QIAsymphony® RGQ Uygulama Sayfasi

QIAsymphony RGQ uygulamasi
artus® HI Virus-1 QS-RGQ Kiti
(6rnek tipi: plazma)
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Genel bilgi

Testi gerceklestirmeden dnce

www.giagen.com/products/artushivirusrt-pcrkitce.aspx  adresinde

yeni elekironik etiket revizyonlarinin varligini kontrol edin. Mevcut

revizyon durumu yayim tarihiyle belirtilir (format: ay/yil).

Kit

Onaylanmig érnek materyali
On uc saflagtirma

Ornek hacmi (fazla hacim

dahil)

Test Parametre Seti
Varsayilan Tahlil Kontrol Seti
Elosyon hacmi

Gerekli yazilim versiyonu
Ana solUsyon kangim hacmi
Sablon hacmi

Reaksiyon sayisi

AS modulinde caligma

suresi

REF
artus HI Virus-1 QS-RGQ Kit, Versiyon 1, 4513363,
4513366
insan EDTA plazma

QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit (kat. no. 937055)
1.200 ul

artus_HIV plasma1000_V4
Cellfree1000_V6 DSP artus HIV
60 ul

Versiyon 4.0 veya Ustu

30 ul

20 ul

6-24 veya 6-72*

6 reaksiyon icin: yaklagik 9 dakika
72 reaksiyon igin: yaklagik 35 dakika

*

Cok sayida tahlil calismasi ¢alisirken 72 reaksiyon ve 1 tahlil askisi adaptéri sinirinin agilmadigina

emin olun. Tahlil calismasinin tamamlanmasiyla Rotor-Gene® Q'ya transfer arasinda uzun sireli

inkUbasyon siresinden (>30 dakika) kaginin.
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Gereken ama saglanmayan materyal

Saflaghrma kiti =
QlAsymphony SP igin u
adaptérler

H
QlAsymphony SP icin sarf u
malzemesi
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QIlAsymphony AS icin u
adaptérler ve reaktif tutucular

[
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QIAsymphony AS icin sarf u

malzemesi

QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit (kat. no. 937055)

Elution Microtube Rack QS (Elisyon Mikrotip Askisi QS)
(Sogutma Adaptéri, EMT, v2, Qsym, kat. no. 9020730)

Tube Insert 3B (Tup inserti 3B) (insert, 2,0 ml v2, érnek tasiyic.
(24), Qsym, kat. no. 9242083)

Sample Prep Cartridges (Ornek Hazirlama Kartuglar), 8 kuyulu
(kat. no. 997002)

8-Rod Covers (8 Cubuk Kapagi) (kat. no. 997004)

Filter-Tips (Filtre U¢lan), 1.500 ul (kat. no. 997024)

Filter-Tips (Filire Uclari), 200 ul (kat. no. 990332)

Elution Microtubes CL (Elusyon Mikrotipleri CL) (kat. no. 19588)
Tip disposal bags (U¢ atma torbalari) (kat. no. 9013395)

Micro tubes 2.0 ml Type H (Mikro tipler 2,0 ml Tip H) veya
Micro tubes 2.0 ml Type | (Mikro tipler 2,0 ml Tip 1) (Sarstedt,
kat. no. 72.693 ve 72.694, www.sarstedt.com), érnekler ve
dahili kontrollerle kullanmak Uzere

Reagent holder 1 QS (Reaktif tutucu 1 QS) (Sogutma Adaptéri,
Reaktif Tutucu 1, Qsym, kat. no. 9018090)

Reagent holder 2 QS (Reaktif tutucu 2 QS) (Sogutma Adaptéri,
Reaktif Tutucu 2, Qsym, kat. no. 9018089)

RG Strip Tubes 72 QS (RG Strip Tipleri 72 QS) (Sogutma
Adaptéri, RG Strip Tupleri 72, Qsym, kat. no. 9018092)

Strip Tubes and Caps (Strip Tupleri ve Kapaklari), 0,1 ml (kat.
no. 981103)

