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1. POPIS PRODUKTU 

 

Bospore SARS-CoV-2/Respiratory Pathogens Panel Kit v1 je sada Real-Time PCR pro in vitro 

diagnostiku, která detekuje a charakterizuje gen orf1ab / N SARS-CoV-2, gen N u RSV A/B, MP2 / 

Segment 8/NS1 gen pro chřipku A/B, gen 5'UTR pro enterovirus, gen nukleoproteinu pro lidský 

metapneumovirus A/B, gen Hexon pro adenovir, geny HN/N/HN/F pro virus parainfluenzy 1/2/3/4,  

5'UTR gen rhinoviru,  MIP gen Legionella pneumophila a gen Adhesin P1  Mycoplasma pneumoniae z 

lidských respiračních vzorků včetně nosohltanu, orofaringeálních stěrů a slin. Detekce fluorescence se 

provádí pomocí filtrů FAM, HEX, Texas RED a Cy5. 

 

Komponenta 
FAM 

(Gene) 

HEX 

(Gene) 

Texas RED 

(Gene) 

Cy5 

(Gene) 

 

PCR Master Mix 1 
SARS-CoV-2 

(orf1ab / N gen) 

RSV A/B 

(N gen) 

Interní kontrola 

(gen RNáza P) 

Chřipka A/B 

(MP2 / Segment 

8/gen NS1) 

 

 

PCR Master Mix 2 

 

Enterovirus 

(gen 5'UTR) 

Lidský 

metapneumovirus 

A/B (gen pro 

nukleoproteiny) 

 

Interní kontrola 

(gen RNáza P) 

 

Adenovirus 

(gen Hexonu) 

 

 

 

PCR Master Mix 3 

Lidské 

parainfluenzové 

viry 1/2/3/4 (HN 

gen / 
N gen / HN gen 

/ gen F 

glykoprotein) 

 

 
Rhinovirus 

(gen 5'UTR) 

 

 

Legionella 

pneumophila 

(gen MIP) 

 

 

Mycoplasma 

pneumoniae (gen 

Adhesin P1) 

Byla použita interní kontrola založená na detekci lidské endogenní sekvence nukleových kyselin 

(RNáza P) přítomné v lidském genomu k ověření problémů se vzorkováním, extrakcí DNA/RNA, inhibicí 

PCR nebo aplikacemi. Data zesílení interní kontroly jsou detekována filtrem Texas RED v PCR Master 

Mix 1 a PCR Master Mix 2. 

2. OBSAH 

 

Bosphore SARS-CoV-2/Respiratory Pathogens Panel Kit v1 obsahuje následující dH2O, RT Mix, 

Real-Time PCR Master Mixes a pozitivní kontroly. 

 

Komponenta Činidlo 100 reakcí 50 reakcí 25 reakcí 

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

2 PCR Master Mix 1 (2 816 μL) (1 408 μL) (704 μL) 

3 PCR Master Mix 2 (2 816 μL) (1 408 μL) (704 μL) 
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4 PCR Master Mix 3 (2 816 μL) (1 408 μL) (704 μL) 

5 RT Mix (132 μL) (66 μL) (33 μL) 

6 Pozitivní kontrola 

1 

(260μL) (130 μL) (130 μL) 

7 Pozitivní kontrola 

2 

(260μL) (130 μL) (130 μL) 

8 Pozitivní kontrola 

3 

(260μL) (130 μL) (130 μL) 

3. UKLÁDÁNÍ 

 

PCR činidla pro panel Bosphore SARS-CoV-2/Respiratory Pathogens Panel Kit v1 by měla být 

skladována v 

-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. 

