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Введение
Диагностирование вирусов SARS-CoV-2 и вирусов гриппа Л и назначению нс выявлены.

Противопоказания к применению: при 
специально ооученным персоналом и с учетом

использовании 
применения по

В кра^йне актуально для правильной и своевременной постановки П опуляционные, демографические аспекты  применения
диагноза и назначения лечения при симптомах ОРВИ. медицинского изделия: популяционных, лсмографичсскихаспектов

Целевые апалнты : специфичные участки геномной РНК применения набора реагентов «CoV-Influ-тест» не выявлено, 
коронавирусной инфекции (SARS-CoV-2). вируса гриппа А (InHuenza Стерильность; изделие не стерильно.
Л virus. 1AV) и вируса гриппа В (Influenza В virus. IBV).

Научная обоснованность це.1евого аналита: заключается в 1- Назначение
специфичности целевого аналита (уникальности Назначенне; набор реагентов «СоУ-1пЛи-тест» предназначен
постедовательности РНК) в отношении геномов выявляемьс^-'^^ качественного выявления специфичных участков геномной РНК 

og ’ коронавирусной инфекции (SARS-CoV-2). вируса гриппа А (Influenza
В качестве мишени для выявления РНК вируса S A R S -C o V -2 v iru s . вируса гриппа В (Influenza В virus. IBV) методом

испо.шзуются высококонсервативные фрагменты генов N  и одностадийной обратной транскрипции -  мультиплексной
(open reading frame lab. O R F la h ) . Одновременное выявление двy^ "о-^имера^ной ценной реакции е гибридизационно-флуоресцентной 
мишеней позволяет уменьшить вероятность получения Д '̂ '̂ '̂^^иеи в режиме реального времени (ОТ-ПЦР-РВ) в пробе РНК.
ложноотрицательных результатов в связи с высоким молекулярно-^^'^елеинои из клинического материала человека (мазки из 
генетическим полиморфизмом SARS-CoV-2 (включая линии В.1.1.7. мазки из ротоглотки, мокрота), у пациентов с
В. 1.617, В.1.35 1. P.I и Р.2 (www.gisaid.org)). Мишень для выявлени> подозрением на инфицирование коро)швирусной инфекцией (SARS- 
РНК вируса гриппа Л -  фрагмент гена M l  (matrix gene)’ вирусом гриппа А или В для уточнения этиологии
Используемая мишень позволяет выявлять все известные штаммь заболевания и выбора соответствующей противовирусной терапии, 
вируса, включая H1N1. H3N2, H5NK H7N9, H9N2. H10N8. но прогностической оценки течения заболевания и возможных 
дифференцируя их. Мишень для выявления РНК вируса гриппа В осложнении.
фрагмент гена N P  (nucleoprolein gene)’. Ф ункциональпое назначение: полученные результаты могут

О бласть применения набора реагентов: клиническая ̂ ^̂ ”0 -^ьзоваться для диагностики респираторных заболеваний, 
лабораторная диагностика инфекционных заболеваний. вызванных вирусами SARS-CoV-2 и вирусами григша Л и В.

П оказания н противоноказання к применению П отенциальные потребители медицинского изделия
Показания к применению: Набор реагентов «CoV-lnflu-тест;^ Набор предназначен для профессиона.1ьпого применения в

рекомендуется применять для пациентов с респираторныхп^^АИцинских учреждениях и — .... ..........
заболеваниями с подозрением на инфи!1ированис короиавирусног'збораториях. Профессиональный

гриппа А (Inlluenza А virus. 1АУ^°-’*’Зователей -  врач клинической«V VI П Ы Т Т ТЛ |<“Т . •. л  ̂   
клинико-диагностических 

уровень потен пиальных 
лабораторной диагностики.инфекцией (SARS-CoV-2). BHpycoNj I fjiuiiitt,  ̂ . .................  ̂ ^ ‘ ----- -------- , *„«11

вирусом гриппа В (Influenza В virus, IBV) для уточнени'^^^^ '̂^^^и^^ский лабораторный техник. лаборатор|{ый технолог, 
шгии заболевания и выбора соответствующее , соответствии с и. 3.4. Методических рекоменда!

герапии. пр01‘ностической 
заболевания и возможных осложнений.

проводится на разе лабораторий. имеющих санитарио- 
знидемиологичсское заключение на работу с возбудителями

или
этиологии 
противовирусной оценки

реко.мендаций М1^
течени'^'‘ /и-ди «Эпидемиология и профилактика C0VID-I9»; 

«Первичные скри!шнговые исследования без выделения мог\т

WHO information for the molecular detection of influenza viruses. July 201'
W  1-60.



Приншт опрелеления
инфекционных болезней III-IV ipynii пагшенности, при этом к Качественное выявление специфичных участков геномной
работе допускаются специалисты, давшие письменное и SARS-CoV-2 и вирусов гриппа А и В методом
прошедшие подготовку/инструк!аж по вопросам мультиплексной одностадийной реакции обратной транскрипции с
требований биологической осзопасносж пров последующим проведением полимеразной цепной реакции с
сотрудниками организации и учреждении  ̂ ^ гибридизационно-ф.зуорссцентной детекцией в режиме реального
осуществляющих деятельность с времени (О'М Щ Р-РВ) в пробе РНК. выделенной из клинического
болезней II группы патогенности (работа по проведению заки> з три этапа:
инструктажей организуется на территориальном уровне нулем соорс  ̂ Подготовка ОТ-ПЦР-
обращений, формирования учебных групп при согласованш 2 . Обратная транскрипция РНК и ПЦР-амплификация кДНК с
территориальных органов Роспотре надзора)». 1 ибридизационно-флуоресцентной детекцией продуктов

Та.мплификации в режиме реального времени;
2. Принцип метода  ̂ Интерпретация результатов.

^ x.v'-iuxMmpvrM',. С пробами РНК проводятся реакции одностадийной обратной
Одностадийная обратная транскр ж wnneciieHTHoi фзнскрипции и амплификации специфических участков при помощи

полимеразная цепная реакция с гибридизационно^^^^^^ специфичных к ним праймеров в реакционном буфере,детекцией в режиме реального времени (0 1 -ПЦР-РВ). ^ OT-I ЩРюуфера входят все основные реагенты
Тип анализируемого образца включая ревертазу с «тёплым стартом», термостабильную ДНК-
Матепиалом для исследования являются пробы 1 г1Кматериалом дли и полимеразу с «горячим стартом», дезоксинуклеотидтрифосфаты и

выделенные из клинического материала человека, мазки и оптимизированный буфер.
носоглотки, мазки из ротоглотки, мокрота. птбопопготовка ® олигонуклеотидов присутствуют праймеры и

Получение биологического фдуоресцентно-мечеиыс олигонуклеотидиью зонды, которь.е
хпаненис последующее обезвреживание и утилизация должнь /- “хранение, пис. ду щ р nrM.vv,puTn\i ^ибридизуются С комплсмснтариым участком амплифицируемойосуществляться согласно инструктивно-методически.м документам •' ч ' р.;осуществляться coinacnu ру .  ДНК-мишени и гидролизуются (разрушаются) 7^;^-полимеразой. в
пепаментиоующим выполнение исследовании л«1я B030y,imc.i , ^
Гнфекции to V lD -19 , ипетрчкции к набору реагентов и Э чего разоощаются краситель и тушитель, и происходит
соответствии с СанПиИ 3.3686-21 "Санитарно-эпидемиологически ™Ру™ние интенсивности фдуоресцеиции по соответствующему
требования но профилактике инфекционных болезней" и Временны спектра. Это позволяет регистрировать

Р гт пмягипгтшся .^'^^оплсние специфического продукта амплификации путёмметодическим рекомендациям «Профилакжка. диапюсгика ^  ^
^ . . .  1.-м,.,., гд з\/1п  iQxs измерения интенсивности флуоресцентного сигнала в режимелечение новой коронавируснои инфекции C0V1D-19». реального времени

Все образцы, полученные для лабораторного исследовани> Р '
^ ' ж U ппы пябото* Набор содержит реагс}ггы для мультип.зексного опреде:1енияПУСТ считать потенциально инфицированными, и при раошс „ г....!-Р г-г т. - э о  ^^'сокоспецифичных участков (мишенеи) гс!юмнои РНК вирусов ™ должны учитываться треоования ^анПи э^л6 8 6 ^ ^ ^  ^

"Санитарно-эпидемиологические требования по , ,
инфекционных болезней . Медицинские работники, которы 
собирают илитранснортируют клинические образцы в лаборатории, 
должны быть обучены практике безопасного обращения 
биоматериалом, строго соблюдать меры нредосторожности 

льзовать средства индивидуальной защиты (С ИЗ).

ц 6

еде 
ними а также внутреннего

испо.



Та6 ли[щ 1 -  Лиализируемыс мишени

Канал. COOI ве1сгвук)щий флуорофору

F.\.M / Green H E\/> 'cllow R O \ / Orange

PHKSARS-C'oV-2 
(фрагменты 

генов Л и R d R p )
ВКО

РНК вируса 
гриппа А 

{фрагмент 
гена M J )

Cv5 / Red

постановкам исследуемых образ[шв с отрицательными и 
положительными контрольными образцами в каждой постановке.

Таблица 2 -  Состав набора реагентов «СоУ-1пПи-тсст»

РНК вируса 
гриппа В 

(фрагмент 
гена \ Р )

ВКО позволяет оценить качество и эффективность выделен! 
РНК и определить наличие возможных ингибиторов обратне- 
транскринции и амплификации в пробе, присутствие которых v 
привести к ложноотрицательным результатам.

Л'о
пп

Название реагеша Описание К'о.зичество,
объём

1. ОТ-ПЦР-буфер 5х Прозрачная бесцветная 
жидкость

1 пробирка. ' 
480 мкл

- 2. Смесь олигонуклеотидов Прозрачная жидкость 
сиреневого цвета

1 пробирка. 
480 мкл [

3.
Положительный контрольный 
образец (ПКО)

Прозрачная бесцветная 
жидкость

I пробирка. ' 
480 мкл

Отрицательный контрольный 
образец (ОКО)

Прозрачная бесцветная 
жидкость

2 пробирки по 
1 600 мкл

5, Внутренний контрольный 
образец (ВКО)

11розрачная бесцветная 
жидкость

1 пробирка, 
950 мкл 1

Состав набора
В состав ОТ-ПЦР-буфера 5х входят все осрювные реагенты.

Ограничения метола
Возможная причина получения ложноположительно!

результата -  контаминация на этапе выделения РНК или проведен! ...... ...... .
реакции мультиплексррой ОТ-ПЦР. Ложноположительный резулыд^ключая ревертазу с «тёплым стартом», термостабильную ДИК- 
может быть выявлен с помощью отрицательного контрольног^О-'^имеразу с «горячим стартом», дезоксинуклеотидтрифосфаты и 
образца. эптимизированный буфер.

Нарунюние целостности упаковки при транспортировании. Смесь олигонуклеотидов готова к использованию и содержит
Использование набора с истёкшим сроком годности ил Ф^ймеры и зонды, предназначенные для выявления специфических 

нарушение условий хранения набора. иишеней (табл. I).
Нарушение условий хранения при транспортировани Положительный контрольный образен (ПКО) готов к 

образцов. использованию и представляет собой смесь плазмидных ДНК с
Время проведения ОТ-ПЦР составляег от 100 до 125 мину-*^нтетическими вставками амплифицируемых фрагментов ДНК- 

(без учета пробонодгоговки), в зависимости от иснользуемо1'̂ 1ецифичные фрагменты кДНК генов N  и R dR p  вирусов новой 
амплификатора. коронавирусной инфекции, гена M l  вируса гриппа А и retfa .УРвируса

фиппа В и ВКО.
3. Сосгав набора реагентов Отрица гельный контрольный образец (ОКО) готов к

Набор реагентов «CoV-Influ-тест» выпускается в одной фор\^^спользова[шю и представляет собой деионизованную волу 
комплектации. ‘̂ вобод)!ую от ДНКаз и РНКаз.

Количество ана.тзируемых проб Внутренний контрольный образец (ВКО) i otob к

Набор pcai'CHTOB ( габл. 2 ). рассчитан на 96 реакций, ч-!*^спользованию и представляет собой препарат армированной НК 
соответствует определению 94 исследуемых образно 
отрицательных и положительных контрольных образцов пр 
единичном запуске амплификатора на 96 лунок или 32 единичны'



f

в  составе набора отсутствуют лекарственные средства
нсловеческого или ж ивот,П рохо^еиве

Происхождения.

набора реагентов
■4.1. Г с х н и ч е с к и е  и Ф у н к ц и о н а л ь н ы е  х а р а к т е р и с т и к и

-------- [аб^шца_3_- Набор реагентов «СоУ-1пПи-тест»
Наименование ]

Характеристики и нормы

еакиии в пробирках 
КОС

показателя

1. Внсшни{1 вид 
ОТ-ПЦР-буфер 5х

1. Технические характеристики

Смесь
олигонуклеотидов

Прозрачная бесцветная жидкость

Положительный 
контрольный образец 
(ПКО)
Отрицательный 
контрольный образец
(ОКО)_____________
Внутренний

Прозрачная жидкость сире}|свого 
цвета
Прозрачная бесцветная жидкость

контрольный образец 
(ВКО)

Прозрачная бесцветная жидкость

Пpoзpaч}^aя бесцветная жидкость

1.2 . Комплектность

1.3. Маркировка

1.4. Упаковка

В соответствии с п. 1.4 ТУ 
21.20.23-026-97638376-7П9П
В соответствии с п. 4 ТУ '>] 20 23 
026-97638376-2020
В соответствии с п. 5 ТУ 21 20 23- 
026-97638376-2020

2^Функциональные харакзерисгики
2.1 Положительный 
результат с ПКО

2.2 Отрицательный 
результат с ОКО

Pei-цстрация роста си!'нала 
флуоресценции в пробирках с 
ПКО по каначам КЛМ. ROX и Су5 
Ct <30, по каначу ИНХ <32 
(Регистрация роста сигиача 
флуоресценции в пробирках с 
ОКО по каначам НАМ. ROX и Су5 
значение Ct > 35 или отсутствует' 
по каначу HEX <32

Пункт Т>

В пробирках с КОС Ct по каначам 
FAM. ROX и Су5 не указан (то 
есть график накоплеЕ{ия 
флуоресценции отсутствует), а по 
каначу HEX Ct<32.
В пробирках с КОЧ-1по каначу 
FA.M во всех повторах (не менее 3) 
Ct<35, а по каначу HEX Ct имеет 
любое значение или отсутствует.

1

Раздел 7. КОЧ 
пункт 7.6

,4 Прохождение 
еакиии в пробирках

Раздел 7. 
пункт 7.6

Раздел 7. 
пункт 7.6

Раздел 7. 
пункт 7.6

В пробирках с КОЧ-2 по каначу 
FAM во всех повторах (не менее 3) 
Ct<35. а по каналу HEX Ct имеет 
любое значение или отсутствует.

Раздел 7. 
пункт 7.8.2

Раздел 7. 
пункт 7.8.2

В пробирках с КОЧ-3 по каначу 
ROX во всех повторах (не менее 3) 
Cl<35. а по каначу FfEX Ct имеет 
любое значение или отсутствует.
В пробирках с КОЧ-4 по каналу 
Су5 во всех повторах (не менее 3) 
Ct<35. а по каначу МЕХ Cl имеет 
любое значение или отсутствует.

Раздел 7. 
пункт 7.6

4.2. Характеристики аналитической эффективности 
4.2.1 Аиа.1итичсская специфичность

^ Специфичен по отношению к фрагментам РНК вирусов SARS- 
Раздел 7. -oV-2 и вирусов гриннаА и В и внутреннему комчрольному образцу. 

пункт 7, 12  Показано отсутствие неспецифичсских положительиьЕх 
Раздел 7. результатов амплификации при наличии в образце геномной НК 

пункт 7.12:ледующих организмов и вирусов в концентрации до 10  ̂ копий/мл: 
Раздел 7. B o rd e te lla  p a ra p ertu ss is . M y co p la sm a  p n eu m o n ia e . Borcletella  

B e ia c o ro n a v in is  ! O C 43. B o rd e te lla  hronch isep tica .
—- —--------Q uantita tive  S yn th e tic  H u m a n  c o ro n a v in is  N L 6 3  RNA. H aem o p h ilu s
пункт^7 8 sy n c y tia l virus. K le b s ie lla  p n eu m o n ia e . H um an  

■ -' h inovirus. S ta p h y lo co c cu s  aureus. H u m a n  p a ra in flu e n za  virus. 
S trep tococcus p n eu m o n ia e . H u m a n  adenov irus. L eg io n e lla  p n eu m o p h ila ,  
^ u m a n  m e ta p n eu m o viru s . P seu d o m o n a s a e ru y in o sa .H u m a n  co ro n a v iru s  
^29E.

Раздел 7. 
пункт 7.8,2
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Т’
4 .2 . 2  А налитическая 

обнаружения чувствительность: "% 9 5 %ДИ: 948,57-951. 43). CFX 96 -  992 копий/мл (95%ДИ: 990.57-
В соответствии['О С Т Р 5 ! 3 5 9  ^ п п ,  9 9 3 ,4 3 ), Rotor-Gene Q -  961 копий/мл (95%ДИ: 959.57-962. 43).

Г’Т V p  1 7 л Г  studio 5 -  974 копий/мл (95%ДИ: 972.57 -  975.43).
предел обнаружения (I -  п р е д е л  о б н а р у ж е н и я  ( L O O )  Р Н К  в и р у с а  г р и п п а  В  частотой

рекомендаций CLSI

С гапдартно 1 <Гобразца п п е д Г / ^ т / Г г п п  -  Д-™ амплификатора ДТпрайм -  995 коний/мл
смесь талмидны х представляющего ео9 5 о/„ди: 993,57-996.43). CFX 96 -  970 копий/мл (95%ДИ: 968.57-
амнлифицируемого фрагмента гД ом 'нТ йД  “ ^"“«^71,43), Rotor-Gene Q -  966 копий/мл (95%ДИ: 964,57-967. 43).
инфекции SARS-Co'T2  (тазм и л а  n N rV 7 Quant Studio 5 -  968 копий/мл (95%ДИ: 966.57 -  969.43).
1x 1 0 Q  копий/мл и п.лазмида р к Г у г  т Г ;  '  ■«’нцентрац
копий/мл). випуса г п и п п я  л Гп OS с концентрацией 1x 1 4.2.3 Прецичиошюсть в условиях повторяемости
1x10^5 копий/мл) вируса  ̂ концентрац Для оценки прецизионности в условиях повторяемости
концентрацией 1 x 1 0 ^ 5  копий/м^Г^Ь  ̂ ^ ™ м и д а  plBV-POSюлoжитeльный контрольный образец, контрольные образцы 
(п.зазхшда pMS^ с коп.т.^итпям. специфичности были исследованы по 10

буфере (10 м.М Грис. I мМ ЭДГаТ  '«’пии/.мл) в 100 % ювторов.
Исследование проводили с и е п т  т Данные по повторяемости получают внутри лаборатории для

в диапазоне предполагяеипгп п,. 7 разведений Оонкретного оборудования и BFiyipn конкретной партии набора
1пПи-тргт55- -son '-/ Vtx/x оонаружения набора «С:зеагентов.
inriu тест». 500 копии/мл. 600 копий/мл 700 кпгшйЛ. «по* - тт900 копий/мл, 950 копий/мл 1000 : /  «00 копии/ Для оценки прецизионности в условиях повторяемости

Каждое из 7  разведений а )ассчитывают среднее арифметическое выборки, дисперсию,
«СоV-lnflu-тест» в течение 3  ра ^ н^^'^неквадратическое отклорюние и коэффициент вариации по
процента положительных ^ ™^™Р^х для расч.юлученным значениям в повторах контрольных образцов,
соответствии с мeжлv»яnr...!. . f определялис!  Результаты исследования показали, что коэффициент вариации 
цробит-анализом " Рекомендациями CLSI ЕР-171 условиях повторяемости набора составляет не более 3%.

в  соответствип с рекоме,нациями документа Г 1 91 РР , тл Прецнзиошюсть в условиях воспроизводимости
использованием пробит-анализа ^ ^ ЬР-17А Оценку воспроизводимости тест-системы проводят аналогично
обработка полученных резуль проводилась статистичесрасчёту прецизионности в условиях повторяемости, однако для 
концентрации РНК коронавирусноТинЛехиим предельнгестирования используют различные партии набора реагентов,
гриппа Л и вируса гриппа В с Bnp.NpeaKUMH ставят в разных лабораториях, разные операторы, в разные
ис[юльзовалось [фобит-зиачение Гп 'вероятностью 9ДНИ, на разных ПЦР-амплификаторах (Блок воспроизводимости 1.

Блок
использовалось нробит-значение (ось Y*» лд м «' .I л г ■ . * i —
~5 для 1фобит-шка 1ы)  ̂ для гфсдела 95 Блок воспроизводимости 2. Блок воспроизводимости .у

11о nt'-?v-n -го-г-о,. воспроизводимости 4).по  рсзу.1ьгалам исследования-
- иреле.1 обнаружения РНК SARS r . v  э проведении прецизионности в условиях

выявления 95 %  - амнлиАик ' ГП' ^  ~—частоiвоспроизводимости наблюда.лась полная внутрипостановочная,
(95%ЛИ: 981 57-984 m v  прайм -  983 копий.'^ежпоста[ювочная и межсерийная воспроизводимость, коэффициент
961. 45) Rotor-Gcnc П " 2  хо-ий/мл (95%ДИ: 958..^вариации нс превышает 10%.

- А [\UL01 оспе -  966 конии/мл (95%ДИ- 966 5 7  ог.о л
Quant Studio 5 -  966 копий/.мл (95%ДИ; 964 57 ^ 9 6 7  43)'

вь,яв/спи: ' "  f  л * '" " ” ■ Р--ппа А частот
------ 4 Ш 1я_9 5 _ /„ ^  для амплификатора ДТпрайм -  950 к ' о ^ .
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использова
исследусме

тки

4 .3 . Х а р а к г е р н с т н к н  к л и н и ч е с к о й  з ф ф е к г и в н о с т и
Для проведения клинических испытаний было отобрано 65 обра^,--—  
мазков из ротоглотки, 62 образца мазков ив носоглотки, 5 5  обр^ ви;1 

образцов мокроть!, содержащих ис-следуемые РНК коронавирус^^^^? 
инфекции SARS-CoV-2. вируса гриппа Л и вируса гриппа В. а тал  ̂
для оценки перекрестной реактивности образцы, не содержац, 
исследуемые аналиты. но с подтвержденным положительн| 
наличием возбудителей респираторных инфекций {респиратор, маз« 
синцитиальный вирус (РСБ), вирусы парагрипп 
аденовирусы, человеческие метапневмовирусы).

Для проведения 11ЦР-исследования были 
амплификаторы, рекомендуемые производителем 
набора реагентов:

- Лмплификатор детектирующий ДТнрайм (ООО «НПО Д1] 
Технология», Россия):

- Лмплификатор CFX 96 («Bio-Rad», США);
- Амплификатор Rotor-Gene Q («Qiagen». Германия);

Лмплификатор QuantStudio 5 («ТЬептю Fisher Scientific
США).

Воспроизводимость результатов для всех использованн! 
амплификаторов 1 0 0%.

Каждый образец был протестирован в двух сериях с помощ/ 
исследуемого набора реагентов «CoV-lnflu-тест» каждым варианп 
исполнения. производства ООО «ТестГен». В условп 
воспроизводимости наблюдалась полная внутрипостановочн; 
межпостановочная и межсерийная воспроизводимость.

Доверительные интервалы (ДИ) диагностически 
характеристик будут рассчитаны для каждого определяемо 
аналита в каждом исследуемом клиническом материале по мето 
Клоппера и Пирсона (Clopper-Pcarson Confldiencc Interval; Clopni 
С & Pearson. E. (1934). The L'se o f Confidence or Fiducial Linn 
Illustrated in the Case o f the Binomial. Biometrika.26(4). 404-41 
doi; 10.2307/2331986). Диагностические характеристики 
испытуемою набора были рассчитаны с доверительной вероятность

Диа[ностическис характеристики испытуемого набора : 
отношению к каждому исследуемому аналиту в образа: 
юшнического материЕтча человека (мазки из носоглотки, мазки 
рото1’лотки. мокрота) приведен в Таблице 4
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Исследуемый
аналнт

Количество 
паболюде- 

ний с
положитель­

ными
пробами

Кп.тичсство 
наболюле- 

пий с
отрицатель­

ными
пробами

Диагностическая 
чувствительность 
с ловеритсльной 

вероятностью 95 %

[
Лиапюстическая 
специфичность 
с ловеритсльной 

вероятностью 95 %

РНК SARS- 
CoV-2

44 88
100%

(95% ЛИ 92.89%- 
100%)

100%
(95% ДИ 95.89%- 

100%)

РНК вируса 
гриппа Л 54 108

100%
(95% ДИ.88.43%- 

100%)

100%
(95% ДИ 96.64%- 

100%)

РНК вируса 
гриппа В 59 118

100%
(95% ЛИ 83,16%- 

100%)

100%
(95%ДИ:96,92%-

100%)

PHKSARS-
CoV-2 40 80

100%
(95% ЛИ 93.15%- 

100%)

100%
(95%ДИ-93,15%-

100%)

РНК вируса 
гриппа А 54 Ш8

100%
(95% ДИ,85.75%- 

100%)

100%
(95% ЛИ 96,64%- 

100%)

РНК вируса 
гриппа В 57 1 14

100%
(95% ДИ.81.47%- 

100%)

100%
(95% ЛИ 96.82%- 

100%)

РНК SARS- 
CoV-2 39 78

100%
(95%ДИ91.]9%-

100%)

100%
(9.5% ЛИ 95.38%- 

100%)

РНК вируса 
гриппа А 48 96

100%
(95% ДИ 84,56%- 

100%)

100%
(95% ДИ 96.23%- 

100%)

РНК вируса 
гриппа В 50 100

100%
(95% ДИ 81.47%-

100%)

100%
(95%ЛИ:96.38%-

100%)
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1 5. Перечень рисков, связанных с применением набора „.зам. изложенным в МУ 1.3.2569-09 «Организация работы
peaiem oB  оаторий. использующих МЛНК при работе с материалом.

