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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

M 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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SlozZeni sady

Pfirucka 1

artus HI Virus-1 RG RT-PCR Kit (24) (96)

Katalogové €. 4513263 4513265

Pocet reakci 24 96

Modra HI Virus-1 RG Master A (smés HlI 2 X 8 X
Virus-1 RG Master A) 12 reakci 12 reakci

Fialova HI Virus-1 RG Master B (smés Hl 2 X 8 X
Virus-1 RG Master B) 12 reakci 12 reakci

X . HI Virus-1 RG QS 1* (1 x

Cervena 10° 1U/l) Qs 200 ul 200 ul

52 i - * 3

Servena HI Virus-1 RG QS 2* (1 x 10 Qs 200 il 200 pl
[U/ul)

« i - * 2

Servena HI Virus-1 RG QS 3* (1 x 10 Qs 200 il 200 il
U/pl)

52 i - * 1

Servena HI Virus-1 RG QS 4* (1 x 10 as 200 il 200 pl
[U/ul)

Zelena HI Virus-1 RG ICT jc 1000 pl 2 x 1000 pl

Bila Voda (v kvalité vhodné pro PCR) 1000 pl 1000 pl

1

* Kvantifikaéni standard.
TInterni kontrola.

Symboly

W aw
2

IVD Prostfedek zdravotnické techniky pro in vitro diagnostiku
REF Katalogoveé Cislo

LOT Cislo sarze
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Obsahuje reagencie pro <N> test

Pouzijte do




Cislo materialu
COMP Dily
CONT Obsahuje
NUM Podet

GuHCL Guanidin hydrochlorid

Mezinarodni Cislo obchodni polozky GTIN

Teplotni rozmezi

Vyrobce

Dals$i informace viz navod k pouziti

Dulezita poznamka

J=1 Bl

Uchovavani

Komponenty sady artus HI Virus-1 RG RT-PCR se skladuiji pfi teploté —30 °C
az —15 °C a maji trvanlivost do data uvedeného na Stitku. Zabrarite
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 prekrocCit dobu péti
hodin.

Zamyslené pouziti

artus HI Virus-1 RG RT-PCR je test amplifikace nukleovych kyselin in vitro pro
kvantifikaci RNA viru lidské imunodeficience typu 1 (HIV-1) v lidské plazmé.
Tato diagnosticka sada vyuziva polymerazovou fetézovou reakci s reverzni
transkripci (RT-PCR) a je konfigurovana pro pouziti s pfistroji Rotor-Gene Q.
Test kvantifikuje RNA viru HIV-1 v rozsahu 120-1 x 10® IU/ml HIV-1. Pro
pouziti v analyze byl validovan vzorek plazmy obsahujici subtypy A—H
skupiny M.
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® Sada artus HI Virus-1 RG RT-PCR se nesmi pouzivat s pfistroji Rotor-
Gene Q 2plex.

Sada artus HI Virus-1 RG RT-PCR je ur€ena k pouziti ve spojeni s klinickou
prezentaci a dalSimi laboratornimi ukazateli pro stanoveni prognézy
onemocnéni a slouzi jako pomucka pfi posuzovani virologické odpovédi na
léCbu antiretrovirotiky hodnocené podle zmén hladiny RNA viru HIV-1 v EDTA
plazmé. Sada artus HI Virus-1 RG RT-PCR neni minéna jako screeningovy
test na HIV ani jako diagnosticky test k potvrzeni pfitomnosti infekce HIV.

Omezeni pro pouziti produktu
VSechny reagencie se smi pouzivat vyhradné pro diagnostiku in vitro.

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

Pfesné dodrzovani protokolu je bezpodminecné 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.

Varovani a bezpe€¢nostni opatreni

Pfi praci s chemikaliemi vzdy pouZzivejte vhodny laboratorni plast, rukavice na
jedno pouziti a ochranné bryle. Dal$i informace jsou uvedeny v odpovidajicich
bezpe&nostnich listech (BL). Bezpec€nostni listy jsou k dispozici online

v pohodiném a kompaktnim formatu PDF na strankach
www.qgiagen.com/safety, kde mizete nalézt, zobrazit a vytisknout BL pro
kazdou sadu QIAGEN® a pro kazdou komponentu té&chto sad.

