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Popis byl vytvořen automaticky]
Virus opičích neštovic Real Time PCR Kit 
Návod k použití
Pouze pro výzkumné účely.
Kat.č.: PDPS-AR064
Č. šarže: (viz obal produktu)

1.Úvod
Creative Biogene Virus opičích neštovic Real Time PCR kit se používá pro detekci viru opičích neštovic ve vzorcích séra nebo exsudátu z lézí. Kit obsahuje specifický systém ihned připravený k použití pro detekci viru opičích neštovic pomocí reverzně transkripční polymerázové řetězcové reakce (RT-PCR) v reálném času.
2. Účel použití
Virus opičích neštovic Real Time PCR kit je test pro detekci viru opičích neštovic ve vzorcích séra nebo exsudátu z lézí 
3. Princip PCR v reálném času
Princip detekce v reálném čase je založen na fluorogenním 5'nukleázovém testu. Během PCR reakce DNA polymeráza štěpí sondu na 5' konci a odděluje reportérové ​​barvivo od zhášecího barviva pouze tehdy, když sonda hybridizuje s cílovou DNA. Toto štěpení má za následek uvolnění fluorescenčního signálu díky štěpení reportérového ​​barviva, který je monitorován v reálném čase pomocí PCR detekčního systému. Cyklus PCR, při kterém dochází ke zvýšení fluorescenční signálu je detekován (Ct) a je úměrný množství specifického PCR produktu. Monitorování intenzity fluorescence v reálném čase umožňuje detekci akumulace produktu, aniž by bylo nutné znovu otevírat reakční zkumavku po amplifikaci.
4. Popis produktu
Virus opičích neštovic je virus, který způsobuje onemocnění opičích neštovic jak u lidí, tak zvířat. Virus opičích neštovic je orthopox virus, rod z čeledi Poxviridae, který obsahuje další virové druhy, které infikují savce. Virus se vyskytuje hlavně v tropických deštných pralesech v oblastech střední a západní Afriky. Primární cestou infekce je považován kontakt s infikovanými zvířaty nebo jejich tělesnými tekutinami. Genom není segmentován a obsahuje jedinou molekulu lineární dvouvláknové DNA o délce 185 000 nukleotidů. 
Virus opičích neštovic Real Time PCR kit obsahuje specifický systém ihned připravený k použití pro detekci viru opičích neštovic pomocí polymerázové řetězové reakce (PCR) v systému real-time PCR. Master mix obsahuje činidla a enzymy pro specifickou amplifikaci DNA viru opičích neštovic. Fluorescence je vyzařována a je měřena optickou jednotkou real time systémů během PCR. Detekce amplifikovaného DNA fragmentu viru opičích neštovic se provádí ve fluorimetrickém kanálu FAM s fluorescenčním zhášečem BHQ1. DNA extrakční pufr je k dispozici v kitu a vzorky séra nebo exsudátu z lézí se používají pro extrakci DNA. Navíc kit obsahuje systém pro identifikaci možné inhibice PCR pomocí měření fluorescence HEX/VIC/JOE interní kontroly (IC). Dodávaná externí pozitivní kontrola je definovaná jako 1×10^7 kopií/ml a umožňuje stanovení genové zátěže. Další informace naleznete v části 10.3 Kvantifikace
5. Obsah kitu
	Ref.
	Typ reagencie
	Dodávka
25 reakcí

	1
	DNA Extrakční pufr
	1 lahvička, 1.8ml

	2
	MPV Reakční Mix
	1 lahvička, 950μl

	3
	PCR Enzymový Mix
	1 lahvička, 12μl

	4
	Voda molekulární jakosti
	1 lahvička, 400μl

	5
	Interní kontrola (IC)
	1 lahvička, 30μl

	6
	MPV Pozitivní kontrola (1×10^7 kopie/ml)
	1 lahvička, 30μl



Citlivost analýzy: 5×10^3 kopií/ml
LOQ: 1×10^4~1×10^8 kopií/ml
Poznámka: Citlivost analýzy závisí na objemu vzorku, objemu eluce, metodě extrakce nukleových kyselin a dalších faktorech. Pokud použijete DNA extrakční pufr v kitu, citlivost analýzy je stejná, jak se deklaruje. Když je však objem vzorku desetkrát nebo dokonce stokrát větší než eluční objem díky koncentrační metodě, může být mnohem vyšší.
6. Skladování
• Všechny reagencie by měly být skladovány při -20°C. Skladování při +4°C není doporučeno.
• Všechny reagencie lze používat do data expirace uvedeného na obalu kitu.
• Je třeba se vyhnout opakovanému rozmrazování a zmrazování (>3x), může to snížit citlivost testu.
• Během pracovních kroků všechna činidla udržujte v chladu.
• Super mix by měl být skladován v temnu.

