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Tento návod je určený pro práci 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 společnosti GeneProof určené pro detekci a kvantifikaci DNA patogenů 
jsou založeny na principu amplifikace specifických cílových sekvencí  
mikroorganismů a měření nárůstu koncentrace amplifikačního produktu v průběhu 
polymerázové řetězové reakce pomocí fluorescenčně značených sond (sonda určená 
k detekci patogena je značena fluoroforem FAM, případně Cy5 a sonda určená 
k detekci interního standardu je značena fluoroforem HEX).  

 
GeneProof PCR kity 

ü využívají technologii “hot start” minimalizující nespecifické reakce a zajišťující 
maximální senzitivitu detekce. 

ü obsahují uracil-DNA-glykosylázu (UDG) kontrolující možnou kontaminaci 
PCR reakce amplifikačními produkty. 

ü všechny PCR kity určené pro detekci DNA patogenů je možno amplifikovat 
pomocí universálního amplifikačního programu. 

ü jsou uživatelsky jednoduché a obsahují vždy pouze zkumavku MasterMixu a 
zkumavku s pozitivní kontrolou (případně interním standardem), nebo sadu 
kalibračních kontrol. 

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

 
Všechny PCR kity GeneProof obsahují interní standard, pomocí kterého je možné 
účinně sledovat možné inhibice v průběhu PCR amplifikace a případně také účinnost 
izolačního procesu. Interní standard je přesně definovaný a kvantifikovaný konstrukt 
plasmidu a insertu připravený cestami genového inženýrství. Společnost GeneProof 
vyvíjí a prodává dvě základní varianty PCR kitu, které se liší kompozicí interního 
standardu: 
 
PCR kit ISIN (Cat. No. PCR kit/ISIN/)   
V této variantě PCR kitu je interní standard součástí zkumavky s MasterMixem. 
Pomocí této varianty kitu lze sledovat inhibici PCR reakce. 
 
PCR kit ISEX (Cat. No. PCR kit/ISEX/)   
V této variantě PCR kitu je interní standard přiložen jako samostatná součást balení. 
Tuto variantu PCR kitu lze využít k amplifikaci a detekci patogenů s možností 
kontroly inhibice PCR se současnou možností kontroly účinnosti procesu izolace 
DNA. 
Při použití PCR kitů obsahujících interní standard jako samostatnou součást balení je 
interní standard přidáván na počátku izolačního procesu tak, aby na 1 Õl eluĽn²ho 
objemu pƏipadlo vĤdy 0,1 Õl intern²ho standardu obsaženého v PCR kitu: 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

EluĽn² objem 25 µl 50 µl 100 µl 200 µl 

Intern² standard 2,5 µl 5 µl 10 µl 20 µl 

 

 

 

                                                                  

 
 
 

DNA isolation 

PCR kit ISIN PCR kit ISEX 

Sample 

Internal Standard 
0,1Õl IS per 1Õl of elution volume 

Sample 

purified DNA 

 

 

 

                                                              

                                                                      

 

PCR amplification 
 
 

30 Õl MasterMix  
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N§vod k pouģit²  
 

PƏ²prava reakce a programov§n² pƏ²stroje  
  

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

kontroly. Výsledný objem reakční směsi  je 40 ml. Zkumavky uzavřít, krátce 
centrifugovat, vložit do přístroje (v roz²ch pƏ²strojov®ho bloku mus² bĩt vloĤeny pr§zdn® 
zkumavky pro spr§vn® pƏilnut² vyhƏ²van®ho v²ka) a programovat dle schématu: 
 

1. Spustit software. Zvolit New a v okně Create an experiment file zadat 
Create a new experiment file. Potvrdit volbu tlačítkem Confirm (Obr. 1.). 

 
Obr. 1. Vytvoření PCR protokolu. 

