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

 Mycobacterium tuberculosis PCR kit, Borrelia burgdorferi PCR kit, Chlamydia trachomatis PCR kit, 
Chlamydia pneumoniae PCR kit, Neisseria gonorrhoeae PCR kit, Cytomegalovirus (CMV) PCR kit, 
Epstein-Barr virus (EBV) PCR kit, Herpes simplex virus (HSV) PCR kit, Varicella zoster  virus 

(VZV) PCR kit, Hepatitis B virus (HBV) PCR kit, Legionella pneumophila 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, pƏ²padnř Cy5 a sonda urĽen§ 
k detekci intern²ho standardu je znaĽena fluoroforem HEX).  
 
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 
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N§vod k pouģit² pro Rotor-Gene 3000 
 

PƏ²prava reakce a programov§n² pƏ²stroje  
  

Do zkumavky pƏidat 30 ml MasterMixu a 10 ml izol§tu DNA nebo 10 ml Pozitivn² 

kontroly. Vĩslednĩ objem reakĽn² smřsi  je 40 ml. Zkumavky uzavƏ²t, kr§tce 
centrifugovat, vloĤit do pƏ²stroje a programovat dle sch®matu: 
 

1. Spustit software a v hlavn²m oknř zvolit z§loĤku Advanced a protokol Dual 
Labeled Probe. Stiskem tlaĽ²tka New otevr²t PCR protokol (Obr. 1.). 

                 
 
Obr. 1. Volba PCR protokolu. 
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2. Nastavit vstupn² parametry pƏ²stroje zad§n²m v oknř New Run Wizard. 
OznaĽit poloĤku 36-Well Rotor a No Domed 0,2ml Tubes. PokraĽovat 
v programov§n² pomoc² tlaĽ²tka Next (Obr. 2.). 

 
Obr. 2. Nastaven² vstupn²ch parametrơ pƏ²stroje. 

 
 

3. Podle poĤadavku laboratoƏe vyplnit kolonky Operator a Notes. V kolonce 
Reaction Volume (ǪL) zadat 40 (Obr. 3.). PokraĽovat v programov§n² 
tlaĽ²tkem Next.  

 
      Obr. 3. Nastaven² vstupn²ch parametrơ programu. 
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4. Naprogramovat PCR detekĽn² profil (Obr. 4.). Upravit PCR program v oknř  
New Run Wizard pomoc² tlaĽ²tka Edit Profile.  
 
Krok 1:  Zvolit profil Hold  a nastavit teplotu 37ÁC a Ľas 2 minuty.  
Krok 2: Pomoc² tlaĽ²tka Insert after (New Hold at Temperature) 

zvolit profil Hold . Nastavit teplotu 95ÁC a Ľas 10 minut .    
Krok 3: Pomoc² tlaĽ²tka Insert after zvolit profil Cycling. Pomoc² 

tlaĽ²tka v Ə§dku This cycle repeats zadat 45. Zadat parametr 
Time Step.  
- Nastavit 1. krok programu 95ÁC a Ľas 5 sekund, zvolit Not 
Acquiring.  
- Nastavit 2. krok programu 60ÁC a Ľas 40 sekund, stisknout 
tlaĽ²tko Acquiring to Cycling A a pomoc² Ģipek zvolit 
Acquisition Channels FAM/Sybr  a Cy5 (pokud je k dispozici) 
a JOE.  
- Nastavit 3. krok programu 72ÁC a Ľas 20 sekund, zvolit Not 
Acquiring.  
- UkonĽit programov§n² PCR profilu stiskem tlaĽ²tka OK.  

                   
     Obr. 4. Nastaven² PCR programu. 
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5. Nastavit kalibraci Gain. V oknř New Run Wizard stisknout tlaĽ²tko 
Calibrate. V otevƏen®m oknř Auto Gain Calibration Setup stisknout 
tlaĽ²tko Calibrate Acquiring a pot® zatrhnout Perform Calibration Before 
1st Acquisition.  UzavƏ²t nastaven² stiskem tlaĽ²tka Close (Obr. 5.).  

            
      Obr 5. Nastaven² kalibrace Gain.  

 
 

6. Spustit PCR program. V oknř New Run Wizard stisknout tlaĽ²tko Next. 
Zkontrolovat nastaven® parametry v tabulce a pomoc² tlaĽ²tka Start Run 
spustit program. UloĤit protokol do pƏ²sluĢn® sloĤky v PC (Obr. 6.). 

 
        Obr. 6. SpuĢtřn² programu. 
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7. Popsat vloĤen® vzorky (Obr. 7.). Po uloĤen² protokolu a spuĢtřn² programu se 
naĽte okno pro editaci vzorkơ. Vyplnit potƏebn® ¼daje o vzorku, v z§vislosti 
na pouĤit® kvalitativn², nebo kvantitativn² metodř detekce (viz 
Kvalitativn²/kvantitativn² analĩza detekce). 