Lahvičky musí být zavřené, kromě pipetování. Doporučujeme připravit PCR na chladicím bloku a hlavní 

směs PCR 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, nebo jiný Real-Time PCR 

systém s FAM, HEX, Texas RED a Cy5 filtry* 

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

• Extrakční systém Unio B24 nebo Unio B48 extrakční systém, nebo systém pro extrakci a PCR 

instalaci Unio A24S a sada pro extrakci virové DNA/RNA Unio 600 μl, systém pro extrakci a 

PCR instalaci Unio 96 a univerzální sada pro extrakci nukleových kyselin Unio 96, extrakční 

systém Unio M32 a sada pro extrakci virové DNA/RNA Unio M32, manuální stojan na extrakci 

nukleových kyselin Magrev 24 a univerzální sada extrakce nukleových kyselin Magrev nebo 

Magrev virová extrakce DNA/RNA Sada, spin kit pro extrakci virové DNA z bosforu, sada pro 

extrakci virové RNA z bosforu, spinová sada pro extrakci virové DNA/RNA nebo univerzální 

spinovací sada pro extrakci nukleových kyselin bosforu nebo přístroj na extrakci nukleových 

kyselin magnesia 16 a sada pro extrakci virové DNA/RNA z magnezie EP (Anatolia 

Geneworks) nebo jiné vysoce kvalitní sady a systémy pro extrakci nukleových kyselin 

• Mrazák (-20 °C) 

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/A34322
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/A34322
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/A34322
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/A34322
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/A34322
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• 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 SARS-CoV-2/Respiratory Pathogens Panel Kit v1, 

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. 

• Při doručení zkontrolujte datum spotřeby na obalu a na etiketě zkumavky. 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 
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postupů. 

7. INFEKCE 

SARS-CoV-2 

Nový koronavirus 2019 (2019-nCoV) patří do stejné rodiny jako patogen způsobující těžký akutní 

respirační syndrom (SARS) a byl poprvé identifikován jako příčina epidemie respiračního onemocnění 

ve Wu-chanu v Číně. Světová zdravotnická organizace (WHO) oficiálně pojmenovala nemoc 

způsobenou koronavirem COVID-19. Pokud jde o samotný virus, Mezinárodní výbor pro taxonomii virů 

oficiálně přejmenoval dříve předběžně pojmenovaný 2019-nCoV na Těžký akutní respirační syndrom 

koronaviru-2 (SARS-CoV-2) (Lai et al., 2020; WHO, 2020). 

Lidé mohou zažívat různé příznaky COVID-19. Příznaky obvykle začínají 5–6 dní po expozici a 

trvají 1–14 dní. Horečka, zimnice a bolest v krku jsou nejčastějšími příznaky. Méně časté příznaky 

mohou zahrnovat bolesti svalů, únavu, rýmu/ucpaný nos/kýchání, bolest hlavy, bolest očí, závratě, 

kašel, bolest na hrudi, dušnost atd. Závažné případy infekce mohou vést ke smrti, selhání dýchání, 

sepsi, tromboembolii (krevním sraženinám) a selhání více orgánů, včetně poškození srdce, jater nebo 

ledvin (WHO, 2023a). 

Podle údajů WHO bylo k 20. srpnu 2023 celosvětově hlášeno více než 769 milionů potvrzených 

případů a 6,9 milionu úmrtí. Tři regiony WHO hlásily nárůst případů, zatímco dva regiony zaznamenaly 

pokles. Čtyři regiony WHO hlásily pokles úmrtí, zatímco východní středomořský region zaznamenal 

nárůst úmrtí (WHO, 2023b). 

COVID-19 se šíří, když nakažená osoba vdechne kapénky a velmi malé částice obsahující virus. 

Jiní lidé mohou tyto kapky a částice vdechnout, nebo jim mohou spadnout do očí, nosu či úst. V 

některých případech mohou tyto kapénky kontaminovat povrchy, kterých se dotknou. Kdokoli 

nakažený COVID-19 může virus šířit, i když nemá žádné příznaky. Zvířata mají nízké riziko šíření viru, 

který způsobuje COVID-19, na lidi. Virus se může při blízkém kontaktu přenášet z člověka na zvířata 

(CDC, 2023). 