 

 
 

2. Nastavit snímací kanály Channel 1: FAM, SYBR a Channel 2: HEX, VIC, 
JOE, TET zadáním v okně Select Channel. Potvrdit volbu tlačítkem 
Confirm (Obr. 2.). 

 
Obr. 2. Nastavení vstupních parametrů přístroje. 
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3. V záložce Module Edit vybrat pozice a počet vzorků určených k detekci.  
Nastavit v kanálu 1 (Channel1) pro každou pozici typ vzorku (Standard, 
Sample, a/nebo Negative).  Nastavit v kanálu 2 (Channel2) pro každou 
pozici typ vzorku jako Control. Kanál 2 slouží k detekci interního standardu 
(Obr. 3.).  

 
      Obr. 3. Nastavení parametrů vzorků. 
 

       
4. Vytvoření PCR detekčního profilu.  

 
Krok 1:  
  
Přepnout na záložku Gene Amplification a v horní liště otevřít záložku 
Settings(S). U položky Temperature Control(T) zatrhnout Tube Control. 
Dojde k otevření okna Solution Volume. Do tohoto okna zadat reakční 
objem 40 Õl a potvrdit volbu tlačítkem Confirm (Obr. 4.). 
 

Obr. 4. Nastavení PCR profilu, Krok 1. 
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Krok 2: 
 
V pravé části hlavního panelu programu v okně Experiment Program 
stisknout tlačítko New. Dojde k otevření dialogu Create a Pcr Program. 
Zadat název programu jako GeneProof PCR. Potvrdit tlačítkem Confirm 
(Obr. 5.).  
 

Obr. 5. Nastavení PCR profilu, Krok 2. 

 
 
Krok 3: 
 
Naprogramovat Segment 1 PCR programu zadáním parametru Step 1 
(Temperature 37,0 a Holding time 02:00) a zadáním parametru Step 2 
(Temperature 95,0 a Holding time 10:00). Do kolonky Cycle times zadat 
1. Ostatní parametry ponechat beze změny a uložit tlačítkem Save (Obr. 6.).        
 

Obr. 6. Nastavení PCR profilu, Segment 1. 
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Krok 4: 
 
Naprogramovat Segment 2 PCR programu zadáním parametru Step 1 
(Temperature 95,0 a Holding time 00:05), zadáním parametru Step 2 
(Temperature 60,0, Holding time 00:40, zadat Fluorescent Test) a 
zadáním parametru Step 3 (Temperature 72,0, Holding time 00:20). Do 
kolonky Cycle times zadat 45. Ostatní parametry ponechat beze změny a 
uložit tlačítkem Save (Obr. 7.).        
 

Obr. 7. Nastavení PCR profilu, Segment 2. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 9 

Krok 5: 
 
Otevřít vytvořený PCR program stiskem tlačítka Open. V nabídce vybrat 
GeneProof PCR a stisknout tlačítko OtevƏ²t. Dojde k otevření vytvořeného 
PCR programu, bude aktivován grafický náhled PCR profilu a bude 
aktivováno tlačítko Start (Obr. 8.).        
 
 

Obr. 8. Otevření vytvořeného PCR programu. 
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Krok 6: 
 
Pomocí tlačítka File(F) a Save as(A) uložit celý vytvořený protokol pod 
označením obvyklým pro danou laboratoř (Obr. 9.).        

 
Obr. 9. Uložení vytvořeného PCR protokolu. 

 

 
 
Krok 7: 
 
Stiskem tlačítka Start a potvrzením v okně Hint spustit PCR program (Obr. 
10.).        
 

Obr. 10. Spuštění vytvořeného PCR protokolu. 
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Vyhodnocen² detekce 
 

Kvalitativn² analĩza vĩsledku detekce  

 
1. V záložce Module Mode nastavit hodnoty pro kvalitativní analýzu detekce. 

Minimální požadované vzorky pro validní zhodnocení PCR reakce jsou 
Pozitivn² kontrola a Negativn² kontrola (Obr. 11.). 