                 
 Obr. 7. Popis vloĤenĩch vzorkơ. 

 
 

8. Stisknout tlaĽ²tko Finish.  
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Vyhodnocen² detekce 
 
Vyhodnocen² vĩsledkơ PCR detekce je nutno vĤdy prov®st nejdƏ²ve kvalitativnř a v pƏ²padř 
pouĤit² PCR kitu pro kvantitativn² stanoven² pokraĽovat v druh®m kroku kvantifikac² pozitivn²ch 
vzorkơ. 

 
Kvalitativn² analĩza vĩsledku detekce  

 
1. Po ukonĽen² programu zvolit v horn² liĢtř Analysis. Zvolit z§loĤku 

Quantification (Obr. 8.).  
 

Obr. 8. Vĩbřr analĩzy. 

                     
 

2. V z§loĤce Samples nastavit hodnoty pro kvalitativn² analĩzu detekce. 
Minim§ln² poĤadovan® vzorky pro validn² zhodnocen² PCR reakce jsou 
Pozitivn² kontrola a Negativn² kontrola (Obr. 9.).  

 
Obr. 9. Nastaven² parametrơ vzorkơ v z§loĤce Samples. 
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3. Hodnocen² pozitivn²ch vzorkơ v Linear scale (Obr. 10.). 
 
Vĩrobce doporuĽuje pouĤ²t tento zpơsob hodnocen² vĩsledku detekce jako prvn² volbu a tak® 
v pƏ²padř pƏ²tomnosti jasnř pozitivn²ch vzorkơ s hodnotou Ct niĤĢ² neĤ 40. V pƏ²padř 
hodnocen² vzorkơ s hodnotou Ct vyĢĢ² neĤ 40 je doporuĽeno pouĤ²t hodnocen² v Log. Scale (viz 
bod 4). 
  

a) Vybrat Cycling A.FAM/Sybr a Cy5 (pokud je k dispozici) pro 
kvalitativn² vyhodnocen² detekce pozitivn²ho sign§lu a Cycling A.JOE 
pro vyhodnocen² detekce intern²ho standardu. Stisknout Show. 

b) Zakliknout parametr Dynamic Tube a Slope Correct. V z§loĤce Ignore 
First navolit Ignore None. 

c) V z§loĤce More Settings zadat NTC 10. 
d) Navolit Linear scale. 
e) Nastavit manu§lnř treshold nad baz§ln² fluorescenĽn² Ģum reakce v lev® 
Ľ§sti grafick®ho zobrazen². 

 
Amplifikace pozitivn²ho vzorku 
V grafick®m zobrazen² pro FAM/Sybr  a Cy5 (pokud je k dispozici) je 
viditeln§ vzestupn§ kƏivka prot²naj²c² manu§lnř nastavenĩ treshold a v tabulce 
pro vyhodnocen² je t®to kƏivce pƏiƏazena Ľ²seln§ hodnota Ct.  
 
Amplifikace intern²ho standardu 
V grafick®m zobrazen² pro JOE je viditeln§ vzestupn§ kƏivka prot²naj²c² 
manu§lnř nastavenĩ treshold a v tabulce pro vyhodnocen² je t®to kƏivce 
pƏiƏazena Ľ²seln§ hodnota Ct. 
 

Obr. 10. Hodnocen² pozitivn²ch vzorkơ v Linear scale. 
 
      Pozitivn² vzorek                                   Negativn² vzorek 
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4. Hodnocen² slabř pozitivn²ch vzorkơ v Log. Scale (Obr. 11.). 
 
PƏi tomto zpơsobu hodnocen² je moĤno odhalit i slabř pozitivn² vzorky, kter® by pƏi 
vyhodnocen² pomoc² Linear scale mohli uniknout detekci. Jako slabř pozitivn² vzorek vyĤaduj²c² 
tento zpơsob hodnocen² je povaĤov§n kaĤdĩ vzorek jehoĤ Ľ²seln§ hodnota Ct pƏes§hne 40. PƏi 
tomto zpơsobu hodnocen² je nutno pracovat vĤdy pouze se vzorkem, kterĩ je hodnocen, ostatn² 
vzorky mus² bĩt ăvypnutyò ! 
 

a) Vybrat Cycling A.FAM/Sybr a Cy5 (pokud je k dispozici) pro 
kvalitativn² vyhodnocen² detekce pozitivn²ho sign§lu a Cycling A.JOE 
pro vyhodnocen² detekce intern²ho standardu. Stisknout Show. 

b) Zakliknout parametr Dynamic Tube a Slope Correct. V z§loĤce Ignore 
First navolit Ignore None. 

c) V z§loĤce More Settings zadat NTC 10. 
d) Navolit Log. scale. 
e) Nastavit manu§lnř treshold nad baz§ln² fluorescenĽn² Ģum reakce v lev® 
Ľ§sti grafick®ho zobrazen². 