 

Další respirační infekce 

 

Infekce dýchacích cest (RTI) jsou infekční onemocnění, která postihují dýchací cesty. RTI jsou 

klasifikovány jako infekce horních cest dýchacích (URI nebo URTI) a infekce dolních cest dýchacích 

(LRI nebo LRTI). Infekce dolních cest dýchacích, jako je zápal plic, bývají mnohem závažnější než 

infekce horních cest dýchacích, například běžné nachlazení (Thapa et al., 2017). Z klinického hlediska; 

Příznaky jako nosní obstrukce, výtok z nosu, bolest v krku, kašel a podráždění krku patří k infekcím 

horních cest dýchacích, zatímco příznaky jako bronchitida a zápal plic jsou součástí infekcí dolních cest 

(Nelson et al., 2022). 

Detekce patogenů ve vzorcích dýchacích cest pomocí Real-Time PCR umožňuje včasnou a 

přesnou diagnostiku RTI (Sundell et al., 2019). 
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RTI lze šířit čtyřmi hlavními způsoby přenosu: přímým kontaktem, nepřímým 

kontaktem/fomitem, kapkami a aerosolem (Leung, 2021). Respirační infekce zahrnují různorodou 

skupinu patogenů a zejména virové respirační infekce jsou nakažlivější (Harvard Health Publishing, 

bez specifikace). Virové příčiny respiračních infekcí zahrnují parainfluenzu 1, parainfluenzu 2, 

parainfluenzu 3, parainfluenzu 4, enterovirus, lidský metapneumovirus A/B, chřipku A, RSV A/B, 

BOCAVIRUS, RHINOVIRUS, KORONAVIRUS 229E, koronavirus OC43, koronavirus NL63, koronavirus 

HKU1, pandemický H1N1, parechovirus, adenovirus. Bakteriální příčiny respiračních infekcí zahrnují 

Haemophilus influenza typu B, Mycoplasma pneumoniae, Streptococcus pneumoniae, Bordetella 

pertussis, Klebsiella pneumoniae, Moraxella catarrhalis, Staphylococcus aureus, Chlamydia 

pneumoniae, Legionella longbeachae, Salmonella enterica. Houbovými původci respiračních infekcí 

zahrnují oportunistické houbové patogeny, jako je Pneumocystis jirovecii (Thapa et al., 2017; Nelson 

et al., 2022; Sundell et al., 2019). 

8. METODA 

 

Bosforová sada SARS-CoV-2/Respiratory Pathogens Panel Kit v1 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. Kromě těchto složek je v RT-PCR do reakce přidána reverzní transkriptáza a získává se 

syntéza cDNA z RNA šablony. 

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. Fluorescence generovaná reportérem roste, jak se PCR 

produkt akumuluje; bod, ve kterém signál 
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stoupá nad úroveň pozadí a stává se rozpoznatelným, což se nazývá prahový cyklus (CT). Existuje 

lineární vztah mezi logaritmem počátečního množství DNA/RNA a jejím prahovým cyklem. 

 

Bospore SARS-CoV-2/Respiratory Pathogens Panel Kit v1 využívá multiplex qPCR a systém 

zahrnuje interní kontrolu pro kontrolu extrakčního postupu, inhibice PCR a aplikačních otázek. Reakce 

probíhá ve třech PCR zkumavkách obsahujících PCR Master Mix 1, PCR Master Mix 2 a PCR Master Mix 

3. 

V PCR Master Mix 1 je amplifikace genomu SARS-CoV-2 screenována pomocí filtru FAM, 

amplifikace genomu RSV A/B pomocí filtru HEX a amplifikace genomu Influenzy A/B pomocí filtru Cy5. 

V PCR Master Mix 2 je amplifikace genomu enteroviru screenována pomocí FAM filtru, amplifikace 

lidského metapneumoviru A/B pomocí HEX filtru a amplifikace genomu adenoviru pomocí filtru Cy5. 

V PCR Master Mix 3 je amplifikace genomu 1/2/3/4 u lidských parainfluenzových virů 

screenována pomocí filtru FAM, amplifikace genomu rhinoviru pomocí filtru HEX,  amplifikace genomu 

L. pneumophila pomocí filtru Texas RED a amplifikace genomu M. pneumoniae  pomocí filtru Cy5. 

Fluorescenční signál produkovaný interním zesílením je detekován pomocí filtru Texas RED jak 

v PCR Master Mix 1, tak v PCR Master Mix 2. 

