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通用名：甲型流感病毒通用型核酸检测试剂盒（PCR-荧光探针法）
【包装规格】24 人份/盒
【预期用途】
本试剂盒用于定性检测人口咽拭子样本中的甲型流感病毒核酸。
流行性感冒病毒(influenza virus)，简称流感病毒，是一种造成人类及动物患流行性感冒的RNA 病毒，人流感病毒分为甲(A)、乙(B)、丙(C)三型，是流行性感冒（流感）的病原体，其中乙型、丙型致病性弱，不易发生变异，而甲型流感的危害最大；甲型流感病毒又分许多亚型，至今HA 有 16 个亚型，NA 有 9 个亚型。在分类学上，流感病毒属于正黏液病毒科(Orthomyxoviridae)，流行性感冒病毒属(Influenza virus)，它会造成急性上呼吸道感染，并借由空气迅速的传播，在世界各地常会有周期性的大流行。目前实验室检测甲型流感病毒的主要方法包括: 病毒分离和鉴定、RT-PCR、胶体金等。
本试剂盒检测结果仅供临床参考，不得作为临床诊断的唯一标准。
【检验原理】
本试剂盒采用磁珠法提取口咽拭子样本中甲型流感病毒RNA，以甲型流感病毒 M 基因的高度保守序列为靶区域，设计特异性引物和探针，配以 PCR 反应液，在荧光定量 PCR 仪上，应用实时荧光定量 PCR 检测技术，通过荧光信号的变化实现甲型流感病毒 RNA 的检测。
PCR 检测体系含有阳性内对照（甲型流感病毒内标），通过检测内标是否正常来监测待测样本中是否具有 PCR 抑制物，避免 PCR
假阴性。
PCR 检测体系含有内参比荧光ROX，用于校正加样误差和管间差异，便于仪器自动分析报告荧光与内参比荧光ROX 的比值。
【主要组成成分】
本试剂盒包括磁珠法核酸提取试剂和扩增反应试剂，由以下两个包装盒组成：
	
	序号
	试剂名称
	规格与装量
	主要成分及浓度

	
磁珠法 核酸提取试剂
	
1
	
RNA提取溶液1
	
15 ml/瓶×1瓶
	SDS 0.5%（W/V）、Triton X-100 2%(V/V)、磁珠
200µg/ml

	
	2
	RNA提取溶液2
	2.5ml/管×1管
	HEPES 200mmol/L、NaCl 200mmol/L

	
	3
	RNA提取溶液3
	15ml/瓶×1瓶
	Triton X-100 0.2%(V/V)、NaCl 200mmol/L

	
	4
	RNA提取溶液4
	5ml/瓶×1瓶
	矿物油

	



扩增反应试剂
	1
	RNA洗脱液
	1.0ml管×1管
	Tris-HCl 1mol/L、EDTA 0.5mol/L

	
	
2
	
甲型流感病毒内标
	
20μl/管×1管
	TE buffer稀释的含内标模板序列的慢病毒(5.0×105
TU/ml)

	
	
3
	
甲型流感病毒 PCR反应液
	
1.0ml/管×1管
	引物（2.86%）、探针(0.61%)、dNTPs（3.06%）、5 x PCR buffer（20.41%）、灭菌纯化水（70.94%）、ROX溶液
（0.08%）、酶（2.04%）

	
	4
	RT-PCR增强剂
	50μl/管×1管
	Mn2+(150 mmol/L)

	
	5
	甲型流感病毒阳性对照
	0.5ml/管×1管
	Hanks病毒保存液稀释的含甲型流感病毒基因序列的慢
病毒(5.0×104 TU/ml)

