Приложение 

к рабочей инструкции по применению медицинского изделия «Набор реагентов для исследования микробиоты толстого кишечника методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) с флуоресцентной детекцией в реальном времени «КОЛОНОФЛОР»»

 Форма «КОЛОНОФЛОР-16 (премиум)» рассчитана на проведение 24 тестов, включая исследование положительных и отрицательных контрольных образцов. Набор выявляет 32 показателя, включая 30 групп/видов микроорганизмов, общее бактериальное число и наличие генов патогенности, определяющих энтероинвазивные свойства E. coli. 
Таблица 1. Комплектность набора реагентов Формы «КОЛОНОФЛОР-16 (премиум)»
	Компонент набора
	Объем компонента, мкл
	Количество пробирок

	Смеси для амплификации
	20
	72 стрипа по 8 пробирок

	Раствор Taq-полимеразы
	2000
	3 пробирки

	Минеральное масло
	2000
	6 пробирки

	Положительный контрольный образец «ПКО-1»
	200
	1 пробирка

	Положительный контрольный образец «ПКО-2б»
	200
	1 пробирка

	Положительный контрольный образец «ПКО-3м»
	200
	1 пробирка

	Отрицательный контрольный образец (ОКО)
	600
	1 пробирка


Таблица 2. Перечень выявляемых микроорганизмов, состав стрипов и каналы детекции результатов амплификации.
	КОЛОНОФЛОР-16 (премиум)

	Стрип 1

	№ пробирки
	Название смеси и канал детекции
	Цвет смеси
	Цвет покрытия

	
	FAM
	HEX
	
	

	1
	Общая бактериальная масса
	
	голубой
	бесцветный

	2
	Lactobacillus spp.
	
	бесцветный
	бесцветный

	3
	Bifidobacterium spp.
	
	бесцветный
	бесцветный

	4
	Escherichia coli
	
	бесцветный
	бесцветный

	5
	Bacteroides spp
	
	бесцветный
	бесцветный

	6
	Faecalibacterium prausnitzii
	
	бесцветный
	бесцветный

	7
	Bacteroides thetaiotaomicron
	Akkermansia muciniphila
	бесцветный
	бесцветный

	8
	Enterococcus spp
	
	бесцветный
	бесцветный

	Стрип 2
	
	

	№ пробирки
	Название смеси и канал детекции
	Цвет смеси
	Цвет покрытия

	
	FAM
	HEX
	
	

	1
	Escherichia coli enteropathogenic
	
	голубой
	зелёный

	2
	Klebsiella pneumonia
	Klebsiella oxytoca
	бесцветный
	зелёный

	3
	Candida spp
	Staphylococcus aureus
	бесцветный
	зелёный

	4
	Clostridium difficile
	Clostridium perfringens
	бесцветный
	зелёный

	5
	Proteus vulgaris/mirabilis
	
	бесцветный
	зелёный

	6
	Citrobacter spp.
	Enterobacter spp.
	бесцветный
	зелёный

	7
	Fusobacterium nucleatum
	Parvimonas micra
	бесцветный
	зелёный

	8
	Salmonella spp.
	Shigella spp.
	бесцветный
	зелёный

	Стрип 3
	
	

	№ пробирки
	Название смеси и канал детекции
	Цвет смеси
	Цвет покрытия

	
	FAM
	HEX
	
	

	1
	Blautia spp.
	
	голубой
	розовый

	2
	Acinetobacter spp.
	
	бесцветный
	розовый

	3
	Streptococcus spp.
	
	бесцветный
	розовый

	4
	Eubacterium rectale
	
	бесцветный
	розовый

	5
	Roseburia inulinivorans
	
	бесцветный
	розовый

	6
	Prevotella spp
	
	бесцветный
	розовый

	7
	Methanobrevibacter smithii
	Methanosphaera stadmanae
	бесцветный
	розовый

	8
	Ruminococcus spp
	
	бесцветный
	розовый

	


Рисунок 1. Схема стрипов для формы комплектации «КОЛОНОФЛОР-16 (премиум)» с изображением цвета амплификационных смесей и цвета покрывающего вещества.