9. POSTUP 

 

9.1. Extrakce DNA/RNA 

 

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

pro extrakci a PCR instalaci Unio A24S a sadu na extrakci virové DNA/RNA 600 μl, systém pro extrakci 

a PCR setup systém Unio 96 a univerzální sadu na extrakci nukleových kyselin Unio 96, systém 

extrakce Unio M32 a sadu na extrakci virové DNA/RNA Unio M32,  Magrev 24 Manuální magnetický 

kuličkový extrakční stojan pro nukleové kyseliny a Magrev Versatile sada pro extrakci nukleových 

kyselin nebo Magrev virová DNA/RNA extrakční sada, spin sada pro extrakci bosforového viru DNA, 

spinová sada pro extrakci bosforové virové RNA, spinová sada pro extrakci virové DNA/RNA z bosforu 

nebo univerzální sada pro extrakci nukleových kyselin bosforu nebo Magnesia 16 přístroj pro extrakci 

nukleových kyselin a sada pro extrakci virové DNA/RNA z Magnesie EP (Anatolia Geneworks) nebo 

jiné vysoce kvalitní sady pro extrakci nukleových kyselin a systémy se používají s Bosphore SARS-

CoV-2/Respiratory Pathogens Panel Kit v1. Extrakce DNA/RNA by měla být provedena podle pokynů 

výrobce. 
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9.2. Kontrola negativní extrakce (kontrola lidských vzorků) 

 

Doporučujeme, aby extrakční kontrola (neposkytnutá) obsahující kontrolu lidského vzorku 

(HSC), která byla dříve charakterizována jako negativní na SARS-CoV-2, RSV A/B, influenza A/B, 

enterovirus, lidský metapneumovirus A/B, adenovirus, lidské parainfluenzové viry 1/2/3/4, rhinovirus, 

L. pneumophila a M. pneumoniae Měly by být extrahovány a testovány u každé sady vzorků pacientů. 

Slouží jako negativní kontrola extrakce pro monitorování případné kontaminace během procesu 

extrakce a jako kontrola pro ověření extrakčních činidel a úspěšné extrakce DNA/RNA, přičemž 

amplifikace se očekává pouze u Texas RED filtru (RNáza P) PCR Master Mix 1 a PCR Master Mix 2. 

9.3. Součásti soupravy 

 

9.3.1. Negativní kontrola 

 

Negativní kontrola je nezbytnou součástí panelové sady Bosphore SARS-CoV-2/Respiratory 

Pathogens Panel Kit v1 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. 

9.3.2. PCR Master Mix 1 

 

PCR Master Mix 1 obsahuje vysoce specifickou a přesnou Taq DNA polymerázu (s vlastností hot-

start), PCR pufry a směs dNTP. PCR Master Mix 1 také obsahuje přední a zpětné primery a dvojznačné 

sondy specifické pro SARS-CoV-2, RSV A/B, INFLUENZA A/B a vnitřní kontrolu. 

9.3.3. PCR Master Mix 2 

 

PCR Master Mix 2 obsahuje vysoce specifickou a přesnou Taq DNA polymerázu (s vlastností hot-

start), PCR pufry a směs dNTP. PCR Master Mix 2 také obsahuje přední a zpětné primery a dvojznačné 

sondy specifické pro enterovirus, lidský metapneumovirus A/B, adenovir a vnitřní kontrolu. 

9.3.4. PCR Master Mix 3 

 

PCR Master Mix 3 obsahuje vysoce specifickou a přesnou Taq DNA polymerázu (s vlastností hot-

start), PCR pufry a směs dNTP. PCR Master Mix 3 také obsahuje přední a zpětné primery a dvojitě 

značené sondy specifické pro lidské parainfluenzové viry 1/2/3/4, Rhinovirus, L. pneumophila a M. 

pneumoniae. 
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9.3.5. RT Mix 

 

RT Mix obsahuje vysoce kvalitní a výkonnou směs reverzní transkriptázy a RNázového 

inhibitoru. 

