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1. POPIS PRODUKTU 

 

Bospore Bacterial Meningitida Panel Kit v3 je sada Real-Time PCR in vitro diagnostiku, která 

detekuje a charakterizuje gen omp6 Haemophilus influenzae, gen ctrA u Neisseria meningitidis a gen 

lytA u Streptococcus pneumoniae z celé krve, séra, plazmy, vzorků tkáně/biopsie a vzorků 

mozkomíšního moku. Detekce fluorescence se provádí pomocí filtrů FAM, HEX, Texas RED a Cy5.  DNA 

Haemophilus influenzae je amplifikována a detekce fluorescence je prováděna pomocí filtru FAM,  DNA 

Neisseria meningitidis je amplifikována a detekce fluorescence pomocí HEXfiltru, a  DNA Streptococcus 

pneumoniae je amplifikována a detekce fluorescence je prováděna pomocí filtru Texas RED. 

*  Vzorky mozkomíšního moku jsou "zlatým standardem" pro diagnostiku meningitidy. 

 

Komponenta 
FAM 

(Gene) 

HEX 

(Gene) 

Texas RED 

(Gene) 
Cy5 

 

PCR Master Mix 

Haemophilus 

influenzae 

(omp6) 

Neisseria 

meningitidis 

(ctrA) 

Streptococcus 

pneumoniae 

(lytA) 

 

Vnitřní kontrola 

 

Do sady byla integrována vnitřní kontrola pro kontrolu extrakce DNA, inhibice PCR nebo 

problémů s aplikací. Zesílená data interní kontroly jsou detekována filtrem Cy5. Vnitřní kontrolu lze 

přidat buď během extrakce DNA, nebo během kroku PCR. 

2. OBSAH 

 

Sada Bosphore Bacterial Meningitida Panel v3 obsahuje následující dH2O, Real-Time PCR Master 

Mix, pozitivní kontrolu a vnitřní kontrolu. 

 

Komponenta Činidlo 100 reakcí 50 reakcí 25 reakcí 

1 dH2O (1 000 μL) (1 000 μL) (1 000 μL) 

2 PCR Master Mix (1 660 μL) (830 μL) (415 μL) 

3 Vnitřní kontrola (550 μL) (275 μL) (275 μL) 

4 Pozitivní kontrola (176 μL) (88 μL) (88 μL) 

3. UKLÁDÁNÍ 

 

PCR činidla pro panel na bakteriální meningitidu Bosphore Panel Kit v3 by měla být skladována 

při -20 °C.  Opakovanému rozmrazování a zmrazení (>3x) by se mělo vyhnout, protože může snížit 

citlivost. Pokud mají být komponenty používány v malém množství, měly by být zmrazeny v 

aliquotech. Při přípravě PCR by komponenty neměly být vystaveny pokojové teplotě déle než 10 minut 

a komponenty PCR Master mix by neměly být vystaveny světlu nebo vzduchu více, než je nutné. 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cerebrospinal-fluid
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Zkumavky musí být zavřené, kromě pipetování. Doporučujeme připravit PCR na chladicím bloku 

a PCR Master mix uchovávat v uzavřené nádobě. Pokud jsou komponenty skladovány podle 

doporučených podmínek, zůstanou stabilní až do dat expirace uvedených na etiketách. 

4. POŽADOVANÉ MATERIÁLY A ZAŘÍZENÍ  

 

• Montania 4896 Real-Time PCR přístroj – Anatolia Geneworks, CFX96 Real-Time PCR 

Detection System - Bio-Rad, QuantStudio 5 Real-Time PCR System – ThermoFisher, 

LightCycler 480 Instrument II – Roche, Q qPCR Cycler - Quantabio, Rotor-Gene Q – QIAGEN 

nebo jiný systém Real-Time PCR s FAM, HEX, Texas RED, Cy5 filtry* 

• 0,1 mL nebo 0,2 mL tenkostěnné PCR zkumavky, PCR destičky nebo stripy 

• Systém extrakce Unio B24 nebo systém Unio B48, nebo systém pro instalaci extrakce a PCR 

systému Unio A24S, sada pro extrakci bakteriální DNA Unio a sada pro extrakci genomu DNA 

v celé krvi nebo sada pro extrakci genomu DNA v celé krvi nebo sada pro extrakci genomu 