	
	6
	甲型流感病毒阴性对照
	0.5ml/管×1管
	经甲型流感病毒检测为阴性的Hanks病毒保存液


备注：
1） 不同批号产品的成分之间不可以混用或互换。
2） 试剂盒内的生物样本均已经灭活处理。
3） 自备试验器材：无DNA 酶、RNA 酶的 1.5 ml 离心管、0.2 ml PCR 反应管、吸嘴（建议使用带滤芯吸嘴，规格：10μl、200μl、
1000μl）；离心机；震荡混合器；（磁珠）分离器；各种规格的加样枪。
【储存条件及有效期】
试剂应避光密闭保存，其中大盒（磁珠法核酸提取试剂）置于 2~8℃下保存；小盒（扩增反应试剂）置于-20±5℃保存。试剂盒有效期为 12 个月。
1. 请勿冻存核酸提取试剂。
2. 不使用时，这些试剂在包装标识的效期内可稳定存放。一旦使用，扩增试剂盒反复冻融应不超过 5 次。
3. 运输 5 天内有效。
【适用仪器】
适用于ABI7500、Stratagene Mx3000P 荧光PCR 仪。
【样本要求】
1. 适用样本类型：口咽拭子。
2. 样本采集：用无菌捻拭子拭取双侧咽扁桃体及咽后壁，将拭子置入含采样液的无菌管中，将试管塞紧后，密闭送检。拭子样本所用的拭子顶端应为人造材质（如聚脂或涤纶）、柄为铝制或塑料。不推荐使用棉头木柄的拭子。藻酸钙拭子采样不可取。标本可立即用于检测，也可保存于-20℃待测。
3. 样本保存和运送和接受：经上述处理后的待测样本 48 小时内进行检测的可存放于 4℃，2 个月以内可存放于-20℃以下，2 个月以上应置于-70℃以下。应避免反复冻融。标本的采集、运送和接受应符合《人感染高致病性禽流感标本采集及实验室检测技术方案》中的要求，要获得相应部门批准并由具有资质的人员专程护送，采用三层容器对样品进行包装，随样品应附有与样品唯一性编码相对应的送检单。送检单应标明受检者姓名、样品种类等信息，并应放置在第二层和第三层容器之间。样品包裹必须在具有处理感染性材料能力的实验室内、由经过培训的、穿戴防护衣、戴口罩、防护眼镜的工作人员在生物安全柜中打开，用后的包裹应及时进行消毒。
【检验方法】
1. 试剂准备（在试剂准备区进行）
1.1 取出两个包装盒中的各组分，室温放置，待其温度平衡至室温后，混匀后备用。
1.2 根据待测样本、阴性对照、阳性对照数量，按比例（RNA 提取溶液 1 600μl/人份+ 甲型流感病毒内标 0.4μl/人份）取相应量的提取试剂 1 及甲型流感病毒内标，充分混匀成提取试剂 1 混合液，瞬时离心后备用。
1.3 根据待测样本、阴性对照、阳性对照数量，按比例（甲型流感病毒 PCR 反应液 40μl/人份+ RT-PCR 增强剂 1μl/人份）取相应量的



甲型流感病毒 PCR 反应液及RT-PCR 增强剂，充分混匀成PCR 混合液，瞬时离心后备用。
1.4 将上述准备好的试剂转移至样本处理区，待用。
2. 样本处理（在样本处理区进行）（阴性对照、阳性对照与待测样本同步处理)
2.1 取适量 1.5 ml 灭菌离心管，分别标记阴性对照、阳性对照及待测样本，每管加入 600 μl 提取试剂 1 混合液；
2.2 每管加入 200μl 待测样本或阴性对照、阳性对照；盖上管盖，震荡混匀 10 秒钟，瞬时离心；
2.3 每管加入 100 μl RNA 提取溶液 2（充分混匀后吸取），震荡混匀 10 秒钟后室温静置 30  分钟；
2.4 瞬时离心后将离心管置于分离器上，3 分钟后缓慢将溶液吸出（注意不要碰到吸附于管壁的棕色物）；
2.5 每管加入 600μl RNA 提取溶液 3 和 200μl RNA 提取溶液 4，震荡混匀 5 秒钟，瞬时离心后将离心管再次置于分离器上；
2.6 约 3 分钟后，将吸头插入离心管底部，从底部开始缓慢将液体完全吸出丢弃，静置 1 分钟后将管底残余液体完全吸出丢弃；
2.7 每管加入 30μl RNA 洗脱液，将离心管壁上磁珠洗脱到管底，吸打混匀 3~4 次，室温静置 5 分钟后将离心管再次置于分离器上 3
分钟，然后将洗脱下来的RNA 放于新的 1.5 ml 灭菌离心管中；
2.8 	吸取上述已经处理好的RNA 样本（包括待测样本、阴阳性对照）各 9μl，分别转移至扩增八连管，每管加入 41μl PCR 混合液后， 盖上管盖，转移到扩增区。

