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QIAGEN Sample and Assay Technologies

QIAGEN je vedoucim poskytovatelem inovativnich technologii pfipravy vzorku
a analyz, které umoznuiji izolaci a detekci obsahu jakéhokoliv biologického
vzorku. Nase pokrocilé, vysoce kvalitni produkty a sluzby Vam zajisti
spolehlivy vysledek.

QIAGEN urcuje standardy:

M v purifikaci DNA, RNA a protein(

B v analyzach nukleovych kyselin a proteinu

B ve vyzkumu microRNA a RNAI

B v automatizaci technologii pro pfipravu vzorkl a jejich analyz.

Nasi misi je umoznit Vam dosahnout vynikajicich vysledku a technickych
uspéchu. Vice informaci naleznete na www.giagen.com.
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Zamyslené pouziti
Sada artus VZV RG PCR je test amplifikace nukleovych kyselin in vitro pro
kvantifikaci DNA VZV v lidském mozkomisnim moku (likvoru). Tato

diagnosticka sada vyuziva polymerazovou fetézovou reakci (PCR) a je
konfigurovana pro pouZiti s pfistroji Rotor-Gene Q.

Poznamka: Sada artus VZV RG PCR se nesmi pouzivat s pfistroji Rotor-Gene
Q 2plex.

Souhrn a vysveétleni

Sada artus VZV RG PCR je systém k pfimému pouziti pro prukaz DNA viru
VZV pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR) v pfistrojich Rotor--

Gene Q. Smés VZV RG Master obsahuje reagencie a enzymy pro specifickou
amplifikaci Useku 82 bp genomu viru VZV a také pro bezprostfedni detekci
specifického amplifikatu ve fluorescenénim kanalu Cycling Green pfistroje
Rotor-Gene Q MDx, Rotor-Gene Q nebo Rotor-Gene 6000 (zdroj 470 nm,
detektor 510 nm).

Kromé toho sada artus VZV RG PCR obsahuje druhy heterologni amplifikaCni
systém pro prukaz potencialni inhibice PCR. Tento systém je detekovan jako
interni kontrola (IC) ve fluorescenénim kanalu Cycling Orange pfistroje Rotor-
-Gene Q nebo Rotor-Gene 6000 (zdroj 585 nm, detektor 610 nm). Limit
detekce analytické VZV PCR (viz ,Analytickd senzitivita®, strana 21) pfitom neni
negativné ovlivnén. Spolu s produktem se dodavaiji externi pozitivni kontroly
(VZV RG QS 1-4), pomoci nichz Ize ur€it mnozstvi virové DNA. DalSi
informace viz “Kvantifikace”, strana 17.

Informace o patogenu

Varicella zoster virus (VZV) je virus DNA, ktery se pfenasi z osoby na osobu
kapénkovou infekci nebo pfimym kontaktem. Infekce VZV zplsobuje slabé
zvySené teploty a ovliviiuje celkovy zdravotni stav v mirném rozsahu. Pro
onemocneéni je charakteristicky polyformni ekzém s jizvami, puchyfi a strupy
spolecné se silnym svédénim (varicela). Zavazné infekce VZV se Casto
projevuji u pacientu s potlacenou imunitou a mohou vést k nebezpecnym
komplikacim, jako je pneumonie a encefalitida. Po akutni infekci patogen
pfetrvava v senzorickych spinalnich gangliich a v gangliich kranialnich nervu.
Pokud se imunita oslabi, muzZe dojit k exacerbacim (napf. pasovy opar).

Princip metody

Prikaz plivodce pomoci polymerazoveé fetézové reakce (PCR) je zaloZzen na
amplifikaci specifické oblasti genomu puvodce. Detekce probiha pfi PCR v
realném ¢ase pomoci fluorescenénich barviv. Barviva jsou zpravidla vazana
na oligonukleotidové sondy, které se vazou specificky na PCR amplifikat.
Detekce intenzity fluorescence v prubéhu PCR v realném ¢ase umoziiuje
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prukaz a kvantifikaci produktud, aniz by bylo nutné po PCR znovu otevirat
reakcni zkumavky.*

Dodavané materialy

Obsah sady
artus VZV RG PCR Kit (24) (96)
Katalogové é&. 4502263 4502265
Pocet reakci 24 96
ACC LA 12 rze)z;kci 12 ?e);kci
Zlutd  VZV RG Mg-Sol® Mg-Sol 600 600 pl
Cervena VZV RG QS 1* (1 x 10* kopii/pl) QS 200 pl 200 pl
Cervena VZV RG QS 2* (1 x 10° kopii/ul) Q@S 200 ul 200 pl
Cervena VZV RG QS 3* (1 x 10% kopii/ul) QS 200 pl 200 pl
Cervena VZV RG QS 4% (1 x 10" kopii/ul) QS 200 pl 200 pl
Zelend VZV RG ICS IC 1000 pl 2 x 1000 pl
Bila Voda (v kvalité vhodné pro PCR) 1000 pl 1000 pl

Pfirucka 1 1

T Roztok hof&iku
¥ Kvantifika¢ni standard
$ Interni kontrola

* Mackay, I.M. (2004) Real-time PCR in the microbiology laboratory. Clin. Microbiol. Infect.
10, 190.

Pfirucka pro sadu artus VZV RG PCR 12/2014 7



Pozadované materialy, které nejsou soucéasti
dodavky

Pfi praci s chemikaliemi vzdy pouzivejte vhodny laboratorni plast, rukavice na
jedno pouziti a ochranné bryle. DalSi informace jsou uvedeny v pfislusnych
bezpecnostnich listech (BL), které |ze ziskat od dodavatele produktu.

