и и  н а л и ч и я  или 
о т с у т с т в и я  п е р е с е ч е н и я  к р и в о й  ф л у о р е с ц е н ц и и  п о р о г о в о й  л и н и и .

Прохождение реакции по HEX/Yellow Ct<35. говорит о 
достаточном качестве забора материала, эффективности экстракции 
нуклеиновых кислот и отсутствии ингибиторов ПЦР. _

При отсутствии реакции по каналу HEX/Yellow или С1>ЗЭ и 
одиоврсменио'м отсутствии реакции по каналам специфики 
FAM/Green. результат с.ледует считать нсвалидным. для данною 
исследуемого образца следует провести повторное исследование.
начиная с выделения ДНК. ^

П р и н ц и п ы  и н т е р п р е т а ц и и  ре зу .л ь т ат о в  о т р а ж е н ы  в т а о л и н а ч  

12-15.
Таблица 12 - Принцип интерпретации результалов д.ы

мультиплекса бООН/Ес (опреде.ляет мутации V600E. УбООЕс гена
B R A F .  но  н е  р а з л и ч а е т  их) ________ _________________________________

Значения (Л ____

Ct Р.ЛМ/'Сгсеп >35 C t <35
' Результат на на.тичие .мутаций 
' V600E. УбООЕс в гене B R A F  
. сомнительный

Таблица 13 -  Принцип интерпретации результатов для
мутацию V600K гена BRAF)

Значения Ct
Каналы специфики 

(F.X.M /Green)
Канал КВМ  

(H E X A ’ellow)
Результат

Ct FA M /G reen <35
не

учитывается
М утация УбООК в гене B R A F  
обнаруж ена

Cl FA M /G reen отсутствует а  Т 5
М утация V600K в гене 
обнаруж ена или ниже 
обнаруж ения

B R A F  не 
предела

C t no обоим каналам спеии фикн >35 или Результат на наличие мутаций
отсутствует невалидный

Ct FA M 'G reen >35 Ct <35
Результат на наличие 
УбООК в гене 
сомнительный

.мутаций
B R A F

дляТаблица 14 Принцип интерпретации результатов m.i« 
мультиплекса 600R/D/Dc (определяет мутации V600R. V600D.
\ / х о л п ^  п о  л гг --------- .... 1

Каналы специфики 
(Е.ЛМ /С гссп)

Кана.т КВМ Резчльтат

Гг Р.ЛМ.Огсеп ‘Т о
не

ечитываечея
\1>тации V 600F. УбООЕс в юие 
B R M -  обнаружены

Значения Ct 1 1
Канал специфики Канал КВМ Результат

(F A M /G reen ) (H E X /Y eliow )

C t FA.M/Green <35 не
учитывается

М утации УбООК. УбООО. УбООПс 
в гене /i/^,1/-'обнаружены

Ct FA M /G reen 
отсутствует а  <35

М утации УбООК. УбООО. УбОООс 
в гене B R A F  не обнаруж ены  или 
ниже предела обнаруж ения

C t no обоим каналам специс|шки >35 или Результат на наличие мутаций
■_ отсутствует нева.ш дный

Cl FA M 'G reen >35 Ct <35
Результат на натичис мутаций 
V600R. V600D. V600De в 1 'ене 
B R .U -  сомнительный___________

(Л [-.ЛМ Green o T ey ie iB ve i Ct

М чтации V 600E. УбООР.с в leii- 
B RAI-  не обнар>жены или ниже 
прслела обнапужения_________

СЛ но обоим каиа.1 ам еиеиифики 
оге\ гств\'ет

• .о  или Результат иа на-шчие м\таии;'. 
иева:шлный

Таблица 1э -  Принцип интерпретации резу.льтатов 
рМультиплекеа 600М (определяет мутацию V6UUM гена BRAF)
^  Зн ачош я С Т ___ Результат

Кана.л специфики________ Кана.л КВМ _________________

ДЛЯ
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(F .\M /G rc e n ) (H E X /^cIlow )

О  FA.M'Green 5:35 не )'читывается М утация V600M  в гене B R M -  
обнаружена

Cl FA M /G reen 
отсутствует

C t< 3 5 М утация V600M  в гене B R A i  не 
обнаруж ена или ниже предела 
обнаруж ения

Ct по обоим каналам специф ики >35 или 
отсутствует

' Результат на наличие мутации 
невалидный

Ct FA M /G reen >35 Ct <35 Резу.тьтат на наличие мутации 
V600M  в гене й/Т1/-'сомнительньп1

ложноотрицатсльных результатов 
провести ПЦР выделенного препарата

Для исключения 
рекомендуется повторно
ДНК.

Причиной получения невалидного резульгата может служи 1ь 
низкая концентрация ДНК. присутствие ингиоиторов в препарате 
ДНК. полученном из клинического материала: неверное выполнение 
протокола анализа: несоблюдение температурного режима ПЦР и
др.

R случае невалидного и сомнительного результата заключение 
не выдаётся, необходимо заново провести анализ.

При повторении сомни тельного результата повтори i ь 
исследование набором реагентов дру гого производителя или другим 
метолом.

Набор непригоден к да-тьней1нему использованию, если кривые 
амплификации по каналам РЛМ и HEX в пробирках ПКО ниже 
установленной пороговой линии и этот результат устойчиво 
воспроизводится.

Диагностическое зиачеЕШс полученною резу.Еьта i а 
неслелования:

Полученный положительный или отрицательный рез>лыаi 
анализа может быть использован квалифицированш.о;
специалистом (врачом-онкологом), с учётом данных к л и е ш ч с с к о и  

картины и др\ гих видов исследований в совокупности, для 
определения эффективной стратегии тар1спюй терапии
ингибиторами киназной активности BRAh и \4LK и 
прогнозирования эффективности лечения при обследовании 
пациентов с опухо.тсвыэш заболеваниями (ме.1апома, папиллярньш 
рак 11ШТОВИЛНОЙ железы, рак яичников, колоректальный рак. рак 
прелстате.тьиой железы) (Клииичсскте рекомеилании: «Мелапоки'-
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[кожи и слизистых оболочек». С43. С51. С60.9. С63.2; «Рак 
штовидной железы». СУЗ: «Рак яичников/рак маточной 
)убы/первичный рак брюшины», С48. С56, С57: «Рак прямой 

(кишки». С20: «Рак предстательной железы». С61. Взрослые. 2021. 
Разработчики: Общероссийский национальный союз «Ассоциация 

'Iонкологов России». Общероссийская общественная организация 
«Российское общество клинической онкологии» (утв. Минздравом 
России).
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12. Условия хранения, транспортирования и эксплуатации
набора реагентов

Хранение
Набор реагентов «Тест-У?Л^У^-ткань-мульти» в упаковке 

предприятия-изготовителя хранить при температуре от 2 до 8 °С в 
течение всего срока годности набора.

После вскрытия хранить в тех же условиях, что и реагенты до 
вскрытия.

Набор реагентов. хранившийся с нарушение.м 
регламентированного режима, применению не подлежит. 

Транспортирование
Транспортировать набор реагентов «Тест-5/?/1/‘-ткань-мульти» 

|следует транспортом всех видов в крытых транспортных средствах в 
соответствии с правилами перевозок, действующими на транспорте 
данного вида.

Набор реагентов «TccT-/i^/l/-'-TKaiib-MynbTH» транспортировать 
i.npH температуре от 2 до 8 °С в течение еюсго срока годности набора. 

Допускается транспортировка при температуре от 15 до 25 °С не 
более 5 суток.

Атмосферное давление не контролируется, так как не влияет 
на качество изделия.

Д . 1 Я о б е с п е ч е н и я  с о б л ю д е н и я  з е л о в и й  т р а н с п о р т и р о в а н и я  на 
“П р о т я ж е н и и  в с е го  с р о к а  т р а н с п о р т и р о в а н и я  н а б о р  р е а г е н т о в  
п о м е щ а е т с я  в т е р м о к о н т е й н е р  п е н о п о л и у р е т а н о в ы й  м н о г о р а з о в о г о  
и с п о л ь з о в а н и я  д л я  в р е м е н н о г о  х р а п е н и я  и т р а н с п о р т и р о в а н и я  с 

.п о д г о т о в л е н н ы м и  х л а д о э л е м е и т а м и .  Т и п .  о б ъ ё м  и к о л и ч е с т в о  
Х л а д о э л е м е н т о н ,  з а к л а д ы в а е м ы х  в т е р м о к о н т е й н е р  с 

р а н с п о р т и р у е м ы м и  н а б о р а м и  рсаЕ 'ситов. а т а к ж е  о б ъ ё м
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термоконтейнера подоираются в зависимости o'l 
продолжительности и условий транспортирования.

Наборы реагентов, транспортированные с нарушением 
температурного режима, применению не подлежат.

Срок годности
срок годности набора реагентов «Тест-/?/С1/'-гкань-мульти» - 

12 месяцев со дня приемки ОТК предприятия-изготовителя при 
соблюдении всех условий транспортирования, хранения и 
эксплуатации. Набор реагентов с истёкшим сроком годности 
применению не подлежит.