3. PCR  扩增（在扩增与分析区进行）（请参照各仪器使用说明书进行设置）
3.1 将PCR反应管放入扩增仪样品槽，按对应顺序设置阴性对照、阳性对照以及未知样本，并设置样本名称。
3.2 荧光检测通道选择:
ABI、Stratagene 系列仪器：
1）选择FAM通道（Reporter: FAM, Quencher: none）检测甲型流感病毒 RNA；2）选择HEX/VIC通道（Reporter: HEX/VIC, Quencher; none）检测甲型流感病毒的内标。3）参比荧光(Reference Dye)：选择ROX。设置Sample Volume为50。
3.3 循环参数设定：
ABI、Stratagene 仪器参数设定
	步骤
	温度
	时间
	循环数

	1
	预变性和酶激活
	95℃
	1 分钟
	1

	2
	逆转录
	60℃
	30 分钟
	1

	3
	cDNA 预变性
	95℃
	1 分钟
	1

	4
	变性
	95℃
	15 秒
	45

	
	退火，延伸及荧光采集
	60℃
	30 秒*
	

	5
	仪器冷却
	25℃
	10 秒
	1


(*注：由于ABI7500 仪器原因，不能设置为 30 秒，可以设置为 31 秒。)
4. 结果分析（请参照各仪器使用说明书进行设置，以下分析以ABI 系列仪器为例）
反应结束后自动保存结果，对甲型流感病毒的曲线和相应甲型流感病毒内标的曲线分别进行分析。根据分析后图像调节 Baseline 的Start 值、End 值以及Threshold 值（用户可根据实际情况自行调整，Start 值可以在 3～15、End 值可设在 5～20，调整阴性对照的扩增曲线使其平直或低于阈值线），点击 Analyze 进行分析，使各项参数符合下述“5.  质量控制”中的要求，然后到Plate 窗口下记录定量结果。

5. 质量控制
5.1 甲型流感病毒阴性对照：FAM 曲线无Ct值显示；甲型流感病毒内标检测（HEX/VIC）为阳性，且Ct≤40；
5.2 甲型流感病毒阳性对照：FAM 曲线Ct≤30；
5.3 以上要求需在同一次实验中同时满足，否则，本次实验无效，需重新进行。
【阳性判断值】
通过参考值的研究确定本试剂盒检测目标基因的Ct 参考值为 40，内标Ct 的参考值为 40。
【检验结果的解释】
1. 对于测定FAM Ct 值≤40 的样本，报告为甲型流感病毒阳性（如图一所示）；
2. [image: ]对于测定FAM Ct 值>40 或无FAM Ct 值的样本，同时，内标检测为阳性（Ct 值≤40），报告为甲型流感病毒阴性，低于试剂盒的检测下限（如图二所示）。若内标Ct 值>40 或无显示（如图三所示），则该样本的检测结果无效，应查找并排除原因，并对此样本进行重复试验（若重复试验的检测结果仍无效，请与本公司联系）。
图一.阳性样本扩增曲线	图二. 阴性样本扩增曲线	图三. 无效样本扩增曲线
【检测方法的局限性】
1. 本试剂盒的检测结果仅供临床参考，对患者的临床诊治应结合其症状/体征、病史、其它实验室检查及治疗反应等情况综合考虑。
2. 有关假阴性结果的可能性分析
 (
1
2
3
)不合理的样本采集、处理、运送、样本中病毒滴度过低均有可能导致假阴性结果。 甲型流感病毒待测靶序列的变异或其他原因导致的序列改变可能会导致假阴性结果。不合理的试剂保存可能会导致假阴性结果。
④ 未经验证的其他干扰或PCR 抑制因子，可能会导致假阴性结果。
3. 样本处理过程出现交叉污染，会造成假阳性结果。
4. 临床实验室应严格按照《临床基因扩增实验室工作规范》以及《全国流感/人禽流感监测实施方案》中的要求配备设备及操作人员， 应严格按照说明书要求进行操作。
【产品性能指标】
1. 准确性及特异性
本试剂盒中采用的引物探针是根据 2009 年至 2014 年全球人甲型流感病毒已知基因序列以及和它同源性高的禽流感基因序列
设计而成，确保对目的基因片段有较高的检出率。本试剂盒与腺病毒 3 型、腺病毒 7 型、肠道病毒 71 型、肺炎衣原体、肺炎支原体、2 型人副流感病毒、1A 型鼻病毒、流行性腮腺炎病毒、百日咳杆菌、结核分枝杆菌、流感嗜血杆菌、嗜肺军团菌、Q 热立克



