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诺如病毒GI/GII/GIV核酸检测试剂盒(荧光RT-PCR法)

【产品名称】
通用名：诺如病毒GI/GII/GIV核酸检测试剂盒(荧光RT-PCR法)
英文名：Detection Kit for NorovirusGI/GII/GIV (Real-time RT-PCR Assay)
【包装规格】25人份／50人份
【预期用途】
   诺如病毒分为5个基因组(Genogroup)，感染人的诺如病毒(人诺如病毒)型别分属GI、GII、GIV三组，GI、GII国内常见，GIV相对少见但不排除通过输入随时出现的可能。本试剂盒以单管一步法同时检测这三组诺如病毒，并通过完善的质量控制全程监视检测质量。本试剂盒支持高速扩增，1小时内可完成，具有快速、灵敏、可靠、简便的特点，在人诺如病毒感染辅助诊断和暴发疫情应急检测方面具有重要的应用价值。
【检测原理】
   本试剂盒应用基于荧光探针法的多重实时荧光RT-PCR技术，单管同步检测GI、GII、GIV组诺如病毒核酸RNA，同时引入非竞争性内部对照IC以监控检测质量。
【主要组成】
	试剂组成
	主要成分
	体积(µl)

	
	
	25人份
	50人份

	1、 Reaction Mix.
	反应混合液，及dNTP、Mg2+等
	350
	700

	2、 Enzyme Mix.
	酶混合液，含逆转录酶、DNA聚合酶等
	50
	100

	3、 Probe Mix.
	含检测目标基因和人管家基因IC的引物探针
	100
	200

	4、 Negative Ctrl.
	阴性对照(NC)，含人管家基因片段
	50
	100

	5、 Positive Ctrl.
	阳性对照(PC)，含三组病毒的目标基因片段
	50
	100


【试剂保存】
长期不用时须避光-20°C保存，有效期6个月；试剂盒须冰袋低温(4-10°C)运输且不能超过7天；使用中尽量减少反复冻融，使用频繁时可4°C避光保存但不宜超过7天。
【适用仪器】
ABI 7500等满足本试剂盒检测通道设置的实时PCR仪。


【样品要求】
1、检测样品为人诺如病毒感染的临床标本（肛拭样、咽试样等）。采集的样品应及时冰袋低温送检，不能及时送检的应低温保存：4°C<3天，-20°C<4月，-70°C<12月，且避免反复冻融。
2、选用可靠的商品核酸提取试剂盒或提取方法于PCR实验室样品处理区进行提取病毒RNA提取，提取的RNA应立即检测，不能立即时应于-70°C以下保存，保存时间不要超过6个月。
【检测方法】
1、试剂准备（试剂准备区）
从冰箱取出试剂，室温彻底融化后悬匀，1000rpm离心20秒将试剂甩至管底，备用。
2、反应体系配制（试剂准备区）
根据样品数n和对照数(PC、NC)确定总反应管数(n+2)，按下表配制25µl反应体系。
	反应组成
	用量(µl/反应)

	1.Reaction Mix.
	14

	2.Enzyme Mix.
	2

	3. Probe Mix.
	4

	4.预混合，按20µl分管

	5.核酸提取液/PC/NC
	5


3、扩增（核酸扩增区）
本试剂盒拥有极高的扩增效率支持高速PCR(需仪器支持)，同时兼容常规标准程序扩增。
	标准扩增
	高速扩增
	检测通道

	50°C10min;
95°C10sec;
40cycles:
95°C10sec,
55°C30sec(read data)
	50°C10min;
95°C10sec;
40cycles:
95°C3 sec,
55°C5sec(read data)
	GI：HEX/JOE/VIC,555nm
GII：FAM,520nm
GIV：ROX, 608nm
IC：Cy5, 668nm


注：Roche机器请设相应波长；ABI机器参考荧光请设为None；淬灭基因均设为None；不具备全部的以上检测通道者可选择具备的通道检测相应的目标。
4、结果判定
样品出现有效扩增且Ct≤35为阳性，未扩增或Ct>40为阴性，Ct在35-40间为可疑；
结果可疑者需全程复检一次，Ct≤38判为阳性，>38为阴性。
5、质量控制
PC出现GI、GII、GIV目标扩增且均Ct≤35，NC仅出现IC扩增且Ct≤38示实验成立，否则无效，需重做。
内部对照IC以人管家基因为目标（Cy5为检测通道），来自人体的有效标本（肛拭、咽拭样等）均应阳性，因此使用IC可考察人源性标本的采集质量、核酸提取的有效性以及样品中是否存在PCR抑制物；阴性对照中含有IC基因目标片段，故可监视是否存在操作失误所致的假阴性。
【临床参考值】
阴性或未检出（GI、GII、GIV组诺如病毒为病原微生物，健康人体中不存在）
【方法局限性】
[bookmark: _GoBack]检测结果受样本中的病毒载量（过高或过低）、样本的采集质量和本身组分、试剂的运输与保存条件、实验的环境状况（是否污染）、人员的操作情况（是否失误）、仪器的运行状态（是否良好）等因素影响，可能会出现假阴性或假阳性。本试剂盒的质量控制措施有利于发现假阴性，但不能完全排除假阴性或假阳性，因此，本试剂盒检测结果用于诊断时需结合临床或流调资料，不能单独作为诊断或排除诊断之依据。
【产品性能指标】
灵敏度：最小检出限，GI、GII、GIV、IC 分别为30、10、40、5copies/reaction；
	线性检测范围，均在50－2×10^7copies/reaction；
特异性：尚未发现在诺如病毒基因组别间及与其它病毒间存在交叉反应。
【注意事项】
1、 本试剂盒为体外诊断试剂，应由经专业培训的人员操作；
2、 检测应在符合条件的PCR实验室中进行，严防操作污染；
3、 本试剂盒所涉及的待测样本应视为传染性物质，所有操作须符合相关法律法规和实验室操作规程；
4、 标准扩增和高速扩增因条件不同Ct值会略有差异，但不会对定性结果造成显著影响；
5、 非人源性标本或人源性标本所含人体细胞极少时，可能出现内部对照阴性的情况；
6、 本试剂盒各组分已经优化，切勿与其它试剂组合混用；
7、 使用频繁时请4°C保存，长时不用时-20°C保存，保存时请注意避光。
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