
 

 

PCR Kit 
 

Tento n§vod je urĽenĩ pro pr§ci se soupravami: 
 

Mycobacterium tuberculosis PCR Kit  
Mycoplasma pneumoniae PCR Kit 
Legionella pneumophila PCR Kit 
Chlamydia pneumoniae PCR Kit 

 
Chlamydia trachomatis PCR Kit  
Neisseria gonorrhoeae PCR Kit 

 
Borrelia burgdorferi PCR Kit  

 
Cytomegalovirus (CMV) PCR Kit  

Epstein-Barr V irus (EBV) PCR Kit 
 

Herpes Simplex V irus (HSV) PCR Kit 
Herpes Simplex Virus 1 (HSV-1) PCR Kit 
Herpes SimplexVvirus 2 (HSV-2) PCR Kit 

Varicella-Zoster  Virus (VZV) PCR Kit 
 

Hepatitis B Virus (HBV) PCR Kit 
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GeneProof PCR kit 

 
PCR kity spoleĽnosti GeneProof urĽen® pro detekci a kvantifikaci DNA patogenơ 
jsou zaloĤeny na principu amplifikace specifickĩch c²lovĩch sekvenc²  
mikroorganismơ a mřƏen² n§rơstu koncentrace amplifikaĽn²ho produktu v prơbřhu 
polymer§zov® Əetřzov® reakce pomoc² fluorescenĽnř znaĽenĩch sond (sonda 
urĽen§ k detekci patogena je znaĽena fluoroforem FAM (detekovan§ filtrem A 
~520 nm), pƏ²padnř Cy5 (detekovan§ filtrem E; ~650 nm) a sonda urĽen§ k detekci 
intern²ho standardu je znaĽena fluoroforem JOE (detekovan§ filtrem B; ~550 nm).  
 
GeneProof PCR kity 

ü vyuĤ²vaj² technologii òhot startó minimalizuj²c² nespecifick® reakce a 
zajiĢƗuj²c² maxim§ln² senzitivitu detekce. 

ü obsahuj² uracil-DNA-glykosyl§zu (UDG) kontroluj²c² moĤnou kontaminaci 
PCR reakce amplifikaĽn²mi produkty. 

ü vĢechny PCR kity urĽen® pro detekci DNA patogenơ je moĤno amplifikovat 
pomoc² univers§ln²ho amplifikaĽn²ho programu. 

ü jsou uĤivatelsky jednoduch® a obsahuj² vĤdy pouze zkumavku MasterMixu a 
zkumavku s pozitivn² kontrolou (pƏ²padnř intern²m standardem), nebo sadu 
kalibraĽn²ch kontrol. 

ü jsou urĽeny pro in vitro diagnostiku (certifikace CE IVD)  
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Verze GeneProof PCR kitu ISIN a ISEX 

 
VĢechny PCR kity GeneProof obsahuj² intern² standard, pomoc² kter®ho je moĤn® 
¼Ľinnř sledovat moĤn® inhibice v prơbřhu PCR amplifikace a pƏ²padnř tak® 
¼Ľinnost izolaĽn²ho procesu. Intern² standard je pƏesnř definovanĩ a kvantifikovanĩ 
konstrukt plasmidu a insertu pƏipravenĩ cestami genov®ho inĤenĩrstv². SpoleĽnost 
GeneProof vyv²j² a prod§v§ dvř z§kladn² varianty PCR kitu, kter® se liĢ² kompozic² 
intern²ho standardu: 
 
PCR kit ISIN  (Cat. No. PCR kit/ ISIN / ...)   
V t®to variantř PCR kitu je intern² standard souĽ§st² zkumavky s MasterMixem. 
Pomoc² t®to varianty kitu lze sledovat inhibici PCR reakce. 
 
PCR kit ISEX (Cat. No. PCR kit/ ISEX/ ...)   
V t®to variantř PCR kitu je intern² standard pƏiloĤen jako samostatn§ souĽ§st 
balen². Tuto variantu PCR kitu lze vyuĤ²t k amplifikaci a detekci patogenơ s 
moĤnost² kontroly inhibice PCR se souĽasnou moĤnost² kontroly ¼Ľinnosti procesu 
izolace DNA. 
PƏi pouĤit² PCR kitơ obsahuj²c²ch intern² standard jako samostatnou souĽ§st balen² 
je intern² standard pƏid§v§n na poĽ§tku izolaĽn²ho procesu tak, aby na 1 Õl 
eluĽn²ho objemu pƏipadlo vĤdy 0,1 Õl intern²ho standardu obsaĤen®ho v PCR 
kitu: 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

EluĽn² objem 25 Õl 50 Õl 100 Õl 200 Õl 

Intern² standard 2,5 Õl 5 Õl 10 Õl 20 Õl 

 

 

 

                                                                  

 
 
 

DNA isolation 

PCR kit ISIN  PCR kit ISEX 

Sample 

Internal Standard 

0,1Õl IS per 1Õl of elution volume 

Sample 

purified DNA  

 

 

 

                                                              

                                                                      

 

PCR amplification 
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PŚ²prava PCR reakce  
 

1. Do zkumavky pƏidat 30 ml MasterMixu a 10 ml izol§tu DNA nebo 

10 ml Pozitivn² kontroly. Vĩslednĩ objem reakĽn² smřsi  je 40 ml. 
2. Zkumavky uzavƏ²t, kr§tce centrifugovat, vloĤit do pƏ²stroje a spustit PCR test 

(viz. kapitola SpuĢtřn² PCR amplifikace). 
 