Reagencie
B Sada k izolaci DNA (viz ,lzolace DNA®, strana 10)

Spotrebni material
M Sterilni pipetovaci $picky s filtrem

B Zkumavky v stripech s uzavéry, 0,1 ml, pro pouziti s 72jamkovym rotorem
(kat. &is. 981103 nebo 981106)

B Alternativné: Zkumavky PCR, 0,2 ml, pro pouziti s 36jamkovym rotorem
(kat. Cis. 981005 nebo 981008)

Vybaveni
M Pipety (nastavitelné)*

M Trepacka vortex*
B Stolni centrifuga s rotorem pro 2ml reakéni zkumavky
B Pristroj Rotor-Gene Q MDXx, Rotor-Gene Q nebo Rotor-Gene*'
s fluorescenénimi kanaly Cycling Green a Cycling Orange
B Software Rotor-Gene Q MDx / Rotor-Gene Q verze 1.7.94 a vySsi

(software Rotor-Gene 6000 verze 1.7.65, 1.7.87, 1.7.94)

B Chladici blok (vkladaci blok 72 x 0,1ml zkumavky, kat. &is. 9018901, nebo
vkladaci blok 96 x 0,2ml zkumavky, kat. ¢is. 9018905)

Varovani a bezpec¢nostni opatreni
Pro diagnostické pouZiti in vitro

Pfi praci s chemikaliemi vzdy pouzivejte vhodny laboratorni plast, rukavice na
jedno pouziti a ochranné bryle. DalSi informace jsou uvedeny v odpovidajicich
bezpecnostnich listech (BL). Bezpec€nostni listy jsou k dispozici online

v pohodIiném a kompaktnim formatu PDF na strankach
www.giagen.com/safety, kde mlzete nalézt, zobrazit a vytisknout BL pro
kazdou sadu QIAGEN® a pro kazdou komponentu téchto sad.

Odpad ze vzorku a rozboru likvidujte podle mistnich bezpe&nostnich pfedpisu.

* Ujistéte se, Ze byly pristroje kontrolovany a kalibrovany podle doporuceni vyrobce.
T Sada artus VZV RG PCR se nesmi pouzivat s pfistroji Rotor-Gene Q 2plex.
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Vseobecna bezpeénostni opatreni

Vzdy dbejte na nasleduijici:

B Pouzivejte sterilni pipetovaci Spicky s filtrem.

B Skladujte, izolujte a pfidavejte pozitivni material (vzorky, pozitivni kontroly
a amplifikaty) do reakéni smési na jiném misté nez ostatni reagencie.

B VSechny komponenty pfed poCatkem analyzy Uplné rozmrazte pfi
pokojové teploté (15-25 °C).

B Nasledné komponenty fadné promichejte (opakovany nabér pipetou a
vypusténi pipety nebo pulzni tfepacka) a kratce centrifuguijte.

B Pracujte rychle a udrzujte komponenty na ledu nebo v chladicim bloku
(72-/196jamkovy vkladaci blok).

Uchovavani a nakladani s reagenciemi

Komponenty sady artus VZV RG PCR se skladuji pfi teploté -15 °C az

—-30 °C a maji trvanlivost do data uvedeného na $titku. Zabrante
opakovanému rozmrazeni a zmrazeni (> 2x), snizuje se tim senzitivita
analyzy. Pokud se reagencie maji pouzivat pouze ob&asné, je nutné je zmrazit
v alikvotnich mnoZstvich. Uchovavani pfi 2—-8 °C by nemélo pfekroCit dobu péti
hodin.
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Postup

Izolace DNA

Sada EZ1 DSP Virus (QIAGEN, kat. Cis. 62724)* je validovana pro purifikaci
virové nukleové kyseliny z lidského likvoru pro pouZziti se sadou artus VZV RG
PCR. Purifikaci virové nukleové kyseliny provedte podle pokynt v EZ1 DSP
Virus Kit Manualu s po¢ate¢nim objemem vzorku 200 .

Poznamka: Sada artus VZV RG PCR neni vhodna pro izolaéni metody na
zakladé fenolu.

Poznamka: Uziti nosiC¢ové RNA ma rozhodujici vyznam pro efektivitu izolace a
tim i pro vytéZzek DNA/RNA. Ke kazZdé izolaci pfidejte odpovidajici mnozstvi
nosi¢ové RNA podle pokynu v pfiru¢ce pro sadu EZ1 DSP Virus.

Poznamka: Interni kontrolu sady artus VZV RG PCR Ize vlozit pfimo do
izolace (viz ,Interni kontrola® nize).

Interni kontrola

Spolu s produktem se dodava interni kontrola (VZV RG IC). Uzivatel ma tak
moznost kontrolovat jak izolaci DNA, tak také moznou inhibici PCR. Pro tuto
aplikaci pfidejte k izolaci interni kontrolu v poméru 0,1 pl na 1 ul eluéniho
objemu. JestliZze napfiklad pouzivate sadu EZ1 DSP Virus a eluujete virové
nukleové kyseliny v 60 ul eluéniho pufru (AVE), potom pfidejte na zacatku 6 pl
interni kontroly.

Poznamka: Interni kontrola a nosiGova RNA (viz ,Izolace DNA®, strana 10) by
mély byt pfidavany pouze ke smési lyza¢niho pufru a vzorku nebo pfimo
k lyzaCnimu pufru.

Interni kontrola nesmi byt pfidana pfimo ke vzorku. Upozorfiujeme, Ze pfi
pridavani k lyzacnimu pufru musite smés interni kontroly a lyzacniho pufru /
nosicové RNA pfipravit vzdy €erstvou a ihned pouzit (skladovani smési pfi
pokojové teploté nebo v lednici muze jiz po nékolika hodinach vést k selhani
interni kontroly a ke snizeni efektivity izolace).

Poznamka: Interni kontrolu a nosi¢ovou RNA nepipetujte pfimo do vzorku.

Volitelné Ize interni kontrolu pouZzit vyhradné ke kontrole mozné inhibice PCR.
V tomto pfipadé pfidejte interni kontrolu pfimo ke smési VZV RG Master a
VZV RG Mg-Sol, jak popisuje krok 2b protokolu (strana 12).

* Sada EZ1 DSP Virus je rovnéZ dostupna jako sada EASYartus® VZV RG PCR s certifikaci
CE-IVD v kombinaci se sadou artus VZV RG PCR (informace o moznostech objednavky viz
strana 28).

___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
10 PfiruCka pro sadu artus VZV RG PCR 12/2014



Protokol: PCR a analyza dat

Dulezité body pred zahajenim

B Pred zahajenim procedury ziskejte zakladni informace o pfistroji Rotor-
Gene Q. Viz uzivatelska pfirucka k pfistroji.