DNA v celé krvi Unio 96, systém pro extrakci a PCR setup systém Unio 96 a univerzální sada 

pro extrakci nukleových kyselin Unio 96 nebo sada na extrakci nukleových kyselin v celém 

těle Luo 96,  Systém extrakce Unio M32 a sada pro extrakci genomu DNA v celé krvi Unio 

M32, manuální stojan na extrakci nukleových kyselin Magrev 24 a univerzální sada pro 

extrakci nukleových kyselin Magrev nebo sada pro extrakci bakteriální DNA Magrev nebo 

sada pro extrakci genomu genomu Magrev Magrev, Spin sada pro extrakci bakteriální DNA z 

bosforu v2 nebo Univerzální spin kit pro extrakci nukleových kyselin z bosforu nebo přístroj 

pro extrakci nukleových kyselin Magnesia 16 a sada pro genomické bakterie DNA Magnesia 

nebo Magnesia Whole Blood Sada pro extrakci genomické DNA (Anatolia Geneworks) nebo 

jiné vysoce kvalitní sady a systémy pro extrakci DNA, 

• Mrazák (-20 °C) 

• Stolní centrifuga s rotorem pro mikrocentrifugační zkumavky o objemu 2 mL nebo 1,5 mL 

• DNáza, RNáza, pyrogeny bezpyrogenní mikrocentrifugační zkumavky o objemu 1,5 mL nebo 

2 mL 

• Kalibrované, nastavitelné mikropipety 

• DNáza, RNáza, špičky mikropipety bez pyrogenů s filtry 

• Jednorázové laboratorní rukavice, kabáty a čepice 

 
*Pro další zařízení Real-Time PCR, která lze použít s Bosphore Bacterial Meningitid Panel Kit v3, kontaktujte prosím 

Anatolia Geneworks podle informací v sekci 15. 

 

5. DŮLEŽITÉ POZNÁMKY A BEZPEČNOSTNÍ POKYNY  

 

• Produkt by měl být dodáván na suchém ledu. Po příjezdu zkontrolujte přítomnost suchého 

ledu. 
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• Při doručení zkontrolujte datum spotřeby na obalu a na etiketě tuby. Nepoužívejte prošlé 

produkty ani komponenty. 

• Měly by být použity kalibrované nebo ověřené mikropipety, DNáza, RNáza a hroty 

mikropipety bez pyrogenů s filtry a mikrocentrifugy bez DNázy, RNázy a pyrogenu. 

• Před zahájením testovacího procesu by měly být všechny komponenty důkladně rozmrazeny. 

Po rozmrazení by měly být všechny složky krátce centrifugovány (odstředění na 3–5 sekund) 

a dobře promíchané, aby byla zajištěna homogenita před použitím. 

• Komponenty sady by měly být uchovávány na ledu nebo na chladicím bloku, dokud není 

reakce připravena, a rychle vráceny na -20 ºC. 

• PCR a extrakce nukleových kyselin musí být prováděna v různých odděleních. Vzorky by měly 

být skladovány odděleně, aby se zabránilo kontaktu s komponentami sady. 

• Informace o patogenech by měly být přezkoumány, aby bylo možné rozpoznat zdravotní rizika. 

• Biologické vzorky by měly být zacházeny s maximální opatrností a v mikrobiologické 

bezpečnostní skříni odpovídající třídy. Fyzickému kontaktu s patogeny by se mělo vyhýbat 

nošením laboratorních plášťů a rukavic, bez možnosti jíst nebo pití v pracovním prostoru a 

zabránit neoprávněným osobám v přístupu do pracovního prostoru. 

• Po zpracování biologických vzorků by měly být všechny patogenní odpady vzniklé během 

extrakce nukleových kyselin, včetně materiálů s nimi do kontaktu, vyhozeny do lékařského 

odpadu a bezpečně zlikvidovány. 

6. OMEZENÍ POUŽITÍ PRODUKTU 

 

• Všechny komponenty mohou být použity výhradně pro  in vitro diagnostiku. 

• Tento produkt by měl být použit v tomto uživatelském manuálu. 

• Tento produkt je určen pro personál speciálně vyškolený k provádění  in vitro diagnostických 

postupů. 

 

7. INFEKCE 

 

Haemophilus influenzae, Neisseria meningitis a Streptococcus pneumoniae jsou tři různé 

bakteriální druhy, které mohou způsobit významné škody lidskému zdraví. Tyto bakterie mohou vést 

k závažným infekcím a nemocem, proto je zásadní rozumět jejich chování a jak jim předcházet a léčit. 