В пограничную ЗОНУ риска вошли оласмости: ''^ержашим микроорганизмы I-IV групп патогенности». Для
1. Потеря функциональных свойств реагентов, в х о д я , д , п е р е к р е с т н о й  контаминации образцов 

набор, из-за транспортирования, хранения или эксплуатаци ' мплифидированными продуктами раоочие зоны для выделения 
несоответствующих условиях- '  рНК и проведения МЛНК с обратной транскрипцией и учета ее

2 . Загрязнение клиническо1'о материала ингибируюц,результатов при использовании гибридизационно-флуоресцентного
веществами в концентрациях, превышающих допустимые: метода детекции должны быть расположены в отдельных

3. Котдминация реакционных смесей и обрадпомещениях, удаленных друг от друга.
исследуемой РНК содержимым из пробирки ПКО или продукта Лаборатория должна иметь оборудование, достаточное для 
амплификации; проведения МАИК для диагностики COV1D-19. с учетом

4. Проведение анализа с использованием пробы РНК методов и объе.ма работы.
качества (низкая концентрация и/или плохая очистка)- Лаборатория должна иметь СИЗ (одноразовая защитный

5. Рквыполненис требований по пробоподготоЕ^о^'^^-’̂  защитные очки, одноразовые
проведению ана^тизов и утилизации вследствие работы с перчатки и др.) в достаточных количествах в
неквалифицированным персоналом: юотвстствии с СанПиП 3.3686-21. включающих необходимое

6 . Использование непригодггог'о для применения комплектов для каждой рабочей зоны, воз.можность
(использование по истечении срока годности или при нарушен^^*^^^ СИЗ в течение дня. запас СИЗ. обеспечивагощий 
упаковки). 1есперебойное обеспечение персонала.

в области недопустимой зоны риски не выявлены проводиться в лаборатории, выпо.пняющей
Совокупный остаточный риск применения медицинск('“^^''>''™Р"°'®‘’“ °™ ‘‘“ '''‘’‘' исследования клинического

изделия «Набор реагентов для выявления РНК вируса SARS-CoV’^™P‘̂ ^'''^ соблюдением санитарно-эпидсмичсски.х правил 
вирусов гриппа Л и В методом ОТ-ПЦР-РВ ‘'с о У - 1пПи-тес1' ‘‘” ’̂ ‘*'"*
является допустимым, польза от его применения превышает риск. оДержанию территорий городских и сельских поселений, к водным

'бъектам, питьевой воде и питьевому водоснабжению, атмосферному
6 . М еры предосторожности при работе с набором воздуху. почвам. жилым помещениям. эксплуатации 

Класс в зависимости от потенциального риска применения фоизводственных, общественных помещений, организации и 
в соответствии с номенклатурной классификацией медицинск'Р®®^'^^” ^ '̂̂  санигарно-нротивоэпидемических (профилактических) 
изделий, утверждаемой приказом Министерства здравоохранс1'''^Р°^̂ ^̂ ^^̂ ^̂ ^̂ '̂ рекомендациям, изложенным в МУ ■
Российской Федерации от 06.06.2012 N  4 ie. -Методические указания по дезинфекции, прсдстсрилизационной

Лабораторные исследования для обнаружения в о з б у д щ и * ^  стерилизации изделий медицинского назначения» (МУ 
COVID-19. отнесенного ко II группе патогенности, должГ^^' *' «Организация работы лабораторий, использующих 
проводиться с соблгодснием санитарно-эпидемиологических амплификации нуклеиновых кислот при работе с
СаыПиН 3.3686-21 "Санитарно-эпидемиологические требования ^^'^ериалом. содержащим микроорганизмы I-IV групппатогенности» 
профилактике инфекционных болезней". 1.3.2569-09),

Требования к помещению и оборудованию при проведен 7Т -гч д
л  ^  ^  Временные методические рекомендации Профилактика, диагностика и

спенифичсскоилаоораторноиОтиологическои) диагностики СО\'11,ече„ие новой коронавнруснон инфекция (COVID-19). Версия LS (22.02.2022)"
19 соответствуют вышеприведенным санитарны.м правилам Утв. Минз.дравом России)

1 5 1 6



При работе всегда следует выполнять следующие трсбовапи, дсный. не требует специальных мер предосторожности и ife
-  удалять неиспользованные реактивы в соответствий! ^дддежнт специальной маркировке в соответствии с ГОСТ 31340- 

СанПиП 2.1.3684-21 «Санитарно-эпидемиологические требоваиц!2013.
содержанию территорий городских и сельских поселений, к водц  ̂ реагенты, входящие в набор «CoV-lnflu-тест». обладают 
объектам, питьевой воде и питьевому водоснабжению, атмосферно^низкой упругостью пара и исключают возможность ингаляционного 
воздуху. почвам. жилым помещениям. эксплуатацотравления.
производственных, общественных помещений, организации реагенты, входящие в набор «CoV-Influ-тсст». не токсичны, 
проведению санитарно-противоэпидемических (профилактическиюскольку готовятся путём смешивания отдельных нетоксичных 
мероприятий»; компонентов.

ВНИМАНИЕ! При удалении отходов после амплификаи, В составе набора отсутствуют вещества человеческого или 
{пробирок, содержащих продукты ПЦР) недопустимо открыванкивотного происхождения, обладающие потенциальной 
пробирок и разбрызгивание содержимого, поскольку это моязнфекционной природой, поэто.му меры предосторожности против 
привести к контаминации продуктами ПЦР лабораторной зоцпобых специальных, несвойственных рисков при использовании или 
оборудования и реагентов; * 1еализации изделия нс предусмотрены.

-  применять набор строго по назначению, согласно дашг
инструкции Оборудование и материа.зы, необходимые при работе с

-  допускать к работе с набором только специально обученш набором реагентов
персонал (специалист с высшим медицинским образование набором реагентов осуществляется в рабочей зоне 3
прошедший обучение на лицензированных курсах специализации приготовления реакций) (МУ 1.3.2569-09). 
работе с ПБЛ I-I1 групп патогенности и по ПЦР-диагностике, атаю Оборудование для про^ведения мультиплексной ОТ-ПЦР: 
лаборант со средним специальным медицинским образованием); ^ б и о л о г и ч е с к о й  безопасности И и III юшсса защиты;

-  не использовать набор по истечении срока годности; ^ортекс.
/- .. ^ 3. Набор электронных или автоматических дозаторов-  избр ать контакта с кожей, глазами и слизистои оболочке * ^

ере.менного объёма;
4. Холодильник от +2 °С до -t-8 °С с .морозильной камерой не 

ыше -16 °С;
5. Амнлификатор'’ с флуоресцентной детекцией в режимевозде иств \ ̂

электростатических разрядов, давления или перепадов давле,.т“ "У;*°'° ™ ''" " “ “ Г соответетвующим флуорофорам
^ F р  ̂ W ^  ^  AM/Green. HX/Ye ow. ROX/Огапце. Cv5/Rcd: CFX96 (В oRad.перегрузки. источников термического воспламенения • ь . v vivu.j.

предусмотрено ШЛ). «Д1 прайм» (ООО «НПО ДНК-Техноло1 ия». Россия). Rolor-
Gj ^ jene Q (Qiagen. Германия). QuanlStudio 5 (Thermo Pishcr Scienlific.[ice составные части и реагенты, входящие в состав наос\,. ^  v  v

реагентов «СоУ-1пПи-тест». относятся к 4 классу опасное
(вещества малоонасные) в соответствии с ГОСТ 12.1.007-76 «ССЬ
Вредные вещества. Классификация и общие требоваи
безопасности». ----------------------------------------

Реагент ВКО содержит азид натрия в концентрации. ' Амплификаторы должны обслуживаться, калиброваться и использоваться
.. л I п/ тт - 1_ ' '^ответствии с рекомендациями производителя. Использование данного наборапревышающей 0.1 %. Данный реагент не классифицируется как ^ ^ ^  ̂ ^ ^ ̂ t д '  1 . •’вотка.'шорованном приооре может оказать влияние на раоочие характеристики

'збора реагентов.

при контакте немедленно промыть поражённое место водой 
обратиться за медицинской по.мощью.

Необходимых .мер предосторожности в отношении влиян 
магнитных полей. внешних электрических
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Материалы и реагенты, не входящие в состав изделия: 
ВНИМАНИЕ! При работе с РНК необходимо использоц^ 

только одноразовые сгерильные пластикозые расходные ма(сриа.,; 
имеющие специальную маркировку «DNase-lree» и «RNasc-free».

I. Одноразовые наконечники с аэрозольным барьером до 1()( 
мкл, 200 мкл. 20 мкл и 10 мкл (например, Axygen. США);

Забор материала на исследование 
Мазок с носоглотки

работы лабораторий, использующих МЛНК при 
работе с материалом, содержащим микроорганизмы 1 - IV [рупм 
патогенности" и Методическими рекомендациями Роспотребнадзора 

3.1.0169-20 "Лабораторная диагностика COVID-I9".
Медицинский работник. выполняющий забор 

VMV... ........................... ,....... диагностического материала, его маркировку и упаковку тоокен
2. Одноразовые стерильные пробирки типа «Эппендорф» на 1 пройти инструктаж по санитарно-эпидемиологическим требованиям

или 2 . 0  мл: и правилам биологической безопасности при работе с пациентами
3. Тонкостенные одноразовые пробирки с оптичео потенциально инфицированными микроорганизмами II группы

прозрачной крышкой (в случае детекции через крышку) и. патогенности, 
оптически прозрачными стенками (в случае детекции через стен| ...
пробирки) для ПЦР: пробирки для ПЦР объёмом 0,1 или 0.2 мл, и ----------- ----- -----------
пробирки для ПЦР объёмом 0.1 или 0 . 2  мл в стрипах. или планте- Мазок из полости носа берут сухими стерильны.ми ватными 
для ПЦР с оптически прозрачной плёнкой (например. Axygen. C11I, тампонами на пластиковой основе. Тампон вводят .тегким движением 
совместимые с используемым амплификатором; по наружной стенке носа на глубину 2 - 3  с.м до нижней раковины

4. Халат и одноразовые перчатки без талька: Затем тампон слегка опускают книзу, вводят в нижний носовой ход
5. Ёмкость с дезинфицирующим раствором: делают вращательное движение и удаляют вдоль наружной стенки
6 . Штативы «рабочее место» для пробирок объёмом 0.1 или (носа.

.мл или для стрипованиых пробирок объёмом 0.1 или 0.2 мл; Мазок из ротоглотки
7. Набор для выделения РНК из клинического материала (l Мазки берут сухими ватными тампонами на пластиковой

п. 8 .2 ). эснове вращательными движениями с поверхности миндалин
8 . Для взятия мазка из носоглотки и ротоглотки рекомендуслебных дужек и задней стенки ротоглотки.

использовать «Зонд медицинский одноразовый стерильный по После взятия материала тампон (рабочую часть зонда с ватным 
32.50.13-002-28731857-2020». производства ООО «ФармМсдНо.гампоном) помещают в стерильную одноразовую пробирку типа 
РТ», Россия (регистрационное удостоверение РЗН 2021/13989 Зппендорф с 500 мкл стерильного физиологического раствора изи 
26.11.2021). ™  Фосфатного буферного (PBS) раствора) и аккуратно

■сламывают пластиковый стержень на расстоя1{ии не более 0.5 см 
'Трабочей части, оставляя рабочую часть зонда с материалом внутри, 
фобирку плотно закрывают крышкой.

PH ВНИМАНИЕ! Для повышения концентрации вируса 
мазки осоглоточные и орофарингеальные мазки должны быть помещеиь] 

одну пробирку.
8.1. Процедура ио.п чсния этнического материала Мокроза
ВНИМАНИЕ! Забор диагностического материала. Мокрота собирается в одноразовый езерильный пластиковый

упаковка, маркировка и транспортировка осуществляется онтейнер объемом 30-50 мл. герметично закрывающийся 
соответствии с требованиями и правилами к работе с материала^авинчивающсйся пробкой. Диаметр горлышка контейнера дозжен 
потенциально инфицированными возбудителями И гр\п^1ть не менее 30 мм. Необходимо убедиться, что собранный 
патогенности, их хранении и транспортировки согласно МУ 1.3.2э(^^Териал предсзавляст собой мокроту (отделяемое нижних

2 0

8. Анализируемые образцы 
Тип анализируемого образца
Материалом для исследования 

выделенные из клинического материала человека; 
носоглотки, мазки из ротоглотки, мокрота.

являются пробы



дыхательных путей).
Условия трапспор тпрованин, хранения и у i или jai  ̂

исходною клинического материала:
Температ\ра при транспортировке должна быть ^2" - - 8  "( 

Время хранения образцов до исследования не должно превышать 
-8 °С. может быть больше при -20 °С  или -70 L.

закрытых контейнеров
дней при -̂ 2 ° -

Транспортировка герметично

g j  Выделение РНК из KvimiiiMccKoro материала
Для выделения пробы РНК из клиническог о материала человека 

ыазки из носоглотки, мазки из ротоглотки, мокрота) рекомендуется 
-пользование следующих комплектов реагентов;

. Набор реагентов для выделения ДИК/РНК из клинического 
материа-за 'Т1К-Экстра" по ТУ 21.20.23-013-97638376-2019. 
производства ООО «Тест! ен», Россия (Регистрационное удо-I p v j D I V U  I  ч .   ̂ ^ I 1 W  л • 1 М Л  V  * ^

образцами в лабораторию осуществляется в специалыд ^.^оререние № РЗН 2021/15428 от 24.09.2021 г.); 
контейнерах/биксах. Направления и другая документация , время процедуры выделения РНК необходимо строго
бумажных носителях передастся в отдельном полиэтиленовс^^^^^^одать протокол и требования инструкции применяемого набора 
пакете. ^ реагентов.

При необходимости пересылки образцов в лаЬораторв К каждому исследуемому образцу следует добавить 10 мкл ВКО
другого медицинского учреждения выполняются требования набора реагентов «CoV-lnflu-тест».
пересылке инфекционных материалов II группы патогенности (( Образец ОКО также проходит процедуру выделения PhlK в 

орядок учета, хранения, передачи и транспортирован!,бъёме ю о мют с добавлением 10 мкл ВКО. Если инструкцией 
микроорганизмов

1 1робирки/контейнеры

.2.036-95 "Порядок учета, хранения, передачи и транспортирован, ^  дииав,1снисм lu мкл н к и . Ьсли инструкцией
IV групп патогенности"). [роизводителя для выделения РНК предусмотрено использование

образцами вместе с крышк^ольшего объёма образца, следует довести объём ОКО до требуемого 
герметизируют различными пластификаторами (парафи,изиологическим раствором или ТЕ-буфером. 
парафильм и др.): емкость маркируют. Образцы каждого iiauHCi: Условия возможного хранения анализируемых препаратов
помещают в индивидуальный герметичный пакет с адсороирующрнК:

и дополнительно упаковывают в общий герметичи! . при температуре от 2 до 8 °С не более 4 ч (рекомендуется),
при температуре от минус 24 до минус 16°С не более недели, 
при температуре нс выше минус 6 8 °С не более года.

материалом
пакет. _

Два или более образца одного пациента могут быть упакова!
в один пластиковый пакет. Запрещается упаковывать образ
клинического материала от разных людей в одну упаковку.

Пакете контейнерам! " .......
контейнер для транспортировки „ ^  ̂ ---- - - —------- --
Контейнер помещают в пенопластовый термоконтейнер юора реагентов «CoV-lnflu-тест» было проверено в отношении 
охлаждающими термоэлементами. Транспортный контеиотенциалыю интерферирующих веществ. которые могут 
опечатывается и маркируется. В контейнер жсла'гельно п«^^^‘'“" ‘гествснным образом присутствовать в респираторных образцахили 

м и л ы к - м т о п .  контролирующий соблюдспторые могут быть искусственно введены в носовую полость.
^соглотку или ротоглотку.

. ----  . . .  - 8.3. Интерферирующие вещества и ограничения по
и помещают в герметично закрываюши1спользованию анализируемого материала

биологических материа.!* Влияние потенциально интерферирующих веществ на работу

одноразовый индикатор.
температуры о т +2 ° д о -^8 °С. ■ j v

Сопроводительные документы помещаются в индивидуалы^^^ Концентрации интерферирующих веществ, которые могут 
упаковку отдельно от биологического материала " 
ирикреиляю'гся снаружи контейнера.

про^.^чаться и которые не влияют на результаты теста указаны в 
‘блице 5.

 ̂ "Временные методические рекомендации "Профилактика диагнос!^ 
лечение новой коронавирусиой инфекции (COVID-19). Версия 1л.1 (17.1 -  ■ 
(утв. Минздравом России)
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реагентов«
Ограничения по использованию

1 спрей для посаЗ
1 Леденец от боли 

в горле

л
Бензокаин.
Ментол

Га;1ьфимия
глаука.
Сабадилла

; Бсчрсиепт>рпыи 
гомеопатически 
й спрей ;ц1Я 

1 Hocal
j Бсфсиептурныи
1 гомеопатически Глюконат

Эклогеи 1 й спрей для пинка

..иг поса2
Безрецептурный
гомеопатически 1 Ллкалол

' й С1фсй для

5% мас/об

10% об/об

носаЗ
Всфеисшурный 
гомеопатически 
й сирей Д.ПЯ
110са4__________
Сирей от боли в

■ горле с фенолоч!
' 1 !ротивовир>си

0/3
фл\'ТИкало
иа
пропиоиат

Фенол 

1 амифлю

5% об/об 

15% об/об

основании результатов исследования. потенциально 
^^ерирующ ие вещества, оцениваемые при концентрациях, которые, 
ивкндается. будут встречаться при нормальном использовании набора

нтерферирующего воздействия.
анализируемого

материала:
-  анализируемый материал не подлежит использованию при 

,нарушении условий храг!сния и транспортировки (те.мпература. 
продолжительность, многократное замораживание-оттаивание);

-  не допускается использование образцов, загрязненных 
посторонним биологическим материалом.

лекарственный оссльтамив

иренарат _ ___
Аитибиот ик. М\'ПИроиИН

0.25% 0/3

мазь .тля носа 
Лнтибактсриаль и.брамици 1 0.0004%

1 мас/об
0/3

нос. системное

23

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

изделия для ввода в эксплуатацию не требуется.
ВНИМАНИЕ! При работе с Р1Ж необходимо использовать 

только одноразовые стерильные пластиковые расходные материалы, 
имеющие специальную маркировку «DNase-free» и «RNase-free». 
Обязательно использовать отдельный наконечник с аэрозольным 
барьером для каждого компонента реакции.

ВНИМАНИЕ! Компоненты реакционной с.меси следует 
смешивать непосредственно перед проведением анализа.

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

1. Тщательно перемешать содержимое пробирок с выделенной 
анализа РНК. ОТ-11ЦР-буфсром. смесью олигонуклеотидов. 

^КО и ПКО. переворачивая каждую пробирку 10 раз и.ти 
^  перемешивая на вортсксе на низкой скорости в течение 3-5 секунд, 

зтем осадить капли с крышек пробирок коротким 
'ентрифугированием.

0/3 2. Отобрать необходимое количество пробирок {с оптически
__.Розрачными крышками или стс}|ками -  в зависимости от 

епользуемого типа детектирующего амплификатора) объёмом 0.1  

0,2 мл для ПЦР из следующего расчёта: 1 х количество 
^следуемых образцов ^ 1 х ПКО ^ I х ОКО.

0/3

0/3
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9 . П р о в с 'л е н н с  а н а л и з а
11ЦР-исследование состоит из следующих этапов:
1. Подготовка ОТ-ПЦР;
2. Обратная транскрипция РПК и ИЦР-амплификация кДН]^ ,̂

гибридизационно-флуоресиситной детекцией продуктов
амплификации в режиме реального времени:

3. Интерпретация результатов.

пре-ПЦР -  помещении длд/

-  15 мкд,

Б) О братная тран скр |ш ц н я РН К н П Ц Р-ачилиф икания 
с гиГ>ри;шзаци01Ш0 -флуореецеппю й детекцией продуктов 

з»1плификацш 1 в режиме реальною  времени;
(производитея в ЗОНЕ ПЦР помещении для проведения ПЦР-

змплификации)
1 . Установить пробирки в реакционный модуль прибора для 

рцр в реальном времени. Рекомендуется устанавливать пробирки 
170 центру термоблока для равномерного прижима пробирок 
нагревающей крышкой.

2 . Запрограммировать прибор для выполнения 
|соответствующей прог раммы ОТ-1ЩР и детекции флуоресцентного 
^сигнала, соблюдая инструкцию для используемого прибора.

Протокол ОТ-ПЦР указан в таблице 6 .
ВНИМАНИЕ! В случае использования амплификатора 

QuantStudio 5 необходимо произвести настройку оптических 
фильтров до запуска протокола амплификации (возможна 
регистрация сигнала VIC каналом ROX в случае ARn > 100 000. что 
может привести к получению ложноположительных результатов)!

А) П одгою вка ОТ-ПЦР 
(производится в ЗОНЕ

раскапывания реагентов и подготовки к ПЦР-амплификации)
Общий объём реакции -  25 мкл.
ВНИМАНИЕ! Запрещено изменять объём реакции.
Для приготовления реакционной смеси необходимо:

1. ОТ-ПЦР-буфер 5х -  5 мкл.
2. Смесь олигонуклеотидов -  5 мкл.
3. О б р а з е ц  (исследуемый образец РНК. ПКО, ОКО)  ̂ ------- -------- ,, .1ижмимилижительных результатов)'

Готовить реакционные пробирки необходимо в следуюшо' Для этого в закладке «Method» нажать кнопку «Action», после чего в
порядке: сплывающем меню выбрать «Optical filter settings», где в разделе

1. Промаркировать пробирки на 0.1 или 0.2 мл для ПЦР. «PCR Filter» оставить только следующие комбинации фильтров- х
2. В отдельной одноразовой стерильной пробирке т и ш [-т 1 ,х 2  m2. х4 т 4 . х5 -  т 5 . х6 -  т 6 .

«Эпиендорф» объемом 1.5 или 2.0 мл [1риготовить реакционн\к[
мкл ПЦР-буфера и (п^3)х5 мкл смсс, Таблица 6 - 1 1ротокол ОТ-11ЦР 

— количество исследуемых образцов 
смесь в течение 3-5 с н:

V'ptl UW г I W » ̂  г ». * 1.̂ . . W * . . ---- - I
1 . 5  или 2 . 0  мл приготовить реакционн\к| 

смесь: (п*3 )х5  мкл |inP-nv(bt>n;i и (п^3)х5 мкл смсс,
олигонуклеотидов, где п 
Тщательно перемешать реакционную 
вортексе.

3. В приготовленные пробирки для ПЦР внести по 10 mkJ 
реакционной смеси

4. Внести в соотвегствующие пробирки для исследуемы' 
образцов по 15 мкл выделенной РПК. В пробирки для ПКО и OKI 
препарат РНК не вносится.

5. Внес ти в соответствующую пробирку 15 мкл I IKO.
6 . Внести в соответствующую [фобирку 15 мкл OKI

Стадия Температура. Время,
мии.гсек.

Каналы
детекции

Всего

1 52 40:00
2 95 02:00

3 95 00:15
564 00:20

4

95 00:15

4564 00:30
FAM/Greeti.

HRX/Yellow.
ROX/Orange.

CyS/Red

прошедший-этап выделения ПК. v
стенок отцемтрифхтировать пробирК! Указать количеечво и идентификаторы образцов, отметить

'  Распо--------7. Для сброса капель со 
в течение 1 - 3  секунд на микроцснтрифугс-вортексе. ложение пробирок на матрице термоблока в соответствии с их 

установкой.
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3. Удостовериться, что в параметрах оптических измерь, 
программы амплификации задействованы каналы детек!'^*’ 
ЬЛМ/Сгееп. HKX/Yellow. ROX/Orangc и Cy5/Rcd.

4. Запустить ОТ-ПЦР с детекцией флуоресцентного еи1зна ,д
5. Но окогшании выполнения программы приступить 

анализу результатов.

10. Регистрация и интерпретация результатов
Регистрацию результатов проводят по завершении ОТ-Ццр 

автоматически с помощью программно1 о обеспеченияиспользуемогд 
прибора.

Рекомендации но установке пороговой линии
Для а.мплификаторов любых моделей пороговая .1111% 

устанавливается индивидуально для каждого канала на уровне 
соответствующем 1 0- 2 0 % от максимального уровняфлуоресценции 
полученного для положительного контрольного образца в последне!  ̂
цикле амплификации.