Odpad ze vzorku a rozboru likvidujte podle mistnich bezpecnostnich pfedpisu.

Rizeni jakosti
V souladu se systémem managementu jakosti spole¢nosti QIAGEN
certifikovanym podle norem ISO byla kazda Sarze sady artus HI Virus-1 RG

RT-PCR testovana podle pfedem stanovenych specifikaci, aby byla zaru¢ena
jednotna kvalita produktu.
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Uvod

Sada artus HI Virus-1 RG RT-PCR je systém k pfimému pouziti pro prukaz
RNA viru HIV-1 pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR) v pfistrojich
Rotor--Gene Q. Smési HI Virus-1 RG Master A a B obsahuji reagencie a
enzymy pro reverzni transkripci a specifickou amplifikaci iseku 93 bp genomu
viru HIV-1 a také bezprostiedni detekci specifického amplifikatu ve
fluorescencnim kanalu Cycling Green pfistroje Rotor-Gene Q nebo Rotor-
Gene 6000, pfipadné kanalu Cycling A.FAM™ (zdroj 470 nm, detektor

510 nm) pfistroje Rotor-Gene 3000.

Kromé toho sada artus HI Virus-1 RG RT-PCR obsahuje druhy heterologni
amplifikacni systém pro prikaz potencialni inhibice PCR. Tento systém je
detekovan jako interni kontrola (IC) ve fluorescenénim kanalu Cycling Orange
pristroje Rotor-Gene Q nebo Rotor-Gene 6000, pfipadné kanalu A. ROX™
(zdroj 585 nm, detektor 610 nm) pfistroje Rotor-Gene 3000. Limit detekce
analytické RT-PCR HI Virus-1 (viz ,Analytickd senzitivita®, strana 10) pfitom
neni negativné ovlivnén. Spolu s produktem se dodavaji externi pozitivni
kontroly (HI Virus-1 RG QS 1-4), s jejichz pomoci Ize ur€it mnozstvi virové
RNA. Dalsi informace viz “Kvantifikace”, strana 23.

Princip

Prikaz puvodce pomoci polymerazové 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 pribéhu PCR v realném ¢ase umoziiuje
prukaz a kvantifikaci produktd, aniz by bylo nutné po PCR znovu otevirat
reakéni zkumavky.*

Informace o patogenu

Virus lidské imunodeficience (HIV) je retrovirus, ktery zpUsobuje syndrom
ziskané imunodeficience (AIDS). Infekce u lidi zpUsobuji dva typy viru HIV —
HIV-1 a HIV-2 —, které se liSi virulenci i prevalenci. VétSina hlasenych pfipadu
onemocnéni AIDS ve svété je pfisuzovana typu HIV-1. Infekce virem HIV se
prenasi infikovanou krvi, vaginalnim sekretem, matefskym mlékem a dalSimi
télesnymi tekutinami. V téchto télesnych tekutinach se HIV nachazi jak ve
formé volnych virovych ¢astic, tak vazany v infikovanych bunkach imunitniho
systému. Tfi hlavni cesty pfenosu jsou nechranény pohlavni styk,
kontaminované jehly a pfenos na dité z nakazené matky pfi porodu nebo
matefskym mlékem.

* Mackay, .M. (2004) Real-time PCR in the microbiology laboratory. Clin. Microbiol. Infect.
10, 190.
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Virus HIV napada v prvni fadé buriky imunitniho systému ¢lovéka, jako
napfiklad pomocné T lymfocyty (konkrétné CD4"). Infekce virem HIV vede
k nizké hladiné T lymfocytd CD4". Klesne-li po¢et T lymfocytli CD4™ T pod
kritickou hladinu, dochazi ke ztraté bunééné imunity a télo zacina byt stale
nachylnéjsi k oportunnim infekcim.