Tubes, conical, 2 ml, Qsym AS (Tupler, konik, 2 ml, Qsym AS)
(kat. no. 997102)* veya Micro tubes 2.0 ml Type | (Mikro tupler
2,0 ml Tip ) (Sarstedt, kat. no. 72.694.005)

Tube, conical, 5 ml, Qsym AS (Tp, konik, 5 ml, Qsym AS) (kat.
no. 997104)* veya Tubes with flat base from PP (PP'den yassi
tabanh Tupler) (Sarstedt, kat. no. 60.558.001

Reagent Bottles (Reaktif Sigeleri), 30 ml, Qsym AS (kat. no.
997108)

Elution Microtubes CL (Elusyon MikrotUpleri CL) (kat. no. 19588)
Filter-Tips (Filire Uclari), 1.500 ul (kat. no. 997024)

Filter-Tips (Filtre U¢lar), 200 ul (kat. no. 990332)

Filter-Tips (Filtre Uglan), 50 ul (kat. no. 997120)

Tip disposal bags (U¢ atma torbalan) (kat. no. 9013395)

* Litfen mevcudiyet agisindan sorun.
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Ornek muamelesi ve saklama

Ornek toplanmasi Kan 6rnegi
5-10 ml EDTA kan
8x genel karigim — sallama yok!

Heparinize insan érnekleri kullanilmamalidir

Ornek saklama Ayirma: 20 dakika santrifigasyon, alindiktan sonra 24 saat icinde 800-
1.600 x g

izole edilmis plazmay: steril polipropilen tipe aktarin

Virts kapsil icin RNA sunda stabildir:*

4°C gun

-20°C  hafta

-70°C ay
Ornek nakli Kirlmaz nakil

24 saat iginde sevkiyat
Sevkiyat patojenik materyalin nakli icin yasal talimata gére postalayint

Kan érnekleri soguk génderilmelidir (2-8°C)

Enterferans yapici Heparin (=10 IU/ml) PCRYyi etkiler. Antikoagilan olarak heparin iceren
maddeler tuplerde toplanan &rnekler veya heparinize hastalardan  érnekler

kullanilmamalidir.

Artmig albumin (<6 g/dl), bilirubin (=30 mg/dl), lipid (<1 g/dI trigliserit)

degerleri ve hemolitik drnekler (<2 g/dl hemoglobin) sistemi etkilemez.

* Arbeitskreis Blut, V17 (09.1997), Bundesgesundheitsblatt 11/1997, p. 452-456.

t International Air Transport Association (Uluslararasi Hava Tagimaciligi Dernegi) (IATA). Dangerous

Goods Regulations. (Tehlikeli Mallar Yénetmeligi).
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Prosedir

Tasiyict RNA hazirlanmasi ve érneklere dabhili
kontrol eklenmesi

artus HI Virus-1 QS-RGQ Kitiyle kombinasyon halinde QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kitinin

dahili kontrol (HI Virus-1 RG IC) sokulmasini gerekirir.

Dahili kontroller tagryici RNA (CARRIER)-Tampon AVE (AVE) kanigimiyla eklenmelidir ve dahili kontrol-
tagtyici RNA (CARRIER)-Tampon AVE (AVE) karigiminin toplam hacmi 120 ul olarak kalir.

Tablo 1 ul elisyon hacmi bagina 0,1 ul oraninda izolasyona dahili kontrol eklenmesini temsil eder.

Her ¢alisma icin kullanimdan hemen 8nce yeni karigimlarin hazirlanmasini éneririz.

Hacim (ul) Hacim (ul)

Bilesen (Sarstedt® tipleri)* (BD™ tupleri)t
Stok tagtyici RNA (CARRIER) 5 5
Dahili kontrol* 9 9
Tampon AVE 106 106
Ornek basina son hacim

) ) 120 120
(61t hacim dahil)
n 6rnek icin toplam hacim (nx 120) + 3608 (n x 120) + 600"

* Mikro tupler 2,0 ml Tip H veya Mikro tupler 2,0 ml Tip | Sarstedt kat. no. 72.693 ve 72.694.

t Topler 14 ml, 17 x 100 mm polistiren yuvarlak altl (Becton Dickinson, kat. no. 352051).