 
Obr. 11. Popis vzorků při kvalitativní detekci 
 

 
 

2. Přepnout do záložky Amplification Curve, v horní liště zvolit Settings(S) a 
vybrat z nabídky Crosstalk Calibration(C). V okně Crosstalk Calibration 
Factor zadat v položce Channel2 hodnotu 3,0. Potvrdit stiskem tlačítka 
Apply (Obr. 12).                 
 

Obr. 12. Nastavení Crosstalk Calibration. 
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3. Nastavit treshold pro kvalitativní detekci. V horní liště zvolit Settings(S) a 
vybrat z nabídky Negative Treshold(L). Do sloupce Quantitative 
Treshold zadat hodnotu 1 a do slouce Qualitative Treshold zadat hodnotu 
45. Potvrdit stiskem tlačítka Confirm (Obr. 13.).                 

 
Obr. 13. Nastavení Negative treshold pro kvalitativní detekci. 
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4. V horní liště zvolit Parameter Setup(S). Nastavit hodnoty pro kvalitativní 
analýzu detekce v Channel 1: Manual Treshold 0,12, Auto Treshold No a 
Analysis Type Qualitative. Ostatní parametry ponechat beze změn. Nastavit 
hodnoty pro kvalitativní analýzu detekce v Channel 2: Manual Treshold 
0,12 , Auto Treshold No a Analysis Type Qualitative. Ostatní parametry 
ponechat beze změn. Nastavení pro oba detekční kanály potvrdit stiskem 
tlačítka Apply a Confirm (Obr. 14.).  

 
Obr. 14. Nastavení Parameter Setup pro oba snímací kanály. 
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5. Spuštění analýzy výsledků podle nastavených hodnot. V horní liště zvolit 
parametr Data Analysis(A) a potvrdit tlačítkem Confirm vyhodnocení 
výsledků pro zvolené detekční kanály (Obr. 15.).  

 
Obr. 15. Spuštění analýzy výsledku kvalitativní detekce. 
 

 
 

6. Hodnocení výsledku kvalitativní detekce (Obr. 16.).  
 

Amplifikace pozitivn²ho vzorku 
V grafickém zobrazení pro Channel 1 (případně Channel 3, pokud je 
k dispozici) je viditelná vzestupná křivka protínající manuálně nastavený 
treshold a v tabulce pro vyhodnocení (záložka Report Mode)je této křivce 
přiřazena číselná hodnota Ct.  
 
Amplifikace intern²ho standardu 
V grafickém zobrazení pro Channel 2 je viditelná vzestupná křivka protínající 
manuálně nastavený treshold a v tabulce pro vyhodnocení (záložka Report 
Mode) je této křivce přiřazena číselná hodnota Ct. 
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Obr. 16. Grafické vyhodnocení výsledku kvalitativní detekce. 
 

Pozitivní vzorek (Channel 1, případně Channel 3)  

 
 

 
 

Negativní vzorek (Channel 2) 
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7. Kvalitativní analýza dosažených výsledků: 
 

    Channel 1 
 

    Channel 3* 

 
   Channel 2  

 
     Vĩsledek 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

*  pokud je k dispozici  

**   viz Postup ƏeĢen² nevalidn²ho vĩsledku detekce str. 21 
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Kvantitativn² analĩza vĩsledku detekce  

 
1. V záložce Module Mode nastavit hodnoty pro kvantitativní analýzu detekce.  

Minimální požadované vzorky pro validní zhodnocení kvantitativní PCR 
reakce jsou KalibraĽn² kontroly a Negativn² kontrola. Pro každou 
kalibrační kontrolu v reakci (Channel 1) zadat ve slouci Type položku 
Standard a ve sloupci Property hodnotu koncentrace v příslušných 
jednotkách/µl. Pro negativní kontrolu (Channel 1) zadat ve sloupci Type 
položku Negative a ve sloupci Property typ negativního vzorku (např.: 
sterilní voda, TE pufr…). Channel 2 je vyhrazen pro detekci amplifikace 
Interního standardu. Zvolené parametry potvrdit tlačítkem Confirm  (Obr. 
17.). 