Срок годности вскрытых компонентов набора
12 месяцев со дня приемки ОТК предприятия-изготовителя^ 

при условии хранения при температуре от 2 до 8 °С.
Срок годности npiiioioB.ieiiHbix для работы компонентов 

набора
1 час при соблюдении условий, препятствующих высыханию 

компонентов, а также контаминации посторонним биологическим 
материалом.

13. У т  и . т и з а и и я

Наборы реагентов, пришедшие в непригодность, в том числе в 
связи с истечением срока годности, подлежат утилизации в 
соответствии с требованиями СанПиН 2.1.3684-21 «Санитармо- 
энидемио-тогические требования к содержанию территорий 
городских и сельских поселений, к водным обьекгам. питьевой воде 
и питьевому водоснабжению. атмосфер}юму воздуху, почвам, 
жилым по\ющениям. экспл\атации производственных, 
общественных по.мешений. организации и пр<.)ве.чснию caimrapiio- 
нротивоэпидс\1ических (профилактических) мероприятий».

В сошветствии с классификацией медицинских отходов’ 
наборы относятся к класс) Л (эпилемиоло1 ически безопасш.1С 
отходы, приближенные по составу к твёр.лым бытовым отходам)- 
Неиспользованные реактивы в соответст'вии с п. 170 СанНиН 
2.1.3684-21 <,<С'анитарно-эпилемио.тогические требования ь:
содержанию территорий городских и сельских iiocc.icmin. к водны'’ 
обьекга.м. питьевой fio.ic и питьевом)' волоснабжеиш'^-
атмосферном) воздуху, почвам, жилым помещениям, эксп:1уат'апии
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|произволсгвеиных. общественных помещений, организации и 
Гпроведению санитарно-противоэпидемических (профилактических) 
мероприятий» собираются в одноразовую маркированную упаковку 
любого цвета (кроме жёлтого и красного).

Оставшиеся после выполнения работ пробирки и материалы 
[утиливируют в соответствии с МУ 287-113 (Методические указания 
по дезинфекции, предстерилизациопной очистке и стеризизации 
изделий медицинского назначения).

Жидкие компоненты (реагенты, реактивы) уничтожаются 
сливом в канализацию с предварительным разбавлением реагента 
водопроводной водой 1:100 и вывозом остатков упаковок как 
производственный или бытовой мусор.

Потреоительская упаковка набора реагентов «Ttcj-BRAF- 
ткань-мульти» подлежит механическому разрушению с вывозом 
остатков как производственного или бытового мусора.

Персонал, осуществляющий уничтожение набора реагентов, 
должен соолюдать правила безопасности проведения того или иного 
способа уничтожения.

14. Гарантийные обязательст ва, контакты
Предприятие-изготовитель гарантирует качество и 

безопасность набора реагентов «Тест-й/ел^-ткань-мульти» в 
1течение срока годности при соблюдении требований 
[трагшпортирования и хранения продукции, а также при соблюдении 
правил эксплуатации.

^^При возникновении претензий по качеству наборов, 
нежелательных событий или инцидентов направлять информацию 
по адресу: ^  ^

Оощсство с Ограниченной Ответственностью «ТестГен»
(ООО «ТестГен»).
4э2072 г. Ульяновск, Инженерный 44-й проезд, дом 9 офис 13 
Тел.: -7 (499) 705-03-75 '
VVW w.tesleen.iLi
С.1)/кба '1ехннческоп поддержки’
Тел.: -7 927 981 58 81 
Г-maii: hclp'^testpcn ш
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Обочначенне Н а  и м е н О ва i ш  е д^ок^м е^т

l O C T  ISO 14971-2021 И зделия м едицинские. Применение 
менедж.мента риска  к м eл и u и н cк и v

I О С Т Р  51088-2013 М едициЕккие изделия для диагностики  ин 
витро. Реагенты, наборы реагентов, тест- 
системы. контрольны е материальЕ. питательные 
среды. Требования к изделиям и 
поддерж иваю щ ей докум ентации

Г О С Т Р И С О  23640- 
3 0 .5

Изделия м едицинские для диагностики in vitro. 
О цен ка  стабильности  реагентов д ля  диагностики 
in vitro

Ч г О С Т Р 5 1 3 5 2 - 2 0 1 3 М едицинские  изделия для д иагностики  ин 
витро. М етоды  испытаний

Г О С Т  Р Е Н  13612-2010 О ценка  ф ункциональны х характеристик 
.медицинских изделий для диагностики in v itm

Г О С Т Р И С О  18113-1- 
1 2015

М едици нски е  изделия для диагностики  in vitro. 
Инф ормация, предоставляемая изготовителем 
(.MapKnpoBKa), Ч асть 1. Термины, определения  и 
общ ие требования.

Г О С Т Р И С О  18113-2- 
2015

М едицинские изделия для диагностики in vitro. 
Информац)!я. предоставляемая 
изготовителем(маркировка). Часть 2. Реагенты 
для д иагностики  in vitro для проф ессионального  
примененЕ1я

Г О С Т Р И С О  15223-1- 
2020

Изделия .медицинские. Символы, прим еняем ы е 
при .маркировании на .медицинских изделия.х. 
этикетках и в сопроводительной доку.ментации. 
Часть 1. О сновн ы е требования

ГОС1 ISO 13485-2017 
Р—

Изделия медицгшскис. С истемы .менеджмента 
качества. 'Грсбования для целей регулироваЕшя
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1. Наигачепие
Стандартный образец предприятия (СОИ) предназначен д;н 

использования в качестве контрольного образца, содержащеп 
нормальный участок гена ВК.ЛГ человека и специфичны! 
фрагменты с мутациями гена BRAF человека -  V600E. V600Ec 
V600K.. V600R. V600D. V600Dc. V600M. выявляемых «Иаборо\ 
реагентов для определения статуса мутаций гена BRAF методо\ 
мультиплексной ПЦР-РВ в пробе геномной ДНК человека и 
образцов фиксирова5пюй ткани «Тсст-5ЛЛД-ткань-мульти» по 
21.20.23-034-97638376-2020» аналитов при проведении оценк! 
чувствительности, прецизионности в условиях повторяемости а  
воспроизводимости. а также оценки стабильности 7  
использованием технологии «ускоренного старения» наборе 
реагентов «Тест-ДЛ.47^-ткань-мульти».

Контрольный образец СОП, представляет собой геномнук 
ДНК из культуры клеток человека линии .lurkat (производства 
«Thermo Fisher Scientific», СШЛ) и эквимолярную смесь мутаций м 
гене BRAF человека -  V600E. V600Ec. V600K. V600R. V600D 
V600Dc. V600M. представляющих собой искусственн(
синтезированные вставки размером 300 п.н.. содержащиеся i 
плазмидном векторе рАЕ-ТА с концентрацией 100 копий в I мкл.

Предназначенный пользователь: сотрудник отдела научно- 
технического развития ООО «ГсстГен». в ходе проведение 
валидации функциональных характеристик и ускоренной оценк! 
стабильности набора реагентов «Тест-Д/?/1Е'-ткань-мульти» i 
рамках государственной регистрации набора реагентов «Teci- 
^Л.4Д-ткань-.мульти».

2. П ритш п метода
Метод
Мультиплексная по.зимеразная цепная реакция в реальном 

времени с гибридизационно-ф.туоресцентной детекцией.
Принцип .метода
Стандартный образец предприятия (СОП) проходит все 

этапы исследования (выделение ДНК, ПЦР-амплификацию, 
гибридизационно-флуоресцентную детекцию продуктов 
а.мплификации в режиме реального времени).

С пробами ДНК. выделенными из Стандартного образца 
предприятия (СОП), с использованием набора реагентов «Тест- 
5Л4/^-ткань-мульти» проводятся реакции амп.шфикации участков 
генов при помощи специфичных к этим участкам ДНК праймеров 
в реакционном буфере.

Качественное выявление мутаций в гене BRAF методо.м 
мультиплексной ПЦР в реальном времени в пробе ДНК. 
выделенной из Стандартного образца предприятия (СОП), 
включает в себя три этапа:

1. Подготовку ПЦР:
2. ПЦР-амплификация ДНК с гибридизационно- 

ф.зуоресцентной детекцией продуктов амплификации в 
режиме реального времени:

3. Интерпретацию результатов.
Набор реагентов «Тест-ЛЛ.47-ткань-мульти» содержит 

реагенты для мультиплексного определения статуса мутаций в 
гене BIViF - V600E. V600E complex (обнаруживает мутации 
V600E. V600E complex, но не различает их). V600K. V600R. 
V600D. V 6 00D C  (обнаруживает мутации V600R. V600D. V600Dc. 
но не различает их). V600M. а также нормального варианта гена 
BR.AF (контроль взятия материала, далее -  КВМ) (табл. I).

_______ 1 аблица 1 — Состав мультиплексов, входящих в набор
М у.1 ьтиплск’с KaFta.i, со о тве тств у ю щ ий ф .1 уо р о ф ору

(п р ай м ср -м и к с ) ____________ I'A M /G i-een____________’ Н Е \ Л  cilow

6001£ Ес

600К

Мутации \'600Е. УбООЕс в гене 
BRAh (шфслс-тяет мутации, но не 

раз.тичает их)

Мутация \'600К в гене BRA!'

