中疾控传发〔2010〕9号

关于开展病原菌分子分型网络实验室PFGE实验能力考核的通知

北京、上海、重庆、河南、四川、福建、山东、安徽、广东、广西、江西、浙江省（自治区、直辖市）疾病预防控制中心，深圳市疾病预防控制中心：

我国细菌性传染病分子分型实验室监测网络-PulseNet China近期已经完成第一期分子分型技术集中培训认证。为推进病原菌分型监测实验室按照PulseNet China技术要求入网和规范质量管理，同时考核测试成员单位病原菌分子分型实验室监测技术能力（PFGE实验）， PulseNet China工作委员会（中国疾控中心传染病预防控制所组织）计划对拟加入PulseNet China网络的实验室开展PFGE实验技能考核，现将有关事项通知如下：

1、 实验能力考核方法：
PulseNet China网络中心实验室向上述参与考核的实验室发放
三株沙门菌和一株布伦登卢普沙门氏菌（Salmonella Braenderup）H9812参考株。要求参与考核的实验室于一个月内（以收到菌株并复苏成功为起始日期）反馈PFGE实验结果，通过电子邮件（pulsenet@icdc.cn）向中心实验室递交电泳图谱。PulseNet China工作委员会将安排中心实验室对图谱质量评价。具体要求见“分子分型实验室PFGE实验能力考核测试结果评价标准”（附件1）和分子分型实验室PFGE实验能力考核测试的说明（附件2）。
参与考核的实验室请登录中国疾病预防控制中心传染病预防控制所网站（http://www.icdc.cn）下载“开展病原菌分子分型网络实验室PFGE实验能力考核的通知及附件”内容。

参入考核的实验室在收到考核菌株后请填写 “PFGE实验能力考核测试菌株的发放和复苏培养情况回执”（附件3）并将“回执”电子版发至PulseNet China 中心实验室，E-mail:pulsenet@icdc.cn。
二、考核事务联系人：

中国疾控中心传染病预防控制所PulseNet China室

李  伟：010-58900785、13021048372

崔志刚：010-58900785、13511019971 

中国疾控中心传染病预防控制所腹泻病室

闫梅英：010-58900744、15010982012

	2、 联系地址：

中国疾控中心传染病预防控制所（北京昌平区昌百路155号，中
国疾病预防控制中心昌平中心园区内）， 邮编102206。




附件：1. 分子分型实验室PFGE实验能力考核测试结果评价标准

      2. 关于PulseNet China分子分型实验室PFGE实验能力考核
测试的说明（2010年7月）

3. PFGE实验技能考核测试菌株的发放和复苏培养情况回执
请登录中国疾病预防控制中心传染病预防控制所网站（http://www.icdc.cn）下载并查看附件内容。

                   二〇一〇年六月三十日

	抄送：中国疾控中心疾病控制与应急处理办公室

	传染病所办公室                            2010年6月30日印发


附件1：
分子分型实验室PFGE实验能力考核测试结果评价标准
为推进病原菌分型监测实验室按照PulseNet China技术要求入网和规范质量管理，保障体系良好运转，对申请加入PulseNet China的实验室进行病原菌分子分型技术能力（PFGE实验）考核测试，特制定此评价标准。
1.考核测试依据的文件
PulseNet China实验室质量管理和质量考核办法（试行）

PulseNet China技术手册的相关内容

2.分子分型实验室PFGE实验技能考核测试评分标准
PFGE实验技能考核测试通过以下三个方面进行评分：TIFF图像质量、PulseNet China质量控制操作规程的完成情况、实验结果是否及时返回。

（1）TIFF图像质量：要求符合PulseNet China技术手册要求（满分80。每一个分项10分，其中10分为优秀，8分为好，5分为尚可，1分为差）。具体评价标准见下表。
PulseNet TIFF图像质量评价表