 
Obr. 17. Popis vzorků při kvantitativní detekci 
 

 
 



 18 

2. Přepnout do záložky Amplification Curve, v horní liště zvolit Settings(S) a 
vybrat z nabídky Crosstalk Calibration(C). V okně Crosstalk Calibration 
Factor zadat v položce Channel2 hodnotu 3,0. Potvrdit stiskem tlačítka 
Apply (viz Obr. 12).                 

 
3. Nastavit treshold pro kvantitativní detekci. V horní liště zvolit Settings(S) a 

vybrat z nabídky Negative Treshold(L). Do sloupce Quantitative 
Treshold zadat hodnotu 1 a do slouce Qualitative Treshold zadat hodnotu 
45. Potvrdit stiskem tlačítka Confirm (viz Obr. 13.).                 

 
4. V horní liště zvolit Parameter Setup(S). Nastavit hodnoty pro kvantitativní 

analýzu detekce v Channel 1: zadat Auto Treshold Yes a Analysis Type 
Quantitative. Ostatní parametry ponechat beze změn. Nastavit hodnoty pro 
kvantitativní analýzu detekce v Channel 2: zadat Auto Treshold Yes a 
Analysis Type Quantitative. Ostatní parametry ponechat beze změn. 
Nastavení pro oba detekční kanály potvrdit stiskem tlačítka Apply a Confirm 
(Obr. 18.).  

 
Obr. 18. Nastavení Parameter Setup pro oba snímací kanály. 
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5. Uložení nastavené kalibrační řady. Přepnout do záložky Standard Curve. 
V pravé části navolit pro kalibrační křivku Channel 1 a uložit nastavení 
pomocí tlačítka Save Standard Curve. Potvrdit tlačítkem Confirm (Obr. 19.).  

 
Obr. 19. Uložení nastavené kalibrační řady. 
 

 

 
 

6. Spustit analýzu výsledků podle nastavených hodnot. V horní liště zvolit 
parametr Data Analysis(A) a potvrdit tlačítkem Confirm vyhodnocení 
výsledků pro zvolené detekční kanály (viz Obr. 15.).  

 
7. Vyhodnotit kvalitu kalibrační křivky a odečíst kvantitativní výsledek detekce. 

V záložce Standard Curve zkontrolovat korelační koeficient kalibrační řady 
(hodnota R-Value). Korelační koeficient musí dosahovat hodnot 0,99 a 
vyšších. Pro odečtení naměřených hodnot přepnout na záložku Report 
Mode, kde je uveden číselný výsledek detekce neznámých vzorků  (Obr. 20.).  

 
Obr. 20. Hodnocení kvality kalibrační křivky a kvantitativního výsledku detekce. 
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Při kvantitativním hodnocení výsledků je možné validně měřit pouze 
koncentrace v rozsahu daném kalibrační křivkou.  
 
Kvantifikace vzorků, jejichž koncentrace přesahuje horní mez pro měření 
dané rozsahem kalibrační křivky (kalibrátorem s nejvyšší koncentrací) je pouze 
orientační. Pro dosažení přesné kvantifikace je možno tyto vzorky naředit a 
stanovení opakovat. 
 
Vzorky s koncentrací nižší než je dolní mez pro měření dané rozsahem 
kalibrační křivky (kalibrátorem s nejnižší koncentrací) je možno kvantifikovat 
pouze orientačně.  
 