Haemophilus influenzae je bakterie, která normálně žije v nosních a krčných sliznicách, ale někdy 

může způsobovat infekce. Tyto infekce mohou být vážné, zejména u jedinců s oslabeným imunitním 

systémem.  Infekce Haemophilus influenzae se mohou projevit jako infekce ucha, zápal plic a 

meningitida (Todar, 2012). 
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Neisseria meningitidis je bakterie, která může způsobit meningitidu, sepsu nebo infekce 

smyslových orgánů. Tato bakterie se snadno šíří kašlem, kýcháním nebo blízkým kontaktem (CDC, 

2019). Infekce N. meningitidis mohou rychle postupovat a způsobit vážné poškození nakažené osoby 

(CDC, 2019). 

Streptococcus pneumoniae je další bakterie, která může způsobit závažné infekce dýchacích 

cest, meningitidu a sepsi. Stejně jako N. meningitidis, i Streptococcus pneumoniae  se může snadno 

přenášet kašlem, kýcháním nebo blízkým osobním kontaktem (WHO, 2019). Tato bakterie představuje 

vážnou hrozbu, zejména pro seniory, děti a osoby s oslabeným imunitním systémem (CDC, 2019). 

Prevence a léčba těchto bakteriálních druhů lze provádět různými metodami. 

Nejúčinnější metodou prevence je očkování, které může poskytnout ochrannou imunitu proti 

těmto bakteriím (CDC, 2019). Dále dodržování správné hygieny, například časté mytí rukou, a 

vyhýbání se blízkému kontaktu s nakaženými osobami může pomoci předcházet šíření infekcí (WHO, 

2019). 

8. METODA 

 

Sada Bosphore Bacterial Meningitida Panel v3 je založena na metodě Real-Time PCR. 

Polymerázová řetězová reakce je technika používaná k amplifikaci oblasti DNA. Reakce probíhá 

opakovanými cykly zahřívání a ochlazování. Hlavními složkami PCR jsou primery, dNTP, Taq DNA 

polymeráza (s vlastností hot-start), pufrovací roztoky a šablony. Stručně řečeno, primery jsou malá 

syntetická DNA, která žíhá do specifických oblastí šablony a zahájí syntézu, dNTP jsou stavebními 

kameny amplifikovaných produktů a Taq DNA polymeráza amplifikuje DNA šablonu. Nakonec pufrové 

roztoky zajišťují potřebnou úpravu pH pro reakci a šablona, jak je uvedeno, je cílovou oblastí pro 

syntézu. 

V technice Real-Time PCR, na rozdíl od konvenční PCR, lze během reakce sledovat PCR produkty. 

Real-Time PCR tedy eliminuje potřebu dalších analytických metod, jako je gelová elektroforéza, čímž 

se minimalizuje riziko kontaminace. Dvojitě značené sondy použité v reakci, kromě konvenčních PCR 

činidel, umožňují detekci amplifikovaného cíle s vyšší citlivostí. 

Test využívá 5' exonukleázovou aktivitu Taq DNA polymerázy k štěpení dvojitě značené 

fluorescenční hydrolytické sondy během extenzní fáze PCR. Sonda je na 5' konci označena 

fluorescenční 'reportérovou' molekulou a na 3' konci další fluorescenční molekulou, která působí jako 

'pohasínač' pro 'reportéra'. Když jsou oba fluorofory poblíž a reportér je vzrušen světlem, nelze 

detekovat žádnou reportérskou fluorescenci. Během fáze prodlužování PCR  se Taq DNA polymeráza 

setká a rozštěpí sondu navázanou na šablonu. Jakmile je reportér osvobozen od potlačujícího účinku 

kalidla, lze detekovat fluorescenční signál. 
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Fluorescence generovaná reportérem roste, jak se PCR produkt akumuluje; bod, kdy signál 

stoupá nad úroveň pozadí a stává se rozlišitelným, se nazývá prahový cyklus (CT). Existuje lineární 

vztah mezi logaritmem počáteční hodnoty šablony a jejím prahovým cyklem. 

Bosphore Bacterial Meningitida Panel Kit v3 využívá multiplex qPCR a systém má vnitřní kontrolu 

pro kontrolu extrakčního postupu, inhibice PCR a aplikačních problémů. 

