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『灵敏性与质量控制』
在本实验条件下，使用本试剂盒可检测低至10个拷贝的DNA分子。
『注意事项』
1. 选用无外源核酸与酶的试剂和耗材。
2. 不合理的样本采集、转运、储存及处理过程均有可能导致错误的检测结果。
3. 为了确保实验结果的可靠性，每次实验均应设置阳性和阴性对照。
4. 实验中用过的枪头和离心管请直接打入盛有84消毒液的废物缸内，并与其他废弃物品一同灭菌后丢弃。
5. 工作台及各种实验用品定期用0.1%新洁尔灭或75%乙醇进行消毒。
6. 仅限科学研究使用，不作为临床诊断依据。

『技术支持信息』
如有任何问题或欲索取更多产品信息，请Email至mylab_sales@163.com或拨打电话：010-82893546。



北 京 美 莱 博 医 学 科 技 有 限 公 司
地 址：北京市丰台区海鹰路8号金伟凯大厦103室
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『规格』100次
『背景资料』非洲猪瘟（英文缩写：ASFV）是引起猪急性内出血的烈性传染病。其发病过程短，感染死亡率高达100%，非洲猪瘟病毒与减毒活疫苗，在感染初期有相似的症状，只能依靠核酸检测判断其野毒感染或疫苗毒感染。
『适用范围』适用于全血、血清、口腔拭子、鼻腔拭子、眼睑拭子、肛门拭子、唾液、扁桃体、肺脏、脾脏、淋巴结、肌肉等动物样品及饲料、灰尘等环境样品中的非洲猪瘟病毒DNA检测。
『核酸提取』核酸提取可采用商品化的病毒DNA提取试剂盒，并按照试剂盒说明书提取待检测样品DNA。
『组成及保存条件』
	编号
	试剂盒组成
	体积(100次)
	保存条件

	1
	非瘟WV-qPCR反应液
	750μl×2
	-20℃

	2
	非瘟WV阳性对照
	50μl
	-20℃

	3
	超纯水
	1ml
	-20℃


『实验要求』 
1、实验操作时全程需要带手套和口罩。
2、试剂盒中各组分应避免反复冻融（不超过10次）。
3、采样过程中样品不得交叉污染。
4、加样时样品应完全落入反应液中，加样后应尽快压紧管盖。
5、核酸反应液分装时应尽量避免产生气泡。
6、将样品DNA提取、试剂配制及加样、PCR扩增，分3个区操作。
7、冷链运输，零下20度存放，并在有效期内使用。
『适用仪器』 Roche96/480、ABI各型号、伯乐、安捷伦、博日、宏石等各种实时荧光定量PCR仪。
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· 制备反应液: 
室温溶解非瘟WV-qPCR反应液，混匀，稍离心后，配制反应体系。每反应的终体积为25l。
	组成成分
	用量

	非瘟WV-qPCR反应液（探针法）
	15μl

	DNA模板
	10μl


如果反应非25μl体系，可以按照上述比例更改成分用量。
· 扩增条件:
	反应条件
	反应时间
	循环数

	95℃
	3分钟
	1

	95℃
60℃
	10秒
	42

	
	20秒（荧光检测）
	


  注：请使用FAM与HEX检测通道。实验完成后，请将阈值线设定于刚好超过阴性对照品扩增曲线（无规则的噪音线）的最高点为准。
结果判定 
1. 阳性对照的Ct值小于28，并出现典型的扩增曲线；阴性对照无数值；二者均成立时可判定实验成立，否则实验判为无效。
2. 如果Ct值≤40，可判定为阳性。
3. 如果Ct值为0或无数值，则判定为阴性。
4. 如果40≤Ct<42则判定为样品可疑，需将样品进行复检，复检结果相同，则判定为阳性，否则判定为阴性。
5. [bookmark: _GoBack]如果检测样本有不规则扩增曲线，且显示 Ct 值，则需要对该样本复检。
6. FAM通道阳性，HEX通道阴性，为非洲猪瘟野毒感染；FAM通道阳性，HEX通道阳性，为非洲猪瘟疫苗毒感染；FAM通道阴性，HEX通道阴性，为非洲猪瘟野毒与疫苗毒阴性；FAM通道阴性，HEX通道阳性，为操作环境污染，需复检。
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