次体、肺炎链球菌、唾液链球菌、人类冠状病毒、脑膜炎奈瑟菌、金黄色葡萄球菌和化脓链球菌等病原体感染样本无交叉反应。检测企业阴阳性工作参考品，阴、阳性符合率均为 100%。
2. 精密度
批内、批间与日内、日间重复性好，检测结果 Ct 值的变异系数（CV%）≤5%。
3. 最低检测限
本试剂盒最低检测限为 6.5TCID50/ml。4.干扰物质
样本中含有羟甲唑啉（200μg/ml）、倍氯米松（200μg/ml）、硫磺（100μg/ml）、薄荷脑（100μg/ml）、扎那米韦（200μg/ml）、纯化粘蛋白（200μg/ml）、人血液（小于 20%,v/v），等对本试剂盒的检测无明显影响。样本中分别加入一定比例的治疗药物， 如常见抗感冒药物、糖皮质激素、抗生素等对本试剂盒的检测无影响。
【注意事项】
1. 本品仅用于体外检测，使用前请仔细阅读本说明书。
2. 实验前请熟悉和掌握需使用的各种仪器的操作方法和注意事项，对每次实验进行质量控制。
3. 实验室管理应严格按照PCR基因扩增实验室的管理规范，实验人员必须进行专业培训，实验过程严格分区进行，所用消耗品应灭菌后一次性使用，实验操作的每个阶段使用专用的仪器和设备，各区各阶段用品不能交叉使用。
4. 所有检测样品应视为具有传染性物质，实验过程中穿工作服，戴一次性手套并经常替换手套以避免样品间的交叉污染；样本操作、废弃物处理均需符合相关法规要求：卫生部《微生物生物医学实验室生物安全通用准则》和《医疗废物管理条例》。
5. 所有的试剂在使用前，均需在室温下充分融化、混匀后使用。提取样本核酸前，请确保提取试剂1、2、3、4的温度平衡至室温或以上，建议室温放置1小时以上或置于30℃ 水浴30分钟以上。静置的提取试剂1会形成棕色沉淀，使用前须充分混匀。甲型流感病毒 增强剂易粘着于管壁，使用前请瞬时离心数秒。
6. 若实时荧光PCR 仪仅有双通道 (如FAM 和 ROX)，可忽略内标监测，则 1.2 步骤中请不要加内标，以免引起多色荧光干扰。
7. 对于检测为阴性的样本，应确定甲型流感病毒 内标的扩增信号是否正常，以保证实验操作和检测试剂的正常使用以及抑制样本的出现，避免假阴性结果；对于阳性检测样本，甲型流感病毒内标的扩增信号可不予考虑。
8. 由于甲型流感病毒 为RNA 病毒，操作过程中应特别注意防止 RNase 对RNA 的降解作用，所有使用的器皿、加样枪等均为专用， 离心管、PCR 管、吸嘴一次性耗材等均为DNase、RNase Free 的。
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【基本信息】
注册人/生产企业名称：圣湘生物科技股份有限公司住所：长沙高新技术产业开发区麓松路 680 号
联系方式：0731-88883176	传真号码：0731-88884876
售后服务单位名称：圣湘生物科技股份有限公司
联系方式：0731-88883176	传真号码：0731-88884876
生产地址：长沙高新技术产业开发区麓松路 680 号
生产许可证编号：湘食药监械生产许 20150036 号
【医疗器械注册证编号/产品技术要求编号】国械注准 20163401704
【说明书核准日期及修改日期】2019 年 10 月 10 日
【生产日期】:请见外包装盒
【失效日期】:请见外包装盒
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