V PCR Master Mix  se amplifikace genomu Haemophilus influenzae screenuje pomocí filtru FAM, 

amplifikace genomu Neisseria meningitidis  pomocí filtru HEX, amplifikace genomu Streptococcus 

pneumoniae pomocí filtru Texas RED a amplifikace vnitřního kontrolního genomu pomocí filtru Cy5. 

9. POSTUP 

 

9.1. Extrakce DNA 

 

Doporučujeme systém extrakce Unio B24, nebo systém pro extrakci B48, nebo systém pro 

instalaci PCR a instalaci UNIO A24S, sadu pro extrakci bakteriální DNA Unio, sadu pro extrakci genomu 

DNA v celé krvi, nebo sadu na extrakci genomu DNA v celé krvi, sadu pro extrakci a PCR setup systém 

Unio 96 a sadu na extrakci nukleových kyselin Unio 96, nebo sadu na extrakci nukleových nukleových 

kyselin Unio 96, nebo sadu na extrakci nukleových nukleových kyselin Unio 96,  Systém extrakce Unio 

M32 a sada pro extrakci genomu DNA v celé krvi Unio M32, manuální stojan na extrakci nukleových 

kyselin Magrev 24 a univerzální sada pro extrakci nukleových kyselin Magrev nebo sada pro extrakci 

bakteriální DNA Magrev nebo sada pro extrakci genomu genomu Magrev Magrev, Spin sada pro 

extrakci bakteriální DNA z bosforu v2 nebo Univerzální spin kit pro extrakci nukleových kyselin z 

bosforu nebo přístroj pro extrakci nukleových kyselin Magnesia 16 a sada pro genomické bakterie DNA 

Magnesia nebo Magnesia Whole Blood Sady pro extrakci genomické DNA (Anatolia Geneworks) nebo 

jiné vysoce kvalitní sady a systémy pro extrakci DNA se používají s Bosphore Bacterial Meningitid 

Panel Kit v3. Extrakce DNA by měla být provedena podle pokynů výrobce. 

9.2. Součásti soupravy 

 

9.2.1. Negativní kontrola 

 

Negativní kontrola je nezbytnou součástí Bosphore Bacterial Meningitid Panel Kit v3 pro Real-

Time PCR. Skládá se z destilované vody (dH2O) a slouží jako referenční vzorek pro zajištění přesných 

výsledků detekcí jakékoli kontaminace nebo chyb, které by mohly vést k falešně pozitivním výsledkům. 

Zahrnutí negativní kontroly a její pečlivé sledování vám umožní s jistotou interpretovat svá data. 
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9.2.2. PCR Master Mix 

 

PCR Master Mix obsahuje vysoce specifickou a přesnou Taq DNA polymerázu (s vlastností hot-

start), PCR pufry a směs dNTP. PCR Master Mix také obsahuje přední a zpětné primery a dvojitě 

značené sondy specifické pro Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis, Streptococcus 

pneumoniae a vnitřní kontrolu. 

9.2.3. Vnitřní kontrola 

 

Vnitřní kontrola obsažená v sadě pro kontrolu extrakce DNA, inhibice PCR a aplikačních chyb, je 

syntetická molekula DNA. Vnitřní kontrola se přidává do směsi vzorku a proteinázy K na začátku 

extrakce DNA, aby se ověřila účinnost extrakce a chyby aplikace. Pokud má být při extrakci nukleových 

kyselin přidána vnitřní kontrola, přidává se 5 μL na vzorek; a při přímém přidání do PCR Master Mix 

pro kontrolu inhibice PCR se přidává 0,2 μL. Doporučujeme přidat k negativní kontrole vnitřní kontrolu 

pro vyhodnocení účinnosti extrakčního systému. 

Pozor! Není nutné zahrnout vnitřní kontrolu do PCR Master Mixu, pokud již bylo přidáno během 

fáze extrakce. Absence vnitřní regulace amplifikace ve filtru Cy5 u negativních vzorků může 

naznačovat problém při extrakci nebo aplikaci, nebo že je PCR reakce inhibována. V takovém případě 

by se měla extrakce a PCR opakovat. 

U vzorků s vysokou bakteriální zátěží, včetně pozitivní kontroly, může být vnitřní kontrola 

potlačena a zvýšení fluorescenčního signálu nemusí být detekováno. Proto by měla být interní regulace 

zesílena podle tabulky v oddílu 10. 