* Dahili kontrol miktari hesabi baglangig eltsyon hacimlerini (90 ul) temel alir. Ek bogluk hacmi
kullanilan érnek tGpa tipine baghdir.

§ 3 ek drnege karsilik gelen dahili kontrol karigimi (yani 360 ul) gereklidir. 1,92 ml toplam hacimden
fazla doldurmayin (maksimum 13 drnege karsilik gelir. Bu hacimler Mikro tipler 2,0 ml Tip H ve
Mikro tipler 2,0 ml Tip |, Sarstedt kat. no. 72.693 ve72.694) icin spesifiktir.

"5 ek 6rnege karsilik gelen dahili kontrol kangimi (yani 600 ul) gereklidir. 13,92 ml toplam

hacimden fazla doldurmayin (maksimum 111 &rnege kargilik gelir. Bu hacimler Tupler 14 ml,

17 x 100 mm polistiren yuvarlak altl Becton Dickinson, kat. no. 352051) igin spesifiktir.

QlAsymphony RGQ Uygulama Sayfasi: artus HI Virus-1 QS-RGQ Kiti (6rnek tipi: plazma)

Sayfa 4 /12



QIAsymphony SP kurulumu

“Waste” (Atk) cekmecesi

Unite kutusu tutucu 1-4
Atik torbasi tutucu

Sivi atik sisesi tutucu

Bog Unite kutular
Atk torbasi

Sivi atik sigesini bogaltin ve kurun

“Eluate” (ElIGt) cekmecesi

ElGsyon askisi

ElGsyon hacmi*

Slot 1, sogutma pozisyonu kullaniimasini

dneririz
Onceden secilen elissyon hacmi: 60 ul

Baslangig elusyon hacmi: 90 ul

* Protokol igin énceden segilmis elisyon hacmi. Bu, son elisyon tipinde minimum erisilebilir eltat

hacmidir. Fiili eltat hacminin énceden secili hacimle ayni oldugunu saglomak Gzere gerekli

baglangig elisyon solisyonu hacmi.

“Reagents and Consumables” (Reaktifler ve Sarf Malzemesi)

cekmecesi

RC Pozisyonu 1 ve 2

Ug rak tutucu pozisyonu 1-4

Uc rak tutucu pozisyonu 5-18

Unite kutusu tutucu pozisyon 4

Unite kutusu tutucu pozisyonu 1-3

48 adede kadar drnek igin 1 reaktif kartusu
(RC) ve 96 adede kadar &rnek icin 2 yeni
reaktif kartugu (RC) yGkleyin

Yeterli sayida tek kullanimlik 200 ul
ucu yukleyin (bakiniz “1-4 6rnek lotu igin

gerekli plastik malzeme”, sayfa 6)

Yeterli sayida tek kullanimlik 1.500 ul
ucu yukleyin (bakiniz “1-4 &rnek lotu igin

gerekli plastik malzeme”, sayfa 6)

Ornek hazilama kartuglari iceren 3 Gnite

kutusu yUkleyin

8 Cubuk Kapagi iceren 1 Unite kutusu
yukleyin
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“Sample” (Ornek) cekmecesi

Ornek tipi Plazma

Ornek hacmi (fazla hacim dahil) 1.200 ul

Ornek tipleri Mikro tupler 2,0 ml Tip H veya Mikro tUpler
2,0 ml Tip | (Sarstedt, kat. no. 72.693 ve
72.694)

insert Top inserti 3B (kat. no. 9242083)

1-4 6rnek lotu icin gerekli plastik malzeme

Bir lot, 24 iki lot, 48 Ug lot, 72 Dért lot, 96
érnekt 6érnekt 6érnek? érnekt

Tek kullanimlik filtre

28 52 76 100
uclari, 200 pl#
Tek kullanimlik filtre

113 206 309 402
uglari, 1.500 pl¥®
Ornek hazirlama

21 42 54 72
kartuslan®
8-Rod Kiliflari** 3 6 9 12

t Lot bagina birden fazla dahili kontrol tGpt kullanmak ve birden fazla stok taramasi yapmak ek tek

kullanimlik filire ucu gerektirir.
¥ Uc askisi basina 32 filtre ucu mevcuttur.
& Gerekli filtre ucu sayisina reaktif kartusu basina 1 stok taramasi icin gerekli filtre uclar dahildir.
T Unite kutusu bagina 28 drnek hazirlama kartusu meveuttur.