V pokrocilych stadiich infekce HIV, kdy oslabeny imunitni systém jizZ nedokaze
oportunnim infekcim vzdorovat, se rozviji symptomy onemocnéni AIDS. V této
fazi se u nakazeného ¢lovéka vlivem podobnych infekci objevuje stale vice
symptomu. Nejbéznéjsi infekce zahrnuji chronicky prajem zpusobeny
Cryptosporidii, o€ni infekce zpusobené cytomegalovirem, pneumocystovou
pneumonii, toxoplasmozu a tuberkulozu, ale také infekce vyvolané zastupci
komplexu Mycobacterium avium. Kromé toho je ¢asto pozorovanym
symptomem rozvoj riznych typd nadorovych onemocnéni, napfiklad invazivni
rakovina délozniho hrdla, Kaposiho sarkom nebo lymfom. V soucasnosti
neexistuje 1€k na AIDS, proto se ma za to, Ze vétsina lidi infilkovanych virem
HIV nakonec umira v dusledkd onemocnéni spojenych s AIDS. Nicméné
pokroky, kterych bylo dosazeno v |é€bé HIV/AIDS a které zahrnuji nejen
terapie namifené proti vlastnimu viru, ale také prevenci a |éCbu oportunnich
infekci, velmi vyrazné prodlouzily Zivot mnohych pacientd s HIV/AIDS a
zlepsily jeho kvalitu.

Charakteristiky chovani

Analyticka senzitivita

Pro validaci sady artus HI Virus-1 RG RT-PCR byl ur€en jak analyticky limit
detekce, tak analyticky limit detekce s pfihlédnutim k izolaci (limit senzitivity).
Analyticky limit detekce s ohledem na izolaci byl uréen na zakladé HIV
pozitivnich klinickych vzorkd s vyuzitim konkrétni metody izolace. Analyticky
limit detekce byl naproti tomu determinovan na zakladé standardu znamé
koncentrace a nezavisle na metodé izolace.

Pro urCeni analytické senzitivity sady artus HI Virus-1 RG RT--PCR byla
vytvofena fada fedéni od 0,0316 do nominalné 31,6 IU*/ul. Ta byla nasledné
analyzovana za pouziti sady artus HI Virus-1 RG RT--PCR v pfistroji Rotor-
Gene 3000. Experimenty byly provedeny ve 3 riznych dnech formou
osminasobnych urceni. Vysledky byly zjiStény probitovou analyzou. Analyticky
limit detekce sady artus HI Virus-1 RG RT-PCR v kombinaci s pfistrojem
Rotor-Gene 3000 je 4,5 IU/ul (p = 0,05). To znamena, Ze je s 95%
pravdépodobnosti detekovano 4,5 1U/pl.

* Standardem je in vitro transkribovana RNA, jejiz koncentrace byla kalibrovana pomoci
2. mezinarodniho standardu HIV organizace WHO (2nd International HIV Standard).
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Analyticka senzitivita s ohledem na izolaci (sada QlAamp® DSP Virus,
QIAGEN) sady artus HI Virus-1 RG RT-PCR na pfistroji Rotor-Gene byla
uréena fadou fedéni 2. mezinarodniho standardu organizace WHO pro RNA
HIV-1 ur€eného pro analyzy vyuZzivajici technologie amplifikace nukleovych
kyselin (NAT; kéd NIBSC 97/650) od 10 do 3160 IU/ml HIV v klinickych
vzorcich plazmy. Tyto vzorky byly podrobeny izolaci RNA pomoci sady
QIAamp DSP Virus (QIAGEN; extrakéni objem: 0,5 ml, eluéni objem: 25 pl).
Kazdé fedéni bylo analyzovano za uziti sady artus HI Virus-1 RG RT-PCR ve
3 ruznych dnech formou osminasobnych ureni. Vysledky byly zjistény
probitovou analyzou. Grafické znazornéni probitové analyzy naleznete v
obrazku 1. Analyticky limit detekce s ohledem na izolaci sady artus HI Virus-1
RG RT-PCR v kombinaci s pfistrojem Rotor-Gene 3000 je 71,6 1U/ml

(p = 0,05). To znamena, ze 71,6 1U/ml bude detekovano s 95%
pravdépodobnosti.