	Форма «КОЛОНОФЛОР-16 (премиум)»
	Стрип 1 
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	Стрип 2
	

	
	Стрип 3 
	


ПЦР-АМПЛИФИКАЦИЯ

1. В каждую пробирку, не повреждая слой воска, внести по 10 мкл тщательно перемешанного раствора Taq-полимеразы;

2. В каждую пробирку внести по капле минерального масла;

3. Закрыть крышки стрипов;

4. Для предотвращения контаминации рекомендуется перед внесением ДНК открывать крышку только того стрипа, в который будет вноситься образец, и закрывать перед внесением следующего образца. 

5. Внести в каждую пробирку стрипа, предназначенного для отрицательного контрольного образца по 5 мкл ОКО; 

6. Внести во все пробирки стрипов, предназначенных для исследуемых образцов, по 5 мкл соответствующей анализируемой пробы ДНК; 

7. При использовании Формы «КОЛОНОФЛОР-16 (премиум)» для каждого анализируемого образца необходимо подготовить по три стрипа с разной маркировкой (стрип-1, стрип-2, стрип-3). Два дополнительных стрипа с маркировкой «стрип-1» используются для анализа ПКО-1 и ОКО, два стрипа с маркировкой «стрип-2» - для анализа ПКО-2б и ОКО, два стрипа с маркировкой «стрип-3» - для анализа ПКО-2м и ОКО. 
8. Установить все стрипы в блок детектирующего амплификатора, как показано на рисунке 1, в соответствии с вместимостью детектирующего блока используемого прибора. Для комплектаций КОЛОНОФЛОР-16 (премиум) стрипы нужно расположить следующим образом: стрип 1, стрип 2, стрип 3, стрип 1 последующего образца и т.д.;

9. Запустить программу амплификации согласно инструкции, к прибору с параметрами, указанными в таблице 3.
Рисунок 2. Расположение стрипов в детектирующем блоке амплификатора

а) детектирующий блок вместимостью 48 пробирок (горизонтальное расположение стрипов)
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б) детектирующий блок вместимостью 96 пробирок (вертикальное расположение стрипов)

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	A
	1
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	B
	2
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	C
	3
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	D
	4
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	E
	5
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	F
	6
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	G
	7
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	H
	8
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


Таблица 3. Параметры программы амплификации
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Режим амплификации для приборов CFX-96, MiniOpticon (BioRad)

	
	Температура
	Время
	Количество циклов

	
	94°С
	15 мин
	1
	

	
	94°С
	5 сек
	
	

	
	58°С
	6 сек
	5
	

	
	72°С
	10 сек
	
	

	
	94°С
	5 сек
	
	

	
	58°С
	6 сек *
	40
	

	
	72°С
	10 сек
	
	

	
	
	10°С - хранение
	
	


	
	Режим амплификации для приборов  ДТлайт, ДТ-прайм (ДНК технология)
	

	
	Температура
	Время
	Количество циклов

	
	94°С
	15 мин
	1
	

	
	94°С
	10 сек
	
	

	
	58°С
	10 сек *
	45
	

	
	72°С
	10 сек
	
	

	
	
	10°С - хранение
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* Регистрация флуоресценции по каналам FAM и HEX

РЕГИСТРАЦИЯ РЕЗУЛЬТАТОВ АМПЛИФИКАЦИИ

1. Флуоресцентная детекция продуктов амплификации осуществляется в режиме реального времени с использованием детектирующего амплификатора.
2. После окончания реакции детектирующий амплификатор автоматически формирует отчёт об исследовании, включающий данные о величине индикаторного цикла для каждой ячейки амплификатора, в которой прибором зарегистрировано нарастание флюоресценции.
3. Данные, содержащиеся в отчёте об исследовании, подвергают обработке с использованием файла для количественной обработки результатов анализа, входящего в состав набора.