 

9.3.6. Vnitřní kontrola 

 

Interní kontrola (IC), označovaná jako interní kontrola vzorku, je založena na detekci lidské 

endogenní sekvence nukleových kyselin (RNáza P) přítomné v lidských klinických vzorcích pomocí 

zápalek a sondy obsažené v sadě. Slouží jako kontrola odběru vzorků, extrakce DNA/RNA, inhibice 

PCR a chyb aplikace. 

Absence interní kontroly založené na detekci lidské endogenní sekvence nukleových kyselin 

(RNáza P) nalezené v amplifikaci lidského genomu pro PCR Master Mix 1 a PCR Master Mix 2 ve 

texaských RED filtrech v negativních vzorcích může naznačovat problém s extrakcí, inhibicí PCR, 

odběrem vzorků nebo chybami aplikace. V takovém případě by se měla zopakovat extrakce, odběr 

vzorků a PCR. Zesílení vnitřní kontroly by mělo být hodnoceno podle tabulky v oddílu 10. 

Poznámka! Je třeba poznamenat, že zvýšení vnitřní kontroly se očekává u texaských filtrů RED 

PCR Master Mix 1 a PCR Master Mix 2. Neočekává se zvýšení interní kontroly u externě přidaných 

negativních kontrol v Real-Time. 

9.3.7. Pozitivní kontrola 

 

Sada obsahuje 3 pozitivní kontroly obsahující syntetickou DNA. Musí být zahrnut do PCR reakce 

pro testování účinnosti reakce. 

Pozitivní kontrola 1: syntetické DNA SARS-CoV-2, RSV A/B, INFLUENZA A/B a RNáza P* 

 

Pozitivní kontrola 2: syntetický enterovirus, lidský metapneumovirus A/B, adenovir a DNA RNázy 

P* 

Pozitivní kontrola 3: Syntetické lidské parainfluenzové viry 1/2/3/4, Rhinovirus, M. pneumoniae 

a L. pneumophila DNA 

*Sada obsahuje endogenní vnitřní kontrolu. Kontrolována pomocí specifických primerů a sond na RNázu P přítomnou v 

PCR Master Mix, RNáza P byla také nalezena v pozitivní kontrole. Očekává se zvýšení RNázy P v rámci pozitivní kontroly, v 

souladu s prahem kritérií přijetí (≤28). 

 

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. 
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9.4. 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 níže. 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 1/2/3 25,6 μL 

RT Mix 0,4 μL 

Vzorek DNA/RNA 

(Negativní / Pozitivní kontrola) 

 

14 μL 

Celkový objem 40 μL 

 

Pipetě aplikujte 26 μL PCR Master Mixes a směs RT Mix do PCR zkumavky nebo stripy 

a přidejte 14 μL šablony (vzorek/pozitivní nebo negativní kontrola). Zavřete víčko zkumavky. Ujistěte 

se, že směs v každé zkumavce je na dně zkumavky. Pokud je to nutné, centrifugujte. 

9.5. Programování přístroje Real-Time PCR 

 

Termální protokol pro SARS-CoV-2/Respiratory Pathogens Panel Kit v1 zahrnuje reverzní 

transkripci, počáteční denaturaci pro aktivaci Taq DNA polymerázy (s vlastností hot-start), 

dvoukrokový amplifikační cyklus a terminální zadržení. Data Real-Time jsou sbírána ve druhém kroku 

amplifikačního cyklu. Níže je uveden tepelný protokol, který se má použít pro reakci. 

 

 

 

 

 

 

 

40 cyklů 

 

 

 

 

 
 
**Dobu annealingu lze zkrátit na 00:30 min (při 62 ºC) se stejnou účinností, pokud je to potřeba. 

Kroky Teplota Čas 

Reverzní transkripce 50 °C 17:00 min 

Počáteční denaturace 95 °C 06:00 min 

Denaturace 97 °C 00:30 min 

Annealing** 

(sběr dat) 
62 °C 00:40 min 

Držení 32 °C 02:00 min 
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Před zahájením práce s Bosphore SARS-CoV-2/Respiratory Pathogens Panel Kit v1 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 testů vyhodnocoval 

odborný lékař, přičemž se zohlední 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 žádné zesílení. Pokud má negativní kontrola signál, prosím, 

výsledky neuvádějte. Experiment opakujte po přijetí potřebných opatření proti kontaminaci. Pokud se 

stejný výsledek objeví znovu, kontaktujte prosím výrobce. 