B Dbejte na to, aby byl do kazdého béhu PCR zahrnut alespon jeden
kvantifikaéni standard a jedna negativni kontrola (voda v kvalité vhodné
pro PCR). Pro vytvofeni standardni kfivky pouZijte u kazdého béhu PCR
vSechny 4 kvantifika¢ni standardy (VZV RG QS 1-4) dodavané spolu
S produktem.

Véci, které je nutné udélat pred zahajenim

B Ovérfte, ze je chladici blok (pFisluSenstvi pfistroje Rotor-Gene Q) pfedem
vychlazen na 2-8 °C.

B VSechny reagencie se musi pfed zacatkem testu zcela rozmrazit pfi
pokojoveé teploté, musi byt dobfe promichany (opakovany nabér pipetou a
vypusténi pipety nebo kratky vortex) a nasledné centrifugovany.

Postup

1. Umistéte pozadovany pocet zkumavek PCR do adaptéri chladiciho
bloku.

2. Chcete-li pomociinterni kontroly sledovat jak izolaci DNA, tak
moznou inhibici PCR, postupujte podle kroku 2a. Chcete-li interni
kontrolu pouzit vyhradné ke kontrole inhibice PCR, postupujte podle
kroku 2b.

2a. Interni kontrola jiz byla pfridana k izolaci (viz ,,Interni kontrola“, strana
10). V tomto pripadé pripravte smés Master Mix podle tabulky 1.

Reakéni smés obvykle obsahuje vSechny komponenty potfebné pro PCR
kromé vzorku.

Tabulka 1. Priprava smési Master Mix (interni kontrola pouzita ke
sledovaniizolace DNA a ke kontrole inhibice PCR)

Pocet vzorku 1 12
VZV RG Master 25,5 ul 306 pl
VZV RG Mg-Sol 4,5 l 54 pl
VZV RG IC o pl opl
Celkovy objem 30 ul 360 ul

___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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2b. Interni kontrola musi byt pridana pfimo ke smési VZV RG Master a

12

VZV RG Mg-Sol. V tomto pripadé pripravte smés Master Mix podle
tabulky 2.

Reakéni smés obvykle obsahuje vSechny komponenty potfebné pro PCR
kromé vzorku.

Tabulka 2. Priprava smési Master Mix (interni kontrola pouzita
vyhradné ke kontrole inhibice PCR)

Pocet vzorku 1 12
VZV RG Master 25,5 ul 306 pl
VZV RG Mg-Sol 4,5 ul 54 pl
VZV RG IC 2 pl 24 pl
Celkovy objem 32 plI* 384 pl*

* ZvySeni objemu podminéné pfidanim interni kontroly se pfi pfipravé reakce PCR
nezohlednuje. Senzitivita detekéniho systému neni omezena.

Odméfite pipetou do kazdé zkumavky PCR 30 pl smési Master Mix.
Poté pridejte 20 pl eluatu z izolace DNA (viz tabulka 3). Obdobné
musite pridat jako pozitivni kontrolu 20 pl alespon jednoho
kvantifikaéniho standardu (VZV RG QS 1-4) a jako negativni kontrolu
20 pl vody v kvalité vhodné pro PCR (Water, PCR grade).

Tabulka 3. Priprava PCR reakce

Pocet vzorka 1 12
Master Mix 30 ul po 30 ul

Vzorek 20 ul po 20 ul

Celkovy objem 50 ul po 50 ul

Uzaviete zkumavky PCR. Ujistéte se, ze byl na rotor nasazen Locking
Ring (prislusenstvi pristroje Rotor-Gene) jako prevence nechténého
otevieni zkumavek béhem béhu.

Pro detekci DNA VZV vytvorte teplotni profil podle nasledujicich
kroku.
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Nastaveni obecnych parametrt Obrazky 1, 2, 3
Pocatecni aktivace Hot Start enzymu Obrazek 4
Amplifikace DNA Obrazek 5
Nastaveni senzitivity fluorescenénich kanalt Obrazek 6
Spusténi béhu Obrazek 7

V8echny udaje se vztahuji k softwaru Rotor-Gene Q MDx / Rotor-Gene Q
verze 1.7.94 a softwaru Rotor-Gene 6000 verze 1.7.65, 1.7.87 a 1.7.94.
Podrobnosti k programovani pfistroji Rotor-Gene naleznete v uzivatelské
priruCce k pfistroji. Na obrazcich jsou tato nastaveni zvyraznéna ¢ernymi
ramecky. llustrace se vztahuji k pfistrojim Rotor--Gene Q.

6. Nejdrive oteviete okno “New Run Wizard” (obrazek 1). Zaskrtnéte
ramecek “Locking Ring Attached” (Pripevnén pojistny prstenec) a
kliknéte na “Next” (Dalsi).

X

Welcome to the Advanced Run Wizard!

— Rotor Type
36-Well Rotor

Gene-Disc 72
Gene-Disc 100

[V Locking Ring Attached

SkipWizard | << Back |

Obrazek 1. Dialogové okno “New Run Wizard“.

7. Zvolte 50 jako objem PCR reakce a kliknéte na “Next” (obrazek 2).
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New Run Wizard

This screen displays miscellaneous options for the run. Complete the fields,
clicking Next when you are ready to move to the next page.

Operator : |Qiagen

Notes :

[41,42,43, ..

x|

This box displays

help on elements in
the wizard. For help
on an item, hover
your mouse over the
item for help. You
can also click on a
combo box to display
help about its
available settings.

Skipwizard | <<Back |

Obrézek 2. Nastaveni obecnych parametrti analyzy.

Kliknéte na tladitko “Edit Profile” v dalSim okné “New Run Wizard”
(obrazek 3) a naprogramujte teplotni profil podle obrazku 3-5.

New Run Wizard |

Temperature Profile :

Channel Setup :
Name | Source | Detector | Gain | Create New... I

Green 470nm  510nm Edit '
Yellow  530nm  555nm ks
Orange  585nm  610nm Edit Gain... I
Red 625nm  B60nm =
Remove l
Reset Qefaul(s'

~N ;o o,m

Crimson  680nm  710hp

x|

This box displays
help on elements in
the wizard. For help
on an item, hover
your mouse over the
item for help. You
can also click on a
combo box to display
help about its
available settings.

