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 取扱説明書_  

KANEKA Direct PCR Kit "EHEC/Salmonella/Shigella(4ch.)" 

 

基本的注意事項 

⚫ 本製品を使用する際、保護具（保護着、手袋、保護メガネ、マスク等）を着用の上、試薬が目や口、皮膚、粘

膜に触れないように注意してください。万が一、試薬に触れてしまった場合は、大量の水で十分に洗い流し、

必要に応じて医師の診察を受けてください。 

⚫ 本取扱説明書に記載された操作手順に従って使用してください。本取扱説明書に記載のない手順で実施して得

られた検出結果の妥当性はお客様にて検証してください。 

⚫ 本製品は研究用試薬であり、疾病の診断またはその補助の目的で使用することはできません。 

⚫ 本製品で得られた結果の判断・利用については、お客様の責任のもと実施してください。結果の判断・利用に

よって生じた損害や損失について、当社は直接・間接を問わず一切の責任を負いません。 

 

１． 本製品の概要 

本製品は、蛍光プローブを組み合わせた PCR（Polymerase Chain Reaction）法により、腸管出血性大腸菌

（Enterohemorrhagic Escherichia coli, 以下、EHEC）、サルモネラ属菌（Salmonella spp.）及び赤痢菌（Shigella 

spp.）の核酸を同時に検出・判別するための試薬です。 

反応液中に含まれる蛍光プローブは 3’末端側をクエンチャーで、5’末端側を蛍光物質（EHEC 検出用：Cyanine 

5、サルモネラ属菌：TEX615、赤痢菌：FAM）で修飾されており、4 種類のデオキシヌクレオシド三リン酸を

取り込みながら DNA を伸長する過程で蛍光プローブは分解し、それまでクエンチャーによって消光されてい

た蛍光物質が遊離し、蛍光を発します。PCR の各サイクルにおける蛍光をリアルタイム PCR 装置で測定し、

各蛍光の増幅曲線の立ち上がりから EHEC、サルモネラ属菌及び赤痢菌に由来する核酸の有無を判定します。

また、内部標準系を備えるため、試料に含まれる妨害物質による PCR 阻害等を確認できます。 

 

２． 製品構成/保存条件 

  ※1. 酵素、基質等を含みます。 

  ※2. 蛍光標識プローブを含んでいるため、遮光して保管してください。 

 

 

 

 

内容物 容量（200 テスト） 保管温度 使用期限 

● PCR Enzyme Mix※1 1000 µL×1 本 

－10℃以下 製造後 2 年 
● Primer & Probe Mix [EP4ch.]※2 1000 µL×1 本 

〇 RNase Free Water 1000 µL×2 本 

● 20X Dye Solution 1000 µL×1 本 
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３． 使用方法 

3.1. 本製品以外に必要な試薬・器具・機器等 

 滅菌蒸留水 

 マイクロピペットおよびマイクロピペット用フィルター付きチップ 

 リアルタイム PCR 装置（FAM、HEX、ROX、Cyanine 5 検出チャネルを備える装置） 

 インキュベーター（1.5 mL 用、95℃以上の加熱が可能な装置） 

 PCR チューブ（0.2 mL） 

 マイクロチューブ（1.5 mL） 

 卓上遠心機 

 KANEKA Positive Control “EP”（別売、製品コード：KN-T101602） 

 