KBW (ген BRAI- 
человека)

К'ВМ (геи BRAF 
че.'юнека)



600R-D.'Dc
VlyiauHH V 600R. V 600D . V600Dc 

в гене (определяет 
мута[1 ии. но не различает их)

КВМ (ген BRAI-  
человека)

600М М утация V600M  в гене B R A h
КВМ (ген B R A F  

человека)___

3. Состав СОП
Таблица 2 -  Состав СОП

№
пп

Нл звание реягеигл Описание
Количество.

объём

С О П
П розрачная 

бесцветная ж идкость
1 пробирка. 

1000 мкл ^

4. Технические и функциональные харакчсристики
Таблица 3 -  Технические и функциональные характеристик

СОП.
Н аименование показателя Х арактеристики и нормы

1. Технические характеристики

1.1 Внешний вил

С О П П розрачная бесцветная жидкость
2. Функциональные характеристики

t . Концентрация Геномная Д Н К  из культуры клеток человека линии 
Jiirkat (производства «Therm o Fisher Scientific». 
СШ А ) и эквимолярную  смесь мутации в гене B R A !  
человека -  V 600E. ч'бООЕс. V600K. V600R. V600D. 
Ч’бООРс. V 600M . [1 редставляю ш их собой 
искусственно синтезированны е вставки размером 
,Д)0 П.И.. содерж ащ иеся в плазмидном векторе рАГ- 
ТА с концентрацией 100 копий в 1 мкл____________ ^

2. П рохождение ПЦР- 
реакции

Регистрация роста c u rn a ia  флуоресценции в 
пробирках с ПКО по каналам FA M /G recn Ct<35 и 
П Е Х 'У е1!о \\С > 35

П римечание; Для o u c tJK ii ана.титичсских характеристик, а такт 
мрове.тении ускоренной o u e tiK ii стабильности fiaoopa реагентов «Т ест-Д Л Г  
ткань-м>льти» готовят развс.чеиия контрольного образца СОП  в TFi буфере (1 
мМ Грис. 1 мМ ОД ! А) до исслел\ ем |.1х концентраций. Исхо:ш> 
концентрацию  плазмид изм ерякл с помощ ью  спсктрофото.метра \апоГ)|ч 
2000с (производства Therm o Scieniiflc. П И Л ) с ,ш а[ 1 азоном и з л у ч о т я  100-8-' 
нм.

5. Меры предосторожности при работе
ВНИМАНИЕ! Запрещено внесение в СОП посторонних 

веществ, которые .могут привести к модификации СОП и 
деградации плазмидных ДНК.

Все составные части и реагенты, входящие в состав СОП. 
относятся к 4 классу опасности (вещества малоопасные) в 
соответствии с 1 ОСТ 12.1.007-76 «ССБТ. Вредные вещества. 
Классификация и общие требования безопасности».

Реагенты, входящие в СОП. обладают низкой упругостью 
пара и исключают возможность ингаляционного отравления.

Реагенты, входящие в СОП. не токсичны, поскольку 
готовятся путем смешивания отдельных нетоксичных 
компонентов.

Необходи.мо одновременно обеспечить и соблюдать 
персоналом правила биологической безопасности и требования к 
организации и проведению данных работ с целью предотвращения 
контаминации нуклеиновыми кислотами и (или) ампликонами 
исследуемых проб помещений и оборудования.

Работа должна проводиться с соблюдением санитарно­
эпидемических правил СанПиН 2.1.3684-21 «Санитарно- 
эпиде.миологические требования к содержанию территорий 
городских и сельских поселений, к водным объектам, питьевой 
воде и питьсво.му водоснабжению, атмосферпо.му воздуху, почва.м. 
жилым по.мещения.м. эксплуатации производственных, 
общественных помещений, организации и проведению санитарно- 
противоопидсмических (профилактических) мероприятий».

При работе всегда следует выполнять следующие 
требования:

- удалять неиспользованные реактивы в соответствии с 
СанПиН 2.1.3684-21 «Санитарно-эпидемиологические требования 
к содержанию территорий городских и сельских поселений, к 
водным объектам, питьевой воле и питьевому водост!абжеиию. 
атмосферному воздуху. почвам. жилым помещениям, 
эксплуатации произволственных. обществсн})ых помещений, 
организации и проведению санитарно-противоэпидемических 
(профилактических) мероприятий»:

ВНИМ.ЛИИЕ! При удалении отходов после ам11ли(|жкации 
(пробирок, солержаших про.чукгы ПЦР) нелопусгимо о 1крываиие
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пробирок и разбрызгивание солержимо1'о. поскольку это може 
привести к контаминации продуктами ПЦР лабораторной зоны 
оборудования и реагентов.

- применять набор строго по назначению, согласно данно! 
инструкции;

- допускать к работе только сотрудников отдела научно 
технического развития ООО «ТестГен». в ходе проведени; 
валидации функциональных характеристик и проведении оценк; 
ускоренной стабильности набора реагентов «TecT-Z^ -̂I -̂'-TKaub 
мульти» в рамках государственной регистрации набора peareHTOi 

«T ecT -№ -JF-T K aH b-M yabT H ». с соблюдением мер!, 
предосторожности и инструкций по охране труда ООО «ТестГен»-

- не использовать СОП по истечении срока годности;
- избегать контакта с кожей, глазами и слизистой оболочко11 

При контакте немедленно промыть поражённое место водой i 
обратиться за медицинской помощью.

Необходимых мер предосторожности в отношении влияни, 
магнитных полей. внешних электрических воздействиг
электростатических разрядов, давления или перепадов давления 
перегрузки. источников термического воспламенения в
предусмотрено.

В составе СОП отсутствуют вещества человеческого ил1 
животного происхождения. обладающие потенциально'
инфекционной природой, поэтому меры предосторожности проти'
любых специальных, несвойственных рисков при иснользовани; 
или реализации изделия {ic предусмотрены.

6. Оборудование и материалы, необ.ходимые при работе с 
наборо>1 реагентов

1’абога с СОП и набором peai-ентов .тля мультиплексной IIIII 
«Тест-ДЛ-1Г-ткань-мульти» осуществляется в рабочей зоне 3 (;и 
приготовления реакций) (МУ 1.3.2569-09).

Оборудование л. 1Я проведения му.1ы  ип.тексной 1ЩР:
1. ПЦР-бокс биоло!'ической безопаоюсти И и III к.тасс: 

защиты (например. «ВМН-П-«Ламинар-С»-1.2». «Лам и пари в.i 
системы». Росеия).

2. Вортекс (например. <<Т')1 Л-2». «Бпоком». Россия).

3. Набор электронных или автоматических дозаторов 
переменного объема (например, «Eppendorf». Гер.мания).

4. Холодильник от 2 °С до 8 °С с морозильной камерой не 
выше минус 16 °С.

5. Лмп.тификатор' с флуоресцентной детекцией в режиме 
реа.тьного времени по каналам, соответствующим флуорофорам 
FAM/Green. HEX/Yellow: CFX96 (BioRad. США). «ДТпрайм» 
(«ДНК-Технология». Россия). Rotor-Gene Q («Qiagen». Германия). 
QuantStudio 5 ( Thermo Fisher Scientific, США).

6. Спектрофотометр XanoDrop 2000c (производства Thermo 
Scientific. США) c диапазоном излучения 220-350 нм. Внесён в 
Государственный реестр средств измерений, имеет Свидетельство 
об утверждении средств измерений US.C.31.004.А Лд53590.

.Материалы и реагенты, не входящие в состав изделия:
ВНИМАНИЕ! При работе с ДНК необходимо использовать 

только одноразовые стерильные пластиковые расходные
материалы, имеющие специальную маркировку «DX'ase-free».

1. Одноразовые наконечники с аэрозольным барьером до 
1000 .мкл. 200 мкл. 20 мкл и 10 мкл (напри.мер, «Axvgen», 
C1JIA).

2. Одноразовые пробирки Эппендорф на L5 мл;
3. Тонкостенные одноразовые пробирки с оптически 

прозрачной крышкой для ПЦР:
- пробирки для ПЦР объёмом 0.2 мл.
- пробирки для П11Р объёмом 0.2 мл в стрипах.
- планшеты для ПЦР с оптически прозрачной плёнкой
(например. «Axygen». США).

4. Отдельный халат и одноразовые перчатки без талька.
5. Емкость с дезинфицирующи.м раствором.
6. Штативы «рабочее место» для пробирок объёмом 0.2 мл 

или для стрипованных пробирок объёмом 0.2 мл (например. 
«ИнтерЛабСервис». Россия).