7. Dodatečně požadované materiály a zařízení
• Biohazard box 
• Vortex
• Kryokontejner
• Sterilní špičky s filtry pro mikropipety
• Jednorázové rukavice, bez pudru
• Lednička a mraznička
• Real time PCR systém
• Real time PCR reakční zkumavky/destičky 
• Pipety (0,5μl – 1000μl)
• Sterilní mikrozkumavky
• Nádoba na biologický odpad
• Stojany na zkumavky
• Stolní mikrocentrifuga pro zkumavky typu „eppendorf“ (RCF max. 16 000 x g)

8. Varování a bezpečnostní opatření
• Před zahájením postupu si pozorně přečtěte tento návod.
• Pouze pro diagnostické použití in vitro.
• Tento test musí provádět kvalifikovaný personál.
• Klinické vzorky by měly být považovány za potenciálně infekční materiály a měly by být připravovány v boxu s laminárním prouděním.
• Tento test musí být proveden v souladu se správnou laboratorní praxí.
• Nepoužívejte kit po datu expirace.
• Vyhněte se opakovanému rozmrazování a zmrazování činidel, může to snížit citlivost testu.
• Jakmile jsou reagencie rozmrazeny, promíchejte je na vortexu a krátce odstřeďte zkumavky před použitím.
• Rychle připravte reakční směs na ledu nebo v chladícím bloku.
• Vymezte dvě samostatné pracovní oblasti: 
1) Izolace RNA/DNA
2) Amplifikace/detekce amplifikačních produktů.
• Pipety, zkumavky a jiné pracovní materiály by neměly cirkulovat mezi pracovními jednotkami.
• Vždy používejte sterilní špičky s filtry.
• V každé oblasti noste samostatné pláště a rukavice.
• Nepipetujte ústy. V laboratoři nejezte, nepijte, nekuřte.
• Vyhněte se aerosolům.

9. Odběr vzorků, skladování a přeprava
• Odebírejte vzorky do sterilních zkumavek;
• Vzorky lze okamžitě extrahovat nebo zmrazit při -20°C až -80 °C.
• Přeprava klinických vzorků musí být v souladu s místními předpisy pro přepravu etiologických agens.

10. Postup
10.1 Extrakce DNA
DNA extrakční pufr je součástí kitu, prosím důkladně rozmrazte pufr a před použitím krátce odstřeďte v odstředivce. Je lepší použít komerční kit pro extrakci nukleových kyselin.
1) Napipetujte 50 µl vzorku (sérum nebo exsudáty z lézí rozpuštěné v 1 ml fyziologického roztoku) do 0,5ml zkumavky, přidejte 50µl DNA extrakčního pufru, uzavřete zkumavku a poté 10 sekund vortexujte. Krátce odstřeďte na stolní odstředivce.
2) Inkubujte zkumavku 10 minut při 100 °C.
3) Centrifugujte zkumavku při 13000 ot./min po dobu 10 minut. Supernatant obsahuje extrahovanou DNA a lze ji použít jako templát pro PCR.
10.2 Interní kontrola
Do reakční směsi je nutné přidat interní kontrolu (IC). Interní kontrola (IC) umožňuje uživateli stanovit a kontrolovat možnost inhibice PCR.
Přidejte interní kontrolu (IC) 1 µl/rxn a výsledek se zobrazí v HEX/VIC/JOE.
10.3 Kvantifikace
Kit lze použít pro kvantitativní nebo kvalitativní RT PCR v reálném čase.
Pro provádění kvantitativní PCR v reálném čase se musí nejprve připravit ředění standardu podle schématu níže. K ředění se používá voda molekulární jakosti.
Krok ředění není nutný pro provedení kvalitativního PCR v reálném čase.
Vezměte pozitivní kontrolu (1×10^7 kopií/ml) jako výchozí maximum standardu v první zkumavce. Respektive napipetujte 36μl vody molekulární jakosti do dalších tří zkumavek. Proveďte tři ředění podle schématu níže:
[image: ]
Pro generování standardní křivky na systému v reálném čase, všechny čtyři standardy ředění by měly být použity a měly by být definovány jako standardy s odpovídající koncentrací.
Pozor:
A. Před dalším přenosem důkladně promíchejte.
B. Pozitivní kontrola (1×10^7 IU/ml) obsahuje vysokou koncentraci cílové DNA. Proto buďte při ředění opatrní, abyste se vyhnuli kontaminaci.
10.4 Protokol PCR
Objem Master Mixu pro každou reakci by měl být pipetován následovně:

[image: ]
[image: ]
*Tento systém je pouze pro Smart Cycler II
· PCR systém bez HEX/VIC/JOE kanálu může být ošetřen s 1 µl vody molekulární jakosti místo 1 µl IC.
1) Objemy reakční směsi a směsi enzymů na reakci vynásobte počtem vzorků, který zahrnuje i počet kontrol, standardů a připravených vzorků. Voda molekulární jakosti je použita jako negativní kontrola. Z důvodů nepřesného pipetování vždy přidejte další virtuální vzorek. Zcela promíchejte a poté odstřeďte krátce v odstředivce.
2) Napipetujte 36 µl (22,5 µl pro SmartCycler II) Master Mixu mikropipetou se sterilní špičkou s filtrem do každé real time PCR destičky/zkumavky. Samostatně přidejte 4 µl (2,5 µl pro SmartCycler II) DNA vzorku, pozitivní a negativní kontroly do různých reakčních destiček/zkumavek. Okamžitě uzavřete destičku/zkumavky, abyste se vyhnuli kontaminaci.
3) Krátce odstřeďte, aby se Master Mix shromáždil na dně reakčních zkumavek.
4) Spusťte v přístroji následující protokol
	37°C - 2min
	1 cyklus

	94°C - 2min
	1 cyklus

	93°C - 5s, 
60°C - 30s 
(Fluorescence je měřena při 60°C)
	40 cyklů

	Výběr fluorescenčních kanálů
	

	FAM
	Cílová nukleová kyselina

	HEX/VIC/JOE
	IC



5) Pokud používáte systém ABI Prism®, vyberte prosím „žádný“ jako pasivní referenci a zhášeč.
11. Nastavení prahu: těsně nad maximální úrovní vody molekulární jakosti.
12. Kalibrace pro kvantitativní detekci: Zadejte koncentraci každé standardní kontroly na konci cyklu a automaticky se vytvoří standardní křivka.
13. Kontrola kvality: Negativní kontrola, pozitivní kontrola, interní kontrola a QS křivka musí být provedena správně, jinak výsledky vzorku jsou neplatné.
	Kontrola
	Hodnota Ct

	
	FAM
	HEX/VIC/JOE

	Voda molekulární jakosti
	blank
	25～35

	Pozitivní kontrola (kvalitativní test)
	≤35
	---

	QS (kvantitativní detekce)
	Korelační koeficient QS křivky ≤ -0,98



14. Analýza dat a interpretace: následující příklady výsledků jsou možné:
	
	Hodnota Ct
	Výsledky analýzy

	
	FAM
	HEX/VIC/JOE
	

	1
	blank
	25-35
	Pod detekčním limitem nebo negativní.

	2
	≤38
	---
	Pozitivní a software znázorní kvantitativní hodnotu

	3
	38-40
	25-35
	Opakujte test, pokud je stále 38-40, interpretujte jako 1

	4
	blank
	blank
	Inhibice PCR, žádná diagnóza nemůže být stanovena



Pro použití s ABI Prism® 7000/7300/7500/7900/Step One Plus; iCycler iQ™4/iQ™5; Smart Cycler ll; BioRad CFX 96; Rotor Gene™ 6000; Mx3000P/3005P; MJ-Option2/Chromo4; LightCycler®480 přístroj.
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+ Transportation of clinical specimens must comply with loca

Teguiations for the transport of etiologic agents.
10. Procedure

10.1 DNA-Extraction

DNA extraction buffer is supplied in the kit, please thaw the buffer
thoroughly and spin down briefly in the centrifuge before use. Its
better to use commercial kits for nucleic acid extraction.