Gain Optimisation...
1

SkipWizard | <<Back

Obrézek 3. Uprava profilu.




!

# Edit Profile

7 - : U H 9
New Open Save As Help

The run will take approximately 109 mindle[s] to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click on a cycle below to modify it :

Insert after...
Insert before...
Remove

Hold Temperature: g5 | geq.
Hold Time : 10 |{mins O [secs

Obrazek 4. Pocateéni aktivace Hot Start enzymu.

7 ¢ W

New Open Save As

@
Help

The run will take approximately 103 minutefs) to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click on a cycle below to modify it :
1 I% Insert after... |
Insert before... I

Remove |
This cycle repeatsl 45 lime[s].l

Click on one of the steps below to modify it, or press + or - to add and remove steps for this cycle.

Timed Step
B5 deg.

95 deg. for 15 secs

-]

30 seconds

~|
|

I 65 deg. for 30 secs I
| | | |

Acquiring to Cycling &

on Green, Orange

v Touchdown(10 cyc 1
deg.)

! 72 deg. for 20 secs ! /

L—5

Obréazek 5. Amplifikace DNA. Ujistéte se, Ze je dotykova funkce u kroku zihani

aktivovana pro 10 cykld.

Mérici rozsah fluorescencnich kanalu je treba urcit podle

fluorescenéni intenzity v PCR zkumavkach. Kliknéte na “Gain
Optimisation” v okné menu “New Run Wizard” (viz obrazek 3) pro
otevieni okna “Auto-Gain Optimisation Setup”. Nastavte kalibracni

Pfirucka pro sadu artus VZV RG PCR 12/2014
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teplotu na 65, aby odpovidala reasocia€ni (annealing) teploté
amplifikaéniho programu (obrazek 6).

2.

Auto-Gain Optimisation Setup

Optimisation :
g Auto-Gain Optimisation will read the fluoresence on the inserted sample at
Ce different gain levels until it finds one at which the fluorescence levels are

acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the

chemistry you are performing.

Set temperature to l55 j degrees.
E—

Optimise All | Optimise Acquiring |

™ Perform Optimisation Before 1st Acquisition
I™ Perform Optimisation At 65 Degrees At Beginning Of Run

Channel Settings :

I | add. |
Name | Tube Position | Min Reading | Max Reading | Min Gain | Max Gain Edit... |
Green 1 5FI 10FI -10 10
Orange 1 5FI 10F 10 10 Remove |

Remove Al |
S >
Start Manual.. ] Close | Help |

Obrazek 6. Nastaveni senzitivity fluorescenénich kanalt.

10. Hodnoty vysledki determinované kalibraci kanali se automaticky
ulozi a jsou uvedené v seznamu v poslednim okné programovaci
procedury (obrazek 7). Stisknéte “Start Run” (Spustit béh).

16

Mew Run Wizard

Summary :
Setting I Value I
Green Gain 5.33
Orange Gain 8
Rotor 72-well Rotor
Sample Layout [ S
Reaction Volume (in microliters) 50

begin the run. Click Save Template to save settings for future runs.

Once you've confirmed that your run settings are correct, click Start Run to Save Template I

T

Skip Wizard <«<Back |

PfiruCka pro sadu artus
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Obrazek 7. Spusténi béhu.
Interpretace vysledku

Kvantifikace

S kvantifikaCnimi standardy (VZV RG QS 1-4) dodavanymi spolu s produktem
se zachazi stejné jako s jiz izolovanymi vzorky a pfidavaji se ve stejném
objemu (20 ul). Standardni kfivku na pfistroji Rotor-Gene Q vytvofite tak, ze
pouzijete vSech 4 kvantifikacnich standardu, definujete je v dialogovém okné
,Edit Samples” (Upravit vzorky) jako standardy a zadate odpovidajici
koncentrace (viz uzivatelska pfirucka k pfistroji).

Poznamka: Kvantifikacni standardy jsou definovany jako kopie/ul. Pro
prepocet hodnot ziskanych pomoci standardni kfivky na kopie/ml vzorku se
pouziva nasledujici vzorec:

vysledek (kopie/ul) x elu€ni objem (ul)

Vysledek (kopie/ml
Y (kop ) objem vzorku (ml)

Do vySe uvedeného vzorce se dosazuje zasadné puvodni objem vzorku. Toto
se musi zohlednit, byl-li objem vzorku pfed izolaci nukleovych kyselin
pozménén (napf. redukce objemu centrifugaci nebo jeho zvySeni naplnénim
na objem pozZadovany pro izolaci).

Vysledky

PFiklady pozitivnich a negativnich reakci PCR jsou uvedeny na obrazcich 8 a
9.

0.5 -
QS4
04 QS3
o QS2
803+
‘E Qs1
02
0.1 -
NTC
o | Threshold I
5 10 15 20 25 30 35 40 45
Cycle

Obrazek 8. Priikaz kvantifikaénich standardu (VZV RG QS 1-4) ve fluorescenénim
kanélu Cycling Green. NTC: Beztemplatova kontrola (negativni kontrola).
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Obrazek 9. Priikaz interni kontroly (IC) ve fluorescenénim kanalu Cycling Orange pfi
soucasné amplifikaci kvantifikaénich standardli (VZV RG QS 1-4). NTC: Beztemplatova
kontrola (negativni kontrola).

Ve fluorescenénim kanalu Cycling Green je detekovan signal.
Vysledek analyzy je pozitivni: Vzorek obsahuje DNA VZV.

V tomto pfipadé je detekce signalu v kanélu Cycling Orange podruzna,
protoZe vysoké vychozi koncentrace DNA viru VZV (pozitivni signal v kanalu
Cycling Green) mohou vést k redukovanému az chybéjicimu fluorescenénimu
signalu interni kontroly v kanalu Cycling Orange (kompetice).