3.2. 検体からの核酸抽出 

糞便を本製品の検体として用います。 

① 1.5 mL チューブに滅菌蒸留水を 500 µL ずつ分注してください。 

② 採便棒等で糞便を採取し、①で分注した滅菌蒸留水に懸濁させ、1 検体あたり 5-10% w/v の糞便懸濁液を

調製してください。 

③ 検体をプールする場合は、②で調製した糞便懸濁液を各 10 µL ずつ採取し、糞便懸濁液の混合液を調製し

てください（最大 50 検体プールまで可能）。検体数が 10 未満の場合は混合液が計 100 µL 以上になるよう

に液量を変更してください。 

（例）2 検体の場合：糞便懸濁液を各 50 µL ずつ採取 

      4 検体の場合：糞便懸濁液を各 25 µL ずつ採取 

④ ②もしくは③で調製した糞便懸濁液を 95℃で 5 分加熱してください。 

⑤ 加熱後、3,000 rpm で 5 min.遠心し、上清を回収します。⑥を実施しない場合はこれを核酸抽出液として用

います。 

⑥ Option：回収した上清 95 µL と 20×Dye Solution 5 µL（●）を混合し、これを核酸抽出液として用います

（検体が青色に着色されるため、以降の分注操作の目視確認が容易になります）。本工程⑥は省略可能です。 

 

3.3. マスターミックスの調製 

① 使用する前に各試薬を完全に解凍してください。解凍後は転倒混和等によりしっかりと混合し、蓋を開け

る前にスピンダウンしてください。 

② 下表の組成に従い、必要反応数+αのマスターミックスを用時調製してください。 

 

1 反応分のマスターミックス 

 

 

 

 

 

試薬名 添加量 

●Primer & Probe Mix [EP4ch.] 5 µL   

〇RNase Free Water 8 µL   

●PCR Enzyme Mix 5 µL   

Total 18 µL   
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3.4. PCR 反応液の調製 

＜検体＞ 

3.3 で調製したマスターミックス 18 µL を PCR チューブに加えてください。その後、3.2 で調製した核酸抽

出液 2 µL を添加し、よく混合してください。混合後、スピンダウンしてください※3。 

※3. 反応液調製後は、速やかに PCR 反応を実施してください。 

 

＜コントロール反応液＞ 

結果判定を適切に行うため、陰性コントロール、陽性コントロールを添加した反応液を調製してください

（測定毎に少なくとも各々1 反応分ずつ調製してください）。 

① 陰性コントロールとしては、キット付属の RNase Free Water を、陽性コントロールとしては、別売

の KANEKA Positive Control “EP”を使用してください。 

② マスターミックスを 18 µL 添加した PCR チューブに、陰性または陽性コントロール 2 µL を添加し、

よく混合してください。混合後、スピンダウンしてください。 

 

3.5. PCR 反応 

リアルタイム PCR 装置に 3.4.で調製した反応液入りの PCR チューブをセットして、下表の条件にて PCR

反応を行ってください。蛍光検出には、使用するリアルタイム PCR 装置の取扱説明書を確認し、以下の蛍光

検出チャネルを選択してください。 

 

PCR 条件 

 

 

 

 

 

 

蛍光検出チャネル 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ステップ 温度 反応時間 サイクル数 蛍光検出 

1 98℃ 20 秒 1 OFF 

2 
98℃ 5 秒 

45 
OFF 

60℃ 20 秒 ON 

検出項目 蛍光検出 ch. 

赤痢菌 FAM 

内部標準コントロール（IC） HEX 

サルモネラ属菌 ROX 

EHEC Cyanine 5 
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４． 判定方法 

PCR 反応終了後は、増幅曲線を確認し、使用するリアルタイム PCR 装置の取扱説明書等の指示に従い解析

してください。以下に示す基準に従い、結果を判定してください（判定を PC 上で実施する判定補助ソフトも

用意しております。詳細は本取扱説明書の末尾に記載のお問い合わせ先へご連絡ください）。 

 

判定基準 

増幅曲線の立ち上がりが見られ Ct 値が算出される場合は「＋（検出）」※4、反応時間内に増幅曲線の立ち上

がりが見られない場合は「－（不検出）」※5 とする。 

 