1) Pipet 504 sample (serum, or lesion exudates dissolved in 1ml
saline) to a 0.5m tube, add 504 DNA extraction buffer, close the
tube then vortex for 10 seconds. Spin down briefly in a table
centrifuge.

2) Incubation the tube for 10 minutes at 100 C.

3) Centrifuge the tube at 13000rpm for 10 minutes. The supematant
contains the DNA extracted and can used for the PCR template

10.2 Internal Control

It is necessary to add intemal control (IC) in the reaction mix.
Interal Control (IC) allows the user to determine and control the
possibility of PCR inhibition.

Add the interal control (IC) 1p/rxn and the result will be shown in
the HEX/VIC/JOE.

10.3 Quantitation

The kit can be used for quantitative or qualitative real-ime RT-
PCR.

For performance of quantitative real-time PCR, Standard
dilutions must prepare first as follows. Molecular Grade Water
is used for dilution.

The step of dilution is not needed for performance of qualitative
real-time PCR.

Take positive control (1x10°7 copies/mi) as the starting high
standard in the first tube. Respectively pipette 36ul of Molecular
Grade Water into next three tubes. Do three dilutions as the
following figures:

4ul 4ul

Email: info@creative-biogene.com
OR
215u 0.4l 1 b0 pl
ReaconMix  EnzymeMx  Intemal Control
o Freeie e
229
Master Mix
254 25
Extraction DNA Master Mix
Reaction
Plate/Tube
“This system is
PCR only for Smart
Instrument Cycler Il

5PCR system without HEXVIC/JOE channel may be treated
with 1yl Molecular Grade Water instead of 1 IC.

1) The volumes of Reaction Mix and Enzyme Mix per reaction
multiply with the number of samples, which includes the number of
controls, standards, and sample prepared. Molecular Grade Water is
used as the negative control. For reasons of unprecise pipetting,
always add an extra virtual sample. Mix completely then spin down
briefly in a centrifuge.

2) Pipet 36 (2254 for SmartCycler Il) Master Mix with
micropipets of sterile filter ips to each of the Real time PCR reaction

plate/tubes. Separately add 4 (2.5 for SmartCycler 1) DNA
sample, posiive and negative controls to different reaction
plate/tubes. Immediately close the plateftubes to  avoid
contamination.

3) Spin down briefly in order to collect the Master Mix in the bottom
of the reaction tubes.

4) Perform the following protocol in the instrument:
37°C for 2min fcycle
94C for 2min fcycle
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Monkeypox Virus Real Time PCR Kit
User Manual

For Research Use Only
Cat. No.: PDPS-AR064
Lot. No.: (See product label)

1. Introduction

Creative Biogene Monkeypox Virus real time PCR kit is used for the
detection of Monkeypox Virus in serum or lesion exudate samples.
The kit contains a specific ready-to-use system for Monkeypox Virus
detection through Reverse Transcription Polymerase Chain
Reaction (RT-PCR) in the real-time PCR system

2. Intended Use

‘The Monkeypox Virus real time PCR kit is a test for the detection of
Monkeypox Virus in serum or lesion exudate samples in real time
PCR systems.

3. Principle of Real-Time PCR

The principle of the real-time detection is based on the fluorogenic
S'nuclease assay. During the PCR reaction, the DNA polymerase
cleaves the probe at the 5' end and separates the reporter dye from
the quencher dye only when the probe hybridizes to the target DNA.
This cleavage results in the fluorescent signal generated by the
cleaved reporter dye, which is monitored real-time by the PCR
detection system. The PCR cycle at which an increase in the
fluorescence signal is detected initially (Ct) is proportional to the
amount of the specific PCR product. Monitoring the fluorescence
intensities during Real Time allows the detection of the accumulating
product without having to re-open the reaction tube after the
amplification.