Ve fluorescenénim kanalu Cycling Green neni detekovan zadny signal.
Soucéasné se v kanalu Cycling Orange objevuje signal interni kontroly.
Ve vzorku neni prokazatelna Zzadna DNA VZV. Lze jej proto povazZovat za
negativni.

PFi negativni VZV PCR vylu€uje detekovany signal interni kontroly moznost
inhibice PCR.

Signal neni detekovan ani v kanalu Cycling Green ani v kanalu Cycling
Orange.

Neni mozné udinit zaver.

Pokyny tykajici se zdroju chyb a jejich odstranéni jsou uvedeny v kapitole
“Reseni problém(”, strana 19.

___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Reseni problémi

V této kapitole naleznete uzitecné informace, které Vam mohou pomoci pfi
feSeni pfipadnych problémd. Vice informaci Ize ziskat také na internetové
strance nasi technické podpory: www.giagen.com/FAQ/FAQL.ist.aspx. Védci
z technické podpory QIAGEN vzdy radi zodpovi Vase otazky ohledné udaju a
protokolu v této pfiru¢ce i obecné k technologiim pro pfipravu vzorku a jejich
rozbory (moznosti navazani kontaktu viz zadni strana nebo navstivte
WWw.giagen.com).

Komentare a navrhy

Zadny signal u pozitivnich kontrol (VZV RG QS 1-4) ve fluorescenénim
kanalu Cycling Green

a) Fluorescencni kanal K analyze dat zvolte fluorescencni kanal Cycling
zvoleny pro analyzu Green pro analytickou VZV PCR a fluorescenéni
PCR dat neodpovida kanal Cycling Orange pro PCR interni kontroly.
protokolu

b) Chybné Porovnejte teplotni profil s idaji protokolu. Viz
naprogramovani “Protokol: PCR a analyza dat”, strana 10.
teplotniho profilu
pristroje Rotor-Gene

c) Chybna konfigurace Porovnejte svUj pracovni postup s pipetovacim
PCR schématem, pfipadné PCR zopakuijte. Viz
“Protokol: PCR a analyza dat”, strana 10.

d) Podminky skladovani  Prosim zkontrolujte jak podminky uchovavani,

jednoho nebo vice tak i dobu pouzitelnosti reagencii (viz Stitek
komponentl soupravy soupravy) a pouZijte popf. novou soupravu.
neodpovidaji

predpisim uvedenym
v kapitole ,Uchovévani
a naklddéani s
reagenciemi“ (strana
9)

e) Doba Zivotnosti sady Prosim zkontrolujte jak podminky uchovéavani,
artus VZV RG PCR tak i dobu pouZitelnosti reagencii (viz Stitek
vyprsela soupravy) a pouZzijte popf. novou soupravu.

Slaby nebo chybéjici signal interni kontroly negativniho vzorku likvoru
podrobeného purifikaci pomoci sady EZ1 DSP Virus ve fluorescenénim
kanalu Cycling Orange pri souc¢asné nepritomnosti signalu v kanalu
Cycling Green

a) Podminky PCR Zkontrolujte podminky PCR (viz vySe) a popf.
neodpovidaji protokolu PCR zopakujte s opravenym nastavenim.

Pfirucka pro sadu artus VZV RG PCR 12/2014 19



Komentare a navrhy

b)

C)

d)

Doslo k inhibici PCR

Béhem extrakce dosSlo
k ubytku DNA

Podminky skladovani
jednoho nebo vice
komponentl soupravy
neodpovidaji
predpisiim uvedenym
v kapitole ,Uchovavani
a naklédéni s
reagenciemi“ (strana
9)

Doba Zivotnosti sady
artus VZV RG PCR
vyprsela

Ujistéte se, Ze pouzivate doporuceny postup
izolace a drzte se presné pokynu vyrobce.

Byla-li k izolaci pfidana interni kontrola, mize
nepfitomnost signalu interni kontroly znamenat
ubytek DNA béhem extrakce. Ujistéte se, Ze
pouzivate doporucenou izolaéni metodu (viz
.lzolace DNA®, strana 10) a drzte se presné
pokynu vyrobce.

Prosim zkontrolujte jak podminky uchovéavani,
tak i dobu pouZitelnosti reagencii (viz Stitek
soupravy) a pouzijte popf. novou soupravu.

Prosim zkontrolujte jak podminky uchovéavani,
tak i dobu pouzitelnosti reagencii (viz Stitek
soupravy) a pouzijte popf. novou soupravu.

Signaly u negativnich kontrol ve fluorescenénim kanalu Cycling Green
pri analytické PCR

a)

b)

Béhem pfipravy PCR
doslo ke kontaminaci

Béhem extrakce dosSlo
ke kontaminaci

Rizeni jakosti
V souladu se systémem managementu jakosti spolecnosti QIAGEN
certifikovanym podle norem ISO byla kazda Sarze sady artus VZV RG PCR

20

Zopakujte PCR v replikatech s novymi
reagenciemi.

Uzaviete jednotlivé PCR zkumavky pokud
mozno ihned po vloZeni zkoumaného vzorku.

Pozitivni kontroly pipetujte zasadné jako
posledni.

Ujistéte se, Ze jsou pracovni plochy a pfistroje
pravidelné dekontaminovany.

Zopakuijte izolaci a PCR zkoumanych vzorku za
uziti novych reagencii.

Ujistéte se, Ze jsou pracovni plochy a pfistroje
pravidelné dekontaminovany.
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testovana podle pfedem stanovenych specifikaci, aby byla zaru€ena jednotna
kvalita produktu.

Omezeni

Produkt by méli pouzivat pouze pracovnici, ktefi jsou specialné pouceni a
vySkoleni v metodice diagnostiky in vitro.

Pfesné dodrzovani protokolu je bezpodmine¢né nutné k dosazeni optimalnich
vysledkd PCR.

Dbejte na konec doby pouzitelnosti uvedeny na baleni a na stitcich
jednotlivych komponent. Nepouzivejte reagencie s proslou trvanlivosti.

V ojedinélych pfipadech mohou mutace ve vysoce konzervovanych oblastech
virového genomu, které jsou pokryty primery a/nebo sondami soupravy, vést k
nedostatecné kvantifikaci nebo k selhani detekce pfitomnosti viru. Validita a
ucinnost testu jsou pravidelné kontrolovany.