** Unite kutusu bagina on iki 8 Cubuk Kapagi meveuttur.
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QIAsymphony AS kurulumu

Sarf Malzemesi

Kurulum sirasinda her sarf malzemesinin QlAsymphony AS modult Uzerindeki uygun konumlari

ekranin dokunmatik ekraninda belirilir.

Adaptoér/reaktif tutucuyla

Sarf Malzemesi Dokunmatik ekranda isim kullanmak Uzere

Strip Tupleri ve Kapaklar, 0,1 QIA#981103 *StripTubes 0.1 RG Strip Tupleri 72 QS
ml (250)

Tupler, konik, 2 ml, Qsym AS ~ QIA#997102 *T2.0 ScrewSkirtt  Reaktif tutucu 1 QS
(500)** Reaktif tutucu 2 QS

Tup, konik, 5 ml, Qsym AS QIA#997104 *T5.0 ScrewSkirtt  Reaktif tutucu 1 QS
(500)*t Reaktif tutucu 2 QS

Reaktif Siseleri, 30ml, Qsym QIA#997108 *Bottle 30ml* Reakitif tutucu 2 QS
AS (50)*

Elusyon Mikrotupleri CL QIA#19588 * EMTR Elusyon Mikrotip Askisi QS
(24 x 96)

*

Ana solisyon karigim bilegenleri, sistem tarafindan hazirlanan ana karigim, tahlil standartlar ve

tahlil kontrolleri igin.

—+

Alternatif olarak sayfa “Gereken ama saglanmayan materyal”, sayfa 2 icinde tanimlanan Sarstedt

topleri kullanilabilir.

+

Dokunmatik ekranda “(m)” eki ilgili t0p icin sivi dizeyi hesaplamalarinin konkav meniskis olusturan

ayiraglar igin optimize edilmis olduguna isaret eder.

Adaptérler ve reaktif tutucular

Rak/reaktif tutucu isim Gerekli sayi®
Ornek askisi Eltsyon Mikrotip Askist QS 1
Reaktif tutucular Reaktif tutucu 1 QS 1
Tahlil askilan RG Strip Tupleri 72 QS 1

§ 72 reaksiyonlu bir tahlil galigmasi icin hesaplanmugtir.
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Filtre uclar

“Eluate and Reagents” (ElUat ve Reaktifler) ¢ekmecesinde ug yuvalan 1, 2 ve 3'le baglayarak ug

yuvalarini yikleyin ve sonra ug askilarini “Assays” (Tahliller) cekmecesinde ug yuvalan 7, 8 ve 9 igine

yukleyin.
Dokunmatik 24 reaksiyon igin 72 reaksiyon igin

Sarf malzemesi ekranda isim minimum sayi minimum sayi
Filtre Uglari, 1.500

1.500 ul 5 6
ul (1024)
Filtre Uclari, 200 ul

200 ul 10 10
(1024)
Filtre Uglari, 50 ul

50 ul 25 73

(1024)
U¢ Atma Torbalari - 1 1

Rotor-Gene Q Uzerinde RT-PCR

Litfen “Settings to run artus QS-RGQ” (artus QS-RGQ Kitlerini ¢alishrmak icin ayarlar) adli yozilima
spesifik protokol sayfasina

www.giagen.com/products/artushivirusri-pcrkitce.aspx adresinde bagvurun.

artus HI Virus-1 QS-RGQ Kiti icin spesifik ayarlar
Rotor-Gene AssayManager artus HI Virus-1 QS-RGQ Kiti igin parametreleri otomatik olarak ayarlar.