Interní kontrola a pozitivní kontrola Bosphore SARS-CoV-2/Respiratory Pathogens Panel Kit v1 

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

kladné kontroly jsou uvedena níže: 

 

Komponenta / Parametr Prahová hodnota (CT) 

Pozitivní kontrola 1/2/3 ≤28 

Vnitřní kontrola ≤35 

Ve kvalitativních testovacích výsledcích; vzorky, které překračují práh ve filtrech FAM, HEX a 

Cy5 pro PCR Master Mix 1 a PCR Master Mix 2, FAM, HEX, Texas RED a Cy5 filtry pro PCR Master Mix 

3; je hodnocena jako "pozitivní", vzorky, které nepřekročí práh, jsou označeny jako "Žádné CT" nebo 

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



Kód: MB431v6f 

Datum: 05. prosince 2025 12 / 18 

 

 

detekční limit testu. U PCR Master Mix 1 a PCR Master Mix 2 by měla být také zkontrolována interní 

kontrolní data v texaských RED filtrech těchto "nezjištěných" vzorků, aby se předešlo falešně 

negativním výsledkům. 

 

Zpožděné zesílení vnitřní kontroly může naznačovat problém při odběru vzorků, extrakci 

nukleových kyselin / inhibici PCR nebo selhání aplikace. V takovém případě by se extrakce měla 

opakovat. Vezměte prosím v úvahu, že u vzorků s vysokou koncentrací bakterií/virů lze vnitřní kontrolu 

potlačit, tedy zpožděnou nebo nebude detekována žádná změna 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
 1

 

SARS-CoV-2 
(FAM) 

RSV A/B 
(HEX) 

Interní 
kontrola 

(Texas RED) 

Chřipka 
A/B 

(Cy5) 

 
Výsledek 

 
+ 

 
- 

 
+/- 

 
- 

 
Vzorek je pozitivní na SARS-CoV-2 

 
- 

 
+ 

 
+/- 

 
- 

 
Vzorek je RSV A/B pozitivní 

 
- 

 
- 

 
+/- 

 
+ 

 
Vzorek je pozitivní na chřipku A/B 

 
- 

 
- 

 
+ 

 
- 

 
Vzorek je negativní 

 
+ 

 
+ 

 
+/- 

 
- 

Vzorek je pozitivní na SARS-CoV-2 a RSV 
A/B 

 
- 

 
+ 

 
+/- 

 
+ 

Vzorek je pozitivní na RSV A/B a chřipku 
A/B 

 
+ 

 
- 

 
+/- 

 
+ 

Vzorek je pozitivní na SARS-CoV-2 a 
chřipku A/B 

 
+ 

 
+ 

 
+/- 

 
+ 

Vzorek je pozitivní na SARS-CoV-2, RSV 
A/B a chřipku A/B 

 
- 

 
- 

 
- 

 
- 

 
Test by se měl opakovat! 

P
C

R
 M

a
s
te

r
 M

ix
 2

 Enterovirus 
*** 

(FAM) 

Lidský 
metapneum 
ovirus A/B 

(HEX) 

Interní 
kontrola 

(Texas RED) 

Adenovirus 
(Cy5) 

 
Výsledek 

+ - +/- - Vzorek je pozitivní na enterovirus 

- + +/- - 
Vzorek je pozitivní na lidský 

metapneumovirus A/B 

- - +/- + Vzorek je pozitivní na adenovirus 
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- - + - Vzorek je negativní 

+ + +/- - 
Vzorek je pozitivní na enterovirus a lidský 

metapneumovirus A/B 

- + +/- + 
Vzorek je pozitivní na lidský 

metapneumovirus A/B a 
adenovirus 

+ - +/- + 
Vzorek je pozitivní na enterovirus a 

adenovirus 

 
+ 

 
+ 

 
+/- 

 
+ 

Vzorek je pozitivní na enterovirus, 
lidský metapneumovirus A/B a 

adenovirus 

- - - - Test by se měl opakovat! 