Pro přepočet koncentrace vzorku na jednotky/ml s ohledem na izolační postup 
lze použít následující vzorec: 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

              Koncentrace/ml  =   cVZ x EO 
                                             ---------------- 
                                                      I 
 
cVZ = koncentrace vzorku v jednotkách/µl  
EO = zvolený eluční objem v µl 
I = objem materiálu použitého k izolaci v ml   
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Postup Śeġen² nevalidn²ho vĨsledku 
 

Nevalidn² vĩsledek analĩzy Pozitivn² kontroly 
 

    Channel 1 
 

    Channel 3 
 

   Channel 2 
 

     Vĩsledek 

 
 
 
 
 
 
 

× Problém:  Nespr§vn® programov§n² PCR amplifikace  
Postup řešení: 
1. Zkontrolovat naprogramování přístroje podle návodu  
2. Ověřit nastavení správných teplot v jednotlivých blocích programu 

 

× Problém:  Pozitivn² kontrola skladov§na nespr§vnř (viz Podmínky skladování a 
přepravy) 
Postup řešení: 
1. Zkontrolovat správnost uložení komponent soupravy podle 
doporučení výrobce 
2. Alikvotovat Pozitivní kontrolu a opakovaně nerozmrazovat  

 
 
Nevalidn² vĩsledek analĩzy Negativn² kontroly 
 

    Channel 1 
 

    Channel 3 
 

   Channel 2 
 

     Vĩsledek 

 
 
 
 
 
 
 

× Problém: Kontaminace PCR reakce 
Postup řešení: 
1. Zkontrolovat proces přípravy a pipetování PCR směsi do zkumavek 
2. Zkontrolovat používání sterilních plastů a špiček s filtrem 
3. Vyčistit PCR box 
4. Přidat do reakce uracil-DNA-glykosylázu (UDG) 

 

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

2 8 14 20 26 32 38 44 50

Cycle number

F
lu

o
re

s
c

e
n

c
y

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

2 8 14 20 26 32 38 44 50

Cycle number

F
lu

o
re

s
c

e
n

c
y

0

1

2

3

4

2 8 14 20 26 32 38 44 50

Cycle number

F
lu

o
re

s
c

e
n

c
y

?  

 

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

2 8 14 20 26 32 38 44 50

Cycle number

F
lu

o
re

s
c

e
n

c
y

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

2 8 14 20 26 32 38 44 50

Cycle number

F
lu

o
re

s
c

e
n

c
y

0

1

2

3

4

2 8 14 20 26 32 38 44 50

Cycle number

F
lu

o
re

s
c

e
n

c
y

?  

 



 22 

Nevalidn² vĩsledek analĩzy Nezn§m®ho vzorku 
 

    Channel 1 
 

    Channel 3 
 

   Channel 2 
 

     Vĩsledek 

 
 
 
 
 
 
 

× Problém:  Inhibice PCR reakce (PCR kit ISIN a ISEX) 
Postup řešení: 
1. Opakovat izolaci DNA 
2. Zkontrolovat proces přípravy a pipetování PCR směsi do zkumavek  

 

× Problém:  Nevalidn² proces izolace DNA (PCR kit ISEX) 
Postup řešení: 
3. Opakovat izolaci DNA 
4. Zkontrolovat proces přípravy a pipetování interního standardu na 
počátku izolačního procesu 

 

× Problém:  Nespr§vn® skladov§n² MasterMixu (viz Podmínky skladování a 
přepravy) 
Postup řešení: 
1. Zkontrolovat správnost uložení MasterMixu podle doporučení výrobce 
2. Alikvotovat MasterMix a opakovaně nerozmrazovat 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

V případě jakéhokoliv dotazu kontaktujte prosím oddělení odborné podpory 
produktů na inetrnetové adrese: support@geneproof.cz 
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Pozn§mky: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
Výrobce: GeneProof a.s., Viniční 235, 615 00 Brno, Česká Republika 
Tel./Fax.: +420 543 211 679, e-mail: sales@geneproof.cz, www.geneproof.cz 
 
 
Datum vydání: 3.7.2009                     Datum poslední revize: 3.7.2009 
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