Интерпрегация результатов выполняется по значениям Q 
каналов FAM/Green. HEX/Ycllow. ROX/Orange и Cy5/Red {табл. li 
Учитываются только значения Ct. полученные на стадии ПЦР с 
флуоресцентной детекцией (то есть соответствующие стадии 4  — см, 
табл. 6 ).

Снача.ла оценивают прохождение реакции и значения С'1 1 
контрольных образцах. Интерпретацию результатов в исследуемьй 
образцах начинают только при правильном прохождении ПКО и 
ОКО.

ВНИ.МАНИЕ! В случае использования а.мплификаторов Roior- 
Gene 6000. Rotor-Gene 3000. Rolor-Cjcne Q и аналогичных-

Таблица 7 -  Результаты исследова[(ия для ОК(3 и 1IKO
Значения Ct по каналам детекции, соответствующим 

______ флуорофорам __)(вГГрольныи
|&бразеи РЛМ

Green

ОКО > 35 или 
отс\тств\ет

ПКО <30

HEX,'
Yellow

<32

<32

ROX / 
Orange

>35 или
OTCVTCTBN’er

<30

Су5 . 
Red

> 35 или 
OTCVTCTBV ет

<30

отПри получении для ОКО значений, отличающихся
указанных в таблице 7. результаты всей постановочной серии 

'считают недостоверными. В этом случае необходимо проведение 
специальных мероприятий для устранения возможной 
контаминации.

При получении для ПКО значений, отличающихся от
указанных в таблице 7, требуется повторная постановка 
амплификации всей партии образцов. При повторно.м получении для 
ПКО значений, отличаюпщхся от указанных в таблице 7. необходи.мо 
заменить реагенты.

И нтерпретация результатов
Принципы интерпретации результатов отражены в таблице 8 .
Если для образца регистрируется рост флуоресценции 

специфического продукта по капала.м EAM/Grccn. ROX/Orangc или 
Cy5/Red раньше 12 цикла (Ct < 12). то это говорит о высокой 
первоначальной концентрации РНК соответствующего вируса. В 
данном случае возможно получение ложноотрицательного 
результата для вируса. РНК которого присутствует в низкой

активировать функции «Дина.мич. фон» (Dynamic Tube). «Коррск?^ концентрации. Для исключения ложноотрицательных результатов 
уклона» (Noise slope correction), установить значение 10% в разле.и' рекомендуется повторно провести ОТ-ПЦР/ПЦР выделенного 
«Устранение выбросов» (Outlier Removal) для всех каналов детекции- препарата РНК или использование наборов реагентов для отдельного 
кроме Су5. для которого необходимо установить значение 15% выявления РНК соответствующих вирусов, 
разделе «Устранение выбросов».

Интерпретация резу.ты агпв в контрольных образцах
Для ОКО и ПКО должны быть получены следуюши<:1 

результаты (табл. 7).

2 7
2 8



Габлица 8 -  Принцип интерпретации результатов
Значения Ct по кана;1ам детекции, 
соответствующим флуорофорам 

(в скобках указаны целевые ана.'1иты)

н.лм /
Green

(SARS-
CoV-2)

ROX/
Orange
(вирус
гриппа

Л)

Су5 / 
Red 

(вирус 
гриппа 

В)

HEX / 
Yellow 
(ВКО)

Результат

- - - <32
РНК вируса SARS-CoV-2, вируса "  
гриппа А и вируса гриппа В не 
обнаружена

- - >32 результат невалидный

<35 не уч. обнаружена РНК вируса, 
соответствующая каналу

>35 не уч. результат теста сомнительный дзя 
мишени, соответствующей каналу

i

иоозначения: «не уч.» результат при интерпретации не учитывается; « '» 
сигнал флуоресценции отсутствует.

1 1 ричи{юй получения невалидного результата может служить 
низкая концентрация НК. присутствие ингибиторов в препарате ПК. 
полученном из клинического материала, неверное выполнение 
протокола анализа, несоблюдение температурного режима OT-HUPii 
др.

Причиной получения сомнительного результата можс1 

служить маленькая концентрация вируса в клиническом образце.
В случае невалидного и сомнительного результата заключение 

не выдаётся, необходимо повторно взять у пациента биоматериал и
I f .  W ..ж ^  4 ^^.*4N-<4v«->a4 »C4«av»|_#Ujri  . « l i l W I

заново провести анализ. При этом для сомнительных результатовАцспользования для временного хранения и транспортирования
рекомендуется проведение выделс1шя ПК из большего объемаТп^лг,,.^..^..,,^....................................... ......... -г..„ v______________
клинического материала. При повторении сомнительного резулыата 
повторить исс.'юдование наборо.м реаюнтов другого производите.1Я 
или другим метолом.
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II. Условия храпения, транспортирования и эксплуатации
набора реагентов

Хранение
Набор реагентов «CoV-Influ-тест» в упаковке предприятия- 

изготовителя хранить при температуре от минус 18 до минус 22 °С в 
течение всего срока годности набора, допускается хранение при 
-температуре от 2 до 8 °С  не более 30 суток.

Допускается заморозка/огтаивание набора «СоУ-1пЯи-тсст» не 
более 1 о раз.

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

Набор реагентов, хранившийся с нарушением 
регламентированного режима, не подлежит применению.

Транспортирование
Транспортировать набор реагентов «СоУ-1пПи-тест» следует 

транспортом всех видов в крытых транспортных средствах в 
^ответствии с правилами перевозок, действующи.ми на транспорте 
данного вида.

Транспортировать при температуре от минус 18 до .минус 22 
®С в течение всего срока годности набора. Допускается 
транспортировка при температуре от 2 до 8 °С до 30 суток, или при 
|гемперат\'рс от 15 до 25°С не более 5 суток.

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

Для обеспечения соблюдения условий транспортирования на 
Тфотяжении всего срока транспортирования набор реагентов 
помещается в термоконтейнер пенополиуретановый .многоразового

с
подготовленными хладоэлементами. Тип. объём и количество 
хладоэле.ментов. закладываемых в термоконтейнер с 
транспортируемы.ми наборами реагентов, а также объём 
Термоконтейнера подбираются в зависимости от продолжительности 
и условий транспортирования.

Наборы реагентов, транспортированные с нарушением 
Те.мператл'рного режима, применению [le подлежат.

Срок годности
срок годности набора реагентов «CoV-lntlu-тест» -  12 месяцев 

со дня приемки ОТК предприятия-изготовителя при соблюдении
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всех условий траЕ1спортирования. хранения и эксплуатации. Набор 
реагентов с истёкшим сроком годности применению не подлежи!.

Срок I одности вскрытых компонентов набора
12 месяцев со дня приемки ОТК предприятия-изготовителя пр^ 

условии хранения при темперагуре от минус 18 до минус 22 °С.
Срок годности приготовленных для работы компонентов 

набора
Один час при соблюдении условий, препятствующих 

высыханию компонентов, а также контаминации посторонним 
биологическим материалом.

как

’компоненты {реагенты, реактивы) уничтожаются 
,л м в канализацию с предварительным разбавлением реагента 

^водопроводной водой 1 : 1 0 0  и вывозом остатков упаковок 
фоизводственный или бытовой мусор.

По|ребительская упаковка набора реагентов «CoV-Influ- 
юдлежит механическому разрушению с вывозом остатков 
фоизводственного или бытового мусора.

Персонал, осуществляющий уничтожение набора реагентов, 
^должен соблюдать правила безопасности проведения того или иного 

шособа уничтожения.

тест» 
остатков как

12. Утилизация ^
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 питьево.му водоснабжению, атмосферному воздуху, почвам, жилым 
помещениям, эксплуатации [гроизводственных. общественных 
помещений, организации и гфоведснию санитарно- 
противоэпидемических (профилактических) мероприятий».

В соответствии с классификацией медицинских отходов наборы 
относятся к классу Л (эпидемиологически безопасные отходы, 
гфиближсипые по составу к твсрды.м бытовым отходам). 
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 помещс!1иям. эксплуатации !фоизводственных 
общественных помещений, организации и проведению санитарно- 
противоэпидемических (профилактических) мероприятий» 
собираются в одноразовую маркированную упаковку любого цвета 
(кроме желтого и красного).

Оставшиеся после выполнения работ пробирки и материалы 
утилизируют в соответствии с МУ «Методические указания по 
дезинфекции, предстсрилизационной очистке и стерилиза[1пи 
изделий медицинского назначе!!ия» (МУ 287-113).

13. Гарантийные обязате.зьства, контакты
Предприятие-изготовитель гарантирует качество и 

оезопасность набора pcai c u x o B  «СоУ-1пПи-тест» в течение срока 
годности [фи соблюдс[!ии требований транспортироварщя и 
хранения продукции, а также при соблюдении правил эксплуатации.

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

Общество с ограниченной ответственностью «ТестГен»
(ООО «ТестГен»),
432072, г. Ульяновск. 44-й Инженерный проезд, дом 9 офис 13 
Тел.: ^7 (499) 705-03-75 
www.lesUicn.ru

Служба технической поддержки:
Т ел.:+7 927 981 58 81 
E-mail; help@lest2 cn.ru

3 1
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Прпло/Kcniic л

Обозначение 1аименование документа [

ГОСТ РИСО 23640-2015

4зделия медицинские Д;1Я ДИсИ mjk-1 ИКИ ml
vitro. Оценка стабильности реагентов для 
лиагностики in vitro

ГОСТ 15150-69

Машины, приборы и другие технические 
изделия. Исполнения для различных 
климатических районов. Категории, 
условия эксплуатации, хранения и 
транспортирования в части воздействия ^  
климатических факторов внешней среды |

ГОСТ Р 51088-2013 Медицинские изделия для диа1'нослики 
ин витро. Реагенты, наборы реагентов, 
тест-системы, контрольные материалы, 
питательные среды. Требования к 
изделиям и поддерживающей 
локументации.

ГОСТ РИСО 15223-1- 
2 0 2 0

Изделия медицинские. Символы, 
применяемые при маркировании на 
медицинских изделиях, на этикетках и в 
сопроводительной документации. Час1ь 
1 Основные требования ___|

ГОСТ Р ИСО 18113-1- 
2015

Медицинские изделия для диагностики in 
vitro. Информация, предоставляемая 
изготовителем (маркировка). Часть 1. 1 
Термины, определения и общие 1 
требования. ------Щ

ГОСТ РИСО 18113-2- 
2015

Медицинские изделия для диагностики in ■ 
vitro. Информация, предоставляемая  ̂
мзготовитслсм(маркировка). Часть 2. 
Реагенты д.тя диагностики in vitro для 
профессионального применения

ГОСТ 18321-73 Статистический контроль качества. 
Методы случайного отбора выборок 
штучной продукции -------

СанПиИ 2.1.3684-21 Санитарно-эпидемиологические

ГОСТ 7625-86 

ГОСТ ISO 13485-2017

ГОСТ 15.309-98

ГОСТ РЕН  13612-2010

ГОСТ 12.1.005-88

ГОСТ Р 8.657-2016

трсооваиия 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-противоэпидемических 
(профилактических) мероприятий______
Бумага этикеточная. Технические
УСЛОВИ Я

Изделия медицинские. Системы 
менеджмента качества. Гребования для 
целей регулирования
Система разработки и постановки 
продукции на производство. Испытания и 
прие.мка выпускаемой продукции. 
Основные положения
Оценка функциональных характеристик 
медицинских изделий для диагностики in 
vitro
Общие санитарно-гигиенические 
требования к воздуху рабочей зоны
Государственная система обеспечения 
единства измерений (ГСИ). Фотометрия 
импульсная. Термины и определения
Но.менклатурная классифика(щя 
медицинских изделий по видам, 
утвержденная приказом Министерства 
здравоохранения Российской Федерации 
от 06.06.2012 N 4н (в редакции приказа 
Минздрава России от 25.09.2014 № 557н 
«О внесении изменения в приложение № 
1 к приказу Министерства 
здравоохранения Российской Федерации 
от 6  июня 2012 г. J\o 4н «Об утверждении
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номенклатурной классификации 
медицинских изделий»).

IOCT2. I  14-2016 Единая система конструкторской 
документации. Технические условия

ГОСТ Р 2.601-2019 Единая система конструкторской 
документации. Эксплуатационные 
документы

ГОСТ 8.417-2002 Государственная система обеспечения 
единства измерений. Единицы величин

Приказ М3 РФ от 19 
января 2017 г. К 1 1 н

"Об утверждении требований к 
содержанию технической и || 
эксплуатационной документации 
производителя (изготовителя) 
медицинского изделия"

3 5

Приложение Б

Символы маркировки
Символ Паименованис си.мвола

Использовать до

|^ЛлГ Дата изготовления

| l o t |
Код партии

ш
Обратитесь к 
инструкции по 
применению

т
Температурный
диапазон
Содержимого 
достаточно для 94 
определений

| i v d | Медицинское изделие 
для диагностики in vitro
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\ .  Н аиш чепие

Контрольный образец для
КОЧ-1 предназначен для «Набора реагентов для
образца при проведении кошроля ^  ^  „ g  методом
выявления РНК вируса SARS-Co I ^ ^-у 21.20.23-026-
O r-m ir -P R  «CoV-lnflu-mecnnm « аналитичеекой
97638376-2020. а также Д.ш оиен „
пувствительносхи. преии-онности^в^услови^ях^
воспроизводимости набора р капактеристик. а также в
пров'едении валидации е цель. 1
рамках проведения е пеагентов «CoV-Influ-TecT».
государственной регистрации на Р Р чувствительности

Контрольный образе-ц для  ̂ ^„„...аическими
КОЧ-1, преД ^вляет SARS-CoV-
вставками фрагмента ДНК , qoO копий/мл) и

2 (плазмида pNCV_-l -.с->мыпя nMS2 с концентрацией

1 0 0  000 копии/мл) В 1 0 /о !Ь о .ф  Р V инженер ТК ООО
предпазначеииый

«ТеетГен». в ^  „„к отдела научно-технического
реагентов «CoV-lnllu-Teu», р, пповеления валидации
развития ООО «ТестГен». в рамках «coV-lntlu-
функциональных .,^ной лаборатории, в рамках

— = - г  —регистрации набора реагентов «CoV-lnflu-тест».

Метод
Одностадийная обратная транскрипция - .мультиплексная 

полимеразная цепная реакция с гибридизационио-флуорссцентной 
детекцией в режиме реального времени (ОТ-ПЦР-РВ).

П ринцип метода
Контрольный образец для определения чувствительности 

(КОЧ-1) проходит вес этапы исследования (выделение НК. 
мультиплексную одностадийную реакцию обратной транскрипции 
с последующим проведением полимеразной цепной реакции с 

I гибридизационно-флуорссцентной детекцией в режиме реального 
времени (ОТ-ПЦР-РВ)).

С пробами НК. выделенными из Ко11трольного образца для 
определения чувствительности (КОЧ-1). с использованием набора 
реагентов «Со\/-1пЛи-гест» проводятся реакции одностадийной 
обратной транскрипции и амплификации специфических участков 
при помощи специфичных к ним праймеров в реакционном буфере.

Набор реагентов «CoV-lnflu-тест» содержит реагенты для 
мультиплексного определения высокоспецифичных участков 
(мишеней) геномной РНК вирусов SARS-CoV-2 и вирусов гриппа Л 
и В. а также внутреннего контрольного образца (ВКО) (табл. 1).

2. Принцип метода

Таблица I -  Анализируемые мишени

Канал, соо1 ветствуюшип флуорофору

Р А М /Green HEX/Yellow ROX / Orange Су5 / Red

РНЕ SARS-CoV-2 '
{фрагменты ВКО 

г емов ,\' и R d R p )

РНК вируса 
гриппа 

(фрагмент 
гена M l )

РНК вируса 
гриппа В 

(фрагмент 
гена ,\7’)

Л



Таблица 2

3. Состав КОЧ-1

Г пстав КОЧ-1

Название
реагента

КОЧ-1

Описание

Прозрачная 
Гч>>/-ийртная ж идкости

Количество.
объём

1 п р о б и р к а . 

1000 мкл

Характеристики и нормы

коронав.русной инфекцки SARS- 
фрагмента кД _ ^ р у '’-Р05 с концентрацией 1 
COV-2 (плазмида эа,сгериофа, а

(“ азм°.^арМ82 с / “м Э Д ^

! а „ Т Г  HEX а  и м е с д  л ю б о е  з н а ч е н и е  или  

1/тствует.

1. К о н ц е н т р а ц и я

2. ПрохоЖзТение ПЦР- 
реакции отс>

Примечание: Thermc
помощью спектрофотом Р 19Q-840 нм. ф
Scientif.c, США) с Диапазоном и V

М етрологическую ^,5 зц„в „роизводилас,
Прослеживаемость до ста д р обратна л -п

путем нара.тлелыюго 1 есгиров*»н»^|^ международны>

сгаидартом «Первый ,еа SARS-CoV-2». ко,
проведения анализов на I НК к Р ‘ Ца основа
k‘,BSC: 20/146 в P - ^ “ ^ ^ и  стандартизаии;

Мс5КДупародный стандарт B O i для проведения анализов на 
РНК коронавируеа SARS-CoV-2». код NIBSC: 20/146 можно 
заключить, что приписанная концентрация КОЧ-1 в от}ю1пснии 
фрагмента гена N  РНК вируса SARS-CoV-2 составляет ^ 1000 
копий/мл. Неопределенность для КОЧ-1 составляет-0.15.

6 . М еры нредосторожностн при работе 
ВНИМАНИЕ! Запрещено внесение в КОЧ-1 посторонних 

веществ, которые могут привести к модификации КОЧ-1 и 
деградации плазмидных ДИК.

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

Реагенты, входящие в КОЧ-1, обладают низкой упругостью 
пара и исключают воз.можность ингаляционного отравления.

Реагенты, входящие в КОЧ-1, не токсичны, поскольку 
готовятся путём смешивания отдельных нетоксичных компонентов.

Необходи.мо одновременно обеспечить и соблюдать 
персонало.м правила биологической безопасности и требования к 
организации и проведению данных работ с целью предотвращения 
контаминации нуклеиновы.ми кислота.ми и (или) ампликонами 
исследуемых проб помещений и оборудования.

Работа должна проводиться с соблюдением санитарно­
эпидемических правил СанПиН 2.1.3684-21 «Сани гарно­
эпидемиологические требования к содержанию территорий 
городских и сельских поселений, к водным объектам, питьевой воле 
и питьевому водоснабжению, ат.мосферному воздуху, почвам, 
жилы.м по.мсщениям, эксплуатации производственных, 
общественных помещений, организации и проведению санитарно- 
противоэпиде.мичсских (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 ссльски.ч поселений, к водным 
объектам, питьевой воде и питьевому вoдoci^aбжeнию. 
атмосферно.му воздуху, почвам, жилым помещениям, эксплуатации

7



„роизводственных. °бщ ественны х^ ^ п«^ ^

(„робирок. содержащих поскольку это можс

"«'■  ........

реагентов «СоУ -1пЛи-тест>>.  ̂ р ,^ ,ах проведения
технического развития ° °  ĉthk набора реагентов «CoV-

- г г = г . : т д г ™ . - . » «  » » "  ■

магнитных полей. или перепадов давления

- ' V =
животного меры нредосторожности проти|
инфекционной ”Р ; > "  Х т в щ ж ы х  рисков при использовани,
любых предусмотрены,
или реализации изделия нс прсду

7  Оборудование и материа:1ы, необходимые при работе с 
н а б о р о м  р е а г е н т о в

Работа с КОЧ-1 и набором реагентов «CoV-infIu-тест» 
^^уществляется в рабочей зоне 3 {для приготовления реакций) (МУ 
1,3 2569-09).

О б о р у д о в а н и е  д л я  п р о в е д е н и я  м у л ь т и п л е к с н о й  ПЦР:
Оборудование для проведения мультиплексной О'Г-ПЦР:

1. Бокс биологической безопасности П и 111 класса защиты:
2. Вортекс:
3. Набор электронных или автоматических дозаторов 

переменного объёма:
4. Холодильник от +2 °С  до + 8  °С  с морозильной камерой 

не выше -16 °С:
5. Лмплификатор'^ с флуоресцентной детекцией в режиме 

реального времени по ка}1а.1ам, соответствующим 
флуорофорам FAM/Grcen и PiEX/Yellow: CFX96 
(BioRad. США). «ДТпрайм» (ООО «НПО ДНК- 
Технология», Россия). Rotor-Gene Q (Qiagen. Германия). 
QuantStudio 5 (Thenno Fisher Scientific. CILIA).

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

только од}юразовыс стерильные пластиковые расходные 
материалы, имеющие специальную маркировку «DNase-free» и 
«RNase-free».
1. Одноразовые наконечники с аэрозольным барьером до 1000 мкл. 

200 .мкл. 20 мкл и 10 мкл (например, Axygen. США):
2. Одноразовые стерильные пробирки типа «Эппендорф» на 1.5 или 

2 . 0  мл:
3. Тонкостенные одноразовые пробирки с оптически прозрачной 

крышкой (в случае детекции через крышку) или оптически 
прозрачными стенками (в с.зучас детекции через стенку 
пробирки) для ПЦР; пробирки для ПЦР объёмом 0,1 или 0.2 .мл, 
или пробирки для ПЦР объёмом 0.1 или 0.2 мл в стрипах. или 
планшеты для ПЦР с оптически прозрачной плёнкой (например. 
Axygen. США), совместимые с используемым амплификатором;

4. Халат и одноразовые перчатки без талька:
9
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5. Ёмкость с Д -Г ” Ф :'Х Т > >  " ? n S o K  оГтьёмо^  ̂ 0.1 или 0.2 мл

7. Набор для выделения РНК (см. п. 9).

8 . Проиедура иодтотовки смесь
КОЧ-1 готов к примеь.нию

плазмид с (плазмида pNCV2-POS с
коронавируснои инфекци (Ьпагмента генома бактериофага

; " Г р М 5 2  “ концентрацией 100 000 кооий/м.л) в .0 % 1КЩ
буфере (1 мМ Трис. 0.1 мМ Э Д т  „з^^ряют с помощью

веществ, которые 
деградации плазмидных ДИК.

ti НК из исследуемого образца КОЧ9. Процедура выделения НК исследуемого
Выделение пробы НК р ц ^ щ е г о  комплекта для 

образца СОП с использованием следу

экстракции; ..прпемия ДНК/РНК из юзинического
- Набор реагентов для выделеии ^  д з  ^^з_97б3837б-2019.

материала .Т ,” рен» Россия (Регистрационное

Ц Го^^Ц еТ ие К°РЗН 2021/15428 от 24.09.202, г.,. ^

,0 . проведение ПЦР набором ™
П о д г о т о в к а  к о м п о н е н то в  н а б о р а  « С о У -Ш П и

перед п р и г о т о в л е н и е м ||^ и и о Щ .Д -

сретств. пригодных для 
вкатючить УФ-лампу на 20-30 минут.

10

I. Тщательно перемешать содержимое пробирок с выделенной для 
анализа РНК. OT-111(Р-буфером. смесью олигонуклеотидов. ОКО 
и ПКО. переворачивая каждую пробирку 10 раз или перемешивая 
на вортексс на низкой скорости в течение 3-5 секунд, затем 
осадить капли с крышек пробирок коротким 
центрифугированием.

2. Отобрать необходимое количество пробирок (с оптически 
прозрачными крышками или стенками -  в зависимости от 
используемого типа детектирующего амплификатора) объёмом
0.1 или 0,2 мл для ПЦР из следующего расчёта; I х количество 
исследуемых образцов -ь I х ПКО + I х ОКО.

А) Подготовка ОТ-ПЦР
(производится в ЗОНЕ прс-ПЦР -  помещении для раскапывания 
реагентов и подготовки к ПЦР-амплификации)
Общий объё.м реакции -  25 мкл.
ВНИМАНИЕ! Запрещено изменять объём реакции Для 
приготовления реакционной смеси необходимо;

1. ОТ-ПЦР-буфер 5х -  5  мкл,
2. Смесь олигонуклеотидов -  5 .мкл.
3. Образец (исследуемый образец РНК, ПКО, ОКО) -  15 мкл.

Готовить реакционные пробирки необходимо в следующем 
порядке:

1. 11ромаркировать пробирки на 0.1 или 0.2 мл для ПЦР.
2. В отдельной одноразовой стерильной пробирке типа 

«Эппендорф» объёмом 1.5 или 2 . 0  мл приготовить реакционную 
смесь. (п+3)х5 мкл ПЦР-буфера и (п^3)х5 мкл смеси 
мигонуклеотидов, где п -  количество исследуемых образцов. 
1 щательно перемешать реакггионную смесь в течение 3 - 5  с на 
Вор гексе.

3. В приготовленные пробирки для ПЦР внести по 10 мкл 
реакционной смеси

4. Внес'Г'и в соответствующие пробирки для исследуемых 
образцов по 15 мю  выделенной РНК. В пробирки для ПКО 
и ОКО препарат РНК не вносится.
Внести в соответствующую пробирку 15 мкл ПКО.
Внести в соответствующую пробирку 15 мгег ОКО,

11



прошедший этап «“ Дсдсиия ^^;^^^,.^р^фу™ровать пробирки
7. Для сброса капель „пкроцептрифуге-вортексе.