Charakteristiky chovani

Analyticka senzitivita

Pro ur€eni analytické senzitivity sady artus VZV RG PCR byla vytvofena fada
fedéni genomové DNA VZV od 10 do 0,001 kopie/ul. Ta byla nasledné
analyzovana za pouziti sady artus VZV RG PCR v pfistroji Rotor-Gene 6000.
Experimenty byly provedeny ve 3 riznych dnech formou osminasobnych
uréeni. Vysledky byly zjistény probitovou analyzou. Grafické znazornéni
probitové analyzy na pfistroji Rotor-Gene 6000 naleznete na obrazku 10.
Analyticky limit detekce sady artus VZV RG PCR v kombinaci s pfistrojem
Rotor-Gene Q MDx / Q / 6000 je 0,136 kopie/pl (p = 0,05). To znamena, Ze je
s 95% pravdépodobnosti detekovano 0,136 kopie/ul.
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95%

-0.86586 ~ 0.136 copies/ul (95%)
{0.079 - 0.32 copies/ul)

Proportions

log (dose)

Obrazek 10. Probitova analyza: VZV (Rotor-Gene 6000). Analyticka senzitivita sady artus
VZV RG PCR na pfistroji Rotor-Gene 6000.

Specificita

Specificita sady artus VZV RG PCR je v prvni fadé zaru¢ena vybérem primer(
a sond, jakoZz i volbou pfisnych reakénich podminek. Primery a sondy byly na
zakladé srovnavaci sekvencéni analyzy prezkouseny na eventualni homologie
se vSemi sekvencemi publikovanymi v genovych bankach. Detekovatelnost
vSech relevantnich genotypu byla takto zajisténa.

Specificita byla navic validovana pomoci 30 rliznych vzorku likvoru
negativnich na VZV, které spolu se specifickymi primery a sondami pro VZV
zahrnutymi ve smési VZV RG Master nevytvarely Zadny signal.

Potencialni kfizova reaktivita sady artus VZV RG PCR byla testovana pomoci
kontrolni skupiny uvedené v tabulce 4. Zadny z testovanych plvodcl nebyl
reaktivni.
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Tabulka 4. Testovani specificity diagnostické soupravy pomoci
potencialné kfizové reaktivnich patogenu

Interni kontrola
VzZV (Cycling

Kontrolni skupina (Cycling Green) Orange)
Lidsky herpesvirus 1

. ) - +
(herpes simplex virus 1)
Lidsky herpesvirus 2
(herpes simplex virus 2)
Lidsky herpesvirus 4 (virus B +
Epsteina a Barroveé)
Lidsky herpesvirus 5 5 +
(cytomegalovirus)
Lidsky herpesvirus 6A — +
Lidsky herpesvirus 6B - 5
Lidsky herpesvirus 7 - +
Lidsky herpesvirus 8 (herpesvirus
asociovany s Kaposiho - T
sarkomem)
Virus hepatitidy A - +
Virus hepatitidy B - T
Virus hepatitidy C - +
Virus lidské imunodeficience _ +
(HIV)
Lidsky virus leukémie T-bunék 1 — +
Lidsky virus leukémie T-bunék 2 — +
Enterovirus — +
Parvovirus B19 - +
Virus zapadonilské horecky — +

Presnost

Udaje o presnosti sady artus VZV RG PCR, které byly ziskany s vyuzitim
pristroju Rotor-Gene, umozniuji urcit celkovou variabilitu testovaciho systému.
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Tato celkova variabilita se sklada z intraassay variability (variabilita vysledku
vzorku stejné koncentrace v ramci jednoho pokusu), z interassay variability
(variabilita vysledkd rozboru generovanych na ruznych pfistrojich stejného
typu a provedenych rliznymi osobami v jedné laboratofi) a z interbatch
variability (variabilita vysledkl rozboru za uziti riznych Sarzi). Ziskana data
byla pouZita k vypocitani standardni odchylky, variance a koeficientu variace
jak pro specifickou PCR pulvodce, tak i pro PCR interni kontroly.

Udaje o presnosti byly pro sadu artus VZV RG PCR stanoveny na zakladé
Experimenty byly provedeny formou osminasobnych uréeni. Data o pfesnosti
byla vypocitana na zakladé C+ hodnot amplifikanich kfivek (C+: prahovy
cyklus, viz tabulka 5, strana 25). Pomoci odpovidajicich hodnot C+ byly navic
uréeny udaje o presnosti pro kvantitativni vysledky v kopiich/ul (viz tabulka 6,
strana 26). Na zakladé téchto vysledku &ini celkovy statisticky rozptyl
libovolného vzorku uvedené koncentrace 0,45 % (C+) resp. 8,32 %
(koncentrace), a 2,81 % (Cy) pro prukaz interni kontroly. Tyto hodnoty se
zakladaji na souhrnu vSech dilCich hodnot zjisténych variabilit.

Robustnost

Pfezkous$eni robustnosti slouzi k stanoveni celkové Cetnosti chyb sady

artus VZV RG PCR. 30 VZV negativnich vzorku likvoru bylo smiseno

s 0,4 kopie/ul eluéniho objemu kontrolni DNA VZV (pfibliZné trojnasobna
koncentrace analytického limitu senzitivity). Po izolaci pomoci sady EZ1® DSP
Virus (viz ,Izolace DNA®, strana 10) byly tyto vzorky analyzovany s vyuzitim
sady artus VZV RG PCR. Cetnost chyb &inila u vdech 30 vzork( 0 %.
Robustnost interni kontroly byla dodateéné pfezkousSena izolaci a analyzou

30 VZV negativnich vzorku likvoru. Celkova €etnost chyb €inila 0%. Inhibice
nebyly pozorovany. Robustnost sady artus VZV RG PCR ¢ini tedy > 99 %.