P
C

R
 M

a
s
te

r
 M

ix
 3

 

Virus lidské 
parainfluenzy 

1/2/3/4 
(FAM) 

Rhinovirus 
*** 

(HEX) 

L. 
pneumophila 
(Texas RED) 

M. 
pneumoniae 

(Cy5) 

 
Výsledek 

+ - - - 
Vzorek je pozitivní na lidský parainfluenzní 

virus 1/2/3/4 

- + - - Vzorek je pozitivní na nosorožec 

- - + - Vzorek je L . pneumophila pozitivní 

- - - + Vzorek je pozitivní na M. pneumoniae  

+ + - - 
Vzorek je lidský parainfluenzní virus 

1/2/3/4 a nosovirus pozitivní 

+ - + - 
Vzorek je lidský parainfluenzový virus 

1/2/3/4 a L. pneumophila pozitivní 

+ - - + 
Vzorek je virus lidské parainfluenzy 1/2/3/4 

a M. pneumoniae pozitivní 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
- 

Vzorek je lidský parainfluenzový virus 1/2/3/4, 
Rhinovirus a L. pneumophila pozitivní 

 
+ 

 
+ 

 
- 

 
+ 

Vzorek je pozitivní na lidský parainfluenzový 
virus 1/2/3/4, rhinovirus a M. pneumoniae  

 
+ 

 
- 

 
+ 

 
+ 

Vzorek zahrnuje lidské parainfluenzové viry 
1/2/3/4, L. pneumophila a 

M. pneumoniae pozitivní 

- + + - 
Vzorek je Rhinovirus a 

L. pneumophila pozitivní 

- + - + 
Vzorek je Rhinovirus a 

M. pneumoniae pozitivní 

- + + + 
Vzorek je rhinovirus, L. pneumophila 

a M. pneumoniae pozitivní 

- - + + 
Vzorek je L. pneumophila a 

M. pneumoniae pozitivní 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

Vzorek zahrnuje lidské parainfluenzové viry 
1/2/3/4, Rhinovirus, L. pneumophila a 

M. pneumoniae pozitivní 

- - - - Vzorek je negativní 
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Typy Rhinoviru a Enteroviru jsou si velmi podobné, protože Rhinovirus je členem podčeledi Enterovirů. Vzorky pozitivní 

na enterovirus mohou v testu na nosovirus poskytnout signály. Vzorky pozitivní v obou testech by měly být považovány pouze 

za pozitivní na enterovirus. Nicméně vzorky pozitivní na rhinovirus (≤25 CT), amplifikace enteroviru při CT ≥35, mohou nastat 

a neměly by být interpretovány jako pozitivní výsledky enteroviru. 

 

Light Cycler 480 Instrument II - Roche: Pro Roche Light Cycler 480 prosím použijte bílou 

destičku. Možnost 'Abs Quant/Fit Points' by měla být zvolena jako typ analýzy pro vhodný výběr 

prahové úrovně. Analýza by měla být provedena pomocí možnosti 'Cyklický rozsah'. 

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

analýzu. 

Q qPCR Cycler - Quantabio: Doporučuje se používat možnosti zesílení jako zelená (FAM): 10, 

žlutá (HEX): 10, oranžová (Texas RED): 10 a červená (Cy5): 10. Během nastavení PCR by měla být 

zvolena možnost 'Standard TAQ'. 

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

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

Quant Studio 5 – ThermoFisher: Doporučuje se používat 'pasivní odkazování' jako 'Žádné' 

pro analýzu. 

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

doporučujeme test inhibovaných vzorků zmrazit a rozmrazit vzorky DNA/RNA a použít je v PCR po 

jejich naředění v poměru 1:2 s dH2O. 

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 %. 

Analytické detekční limity pro panel Panel Kit v1 pro bosforové SARS-CoV-2/respirační patogeny 

byly stanoveny pomocí předkvantifikovaných ředění vzorků referenčními materiály a znovu 

analyzovány metodou probit. Stejné úrovně citlivosti byly dosaženy při žíhání trvajícím 30 sekund v 

termálním protokolu (viz sekce 9.7). 