Programov§n² pŚ²stroje 

PƏi prvn²m pouĤit² GeneProof PCR souprav je nutno naprogramovat detektory a amplifikaĽn² 
profil a uloĤit program jako templ§t. 

U kaĤd®ho dalĢ²ho pouĤit² GeneProof PCR souprav pokraĽujte od kapitoly RotũsĺmĆ OBQ

amplifikace. Software si pamatuje uloĤen® nastaven². Detektory a amplifikaĽn² profil jiĤ nen² 
nutno znovu programovat. 
 

SpuĢtřn² softwaru  
 

1. Poklep§n²m na ikonu 7500 System Software spustřte program. 
2. V hlavn²m oknř otevƏ²t z§loĤku New Dokument Wizard. 
3. V kolonce Assay zadat Absolute Quantification (Standard Curve). 
4. PokraĽovat stiskem tlaĽ²tka DalĢ². 
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Programov§n² detektorơ  
 

 

UxsunţdmĆ cdsdjsnqt oqn ĪsdmĆ onyhshumĆgn rhfmôkt FAM fluoroforu 

cdsdjnu`māgn lhjqnnqf`mhrlt 

 
1.  V oknř New Document Wizard (Select detectors) Stisknout tlaĽ²tko New 

detector.  
2. Do Ə§dku Name zadat FAM GeneProof.  
3. Do Ə§dku Description zadat Positive signal. 
4. Do Ə§dku Reporter Dye zadat FAM. 
5. Do Ə§dku Quencher Dye zadat None.  
6. Stiskem tlaĽ²tka OK v oknř New Detector uloĤit toto nastaven². 
 

 
 

 

 

UxsunţdmĆ cdsdjsnqt oqn ĪsdmĆ onyhshumĆgn rhfmôkt CY-5 fluoroforu 

cdsdjnu`māgn lhjqnnqf`mhrlt 

Ontyd oqn ontžhsĆ t rntoq`ux FdmdOqnne Gdqodr Rhlokdw Uhqtr 'GRU( OBQ Jhs 

 
1.  V oknř New Document Wizard (Select detectors) Stisknout tlaĽ²tko New 

detector.  
2. Do Ə§dku Name zadat CY-5 GeneProof.  
3. Do Ə§dku Description zadat Positive signal. 
4. Do Ə§dku Reporter Dye zadat CY-5. 
5. Do Ə§dku Quencher Dye zadat None.  
6. Stiskem tlaĽ²tka OK v oknř New Detector uloĤit toto nastaven². 
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UxsunţdmĆ cdsdjsnqt oqn ĪsdmĆrhfmôkt ektnqoforu JOE hmsdqmĆgn rs`mc`qct 

 
1. V oknř New Document Wizard (Select detectors) Stisknout tlaĽ²tko New 

detector.  
2. Do Ə§dku Name zadat JOE GeneProof. 
3. Do Ə§dku Description zadat Internal standard. 
4. Do Ə§dku Reporter Dye zadat JOE a do Ə§dku Quencher Dye zadat None. 

Stiskem tlaĽ²tka OK v oknř New Detector uloĤit toto nastaven². 
 

 
 
 

UknždmĆ cdsdjsnqų cn oqnsnjnkt 

 
1. OznaĽit detektory FAM GeneProof, CY-5 GeneProof * a JOE GeneProof a 

pomoc² tlaĽ²tka Add je pƏidat do tabulky Detectors in Document.  
2. Zkontrolovat zad§n² ROX v Ə§dku Passive Reference.  
3. PokraĽovat v programov§n² stiskem tlaĽ²tka DalĢ².  
     * CY-4 cdsdjsnq id ontyd oqn ontžhsĆ t rntoq`ux FdmdOqnne Gdqodr Rhlokdw Uhqtr 'GRU( OBQ Jhs 
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UxokmĺmĆ yôjk`cmĆbg o`q`ldsqųuynqjų 

 
1. V oknř Set Up Sample Plate oznaĽit poĽet vloĤenĩch vzorkơ.  
2. Pro oznaĽen® vzorky zatrhnout detektor FAM GeneProof, CY-5 GeneProof * 

a JOE GeneProof.  
3. PokraĽovat stiskem tlaĽ²tka DokonĽit.  
*

 CY-4 cdsdjsnq y`sqgmnts ontyd oqn ontžhsĆ t rntoq`ux FdmdOqnne Gdqodr Rhlokdw Uhqtr 'GRU( OBQ Jhs 
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Programov§n² amplifikaĽn²ho profilu 
 

1. V Ľ§sti okna Thermal Cycler Protocol otevƏ²t z§loĤku Thermal Profile. 
Jednotliv® kroky programovat podle n§sleduj²c²ch pokynơ:  

 

Stage 1:  
Reps: 1 
Step: 37 ÁC /  2:00 min. 