	参数
	TIFF图像的质量

	
	优秀
	好
	尚可
	差

	图像获得和电泳条件
	严格按照操作手册：

-凝胶应该占据整个TIFF图像

-TIFF图像应该包括加样孔

-H9812最小的片段应该距胶的下沿1-1.5cm
	胶没有占据整个TIFF图像，但是不影响条带识别
	没有按照操作手册分析（符合以下的某项）：

-凝胶未占据整个TIFF图像

- TIFF图像未包括加样孔

- H9812最小的片段不在胶的下沿1-1.5cm

-H9812带型与标准带型不符
	没有按照操作手册分析（符合以下的几项）：

-凝胶未占据整个TIFF图像

- TIFF图像未包括加样孔

- H9812最小的片段不在胶的下沿1-1.5cm

-H9812带型与标准带型不符

	细菌浓度
	各个泳道的条带亮度均匀一致
	1-2个泳道比其他泳道稍亮或者稍暗
	>2泳道泳道比其他泳道稍亮或者稍暗或者是一个泳道特别亮或者特别暗已经影响到数据分析。
	各个泳道的浓度差别很大，根本不能分析

	条带
	整个泳道的所有条带清晰，易识别
	-某个泳道内的条带不清晰，但是不影响分析

-条带有轻微的模糊和/或不直的现象

-很少的条带不易辨别，特别是在胶的底部
	-2到3个泳道内的条带不清晰，但是仍可以分析

-条带不直

-一些条带太亮

-在胶的底部的条带太暗，但是仍可分析
	-条带扭曲，难于分析

-许多条带太亮而不能分析

-在胶的底部的条带太暗，不能分析

	泳道
	笔直
	-略微倾斜

-存在弧度

-可以分析
	-明显倾斜

-明显的弧度

-可以分析
	-倾斜或者是存在弧度，影响分析

	酶切
	所有片段完全酶切
	-1到2个未完全酶切的片段
（模糊的条带）
	-某个泳道内全是未完全酶切片段

-很多泳道存在多个未完全酶切片段
	-多个泳道内全是未完全酶切片段

-整个胶上存在很多的未完全酶切片段

	凝胶背景
	干净
	-比较干净的背景

-背景上存在一些斑点，但是不影响分析
	-背景存在一些斑点有可能影响分析

-由于背景较重，泳道中某些较弱的条带难于区分
	-背景中的斑点过多，图像不能分析

	DNA的降解（smear现象）
	没有
	某些泳道可见降解现象，但是条带仍可区分
	-1到2个泳道有明显的DNA降解情况，可能会影响分析

-许多条带有轻微的降解情况
	->2个泳道有明显的DNA降解情况，可能会影响分析

-某个泳道降解明显，不能分析


（2）PulseNet China质量控制操作规程的完成情况（10分）

要求质控菌株在正确泳道（5分）；文件命名正确，命名符合技术文件中PulseNet China命名规则（5分）
（3）结果返回时限（10分）

要求在收到菌株并复苏成功后1月内返回图谱结果（按时10分；延期5分；没有反馈结果0分）
附件2：
关于PulseNet China分子分型实验室PFGE实验能力考核测试的说明（2010年7月）
1. 参与2010年6-7月分子分型实验室PFGE实验技能考核测试（以下简称本次考核）的实验室是北京、上海、重庆、河南、四川、福建、山东、安徽、广东、广西、江西、浙江省（自治区、直辖市）、深圳市疾病预防控制中心病原菌分子分型实验室。相应文件“关于开展病原菌分子分型网络实验室PFGE实验技能考核的通知”（中疾控传发〔2010〕9号）已经下发。
2. 此次考核是拟加入PulseNet China网络的实验室认可和入网的程序性前期步骤。PulseNet China工作委员将对通过本次考核且符合PulseNet China网络要求的实验室开展认可和网络实验室挂牌入网。 