8

Лмп.'шфикаторы ;юлж!!ы обслуж иваться. калиброваться и 
использоваться в соответствии с рекоменлаииями upon шолителя. 
Испольчовапис .тайного набора в псоткалиброва!1иом приборе может оказать 
влияние на рабочие характериегикн теста.
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7. Набор для выделения ДНК из клинического материала (c\i 
п. 8 Инструкции)

7. Процедура подготовки СОП для исследования
СОП готов к применению и представляет собой геномнм 

ДНК из культуры клеток человека линии Jurkal (производств; 
«Thermo Fisher Scientific», США) и эквимолярную смесь мутаций i 
гене B M F  человека -  V600E. V600Ec, УбОО'к. V600R.* V600I) 
V600DC. V600M. представляющих собой искусственм(
синтезированные вставки размером 300 п.н.. содержащиеся i 
плазмидном векторе pAL-1'A с концентрацией 100 копий в I мкл.  ̂

Для оценки аналитических характеристик, а таклй’ 
проведении ускоренной оценки стабильности набора реагенте 
«Тест-ДЛ/1Д-ткань-мульти» готовят разведения контрольно! i 
образца СОП в ТЕ буфере (10 мМ Трис. 1 мМ ЭДТА) д 
исследуемых концентраций. Исходную концентрацию плазми. 
измеряют с помощью спектрофотометра \anoDrop 200(К 
(производства Thermo Scientific, США) с диапазоном излучен1и 
190-840 им.

ВНИМАНИЕ! Запрещено внесение в СОП посторонни: 
веществ, которые могут привести к модификации СОН i 
деградации плазмидных ДНК.

8. Процедура выделения ДНК из исследуемого образца СОН
Выделение ДНК проводят с использованием следующп' 

комплектов для экстракции;
- Набор реагентов для выделения геномной ДНК человека и 

фиксированных в формалине и заключенных в парафин тканс; 
(ДНК-Ткань-Ф) по ТУ 21.20.23-009-97638376-2016. производс1в> 
ООО «ТеедТен». Россия (регистрационное удостоверение .Vi] Р31 
2018/7772 от 30.10.2018 г);

- Набор реагентов для выделения юномной ДНК человека и 
фиксированных в формалине и зак.почённых в парафин тканс! 
(ДНК-Ткань-М) по ТУ 21.20.23-012-97638376-2019. производсп;. 
ООО «ТсстГен». {Чзесия (регистрационное \достоверение .V” Р31 
2021/14273 от 06.05.2021 г).

10

Во время процедуры выделения ДНК необходимо строго 
соблюдать протокол и требования инструкции применяемого 
набора реагентов.

9. Подготовка компонентов набора для исследования
Установка, .монтаж, настройка, калибровка медицинского 

изделия Л.1Я ввода в эксп;|уатацию не требуется.
ВНИМАНИЕ! При работе с ДНК необходимо использовать 

только одноразовые стерильные пластиковые расходные 
материалы, имеющие специальную маркировку «DNase-free». 
Обязате.зьно использовать отдельный наконечник с аэрозольным 
барьеро.м для каждого компонента реакции.

ВНИМ.ЛРШЕ! Компоненты реакционной смеси следует 
смешивать согласно таблице 4 непосредственно перед 
проведением анализа.

Перед приготовлением реакций необходимо произвести 
влажную уборку ПЦР-бокса. а также оборудования и материалов, 
находящихся в нём. с применением дезинфицирующих средств, 
пригодных для использования в ПЦР-лабораториях, включить УФ- 
лампу на 20-30 мин.

1. Тщательно перемешать содсржи.мое пробирок с 
выделенной ДЛЯ анализа ДНК. ПЦР-буфером. Праймер-.миксами. 
ОКО и ПКО. переворачивая каждую пробирку 10 раз или 
перемешивая на вортексе на низкой скорости в течение 3-5 сек., 
затем осадить капли с крышек пробирок коротким 
центрифугированием.

2. Отобрать необхо.щмос количество пробирок объемом 0.2 
мл для ПЦР из расчёта .ыя каждого используемого мультиплекса: 
количество исследуемых образцов^ -  1 ПКО -  1 ОКО.

В зависимости оз необходимости выявления конкретных 
мутаций, каждый образец ставится с одним или несколькими 
мультин.зексами (праймер-миксами).

В таблице 4 приведена схема расположения ПЦР-пробирок 
при использовании шести мх’льтиплексов.

;11я повышения ’ючиосп! рскимеил'егся аиа.'шзировать каждый образен 
йдвух поагорач.
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аблица 4 - Схема расположения пробирок для ПЦР

Мультиплекс Образец1 Образец
П 1

ПКО ОК()

бООЕ/Ес
(статус мутаций V600E, 

V600EC) О О о о
6 0 0 К

(статус мутации V600K) О О о о
600R/D/DC

(статус мутаций V600R. 
V600D. V600DC) о

_____________
о о о

600 м
(статус мутации 

V600M) о о о о
10. Проведение анализа

ПЦР-исследование состоит из следующих этапов:
1. Подготовка Г1ЦР:
2. ПЦР-амплификация ДНК с гибридизационнс 

флуоресцентной детекцией продуктов амплификации 
режиме реального времени:

3. Интерпретация результатов (подробно описано в главе 11 
А) Подготовка ПЦР
(производится в ЗОНЕ пре-ПЦР -  помещении дл 

раскапывания реагентов и подготовки к ПЦР-амплификации) 
Общий объём реакции -2 0  мкл.
ВНИМАНИЕ! Запрещено изменять объём реакции.
Для приготовления каждой реакции необходимо:

1. 11ЦР-буфер -  4 мкл.
2. Соответствующий праймер-микс (600Е7Е.С. 600К

600R/IVDc.*600Vl) -- К) мкл.
3. Образец (исследуемый образец /1НК. НКО. ОКО) - 

мкл.
Готовить реакционные пробирки необходимо согласи 

таб.шцс 4 в следующем порядке:

12

прооирки

пробирки

каждого

каждого

1. Промаркировать ггробирки на 0.2 мл для ПЦР. Д.зя каждого 
^утьтипдекса берётся необходимое количество пробирок для 
,.1сследуемых образцов -  1 ПКО ^  1 ОКО.

2. Внести в каждую пробирку по 4 мкл ПЦР-буфера^
3. Внести по 10 мкл Праймер-миксов (бООН/Гх, 600К. 

600R/D/DC.600M) в пробирки для соответствующих 
мультиплексов.

4. Внести в соответствующие пробирки для исследуе.мых 
образцов по 6 мю  выде-леиной ДНК'*. В пробирки для ПКО и ОКО 
ДНК не вносится.

5. Внести в соответствующие
используемого мультиплекса по 6 мкл ПКО.

6. Внести в соответствующие
используемого мультиплекса по 6 мкл ОКО.

7. Внести в соответствующие
используемого мультиплекса по 6 мкл КОС.

8. Для сброса капель со стенок отцентрифугировать пробирки 
в течение 1-3 секунд на микроцентрифугс-вортексе.

Б) ПЦР-амплифшсаиия ДНК с гибридизациошю-
флуорссцептнон детекцией продуктов ам плиф икащ т в
режиме реа.тыюго времени

(производится в ЗОПГ' ПЦР -  помещении для проведения 
ПЦР-а.мплификации)

1. Установить пробирки в реакционный модуль прибора для 
ПЦР в реальном времени. Рекомендуется устанавливать пробирки 
по центру тсрмоб.тока для равномерного прижима пробирок 
нагревающей крышкой.

2. Запрограммировать прибор для выполнения
соотвегсгв) ющей про1'раммы а.мплификации и детекции

прооирки каждого

 ̂ Рск'омсилуется сначала приготовить смесь ираймср-микса и Г1ЦР- 
буфера .м я  каждого м у .ты ип лекса в отделг.иои пробирке на мл из
расчёта: (п -3 ) \4  \uc i П Ц Р-буф ера - (п -З)хИ ) мкл соответствую щ его праймер- 
'ликса, где п количество образцов. П еремеш агь tra вертексе, осалить капли 
коротким цеигрифугироваггисм и внести ио 14 мкл в И ЦР-пробирки для 
соответсгвую щ его м ультиплекса согласно таб.лнце 4.

 ̂ Для прслотвраш сиия игггибироваиия П ЦР объём образна мож ет быть 
снижен до 1-5 мкл. при тгом  объём реакции доводится .ю  20 ,мк.л 
■4еионнзовагшой волой из О КО .
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флуоресцентного сигнала, соблюдая инструкцию ДЛ1 
используемого прибора. Протокол ПЦР указан в таолице 5 и 6.

3. Указать количество и идентификаторы ооразцов. отметит 
расположение пробирок на матрице термоблока в соответствии , 
их установкой.

4. Удостовериться, что в параметрах оптических измеренщ 
программы амплификации задействованы каналы дстекци! 
FAM/Green. HEX/Yellow.

5. Запустить ПЦР с детекцией флуоресцентного сигнала.
6. По окончании выполнения программы приступить 

анализу результатов.