1.0 .
95%
1.85476 ~ 71.6 1U/ml (95%)
0.8 1 . (54.7-182.5 1U/ml)
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c
,_g 0.6 -
]
o
e
a
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Obrazek 1. Probitova analyza: HI Virus-1 (Rotor-Gene 3000). Analyticka senzitivita

s ohledem na izolaci (sada QIAamp DSP Virus, QIAGEN) sady artus HI Virus-1 RG RT-PCR
na pristroji Rotor-Gene 3000.

Analyticky limit detekce s ohledem na izolaci sady artus HI Virus-1 RG RT-
PCR v kombinaci s pfistrojem Rotor-Gene Q/6000 je 66,9 IU/ml (p = 0,05). To
znamena, Ze 66,9 IU/ml bude detekovano s 95% pravdépodobnosti.
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Obréazek 2. Probitova analyza: HI Virus-1 (Rotor-Gene 6000). Analyticka senzitivita
s ohledem na izolaci (sada QIAamp DSP Virus, QIAGEN) sady artus HI Virus-1 RG RT-PCR
na pristroji Rotor-Gene 6000.

Specificita

Specificita sady artus HI Virus-1 RG RT-PCR je v prvni fadé zaru€ena
vybérem primerd a sond, jakoZz i volbou pfisnych reakénich podminek. Primery
a sondy byly na zakladé srovnavaci sekvencéni analyzy prezkousSeny na
eventualni homologie se vSemi sekvencemi publikovanymi v genovych
bankach. Detekovatelnost vSech relevantnich genotypU tak byla zajisténa na
zakladé sladéni databaze a béhu PCR na pfistrojich Rotor-Gene

s nasledujicimi genotypy (viz tabulka 1).

Specificita byla navic validovana pomoci 100 riznych HIV negativnich vzorkd
plazmy, které spolu se specifickymi primery a sondami pro HIV zahrnutymi ve
smési HI Virus-1 RG Master nevytvarely zadny signal.

Potencialni kfizova reaktivita sady artus HI Virus-1 RG RT-PCR byla
testovana pomoci kontrolni skupiny uvedené v tabulce 2. Zadny z testovanych
puvodcu nebyl reaktivni. Pfi smiSenych infekcich se nevyskytly Zadné kfizové
reaktivity.
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Tabulka 1. Testovani specificity relevantnich genotypt

Interni kontrola
Virus Genotyp Zdroj HIV (FAM) (ROX)
HI Virus-1 A NIBSC* + +
HI Virus-1 B NIBSC + +
HI Virus-1 C NIBSC + +
HI Virus-1 D NIBSC + +
HI Virus-1 E NIBSC + +
HI Virus-1 F NIBSC + +
HI Virus-1 G NIBSC + +
HI Virus-1 H NIBSC + +

* National Institute for Biological Standards and Control (Narodni institut pro biologické
standardy a kontroly), Hertfordshire.

Tabulka 2. Testovani specificity diagnostické soupravy pomoci
potencialné kfizové reaktivnich patogenu

HIV Interni kontrola
(Cycling Green (Cycling
nebo Cycling Orange nebo

Kontrolni skupina A.FAM) Cycling A.ROX)
Virus hepatitidy A - +
Virus hepatitidy B - +
Virus hepatitidy C - +
Lidsky herpesvirus 1 (Herpes 5 +
simplex virus 1)
Lidsky herpesvirus 2 (Herpes B +
simplex virus 2)
Lidsky herpesvirus 3 (Varicella 5 +
zoster virus)
Lidsky herpesvirus 5 B +
(cytomegalovirus)

Tabulka pokracuje na dalsi strané
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Tabulka 2. Pokracovani

HIV Interni kontrola

(Cycling Green nebo (Cycling Orange
Kontrolni skupina Cycling A.FAM) nebo Cycling A.ROX)
Lidsky virus leukémie 3 +
T-bunék typu 1a 2
Enterovirus — +
Parvovirus B19 - +
Zluta horecka — +
Aspergillus flavus - +
Aspergillus fumigatus - 5
Candida albicans - +
Chlamydia _ +
trachomatis
Cryptosporidium 3 N
parvum
Filobasidiella _ "
neoformans
Mycoplasma B +
pneumoniae
Pneumocystis cariniie - T
Staphylococcus sp. — +
Streptococcus _ +
agalactiae
Staphylococcus B +
aureus
Streptococcus _ +
pyogenes