3. 由于参与本次考核测试的省份实验室技术人员近期已经完成PulseNet China第一期分子分型技术集中培训认证。同时考核菌株已经由培训人员带回各实验室，故考核起始时间以各实验室传活考核菌株为起始。请相应实验室人员在传活考核菌株后填写 “PFGE实验能力考核测试菌株的发放和复苏培养情况回执”并将“回执”电子版发至PulseNet China 中心实验室，E-mail: pulsenet@icdc.cn。
4. 本次PFGE实验技能考核测试评分目的在于对能力测试和质量控制完成情况进行评价，不设及格线。本次考核结束后，中国疾控中心传染病所PulseNet China中心实验室将对考核结果反馈。
5. PulseNet China工作委员鼓励参与考核的实验室随时和中心实验室沟通联系，中心实验室将组织相关人员将对过程中出现的问题给予指导和评价。参与考核的实验室可以多次递交图谱。最终的图谱质量评价以递交的最好一次图谱为准。
6. 本次考核结束后，PulseNet China中心实验室公布三株测试指控菌株的菌号、血清型和标准PFGE图谱。
7. 测试菌株复苏和传代需符合相应生物安全实验室操作规范。具体要求不在此说明中陈列。
8. 本次考核测试实验操作的说明：
（1）按照PulseNet China技术手册中确定的操作规程（SOP）操作， 填写相应实验记录表单。

（2）三株测试指控菌株（沙门菌）编号ST1、ST2、ST3。标准菌株为H9812。每株考核菌株制作1到2个Plug胶块。

（3）每个胶块使用50单位的XbaI进行酶切。37℃孵育2-3小时。

（4）如果你的实验室不需要同时做其他菌株，请将标准菌株H9812置于第1和第5个泳道，三株测试质控菌株在第2-4泳道。如果实验人员愿意，可以在同一块胶上重复上述编排。如果你的实验室需要同时做其他菌株，请将标准菌株H9812置于第1、第5个和第10泳道；质控菌株在第2-4泳道，其他泳道放置需要做的菌株。

（5）使用正确的电泳参数：

2.16 – 63.8s              CHEF MAPPER

2.2 – 63.8s               CHEF DRIII

（6）根据你自己实验室条件确定电泳时间。根据标准操作规范，通过恰当的电泳时间，标准菌株H9812的最后一个条带应该位于胶的下沿1-1.5cm.

（7）获得整个胶的图像并保存为TIFF图像。（图像必须包括加样孔和胶的下沿，同时图像应该尽量占据整个读胶仪屏幕）

（8）TIFF图像的命名  按照以下命名标准命名TIFF图像（请参阅技术手册中PulseNet China的命名规则（试行）：例如，命名的头两个字母为对应实验室的ID缩写，下面的两个数字为年份，其他3个数字为自己实验室流水号。如：BJ100001为北京CDC，2010年第1个图片。

（9）将TIFF图像及时通过电子邮件返回PulseNet中心实验室（pulsenet@icdc.cn）。同时递交实验记录表格。表格附后。
9. 考核过程中出现的问题和建议欢迎同中国疾控中心传染病所PulseNet China 室联系，联系方式如下：
考核事务联系人员：。
李  伟：010-58900785、13021048372

崔志刚：010-58900785、13511019971 

闫梅英：010-58900744、15010982012

	白雪梅: 010-58900748、13520606812
刁保卫：010-58900744、13520106925
金  东：61739443、13811270342
PulseNet China 室部门信箱:pulsenet@icdc.cn。
地址：中国疾控中心传染病预防控制所 （北京昌平区昌百路155号，

中国疾病预防控制中心昌平中心园区内）， 邮编102206




PFGE实验记录 
第 0天 :菌株接种

菌株编号： 
样品菌株数量：                 标准菌株数量：
第一代：菌株从           传到             （肉汤/平板）
日期       年    月   日
培养温度     ℃ 培养箱编号       培养时间       h 
第二代：菌株从           传到             （肉汤/平板）
日期       年    月   日
培养温度     ℃ 培养箱编号       培养时间       h 
备注：

                                                      

实验人员：                         
第 1 天： 胶块的制备、细菌的裂解、plug的清洗 
日期：      年    月    日 
平板从        培养箱取出时间        AM，培养时间         h 
菌悬液浓度调整用                仪器编号