4. Product Description

Monkeypox virus is the virus that causes the disease monkeypox in
both humans and animals. Monkeypox virus is an Orthopox virus, a
genus of the family Poxviridae that contains other viral species that
target mammals. The virus is mainly found in tropical rainforest
regions of central and West Africa. The primary route of infection is
thought to be contact with the infected animals or their bodily fluids.
The genome is not segmented and contains a single molecule of

6 | VPV Posiive Contal( X107 [ 0
copies/ml)

‘Analysis sensitivity: 5x10°3 copies/mi;

LOQ: 1x10%4~1x10"8 copies/ml.

Note: Analysis sensitivity depends on the sample volume, elution
volume, nucleic acid extraction methods and other factors. If you use
the DNA extraction buffer in the kit, the analysis sensitivity is the
same as it declares. However, when the sample volume is dozens or
even hundreds of times greater than elution volume by some
concentrating method, it can be much higher.

6. Storage

* Al reagents should be stored at -20 C. Storage at +4 C is not
recommended.

+ Al reagents can be used until the expiration date indicated on the
kit label

+ Repeated thawing and freezing (>3x) should be avoided, as this
may reduce the sensitivity of the assay.

+ Cool all reagents during the working steps.

+ Super mix should be stored in the dark.

7. Additionally Required Materials and Devices

+ Biological cabinet

* Vortex mixer

+ Cryo-container

+ Sterie filter tips for micro pipets

+ Disposable gloves, powderless

* Refrigerator and Freezer

* Real time PCR system

* Real time PCR reaction tubes/plates

+ Pipets (0.5u1 - 10004)

+ Sterile microtubes

+ Biohazard waste container

+ Tube racks

+ Desktop microcentrifuge for “eppendor? type tubes (RCF max.
16,000 x g)

8. Warnings and Precaution

+ Carefully read this instruction before starting the procedure.

« For in vitro diagnostic use only.
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For performance of quantitative real-time PCR, Standard
lutions must prepare first as follows. Molecular Grade Water
is used for dilution.

The step of dilution is not needed for performance of qualitative
real-time PCR.

Take positive control (1x10°7 copies/mi) as the starting high
standard in the first tube. Respectively pipette 36ul of Molecular
Grade Water into next three tubes. Do three dilutions as the
following figures:

% 4pl % 4ul% 4ul

1x1087

1x10%6 1x1085 1x10%4 copies/ml

To generate a standard curve on the real-time system, all four
dilution standards should be used and defined as standard with
specification of the corresponding concentrations.

Attention:

A. Mix thoroughly before next transfer.

B. The positive control (1107 IU/mi) contains high concentration of
the target DNA. Therefore, be careful during the dilution in order to
avoid contamination.

10.4 PCR Protocol
The Master Mix volume for each reaction should be pipetted as
follows:
35ul 04l 1 b0 i
Reaction Mix Enzyme Mix  Intenal Control
e
3644l
Master Mix
~_
4l 36l
Extraction DNA Master Mix
Reaction
Plate/Tube
PCR
Instrument

briefly in a centrifuge.
2) Pipet 36ul (2254 for SmartCycler Il Master Mix with
micropipets of sterile fiter tips to each of the Real fime PCR reaction

plate/tubes. Separately add 4 (2.5 for SmartCycler 1) DNA
sample, posiive and negative controls to different reaction
plate/tubes. Immediately close the plateftubes to  avoid
contamination.

3) Spin down briefly in order to collect the Master Mix in the bottom
of the reaction tubes.
4) Perform the following protocol in the instrument:

37°C for 2min Teydle
94°C for 2min Teydle

93°C for 5sec,

60°C for 30sec

(Fluorescence measured at 40cycles

60C)

Selection of fluorescence channels

FAM Target Nudleic Acd
HEX/VICIJOE ic

5) I you use ABI Prism® system, please choose “none” as passive
reference and quencher.

11.Threshold setting: just above the maximum level of molecular
grade water

12.Calibration for quantitative detection: Input each concentration
of standard controls at the end of run, and a standard curve will be
automatically formed

13. Quality control: Negative control, Positive control, internal
control and QS curve must be performed correctly, otherwise the
‘sample results is invalid.

Control Ctvalue
FAM HEXIVICIJOE

Wolecular Grade

Wator Blank 25~35

Posttive Control <35 —

(qualitative assay)

QS (quantitative Correlation coefficient of QS curves
detection) —0.98
14. Data Analysis and Interpretation ; The following sample

results are possible:
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