ПРОВЕДЕНИЕ ТЕСТА, АНАЛИЗ И ИНТЕРПРЕТАЦИЯ РЕЗУЛЬТАТОВ – НА

ПРИМЕРЕ ДТ96

1. Удобный запуск ДТ96

1.1. Предварительно создать тест «КОЛОНОФЛОР», учитывая параметры программы амплификации, указанные в таблице 5, согласно инструкции к прибору.
1.2. При запуске теста включить опцию «Добавить тест», выбрать созданный тест
«КОЛОНОФЛОР», указать количество пациентов (1), количество дублей, положительных и отрицательных контролей – 24 для «КОЛОНОФЛОР-16 (комплекс)»:
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 1.3. Отметить расположение стрипов на матрице термоблока в соответствии с их установкой, нажав кнопку «Порядок заполнения»:
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1.4. Далее можно перейти к внесению фамилий или идентификационных номеров и запуску программы амплификации:

2. Анализ и интерпретация результатов

2.1. По окончанию программы амплификации выбрать Пороговый (Ct) метод и активировать меню «Отчет»:
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и сохранить отчет в формате *.rtf:


2.2. Запустить файл для количественной обработки результатов и загрузить в него полученные данные.     
2.3. Далее в верхнем меню файла нужно выбрать тип используемого прибора (детектирующего амплификатора) и формат используемого набора реагентов – КолоноФлор16 (комплекс), в левом нижнем углу вписать данные о пациентах: в поле «Пациент» вносится фамилия или идентификационный номер пациента, заполнение поля «Возраст» необходимо для выдачи соответствующих референтных интервалов в заключении.

2.4. Выбрать в меню режим «Создать заключение», которое затем можно распечатать или сохранить:

2.5. Для
каждого образца автоматически формируется заключение, отражающее

следующие показатели:

качественный и количественный состав облигатных представителей микрофлоры толстого кишечника (бифидобактерий, лактобацилл, кишечной палочки);

качественный и количественный состав условно-патогенной флоры (если выявлено);

наличие дисбиотических сдвигов (количественное соотношение отдельных видов (групп) микроорганизмов);

Заключение формируется на основе сравнения показателей, полученных при анализе клинического образца, с референтными интервалами для каждой группы микроорганизмов. 

2.6. Для каждой постановочной серии необходимо провести сравнение количественных показателей для ПКО и ОКО с заданными (указанными в паспорте к серии набора), сделав соответствующий вывод о достоверности результатов теста.

2.7. При получении количественных значений для ПКО, превышающих табличные более чем на один порядок относительно указанных в паспорте к серии набора, результаты всей постановочной серии считают недостоверными. Все образцы должны быть проанализированы повторно.
2.8. При получении значений порогового цикла ниже предельно допустимых для ОКО, указанных в паспорте к серии набора, результаты всей постановочной серии считают недостоверными. Необходимо проведение комплекса мероприятий для устранения контаминации; после чего все образцы данной серии должны быть проанализированы повторно.
3. Референтные интервалы

«КОЛОНОФЛОР-16 (премиум)»:

	
	Показатель
	Референтный интервал (копий/мл) 