9.2.4. Pozitivní kontrola 

 

Sada obsahuje pouze jednu pozitivní kontrolu obsahující syntetickou DNA. Musí být zahrnut do 

PCR reakce pro testování účinnosti reakce. 

Pozitivní kontrola: syntetické DNA Haemophilus influenzae, Neisseria meningitis a Streptococcus 

pneumoniae  

Prahová hodnota CT pozitivní kontroly je uvedena v tabulce kritérií přijetí (oddíl 10). Prahová 

hodnota CT pozitivní kontroly větší než horní hranice rozsahu v tabulce může naznačovat ztrátu výtěžku 

v reakci. 

9.3. Příprava PCR 

 

Pozitivní a negativní kontroly by měly být přidány k PCR reakci spolu se vzorky. Ujistěte se, že 

všechny složky sady jsou před použitím rozpuštěné, a pro přípravu směsi PCR reakce se podívejte na 

tabulku na následující stránce. 
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Uvedené objemy jsou určeny pouze pro jednu reakci, vynásobte tyto objemy počtem vzorků, 

abyste získali objemy požadované pro hlavní směs. Při přípravě směsi pro více než 5 vzorků by mělo 

být k celkovému počtu vzorků přidáno 10 %. 

 

Komponenty Objem 

PCR Master Mix 15 μL 

Vnitřní kontrola* 0,2 μL* 

Vzorek DNA 

(Negativní / Pozitivní kontrola) 

 

10 μL 

Celkový objem 25 μL 

*Vnitřní kontrola by neměla být přidána do reakce, 
pokud byla již přidána během fáze extrakce. 

 

Pipetou vložte 15 μL PCR Master Mix do PCR zkumavek nebo stripů a přidejte 10 μL šablony 

(vzorek/pozitivní nebo negativní kontrola). Zavřete víčko zkuamvky. Ujistěte se, že směs v každé 

zkumavce je na dně zkumavky. Pokud je to nutné, centrifugujte. 

9.4. Programování přístroje Real-Time PCR 

 

Termální protokol pro panel panelu na bakteriální meningitidu bosforu v3 zahrnuje počáteční 

denaturaci pro aktivaci Taqovy DNA polymerázy (s vlastností horkého startu), dvoufázový amplifikační 

cyklus a terminální udržení. Data Real-Time jsou sbírána ve druhém kroku amplifikačního cyklu. 

Tepelný protokol, který má být použit pro reakci, je uveden níže: 

 

 

 

 

 

 

38 cyklů 

Kroky Teplota Čas 

Počáteční denaturace 95 °C 06:00 min 

Denaturace 97 °C 00:15 min 

     Annealing 

     (sběr dat) 
58 °C 01:10 min 

Držení 32 °C 00:20 min 
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Pokud si to přejete, lze použít alternativní krátký protokol. Pro změněné hodnoty citlivosti prosím 

viz sekce 11.1. 

 

 

 

 

 

 

42 cyklů 

 

 

 

 

Před zahájením práce s Bosphore Bacterial Meningitid Panel Kit v3 je nutné dokončit a zkontrolovat 

následující kroky: 

• Vyberte všechny filtry, které budete používat (FAM, HEX, Texas RED a Cy5), 

• Identifikovat neznámé vzorky, pozitivní i negativní kontroly, 

• Vyberte správný tepelný protokol, 

• Začněte experiment. 

 

10. ANALÝZA 

 

Na konci termálního protokolu software Real-Time PCR Instrument automaticky vypočítá 

základní cykly a práh. Analýzu výsledků by měli provádět vyškolení pracovníci, kteří absolvovali 

potřebné školení pro analýzu dat Real-Time PCR. Doporučujeme, aby výsledky testu vyhodnocoval 

odborný lékař, přičemž by se zohlednily klinické nálezy pacienta a výsledky dalších testů. 

Veškerá analýza probíhá automaticky při rutinním používání. Pokud však vyškolení pracovníci, 

kteří absolvovali požadované školení od výrobce, považují za nezbytné, pokud systém umožňuje co 

nejvíce snížit práh k detekci nízkých zesílení, je třeba věnovat pozornost tomu, aby prahová čára 

zůstala nad pozadím. 