Pro určení hladin LOD na základě vzorku byla provedena extrakce virové DNA/RNA pomocí 

Magrev Viral DNA/RNA Extraction Kit s počáteční objemovou kapacitou 500 μL a elucií 60 μL volbou. 

Běhy byly prováděny v Montania 4896 Real-Time PCR přístroji. Různé vzorky na úrovních LOD byly 
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získány zředěním vysoce pozitivních přírodních vzorků nebo jejich přidáním do různých matric vzorků. 

Úrovně LOD podle typu vzorku jsou uvedeny v následující tabulce: 

 

 

 

Parametr 

Citlivost 

(předkvantifikova

ná referenční 

DNA/RNA 
materiály) 

 

Citlivost 

(Sliny) 

 

Citlivost 

(nasofaryngeální 

stěry) 

 

Citlivost 

(orofaryngeální 

stěry) 

SARS-CoV-2 0,6 kopií/μL 1,2 kopií/μL 0,84 kopií/μL 0,6 kopií/μL 

RSV A 3 kopie/μL 6 kopií/μL 4,2 kopie/μL 3 kopie/μL 

RSV B 7 kopií/μL 14 kopií/μL 9,8 kopií/μL 7 kopií/μL 

Influenza A 3 kopie/μL 6 kopií/μL 4,2 kopie/μL 3 kopie/μL 

Influenza B 4 kopie/μL 8 kopií/μL 5,6 kopií/μL 4 kopie/μL 

Enterovirus 2 kopie/μL 4,4 kopie/μL 2,8 kopií/μL 2 kopie/μL 

Lidský 

metapneumovirus 

A/B 

 

6 kopií/μL 

 

13,2 kopií/μL 

 

8,4 kopií/μL 

 

6 kopií/μL 

Adenovirus 3,5 kopie/μL 7,7 kopií/μL 4,9 kopií/μL 3,5 kopie/μL 

Virus lidské 

parachřipky 1 

 

10 kopií/μL 

 

22 kopií/μL 

 

14 kopií/μL 

 

10 kopií/μL 

Lidský 

parainfluenzo

vý virus 2 

 

1 kopie/μL 

 

2,2 kopie/μL 

 

1,4 kopie/μL 

 

1 kopie/μL 

Virus lidské 

parainfluenzy 

3 

 

5 kopií/μL 

 

11 kopií/μL 

 

7 kopií/μL 

 

5 kopií/μL 

Virus lidské 

parainfluenzy 

4 

 

25 kopií/μL 

 

55 kopií/μL 

 

35 kopií/μL 

 

25 kopií/μL 

Rhinovirus 13 kopií/μL 28,6 kopií/μL 18,2 kopií/μL 13 kopií/μL 

M. pneumoniae 0,15 kopií/μL 0,33 kopií/μL 0,21 kopií/μL 0,15 kopií/μL 

L. pneumophila 2 kopie/μL 4,4 kopie/μL 2,8 kopií/μL 2 kopie/μL 
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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; Bocavirus, Parechovirus, Coronavirus 229E, Coronavirus OC43, 

Coronavirus NL63, Haemophilus influenza, Bordetella pertussis, Staphylococcus aureus, Streptococcus 

pneumoniae, Moraxella catarrhalis, Klebsiella pneumoniae a Pneumocystis jiroveci Vzorky s známou 

vysokou pozitivitou byly testovány a byly negativní. Experimentální výsledky ukázaly, že sada 

konkrétně a pouze Bosphore SARS-CoV-2/Respiratory Pathogens Panel Kit v1 detekuje patogeny, 

které hodlá detekovat, ale ne ostatní. 
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Datum expirace 
Pozor, konzultujte přiložené 
dokumenty. 

 

 Číslo šarže  Výrobce 

 

 Katalogové číslo  In vitro diagnostické zařízení 

 

14. INFORMACE K OBJEDNÁNÍ  

 

Katalogové 

číslo: 
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