Reprodukovatelnost

Udaje o reprodukovatelnosti jsou pofizovany za G&elem pravidelného
hodnoceni vykonnosti sady artus VZV RG PCR a vykonnostniho srovnani
s ostatnimi produkty. Tyto udaje jsou ziskavany na zakladé ucasti v
uznavanych programech pro vykonnostni hodnoceni.
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Tabulka 5. Data o presnosti na zakladé hodnot C+

Smérodatna Koeficient
odchylka Variance variace (%)
Variabilita v ramci
jednoho pokusu: 0,08 0,01 0,26

VZV QS 4

Variabilita v ramci
jednoho pokusu: 0,04 0,002 0,17
Interni kontrola

Variabilita mezi
rznymi pokusy: 0,15 0,02 0,5
VZV QS 4

Variabilita mezi
rdznymi pokusy: 0,39 0,15 1,63
Interni kontrola

Variabilita mezi
riznymi Sarzemi: 0,1 0,01 0,34
VZV QS 4

Variabilita mezi
riznymi Sarzemi: 0,66 0,43 2,65
Interni kontrola

Celkova variabilita:

VZV QS 4 0,13 0,02 0,45

Celkova variabilita:

Interni kontrola 0,68 0,47 2,81
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Tabulka 6. Udaje o pfesnosti na zakladé kvantitativnich hodnot

(v kopiich/ul).
Smérodatna Koeficient
odchylka Variance variace (%)
Variabilita v ramci
jednoho pokusu: 0,5 0,25 5,46
VZV QS 4
Variabilita mezi
riznymi pokusy: 0,85 0,72 8,72
VZV QS 4
Variabilita mezi
riznymi Sarzemi: 0,75 0,56 7,67
VZV QS 4
Celkova variabilita:
VZV QS 4 0,81 0,66 8,32
Literatura

QIAGEN udrzuje rozsahlou aktualni online databazi védeckych publikaci, které
hodnoti produkty QIAGEN. Podrobné volby hledani umozniuji nalezeni
potfebnych ¢lankd, budto jednoduchym zadanim kli€ovych slov nebo
upfesnénim druhu aplikace, oboru vyzkumu, nazvu, atd.

Uplny seznam literatury naleznete v databance “QIAGEN Reference
Database” (Databaze odkazt QIAGEN) na strance
www.giagen.com/RefDB/search.asp nebo kontaktujte technicky servis

QIAGEN nebo Vaseho mistniho distributora.

Symboly
W Obsahuje reagencie pro <N> test(
<N>

g Pouzijte do

IVD Prostfedek zdravotnické techniky pro in vitro diagnostiku
REF Katalogové Cislo

LOT Cislo sarze
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Cislo materialu
COMP Dily
CONT Obsahuje

Pocet

Mezinarodni €islo obchodni polozky GTIN

Teplotni rozmezi

Vyrobce

Dalsi informace viz navod k pouZziti

= k=13 [

Kontaktni informace

Pro technické otazky a vice informaci navstivte nase Centrum technické
podpory na strankach www.giagen.com/Support, zavolejte na nékteré
Oddéleni technickych sluZzeb spole€nosti QIAGEN nebo kontaktujte mistniho
distributora (viz zadni strana nebo www.giagen.com).
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Informace o zplisobu objednavani

Produkt Obsah Kat. ¢.
artus VZV RG PCR Kit Pro 24 reakci: Master, 4 kvantifikaéni 4502263
(24) standardy, interni kontrola, roztok

hof¢iku, voda (v kvalité vhodné pro

PCR)
artus VZV RG PCR Kit Pro 96 reakci: Master, 4 kvantifikaéni 4502265
(96) standardy, interni kontrola, roztok

hofciku, voda (v kvalité vhodné pro

PCR)

Sady EASYartus VZV RG PCR - pro plIné integrovanou,
automatizovanou purifikaci vzorku a prukaz pavodce
s certifikaci CE-IVD

EASYartus VZV RG Pro 48 priprav virovych nukleovych EA10223
PCR Kit 1 kyselin a 24 reakci: 1 x sada EZ1 DSP

Virus, 1 x sada artus VZV RG PCR

(24)
EASYartus VZV RG Pro 48 pfiprav virovych nukleovych EA10224
PCR Kit 2 kyselin a 48 reakci: 1 x sada EZ1 DSP

Virus, 2 x sada artus VZV RG PCR

(24)

Sada EZ1 DSP Virus — pro automatizovanou soubé&znou
purifikaci virové DNA a RNA z 1-14 vzorkU lidské plazmy, séra
nebo likvoru

EZ1 DSP Virus Kit (48) Pro 48 pfiprav virovych nukleovych 62724
kyselin: pfedplnéné zasobniky
S reagenciemi, jednorazové drzaky na
Spicky, jednorazoveé Spicky s filtrem,
zkumavky na vzorky, elucni zkumavky,
pufry, nosiCova RNA

Rotor-Gene Q MDx a prislusenstvi

Rotor-Gene Q MDx Cyklér pro PCR v realném Case 9002022
5plex Platform s 5 kanaly (zeleny, Zluty, oranzovy,

cerveny, purpurovy), notebook,

software, pfislusenstvi: zahrnuje rocCni

zaruku na soucasti a servis bez

instalace a Skoleni
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Produkt

Obsah

Kat. ¢.

Rotor-Gene Q MDx
5plex System

Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM Platform

Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM System

Rotor-Gene Q MDx
6plex Platform

Rotor-Gene Q MDx
6plex System

Loading Block 72 x
0.1 ml Tubes

Loading Block 96 x
0.2 ml Tubes

Cyklér pro PCR v realném Case

s 5 kanaly (zeleny, Zluty, oranzovy,
cerveny, purpurovy), notebook,
software, pfisluSenstvi: zahrnuje ro¢ni
zaruku na soucasti a servis, instalaci a
Skoleni

Cyklér pro PCR v realném Case a
analyzator kfivek tani s vysokym
rozliSenim (High Resolution Melt —
HRM) s 5 kanaly (zeleny, Zluty,
oranzovy, Cerveny, purpurovy) plus
kanal HRM, notebook, software,
prislusenstvi: zahrnuje ro¢ni zaruku na
soucasti a servis bez instalace a
Skoleni