В течение 1 j c  > . „ . i i r  „
Б) Обратная  ̂Р^"*'*"*^**"^^"^,..опесцеч1ТНОЙ детскцнеи 

кДНК с ' t i  *пеа »ьного времени;
продуктов ам..л.;^фикаиии « ^  проведения ПЦР-
(производится в 30Vlb 1Щ1
амплификации) реакционный модуль прибора

1 Установить пробирки р Рекомендуезем
'• для ПЦР в ,/Р^;Гп ,ру термоблока д л / ^

^таиавливать п Р о Х ^ ' ^ п ^ о к  ^ .т p e в a к n u e „ ^  
равномерного прижима

крышкой. ппибоо ДЛЯ выполнения
9 Запрограммировать ^ , ОТ-ТИД^ ^ детекции

! S « r r ” ; . S . . n p « ™ . o ,  О ТП ЦР

таблице 4. игпотьзования амплификатора
ВНИМ АНИЕ’ в  случае йку оптических

QuantStudio 5 необходимо Амплификации (возможна
фильтров до ■'®'’А п Г ктн алом К О Х вслуч асА Я п > > 0 0 '>ОО.Ч1 0

регистрация сигнала ложноположитсльных результатов .
^,ожет гфивести к получе, ию л ^  ^^д^,он». после чег
Для этого в закладке «Method ,-,цег settings». 1Де
вен лы вакэш - меню вь.бр^^^ ,п,.5инаци,

ш \% ^ ш г х 4 ^ ш 4 .х 5 ^ ш 5 .х б - ш б .
)

FAM/Green.
HEX/Yeliow.

4 64 00:30 ROX/Orange. 45Cy5/Red

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

3. Удостовериться, что в параметрах оптических измерений 
програ.ммы амплификации задействованы каналы 
детекции FAM/Grecn, HEX/Yellow. ROX/Orange и 
Cy5/Red.

4. Запустить ОТ-Г11ДР с детекцией флуоресцентного 
сигнала.

5. По окончании выполнения 
анализу результатов.

программы приступить к

13
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-.-arnR ПРОВО.ЧЯТ ПО 3db.l „^есисчсиияр е .и с т р а и и ю ^ р е зу л ь и ™ в ^ р

и о Р « - о ^ ’" :::;:;,о .а я  линия

дТя“ Т м ,и и ф и к а т о р о я  каж дого ка..ала на уровне^
...а н а в л и в а с д с я  и н д и а и д а ^ ь

со о твстству ю тем  „слож ите.
ф луоресценции, ^  ^еамплзификации. значениям Ц
образца в иоследне- a ^ B  вы полняет (табл. 5).

стадии Ш Р ;

С ы н а , с т о я  л о - о  соотаетствукпиие стадии

ф лvopecueнтнoи дстскци

табл. 4). „едульталов по кана.лам
 ̂ _ Интерпретация Р ^ ------------

■Габлица _
F A M / G T c e n J i » ^ ^

Р Л М /Green -

PHKSARS-CoV-2
(фрагменты

вко

P\-lK вируса
гриппа А 
(фрагмент 
гена А̂ О

Су5 /

рИК вируса 
гриппа В 
(фрагмент
гена S P l

Иптерпрстацпя результатов в контрольных образцах 
Для отрицательного и положительного контрольных образцов 

должны быть получены следующие результаты (табл. 6).

Таблица 6 -  Результаты исследования для отрицательного и

Контрольны
Значения Ct по каналам детекции, соответствующим 

флуорофорам
йобразец FAM / 

Green
HEX/
Yellow

К О Х /
Orange

Су5
/Red

ОКО > 35 или
OTOTCTBvei <32 > 35 или 

отсутствует
> 35 или 

отсутствует
ПКО <30 <32 <30 <30

нов .V и Ас/кр) ^ -------- ^ „
------  И значения Cl '

образцах начни амплификатора Roto'
длИМГ’ В случае использова i (Dynamic iube

В Н И М А Н И Е . В «Динамич. Ф^^^;;^\.;з,,ачение Ю“
Оспе Q slope coiTCCii^̂ ^̂  для всс

f  - f ^ : : tc:S:o иеоб.оДИ.о уетаиови,

При получении для ОКО значений, отличающихся от 
указанных в таблице 6 результаты всей постановочной серии 
считают недостоверными. В этом случае необходимо проведение 
специальных мероприятий для устранения возможной 
контаминации.

При получении для ПКО значений, отличающихся от 
указанных в таблице 6, требуется повторная постановка 
амплификации всей партии образцов. При повторном получении 
для ПКО значений, отличающихся от указанных в таблице 6. 
необходимо заменить реагенты.

Интерпретация результатов в исследуемых образцах 
КОЧ-1

Принцип интерпретации результатов отражен в таблице 7.

Внесенный
материа'1

Показатель но оптическим канашм

FAM/Green HE-X/Yellow ROX/Orange Су'5/Rcd

КОЧ-1 Ct<35
Любое 

значение или 
отсутствие

-
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Результат прохождения 11ЦР-рсакции. соответствующий 
норме; в пробирках с КОЧ-1 по каналу РЛМ Ct<35. а по каналу ИЬХ 
Ct имеет любое значение или отсутствует.

12. Условия храпения, транспортирования и жсплуатации
КОЧ-1

Условия хранения: в упаковке предприятия-изготовителя 
хранить при температуре не выше минус 20 °С в течение всего срока 
годности реагента.

После вскрытия хранить в тех же условиях, что и реагенты до 
вскрытия. 1 %

КОЧ-1. хранившийся с нарушением регламентированного 
режима, применению не подлежит.

Ус.10вия траиспортпроваиия: фанснортировать
транспортом всех видов в крытых транспортных средствах в 
соответствии с правилами перевозок, действующими на транспорте 
данного вида при температуре минус 2 0  °С в течение всего срока 
годности.

Допускается транспортировка при температуре +4 °С до 10 
суток, при комнатной температуре (15-25 °С) не более двух суток.

Атмосферное давление не контролируется, т.к. не влияет на 
качество изделия.

13. Утилизация
Наборы реагентов, пришедшие в непригодность, в том числе в 

связи с истечением срока годности, подлежат утилизациис vpvr\t4 I 1 г*, •  ̂ ........
соответствии c 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 помещениям. эксплуатации производственных, 
общественных помещений, организации и проведению санитарно- 
противоэпидемических (профилактических) мероприятий».

В соответствии с классификацией медицинских отходов 
наборы относятся к классу Л (эпидемиологически безопасные 
отходы, приближенные по составу к твёрдым бытовым от.ходам). 
Неиспользованные реактивы в соответствии с н. 4 н. 170 СанПиН

1 6

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-противоэпидемических 
(профилактических) мероприятий» собираются в многоразовые 
емкости или одноразовые пакеты любого цвета (кроме жёлтого и 
красного).

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

Жидкие компоненты (реагенты, реактивы) уничтожаются 
сливом в канализацию с предварительным разбавлением реагента 
водопроводной водой 1 : 1 0 0  и вывозом остатков упаковок как 
производственный или бытовой мусор.

Потребительская упаковка набора реагентов КОЧ-1 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 уничтожения.

1 7
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1. Назначение
Контрольный образец для определения чувствительности 

КОЧ-2 предназначсЕ! для использования в качестве контрольного 
образца при проведении коЕЕтроля качества « Н а б о р а  р е а ге н т о в  д.чя 
вы я в лен и я  Р Н К  ви р у са  S A R S -C o  V-2. ви р усо в  гр и п п а  А и В  м е т о д о м  
О Т -И Ц Р -Р В  «CoV~lnjlu-mecm»y>  в соответствии ТУ 21.20.23-026- 
97638376-2020 , а также для оценки аналитической
чувствительности, прецизионности в условиях повторяемости и 
воспроизводимости набора реагентов «СоУ-1пПи-тест» при 
проведении валидации функциональных характеристик, а также 
рамках проведения технических испытаний с целы Ж  
государственной регистрации набора реагентов «CoV-Influ-тест».

Контрольный образец для определения чувствительности 
КОЧ-2, представляет собой смесь плаз.мид с синтетическими 
вставками фрагмента кДНК коронавирусной инфекции SARS-CoV- 
2 (плазмида pRdCV2-POS с концентрацией 1 000 копий/мл) и 
фрагмента генома бактериофага (плазмида pMS2 с концентрацией 
100 000 копий/мл) в 10 % ТЕ-буфере (1 мМ Трис, 0.1 мМ ЭДТА).

Предназначенный пользователь: инженер ГК ООО 
«ТестГен», в ра.мках проведения контроля качества набора 
реагентов «CoV-Influ-тест»; сотрудник отдела научно-технического 
развития ООО «ТестГен». в рамках проведения валидации 
функциональных характеристик набора реагентов «CoV-Influ- 
тест». а также сотрудник испытательной лаборатории, в рамках 
проведения технических испытаний с целью государственной 
регистрации набора реагентов «CoV-lnflu-тест».

2. Принцип метода
Метод
Одностадийная обратная транскрипция -  мультиплексная 

полимеразная цепная реакция с гибридизационно-флуоресцентной 
детекцией в режи.ме реального времени (ОТ-ПЦР-РВ).

Принцип метода
Контрольный образец для определения чувствительности 

(КОЧ-2) проходит все этапы исследования (выделение НК. 
мультиплексную одностадийную реакцию обратной транскрипции 
с последующим проведением полимеразной цепной реакции с 
гибридизационно-флуоресцентной детекцией в режиме реального 
времени (ОТ-ПЦР-РВ)).

С пробами НК. выделенными из Контрольного образца для 
определения чувствительности (КОЧ-2). с использованием набора 
реагентов «CoV-lnflu-тест» проводятся реакции одностадийной 
обратной транскрипции и амплификации специфических участков 
при по.мощи специфичных к ним праймеров в реакционном буфере.

Набор реагентов «CoV-Influ-TecT» содержит реагенты для 
мультиплексного определения вЕлсокоспецифичных участков 
(мишеней) геномной РНК вирусов SARS-CoV-2 и вирусов гриппа А 
и В. а также внутреннего контрольного образца (ВКО) (табл. 1).

Таблица 1 -  Ана.тзируемые мишени
Канал, соответствуюшин флуорофору

Р Л М /Green HEX/Yellow R O \ / Orange Су5 / Red

РНК SARS-CoV-2 
(фрагменты 

генов .V и RdRp)
ВКО

РНК вируса 
гриппа .Л 

(фра! мент 
гена \ П \

РНК вируса 
гриппа В 

(фрагмент 
гена \  И)



3. Состав КОЧ-2 
Таблица 2 -  Состав КОЧ-2

--------------
№ Название Количество,
пп реагенза Описание объём

1 КОЧ-2 Прозрачная 
бесцветная жидкость

1 пробирка. 
1000 мкл

ОК1Й М е ж д у н а р о д н ы й  с т а н д а р т  ВОЗ для п р о в е д е н и я  

Г ^ л и з о в  на РНК к о р о н а в и р у с а  SARS-CoV-2», код N1BSC: 20/146 
заключить, что приписанная концентрация КОЧ-2 в 

от1̂ шении фрагмента гена RdRp РНК вируса SARS-CoV-2 
составляет -  ЮОО копий/мл. Неопределенность для КОЧ-2 
с о с т а в л я е т  -0 .3 .

КОЧ-2.

4. Технические и функциональные характеристики
Таблица 3 — 1ехнические и функциона..1ьиые характеристики

Наименование показате.'зя Характеристики и нормы

1.1 Внешний вид
I. Технические характеристики

КОЧ-2 Прозрачная бесцветная жидкость
2 Функциональные характеристики

1. Концентрация Смесь плаз.мид с синтетическими вставками 
фрагмента кДНК коронавирусной инфекции SARS- 
CoV-2 (плазмида pRdCV2-POS с концентрацией 1 
000 копий/мл) и фрагмента генома бактериофага 
(плазмида pMS2 с концешрацией 100 000 копий/мл) 
в 10 % ТЕ-буфере (1 мМ Трис. 0,1 мМ ЭДТА)

2. Прохождение ПЦР- 
реакции

В прооирках с КОЧ-2 по каналу РАМ Ct<35, а по 
каналу HEX Ct имеет любое значение или 
отсутствует.

Примечание: Исходную концентрацию плазмид измеряют с 
помощью спектрофотометра NanoDrop 2000с (производства Thermo 
ScientiHc. США) с диапазоном излучения 190-840 нм. ^

Метрологическую прослеживаемость КОЧ-2 
Прослеживаемость до стандартных образцов производилась 

пузем параллельного тесгировання образца КОЧ-2 с 
меиезународным стандартом «Первый .Мсястународный 
стандарт ВОЗ для проведения анализов на РНК коронавируса 
SARS-CoV-2)>. код N1BSC: 20/146 в различных концентрациях.
Па основе полученных результатов процесса калибровки и 
стандартизации образца КОЧ-2 до Международного стандарта

6 . Меры нредосторожностн при работе 
ВНИМАНИЕ! Запрещено внесение в КОЧ-2 мосторониих 

веществ, которые могут привести к модификации КОЧ-2 и 
деградации плазмидных ДНК.

Все составные части и реагенты, входящие в состав КОЧ-2. 
относятся к 4 классу опасности (вещества малоопасные) в 
соответствии с ГОСТ 12.1.007-76 «ССЬ'Г. Вредные вещества. 
Классификация и общие требования безопасности».

Реагенты, входящие в КОЧ-2. обладают низкой упругостью 
пара и исключают возможность ингаляционного отравления.

Реагенты, входящие в КОЧ-2, не токсичны, поскольку 
готовятся путём смешивания отдельных нетоксичных компонентов.

Необходимо одновременно обеспечить и соблюдать 
персоналом правила биологической безопасности и требования к 
организации и проведению данных работ с целью предотвращения 
коита.минации нуклеиновыми кислотами и (или) ампликоиами 
исследуемых проб [юмещений и оборудования.

Работа должна проводиться с соблюдение.м 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, 
жилым помещениям, эксплуатации производственных, 
общественных помещений, организации и проведению санитарно- 
противоэпидемических ([фофилактических) мероприятий».

1 1ри работе всегда следует выполнять следующие требования: 
- удалять неиспользованные реактивы в соответствии с 

Сан11и11 2.1.3684-21 «Санитарно-эпидемио.югичсские требования к 
содержанию территорий городских и сельских поселений, к водным 
объекгам. питьевой воде и питьевому водоснабжению.

L f



атмосферному воздуху, почвам, жилым помещениям. эксплуатаци[, 
производственных, общественных помещений. оргаг{изации 
проведению санитарно-противоэпидемичсскил
(профилактических) мероприятий»;

ВНИМАНИЕ! При удалении отходов после амплификация 
(пробирок, содержащих продукты ПЦР) недопустимо открывание 
пробирок и разбрызгивание содержимого, поскольку это может 
привести к KOffTaMHfiauHM продуктами ПЦР лабораторной зоны, 
оборудования и реагентов.

- применять набор строго по назначению, согласно данной
инструкции; _

- допускать к работе только сотрудников ООО «ТестГен>* 
инженера ТК. в рамках проведения контроля качества набора 
реагентов «CoV-Influ-тест»: сотрудников отдела научно- 
технического развития ООО «ТестГен», в рамках проведения 
валидации функциональных характеристик набора реагентов «CoV- 
Influ-тест». а также сотрудников испытательной лаборатории, в 
рамках проведения технических испытаний с целью 
государственной регистрации набора реагентов «CoV-Influ-тест». с 
соблюдением мер предосторожности;

- не использовать КОЧ-2 по истечении срока годности;
- избегать контакта с кожей, глазами и слизистой оболочкой. 

При контакте немедленно промыть поражённое место водой и 
обратиться за медицинской по.мощью.

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

В составе КОЧ-2 отсутствуют вещества человеческого или 
животного проис.хождения, обладающие потенциальной 
инфекционной природой, поэтому меры предосторожности против 
люоых специальных, несвойственных рисков при использовании 
или реализации изделия не предусмотрены.

7 .  О б о р у д о в а н и е  и м а т е р и а .1 ы , н е о б х о д и м ы е  п р и  р а б о т е  с 
н а б о р о м  р е а г е н т о в

Работа с КОЧ-2 и набором реагентов для мультиплексной ПЦР 
«CoV-Influ-тест» осуществляется в рабочей зоне 3 (для 
приготовления реакций) (МУ 1.3.2569-09).

Оборудование для проведения мультиплексной ПЦР; 
Оборудование для проведения мультиплексной ОТ-ПЦР:

1. Бокс биологической безопасности II и III класса защиты;
2 . Вортекс:
3. Набор электронных или автоматических дозаторов 

переменного объёма;
4. Холодильник от ^2 до ^ 8  °С с морозильной камерой 

не выше -16 °С:
5. Амплификатор'^ с флуоресцентной детекцией в режиме 

реального времени по каналам, соответствующи.м 
флуорофорам FAM/Grcen и HEX/Yellow: CFX96 
(BioRad, США). «Д'Гпрай.м» (ООО «НПО ДНК- 
Технология», Россия). Rotor-Gene Q (Qiagen. Германия). 
QuantStudio 5 (Thermo Fisher Scientific, США).

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

только одноразовые стерильные пластиковые расходные 
материалы, и.мсющие специальную маркировку «DNase-free» и 
«RNase-free».
1. Одноразовые наконечники с аэрозольным барьером до 1000 мкл. 

200 мкл. 20 мкл и 10 ,мкл (например, Axygen. США);
2. Одноразовые стерильные пробирки типа «Эппендорф» на 1.5 или

2 . 0  мл;
3. Тонкостенные одноразовые пробирки с оптически прозрачной 

крышкой (в случае детекции через крышку) или оптически 
прозрачными стенками (в случае детекции через стенку 
пробирки) для ПЦР: пробирки для ИЦР объёмом 0.1 или 0.2 .мл. 
или [фобирки для ПЦР объёмо.м 0,1 или 0,2 мл в стрипах. или 
планшеты для ПЦР с оптически прозрачной плёнкой (напри.мер. 
Axygen. США), совместимые с используемым а.мплификатором: 
Халат и одноразовые перчатки без талька;
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5. Ёмкость с дезинфицирующим раствором:
6 . Штативы «рабочее место» дня пробирок объёмом 0.1 или 0.2 м , 

или для стрипованных пробирок объёмом 0 . 1  или 0 . 2  мл:
7. Набор для выделения РНК (см. п. 9).

8 . Процедура подготовки КОЧ-2 для исследования 
КОЧ-2 готов к применению и представляет собой смесь 

плазмид с синтетически.ми вставками фрагмента кДНК 
коронавирусной инфекции SARS-CoV-2 (плазмида pRdCV2-POS с 
концентрацией 1 0 0 0  копий/мл) и фрагмента генома бактериофага 
(плазмида p.MS2 с концентрацией 100 000 копий/мл) в 10 % 'YLg 
буфере (I мМ Трис, 0.1 мМ ЭДТЛ). ^

Исходную концентрацию плазмид измеряют с помощью 
спектрофотометра NanoDrop 2000с (производства Thermo Scientinc. 
США) с диапазоном излучения 190-840 нм.

ВНИМАНИЕ! Запрещено внесение в КОЧ-2 посторонних 
веществ, которые могут привести к модификации КОЧ-2 и 
деградации плазмидных ДНК.

9. Процедура выделении НК из исследуемого образца КОЧ-2
Выделение пробы НК проводят из 100 мкл исследуемого 

образца СОП с использованием следующего ко.мплекта для 
экстракции:

Набор peai’CHTOB для выделения ДНК/РНК из клинического 
материала "НК-Экстра" по ТУ 21.20.23-013-97638376-2019. 
производства ООО «ТестГен». Россия (Регистрационное 
удостоверение № РЗН 2021/15428 от 24.09.2021 г )

4
1 0 . Проведение П Ц Р  набором реагентов « C o V - I n f l u - r e c i »  

Подготовка компонентов набора «СоУ-1 пПи-1 сст» для
ПЦР

Перед приготовлением реакционных смесей необходимо 
произвести влажную уборку ПЦР-бокса. а также оборудования и 
материалов. находяп|ихся в нём. с применением дезиифицируюнщх 
средств, пригодных для использования в ПЦР-лабораториях. 
включить УФ-лампу на 20—30 MHiiyr.

1 0

I Тшательно переметать содержимое прооирок с выделенной для 
анализа Pi 1К. ОТ-ПЦР-буфером, смесью олигонуклеотидов. ОКО 
и ПКО. переворачивая каждую пробирку 10 раз или перемешивая 
на вортексс на низкой скорости в течение 3-5 секунд, затем 
осадить капли с крышек пробирок коротким 
центрифугированием.

2. Отобрать необходимое количество пробирок (с оптически 
прозрачными крышками или стенками -  в зависимости от 
используемого типа детектирующего амплификатора) объёмо.м 
0,1 или 0.2 мл для ПЦР из следующего расчёта: 1 х количество 
исследуе.мых образцов -  1 х ПКО + 1 х ОКО.

А) Подготовка ОТ-ПЦР
(производится в ЗОНЕ пре-ПЦР -  помещении для раскапывания 
реагентов и подготовки к ПЦР-амплификации)
О б щ и й  о б ъ ё м  р е а к ц и и  - 2 5  м к л .
ВНИМАНИЕ! Запрещено изменять объём реакции. Для 
приготовления реакционной смеси необходимо:

1. ОТ-ПЦР-буфер5х-5 мкл.
2. Смесь олигонуклеотидов -  5 мкл.
3. Образец (исследуемый образец РНК, ПКО. ОКО) -  15 мкл. 

Готовить реакционные пробирки необходимо в следующем
порядке:

1. Промаркировать пробирки на 0.1 или 0,2 мл для ПЦР.
2. В отдельной одноразовой стерильной пробирке типа 

«Эппендорф» объёмом 1,5 или 2,0 мл приготовить реакционную 
смесь: (п+3)х5 мкл ПЦР-буфера и (п*3)х5 мкл смеси 
олигонуклеотидов, где п -  количество исследуемых образцов. 
Тщательно перемешать реакционную смесь в течение 3—5 с на 
вортексс.

3. В приготов.зениые пробирки для ИЦР внести по 10 мкл 
реакционной смеси

4. Внести в соответствующие пробирки для исследуемых 
образцов по 15 мкд выделсшюй РНК. В пробирки для ПКО 
и ОКО препарат РНК не вносится.

5. Внести в соответствующую пробирку 15 мкл ПКО.
6 . Внести в соответствующую пробирку 15 мкл ОКО.

1 1



прошедший этап выделения У1 К.
7. Для сброса капель со стенок отцентрифугировать пробирки 

в течение 1-3 секунд на микроцентрифугс-вортексе.
Б) Обратная транскрипция РНК и ПЦР-амп.1ификаш1й 

кДНК с гибрндизационно-флуореецентпой легекипей 
продуктов амплификации в режиме реального времени;
(производится в ЗОНЕ ПЦР -  помещении для проведения НЦр. 
амплификации)

1. Установить пробирки в реакционный модуль прибора 
для ПЦР в реальном времени. Рекомендуется
устанавливать пробирки по ц етру  термоблока д л ; ^

FAM/Green.
HEX/Yellow.

64 00:30 ROX/Orange. 454 Cy5/Red

прижима пробирок 

прибор

нагревающейравномерного 
крышкой.

2. Запрограммировать приоор для выполнения 
соответствующей программы ОТ-ИЦР и детекции 
флуоресцентного сигнала, соблюдая инструкцию для 
используемого прибора. 11ротокол ОТ-ПЦР указан в 
таблице 4.

ВНИМАНИЕ! В случае использования амплификатора 
QuantStudio 5 необходимо произвести настройку оптических 
фильтров до запуска протокола амплификации (возможна 
регистрация сигнала VIC каналом ROX в с.лучае ЛКп > 100 000. что 
может привести к получению ложноположительных результатов)! 
Для этого в закладке «Method» нажать К1юпку «Action», после чего 
всплывающем меню выбрать «Optical filter settings», где в 
разделе «РСК Filter» оставить только следующие комбинации 
фильтров: х1- m l. х2 -  m2. х4 -  т4 . х5 -  ni5. х6  -  т 6 .

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

3. Удостовериться, ч то в параметрах оптических измерений 
программы амплификации задействованы каналы 
детекции FAM/Green. I lEX/Yellow. ROX/Orange и 
Cy5/Red.
Запустить ОТ-ПЦР с детекцией флуоресцентного 
сигнала.
По окончании выполнения программы пристхшить к 
анализу результатов.

Таблица 4 -  Протокол ОТ-ПЦР

Стадия
TcMtiepaiypa,

°C
Ирсмя,

мин.:сек.
Kaiia.tbi

детекции
Всего

циклов
1 52 40:00
2 95 02:00

3
95 00:15

564 00:20
95 00:15

1 2

4.

5.
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11. Регистрация и иитсриретаиия результатов
Регистрацию результатов проводят по завершении 01-П1Д 

автоматически с помощью программного обеспечени; 
используемого прибора.

Рекомендации ио установке пороговой линии
Для амплификаторов любых моделей пороговая лини^ 

устанавливается индивидуально для каждого канала на уровне, 
соответствующем 1 0 -2 0 % от максимального уровне 
флуоресценции, полученного для положительного контрольного 
образца в последнем цикле амплификации.