	1
	Общая бактериальная масса
	10^11-10^13

	2
	Lactobacillus spp.
	10^7-10^8

	3
	Bifidobacterium spp.
	10^9-10^10

	4
	Escherichia coli
	10^6-10^8

	5
	Bacteroides spp.
	10^9-10^12

	6
	Faecalibacterium prausnitzii
	10^8-10^11

	7
	Соотношение Bacteroides spp./Faecalibacterium prausnitzii
	0,01 - 100

	8
	Bacteroides thetaiotaomicron  
	Допустимо любое количество

	9
	Akkermansia muciniphila   
	допустимо любое количество до 10^11

	10
	Enterococcus spp.
	не более 10^8

	11
	Escherichia coli enteropathogenic
	не более 10^4

	12
	Klebsiella pneumoniae  
	не более 10^4

	13
	Klebsiella oxytoca
	не более 10^4

	14
	Candida spp 
	не более 10^4

	15
	Staphylococcus aureus
	не более 10^4

	16
	Clostridium difficile 
	не обнаружено

	17
	Clostridium perfringens
	не обнаружено

	18
	Proteus vulgaris/mirabilis
	не более 10^4

	19
	Citrobacter spp. 
	не более 10^4

	20
	Enterobacter spp.
	не более 10^4

	21
	Fusobacterium nucleatum 
	не обнаружено

	22
	Parvimonas micra
	не обнаружено

	23
	Salmonella spp. 
	не обнаружено

	24
	Shigella spp.
	не обнаружено

	25
	Blautia spp.
	10^8-10^11

	26
	Acinetobacter spp
	не более  10^6

	27
	Eubacterium rectale
	10^8-10^11

	28
	Streptococcus spp.
	не более  10^8

	29
	Roseburia inulinivorans
	допустимо любое количество до 10^10

	30
	Prevotella spp
	допустимо любое количество до 10^11

	31
	Methanobrevibacter smithii
	не более  10^10

	32
	Methanosphaera stadmanae
	не более 10^6

	33
	Ruminococcus spp
	допустимо любое количество до 10^11


УСЛОВИЯ ТРАНСПОРТИРОВАНИЯ, ХРАНЕНИЯ И ЭКСПЛУАТАЦИИ НАБОРА
1. Срок годности набора реагентов – 6 месяцев с даты изготовления.
2. Срок годности вскрытых реагентов соответствует сроку годности, указанному на этикетках для невскрытых реагентов, если в инструкции не указано иное.
3. Набор реагентов с истекшим сроком годности применению не подлежит.

4. Транспортирование набора реагентов осуществляют всеми видами крытого транспорта при температуре + 2-8 °С в течение всего срока годности набора.

5. Условия хранения отдельных компонентов набора реагентов «КОЛОНОФЛОР» указаны на упаковке. Стрипы со смесями для амплификации необходимо хранить в защищенном от света месте при температуре от + 2 до + 8 °С. Раствор Taq-полимеразы необходимо хранить при температуре от + 2 до + 8 °С.

6. Для получения надежных результатов необходимо строгое соблюдение инструкции по применению набора.
УКАЗАНИЯ ПО УТИЛИЗАЦИИ

1. Наборы, потерявшие свои потребительские качества в результате ненадлежащего хранения, а также наборы и их компоненты с истёкшим сроком годности подлежат утилизации в соответствии с СанПиНом N2.1.7.2790-10 «Санитарно-эпидемиологические требования к обращению с медицинскими отходами», сбор отходов осуществляется в одноразовые пакеты желтого цвета, предназначенные для утилизации медицинских отходов класса Б (ГОСТ Р 50962-96).                

2. Упаковка набора относится к отходам класса А и утилизируется с бытовыми отходами. 

ГАРАНТИИ ПРОИЗВОДИТЕЛЯ 

1. Предприятие-изготовитель гарантирует соответствие набора требованиям технических условий при соблюдении условий транспортирования, хранения и эксплуатации, установленных техническими условиями.  

2. По вопросам, касающимся качества набора, следует обращаться в ООО «Альфалаб», Санкт Петербург, ул. Академика Павлова 14а, info@alphalabs.ru
� Референтные интервалы для всех форм комплектации набора (Форма 1 «КОЛОНОФЛОР-8», Форма 2 «КОЛОНОФЛОР-16 (биоценоз)», Форма 3 «КОЛОНОФЛОР-16 (метаболизм)») отражают диапазон значений для здоровых доноров (возрастная группа от 14 лет) без предъявляемых жалоб со стороны желудочно-кишечного тракта. 
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