Таблица 5 -  Протокол ПЦР для приборов производства 0 0 ( 
« Я Н К - Т е х н о л о г и я » _________ _____________ ____________

------------- - ' • ' В сего циклов
С тад и я Г ем п ер ату р а , °С

95
95

В[)емя,
м и н :сск

02:00

00:05

К ан ал ы
д етек ц и и

64 00:15
FA M /G reen.
H EX /Y ellow

50

1'аблица 6 -  Протокол ПЦР для приборов друг

С тад и я Т е м п е р а ту р а , "С
В рем я,

м и н :сек
К ан ал ы

детек ц и и
Всего ц и к л е

1 95 02:00 • 1

95 00:05 ’ -
502

62 00:15
FA M /G reen.
H EX /Y ellow

,1L1

о б е с п е ч е н т

11. Рететрации  и интерпретация результатов
Р е г и с т р а ц и ю  р е з у л ь т а т о в  п р о в о д я т  п о  з а в е р ш е н и и  

а в т о м а т и ч е с к и  с п о м о щ ь ю  п р о г р а м м н о г о  

и с п о л ь з у е м о г о  п р и б о р а .
Рск'омендапип по услановке пороговой линии
Для амплжфлкаторов любых моделей пороговая лини 

усланавлнвастся иидивидуа.шно для каждого канала на уровг 
перехода кривых в чксноненниа.тьную фазу росла.
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Интерпретация результатов выполняется по значениям Ct 
каналов FAM/Green. HF!X/Yellow (табл. 7).

Сначала оценивают прохождение реакции и значения Ct в 
контрольных образцах. Интерпретацию результатов в исследуемых 
образцах начинают только при правильном прохождении ПКО и 
ОКО.

Таблица 7 -  Интерпретация результатов по каналам FA.M/Green и
HEX/Yellow

I
Мультнп.’гекс

(праймер-
микс)

Кана.1 , соотвс 1 сгку!<1 1 1 | 1 1 Й ф.1 уо )<)фпру

РАМ/ НЕХ/
С гееп bellow

бООЕ/Ес М утации V 600E, V 600Ec гена B R A F КВ.М (геи B R A F  \
(определяет мутации, но не различает их) человека)

600К М утация V600K гена B R A F
КВМ (ген B R A F

человека)

600R/D/DC
М утации V 600R. V600D, V600Dc гена 

ДЛ //-'(определяет мутации, но не 
различает их)

КВМ (ген B R A F  
человека) ^

600М .Мутация V600M  гена B R A F
КВМ (ген B R - i F  i 

человека)

Интерпретация результатов в коигрольных образцах
Для отрицательного и положительного контрольных 

образцов должны быть получены следующие результаты (табл. 8). 
Таблица 8 -- Результаты исследования для отрицательного и

Контрольный
образец

Выбранный (]).'1уорофор
FAM/Green ', HbX/Yc ow (нормальный

'м\таиии V6001'.. VeOOEc. V6 0 0 K. /.и|г-ч 
V600R. V600D. V600DC. УбООМ) «ариант гена B R A lA

ОКО Огс\тств\ет Отсхтствует

ПКО ■ Ct <35 С' 1  С35

При получении л.зя отрицате.чыюго контрольного образца 
■значений, отличающихся от указан)!ы.\ в таблице 8. результаты 
всей постановочной серии считаю'! недостоверными. В этом 
‘Случае пеоб.чолимо [ipoведение снециа.зьных мероприятий для 
устранения воз\юж}!ой контаминации.
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При получении для положительного контрольного обратц, 
значений, отличающихся от указанных в таблице 8. треоуец, 
повторная постановка амплификации всей партии образцов. |р„ 
повторном получении для положительного контрольного образ., 
значений, отличающихся от указанных в таблице 8, необходим, 
заменить реагенты.

И н т е р п р е т а ц н и  р е з у л ь т а т о в  в  п е с л е д у е м ы х  о б р а з ц а х ^ С О П
Принцип интерпретации результатов отражен в таблице 8 .

Таблица 9 -  П р и н ц и п  H i i T e p n p e T a n j . H j g 3 y a j £ a T O ^ ^

В ы б р а н н ы й  ф л у о р о ф о р  ___________ *

К о н т р о л ь н ы й  I F A M /G r e e n  H lv X A 'e l lo w  (н о р м а л ь н ы ! '

о б р а з е ц  ^ м у т а ц и и  V 6 0 0 F .  V 6 0 0 h c ,  V 6 0 0 K .

соп

. V - ----

V 6 0 0 R .  V 6 0 0 D .  У б О О Р с . V 6 0 0 M I  

C l  < 3 5

в а р и а н т  г е н а  B R A h )

а  < 3 5

Р е з у л ь т а т  п р о х о ж д е н и я  П Ц Р - р е а к ц и и .  с о о т в е т с т в у ю щ и  
н о р м е :  р е г и с т р а ц и я  р о с т а  с и г н а л а  ф л у о р е с ц е н ц и и  п о  к а н а л а  

FAM/Green Ct<35 и ПЕХ/Yellow CIS35.

12. Условия хранения, транспортироваиия и эксплуатации 
Условия хранения: в упаковке предприятия-изготовите. 

хранить при температуре не выше минус 20 °С в течение все. 
соока годности набора.

^  П о с л е  в с к р ы т и я  х р а н и т  ь в т е х  ж е  у с л о в и я х ,  ч то  и  р е а г е н т ы  л

' ' " ' ’“ с О П ,  х р а н и в ш и й с я  с н а р у п .е н и е м  ретлам ен ти роваи н ог ,^

п е ж и м а .  п р и м е н е н и ю  не  и о д и е ж и '! .
У е . , о в и я  т р а п с н о р г и р о в а н и я :  т р а н с . о р т н р о в а ,

т р а н с п о р т о м  в с е х  в и д о в  в к р ы т ы х  т р а и с н о р т ш л х  с р е д е ц з а х  

с 'о о т в е т о гв и и  с ирави .тах .и  п е р е в о з о к .  ,
. р а н с п о р т с  л а н н 0 1 Ю в и д а  п ри  т е м п е р а т у р е  м и н у с  2 0  t

в с е го  с р о к а  г о д н о с т и .   ̂ _ о ,
Д о п х е к а е т с я  т р а н с п о р т и р о в к а  п р и  т е м п е р а т у р е  

C V T O K  п р и  к о м н ат  н ой  т е м н е р а т у р е  ( 1 5 -2 5  “О  н е  о о л с е  д в у х  сутоь- 
■ , . \ т м о с ф с р н о е  д а в л е н и е  не к о п т р о л и р у с с я .  т .к .  нс р..1 и я и

к а ч е с г в о  и з д е л и я .
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13. У т и л и з а ц и я

Н а б о р ы  р е а г е н т о в ,  п р и ш е д ш и е  в н е п р и г о д н о с т ь ,  в  т о м  ч и с л е  
е с в я з и  с и с т е ч е н и е м  с р о к а  г о д н о с т и ,  п о д л е ж а т  у т и л и з а ц и и  в 
с о о т в е т с т в и и  с  т р е б о в а н и я м и  С а н П и Н  2 .1 .3 6 8 4 -2 1  « С а н и т а р н о -  
э п и д е м и о л о г и ч е с к и е  т р е б о в а н и я  к с о д е р ж а н и ю  т е р р и т о р и й  
го р о д с к и х  и с е л ь с к и х  п о с е л е н и й ,  к в о д н ы м  о б ъ е к т а м ,  п и т ь е в о й  
в о д е  и п и т ь е в о м у  в о д о с н а б ж е н и ю ,  а т м о с ( |)е р н о м у  в о з д у х у ,  п о ч в а м ,  
ж и л ы м  помещ ения-М . э к с п л у а т а ц и и  п р о и з в о д с т в е н н ы х ,  
о б щ е с т в е н н ы х  п о м е щ е н и й ,  о р г а н и з а ц и и  и п р о в е д е н и ю  с а н и т а р н о ­
п р о т и в о э п и д е м и ч е с к и х  (п р о ( |)и л а к т и ч е с к и х )  м е р о п р и я т и й » .

В соответствии с к.тассификацисй медицинских отходов 
наборы относятся к классу А (эпидемиологически безопасные 
отходы, приближенные по составу к твёрдым бытовым отходам). 
Неиспользованные реактивы в соответствии с п. 4 п. 170 СанПиН 
2.1.3684-21 «Санитарно-эпидемиологические требования к 
содержанию территорий городских и сельских поселений, к 
водным объектам, питьевой воде и питьевому водоснабжению, 
ат.мосферному воздуху. почвам, жилым помещениям, 
эксплуатации производственных, общественных помещений, 
организации и проведению санитарно-противоэпидемических 
(профилактических) мероприятий» собираются в многоразовые 
емкости или одноразовые пакеты любого цвета (кроме жёлтого и 
красного).

Оставшиеся после выполнения работ пробирки и материалы 
утилизир>юг в соответствии с МУ 287-113 (Методические 
указания по дезинфекции, предстерилизационной очистке и 
стерилизации изделий медицинского назначения).

Жидкие компоненты (реагенты, реактивы) уничтожаются 
сливом в кана.шзацию с предварительным разбавлением реагента 
водопроводной водой 1 : 1 00  и вывозом остатков упаковок как 
производственный или бытовой мусор.

Потребительская упаковка набора реагентов «Tcqy-BRAF- 
ткань-м\.1ьти» подлежит механическому разрушению с вывозом 
остатков как производственного или бытового мусора.