Rotor-Gene yazilimi 2.1 igin spesifik ayarlar asagida gésterilmigtir.
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Tut

Tutma 2

Dénguleme

Otomatik

Kurulumu

Reaksiyon Hacmi (pL)

Kazang

Optimizasyon

50

Tutma Sicakhgr: 50 derece

Tutma Soresi: 30 dakika

Tutma Sicakhigi: 95 derece

Tutma Soresi: 15 dakika

50 kez
30 saniye icin 95 derece
60 saniye icin 50 derece

30 saniye igin 72 derece

50 derece

(Ornekler: Yesil; IC: Turuncu)

Sonuclarin yorumlanmasi

Bu bdlum Rotor-Gene Q Uzerinde sonuglarin yorumlanmasini tanimlar. Ayrica tam &rnekten sonuca is

akiginin analizi igin QlAsymphony SP/AS sonug dosyalarindan érnek durumu bilgisini gézden gegirin.

Sadece gegerli durumu olan érnekler kullanmlmalidir

Rotor-Gene AssayManager otomatik olarak PCR sonuglarini yorumlar ve bir sonug ve kantitatif sonug

saglar.

Asagidaki bdlimler Rotor-Gene yazilmi 2.1 ve UstinG kullanarak sonuglarin  yorumlanmasini

tanimlar.
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Sinyal saptama ve sonuglar

Cycling Cycling
Green Orange
kanalinda kanalinda Kantitatif

sinyal sinyal sonug (IU/ml) Yorum

Gecerli sonug: HIV-1 RNA saptandi, <100 IU/ml

Kantifikasyon mimkin degil ¢inkd kantitatif sonug

Evet Evet <76,4 . .
saptama limitinin altinda. Pozitif sonucun tekrar
Uretilebilirligi garanti edilmez.
Gegerli sonug: HIV-1 RNA saptandi, <100 IU/ml
=76,4 ve i . L
Evet Evet o Kantifikasyon mimkin degil cinkd kantitatif sonug
<
testin lineer araliginin altinda.
Gegerli sonug: HIV-1 RNA hesaplanan
=100 ve
Evet Evet konsantrasyonda saptandi
=1,00x 108
Kantitatif sonug testin lineer araligi dahilinde.
Gecerli sonug: HIV-T RNA saptandi, >1,00 x 108
Evet Evet >1,00 x 108 Kantifikasyon mimkin degil ginks kantitatif sonug
testin lineer araligi Uzerinde.*
Hayir Evet - Gecerli sonug: HIV-1 RNA saptanmad.t
Hayir Hayir - Gecersiz sonug: Herhangi bir sonuca varilamaz.*

* Kantifikasyon istenirse érnegi HIV'siz plazmayla seyreltin ve tekrar igleyin. Tekrar iglenmig drnekler

kantitatif sonucu seyreltme fakiériyle carpin.

t Negatif bir 6rnegin dahili kontroli icin C; degeri calismada sablonsuz kontrolin dahili kontroliiniin
C; degerinden 3 déngy daha fazla yoksekse (Cr ¢ gmeg — Cric e >3) 6rnek gegersiz olarak kabul

edilmelidir. Herhangi bir sonuca varilamaz.

* Hata kaynaklari ve ¢éziimleri hakkinda bilgi artus HI Virus-1 QS-RGQ Kiti El Kitabi “Sorun Giderme

kilavuzu” icinde bulunabilir.

PCR analizi igin esik kurulumu

Belirli bir Rotor-Gene Q cihazi ve artus QS-RGQ Kiti icin optimum esik ayarlar ampirik olarak her ayri
kombinasyonun test edilmesiyle ayarlanmalidir ¢inki genel diagnostik is akisina bagl relatif bir
degerdir. Esik ilk PCR ¢alismasinin analizi igin 0,04 seklinde bir 6n degere ayarlanabilir ama bu deger
sonraki is akigi ¢alismalan sirasinda kargilaghrmali bir analizle ince ayara tabi tutulmalidir. Esik
manuel olarak negatif kontroller ve negatif &rneklerin arka alan sinyalinin  hemen Gzerine
ayarlanmalidir. Bu deneylerden hesaplanan  ortalama  esik degeri muhtemelen gelecekteki

calismalarin ¢ogunda ¢alisir ama kullanicl yine de olusan esgik degerini dizenli araliklarla gézden
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gecirmelidir. Esik degeri genellikle 0,03-0,05 araliginda olacaktir ve virgilden sonra en fazla Gg

rakam seklinde yuvarlanmalidir.