Negativní kontrola je nezbytná pro přesnou analýzu výsledků. Zkontrolujte prosím negativní 

kontrolu a ujistěte se, že neukazuje zesílení mimo příslušný vnitřní kontrolní filtr. Pokud má záporná 

kontrola signál mimo filtr spojený s vnitřní kontrolou, prosím, výsledky neuvádějte. Experiment 

opakujte po přijetí potřebných opatření proti kontaminaci. Pokud se stejný výsledek objeví znovu, 

kontaktujte prosím výrobce. 

Kroky Teplota Čas 

Počáteční denaturace 95 °C 05:00 min 

Denaturace 97 °C 00:15 min 

       Annealing 

      (sběr dat) 
58 °C 00:50 min 

Držení 32 °C 00:20 min 
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Interní kontrola a pozitivní kontrola panelové sady Bosphore Bacterial Meningitida Panel Kit v3 

jsou nezbytné pro přesnou analýzu výsledků. Kritéria přijetí prahu cyklu pro vnitřní a pozitivní kontrolu 

jsou uvedena níže: 

 

Komponenta / Parametr Prahová hodnota (CT) 

Pozitivní kontrola ≤28 

Vnitřní kontrola ≤33 

Ve kvalitativních testových výsledcích; vzorky, které překročí práh ve FAM, HEXu a Texas RED 

filtrech; jsou hodnoceny jako "pozitivní", vzorky, které práh nepřekročí, jsou zobrazeny jako "Žádné 

CT" nebo "Negativní". Tyto vzorky jsou považovány za obsahující negativní nebo bakteriální zátěž pod 

detekční hranicí testu. Interní kontrolní data v filtru Cy5 těchto "neodhalených" vzorků by měla být 

také zkontrolována, aby se předešlo falešně negativním výsledkům. 

Zpožděné zesílení vnitřní kontroly může naznačovat problém při extrakci nukleových kyselin 

/ PCR inhibice nebo selhání aplikace. V takovém případě by se měla extrakce a PCR opakovat. Vezměte 

prosím v úvahu, že u vzorků s vysokou koncentrací bakterií lze vnitřní kontrolu potlačit, tedy 

zpožděnou nebo nebýt detekována žádná zvýšení signálu vnitřní kontroly. 

Upozorňujeme, že tento produkt poskytuje pouze testování patogenů uvedených níže. Při 

poskytování výsledků pacientům je třeba zohlednit experimentální výsledky ze sondy, rovněž s 

ohledem na klinické nálezy pacienta a pokyny příslušných zdravotnických orgánů. Tabulka níže 

ukazuje možné výsledky a jejich interpretaci: 

 

P
C

R
 M

a
s
te

r
 M

ix
 

Haemophilus 
influenzae 

(FAM) 

Neisseria 
meningitidis 

(HEX) 

Streptococcus 
pneumoniae 
(Texas RED) 

Interní 
kontrol
a (Cy5) 

 
Výsledek 

 
+ 

 
- 

 
- 

 
+/- 

Vzorek je Haemophilus influenzae 
pozitivní 

- + - +/- Vzorek je pozitivní na Neisseria meningitidis  

 
- 

 
- 

 
+ 

 
+/- 

Vzorek je Streptococcus pneumoniae 
pozitivní 

- - - + Vzorek je negativní 

 
+ 

 
+ 

 
- 

 
+/- 

Vzorek je Haemophilus influenzae a 
Neisseria meningitidis pozitivní 

 
- 

 
+ 

 
+ 

 
+/- 

Vzorek je Neisseria meningitidis a 
Streptococcus pneumoniae pozitivní 

 
+ 

 
- 

 
+ 

 
+/- 

Vzorek je Haemophilus influenzae a 
Streptococcus pneumoniae pozitivní 
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+ 
 

+ 
 

+ 
 

+/- 
Vzorek je pozitivní na Haemophilus 
influenzae, Neisseria meningitis a 

Streptococcus pneumoniae  

- - - - Test by se měl opakovat! 

CFX96 Real-Time PCR Detection System - Bio-Rad: Doporučuje se použít bílou destičku 

pro analýzu. V základních nastaveních  je třeba pro PCR Master Mix povolit možnost 'Apply 

Fluorescence Drift Correction'. Toto nastavení se doporučuje při použití původního tepelného 

protokolu a alternativního krátkého termálního protokolu. 