Интерпретация результатов выполняется по значениям 
каналов FAM/Green, HEX/Yellow. ROX/Orange и CyS/Red (табл. 5 ) ^  
Учитываются только З1шчсния Ct. полученные па стадии ПЦР с 
флуоресцентной детекцией (то есть соответствующие стадии 4 -  см 
табл. 4).

Таблица 5 -  Интерпретация результатов по каналам
FAM/Green. HEX/Yellow, ROX/Orange и Cy5/Red________________

Канал, соответствующий ф.1уорофору

Интерпретация результатов в контрольных образцах
Для отрицательного и положительног о контрольных образцов 

должны быть получены следующие результаты (табл. 6 ).

Таблица 6  -  Результаты исследования для отрицательного и 
положительных контрольных образцов_______________________

Значения Cl по каналам детекции, соответствуюшн.м

йобразец РАМ /
Green

HEX / 
Yellow

ROX/
Orange

Су5
/Red

ОКО > .35 или 
отсутствует <32 >35 или 

отсутствует
> 35 или 

отсутствует

ПКО <30 <32 <30 <30

Г.Л\1 / Green H E X /\e llo w ROX / Orange

РНК SARS-CoV-2 
(фрагменты 

! енов Л' и RdRp)
в к о

РНК вируса 
гриппа Л 
(фрагмент 
гена А//)

Су5 / Red

РНК вируса 
гриппа В 

(фрагмент 
гена .\'Р)

Сначала оценивают прохождение реакции и значения Ct в 
контрольных образцах. Интерпретацию результатов в исследуемы^ 
образцах начинают только при правильном прохождении ИКС) и 
ОКО.

ВНИМАНИЕ! В случае использования амплификатора Rotor- 
Gene Q активировать функции «Динамич. фон» (Dynamic lube). 
«Коррект. уклона» (Noise slope correction), установить значение 10% 
в разделе «Устранение выбросов» (Outlier Removal) для bccn 
каналов детекции, кроме Су5. для которого необходимо установить 
значение 15% в разделе «Устранение выбросов».

При получении для ОКО значений, отличающихся от 
указанных в таблице 6  результаты всей постановочной серии 
считают недостоверными. В этом случае необходимо проведение 
специальных мероприятий для устранения возможной 
контаминации.

При получении для ПКО значений, отличающихся от 
указанных в таблице 6 , требуется повторная постановка 
амплификации всей партии образцов. При повторном получении 
для ПКО значений, отличающихся от указанных в таблице 6 . 
необходимо заменить реагенты.

Интсрпретацця результатов в исследуемых образцах 
КОЧ-2

Принцип интерпретации результатов отражен в таблице 7. 

Таблица 7 -  Принцип интерпретации результатов для СОИ
Внесенный
матсриа.'!

Показатель по оптическим кана.там

FAM/Green HPX/Yellow ROX/Orangc Cy5/Rcd

КОЧ-2 Ct<35
Любое 

з[|ачение или 
отсутствие

- -

1 4 1 5



Результат прохождения 11ЦР-рсакции. соответствующи _  ̂ п Дп 1 7 ПГяиПиИ
норме: в пробирках с КОЧ-2 по каналу РЛМ Ct<35. а по каналу НН;  ̂!еиспользованные реактивы в соотв ' ' g ^

 ̂ ^  ^  ^  '  Т 1 ТЛЙД.7 1 ^ < Г я м и т а п н о - э п и д е м и о л о г и ч е с к и е  т р е о о в а н и я  к
Cl имеет люоое значение или отсутствует.

2.1.3684-21 « 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
содержанию территорий городских и сельских поселении, к водным 
объектам. питьевой воде и питьевому водоснабжению, 
атмосферному воздуху, почвам, жилым помещениям, эксплуатации 
производственных, общественных помещений, организации и 
проведению санитарно-противоэпидемических
(профилактических) мероприятий» собираются в многоразовые 

хранить при температуре не выше минус 2 0  в течение всего срок; ^^^^сти или одноразовые пакеты любого цвета {кроме желтого и

12. Ус.ювни хранения, транспортирования и эксплуатации
КОЧ-2

Условия хранения: в упаковке прсдприятия-изготовите.1

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

вскрытия.
КОЧ-2. хранившийся с нарушением регламентированнси 

режима, применению нс подлежит.
Условия гранспортирования: транспортирова!

транспортом всех видов в крытых транспортных средствах 
соответствии с правилами перевозок, действующими на транспорз

красного).
^  Оставшиеся после выполнения работ пробирки и материалы 

утилизируют в соответствии с МУ 287-113 (Методические указания 
по дезинфекции, предстерилизационной очистке и стерилизации
изделий медицинского назначения).

Жидкие компоненты (реагенты, реактивы) уничтожаются 
сливом в канализацию с предварительным разбавлением реагента 
водопроводной водой 1 : 1 0 0  и вывозом остатков упаковок как

данного вида при температуре минус 2 0  в течение всего срок, производственный или бытовой мусор.
годности. Потребительская упаковка набора реагентов КОЧ-2 подлежит

Допускается транспортировка при температуре +4 °С до К ^механическому разрушению с вывозом остатков как 
суток, при комнатной температуре ( 15-25 ‘̂ С) не более двух суток, производственного или бытового мусора.

Персонал, осуществляющий уничтожение набора реагентов, 
должен соблюдать правила безопасности проведения того или

Атмосферное давление не контролируется, т.к. нс влияет и, 
качество изделия.

13. Утилизация
Наборы реагентов, пришедшие в непригодность, в том числе i 

связи с истечением срока годности, подлежат утилизации 
соответствии с требованиями СанПиП 2.1.3684-21 «Санитаржф

иного способа уничтожения.

в

эпидемиологические требования к содержанию территори! 
городских и се.зьских поселений, к водным объектам, питьевой воде 
и питьевому водоснабжению, атмосферному воздуху, почвам 
жилы.м помещениям. эксплуатации производственных, 
общественных помещений, организации и проведению санитарно- 
противоэпидемических (профилактических) мероприятий».

В соответствии с классификацией медицинских отходов 
наборы относятся к классу А (эпидемиологически безопасные 
отходы, приближенные по составу к твёрдым бытовым отходам).

1 6 1 7
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1. Назначение
Контрольный образец для определения чувствительности 

КОЧ-3 предназначен для использования в качестве контрольного 
образца при проведении контроля качества «Наборареагентов дая 
выявления РНК вируса SARS-CoV-2, вирусов гриппа А и В мето()ом 
ОТ-ПЦР-РВ «CoV-Influ-mecm»» в соответствии ТУ 21.20.23-026- 
97638376-2020. а также для оценки аналитической 
чувствительности, прецизионности в условиях повторяемости и 
воспроизводи.мости набора реагентов «СоУ-1пЯи-тест» при 
проведении валидации функциональных характеристик, а также в 
ра.мках проведения технических испытаний с целью^ 
государственной регистрации набора реагентов «CoV-Influ-тест».

Контрольный образец для определения чувствительное] и 
КОЧ-3, представляет собой смесь плазмид с синтетическими 
вставка.ми фрагмента кДНК вируса гриппа А (плазмида plAV-POS 
с концентрацией 1 0 0 0  копий/мл) и фрагмента генома бактериофага 
(плазмида pMS2 с концентрацией 100 000 копий/мл) в 10 % ТЕ- 
буфере (1 мМ Трис. 0.1 мМ ЭДТА).

Предназначенный пользователь: инженер ТК ООО 
«ТестГен». в ра.мках проведения контроля качества набора 
реагентов «CoV-Influ-тест»; сотрудник отдела научно-технического 
развития ООО «ТестГен». в ра.мках проведения валидации 
функциональных характеристик набора реагентов «CoV-Influ- 
тест». а также сотрудник испытательной лаборатории, в ра.мках 
проведения технических испытаний с целью государственной 
регистрации набора реагентов «СоУ-1пЯи-тест».

2. Принцип метода
Метод
Одностадийная обратная транскрипция - мультиплексная 

полимеразная цепная реакция с гибридизационно-флуоресцентной 
детекцией в режиме реального времени (ОТ-ПЦР-РВ).

Принцип метода
Контрольный образец для определения чувствительности 

(КОЧ-3) проходит все этапы исследования (выделение НК. 
мультиплексную одностадийную реакцию обратной транскрипции 
с последующим проведением полимеразной цепной реакции с 
гибридизационно-флуоресцентной детекцией в режиме реального 
времени (ОТ-ПЦР-РВ)).

С проба.ми НК. выделенны.ми из Контроль]юго образца для 
определения чувствительности (КОЧ-3). с использованием набора 
реагентов «CoV-Influ-тест» проводятся реакции одностадийной 
обратной транскрипции и амплификации специфических участков 
при помощи специфичных к ним праймеров в реакционном буфере.

Набор реагентов «CoV-lnfiu-тест» содержит реагенты для 
мультиплексного определения высокоспецифичных участков 
(мишеней) геномной РНК вирусов SARS-CoV-2 и вирусов гриппа А 
и В, а также внутреннего контрольного образца (ВКО) (табл. 1).

Таблица 1 -  Анализируемые мишени
Канал, соответствующий флуорофору

FA.M / Green HEX / Yellow R O \ / Orange Су5 / Red

РНК SARS-CoV-2 
(фраг.мснты 

генов Л' и RdRp)
ВКО

РНК вируса 
гриппа Л 

(фрагмент 
гена MI)

РНК вируса 
гриппа В 

(фрагмент 
гена SP)



3. Состав КОЧ-3 
Габлица 2 -  Состав КОЧ-3

№
пп

Название
реагента

Описание
Количество.

объём

КОЧ-3
Прозрачная 

бесцветная жидкость
1 пробирка. 

1000 мкл

4. Технические и функциональные характеристики
Габлица 3 -  Технические и функциональные характеристики

КОЧ-3.
Наименование показателя Характеристики и нормы Л.

1. Технические характеристики
1.1 Виепший вил
КОЧ-3 Прозрачная бесцветная жилкость

2. Функциональные характеристики
1, Концентрация Смесь штаз.мид с синтетическими вставками 

фрагмента кДНК вируса гриппа А (плазмида pIAV- 
POS с концентрацией 1 000 копийУмл) и фрагмента 
генома бактериофага (плазмида pMS2 с 
концентрацией 100 000 копий/мл) в 10 % ТЕ-буфере 
(1 мМ Трис, 0,1 мМЭДТА).

2. Прохождение ПЦР- 
рсакции

В пробирках с КОЧ-3 по каналу ROX Ct<35, а по 
каналу HEX Cl имеет любое значение или
отсутствует.

Примечание: Исходную концентрацию плаз.мид измеряют с 
помощью спектрофотометра NanoDrop 2000с (производства Thermo 
Scienlitlc, США) с диапазоном излучения 190-840 нм.

Метрологическую прослеживаехюсть КОЧ-3
Прослеживаемость до стандар1 ных образцов производилась 

путем параллельного тестирования сгандартного образца 
предприятия КОЧ-3 с международными стандартами в 
различных концентрациях. Па основе полученных результатов 
процесса калибровки и стандартизации образца КОЧ-3 до:

- стандарта «РПК вируса гриппа А I11N1 для контроля 
методов диагностики in vitro, основанных на амплификации

I

-.еиновых кислот: AMPLIRt'N® NOVEL INFLUENZA А HINl
c o n t r o l », серия 20MBC082002-C. в концентрации 13000 

копий/мкл; производства Virceil S.L.. Испания можно заключить, 
что приписанная концентрация КОЧ-3 в отношении РНК вируса 
гриппа А H1N1 составляет -  1000 копий/мл. Неопределенность для 
К О Ч - 3  составляет- 0 , 2 5 .

-стандарта «РНК вируса гриппа А И1 для контроля методов 
диагностики in vitro, основанных на амплификации нуклеиновых 
кислот: AMPLIRUN® INFLUENZA А Н1 RNA CONTROL, серия 
20МВС028002-С, в концентрации 13000 копий/мкл: производства 
Virceil S.L., Испания можно заключить, что приписанная 
концентрация КОЧ-3 в отношении РНК вируса гриппа А 111 
составляет -  1000 копий/мл. Пеопределе[{ность для КОЧ-3 
составляет-0 . 1 .

- стандарта «РНК вируса гриппа А ИЗ для контроля методов 
диагностики in vitro, основанных на амплификации нуклеиновых 
кислот: AMPLIRUN® INFLUENZA А НЗ RNA CONTROL, серия 
20МВС029002-С, в концентрации 13000 копий/мкл: производства 
Virceil S.L.. Испания можно заключить, что приписанная 
концентрация КОЧ-3 в отношении РНК вируса гриппа А НЗ 
составляет ~ 1000 копий/мл. Неопределенность для КОЧ-3 
составляет 0.15.

- стандарта «РНК вируса гриппа А Н5 для контроля методов 
диагностики in vitro, основанных на амплификации нуклеиновых 
кислот: AMPLIRUN® INFLUENZA А Н5 RNA CONTROL, серия 
20МВС052002-С. в концентрации 13000 копий/мкл; производства 
Virceil S.L.. Испания можно заключить, что приписанная 
концентрация КОЧ-3 в отношении РНК вируса гриппа А И5 
составляет -  1000 копий/мл. Неопределенность для КОЧ-3 
составляет 0 . 1 .



6 . Меры предосторожности при работе 
ВНИМАНИЕ! Запрещено внесение в КОЧ-3 посторонних 

веществ, которые moi^ t привести к модификации КОЧ-З и 
деградации плазмидных ДНК.

Все составные части и реагенты, входящие в состав КОЧ-3. 
относятся к 4 классу опасности (вещества малоопасные) в 
соответствии с ГОСТ 12.1.007-76 «ССБТ. Вредные вещества. 
Классификация и общие требования безопасности».

Реагенты, входящие в КОЧ-3. обладают низкой упругостью 
пара и исключают возможность ингаляционного отравления.

Реагенты, входящие в КОЧ-3. не токсичны, поскольку^ 
готовятся путём смешивания отдельных нетоксичных компонентов. ^  

Необходимо 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 
исследуе.мых 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, 
жилым помещениям, эксплуатации производственных, 
общественных помещений, 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 j 
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-противоэпидемических
(профилактических) мероприятий»:

ВНИМАНИЕ! При удалении отходов после амплификации 
(пробирок, содержащих продукты ПЦР) недопустимо открывание 
[фобирок и разбрызгивание содержимого, поскольку это может
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вести к контаминации продуктами ПЦР лабораторной зоны, 
о&удования и реагентов.

. Применять набор строго по назначению, согласно данной
инструкции;

- допускать к раооте только сотрудников ООО «ТестГен»: 
инженера ТК. в рамках проведения контроля качества набора 
реагентов «CoV-lnflu-тест»; сотрудников отдела научно- 
технического развития ООО «ТестГен», в рамках проведения 
валидации функциональных характеристик набора реагентов «CoV- 
Influ-тест», а также сотрудников испытательной лаборатории, в 
рамках проведения технических испытаний с целью 
государственной регистрации набора реагентов «CoV-Influ-тест». с 
соблюдением мер предосторожности:

- не использовать КОЧ-3 по истечении срока годности:
- избегать контакта с кожей, глазами и слизистой оболочкой. 

При контакте немедленно промыть пораженное 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 КОЧ-3 отсутствуют вещества человеческого или 
животного происхождения. обладающие потенциальной 
инфекционной природой, поэтому меры предосторожности против 
любых специальных, несвойственных рисков 1фи использовании 
или реализации изделия не предусмотрены.

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

Работа с КОЧ-3 и набором реагентов для му.зьтиплексной П1 (Р 
«CoV-Influ-тест» осуществляется в рабочей зоне 3 (для 
приготовления реакций) (МУ 1.3.2569-09).

Оборудование для проведения мультиплексной ПЦР:
Оборудование для проведения му:1ЬТиплексной ОТ-ПЦР:

1. Бокс биоло1 Ической безопасности И и 111 класса защиты:
2 . Вортекс:



'^^РОй3. Набор электронных или автоматических доэа'1 
переменного объёма;

4. Холодильник от +2 °С до -^8 °С с морозильной камерой 
не выше -16 °С:

5. Амплификатор^ с флуоресцентной детекцией в режиме 
реального BpCMefin по каналам, соответствующим 
флуорофорам FAM/Green и HEX/Yetlow; CFX96 
{BioRad. США). «ДТпрайм» (ООО «НПО ДНК- 
Технология». Россия). Rolor-Gene Q (Qiagen, Германия). 
QuantStudio 5 (Thermo Fisher Scientific, США).

Материалы и реагенты, не входящие в состав изделия: 
ВНИМАНИЕ! При работе с ДПК 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 (например. Axygen. США);
2. Одноразовые стерильные пробирки типа «Эппендорф» на 1,5 или 

2 . 0  мл;
3. Тонкостенные одноразовые пробирки с оптически прозрачной 

крышкой (в случае детекции через крышку) или оптически 
прозрачными стенками (в случае детекции через стенку 
пробирки) для ПЦР: пробирки для ПЦР объёмом 0,1 или 0.2 мл. 
или пробирки для ПЦР объемом 0.1 или 0,2 мл в стринах. или 
планшеты для ПЦР с оптически прозрачной плёнкой (например. 
Axygen. США), совмести.мые с используемым а.мплификаторо.м;

4. Халат и одноразовые перчатки без талька;
5. Ёмкость с дезинфицирующим раствором;
6 . Штативы «рабочее место» для пробирок объёмом 0,1 или 0.2 мл 

или д.'1я стрипованных пробирок объс.мо.м 0 . 1  или 0 , 2  мл:
7. Набор для выделения РНК (см. п. 9).

8. Процедура подготовки КОЧ-3 д.ш исследования
КОЧ-3 готов к применению и представляет собой смесь 

плазмид с синтетическими вставками фрагмента кДР1К вируса 
гриппа А (плазмида pIAV-POS с концентрацией 1 000 копий/.мл) и

Л.

i

гмента генома бактериофага (плазмида pMS2 с концентрацией 
foO 000 копий/мл) в 1 о % ТЕ-буфере (1 мМ Трис. 0,1 мМ ЭДТА).

Исходную концентра[щю плазмид измеряют с помощью 
спектрофотометра NanoDrop 2000с (производства Thermo Scientific. 
CILIA) с диапазоном излучения 190-840 нм.

ВНИМАНИЕ! Запрещено внесение в КОЧ-3 посторонних 
веществ, которые могут привести к модификации КОЧ-3 и 
деградации плазмидных ДНК.

9. Процедура выделения НК из исследуемого образца КОЧ-3
Выделение пробы НК проводят из 100 мкл исследуемого 

образца СОП с использованием следующего комплекта для 
экстракции:

- Набор реагентов для выделения ДНК/РНК из клинического 
материала "НК-Экстра" по ТУ 21.20.23-013-97638376-2019. 
производства ООО «ТестГен». Россия (Регистрационное 
удостоверение № РЗН 2021/15428 от 24.09.2021 г.).

10. Проведение ПЦР набором реагентов «CoV-Influ-тест»
Подготовка компонентов набора «CoV-Influ-тест» для

ПЦР
Перед приготовлением реакционных с.мссей необходимо 

произвести влажную уборку ПЦР-бокса, а также оборудования и 
материалов, на.ходящихся в пё.м. с применением дезинфицирующих 
средств, пригодных для использования в ПЦР-лабораториях. 
включить УФ-лампу на 20-30 минут.
1. Тщательно перемешать содержимое пробирок с выделенной для 

анализа Р11К. ОТ-ПЦР-буфером. смесью олигонуклеотидов. ОКО 
и ПКО. переворачивая каждую пробирку 10 раз или перемешивая 
на вортсксс на низкой скорости в течение 3-5 секунд, затем 
осадить капли с крышек пробирок коротким 
центрифу1'ированием.

2. Отобрать необходимое количество пробирок (с оптически 
прозрачными крышками или стенками -  в зависимости от 
используемого типа детектирующего амплификатора) объёмом
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0.1 или 0.2 мл для ПЦР из следующего расчёта: 1 \  количество 
исследуемых образцов -  1 х ИКС) * 1 х ОКО.

А) Подготовка ОТ-ПЦР
(производится в ЗОНЕ пре-ПЦР — помешении для раскапывания 
реагентов и подготовки к ПЦР-амплификапии)
Общий объём реакции - 2 5  мкл.
ВНИМАНИЕ! Запрещено изменять объём реакции. Для 
приготовления реакционной смеси необходимо:

1. ОТ-ПЦР-буфер 5х -  5 мкл.
2. Смесь олигонуклеотидов -  5 мкл.
3. Образец (исследуемый образец РНК, ПКО, ОКО) -  15 мкл. 

Готовить реакционные пробирки необходимо в следующем
порядке:

1. Промаркировать пробирки па 0.1 или 0.2 мл для ПЦР.
2. В отдельной одноразовой стерильной пробирке типа 

«Эппендорф» объёмом 1.5 или 2.0 мл приготовить реакционную 
смесь: (п+3)х5 мкл ПЦР-буфера и (п+3)х5 мкл смеси 
олигонуклеотидов, где п — количество исследуемых ооразцов. 
Тщательно перемешать реакциот1ую смесь в течение 3-5 с на 
вортексе.

3. В приготовленные пробирки для ПЦР внести по 10 мкл 
реакционной смеси

4. Внести в соответствующие пробирки для исследуемых 
образцов по 15 мкл выделенной РНК. В пробирки для ПКО 
и ОКО препарат РНК не вносится.

5. Внести в соответствующую пробирку 15 мкл ПКО.
6 . Внести в соответствующую пробирку 15 мкл ОКО. 

прошедший этап выделения НК.
7. Для сброса капель со сгенок отцентрифугировать пробирки 

в течение 1-3 секунд на микроцентрифугс-вортексе.
Б) Обратная транскрипция РНК и ПЦР-амнлнфикацня 

кДИК с гибридизацнонно-ф.луоресцентиой дезекцнен 
иродукгов амплификации в режиме реа.лыюго времени; 
(производится в ЗОНЕ ПЦР -  помещении для проведения ИЦР- 
амплификации)

1. Установить пробирки в реакционный модуль прибора
1 2

для ПЦР в реальном времени. Рекомендуется 
устанавливать пробирки по центру термоблока для 
равномерного прижима пробирок нагревающей 
крышкой.

2. Запрограммировать прибор для выполнения 
соответствующей программы ОТ-ПЦР и детекции 
флуоресцентного сигнала, соблюдая инструкцию для 
используемого прибора. Протокол ОТ-ПЦР указан в 
таблице 4.

ВНИМАНИЕ! В случае использования амплификатора 
QuantSiudio 5 необходимо произвести настройку оптических 
фильтров до запуска протокола амплификации (возможна 
регистрация сигнала VIC каналом ROX в случае ARn > 100 000. что 
.может привести к получению ложнопо.южительных результатов)! 
Для этого в закладке «.Method» нажать кнопку «Action», после чего 
всплывающем меню выбрать «Optical filter settings», где в 
разделе «PCR Filter» оставить только следующие комбинации 
фильтров: X1 -  m 1, х2 -  m2. х4 -  ni4, х5 -  т5 , х6  -  т 6 .

Таблица 4 -  Протокол ОТ-ПЦР

Стадия
Температура,

°С
Время,

,мин,:сек.
Кана.1 ы

детекции
Всего

ЦИК.ЮВ
1 52 40:00
2 95 02:00

3
95 00:15

564 00:20

4

95 00:!5

4564 00:30

FAM/Green.
HEX/Yellow,
ROX/Огапце.

Cy5/Rcd

Указазъ количество и идентификаторы образцов, отметить 
расположение пробирок на матрице термоблока в соответствии с их 
установкой.

3. Удостовериться, что в параметрах оптических измерений 
программы амплификации задействованы каналы 
детекции FAM/Grecn. HEX/Yellow. ROX/Orange и
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ОГ-ПЦР с детекцией флуорссцеитноги
Cy5/Rcd.

4. Запустить 
сигнала.

5. По окончании выполнения программы прист>'пить к 
анализу результатов.

И. Регистрация и интерпретация результатов
Регистрацию результатов проводят по завершении О'Г-ПЦР 

автоматически с по.мошью программного обеспечения 
используемого прибора.

Рекомендации по усгановкс пороговой линии
Для амплификаторов любых моделей пороговая линия 

устанавливается индивидуально для каждого канала на уровне, 
соответствующем 1 0 -2 0 % от максимального уровня 
флуоресценции, полученного для положительного контрольного 
образца в последнем цикле амплификации.

Интерпретация результатов выполняется по значения.м Cl 
каналов FAM/Green, HEX/Yellow. ROX/Orange и Cy5/Red (табл. 5). 
Учитываются только значения Cl. полученные на стадии ПЦР с 
флуоресцентной детекцией (то есть соответствующие стадии 4 -  см. 
табл. 4).

Таблица 5 -  Интерпретация результатов по каналам

Кана.1 , соо1ветствуюший флуорофору

КА.М / Green HEX/Yellow ROX / Orange Су5 / Red

РНК SARS-CoV-2 
(фрагменты 

генов .'V и RdRp)
вко

РНК вируса 
гриппа Л 

(фрагмент 
гена Л//)

РНК вируса 
гриппа В 

(фрагмент 
гена NP)

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

ВНИ.МАНИЕ! В случае использования амплификатора Rolor- 
Gene Q активировать функции «Динамич. фон» (Dynamic Tube). 
«Коррект. уклона» (TMoise slope correction), установить значение 10% 
в разделе «Устранение выбросов» (Outlier Removal) для всех 
каналов детекции, кроме Су5, для которого необ.чодимо установить 
значение 15% в разделе «Устранение выбросов».
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Интсрпретацпя результатов в кон 1 ролы 1 Ых образцах
Для отрицательного и положительного контрольных образцов 

должны быть получены елсдуютие результаты (таол. 6 ).