Персонал, осуществляющий уничтожение набора реагентов, 
должен соблюдать правила безопасности проведения того или 
иного способа n ничтожения.
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1. Назначение
Контрольный образец специфичности (КОС) предназначен 

для использования в качестве контрольного образца при 
проведении контроля качества « Набора реагентов для 
определения статуса мутаций гена методом мультиплексной
ПЦР-РВ в пробе геномной ДНК человека из образцов 
фиксировзЕШОЙ ткани «TecT-5/?/iF-TKanb-MynbTH» по ТУ 21.20.23- 
034-97638376-2020. а также для оценки прецизионности в 
условиях повторяемости и воспроизводимости набора реагентов 
«Тест-.б/?/1Д-ткань-мульти» в рамках проведении валидации 
функциональных характеристик с целью государственно'^ 
регистрации набора реагентов «TecT-^^-iF-TKaHb-My.ibTH».

Контрольный образец специфичности (КОС) представляс! 
собой рас гвор геномной ДНК человека, выделенный из клеточной 
линии Jurkat с концентрацией 1 000 копий на 1 мкл.

Детекция флуоресцентного сигнала КОС при проведении 
ПЦР-исследования набором реагентов «Тест-5/^.^Д-ткань-мул[эТи» 
осуществляется по каналу HEX.

Предиазиачепнын пользователь: инженер ТК ООО 
«ТестГен». в рамках проведения контроля качества набора 
реагентов «Тест-Л/?/1Д-ткань-мульти» в соответствии ТУ 21.20.23- 
034-97638376-2020: сотрудник отдела научно-технического
развития ООО «ТестГен». в рамках проведения валидации 
функциона.тьных характеристик набора реагентов «Tcci-BRAF- 
ткань-мульти» с целью государственной регистрации набора 
реагентов «Тест-/^Л‘1Д-ткань-мульти».

2 . Прнниип метода
Метод
Мультиплексная полимеразная цепная реакция в реа.1ьном 

времени с гибридизационно-флуоресцентной детекцией.
Принцип метода
Контрольный образец специфичности (КОС) про.ходит все 

этапы исследования (выделение ДНК. ГII 1,Р-амплификацию. 
гибридизационно-флуоресцентную детекцию продуктов 
амплификации в режиме реального времени).

С пробами ДНК. выделенными из Контрольного образца 
специфичности (КОС), с использованием набора реагентов «Тест- 
/̂L^F-TKaHb-MynbTH» проводятся реакции амплификации участков 

генов при помощи специфичных к этим участкам ДНК праймеров 
в реакционном буфере.

Набор реагентов «Тест-.ЙУ?Л/''-ткань-.мульти» содержит 
реагенты для мультиплексного определения статуса мутаций в 
гене BRAF - V600E. V600E complex (обнаруживает мутации 
V600E. V600E complex, но не различает их). V600K. V600R. 
V600D. V600DC (обнаруживает мутации V600R, V600D. V600Dc. 
но не различает их). V600M, а также нормального варианта гена 

(контроль взятия материала, далее КВМ) (табл. 1).
________Таблица 1 -  Состав мультиплексов, входящих в набор

■Мультиплекс }_______ Капал, соответствующий флуорофору '
(праймер-микс) I FAM/Green HE^Vellow

бООЕ/Ес
Мутации V600E. V600Ec в гсие 

(определяет мутации, ио не 
_________ различает их)_________

КВМ (ген BUM- 
человека)

600К Мутация V600K в гене BRM-'

Мутации V600R. V600D. V600Dc 
600R'D''Dc в гене /i/7-J/- (определяет

_______________ мутации, но не различает их)

600М Мута1шя V600M в гене BUM-'

КВМ (ген BRAF 
___ ^ловека)

КВМ (ген BRAF 
человека)

КВМ пен BRU- 
человека)
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3. Состав Контрольного образна спеипфнчности (КОС)
Таблица 2 -  Состав КОС

№
пи

Название
реагента Описание

Количество,
объём

КОС Прозрачная 
бесцветная жидкость

1 пробирка. 
1000 мкл

КОС.

4. Технические н функциональные характеристики
[аолица 3 — 1схнические и функциональные характеристики

Наименование показате.зя .Характеристики и нормы ^

1. Технические характеристики
1.1 Внешний вил
КОС , 11розрачная бесцветная жидкость

2. Функциональные характеристики
1. Концентрация , Раствор геномной ДНК человека, выделенной из 

1 клеточной линии Jurkat с концентрацией 1 000 
копий на I мкл

2. Прохождение ПЦР- 
реакции

Рост сигнала флуоресценции по каналу FAM/Green 
не указан. По канату HEX/Yellow Ct<35.

Примечание; Исходную комиентраишо стокового раствора Jurkai 
(производства «Thermo Hsher Scientific». СШЛ) измеряют с помощью 
спектрофотометра \anoD rop 2000с (производства Thermo Scientific. СШЛ) с 
диапазоном излучения 190-840 нм.

5. Меры |[релосторожности ирн работе 
ВНИМАНИЕ! Запрещено внесс1ше в Контрольный образе^к 

специфичности (КОС) посторонних вещеезв. которые м о г л ^  
привести к модификации КОС и ;ici ралации.

Все составные части н реагенты, входящие в состав КОС. 
относятся к 4 к.тассу онасносгн (вещества малоопасные) в 
соответствии с I ОС I 12.1.007-76 «ССБ1. Вредные вещества. 
Классификация и общие [реоования безопас1юсти».

Реагенты, входящие в КОС. обладают низкой N'rips'rocTbto 
пара и исключают возможчюстъ и т  аляциошюго отравления.

Реагенты, входящие в КОС. не токсичны, поскольку 
готовятся путё.м смешивания отдельных нетоксичных 
ко.мпонентов.

Необходимо одновременно обеспечить и соблюдать 
персоналом правила биологической безопасности и требования к 
организации и проведению данных работ с це.лью предотвращения 
контаминации нуклеииовы.ми кислотами и (или) ампликонами 
исследуемых проб помещений и оборудования.

Работа должна проводиться с соблюдением санитарно­
эпидемических правил СанПиН 2.1.3684-21 «Санитарно- 
эпидемиологические требования к содержанию территорий 
городских и сельских поселений, к водным объектам, питьевой 
воде и питьевому водоснабжению, атмосферному воздуху, почвам, 
жилы.м помещениям. эксплуатации производственных, 
общественных по.мсщений, организации и проведению санитарно- 
противоэпидемических (профилактических) мероприятий».

При работе всегда следует выполнять следующие 
требования:

- удалять неиспользованные реактивы в соответствии с 
СанПиН 2.1.3684-21 «Санитарно-эпидемиологические требования 
к содержанию территорий городских и сельских поселений, к 
водным объектам, питьевой воде и питьевому водоснабжению, 
атмосферному воздуху. почвам. жилым по.мсшениям. 
эксплуатации производственных, общественных помещений, 
организации и проведению санитарно-противоэпидемических 
(профилактических) мероприятий»;

ВНИМАНИЕ! При удалении отходов после амплификации 
(пробирок, содержащих продукты ПЦР) недопустимо открывание 
пробирок и разбрьш'ивание содержимого, поскольку :)то может 
привести к контаминации продуктами ПЦР лабораторной зоны, 
оборудования и реагентов.

- применять tta6op строго по назначению, согласно данной 
инструкцнн;

- допускать к работе t d . i b k o  сотр\д!!иков ООО «ТеегГен»: 
инженера '1 К. в рамках проведения контроля качества набора 
реагентов « I ест-.5 Л.'/У''-ткань-му:1ьти»: сотр\д[<нков отдс.за намчпо- 
'^ехнического развития ООО «ТсстГен». в рамках проведения 
валидации (|)унк1шона.1ьиы.\ харакгеристик набора реагентов

• /



«Тест-^Л^/'-ткань-мульти» с целью государственной регистрации 
набора реагентов «Тест-^Л-1/'-ткань-мульти», с соблюдением мер 
предосторожности;

- не использовать контрольный образец специфичности 
(КОС) по истечении срока годности;

- избегать контакта с кожей, глазами и слизистой оболочкой. 
При контакте немедленно промыть поражённое \тесто водой и 
обратиться за медицинской помощью.

Необходимых мер предосторожности в отношении влияния 
магнитных полей. внешних электрических воздействий, 
электростатических разрядов, давления или перепадов давлениям 
перегрузки. источников термического воспламенения н с^  
предусмотрено.

В составе КОС отсутствуют вещества человеческого или 
животного происхождения. обладающие потенциальной 
инфекционной природой, поэтому меры предосторожности против 
любых специальных, несвойственных рисков при использовании 
или реализации изделия не предусмотрены.

6. Оборудование и материалы, необходимые при работе с 
набором реагеи гов

Работа с КОС и наборо.м реагентов для мультиплексной ПЦР 
«Тест-.^Л^/'-ткань-мульти» осуществляется в рабочей зоне 3 (для 
приготовления реакций) (МУ 1.3.2569-09).

Оборудоваипс дан проведении мулытныексной ПЦР:
1. 1ЩР-бокс биологической безопасности II и III класса

защиты (например. «БМБ-11-«Ламинар-С»-1.2». «Ламинарные 
системы», Россия). А

2. Вортекс (например. «ТОТЛ-2». «Биоком». Россия).
3. Набор электронных или автоматических дозаторов 

переменного объема (например. «Eppendorf». Германия).
4. Холодильник от 2 °С до 8 °С с морозильной камерой не 

выше минус 16 “С.
5. .Лмн.шфикатор с флуоресцентной детекцией в режиме 

реалыю1'о времени [ю каналам, соответствующим флуорофорам

FAM/Green, HEX/Ycliow: CFX96 (BioRad. США). «ДТпрайм» 
(«ДНК-Технология». Россия). Rotor-Gene Q («Qiagcn». Германия). 
QuanlSludio 5 (Thermo Fisher Scientific. США).