Linearni oblast kvantifikace

Linearni oblast kvantifikace (analytické méfeni) sady artus HI Virus-1 RG RT-
PCR byla urCena analyzou fady fedéni in vitro transkriptu HIV v rozsahu
koncentrace od 1 x 10° IU/pl do 1 IU/ul. Rada fedéni byla kalibrovana pomoci
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mezinarodniho standardu RNA HIV organizace WHO (WHO International HIV
RNA Standard).

Kazda faze fedéni byla testovana v replikatech (n = 8) pomoci sady artus Hl
Virus-1 RG RT-PCR na pristroji Rotor-Gene.

Linearni oblast kvantifikace sady artus HI Virus-1 RG RT-PCR se tudiz
vztahuje na koncentrace od 5 1U/ul do minimalné 1 x 10° 1U/pl.

Linearni oblast kvantifikace s ohledem na izolaci sady artus HI Virus-1 RG RT-
PCR byla ur€ena analyzou fady fedéni OptiQuant HIV-1 RNA Quantification
Panel v rozsahu koncentrace od 1 x 10° IU/pl do 120 1U/pl. Izolace byla
provedena v replikatech pomoci sady QlAamp DSP Virus (extrakéni objem:
0,5 ml, eluéni objem: 25 pl). Kazdy z 9 vzorkd byl analyzovan pomoci sady
artus Hl Virus-1 RG RT-PCR. Lineéarni oblast kvantifikace s ohledem na izolaci
sady artus HI Virus-1 RG RT-PCR se tudiz vztahuje na koncentrace od

120 IU/ml do minimaln& 10® IU/ml (viz obrazek 3).

y = 1.0724x - 0.1691
R? = 0.9968

log, calculated concentration (IU/ml)

6 8 10

N
N 4
N

log;o nominal concentration (IU/ml)

Obrazek 3. Linearni oblast kvantifikace sady artus HI Virus-1 RG RT-PCR. Vypocet
linearni oblasti kvantifikace. Pfimka byla stanovena linearni regresi log;, vypoc€itanych
koncentraci s logip, nominalnimi koncentracemi. Rovnice regresnich pfimek je zahrnuta v
obrézku.

Presnost

Udaje o pfesnosti sady artus HI Virus-1 RG RT-PCR, které byly ziskany

s vyuzitim pfistroju Rotor-Gene, umoznuiji urcit celkovou variabilitu testovaciho
systému. Tato celkova variabilita se sklada z intraassay variability (variabilita
vysledkl vzorku stejné koncentrace v ramci jednoho pokusu), z interassay
variability (variabilita vysledku rozboru generovanych na rliznych pfistrojich
stejného typu a provedenych riznymi osobami v jedné laboratofi) a
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z interbatch variability (variabilita vysledkd rozboru za uziti riznych Sarzi).
Ziskana data byla pouzita k vypocitani standardni odchylky, variance a
koeficientu variace jak pro specifickou PCR pUvodce, tak i pro PCR interni
kontroly.

Udaje o presnosti byly pro sadu artus HI Virus-1 RG RT-PCR stanoveny na
Experimenty byly provedeny formou osminasobnych uréeni. Udaje o pfesnosti
byly vypocitany na zakladé C; hodnot amplifikaCnich kfivek (C+: prahovy
cyklus, viz tabulka 3). Na zakladé téchto vysledku Cini celkovy statisticky
rozptyl libovolného vzorku uvedené koncentrace 1,66% (C+) a 2,15% (Cy) pro
prukaz interni kontroly. Tyto hodnoty se zakladaji na souhrnu vSech dil€ich
hodnot zjiSténych variabilit.