Таблица 6  -  Результаты исследования для отрицательного и 
положительных контрольных образцов

Значения О  по кана-зам детекции, соответствую щ им

Контрольны
йобразец

шлуорошорам
Су5
/Red

РАМ/
Green

НИХ/ 1 RO X / 
Yellow ! Orange

ОКО
> 35 или

0TCVTCTB\eT
> 35 или

< 32-  отсутствует
> 35 или ' 

отсутствует

гтко <30 <32 ' <30 <30 ^

При получении для ОКО значений, отличающихся от 
указанных в таблице 6 результаты всей постановочной серии 
считают недостоверными. В этом случае необходимо проведение 
специальных мероприятий для устранения возможной 
контаминации.

При получении для ПКО значений, отличающихся от 
указанных в таблице 6 . требуется повторная постановка 
амплификации всей партии образцов. При повторном получении 
ДЛЯ ПКО значений, отличающихся от указанных в таблице 6 .
необходимо заменить реагенты.

Интерпретация результатов в исследуемых образцах
“ КОЧ-3

Принцип интерпретации результатов отражен в таблице 7. 

Таблица 7 -  Принцип интерпретации результатов для СОП—
' Показатель по оптическим каналам________________

В несенный
материал

КОЧ-3

FAVf'Green HEX/Vc!low

Любое 
значение или 

отсутствие

ROX/Orange

Ct<35

Cy5/Red

Результат прохождения 11ЦР-реакции. соответствующий 
нор.ме: в пробирках с КОЧ-3 по каналу ROX Ct<35. а по каналу 1 UiX 
Ct имеет любое значеЕ}ие или отсутствует.

12. Условия хранения, транспортирования и 
эксилуатаини КОЧ-3

Условия хранения: в упаковке предприятия-изготовителя 
хранить при те.мпературе ие выше минус 20 °С в течение всего срока 
годности реагента.

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

КОЧ-3, хранившийся с нарушением регламентированного 
режима, применению нс подлежит.

Условия 1 рансиортироваиия: транспортировать
транспортом всех видов в крытых транспортных средствах в 
соответствии с правилами перевозок, действующими на транспорте 
данного вида при температуре минус 20 °С в течение всего срока 
годности.

Допускается транспортировка при температуре +4 °С до 10 
суток, при комнатной температуре (15-25 °С) не более двух суток.

Атмосферное давление не контролируется, т.к. не влияет на 
качество изделия.

13. Утилизация
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, 
жилы.м помещениям. эксплуатации производственных. 
обществсЕшых помещений, организации и проведениЕо саЕЕитарио- 
противоэпидемических (профилактических) мероприятий».

В соответствии с классификацией медицинских отходов 
наборы относятся к классу Л (эпидемиологически безопасные 
отходы, приближенные по составу к твёрдым бытовым отходам). 
НеиспользованЕЕЬЕе реактивы в соответствии с п. 4 и. 170 СанПиН
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2.1.3684-21 «Санитарно-эпидемиологические требования  ̂
содержанию территорий городских и сельских поселений, к водным 
объектам. питьевой воде и питьевому водоснабжению, 
атмосферному воздуху, почвам, жилым [юмещениям. 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 
утилизируют в соответствии с МУ 287-113 (Методические указании 
по дезинфекции, предстерилизационной очистке и стсрилизаци|(|^ 
изделий медицинского назначения).

Жидкие компоненты (реагенты, реактивы) уничтожаются 
сливом в канализацию с предварительным разбавлением реагента 
водопроводной водой 1 : 1 0 0  и вывозом остатков упаковок как 
производственный или бытовой мусор.

Потребительская упаковка набора реагентов КОЧ-3 подлежи: 
механическому разрушению с вывозом остатков как 
производственного или бытового мусора.

Персонал, осуществляющий уничтожение набора реагентов, 
до.лжен соблюдать правила безопасности проведения того иль 
иного способа уничтожения.
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I. Назначение
Контрольный образец для определения чувствительности 

КОЧ-4 предназначсЕ! для использования в качестве контрольного 
образца при проведении контроля качества «Набора реагентов для 
выявления РНК вируса SARS-Co V-2, вирусов гриппа А и В методом 
ОТ-ПЦР-РВ «CoV-Influ-mecm»» в соответствии ТУ 21.20.23-026- 
97638376-2020. а также для оценки аналитической 
чувствительности, прецизионности в условиях повторяемости и 
воспроизводимости набора реагентов «CoV-lnflu-тест» при 
проведении валидации функциональных характеристик, а также в 
рамках проведения технических испытаний с целью ^  
государственной регистрации набора реагентов «CoV-InfIu-тест».

Контрольный образец для определения чувствительности 
КОЧ-4, представляет собой смесь плазмид с синтетическими 
вставками фрагмента кДНК вируса гриппа В (плазмида plBV-POS с 
концентрацией 1 0 0 0  копий/мл) и фрагмента генома бактериофаЕ'а 
(плазмида pMS2 с концентрацией 100 000 копий/мл) в 10 % ТЕ- 
буфере (I мМ Трис, 0.1 мМ ЭДТА).

Предназначенный пользователь: инженер ГК ООО 
«ТестГен». в рамках проведения контроля качества набора 
реагентов «СоУ-1пПи-тест»; сотрудник отдела научно-технического 
развития ООО «ТестГен». в рамках проведения валидации 
функциоЕЕальных характеристик набора реагентов «CoV-lnflu- 
тест». а также сотрудник испытательной лаборатории, в рамках 
проведения технических испытаний с целью государственной 
регистрации набора реагентов «СоУ-1пПи-тест».

2. Принцип меюда

Метол
Одностадийная обратная транскрипция -  мультиплексная 

полимеразная цепная реакция с гибридизационно-флуоресцентной 
детекцией в режиме реального времени (ОТ-ПЦР-РВ).

Принцип метода
Контрольный образец для определения чувствительности 

(КОЧ-3) проходит все этапы исследования (выделение НК. 
ммльтиплексную одностадийную реакцию обратной транскрипции 
с последующи.м проведением полимеразной цепной реакции с 
гибридизационно-флуоресцентной детекцией в рсжи.ме реального 
времени (ОТ-ПЦР-РВ)).

С пробами НК. выделенными из Контрольного образца для 
определения чувствительности (КОЧ-4). с использованием набора 
реагентов «СоУ-1пПи-тест» проводятся реакции одностадийной 
обратной транскрипции и амплификации специфических участков 
при помощи специфичных к ним праймеров в реакционно.м буфере.

Набор реагентов «CoV-Influ-тест» содержит реагенты для 
мультиплексного определения высокоспецифичных участков 
(мишеней) геномной РНК вирусов SARS-CoV-2 и вирусов гриппа А 
и В. а также внутреннего контрольного образца (ВКО) (табл. 1).

Таблица 1 -  Анализируемые мишени
Кана.1, соответствуюшнй ф.|уорофору

Р.Л М /Green HEX / b ellow ROX / Orange Су5 / Red

РНК SARS-CoV-2
(фрагмешы 

генов и RdRp)
ВКО

РНК вируса 
гриппа Л 

(фрагмент 
1'ена М!)

РНК вируса 
гриппа В 

(фрагмент 
гена . \ / ’)



3. Состав КОЧ-4

№ Название Количество,
11П реагенга

—
Описание объём

1 КОЧ-4
--------------------------------------------- -

Прозрачная 
бесцветная жидкость

1 пробирка. 
1000 мкл

4. Технические н функциональные характеристики
КОЧ  ̂ ^ Технические и функциональные характеристики

Наименование показателя Характеристики и нормы

I.I Внешний вид
”к о ч -4

1. Технические характеристики

Прозрачная бесцветная жидкость

1. Концентрация
2 . Функциональные характеристики

Смесь плазмид с синтетическими

2. Прохождение ПЦР- 
реакции

.............. вставками
фрагмента кДНК вируса гриппа В (плазмида pIBV- 
POS с концентрацией I 000 копий/мл) и фрагмента 
генома бактериофага (плазмида pMS2 с 
концентрацией 100 000 копий/мл) в 10 % ТЕ-буфере 
(1 мМ Трис, 0.1 мМ ЭДТАУ
В пробирках с КОЧ-4 по каналу Су5 Ct<35, а по 
каналу HEX Ct имеет любое значение или 
отсутствует.

Примечание: Исходную концентрацию плазмид измеряют с 
помощью спектрофотометра NanoDrop 2000с (производства Thermo 
Scientific, CLUA) с диапазоном излучения 190-840 нм. ^

1 М е т р о л о г н ч е с к у ю  п р о с л е ж н в а е . ч о с т ь  КОЧ-4 W
Прослеживаемость до стандартных образцов производизась 

путем иаралл е л м ю г о  т с е т и р о в а п и я  КОЧ-4 с о  с т а н д а р т н ы м  

О б р а з ц о м  «Pi IK вируса гриппа В для контроля методов диагностики
амплификации нуклеиновых кислот- 

AiMI LIR LN ® i n f l u e n z a  В RNA CONTROL сепия 
20MBC030002-C. в концентрации 13000 копий/.икл, производства 

ircell S.L.. Испания в различных концентрациях. Па основе 
полученных результатов процесса калибровки и стандартизации

образца КОЧ-4 до стандарта «РНК вируса гриппа В для контроля 
методов диагностики in vitro, основанных на амплификации 
нуклеиновых кислот: AMPLIRLIN® INFLUENZA В RNA 
CONTROL, серия 20МВС030002-С. в концентрации 13000 
копий/мкл. производства Vircell S.L.. Испания можно заключить, 
что приписанная концентрация КОЧ-4 в отношении РНК вируса 
гриппа В составляет -  1000 копий/мл. Неопределенность для КОЧ- 
4 составляет -0,1.

5. Меры предосторожности при работе
ВНИМАНИЕ! Запрещено внесение в КОЧ-4 посторонних 

веществ, которые могут привести к модификации КОЧ-4 и 
деградации плазмидных ДНК.

Все составные части и реагенты, входящие в состав КОЧ-4, 
относятся к 4 классу опасности (вещества малоопасные) в 
соответствии с ГОСТ 12.1.007-76 «ССБ'Г. Вредные вещества. 
Классификация и общие требования безопасности».

Реагенты, входящие в КОЧ-4, обладают низкой упругостью 
пара и исключают возможность ингаляционного отравления.

Реагенты, входящие в КОЧ-4. не токсичны, поскольку 
готовятся путём 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 нуклсиновы.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, почва.м. 
жилым по.мещениям. эксплуатации производственных, 
общественных помещений, организации и проведению санитарно- 
мротивоэпидсмических (профилактических) мероприятий».

! 1 ри 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 помещениям, эксплуатации 
производственных, общественных помеидений. организации и 
проведению санитарно-противоэпидемических
(профилактических) мероприятий»:

ВНИМАНИЕ! При удалении отходов после амплификации 
(пробирок, содержащих продукты ПЦР) недопустимо открывание 
пробирок и разбрызгивание содержимого, поскольку это может 
привести к контаминации продуктами ПЦР лабораторной зоны, 
оборудования и реагентов. ^

применять набор строго по назначению, согласно данной ^  
инструкции:

- допускать к работе только сотрудников ООО «ТестГен»: 
инженера ГК, в рамках проведения контроля качества набора 
реагентов «CoV-Influ-тест»: сотрудников отдела научно- 
технического развития ООО «ТестГен». в рамках проведения 
валидации функциональных характеристик набора реагентов «CoV- 
Influ-тест». а также сотрудников испытательной лаборатории, в 
рамках проведения технических испытаний с целью 
государственной регистрации набора реагентов «СоУ-ГпПп-тест», с 
соблюдением мер предосторожности;

- не использовать КОЧ-4 но истечении срока годности;
избегать контакта с кожей, глазами и слизистой оболочкой.

При контакте немедленно промыть поражённое место водой и 
ооратиться за медицинской помощью.

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

В составе КОЧ-4 отсутствуют вещества человеческо1 о или 
животного происхождения. обладающие потенциальной 
инфекционной природой, поэтому меры предосторожности против 
любых снециаль}1 ых, несвойственных рисков при иегюльзовании 
и;1и реализации изде.зия не предусмотрены.

6. Оборудование п материалы, необходимые при работе с 
набором реагенгов

Работа с КОЧ-4 и набором реагентов для мультиплексной ПЦР 
«CoV-lntlu-тсст» осуществляется в рабочей зоне 3 (для 
приготовления реакций) (МУ 1.3.2569-09).

Оборудование для проведения мультиплексной ПЦР: 
Оборудование для проведения мультиплексной ОТ-ПЦР:

1. Бокс биологической безопасности II и 111 класса защиты;
2. Вортекс;
3. Набор электронных или автоматических дозаторов 

переменного объёма;
4. Холодильник от -ь2 °С до -^8 °С с морозильной камерой 

не выше -16 °С:
5. Лмплификатор^ с флуоресцентной детекцией в режиме 

реа,1ьного вре.мени по каналам, соответствующим 
флуорофорам FAM/Green и HEX/Yellow: CFX96 
(BioRad. США), «ДТпрайм» (ООО «НПО ДНК- 
Технология», Россия). Rotor-Gene Q (Qlagen. Германия). 
QuanlStudio 5 (Thermo Fisher Scientific, США).

Материалы и реагенты, не входящие в состав изделия: 
ВНИМАНИЕ! При работе с Д11К необходимо использовать 

только одноразовые стерильные пластиковые расходные 
материалы, и.мсющис специальную маркировку «DNase-free».
1. Одноразовые наконечники с аэрозольным барьером до 1000 мкл, 

200 мкл. 20 мкл и 10 мкл (например, Axygen. США);
2. Одноразовые стерильные пробирки типа «Эппендорф» на 1.5 или 

2 . 0  мл:
3. Тонкостенные одноразовые пробирки с оптически прозрачной 

крышкой (в случае детекции через крышку) или оптически 
прозрачными стенками (в случае детекции через стенку 
пробирки) для ПЦР: пробирки для НЦР объёмом 0.1 или 0.2 .мл. 
или пробирки для НЦР объемом 0.1 или 0.2 мл в стрипах. или 
планшеты для ПЦР с оптически прозрачной плёнкой (например. 
Axygen. США), совместимые с используемым амплификатором;

4. Халат и одноразовые перчатки без талька;
5. Ё.мкость с дезинфицирующим растворо.м;
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6 . Штативы «рабочее место» для пробирок объёмом 0 . 1  или 0 . 2  мл 
или для стрипованных пробирок объёмом 0 . 1  или 0 . 2  мл;

7. Набор для выделения РНК (см. п. 9).

7. Процедура подготовки КОЧ-4для нсс.1едовапия
КОЧ-4 готов к применению и представляет собой смесь 

плазмид с синтетическими вставками фрагмента кДНК вируса 
гриппа В (плазмида plBV-POS с концентрацией 1 000 копий/мл) и 
фрагмента генома бактериофага (плазмида pMS2 с концентрацией 
100 000 копий/мл) в 10 % ТН-буфере (I мМ Грис. 0,1 мМ ЭДТЛ).

Исходную концентрацию плазмид измеряют с помощью ф
спектрофотометра NanoDrop 2000с (производства Thermo Scientific. 
США) с диапазоном из.тучения 190-840 нм.

ВНИМАНИЕ! Запреще!ю внесение в КОЧ-4 посторонних 
веществ, которые могут привести к модификации КОЧ-4 и 
деградации плазмидных ДНК.

8 . Процедура выделения НК из исследуемого образца КОЧ-4
Выделение пробы НК проводят из 100 мкл исследуемого 

образца СОН с использование.м следующего комплекта для 
экстракции:

- Набор реагентов для выделения ДНК/РНК из клинического 
-материала "НК-Экстра" по ТУ 21.20.23-013-97638376-2019. 
производства ООО «'1естГен». Россия (Регистрационное 
удостоверение Лд P3fl 2021/15428 от 24.09.2021 г.).

9. Проведение ПЦР набором реагентов «CoV-Influ-тест» 
Подютовка компонентов набора «CoV-Influ-тест» для

ПЦР
Перед приготовледшем реак[п-юнпых смесей необходимо 

произвести влажную уборку ПЦР-бокса. а также оборудования и 
материалов, находящихся в нём. с применением дезинфицирующих 
средств, пригодных для использования в ПЦР-лабораторнях 
включить УФ-лампу на 20-30 минут.
1 . I щательно перемещать содержимое пробирок с выделенной для 

анализа РНК. (Л-ПЦР-буфером. смесью олигонуклеотидов. ОКО

1 0

и ПКО. переворачивая каждую пробирку 10 раз или перемешивая 
на вортсксе на низкой скорости в течение 3-5 секунд, затем 
осадить капли с крышек пробирок коротким 
центрифугированием.

2. Отобрать необ.ходимое количество пробирок (с оптически 
прозрачными крышками или стенками -  в зависимости от 
используемого типа детектирующего амплификатора) объёмом 
0,1 или 0.2 мл для ПЦР из следующего расчёта: 1 х количество 
исследуемых образцов + 1 х ПКО -ь 1 х ОКО.

А) Подготовка ОТ-ПЦР
(производится в ЗОНЕ пре-ПЦР -  помещении для раскапывания 
реагентов и подготовки к ПЦР-амплификации)
Общий объём реакции -  25 мкл.
ВНИМАНИЕ! Запрещено из.менять объём реакции. Для 
приготовления реакционной смеси необходимо:

1. ОТ-ПЦР-буфер 5х -  5 мкл.
2. С.месь олигонуклеотидов - 5 мкл,
3. Образец (исследуемый образец РНК, ПКО, ОКО) -  15 мю. 

Готовить реакционные пробирки необходимо в следующем
порядке:

1. Промаркировать пробирки на о, 1 или 0.2 мл для ПЦР.
2. В отдельной одноразовой стерильной пробирке типа 

«Эппендорф» объёмом 1.5 или 2.0 мл при1 0 товить реакционную 
смесь: (п+3)х5 мкл ПЦР-буфера и (п+3)х5 мкл смеси 
олигонук-зеотидов. где п -  количество исследуемых образцов. 
Тщательно перемешать реакционную смесь в течение 3-5 с на 
вортексе.

3. В приготовленные пробирки для ПЦР внести по 10 мкл 
реакционной смеси

4. Внести в соответствующие пробирки для исследуемых 
образцов по 15 мк. 1 выделенной РНК. В пробирки для ПКО 
и ОКО препарат РНК не вносится.

5. Внести в соответствующую пробирку 15 мкл ПКО.
6 . Внести в соответствующую пробирку 15 мкл ОКО. 

прошедший этап выделения НК.
7. Для сброса капель со стенок отцентрифугировать пробирки

1 1
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в течение I 3 секунд на микроцентрифуге-вортсксе.
^̂ >̂ратная транскрипция РНК и ПЦР-амплификация 

кДНК с гибрндизационно-флуоресцентпой детекцией 
продуктов амплификации в режиме реального времени;
(производится в ЗОНЕ ПЦР -  помещении для проведения ПЦР- 
амплификации)

1. Установить пробирки в реакционный модуль прибора 
для 11 ЦР в реальном времени. Рекомендуется 
устанавливать пробирки по центру термоблока' для 
равномерного прижима пробирок !1агревающей 
крышкой.

2 . Запрограммировать прибор для выполнения ^  
соответствующей программы ОТ-ПЦР и детекции 
флуоресцентного сигнала, соблюдая инструкцию для 
используемого прибора. Протокол ОТ-ПЦР указан в 
таблице 4.

п  *^ИИМАНИЕ! В случае использования амплификатора 
QuantStudio 5 необходимо произвести настройку оптических 
фильтров до запуска протокола амплификации (возможна 
регистрация сигнала VIC каналом ROX в случае ARn > 100 000, что 
может привести к получению ложноположитсльиых результатов)! 
Для этого в закладке «Method» нажать кнопку «Action», после чего 
всплывающем меню выбрать «Optical Biter settings», где в 
разделе «PCR biiter» оставить только следующие комбинации 
фильтров: х1- m I. х2 -  m2, х4 -  т4 . х5 -  т5 . х6  -  т 6 .

Слалия
Гемпература,

°C
Время,

мин.:сек.
Каналы

детекции
Всего

1 52 40:00
2 95 02:00

3
95 00:15

564 00:20

4

95 00:15

4564 00:30

FA.M/Grecn.
HFX/YdIow.
ROX/Orange.

Cy5/Red

1 2

Указать количество и идентификаторы образцов, отмстить 
расположение пробирок на матрице термоблока в соответствии с их 
установкой.

3. Удостовериться, чзо в парамегра.ч оптических измерений 
программы амплификации задействованы каналы 
детекции FAM/Grecn. HBX/Yellow. ROX/Orange и 
Cy5/Red.

4. Запустить ОТ-П1ДР с детекцией флуоресцентного 
сигнала.

5. По окончании выполнения программы приступить к 
анализу результатов.

10. Регисграцня и цптерирегацня резулыатов
Регистрацию результатов проводят по завершении 0 1 -ПЦР 

автоматически с помощью программного обеспечения 
используемого прибора.

Рекомендации по установке пороговой линии
Для амплификаторов любых моделей пороговая линия 

устанавливается индивидуально для каждого канала на уровне, 
соответствующем 1 0 -2 0 % от максимального уровня 
флуоресценции, полученного для положительного контрольного 
образца в последнем цикле амплификации.

Интерпретация результатов выполняется по значениям Ct 
каналов FAM/Grcen. HEX/Yellow. ROX/Orange и Cy5/Red (тао:1 . 5). 
Учитываются только значения Ct. полученные на стадии ПЦР с 
флуоресцентной детекцией (то есть соответствующие стадии 4 -  см. 
табл. 4).

З'аблица 5 -  Интерпретация результатов по каналам
FAM/Grcen. HEX/Yellow. ROX/Orange и Cy5/Red________________

Канал, соозвстсгвуюший флуорофору

KAM / (ireen H E X / Y e l l o w ROX / Oranae C v.^ / Re d
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PMKSARS-CoV-2 РНК вируса РНК вируса
(фрагменты | в к о ; Jpnnna Л гриппа В

i-enoB ,\' и RdRp) i (фрагмент (фрагмс[!т
----------------------------_L ; гена.1//) гена \ Р )

Снача-'ia оценивают прохождение реакции и значения Cl в 
контрольных образ[шх. Интерпретацию результатов в исследуемых 
образцах начинают только при правильном прохождении ПКО и 
ОКО.

ВНИМАНИЕ! В случае использования амплификатора Rotor- 
Gene Q активировать функции «Дина.мич. фон» {Dynamic Tube). 
«Коррект. уклона» (Noise slope correction), установить значение 10% А 
в разделе «Устранение выбросов» (Outlier Removal) для всех ^  
каналов детекции, кроме Су5. для которого необходимо установить 
значение 15% в разделе «Устрагюние выбросов».

Интерпретация результатов в контрольных образцах
Для отрицательного и положительного контрольных образцов 

должны быть получены следующие результаты (табл. 6 ).

Таблица 6  — Результаты исследования для отрицательного и

Контрольны
йобразец

Значения (.1 по каналам детекции, соответствующим 
флуорофора.м

FAVl / 
Green

H EX . ROX/ 
Yellow Orange

Су5
/Red

ОКО > 35 или 
отс\тств\ет

-̂ 2 ^ или 
1 отсутствует

> 35 или 
отсутст0\'ет

ПКО <30 <32 1 <30 <30

При получении для ОКО значений, отличающихся от
указанных в таблице 6  результаты всей постановочной серии 
считают недостоверными. В этом случае необходимо проведение 
специальных мероприятий для устранения возможной 
контаминации.

При по.1учснии для ПКО значений, отличающихся от
указанных в таблице 6 , требуется повторная постановка 
амплификации всей партии образцов. При повторном по.зучении

для ПКО значений, отличающихся от указанных в таблице 6 . 
необходимо заменить реагенты.

И н т е р п р е г а ц п я  р е з у л ь т а т о в  в  н с с л е л у е .м ы х  о б р а з ц а х  
' КОЧ-4

Принцип интерпретации результатов отражен в таблице 7.

Внесенный
материал

Показатель по оптическим каналам

FAM/Green HHX/Ye!low ROX/Orange Cy5/Red

КОЧ-4 -
Любое 

значение или 
отсутствие

- Ct<35

Результат прохождения ПЦР-рсакции. соответствующий 
норме: в пробирках с КОЧ-4 по каналу Су5 Ct<35. а по каналу HEX 
Ct имеет любое значение или отсутствует.

11. Условия хранения, транспортирования н 
эксплуатации КОЧ-4

Условия хранения: в упаковке предприятия-изготовителя 
хранить при температуре не выше минус 20 °С в течение всего срока 
годности реагента.

После вскрытия хранить в тех же ус.зовиях. что и реагенты до 
вскрытия.

КОЧ-4. хранившийся с нарушением регламентированного 
режима, применению не подлежит.

Условия транспортирования: транспортировать
транспортом всех видов в крытых транспортных средствах в 
соответствии с прави.тами перевозок, действующи.ми на транспорте 
данного вида при температуре минус 20 °С в течение всего срока 
годности.

Допускается транспортировка при температуре +4 °С до 10 
суток, при комнатной температуре (15-25 °С) не более двух суток.