6 . Спектрофотомегр NanoDrop 2000c (производства Thermo 
Scientific. США) c диапазоном излучения 220-350 нм. Внесён в 
Государственный реестр средств измерений, имеет Свидетельство 
об утверждении средств измерений US.C.31.004.А .\'о53590.

Материалы и реагенты, не входящие в состав изделия:
ВНИМАНИЕ! При работе с ДНК необходимо использовать 

только одноразовые стерильные пластиковые расходные
материалы, имеющие специальную маркировку «DNase-free».

1. Одноразовые наконечники с аэрозольным барьером до 
1000 мкл. 200 мкл. 20 мкл и 10 мкл (напри.мер. «Axygen», 
США).

2. Одноразовые пробирки Эппендорф на 1,5 мл:
3. Тонкостенные одноразовые пробирки с оптически 

прозрачной крышкой для ПЦР:
- пробирки для ПЦР объёмо.м 0,2 мл,
- пробирки для ПЦР объемом 0.2 мл в стрипах,
- планшеты для ПЦР с оптически прозрачной плёнкой
(например. «Axygen», США).

4. Отдельный халат и одноразовые перчатки без талька.
5. Емкость с дезинфицирующим раствором.
6 . Штативы «рабочее место» д;гя пробирок объёмом 0.2 мл 

или для с'гриповаиных пробирок объёмо.м 0.2 мл (например. 
«ИнтерЛабСервис». Россия).

7. Набор для выделения ДНК из клинического материала (см. 
п. 8 Инструкции)

\мп.шфикаторы .юлжиы обслуживаться. ка:шброваться i Использование данного )iaoopa в нео 1 ка.'шбрс)ванном приборе может оказать
испольи'ва!ься в споткек i иии с рскоме1 1 !аш1я\ш производителя влияние иа рабочие характсриетики теста.
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7. П р о ц е д у р а  п о д г о т о в к и  К о н т р о л ь н о г о  о б р а з ц а  
с п е ц и ф и ч н о с т и  ( К О С )  д л я  и с с л е д о в а н и я

КОС готов к применению и представляет собой раствор 
геномной ДИК человека, выделенный из клеточной линии .lurkat с 
концентрацией 1 000 копий на 1 мкл в ТЕ буфере (10 мМ Трис. 1 
мМ ЭДТА).

Исходную концентрацию стокового раствора .lurkat 
(производства «Thermo Fisher Scientific». США) измеряют с 
помощью спектрофотометра \anoDrop 2000с (производства 
Themro Scientific, США) с диапазоном излучения 190-840 нм.

ВНИМАНИЕ! Запрещено внесение в КОС посторонниу^ 
веществ, которые могут привести к модификации КОС и *  
деградации.

8. П р о ц е д у р а  в ы д е л е н и я  Д Н К  и з  и с с л е д у е м о г о  о б р а з н а  К О С
Выделение ДНК проводят с использованием следующих 

комплектов для экстракции:
- Набор реагентов для выделения геномной ДНК человека из 

фиксированных в формалине и заключённых в парафин тканей 
(ДНК-Ткань-Ф) по ТУ 21.20.23-009-97638376-2016. производства 
ООО «ТестГен». Россия (регистрационное удостоверение Л» РЗН 
2018/7772 отЗО.10.2018 г);

- Набор реагентов для выделения геномной ДНК человека из 
фиксированных в форма:1Ине и заключённых в парафин тканей 
(ДНК-Ткань-М) по ТУ 21.20.23-012-97638376-2019. производства 
ООО «ТестГен». Россия (регистрационное удостоверение .Va РЗН 
2021/14273 от 06.05.2021 г).

Во время процедуры выделения ДНК необходимо строп|^ 
соблюдать протоко.з и гребования инструкции применяемою 
набора реагентов.

9. П о д г о т о в к а  к о м п о н е н т о в  н а б о р а  д .зя  и с с л е д о в а н и я

Установка, .монтаж, настройка, калибровка медицинского 
изделия для ввода в эксплуатацию нс требуется.

ВНИМАНИЕ! При работе с ДНК необходимо использовать 
только одноразовые стерильные пластиковые расходные 
материалы, имеющие специальную маркировку «DNase-free». 
Обязательно использовать оздельный наконечник с аэрозольным 
барьером для каждого компонента реакции.

ВНИМАНИЕ! Компоненты реакционной смеси следует 
смешивать согласно таблице 4 непосредственно перед 
проведением анализа.

Перед приготовлением реакций необ.чодимо произвести 
влажную уборку ПЦР-бокса. а также оборудования и материалов, 
находящихся в нём. с применением дезинфицирующих средств, 
пригодных для использования в ПЦР-лабораториях, включить УФ- 
лампу на 20-30 мин.

1. Тщательно перемешать содержимое пробирок с 
выделенной для анализа ДНК. ПЦР-буфером. Праймер-миксами. 
ОКО и НКО. переворачивая каждую пробирку 10 раз или 
перемешивая на вортсксе на низкой скорости в течение 3-5 сек., 
затем осадить капли с крышек пробирок коротким 
центрифугированием.

2. Отобрать необходимое количество пробирок объёмом 0.2 
мл для ПЦР из расчёта для каждого используемого мультиплекса: 
количество исследуемых образцов^ -  1 НКО -  1 ОКО.

13 зависимости от необходимости выявления конкретных 
мутаций, каждый образец ставится с одни.м или несколькими 
.мультиплексами (праймер-миксами).

В т а б л и ц е  4 п р и в е д е н а  с х е м а  р а с п о л о ж с } 1 ИЯ П Ц Р - п р о б и р о к  
п р и  и с п о л ь з о в а н и и  ш е с т и  м у л ь т и п л е к с о в .

Таб.тца 4 -  Схема расположения пробирок л.'1я 11ЦР

Му.ТЫ ЦП.1СКС О б р а з е ц
1

О б р а з е ц
п Н К О око

10

 ̂Л-1Я повышения томности рскомснлустся апаличироват!. кажлый обратен 
в двух повторах.
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бООЕ/Ес
(статмс мутаций V600E, | 

УбООЕс)
О О о о

6 0 0 К
(статус мутации V600K) О О о о

6 0 0 R /n /D c  1 
(статус мутаций V600R. 

V 600D. V600DC)
О О о о

1-'
600М

(статус мутации 
V600M )

О , о о
] _ _____ ______

10. Проведение ана.ипа
ПЦР-исследование состоит из следующих этапов:
I. Подготовка ПЦР:

ДНК с гибридизационно2. ПЦР-амплификация ДНК с гиЬридизационн 
флуоресцентной детекцией продуктов амплификации в
режиме реального времени;

3. Интерпретация результатов (подробно описано в главе ).
А) Подготовка ПЦР
(производится в ЗОНЕ пре-ПНР -  помещении для 

раскапывания реагентов и подготовки к 1 ЩР-амплификации)
Общин объём реакции — 20 мкд.
ВНИМАНИЕ! Запрещено изменять объем реакции.
Для приготовления каждой реакции необходимо;

1. ПЦР-буфер — 4 мкл.
2. Соответствующий цраймер-микс (бООЕ/Ес. бООКф

600R/D/DC. 600М) -  1 о мкл.
3. Образец (исследуемый образен ДНК. ПКО, ОКО) -  б

м кл.
пробирки необходимо согласноГотовить реакционные 

таблице 4 в следующем порядке:
1. Промаркировать [фобирки на 0.2 мл д.зя ! 1ЦР. Д-зя каждою

м\льтиплекса берётся необходимое колрщество пробирок для 
исс;1сл\’емых образцов •' 1 П К О - 1 ОКО.

12

2. Внести в каждую пробирку по 4 мкл ПЦР-буфера’\
3. Внести по 10 мкл Праймер-миксов (бООЕ/Ес. бООК. 

600R/D/DC.600M) в пробирки для соответствующих 
мультиплексов.

4. Внести в соответствующие гфобирки для исследуемых 
образцов по 6 мкл выделенной ДНК'’. В гфобирки для ПКО и ОКО 
ДНК не вносится.

5. Внести в соответствующие пробирки каждого
используемого мультиплекса по 6 ,мкл ПКО.

6. Внести в соответствующие пробирки каждого
используемого мультиплекса по 6 мкл ОКО.

7. Внести в соответствующие пробирки каждого
используемого мультиплекса по 6 мкл КОС.

8. Для сброса капель со стенок отцентрифугировать пробирки 
в течение ]-.■> секунд па микроцентрифуге-вортексе.

Б) ГТЦР-амплпфпкацня ДНК с гнбридпзацнонцо- 
флуорссцентноп детекцией продуктов амплификации в 
режиме реального времени

(производится в ЗОНЕ ПЦР -  помещении для проведения 
ПЦР-а.мплификации)

1. Установить пробирки в реакционный модуль прибора для 
ПЦР в реальном времени. Рекомендуется устанавливать пробирки 
по центру термоблока для равномерного прижима пробирок 
нагревающей крышкой.