LightCycler 480 Instrument II – Roche:  Pro systém Roche LightCycler 480 prosím použijte 

bílou destičku.  Jako typ analýzy by měla být zvolena možnost 'Abs Quant/Fit Points', aby bylo 

možné správně určit prahovou úroveň. Analýza by měla být provedena pomocí  možnosti 'Rozsah 

cyklů'. Pro původní tepelný protokol a alternativní krátký termální protokol je nutné provést protokol 

barevné kompenzace.  Pro analýzu lze použít sadu Bosphore Color Compensation Plate Set F. 

Q qPCR MIC qPCR Cycler: Doporučuje se nastavit zesílení takto: Zelená (FAM): 10, Žlutá 

(HEX): 10, Oranžová (Texas RED): 10 a Červená (Cy5): 10. Možnost 'Standard TAQ' by měla být 

zvolena při nastavení PCR. 

Pro červený (Cy5) filtr PCR Master Mix prosím použijte "Fluorescent Cutoff Level" až do 6 % 

pro alternativní krátký termální protokol. 

 

Rotor-Gene Q – QIAGEN: Doporučuje se používat možnosti "Gain" jako zelená (FAM): 10, 

žlutá (HEX): 10, oranžová (Texas RED): 10 a červená (Cy5): 10. 

Při použití původního termálního protokolu prosím povolte možnosti 'Dynamická zkumavky' a 

'Slope Correct'  pro PCR Master Mix. 

Použijte prosím možnosti odstranění odlehlých hodnot  %5 pro žlutý (hexagonální) filtr a 

%10 % pro červený (Cy5) filtr pro původní tepelný protokol, pokud je to nutné. 

Použijte prosím 'Outlier Removal' až do 12 % v oranžovém (Texas RED) filtru a 15 % v 

červeném (Cy5) filtru pro PCR Master Mix alternativního krátkého termálního protokolu. 

Quant Studio 5-ThermoFisher: Použití pasivní reference jako "žádné" pro doporučenou 

analýzu. 

Ve vzácných případech inhibice PCR způsobené léky nebo jinými inhibitory PCR ve vzorku 

doporučujeme test inhibovaných vzorků zmrazit a rozmrazit  a použít je v PCR po jejich naředění 1:2 

s dH2O. 

https://sequencing.roche.com/us/en/products/group/lightcycler-480-ii.html
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11. SPECIFIKACE 

 

11.1. Citlivost 

 

Analytická citlivost může být vyjádřena jako limit detekce: tj. nejmenší množství cílového 

markeru, které lze přesně detekovat. Detekční limit jednotlivých analytických postupů je nejnižší 

množství nukleové kyseliny ve vzorku, které lze detekovat, ale nemusí být nutně kvantifikováno jako 

přesná hodnota. Analytická citlivost nebo detekční limit pro NAT testy je vyjádřena hodnotou kladného 

odřezu 95 %. 

AMPLIRUN HAEMOPHILUS DNA CONTROL, AMPLIRUN NEISSERIA MENINGITIDIS DNA CONTROL, 

a AMPLIRUN STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE DNA CONTROL vzorky jsou využívány pro analytické 

studie citlivosti. 

Analytický limit detekce pro panel Bosphore Bacterial Meningitida Panel Kit v3 byl zjištěn jako , 

10,5 kopií/reakce u Haemophilus infuenzae, 9,3 kopie/reakce u Neisseria meningitidis a 

23,2 kopií/reakce na Streptococcus pneumoniae. Citlivost byla určena pomocí sériových ředění dříve 

kvantifikovaných DNA kontrol. Ředění byla testována v různých sériích v replikách. Výsledky byly 

analyzovány metodou probit. 

11.2. Křížová reaktivita 

 

Aby se eliminovala možná křížová reaktivita, byly použity jak důkazy z návrhu testu, tak 

experimentální studie. Sekvence primerů a sond byly ověřeny na možnou homologii k jiným známým 

sekvencím patogenů pomocí analýzy porovnání sekvencí pomocí zarovnání databáze. Aby se 

eliminovalo riziko křížové reaktivity; Aby se eliminovalo riziko křížové reaktivity; M. pneumoniae, 

Brucella, 

U. urealyticum, N. gonorrhea, M. genitalium, M. hominis, T. vaginalis, K. pneumoniae, S. aureus, 

Vzorky S. enteritidis, A. fumigatus, C. albicans, E. coli a L. monocytogenes s známou vysokou 

pozitivitou byly testovány a byly negativní. Experimentální výsledky naznačují, že kit detekuje 

konkrétně pouze  patogeny DNA z Haemophilus influenzae, Neisseria meningitis a Streptococcus 

pneumoniae, které jsou určeny pouze k detekci, ale ne k ostatním. 