Stage 2:  
Reps: 1 
Step: 95 ÁC /10:00 min. 

Stage 3:  
Reps: 45 
Step 1: 95 ÁC / 0:05 sek. 
Step 2: 60 ÁC / 0:40 sek. 
Step 3: 72 ÁC / 0:20 sek. 
 

2. V Ľ§sti protokolu Settings zadat Sample Volume (ÕL) 40 
3. ZaĢkrknout 9600 Emulation 
4. Do Ə§dku Data Colection zadat Stage 3, Step 2 [60.0 @ 0:40]  
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UloĤen² GeneProof PCR templ§tu 
 

1. V horn² liĢtř zvolit File n§slednř Save As a uloĤit vytvoƏenĩ protokol pod 
n§zvem GeneProof PCR jako typ SDS Templates (*.sdt). 
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SpuġtŊn² PCR amplifikace 
PŚi prvn²m pouģit² GeneProof PCR souprav je nutno naprogramovat detektory a amplifikaļn² 

profil a uloģit program jako templ§t (viz. kapitola Programov§n² pŚ²stroje). 

U kaģd®ho dalġ²ho pouģit² GeneProof PCR souprav si software pamatuje uloģen® nastaven². 

Detektory a amplifikaļn² profil jiģ nen² nutno znovu programovat. 

 
1. Poklep§n²m na ikonu 7500 System Software spustřte program. 
2. V hlavn²m oknř otevƏ²t z§loĤku New Dokument Wizard. 
3. V kolonce Assay zadat Absolute Quantification (Standard Curve). 
4. Kliknřte na nab²dku Browse a v adres§Əi vyberte vytvoƏenĩ GeneProof 

PCR.sdt (SDS Templates). 
5. PokraĽovat stiskem tlaĽ²tka DokonĽit. 

 
 
6. V n§sleduj²c²m oknř Setup Plate otevƏete podokno Well Inspector a 
zadejte popis vloĤenĩch vzorkơ.  
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7. V horn² liĢtř zvolit File n§slednř Save As a uloĤit vytvoƏenĩ protokol pod 
vlastn²m n§zvem jako SDS Documents (*.sds).  
 

 
 

8. V nab²dce Instrument Control stisknou tlaĽ²tko Start. 
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Kvalitativn² analĨza vĨsledku detekce  

Vyhodnocen² vĩsledkơ PCR detekce je nutno užcx prov®st nejdƏ²ve kvalitativnř a v pƏ²padř 
pouĤit² PCR kitu pro kvantitativn² stanoven² pokraĽovat v druh®m kroku kvantifikac² 
pozitivn²ch vzorkơ. 
 
1. Po ukonĽen² programu pƏepnout na z§loĤku Results a v n² vybrat z§loĤku 

Amplification Plot.   
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Analĩza detekce sledovan®ho mikroorganismu  

1. V kolonce Data zobrazen² Delta Rn vs Cycle. 
2. V kolonce Detector zadat FAM GeneProof anebo CY-5 GeneProof  

*

  CY-4 cdsdjsnq rd uxtžĆuô ontyd t rntoq`ux FdmdOqnne Gdqodr Rhlokdw Uhqtr 'GRU( OBQ Jhs+ jcx

oţĆsnlmnrs rhfmôkt E@L ektnqnenqt ym`ĪĆ GRU-0 onyhshuhst ` oţĆsnlmnrs rhfmôkt BX-5fluoroforu 

indikuje vznqdj onyhshumĆ m` GRU-2. 

3. V Ľ§sti Analysis Settings zadat Manual Ct a Manual Baseline. PƏ²mka 
zobrazuj²c² proloĤen² baseline je Ľerven§.  

4. Posunout pƏ²mku třsnř nad baz§ln² Ģum reakce.  
5. Pro vyhodnocen² stisknout v z§loĤce Analysis Settings tlaĽ²tko Analysis. 

PƏ²mka zn§zorƀuj²c² baseline zmřn² v pƏ²padř ¼spřĢn®ho dokonĽen² analĩzy 
barvu na zelenou.  

 
 

Analĩza detekce intern²ho standardu 

1. V kolonce Data zvolit zobrazen² Delta Rn vs Cycle. 
2. V kolonce Detector zadat JOE GeneProof. 
3. V Ľ§sti Analysis Settings zadat Manual Ct a Manual Baseline. PƏ²mka 

zobrazuj²c² proloĤen² baseline je Ľerven§.  
4. Posunout pƏ²mku třsnř nad baz§ln² Ģum reakce.  
5. Pro vyhodnocen² stisknout v z§loĤce Analysis Settings tlaĽ²tko Analysis. 

PƏ²mka zn§zorƀuj²c² baseline zmřn² v pƏ²padř ¼spřĢn®ho dokonĽen² analĩzy 
barvu na zelenou.  

 

 
 