Kantitasyon

artus HI Virus-1 QS-RGQ Kitinde kantitasyon standartlari (HI Virus-1 RG QS 1-4) énceden
saflagtinlmig érnekler gibi muamele gérir ve ayni hacim kullanilir (20 ul). Rotor-Gene Q Aletlerinde
standart bir egri olusturmak Gzere 4 kantitasyon standardinin t{Gmi Rotor-Gene Q aletinde kullanilip
“Edit Samples” (Ornekleri Diizenle) diyalog kutusunda belirtilen konsantrasyonlara sahip standartlar

olarak tanimlanmalidir (bakiniz alet kullanici el kitab).

Not: Kantitasyon standartlari [U/ul olarak tanimlanir.* Standart egri kullonilarak hesaplanan

degerlerin 1U/ml érnek materyaline dénigtirilmesi icin su denklemin uygulanmasi gerekir

Sonug (IU/ul) x Baglangig Elisyon Hacmi (90 ul)t

Sonug (IU/ml) =
Ornek Hacmi (ml)

Prensip olarak yukaridaki denkleme baslangic érnek hacmi girilmelidir. Bunun eger drnek hacmi
nikleik asit ekstraksiyonu éncesinde degistirilmigse dikkate alinmasi gerekir (6rn. santrifigasyon ile

hacmin azalhlmasi veya izolasyon igin gerekli hacmin eklenmesiyle hacmin arthrilmasi).

Do6nUstirme faktoro

1 1U/ml Rotor-Gene Q izerinde HIV-1 RNA saptanmasi icin 0,45 kopya/ml degerine karsihk gelir.
Dénigtirme faktéri kopya/ml olarak bildiren bir referans yéntemiyle kargilaghran coklu diltsyon

serilerinin bir regresyonu analiziyle belirlenmistir.

* Standart Uluslararasi HIV standard (DSO) kullanilarak kalibre edilmigtir.

t Hesap baslangi¢ elsyon hacimlerini (90 ul) temel alir.
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Pozitif ve negatif PCR reaksiyonu érnekleri

NTC

Floresans kanali Cycling Green icinde kantitasyon standartlarinin (HI Virus-1 RG QS 1-4)

saptanmasi. NTC: Sablonsuz kontrol (negatif kontrol).

s
Q51-QS4+NTC ,-/

e

[ % u -. 5 = e w w

Floresans kanalinin Cycling Orange icinde dahili kontrol (IC) saptanmasi ve kantitasyon

standartlarinin  (HI Virus-1 RG QS 1-4) similtane amplifikasyonu. NTC: Sablonsuz kontrol
(negatif kontrol).

Guncel lisanslama bilgisi ve Urtne spesifik red beyanlar icin ilgili QIAGEN kiti el kitabi veya
kullanici el kitabina bakiniz. QIAGEN kiti el kitaplar ve kullanici el kitaplarn www.giagen.com

adresinde bulunabilir veya QIAGEN Teknik Servisi veya yerel distribUtérinizden istenebilir.

Ticari markalar: QIAGEN®, QIAsymphony®, artus®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); BD™ (Becton, Dickinson
and Company); Sarstedt® (Sarstedt AG and Co.).

© 2012 QIAGEN, ttm haklari sakhdir.

www.giagen.com Canada = 800-572-9613 Ireland = 1800 555 049 Norway = 800-18859
China = 021-3865-3865 Italy = 800-787980 Singapore = 65-67775366
Denmark = 80-885945 Japan = 03-6890-7300 Spain = 91-630-7050
Australia = 1-800-243-800 Finland = 0800-914416 Korea (South) = 1544 7145 Sweden = 020-790282
Austria = 0800/281010 France = 01-60-920-930 Luxembourg = 8002 2076 Switzerland = 055-254-22-11
Belgium = 0800-79612 Germany = 02103-29-12000 Mexico = 01-800-7742-639 UK = 01293-422-911
Brazil = 0800-557779 Hong Kong = 800 933 965 The Netherlands = 0800 0229592 USA = 800-426-8157
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