制备TE缓冲液        mL： 
1 M Tris pH 8.0      10mL                  mL 
0.5 M EDTA pH 8.0     2mL                  mL 
无菌超纯水          988mL                  mL 
制备细胞悬浮液（CSB）：       mL×菌株数量+富余量=         mL： 
1 M Tris pH 8.0      10mL                  mL 
0.5 M EDTA pH 8.0    20mL                  mL 
无菌超纯水           70mL                  mL 
制备细胞裂解液（CLB）：5 mL×菌株数量+富余量=        mL： 
1 M Tris pH 8.0      25mL                  mL 
0.5 M EDTA pH 8.0    50mL                  mL 
10 % SLS             50mL                  mL 
无菌超纯水          375mL                  mL 
用前加蛋白酶K的量 25μl×       =       μl。 
蛋白酶K批号：         制备时间：     年   月   日 储存温度    ℃

细菌裂解：在54℃恒温水浴振荡器中温育     h。 
plug清洗： 

 无菌超纯水：温度     ℃ 体积/管       mL 清洗次数      次

   TE 缓冲液：温度     ℃ 体积/管      mL 清洗次数      次

清洗后的plug的保存温度：      ℃ 
备注： 
实验人员：                        
第 2 天 plug中DNA的酶切、制胶和电泳
日期：      年    月    日 
菌株编号： 
配制1×内切酶缓冲液 
体积          总体积 
（每个胶块）    （胶块数＋1＝     ） 
无菌超纯水                   180μl                  μl 
10×缓冲液                    20μl                  μl 
酶切混合液 
体积          总体积 
（每胶块）       （胶块数＋1＝     ） 
无菌超纯水                        μl               μl 
10×缓冲液                        μl               μl 
100×BSA                          μl               μl 
酶     （    U/μl）              μl                μl 
无菌超纯水  制备日期      年    月    日     制备人 
10×内切酶缓冲液          批号            有效期               
酶批号                 有效期    
BSA批号                有效期
开始酶切时间                 酶切结束时间 
酶切：使用水浴锅编号               温度        ℃ 时间        h 
备注： 
制备0.5×TBE缓冲液制备： 
10×TBE缓冲液 批号：            有效期： 
10×TBE缓冲液 120 mL + 超纯水 2280 mL        共2400mL/电泳胶 
或5×TBE缓冲液240 mL + 超纯水 2160 mL       共2400mL/电泳胶 
制备SKG琼脂糖：SKG琼脂糖批号：            有效期：            

配制方法：SKG   g + 0.5×TBE      mL 浓度      ％ 
电泳条件：Low MW        High MW         Run time       

Initial switch time          Final switch time        

菌株顺序：
	泳道
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	菌株编号
	H9812
	
	
	
	H9812
	
	
	
	
	H9812


实验人员：                
第3天 胶染色、脱色和图像的获取

电泳完成日期：      年   月    日       时间 
EB染色时间                min 
脱色时间              min 
“*.lsc”格式图谱命名：
报告完成日期：      年     月    日 
实验人员：                   
PFGE实验技能考核测试实验参数记录及结果

参与测试的单位名称:                               
递交图像的实验室名称:                               

递交结果日期:                                     
菌株接收日期:                    凝胶图像编号:                   
	Conditions
	

	Run Time
	hr

	Initial Switch Time
	sec

	Final Switch Time
	sec

	Voltage Gradient
	6 V/cm

	Included Angle
	120o

	Ramping 
	linear

	起始电流
	


               

	泳道
	PFGE编号
	内切酶
	备注

	1
	H9812
	XbaI
	

	2
	
	
	

	3
	
	
	

	4
	
	
	

	5
	H9812
	XbaI
	

	6
	
	
	

	7
	
	
	

	8
	
	
	

	9
	
	
	

	10
	H9812
	XbaI
	


PFGE操作人:                                联系人:                 
复核人:                                      联系电话:                 
附件3：

PFGE实验能力考核测试菌株的发放和复苏培养情况回执
单位名称：

	所属实验室名称
	

	联系地址
	

	邮政编码
	
	传真
	（区号-号码）

	电话
	（区号-号码）

	菌株接受时间
	

	菌株接收人员
	
	电话
	

	菌株复苏实验操作人员
	
	电话
	

	测试事宜联系人员
	
	手机
	

	测试事宜联系人员

电子邮箱
	

	菌株复活情况
	

	其他需要说明的情况
	

	备注
	回执电子版请于菌株传活当日发至PulseNet China 室部门信箱:pulsenet@icdc.cn。


插入凝胶图像
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