2. Загфограммировать прибор для выполне}]ия 
соответствующей программы амплификации и детекции 
флуоресценгного си)’нала. соблюдая имсгрукцию для 
используемого прибора. Протокол 11ЦР указан в таблице 5 и 6.

 ̂ Рекомендуется снача.1 а приготовить смесь праймер-мпкха н ПЦР- 
буфера Л.1Я каждого мультиплекса в отдельной пробирке на I..v2.0 мл из
расчёта. (п-3)х4 м к л  ПЦР-буфера - (п-3).\10 m k ; i с о о т в с т с т в ч t o ih c io  праймер- 
микса. где п - количество образцов. Перемешать на вортексе. осалить капли 
коротким центрифугированием и внести по 14 мкл в ПЦР-пробирки хтя 
соогветсгвуюшего мультиплекса согласно таблице 4.

Для предотвращения ингибировагшя flliP объём образца может быть 
снижен ло 1-5 мкл. при ном обт,ём реакции ловодитея до 20 мкт 
Деиошиованиой водой из ОКО.

13
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3 Указать количество и идентификаторы образцов, отметит., 
расположение пробирок на матрице термоб.лока в соответствии с

их в параметрах оптических измерений
программы амплификации задействованы каналы детекции 
F A M /G r e e n .  H E X /Y e l lo w .

5 Запустить ПЦР с детекцией флуоресцентного сигнала.
6. По окончании выполнения программы присгунить к

анализу результатов.

,/ПТПТ Т ( 'У и т о г и я »  _______________ г
---------------------------------1

Сталия Температура, С
Время,
У1 ин:сек

Каналы
детекции

Всето циклов

 ̂ 1 i 9 5 ПЭ-ОО !
1

' 1 9 5 0 0 : 0 5 •
5 0

2  6 4 0 0 : 1 5
___ J

FAM/Green.
HEX/Yellow

Т аб л и ц а  6 -  П р о то ко л  ПЕ^Р для прибпппы’грппителей ------------------------------------------------------------------------

оров  други х

Сталии 1 Гемперятура. °С
Время.

мии:сек
Каналы

летекнии
Beet О ИИК. 10В

------------------- i------------------- - 9 Г   ̂ ^ 0 -

' 9 5  1 0 0 : 0 5  

6 2  0 0 : 1 5
1 FAM/Green, 

HEX/Yellow
5 0

Таблица 7 -  Интерпретация результатов по каналам FAM/Green и

И . Регнетрацпя п интерпретация результатов ^
Регистрацию результатов проводят по завершении ПЦР 

автоматически с помощью программного ооеспечения 
используемого прибора.

Рекомемтаиии по установке пороговой линии
Д 1 Я амплификаторов любыч моделей пороговая линия 

устанавливается и 1 аивид>алыю для каждого канала на vpoBtu. 
перехода кривых в -жепоиеппиальную фазу роста.

И!Етерпретаиия рсзулшатов выполаяегея по значениям 
каналов FAM /C5reen и H H X /Y c l lo w  {табл. 7).

14

М у Л Ь Г1П1.1СКС Кака.1, с<»(пве'1С гв у10Ш1П1 флуорофпру
(праймер-

МИк'С] РАМ/
Green 1

НЕХ/

бО О Е/Ес Мутации V600E. V600Ec гена BHif- КВМ(генйЛ1/-‘
(оггределяет мутации, но не различает их) человека) ,

600К Мутация V600R гена HRAh к е м  (ген BR.iF ' 
че.'ювека)

600R/D/DC
Мутации V600R. V600D. V600Dc гена 1 

ВRAF (опрелеляет мутации, но не
различает их) 1

КВМ(ген BRAF 
человека) '

600М Мутация V600M гена BRAF КВМ (1-ен BRAF 
человека!

Сначала оценивают прохождение реакции и значения Ct в 
контрольных образцах. Интерпретацию результатов в исследуемых 
образцах начинают только при правильно.м прохождении ПКО и 
ОКО.

Интерпретация результатов в контрольных образцах
Для отрицательного и по.тожительного контрольных 

образцов долмсны быть получены следующие результаты (табл. 8).

Таблица 8 -  Результаты исследования для отрицательного и 
положительных контрольных образцов

КоНТр0.1ЬНЫЙ

о б р а з е н

В ы б р а н н ы й  ф .з у о р о ф о р

Г 'Л М /О г е е п
'.м\ гаиии УбПОЕ. МбПОНс. V600K.. 
V6(K)R. V6QUD. УбООПс. V6U0.M)

О К О Oi'cvTcrB\'CT
П К О C t  < 3 5

I I I 'X /Y e l lo w  ( н о р м а . 1 ь и ы й  

в а р и а н т  г е н а  B R A I- ' )

О г е \ т с т в \  е т

а  < 3 5

При получении для отрицательного контрольного образца 
значений, отличающихся от указанных в таблице 8, результаты 
всей постановочной серии считают недостоверными. ЕЗ этом 
случае исобхо.тимо проведение специальных .мероприятий д.зя 
устранения возможной контаминации.

При получении для положитс.зьного контрольного образца 
значений, отличающихся от указанных в таблице 8. требуется15
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повторная постановка амплификации вс^^

" Г ^ Т о т Х Г и х с Г о "  в - - ц е  8. необходимо

Принцип интерпретации 

TnFinMiia 9 - Принцип горпретаиии pcsyabTg T O B jU jJ ^  
В ы б р а н н ы й  ф л у о р о ф о р

К о н т р о л ь н ы й

о б р а з е н

FA M /G reen  
г м у т а и и и  V 6 0 0 E .  V 6 0 0 I-X . V 6 0 0 K . 
V 6 Q 0 R . У 60»'~> У б О О Р с . V 6 0 6 M 1  

о т с у т с т в у е т

H E X / Y e llo w  (нормальный 
вариант гена ВКАП

Результат прохождения
:т сигнала флуоресценции

ПЦР-рсакции, соответствующий
п о  к а н а л у  F A M / G r e e n  не

норме: рост сигнана 
указан, п о  каналу F I E X /Y e l lo w  Ct<35

,2. Условия хранения, .ранснортировання и
V  „ИЯ хпанения- в упаковке предприятия-изготовителя
Условия хранени у  ̂ течение всего
тгь при температу ре не выше минус 20 С в

;ловиях. что и реагенты до
храни
срока годности набора.

о
После вскрытия хранить в тех же ус

нарушением регламентированно!

транспортировать

вскрытия.
к о с . хранившийся с 

режима, применению не подлежит.

соответствии с правилами i ,,unvr on “С в течение
гранспорте данного вида при температур

Bcei-o срока годности. - ,v,,u>mTvne -4  °С до Ю
^ i„ y  скае гся транспортировка при^'

СУТОК-при к о м н а т н о й  гем ператур* .  ̂ не в л и я е т  па
' Атмосферное давление не конгролирустся. г.к. 

качество изделия.

13. У ти лтац и я
Наборы реагентов, пришедшие в непригодность, в том числе 

в связи с истечением срока годности, подлежат утилизации в 
соответствии с требованиями СанПиН 2.1.3684-21* «Санитарно- 
эпидемиологические требования к содержанию территорий 
городских и сельских поселений, к водным объектам, питьевой 
воде и питьевому водоснабжению, атмосферному воздуху, почвам, 
жилым помешениям. эксплуатации производственных, 
общественных помещений, организации и проведению санитарно- 
противоэпидемических (профилактических) мероприятий».

I В соответствии с классификацией медицинских отходов 
наборы относятся к классу А (эпидемиологически безопасные 
отходы, приближенные по составу к твёрдым бытовым отходам). 
Неиспользованные реактивы в соответствии с п. 4 п. 170 СанПиН 
2.1.3684-21 «Санитарно-эпидемиологические требования к 
содержанию территорий городских и сельских поселений, к 
водным объектам, питьевой воде и питьевому водоснабжению, 
атмосферному воздуху. почвам, жилым помещениям, 
эксплуатации производственных, общественных помещений, 
организации и проведению санитарно-противоэпиде.мических 
(профилактических) мероприятий» собираются в многоразовые 
емкости или одноразовые пакеты любого цвета (кроме жёлтого и 
красного).

Оставшиеся после выполнсР1ия работ пробирки и материалы 
утилизируют в соответствии с МУ 287-113 (Методические 
указания по дезинфекции, предстерилизационной очистке и 
стерилизации изделий медицинского иаз{1ачения).

Жидкие компоненты (реагенты, реактивы) уничтожаются 
сливом в канализацию с предварительным разбавлением реагента 
водопроводной водой 1:100 и вывозом остатков упаковок как 
производственный и.ти бытовой мусор.

Потребительская упаковка набора реагентов «Tcci-BRAF- 
ткашх-м\льти» подлежиг механическому разрушению с вывозом 
остатков как производственного или бытового мусора.

Персонал. ос}'шсствляющий }тшчгожснис набора реагентов, 
должен соблюдать правила безопасности проведения того или 
Иного способа уничтожения.
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