Cyklér pro PCR v realném case a
analyzator kfivek tani s vysokym
rozliSenim (High Resolution Melt —
HRM) s 5 kandly (zeleny, Zluty,
oranzovy, ¢erveny, purpurovy) plus
kanal HRM, notebook, software,
prislusenstvi: zahrnuje ro¢ni zaruku na
soucasti a servis, instalaci a Skoleni

Pristroj pro PCR v realném Case

s 6 kanaly (modry, zeleny, Zluty,
oranzovy, ¢erveny, purpurovy) plus
notebook, software, prislusenstvi:
zahrnuje roCni zaruku na soucasti a
servis bez instalace a Skoleni

Pfistroj pro PCR v realném Case

s 6 kanaly (modry, zeleny, Zluty,
oranzovy, ¢erveny, purpurovy) plus
notebook, software, prislusenstvi:
zahrnuje roCni zaruku na soucasti a
servis, instalaci a Skoleni

Hlinikovy blok pro ru€ni nastaveni
reakce pomoci jednokanalové pipety
s vyuzitim zkumavek 72 x 0,1 ml

Hlinikovy blok pro rucni nastaveni
reakce ve standardni sestavé 8 x 12
s vyuzitim zkumavek 96 x 0,2 m|
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Produkt Obsah Kat. ¢.

Strip Tubes and Caps, 250 striptu po 4 zkumavkach s vicky 981103
0.1 ml (250) pro 1000 reakci

Strip Tubes and Caps, 10 x 250 stript po 4 zkumavkach 981106
0.1 ml (2500) s vicky pro 10 000 reakci

PCR Tubes, 0.2 ml 1000 tenkosténnych zkumavek pro 981005
(1000) 1000 reakci

PCR Tubes, 0.2 ml 10 x 1000 tenkosténnych zkumavek 981008
(10000) pro 10 000 reakci

Aktualni licen¢ni informace a odmitnuti odpovédnosti specificka pro vyrobek
jsou uvedeny v pfirucce pro sadu QIAGEN nebo pfiru¢ce uzivatele. Manualy k
produktim QIAGEN jsou dostupné na www.giagen.com nebo na pozadani u
technického servisu QIAGEN nebo lokalniho distributora.
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Tato stranka byla umysIné ponechana prazdna
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Koupé tohoto produktu opravriuje kupujiciho k jeho uZiti k provedeni diagnostickych sluzeb pro humanni in vitro diagnostiku. Timto se neudéluje
zadny jiny obecny patent nebo licence jiného druhu nez toto specifické pravo k pouzivani vyplyvajici z nakupu.

Ochranné znamky: QIAGEN®, artus®, EASYartus®, EZ1®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group).

Omezena licenéni smlouva

Pouziti tohoto produktu znamena, Ze jakykoliv kupujici ¢i uzivatel sady artus VZV RG PCR souhlasi s nasledujicimi podminkami:

1.

Sada artus VZV RG PCR muze byt pouzivana vylu¢né v souladu s Priru¢kou pro sadu artus VZV RG PCR a smi se pouzivat pouze

s komponenty obsazenymi v sadé. QIAGEN neposkytuje Zadnou licenci v rdmci kteréhokoliv svého dusevniho vlastnictvi k pouZiti nebo

k zadlenéni pfilozenych komponentt sady s komponenty, které nejsou v této sadé zahrnuty, s vyjimkou pfipadd uvedenych v Pfiru¢ce pro
sadu artus VZV RG PCR a dodateénych protokolech dostupnych na www.giagen.com.

Mimo vyslovné uvedenou licenci QIAGEN neposkytuje Zadnou zaruku, Ze tato souprava a/nebo jeji pouZziti neporusuje prava tietich stran.

Tato sada a jeji komponenty jsou licencovany k jednorazovému pouziti a nesmi se pouzivat opakované, prepracovavat ani opakované
prodavat.

QIAGEN 2zvlasté vylucuje odpovédnost za jakékoliv jiné licence, vyjadfené ¢i implikované, nez vyslovné uvedené.

Kupujici a uzivatel této sady souhlasi s tim, Ze neposkytne a nepovoli nikomu jinému provadét zadné kroky, které by mohly vést nebo by
usnadnily jakékoliv shora zakazané ¢innosti. QIAGEN mUze zakazy tohoto Omezeného licen¢niho ujednani prosadit u kazdého soudu a
vyzadovat Uhradu vSech vySetfovacich a soudnich poplatku, v¢. poplatkti za advokata, v rdmci jakéhokoliv postupu k prosazeni tohoto
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Australia = Orders 1-800-243-800 = Fax 03-9840-9888 = Technical 1-800-243-066

Austria = Orders 0800-28-10-10 = Fax 0800-28-10-19 = Technical 0800-28-10-11

Belgium = Orders 0800-79612 = Fax 0800-79611 = Technical 0800-79556

Brazil = Orders 0800-557779 = Fax 55-11-5079-4001 = Technical 0800-557779

Canada = Orders 800-572-9613 = Fax 800-713-5951 = Technical 800-DNA-PREP (800-362-7737)

China = Orders 86-21-3865-3865 = Fax 86-21-3865-3965 = Technical 800-988-0325

Denmark = Orders 80-885945 = Fax 80-885944 = Technical 80-885942

Finland = Orders 0800-914416 = Fax 0800-914415 = Technical 0800-914413
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Italy = Orders 800-789-544 = Fax 02-334304-826 = Technical 800-787980

Japan = Telephone 03-6890-7300 = Fax 03-5547-0818 = Technical 03-6890-7300

Korea (South) = Orders 080-000-7146 = Fax 02-2626-5703 = Technical 080-000-7145
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Mexico = Orders 01-800-7742-639 = Fax 01-800-1122-330 = Technical 01-800-7742-436

The Netherlands = Orders 0800-0229592 = Fax 0800-0229593 = Technical 0800-0229602

Norway = Orders 800-18859 = Fax 800-18817 = Technical 800-18712

Singapore = Orders 1800-742-4362 = Fax 65-6854-8184 = Technical 1800-742-4368

Spain = Orders 91-630-7050 = Fax 91-630-5145 = Technical 91-630-7050

Sweden = Orders 020-790282 = Fax 020-790582 = Technical 020-798328
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