Атмосферное давление не контролируется, т.к. не влияет на 
качество изделия.
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12. У тп лтац и я
11аборы реагентов, пришедшие в непригодность, в том числе в 

связи с истечением срока годности, подлежат утилизации в 
соответствии с требованиями Cafillnil 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. орга11Изации 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-противоэпидемических
(профилактических) мероприятий» собираются в многоразовые 
емкости или одноразовые пакеты любого цвета (кроме жёлтого и 
красного).

Оставшиеся после выполнения работ пробирки и .материалы 
ути.'шзируют в соответствии с МУ 287-113 (Методические указания 
по дезинфекции, предстерилизационной очистке и стерилизации 
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.

Потребительская упаковка набора реагентов КОЧ-4 подлежи! 
механическо.му разрушению с вывозом остатков как 
производственного или бытового мусора.

Персонал, осуществляющий уничтожение набора реагентов, 
должен соблюдать правила безопасности проведения того или 
иного способа уничтожения.
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I ,  Н а з н а ч е н и е
Контрольный образец специфичности (КОС) предназначен 

Д Т Я  использования в качестве контрольного ооразца при 
проведении контроля качества «Набор реагентов Д-'» «“ явления 
РНК вируса SARS-CoV-2, вирусов гриппа Л и ^  ^ ;
РВ «CoV-Influ-TCCT»» в соответствии с ГУ 21.20.2л-026 Ч / ь т  

2020 а также для оценки прецизионности в У^^виях 
повторяемости и воспроизводимости набора реагентов «CoV-lntlu- 
тест» при проведении валидации функциональных характеристик, 
также в рамках проведения технических испытании с целью
государственной регистрации набора

Контрольный образец специфичности КОС, представляет 
собой раствор геномной ДНК человека, выделенной к.теточнои 
линии Jurkat с концентрацией 1 000 копии на 5 м . С- 
копий/мл) с добавлением 1 0  мкл ВКО согласно инструкции.

Детекция флуоресцентного сигна^та КОС при 
ПЦР-исследования набором реагентов «СоУ-1пПи-тест»
осуществляется по каналу HEX. n n n

Предназначенный пользователь: инженер 1К OUU
«ТестГен». в рамках проведения контроля ; f  °P /
реагентов «CoV-Influ-тест» в соответствии с ТУ 21.20.2Р-02Ь- 
97638376-2020; сотрудник отдела научно-технического развития 
ООО «ТестГен», в рамках проведения валидации функциональных 
характеристик набора реагентов «CoV-lnftu-тест». а т а к т  
сотрудник испытательной лаборатории, в рамках проведения 
технических испытаний с целью государственной регистрацш 
набора реагентов «CoV-Influ-тест». ^

2. Принцип метода
М етод
Одностадийная обратная транскрипция -  мультиплексная 

полимеразная цепная реакция с гибридизационно-флуоресцентной 
детекцией в режиме реального времени (01-ПЦР-РВ).

Принцип метода
Контрольный образец специфичности (КОС) проходит все 

этапы исследования (выделение ПК, мультиплексную 
одностадийную реакцию обратной транскрипции с последующим 
проведением полимеразной цепной реакции с гибридизационно- 
флуоресцентной детекцией в режиме реального времени (ОТ-ПЦР- 
РВ)).

С пробами НК, выделенными из Контрольного образца 
специфичности (КОС), с использоваиие.м набора реагентов «CoV- 
Influ-тест» проводятся реакции одностадийной обратной 
транскрипции и амплификации специфических участков при 
помощи специфичных к ним праймеров в реакционном буфере.

Набор реагентов «CoV-Influ-тест» содержит реагенты для 
мультиплексного определения высокоспецифичных участков 
(.мищеней) геномной РНК вирусов SARS-CoV-2 и вирусов гриппа А 
и В. а также внутреннего контрольного образца (ВКО) (табл. I).

Таблица 1 -  Анализируемые мишени

Канал, соответствующий флуорофору

FAM / Green HEX / Yellow ROX / Orange Су5 / Red

РНК .SARS-CoV-2 
(фрагменты генов Л' 

и RdRp)
ВКО

РНК вируса 
грип1 ]а А 

(фрагмент 
гена \11)

РНК вируса 
гриппа В 

(фрагмент 
гена ,\'Р)



3. Состав КОС

ТягЗпипя 2 — Состав к о с  _______ __________ _

Хй Название Описание
Ко.1 нчество,

объём
пп реагента

Прозрачная 1 пробирка.
1 КОС бесцветная жидкость 1000 мкл

КОС.

4. Технические и функциональные характеристики
Таблица 3 -  Технические и функциональные характеристики

Наименование показателя Характеристики и нормы

1.1 Внешний вил
1. Технические характеристики

КОС Прозрачная бесцветная жидкость 
2. Функциональные характеристики

1. Концентрация

2. Прохождение ПЦР- 
реакции

---- д------- ----------------
Раствор геномной ДНК человека, выделенной из 
клеточной линии Jurkat с концентрацией 1 000 
копий на 5 мкл (200 000 копий/мл) с добавлением 10 
мкл ВКО.
Рост сигнала флуоресценции по каналу HEX, Ct<32

Примечание: Исходную концентрацию стокового раствора 
lurkat (производства «Thermo Fisher Scientific». С1ПЛ) И5'’сряют с 
помощью спектрофотометра NanoDrop 2000с (произволегва Theim
Scientific. США) с диапазоном излучения 190-840 нм.

6. М еры предосторожности при работе ^
ВНИМАНИЕ! Запрещено внесение в КОС ностороннич

веществ, которые могут привести к модификации КОС .

деградации. v n r
Все составные части и реагенты, входящие в состав КОС

относятся к 4 классу опасности (вещества малоопасные) i 
соответствии с ГОСТ 12.1.007-76 «ССБТ. Вредные вещества 
Ктассификация и общие требования безопасности».

Реагенты, входящие в КОС. обладают низкой упругостью нар. 
и исключают возможность ингаляционного отравления.

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

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

Работа должна проводиться с соблюдением санитарно­
эпидемических правил СанНиН 2.1.3684-21 «Санитарно- 
эпидемиологические требования к содержанию территорий 
городских и сельских поселений, к водным объектам, питьевой воде 
и питьево.му водоснабжению, атмосферному воздуху, почвам, 
жилым помещениям. эксплуатации производственных, 
общественных помещений, 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 
объекта.м. питьевой воде и питьево.му водоснабжению, 
атмосферно.му воздуху, почва.м. жилым по.мещениям, 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 разорызгивание содержимого, поскольку это может 
привести к контаминации продуктами ПЦР лабораторной зоны, 
оборудования и реагентов.

- применять набор строго но назначению, coiviacuo данной 
инструкции;

- допускать к работе только сотрудников ООО «ТестГен»: 
инженера ТК. в рамках проведения контроля качества набора 
peaicHTOB «СоУ-1пПи-тест»; сотрудников отдела памчно- 
техничсского развития ООО «ТсстГен». в рамках проведения 
валидации функциональных характеристик набора pearcfiroB «CoV- 
ГпПи-'гест». а также сотрудников испытательной лаборатории, в



рамках проведсшя техмичсских 
государственной регистрации наоора реагент
соблюдением мер предосторожности: тпиости '

не использовать КОС по истечении срока годиости.
: X  ать контакта с кожей, глазами и слизистои оболочкой. 

При контакте немедленно промыть пораженное место водой 
гч^лттмткся за медицинской помощью.

„ Х д н » ы <  « Р  п р . .о „ о р < .« ,« ™  .  » ™ » ”  “ “ Г
магнитных поаей. внешних электрических воздействии, 
эт Г с т  тичеек разрядов, давления или перепадов давления 
" у з к и .  источников термического воспламеиеиия п . Щ

пР^Д^З^составе КОС отсутствуют вещества человеческого или 
ппоисхождения обладающие потенциа-тьнои

любых специальных, несвойственных рисков при использовани 
или реализации изделия не предусмотрены.

7. О б о р у д о в а н и е  и м а т е р и а л ы , н е о б х о д и м ы е  и р и  р а б о т е  е 
н а б о р о м  р е а г е н т о в

Работа с КОС и набором реагентов «СоУ-1пПи-тестт> 
осуществляется в рабочей зоне 3 (для приготовления реакнии) (МУ

1.3.2569-09). п т  ПИР'
Оборудование для проведения мультиплексной О ! -ПШ •

1 бГ кс био.логичеекой безопасности II и III ютаееа защиты.

2 13орте КС *
з'. Набор электронных или автоматических дозаторо!^

переменного объёма; ^
4. Холоди.тьник от +2 “С до + 8  “С с морозильной камерон

не вы ш е-16 °С: „ „...„v,,
5 Лмплификатор' с флуоресцентной дстскциеи в режима 

реального времени по каналам еоответетвущтщи 
флуорофорам FAM/Grcen и > ™
(BioRad. CUIA). «ДГпрайм» (ООО «НПО Д1 
Технология», Россия). Rotor-Gene Q (Qiagen Германия, 
QuantStudio 5 (Thenno Fisher Scientific. США).

Материалы и реаг енты, не входящие в сосгав нзлелня;
ВНИМАНИЕ! При работе с РНК необходимо использовать 

только одноразовые стерильные пластиковые расходные 
материалы, имеющие специальную маркировку «DNase-free» и 
«RNase-free».
1 . Одноразовые наконечники с аэрозольным барьером до 1000 .мкл. 

200 мкл. 20 мкл и 10 мкл (например, Axygen. США);
2. Одноразовые стерильные пробирки типа «Эппендорф» на 1.5 или 

2 . 0  мл;
3. Тонкостенные одноразовые пробирки с оптически прозрачной 

крышкой (в случае детекции через крышку) или оптически 
прозрачными стенками (в случае детекции через стенку 
пробирки) для ПЦР: пробирки для ПЦР объёмом 0.1 или 0.2 мл. 
или прооирки для ПЦР объё.мом 0,1 или 0.2 мл в стрипах. или 
планшеты для 1 И^Р с оптически прозрачной плёнкой (например, 
Axygen. США), совместимые с используемым амплификатором;

4. Халат и одноразовые перчатки без талька;
5. Е.мкость с дезинфицирующим раствором;
6 . иргативы «рабочее место» для пробирок объёмом 0,1 или 0. 2 мл 

или для стрипованных пробирок объёмом 0.1  или 0, 2 мл:
7. Набор для выделения РНК (см. п. 9).

8. Процедура подготовки КОС для исследовании
КОС готов к применению и представляет собой раствор 

геномной ДНК человека, выделенной из клеточной линии Jurkat с 
концентрацией 1 000 копий на 5 мкл (200 000 копий/мл) с 
добавлением 10 мкл ВКО.

Исходную концентрацию стокового раствора Jurkat 
(производства «Thermo Fisher Scientific». США) измеряют с 
помощью спектрофотометра NanoDrop 2000с (производства Thermo 
Scientific. США) с диапазоном излучения 190-840 нм.

ВНИ.МАНИЕ! Запрещено внесение в КОС посторонних 
веществ, которые могут привести к модификации КОС и 
деградации.
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экстракции. пит^/р ИК иэ ктинического■‘““‘’ZZZJZrTr 2Км'з«биг,,«̂
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удостоверение № РЗН 2 0 2 1 / 1 5428 от 24.09.2021 г.).

10. Проведение ПЦР набором реагентов «CoV-Influ-тест» Щ  

Подготовка компонентов набора «CoV-lnflu тест» д

Перед приготовлением реакционных смесей «еобходимо

..борку П Ц Р ^

« п о .л » ~ Р .  .  ПЦР-.,.Р.Р.Р»Р"».

пробирок с выделенной
‘Щательно п р . ^

"• 2 »*Z z»p->р“ГГ”Г”
Р, Spt'":&_ t z : r „ r z " “ .L=r:;

и с З ь “ о Т и а  детектирующего а м п л и ^ ^ ^ ^ ^
0,1 или 0 , 2  мл для ИЦР из следующего расчета. 1 х количеет «  
исследуемых образцов + 1 х ПКО 1 х О .

р ЩР ^  помещении для расканывани,(производится в эи п г . нр*-
реагентов и подготовки к ПЦР-амплификации)

Обший объём реакции -  2р мкл.  ̂ П н
ВНИМАНИЕ! Запрещено изменять ооъе. р 

приготовления реакционной смеси необходимо.
1. ОТ-П11Р-буфер 5х -  5 мкл,

1 0

2 . Смесь олигонуклеотидов -  5 мкл,
3 . Образец (исследуемый образец РНК. ПКО. ОКО) -  15 мкл. 

Готовить реакционные пробирки необходимо в следующем
порядке:
1. Промаркировать пробирки на 0.1 или 0,2 мл для ПЦР.
2 . В отдельной одноразовой стерильной пробирке типа 
«Эппендорф» объемом 1,5 или 2,0 мл приготовить реакционную 
смесь: (п+3)х5 мкл ПЦР-буфера и (п+3)х5 .мкл смеси 
олигонуклеотидов, где п -  количество исследуемых образцов. 
Тщательно перемешать реакционную смесь в течение 3-5 с на 
вортексе.
3. В приготовленные пробирки для ПЦР внести по 10 мкл 
реакционной смеси
4. Внести в соответствующие пробирки для исследуемых 
образцов по 15 мкл выделенной РНК. В пробирки для НКО и ОКО 
препарат РНК не вносится.
5. Внести в соответствующую пробирку 15 мкл ПКО.
6 . Внести в соответствующую пробирку 15 мкл ОКО, 
прошедший этап выделения НК.
7. Для сброса капель со стенок отцсЕнтрифугировать пробирки 
в течение 1—3 секунд на микроцентрифуге-вортексе.

Б) Обратная транскрипция РНК и ПЦР-амп.1ификация 
кДНК с гибридизацнонно-флуоресцептной детекцией 
продуктов а.мплификации в режн.мс реа.зьното времени; 
(производится в ЗОНЕ ПЦР -  помещении для проведения ПЦР- 
амплификации)
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 Запрограммировать прибор для выполнения соотвстствуЕОШСЙ 
программы ОТ-ПЦР и детекции ф.Еуоресцентно! о сигнала, 
соблюдая инструкцию д;ея исЕЮЛьзуемого прибора. Протокол О'Г- 
ПЦР указан в таблице 6 .

ВНИМАНИЕ! В случае использования а.мплификатора 
QuantStudio 5 необходи.мо произвести настройку оптических 
фильтров до запуска протокола амплификации (возможна

1 1

<6"



Dг^v Г) r-ivuap ARn ^  1 0 0  0 0 0 . что 
регистрация сигнала VIC каналом ROX в „езутьтатов)'
 ̂ ...лморгти к' мтучению ложиоаоложительных. pesyabiaioiij.

ЛчГэтого в закпадке «Method» нажать кнопку «Action», после чего 
всплывающем меню выбрать «Optical Пкег 
«PCR Filter» оставить только следующие комоин и Ф 
1ПI. х2 -  m2, х4 -  т 4 , х5 -  т 5 ,  х6 -  т 6 .

Таблица 4 -  Протокол ОТ-ПЦР

Стадия

1

Температ>'ря,
°С
52
95
95
64

Время,
мнн.гсек.

40:00
02:00
00:15

95

64

00:20
Канаа1Ы

детекшш
Beer о 

циклов

00:15

00:30

FAM/Green.
HEX/Yellow,
ROX/Orange.

Cy5/Red
45

Указать колинество и идентификаторы образцов, отметить 
расположение пробирок на матрице термоблока в соответствии с их

установкой. папаметрах оптических измерений
 ̂ нроф Т м Г 'ам нли ф икац ии  задействованы каналы детекции

5 L  окончании выполнения программы приступить к ана, .

результатов. w

1 1  Р е т ч е т р а ц н я  и и ч т е р и р е т а н и я  р е з у л ь т а т о в
Регистрацию результатов проводят по 

автоматически с помощью программное ооеспс те

'^ " " р Г м 'н Т а ш ш  Г о т с т а ч о в к е  ч о р о ,о ч о ч  л ч ч ч ч
для амплификаторов любых моделей пороговая ли и^ 

устанавливается индивидуально для каждого ^
Гответствуюшем Ю-2 0 % от максимальною >р

1 2

флуоресценции, полученного для положительного контрольного 
образца в последнем цикле амплификации.

Интерпретация результатов выполняется по значениям Ct 
каналов FAM/Green. HEX/YcHow. ROX/Orange и Cy5/Red (табл. 5). 
Учитываются только значения Ct, полученные на стадии ПЦР с 
флуоресцентной детекцией (то есть соответствующие стадии 4  -  см. 
табл, 4).

Таблица 5 -  Интерпретация результатов по каналам FAM/Green.

Канал, соответствующий флуорофору

FAM / Green HEX /1  eilow ROX / Orange Су5 / Red

РНК SARS-CoV-2 
(фрагменты 

генов Л' и 
N c /R p )

вко
РНК вируса 

гриппа А 
(фрагмент гена 

AY/ )

РНК вируса 
гриппа В 

(фрагмент 
гена Л7к

С 11ачала оценивают прохождение реакции и значения Ct в 
контрольных образцах. Интерпретацию результатов в исследуемых 
образцах начинают только при правильном прохождении ПКО и 
ОКО.

ВНИМАНИЕ! В случае использования амплификатора Rotor- 
Gene Q активировать функции «Динамич. фон» (Dynamic Tube). 
«Коррект. уклона» (Noise slope correction), установить значение 10% 
в разделе
«Устранение выбросов» (Outlier Removal) для всех каналов 
детекции, кроме Су5. для которого необходимо установить 
значение 15% в разделе «Устранение выбросов».

1 3



Интерпретация результатов в контрольных образцах
Для отрицательного и положительного контрольных образцов 

должны быть получены следующие результаты (табл. 6 ).

Таблица 6 -  Результаты исследования для отрицательного и 
положительных контрольных образцов

Контрольны
йобразец

ОКО

пко

Значения О  по каналам детекции, соответствуюихим 
флуорофорам

РАМ/
Green

> 35 или 
отсутствует

<30

1{ЕХ/
Yellow

<32

<32

КОХ/
Orange

> 35 или
отсутствует

<30

Су5
/Red

> 35 или 
отсутств>ет

<30

При получении для ОКО значений, отличающихся__П ______ С  , Т. T-o-ri I ГР
отл у м с п и п  .л.с. ,W...

указанных в таблице 6 результаты всей постановочной серии 
недостоверными. В этом случае необходимо проведение
.......  т а  \/гтпямРНИЯ ВОЗ.МОЖНОЙмероприятий для

считают
специальных мероприятий для устранения 
контаминации.

При получении для ПКО значений, отличающихся oi 
указанных в таблице 6 . требуется повторная постановка 
амплификации всей партии образцов. При повторном получении 
для ПКО значений, отличающихся от указанных в таблице 6 .
необходимо заменить реагенты.

Иитерпре1ацця результатов в исследуемых образцах КОС
Принцип интерпретации результатов отражен в таблице 7.

Пок-златель по оптически.м каналам 1
Внесенный —'-----------------Г ^ C\'5'Redматериал FAM''Green HEX/Yellow ROX/Qrange

КОС ■ Ct<32 - -

Результат прохождения I ИДР-реакции. соответствующий 
норме: в пробирках с КОС Ct по каналам РАМ. ROX и Су5 не указа! 
(то есть график накопления флуоресценции отсутствует), а 1к 
каналу HEX Ct<32.

1 4

1 2 . Условия хранения, транспортирования п эксплуагаиии
КОС

УС.ТОВИЯ хранения: в упаковке предприятия-изготовитетя 
хранить при температуре не выше минус 20 °С в течение всего срока 
годности реагента. ^

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

КОС. хранившийся с нарушением регламентированного 
режима, применению не подлежит.

Условия транспортирования: транспортировать
транспортом всех видов в крытых транспортных средствах в 
соответствии с правилами перевозок, действующими на транспорте
данного вида при температуре минус 2 0  °С в течение всего срока 
годности. '

Допускается транспортировка при температуре + 4  °С до 1 0  
суток, при комнатной температуре (15-25 °С) не более двух суток.

Атмосферное давление не контролируется, т.к. не влияет на 
качество изделия.

13. Утилизация
Наборы реагентов, пришедшие в непригод!юсть. в том числе в 

связи с истече!1ием 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 помещениям. эксплуатации производственных. 
оЬщественных помещений, организации и проведению санитарно­
противоэпидемических (профилактических) мероприятий».

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. 1 70 СанПиН 
2.1.3684-21 «Санитарно-эпидемнологические требования к 
содержанию территорий городских и сельских поселений, к водным 

ъек 1ам, питьевой воде и питьевому водоснабжению 
атмосферному воздуху, почвам, жилым помещениям, эксплуатации
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ппоизводственных. общественных помещений, организации и
производственн санитарно-противоэпидемических

т о о Х э аГ и ч ес к и х ) мероприятий» собираются в многоразовые 
Г о ^ т и  и ."  о ::ю р 1 зовые n'lncTb. любого цвета (кроме ж.:,того и

' ' ’“ 'оставш иеся после выполнепия работ пробирки и материалы 
утилизируют в соответствии с МУ 287-113 (Методические указания 
по дезинфекции, предстерилизационной очистке и стерилизации
ытпртий медицинского назначения).

" к и Г к о м п о н е н т ы  (реагенты, реактивы) уничтожаются
сливом в канализацию с предварительным
водопроводной водой 1- .100 и вывозом остатков упаковок
производственный или бытовой мусор. „оятежш

Потребительская упаковка набора реагенгов КОС» 
механическому разрушению с вывозом осштков
ппоизвояственного или бытового мусора.

^ Персонал, осуществляющий уничтожение набора реагентов. 
должёГсоблю дать правила безопасности проведения того или 
иного способа уничтожения.

1 6

Версия 1 от 15.09.202



•I



Прошито, пронумеровано 
скрс1глено печатью______
Доляснос1'ь: ген. лирскто 
Гороновский А.Н-



ТестГен
teW T iM A tvO M rO ПОЙОЛМИ

УТВЕРЖДАЮ 
Г енеральный директор 

ООО «ТестГен» 
А. Н. Тороповский 

:<15» сентября 2021 г.

ИНСТРУКЦИЯ

Стандартный образец предприятия 
(СОП)

Только для проведения испытаний

Набор реагентов для выявления РНК вируса SARS-CoV-2, вирусов 
гриппа А и В методом ОТ~ПЦР~РВ «CoV-lnjlu-тест»

Версия I от 15.09.2021



С одерж ание

1. Назначение.................................................................................................... 4
2. Принцип метода........................................................................................... 5
3. Состав СОП...................................................................................................6
4. Технические и функциональные характеристики............................ 6
6 . Меры предосторожности при работе..................................................... 8

7. Оборудование и материалы, необходимые при работе с набором
реагентов......................................................................................................... Ю
8 . Процедура подготовки СОП для исследования............................... 12
9. Процедура выделения ПК из исследуемого образца С О П ......... 12
10. Проведение ПЦР набором реагентов «CoV -lnflu-тест»............ 12
11. Регистрация и интерпретация результатов...................................  15
13. Утилизация............................................................................................. 17



1. На значение
Стандартный образец предприятия (СОП) предназначен для 

использования в качестве контрольного образца при проведении 
оценки чувствительности, а также прецизионности в условиях по­
вторяемости и воспроизводимости набора реагентов «Набора реа­
гентов для вы явления РНК вируса SARS-CoV-2, вирусов 
гриппа А и В методом ОТ-ПЦР-РВ «CoV-Influ-тест»».

Контрольный образец СОП, представляет собой смесь плаз- 
мидных ДНК с синтетическими вставками амплифицируемого 
фрагмента геномной кДНК коронавирусной инфекции SARS-CoV- 
2 (плазмида pNCV2-POS с концентрацией 1x10^5 копий/мл и п л а з #  
МИДа pRdCV2-POS с концентрацией 1x10^5 копий/мл), вируса 
гриппа Л (плазмида pIAV-POS с концентрацией 1x10^5 копий/мл). 
вируса гриппа В (плазмида pIBV-POS с концентрацией 1x10^5 ко- 
пии/мл) и фрагмента генома бактериофага (плазмида pMS2 с кон­
центрацией 1x10^5 копий/мл) в 100 % ТЕ-буфере (10 мМ Тпис 1 
мМ ЭДТА). ^ ’

Предназначенный пользователь: сотрудник отдела научно- 
технического развития ООО «ТестГен», в ходе проведения валида­
ции функциональных характеристик набора реагентов «CoV-Influ- 
тест». а также сотрудник испытательной лаборатории при проведе­
нии технических испытаний в рамках государственной регистрации 
набора реагентов «CoV-Influ-тест».

2. Принцип мегода
Метод
Одностадийная обратная транскрипция -  мультиплексная по­

лимеразная цепная реакция с гибридизационно-флуоресцентной де­
текцией в режиме реального времени (ОТ-ПЦР-РВ).

Принцип метода
Стандартный образец предприятия (СОП) про.ходит все этапы 

исследования выделение НК. мультиплексную одностадийную ре­
акцию обратной транскрипции с последующим проведением поли­
меразной цепной реакции с гибридизационно-флуоресцентной де­
текцией в режиме реального времени (ОТ-ПЦР-РВ)).