 
Amplifikace slabř pozitivn²ho vzorku 
V pƏ²padř pozitivity vzorku je v grafick®m zobrazen² pro FAM/Sybr  a Cy5 
(pokud je k dispozici) viditeln§ vzestupn§ kƏivka prot²naj²c² manu§lnř 
nastavenĩ treshold a v tabulce pro vyhodnocen² je t®to kƏivce pƏiƏazena Ľ²seln§ 
hodnota Ct.  
 
Amplifikace intern²ho standardu 
Pro hodnocen² intern²ho standardu plat² stejn§ pravidla jako v bodř 3 tohoto 
n§vodu. 
 

Obr. 11. Hodnocen² slabř pozitivn²ch vzorkơ v Log. scale 
 
            Pozitivn² vzorek                                      Negativn² vzorek                                         
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5. Vyhodnocen² analĩzy: 
 

    FAM/Sybr  
 

    Cy5*  

 
   JOE  

 
     Vĩsledek 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

*   pokud je k dispozici  
**   viz Postup ƏeĢen² nevalidn²ho vĩsledku detekce str. 27 
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Kvantitativn² analĩza vĩsledku detekce  

 
Kvantitativn² analĩza je prov§dřna na vzorc²ch stanovenĩch jako pozitivn² v kroku kvalitativn² 
analĩzy! 
 

1. Po ukonĽen² programu zvolit v horn² liĢtř Analysis. Zvolit z§loĤku 
Quantification (viz Obr. 8.).  
 

2. V z§loĤce Samples nastavit hodnoty pro kvantitativn² analĩzu detekce. 
Minim§ln² poĤadovan® vzorky pro validn² zhodnocen² kvantitativn² PCR 
reakce jsou KalibraĽn² kontroly (do sloupce Type zadat Standard a do 
sloupce Given Conc. pƏ²sluĢnou koncentraci vloĤen® kalibraĽn² kontroly) a 
Negativn² kontrola (Obr. 12.).  
 

Obr. 12. Popis vzorkơ pro kvantitativn² hodnocen². 
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3. Nastaven² kvantitativn²ho vyhodnocen² detekce (Obr. 13.). 
a) Vybrat Cycling A.FAM/Sybr a Cy5 (pokud je k dispozici) pro 
kvalitativn² vyhodnocen² detekce pozitivn²ho sign§lu. Stisknout Show. 

b) Zakliknout parametr Dynamic Tube a Slope Correct. V z§loĤce Ignore 
First navolit Ignore None. 

c) V z§loĤce More Settings zadat NTC 10. 
d) Navolit Linear scale. 
e) Pro automatick® vyhodnocen² detekce stisknout tlaĽ²tko Auto-Find 

Treshold. 
 
Obr. 13. Nastaven² kvantitativn²ho vyhodnocen² detekce. 

 
 

 
 

PƏi kvantitativn²m hodnocen² vĩsledkơ je moĤn® validnř mřƏit pouze 
koncentrace v rozsahu dan®m kalibraĽn² kƏivkou.  

a) Kvantifikace vzorkơ mimo rozsah kalibraĽn² kƏivky nen² zcela pƏesn§. 
b) Vzorek, jehoĤ koncentrace pƏesahuje horn² mez pro mřƏen² dan® 
rozsahem kalibraĽn² kƏivky je nutno naƏedit a stanoven² opakovat. 

c) Vzorky s koncentrac² niĤĢ² neĤ je doln² mez pro mřƏen² dan® rozsahem 
kalibraĽn² kƏivky (kalibr§torem s nejniĤĢ² koncentrac²) je moĤno 
kvantifikovat pouze orientaĽnř.  

d) Pro pƏepoĽet koncentrace vzorku na jednotky/ml s ohledem na izolaĽn² 
postup lze pouĤ²t n§sleduj²c² vzorec: 

 
 
 
 

              Koncentrace/ml  =   cVZ x EO 
                                             ---------------- 
                                                      I 
cVZ = koncentrace vzorku v jednotk§ch/Õl  
EO = zvolenĩ eluĽn² objem v Õl 
I = objem materi§lu pouĤit®ho k izolaci v ml   
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N§vod k pouģit² pro Rotor-Gene 6000/Rotor-Gene Q 
 

PƏ²prava reakce a programov§n² pƏ²stroje  
  

Do zkumavky pƏidat 30 ml MasterMixu a 10 ml izol§tu DNA nebo 10 ml Pozitivn² 

kontroly. Vĩslednĩ objem reakĽn² smřsi  je 40 ml. Zkumavky uzavƏ²t, kr§tce 
centrifugovat, vloĤit do pƏ²stroje a programovat dle sch®matu: 
 

1. Spustit software a v hlavn²m oknř zvolit z§loĤku Advanced a protokol 
Empty Run. Stiskem tlaĽ²tka New otevr²t PCR protokol (Obr. 1.). 

                 
 

Obr. 1. Volba PCR protokolu. 

 
 

 

 

 

 

 

 