11.3. Reprodukovatelnost 

 

Reprodukovatelnost dat (na základě CT hodnoty) byla získána analýzou dříve kvantifikovaných  

vzorků DNA-pozitivních na Haemophilus influenzae, Neisseria meningitis a Streptococcus pneumoniae. 

Test byl proveden alespoň ve 4 replikách třemi různými operátory, po více dní, na 3 různých sériích. 
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Výsledná data jsou uvedena níže pro 425 kopií/reakcí na Haemophilus influenzae: 

 

Variabilita 

(Haemophilus influenzae) 

 

Směrodatná odchylka 

 

Rozptyl 
Koeficient 

variace [%] 

Intra-test (n=4) 
0.05568 0.00310 0.28649 

Mezipozemky 

(n=3) 
0.08902 0.00792 0.32126 

Interoperátor 

(n=3) 
0.01774 0.00031 0.06406 

Celkový inter-

test (n=5) 

 

0.06501 

 

0.00423 

 

0.23469 

Výsledná data jsou uvedena níže pro 1 520 kopií/reakcí na Neisseria meningitidis: 

 

Variabilita 

(Neisseria meningitidis) 
Směrodatná odchylka Rozptyl 

Koeficient 

variace [%] 

Intra-test (n=4) 
0.03162 0.00100 0.32223 

Mezipozemky 

(n=3) 
0.00500 0.00002 0.01821 

Interoperátor 

(n=3) 
0.03683 0.00136 0.13411 

Celkový inter-

test (n=5) 
0.02642 0.00070 0.09623 

 

Výsledná data jsou uvedena níže pro 9 000 kopií/reakcí na Streptococcus pneumoniae: 

 

Variabilita 

(Streptococcus pneumoniae) 
Směrodatná odchylka Rozptyl 

Koeficient 

variace [%] 

Intra-test (n=4) 
0.03162 0.00100 0.11371 

Mezipozemky 

(n=3) 
0.03819 0.00146 0.13715 

Interoperátor 

(n=3) 
0.02462 0.00061 0.08856 

Celkový inter-

test (n=5) 
0.03941 0.00155 0.14162 
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13. SYMBOLY 

 

 

Datum expirace 
Pozor, konzultujte přiložené 
dokumenty. 

 

 Číslo šarže  Výrobce 

 

 Katalogové číslo  In vitro diagnostické zařízení 

 

14. INFORMACE O POŘADÍ  

 

Katalogové 

číslo: 

 

ABBMP9 (100 rxn/box) 

ABBMP8 (50 rxn/box) 

ABBMP7 (25 rxn/box) 

 

15. KONTAKTNÍ INFORMACE  

 

Anatolia Tanı ve Biyoteknoloji Ürünleri  

                                                         Araştırma Geliştirme Sanayi ve Ticaret A.Ş 

Adresa: Hasanpaşa Mah. Beydağı Sok. Č.:1-9H 34920 

Sultanbeyli/ISTANBUL-Türkiye 

Aydınlı Sb Mah. Matraş Cad. č.:18/Z02 34956 

Tuzla/Istanbul-Türkiye 

Telefon: +90 216 330 04 55 Fax: +90 216 330 00 42 

E-mail: info@anatoliageneworks.com 

www.anatoliageneworks.com 

Anatolia Geneworks®, Bosphore®, Magnesia®, Magrev®, Montania®, Quantiphore® a 

Unio® jsou registrované ochranné známky Anatolia Tanı ve Biyoteknoloji A.Ş. 

mailto:info@anatoliageneworks.com
file:///C:/Users/muhammer.elek/Desktop/Muhammer/2022.11.29%20Magrev%20Mini%20User%20Guide/www.anatoliageneworks.com
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Historie revize dokumentů 

 

Verze 

dokumentu 

 

Č. revize 

 

Datum 

 

Popis 

V1 01 
16. května 

2022 
První vydání 

V2 02 
22. února 

2023 
Obsah byl aktualizován a zkontrolován 

V3 03 
14. července 

2023 
Obsah byl aktualizován a zkontrolován 

V4 04 
26. června 

2025 
Alternativní krátký tepelný protokol přidán 

V5 05 
10. září 

2025 

Kritéria pro přijetí pozitivní kontroly byla změněna 

 