判定例 

検出項目 EHEC サルモネラ属菌 赤痢菌 IC 
判定例 

検出 ch. Cyanine 5 ROX FAM HEX 

陰性コントロール － － － ＋ ※6 

陽性コントロール ＋ ＋ ＋ ＋／－ ※7 

1 ＋ － － ＋／－ EHEC 陽性 

2 － ＋ － ＋／－ サルモネラ属菌陽性 

3 － － ＋ ＋／－ 赤痢菌陽性 

4 ＋ ＋ － ＋／－ EHEC/サルモネラ属菌陽性 

5 ＋ － ＋ ＋／－ EHEC/赤痢菌陽性 

6 － ＋ ＋ ＋／－ サルモネラ属菌／赤痢菌陽性 

7 － － － － 判定不可（再検推奨） 

 

※4. リアルタイム PCR 装置の機種によっては、増幅曲線の形状により適切に自動判定されない場合があり

ます。必ず増幅曲線の形状を確認し、必要に応じてリアルタイム PCR 装置の取扱説明書に従い Manual

設定を行ってください。 

※5. 陰性と判定された場合でも、本製品の検出下限未満の標的由来核酸が存在する可能性があります。 

※6. 陰性コントロールを測定した場合、IC は「＋」となり、IC 以外は全て「－」であることを確認してく

ださい。IC 以外が「＋」となった場合は、コンタミネーションの疑いがあるため、器具や作業環境を

除染して再測定を行ってください。 

※7. 陽性コントロールを測定した場合、EHEC、サルモネラ属菌、赤痢菌が全て「＋」となることを確認して

ください。この場合、IC は「－」でも問題ございません。IC 以外の項目で「－」が確認された場合は、

機器の設定を確認して再測定を行ってください。 

 

5．使用上の注意事項 

⚫ 本取扱説明書に記載する保存条件や使用期限を厳守してください。 

⚫ 本製品の仕様は予告なく変更される場合があります。 

⚫ 使用する器具や機器類について、製造・販売元が指定する使用方法に従ってください。 

⚫ マイクロピペット用チップは使用毎に交換し、コンタミネーションに注意してください。また、マイクロピペ

ット用チップはフィルター付きのものを使用してください。 
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⚫ 本製品の使用前後に、0.55%次亜塩素酸ナトリウム水溶液や DNA 除去剤、紫外線（UV）等を用いて実験台等

をクリーニングしてください。 

⚫ コンタミネーションによる誤判定を防ぐため、核酸抽出、PCR 反応液の調製、リアルタイム PCR 装置による

増幅・検出の各ステップは、別々の区域で実施することを推奨しております。また、増幅後の反応チューブを

開けないようにしてください。 

⚫ 内容物の飛散を避けるため、試薬や核酸抽出液等の入ったチューブを開ける前に、卓上遠心機等でスピンダウ

ンを行ってください。 

⚫ コンタミネーションが確認された場合、使用する器具や機器類について、製造・販売元が指定する方法でクリ

ーニングしてください。 

⚫ 試薬の凍結融解は 15 回までとしてください。 

⚫ 本製品や PCR 反応液、核酸抽出液等を廃棄する場合は、当該地域の廃棄物に関する規則、および、当該施設の

規則に従い、衛生面、環境面に配慮し廃棄してください。 

⚫ PCR 反応後は、反応容器の蓋を開けず廃棄してください。PCR 増幅産物による汚染を防ぐため、オートクレ

ーブ処理は行わないでください。 

⚫ 本製品は以下のリアルタイム PCR 装置で性能を確認しております。他機種をご利用の場合、検出結果の妥当

性はお客様にて検証してください。 

CronoSTAR™ 96 Real-Time PCR System(4ch)（タカラバイオ社） 

LightCycler™ 96 System（ロシュ・ダイアグノスティックス社） 

 

本取扱説明書上に記載されている他社の商品名および製品名は、それぞれ他社の商標または登録商標です。 

 

＜問い合わせ先＞ 

株式会社カネカ Medical Solutions Vehicle  

〒530-8288 大阪市北区中之島 2-3-18 

URL https://www.kaneka-labtest.com/contact-us/ 