С пробами НК. выделенными из Стандартного образца пред­
приятия (СОП). с использованием набора реагентов «CoV-Influ- 
тест» проводятся реакции одностадийной обратной транскрипции и 
амплификации специфических участков при помощи специфичных 
к ним праймеров в реакционном буфере.

Набор реагентов «CoV-Influ-тест» содержит реагенты для 
мультиплексного определения высокоспецифичных участков (ми­
шеней) геномной РНК вирусов SARS-CoV-2 и вирусов гриппа А и 
В. а также внутреннего контрольного образца (ВКО) (табл, I).

Таблица 1 -  Анализируемые мишени

Канал, соотвегствующий флуорофору

Р А М /Green HEX / Yellow ROX / Orange Су5 / Red

РНК SARS-CoV-2 
(фрагменты генов Л’ 

и RciRp)
ВКО

РНК вируса 
гриппа А (фраг­

мент 
гена Ml)

РНК вируса 
гриппа В (фраг­

мент 
гена .\Р)



3. Состав c o n
Таблица 2 -  Состав С011

№ Название Количество,
пп реагента Опнеание объём

I СОН Прозрачная бесивет- I пробирка.
ная жидкость 1000 мкл

COIL

4. Технические и функциональные характеристики
Таблица j  — Технические и функциональные характеристики

Наименование показателя Характеристики и нормы

1. Технические хярактсоистнки
1.1 Внешний вид
СОП Прозрачная бесцветная жидкость

1. Концентрация Смесь плазмидных ДИК с синтетическими встав-
ками амплифицируемого фрагмента геномнЫ! 
кДНК коронавирусной инфекции SARS-CoV-2 
(плазмида p\CV2-POS с концентрацией 1.х10''5 ко­
пий/мл и плаз.мида pRdCV2-POS с концентрацией 
1x10^5 копий/мл), вируса гриппа А (плазмида pIAV- 
POS с концентрацией lxIO'^5 копий/мл). вируса 
гриппа В (плазмида pIBV-POS с концентрацией 
IxIO'^5 копий/мл) и фрагмента генома бактериофага 
(плазмида pMS2 с концентрацией 1x10^5 копий/мл) 
в 100 %ТЕ-буфере(10 мМ Трис. I мМ ЭЛТА)

2. Прохождение П1ДР- 
реакции

Регистрация роста cnrHajia флуоресценции в 
пробирках с СОП по каналам РАМ. ROX и Су5 О 
<30, по каналу HEX <.т2 ^

Для оценки аналитической чувствительности набора реаген- 
1 0 В «CoV-Influ-тест» готовят разведения контрольного образца 
СОП в 1 Е буфере (10 мМ I рис. I мМ ОД'ГЛ) до исследуемых кон­
центраций. Исходную концентрацию плазмид измеряют с помощью 
спектрофотометра TxanoDrop 2000с {производства Thermo Scientific. 
С1ИЛ) с диапазоном излучения 190-840 нм.

Метрологическую прослеживаемость СОП

Прослеживаемость до стандартных образцов производилась 
путем параллельног о тестирования стандаргного образца пред­
приятия СОП с международными стандартами в различных 
концентрациях. На основе полхченных результатов процесса ка­
либровки и стандартизации образца СОП до:

- Международного стандарта «Первый Международный 
стандарт ВОЗ для проведения анализов на РНК коронавируса 
SARS-CoV-2». кoдNIBSC: 20/146 можно заключить, что приписан­
ная концентрация СОП в отношении фрагмента гена N  РНК вируса 
SARS-CoV-2 составляет ~ 10^5 копий/мл. Неопределенность для 
СОП составляет -0,1.

- Международного стандарта «Первый Межд^'народный 
стандарт ВОЗ для проведения анализов на РНК коронавируса 
SARS-CoV-2». KojtNIBSC; 20/146 можно заключить, что приписан­
ная концентрация СОН в отношении фрагмента гена R d R p  РНК ви­
руса SARS-CoV-2 составляет -  1х10'^5 копий/мл. Неопределенность 
для СОП составляет -0,05.

- стандарта «РНК вируса гриппа А H1N1 для контроля мето­
дов диагностики in vitro, основанных на амплификации нуклеино­
вых кислот: AMPLIRUN® NOVEL INFLUENZA А HLNI RNA 
CONTROL», серия 20MBC082002-C, в концентрации 13000 ко- 
пий/мкл; производства Vircell S.E., Испания можно заключить, что 
приписанная концентрация СОП в отношении РНК вируса 1риппа 
А H1N1 составляет- 1x10^5 копий/мл. Неопределенность для СОИ 
составляет -0 . 1 .

- стандарта «РНК вируса гриппа А Н1 для контроля методов 
диагностики in vitro, основанных на а.мплификации нуклеиновых 
кислот: AMPLIRUN® INFLUENZA А HI RNA CONTROL, серия 
20MBC028002-C. в концентрации 13000 копий/мк-з: производства 
Vircell S.L.. Испания можно заключить, что приписанная концен­
трация СОП в отношении РНК вируса гриппа А HI составляет " 
1x10^5 копий/.мл. Неопределенность для СОП составляет 0.25.

- стандарта «РНК вируса гриппа А НЗ для контроля методов 
диагностики in vitro, основанных на амплификации нуклеиновых 
кислот: AMPLIRUN® INFLUENZA А НЗ RNA CONTROL, серия 
20МВС029002-С. в концентрации 13000 копий/мкл: производства 
Vircell S.U., Испания можно заключить, что приписанная



концентрация СОП в отношении РНК вируса гриппа А ИЗ состав­
ляет -  1x10^5 копий/мл. Неопределенность для СОП составляс!

- стандарта «РНК вируса гриппа А Н5 для контроля методов 
диагностики in vitro, основанных на амплификации нуклеиновых 
кис.ют: AMPLIRUN® INFLUENZA А Н5 RN A CONTROL, серия 
20МВС052002-С. в концентрации 13000 копий/мкл; производства 
Vircell S.L.. Испания можно заключить, что приписанная концен­
трация РНК вируса гриппа А Н5 составляет -  СОП 1x10^5 ко­
пий/мл. Неопределенность для СОП составляет 0.1.

- стандарта «РНК вируса гриппа В для контроля методов д и А  
агностики in vitro, основанных на амплификации нуклеиновых кис-^ 
лот: AMPLIRUN® INFLUENZA В RNA CONTROL, серия 
20МВС030002-С. в ко1щентрации 13000 копий/мкл, производства 
Virceil S.r... Испания можно заключить, что приписанная концен­
трация СОП в отношении РНК вируса гриппа В составляет - 1 x 1 0^5 
копий/мл. Неопределенность для СОП составляет -0,05.

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

ществ. которые могут привести к модификации СОП и деградации 
плазмидных ДНК.

Все составные части и реагенты, входящие в состав СОП. от­
носятся к 4 классу опасности (вещества малоопасные) в соответ­
ствии с^ГОСТ 12.1.007-76 «ССБТ. Вредные вещества. Классифика­
ция и общие требования безопасности».

Реагенты, входящие в СОП. обладают низкой упрмгостью п а р :^  
и исключают возможность инга.чяционного отравления. ^

1 cai енгы. входящие в СОП. нс гоксичны. поскольку готовятся 
путём смешивания отдельных нетоксичных компонентов.

Необходимо одновременно обеспечить и соблюдать персона­
лом правила биологической безопасности и требования к оргш1иза- 
ции и проведению данных работ с целью предотвращения контами­
нации нуклеиновыми кислотами и (или) амнликонами исследуемых 
проо помещений и оборудования.

Работа должна проводиться с соблюдением санитарно-эпиде­
мических правил СанПиН 2.1.3684-21 «Санитарно-эпидемиологи­
ческие требования к содержанию территорий городских и сельских 
поселений, к водным объектам, питьевой воде и питьевому водо­
снабжению, атмосферному воздуху, почвам, жилым помещениям, 
эксплуатации производственных, общественных помещений, орга­
низации и проведению санитарно-противоэпидемических (профи­
лактических) мероприятий».

При работе всегда следует выполнять следующие требования:
- удалять неиспользованные реактивы в соответствии с Сан­

ПиН 2.1.3684-21 «Санитарно-эпидемиологические требования к со­
держанию территорий городских и сельских поселений, к водным 
объектам, питьевой воде и питьевому водоснабжению, атмосфер­
ному во:щуху, почва.м. жилым помещениям, эксплуатации произ­
водственных, общественных по.мещений, организации и проведе­
нию санитарно-противоэпидемических (профилактических) меро­
приятий»;

ВНИМАНИЕ! При удалении отходов после амплификации 
(пробирок, содержащи.ч продукты ПЦР) недопустимо открывание 
пробирок и разбрызгивание содержимого, поскольку это .может 
привести к конта.минации продуктами ПЦР лабораторной зоны, 
оборудования и реагентов.

- при.менять набор строго по назначению, согласно данной и е1- 

струкции;
- допускать к работе только сотрудников отдела научно-тех­

нического развития ООО «ТестГен». в ходе проведения валидации 
функциональных .характеристик набора реагентов «CoV-lnflu- 
тест», а также сотрудников испытательной лаборатории при прове­
дении технических испытаний в рамках государственной регистра­
ции набора реагентов «CoV-lnflu-тест». с соблюдение.м меры предо­
сторожности и инструкций по охране труда ООО «ТестГен»;

- нс использовать СОП по истечении срока годности;
- избегать контакта с кожей, глазами и слизистой оболочкой. 

При контакте немедленно промыть поражённое место водой и об­
ратиться за медицинской помощью.

Необходимых мер предосторожности в о т н о ш с е ш и  влияния 
магнитных полей, внешних электрических воздействий.



электростатических разрядов, давления или перепадов давления 
перегрузки. нсточ11иков термического воспламенения fie npeav- 
смотрено.

в составе СОИ отсутствуют вещества человеческого или жи­
вотного происхождения, обладающие потенциальной инфекцион­
ной природой, нолтому меры предосторожности против любых спе­
циальных. несвойственных рисков при использовании или реализа- 
ции изделия не предусмотрены.

7. Оборудование и материалы , необходимые при работе с набо­
ром реагентов ^

Работа с СОП и набором реагентов «СоУ-1пЯи-тест» осу-^ 
щсствляется в рабочей зоне 3 (для приготовления реакций) (МУ 
1.3.2569-09).

Оборудование для проведения мультиплексной ОТ-ПЦР;
1. Бокс биологической безопасности II и III класса защиты:

2 . Вортекс;
3. Набор электронных или автоматических дозаторов пере­

менного объёма;
4. Холодильник от +2 “С до + 8  “С с морозильной камерой 

не выше -16 °С:
5. Лмплификатор^ с флуоресцентной детекцией в режиме 

реального времени по каналам, соответствующим фзуо- 
рофорам FAM/Green и IIEX/Yeliow: CFX96 (BioRad 
США), «ДТпрайм» (ООО «НПО ДНК-Технология». Рос­
сия), Rotor-Gene Q (Qiagen, Германия), QuantStudio 5 
(Thermo Fisher Scientific. США).

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

только одноразовые стерильные пластиковые расходные матери­
алы. имеющие специальную маркировку «DNase-free» и «RNase- 
free».

' наконечники с аэрозольным барьером до 1 00 0  мкл,
200 мкл. 20 .мкл и 10 mici (например. Axygen. США);

2 . Одноразовые стерильные пробирки типа «.Эппендорф» на I 5 изи
2 . 0  мл; ■ ■

1 0

3 . Тонкостенные одноразовые пробирки с оптически прозрачной 
крышкой (в случае детекции через крышку) или оптически про­
зрачными стенками (в случае детекции через стенку пробирки) 
для ПЦР: пробирки для ПЦР объёмом 0,1 или 0.2 мл, или про­
бирки для ПЦР объёмом 0.1 или 0.2 мл в стрипах, или планшеты 
для ПЦР с оптически прозрачной плёнкой (например, A.xygen. 
США), совместимые с используемым амплификатором;

4. Халат и одноразовые перчатки без талька;
5. Ёмкость с дезинфицирующим раствором;
6 . Штативы «рабочее место» для пробирок объёмом 0,1 или 0.2 мл 

или для стрипованных пробирок объёмом 0,1 или 0 , 2  мл:
7. Набор для выделения РНК (см. п. 9).

1 1
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8. Процедура подготовки СОП для исследования
СОП готов к примс}1ению и представляет собой смесь пла-з- 

мидных Д 1Ж  с синтетическими вставками амплифицирусмого 
фрагмента геномной кДНК коронавирусной инфекции SARS-CoV- 
2 (плазмида pNCV2-POS с концентрацией 1x10^5 копий/мл и плаз­
мида pRdCV2-POS с концентрацией 1x10-̂ 5 копий/мл), вируса 
гриппа А (плазмида pIAV-POS с концентрацией 1x10^5 копий/мл), 
вируса гриппа В (плазмида pIBV-POS с концентрацией lxlO'^5 ко­
пий/мл) и фрагмента генома бактериофага (плазмида pMS2 с кон­
центрацией IxlO'^S копий/мл) в 100 % ТЕ-буфере (10 мМ Тоис 1 
мМ ЭДТА). ' ■

Для оценки ана-зитической чувствительности набора реаген-^  
тов «CoV-lnflu-тест» готовят разведения контрольного образца 
СОП в ГЕ буфере (10 мМ Трис. I мМ ЭДТА) до исследуемых кон­
центраций. Исходную концентрацию плазмид измеряют с помощью 
спектрофотометра NanoDrop 2000с (производства Thermo Scientific. 
США) с диапазоном излучения 190-840 нм.

ВНИМАНИЕ! Запрещено внесение в СОП посторонних ве­
ществ, которые могут привести к модификации СОП и деградации 
плазмидных РПК.

9. Процедура выделения НК из нсследуемого образца СОП
Выделение пробы ПК проводят из 100 мкл исследуемого об­

разца СОП с использованием следую щ ао комплекта для эксграк- 
ции;

1-1абор реагентов для выделения ДПК/РНК из клинического 
материала "НК-Экстра" по ТУ 21.20.23-013-97638376-2019, произ­
водства ООО «ТестГен». Россия (Регистрационное удостоверение! 
-М> РЗН 2021/15428 от 24.09.2021 г.); i

10. Проведение ПЦР набором реа1ентов «CoV-Influ-тест» 
Подготовка компоненгов набора «CoV-Influ-тест» для

Перед нри|отовлением реакционных смесей необходимо 
произвести влажную уборку ПЦР-бокса, а также оборудования и 
материалов, находящихся в нём. с применением дезинфицирующих

1 2

Средств, пригодных для использования в ПЦР-лабораториях. вклю­
чить УФ-лампу на 20-30 минут.
1 . Тщательно перемешать содержимое пробирок с выделенной для 

анализа РНК. ОТ-ПЦР-буфером. смесью олигонук-зеотидов. ОКО 
и ПКО. переворачивая каждую пробирку 10 раз или перемешивая 
на вортексе на низкой скорости в течение 3-5 секунд, затем оса­
дить капли с крышек пробирок коротким центрифугированием.

2. Отобрать необходи.мое количество пробирок (с оптически про­
зрачными крышками или стенка.ми -  в зависимости от использу­
емого типа детектирующего амплификатора) объёмом 0,1 или 0.2  

мл для ПЦР из следующего расчёта: 1 х количество исслсдуе.мых 
образцов + 1 X ПКО + 1 х ОКО.

А) Подготовка ОТ-ПЦР
(производится в ЗОНЕ пре-ПЦР -  помещении для раскапывания ре­
агентов и подготовки к ПЦР-амплификации)
Общин объём реакции -  25 мкл.
ВНИМАНИЕ! Запрещено изменять объё.м реакции.Для приготов­
ления реакционной смеси необходимо:

1. ОТ-ПЦР-буфер 5х -  5 мкл.
2. Смесь олигонуклеотидов -  5 мкл,
3. Образец (исследуемый образец РНК, ПКО. ОКО) -  15 .мкл. 

Готовить реакционные пробирки необходимо в следующем
порядке:

1. Промаркировать пробирки на 0,1 или 0,2 мл для ПЦР.
2. В отдельной одноразовой стерильной пробирке типа 

«Эппендорф» объёмом 1,5 или 2,0 мл приготовить реакционную 
с.месь: (п+3)х5 мкл ПЦР-буфера и (п+3)х5 мкл смссиолигонуклео- 
тидов. где п -  количество исследуемых образцов.Тщательно пере­
мешать реакционную смесь в течение 3-5 с на вортексе.

3. В приготов.зенные пробирки для ПЦР внести по 10 мкл 
реакционной смеси

4. Внести в соответствующие пробирки для исследуемых 
образцов по 15 мкл выделенной РПК. В пробирки для ПКО 
и ОКО препарат РНК не вносится.

5. Внести в соответствующую пробирку 15 мкл ПКО.
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6 . Внести в соответствующую пробирку 15 мк.1 ОКЧ) 
прошедший этап выделения НК.

7. Для сброса капель со стенок от[^ентрифугировать пробирка 
в течение 1-3 секунд на микроцентрифуге-вортексс.
Б) О братная транскрипция PFTK и ГГЦР-амплнфнкация 

кДНК с гнбридшацнонно-фллоресценI ной детекцией продук­
тов амплификации в режиме реального времени;
(производится в ЗОНЕ ПЦР -  помещении для проведения ПЦР-ам- 
плификации)

1. Установить пробирки в реакционный модуль прибора для 
ПЦР в реальном времени. Рекомендуетея устанавливат!^ 
пробиркипо центру термоблока для равномерного прижима 
пробирок нагревающей крышкой.

2. Запрограммировать прибор для выполнения 
соответствующей программы ОТ-ПЦР и детекции 
флуоресце11тного сигнала, соблюдая инструкцию для 
используемого прибора.Протокол ОТ-ПЦР указан в таблице
4.
ВНИМАНИЕ! В случае использования амплификатора 

QuantStudio 5 необходимо произвести настройку оптических филь­
тров до запуска протокола амплификации (возможна регистрация 
сигнала VIC каналом ROX в случае ДКп > 100 000. что может при­
вести к получению ложноположитсльных результатов)! Для этого в 
закладке «Method» нажать кнопку «Action», после чего всплываю­
щем меню выбрать «Optical filter settings», где в разделе «PCR 
Filter» оставить только следующие комбинации фильтров: х 1 -т 1 .  
х2 -  m2, х4 -  т 4 . х5 -  т 5 .  х6 -  т 6 .

лица 4 - протокол ОТ- ПЦР

Сталин
Темпера 1 >ра, 

ос
Время,

мин.:сск.
Каналы

детекции
Bcei О 

циклов
1 52 40;00
2 95 02:00

3
95 00:15

564 00:20
95 00:15

1 4

FAM/Green.
HEX/Yellow.

64 00:30 ROX/Orange. 45Cy5/Red

J.

У казать количество и идентиф икаторы  образцов, отметить располо­
жение пробирок на м атрице терм облока в соответствии с их уста­
новкой.

Удостовериться, что в параметрах оптических измерений 
программы амплификации задействованы каналы детекции 
FAM/Green, HEX/Yellow. ROX/Orange и Cy5/Red.
Запустить ОТ-ПЦР с детекцией флуоресцентного сигнала. 
По окончании выполнения программы приступить к анализу 
результатов.

4.
5.

П . Регистрация и интерпретация результатов
Регистрацию результатов проводят по завершении ОТ-ПЦР 

автоматически с помощью программного обеспечения используе­
мого прибора.

Рекомепдацин по установке пороговой линии
Д ля ам плиф икаторов лю бы х моделей пороговая линия уста­

навливается индивидуально для каждого канала на уровне, соответ­
ствую щ ем 10-20%  от максимального уровня ф луоресценции, полу­
ченного для ноложитель[ЮГО контрольного образца в последнем 
цикле ам плиф икации.

Интерпретация результатов выполняется по значениям Ct ка­
налов FAM/Green, HEX/Yellow, ROX/Orange и Cy5/Red (табл. 5). 
Учитываются только значения Ct. полученные на стадии ПЦР с 
флуоресцентной детекцией (то есть соответствующие стадии 4 -  см. 
табл. 4).

Таблица 5 - Интерпретация результатов по каналам FAM/Green.

Кана.1 , соответствующий флуорофору

КЛМ / Green HEX/Yel­
low

ROX / Orange Cy5 / Red
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РНК SARS-CoV- 
2

(фрагменты ге- 
нов V и RdRp)

ВКО

РНК вируса 
гриппа А 

(фрагмент 
гена Л//)

РНК вируса 
1 'риппа В 

(фрагмент 
|'ена SP)

Сначала оценивают прохождение реакции и значения Cl в кон­
трольных образцах. Интерпретацию результатов в исследуемых об­
разцах начинают только при правильном прохождении ПКО и ОКО, 

ВНИМАНИЕ! В случае использования амплификатора Rotor- 
Gene Q активировать функции «Динамич. фон» (Dynamic Tube). 
«Коррект. уклона» (Noise slope correction), установить значение 109/^ 
в разделе
«Устранение выбросов» (Outlier Removal) для всех каналов детек­
ции. кро.ме Су5. для которого необходимо установить значение 15% 
в разделе «Устранение выбросов».

Интерпретация результатов в контрольных образцах
Для отрицательного и положительного контрольных образцов 

должны быть получены следующие результаты (табл. 6 ).

Таблица 6 -  Результаты исследования для отрицательного и

значений, отличающихся от указанных в таблице 6 . необходимо за- 
•менить реагенты.

И нтерпретация резулы атов в исследуемых образцах СОП 
Принцип интерпретации результатов отражен в таблице 7 .

Внесенный
материал

11ока'затель по оптическим кянятям
FAM/Green HEX/Yellow ROX/Orange | Cy5/Red

СОП Ct<30 Ct<32 Ct<30 1 Ct<30

Контрольны
йобразец

Значения Ct по каналам детекции, соответствующимфлу- 
орофорам

РАМ/
Green

HEX/ ROX / 
Yellow Orange

Cy5
/Red

ОКО > 35 или 
отсутствует <12 1! отсутствует

> 35 или 
отсутствует !1

ПКО <30 <32 <30

При получении д.ля ОКО значений, отличающихся от указан­
ных в таблице 6 результаты всей постановочной серии считают не­
достоверными. В этом случае необходимо проведение специальных 
мероприятий для устранения возможной конта.минации.

При получении для ПКО значений, отличающихся от указан­
ных в таблице 6 . требуется повторная постановка а.мплификации 
всей партии образцов. При повторном получении для ПКО

1 6

Результат прохождения ПЦР-реакции, соответствующий 
норме. Регистрация роста сигнала флуоресценции в пробирках с 
СОП по каналам КЛМ. ROX и Су5 Ct <30. по каналу HEX <32.

1 2 . Ус.ювня хранения, транспоргировання и эксплуата­
ции КОС

Условия хранения: в упаковке предприятия-изготовителя 
хранить при температуре нс выше минус 20 °С в течение всего срока 
годности реагента.

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

СОП. хранившийся с нарушсние.м регламентированного ре­
жима, применению не подлежит.

Условия транспортирования: транспортировать транспор­
том всех видов в крытых транспортных средствах в соответствии с 
правилами перевозок, действующими на транспорте данного вида 
при температуре минус 20 °С в течение всего срока годности.

Допускается транспортировка при температуре -г4  °С до 1 0  су- 
гак. при комнатной температуре ( 15-25 °С) нс более двух суток.

Атмосферное давление нс контролируется, т.к. не влияет на 
качество изделия.

13. Утилизация
Наборы реагентов, пришедшие в непригодность, в том числе в 

связи с истечением срока годности, подлежат утилизации в соответ­
ствии с требованиями СанПиН 2.1.3684-21 «Сапитарно-эпидемио- 
Л01 ические треоования к содержанию территорий городских и
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сельских поселений, к водным объектам, питьевой воде и питье­
вому водоснабжению, атмосферному во-здуху. почвам, жилым по­
мещениям. эксплуатации производственных, общественных поме­
щений. организации и проведению санитарно-противоэпидемиче­
ских (профилактических) мероприятий».

В соответствии с классификацией медицинских отходов 
наборы относятся к классу А (эпидемиологически безопасные от­
ходы. приближенные по составу к твёрдым бытовым отходам). Не­
использованные реактивы в соответствии с п. 4 п. 170 Са[зПиН
2.1.3684-21 «Санитарно-эпидемиологические требования к содер­
жанию территорий городских и сельских поселений, к водным объ­
ектам, питьевой воде и питьевому водоснабжению, атмосферном}! 
воздуху, почвам, жилым помегцениям. эксплуатации производ­
ственных. общественных помещений, организации и проведению 
санитарно-противоэпидемических (профилактических) мероприя­
тий» собираются в многоразовые емкости или одноразовые пакеты 
любого цвета (кроме жёлтого и красного).

Оставшиеся после выполнения работ пробирки и материалы 
утилизируют в соответствии с МУ 287-113 (Методические указания 
по дезинфекции, предстерилизационной очистке и стерилизации из­
делий медицинского назначения).

Жидкие компоненты (реагенты, реактивы) уничтожаются сли­
вом в канализацию с предварительным разбавлением реагента во­
допроводной водой 1 ; 1 0 0  и вывозом остатков упаковок как произ­
водственный или бытовой .мусор.

Потребительская упаковка набора реагентов СОП подлежит 
механическому разрушению с вывозом остатков как производствен­
ного или бытового мусора.

Персо^нал, осуществляющий уничтожение набора реагентов!®^^ 
должен соблюдать правила безопасности проведения того или 
иного способа уничтожения.
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