Tabulka 3. Data o presnosti na zakladé hodnot C+

Smérodatna Koeficient
Hodnota C' odchylka variace (%)

Variabilita v ramci
jednoho pokusu: 35,62 0,45 1,26
HI Virus-1 RG QS 4

Variabilita v ramci
jednoho pokusu: 31,24 0,18 0,58
Interni kontrola

Variabilita mezi
rdznymi pokusy: 35,75 0,56 1,55
HI Virus-1 RG QS 4

Variabilita mezi
riznymi pokusy: 31,65 0,36 1,13
Interni kontrola

Variabilita mezi
riznymi Sarzemi: 35,40 0,61 1,73
HI Virus-1 RG QS 4

Variabilita mezi
riznymi Sarzemi: 31,20 0,55 1,76
Interni kontrola

Celkova variabilita:

HI Virus-1 RG QS 4 35,58 0,59 1,66

Celkova variabilita:

Interni kontrola 31,40 0,67 2,15
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Robustnost

PfezkousSeni robustnosti slouzi k stanoveni celkové Cetnosti chyb sady

artus HI Virus-1 RG RT-PCR. 100 HIV negativnich vzorku plazmy bylo
smiseno s 4,5 [U/ul eluéniho objemu kontrolni RNA HIV (trojndsobna
koncentrace analytické hranice senzitivity). Po izolaci pomoci sady QlAamp
DSP Virus byly tyto vzorky analyzovany s vyuzitim sady artus HI Virus-1 RG
RT-PCR. Cetnost chyb pro HIV &inila u vech vzorka 0 %. Robustnost interni
kontroly byla dodate¢né prezkouSena izolaci a analyzou 100 HIV negativnich
vzorkl plazmy. Celkova €etnost chyb €inila 0%. Inhibice nebyly pozorovany.
Robustnost sady artus HI Virus-1 RG RT-PCR C¢ini tedy > 99 %.

Reprodukovatelnost

Udaje o reprodukovatelnosti jsou pofizovany za G&elem pravidelného
hodnoceni vykonnosti sady artus HI Virus-1 RG RT-PCR a vykonnostniho
srovnani s ostatnimi produkty. Tyto udaje jsou ziskavany na zakladé ucasti v
uznavanych programech pro vykonnostni hodnoceni.

Diagnostické hodnoceni

Sada artus HI Virus-1 RG RT-PCR byla hodnocena v jedné studii. Pfi srovnani
sady artus HI Virus-1 RG RT-PCR se sadou COBAS® TagMan® HIV-1 Test
bylo retrospektivné analyzovano 241 vzorkl plazmy. VSechny vzorky plazmy
byly pomoci sady COBAS TagMan HIV-1 Test pldvodné analyzovany

s pozitivnim nebo negativnim vysledkem v ramci rutinni diagnostiky.

RNA HIV ur€ena pro testovani se sadou artus HI Virus-1 RG RT-PCR byla
izolovana pomoci sady QIAamp DSP Virus. Analyza byla provedena v pfistroji
Rotor-Gene 6000. Pro srovnavaci testy s COBAS TagMan HIV-1 Test byla
RNA HIV izolovana podle udaji vyrobce uvedenych v pfibalovych informacich.
Vysledky ziskané pomoci sady artus HI Virus-1 RG RT-PCR byly porovnany

s vysledky sady COBAS TagMan HIV-1 Test (viz tabulka 4 a obrazek 4).

105 ze 126 vzorku, které byly se sadou COBAS TagMan HIV-1 Test testovany
pozitivné, prokazalo pozitivni vysledek i se sadou artus HI Virus-1 RG RT-
PCR. 113 ze 115 vzorkd, které byly se sadou COBAS TagMan HIV-1 Test
testovany negativné, vyslo negativné i se sadou artus HI Virus-1 RG RT-PCR.

Pouzijeme-li vysledky sady COBAS TagMan HIV-1 Test jako referenci,
diagnosticka senzitivita je 98,1% a diagnosticka specificita 84,3%.
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Tabulka 4. Vysledky analyzy 241 retrospektivnich vzorki EDTA plazmy

COBAS TagMan HIV-1 Test
+ - Celkem
artus Hi Virusjl + 105 21 126
RG RT-PCR Kit 3 5 113 115

QIAGEN, HIV IU/ml

4

7 log Cobas:log artus: #=0,9093; r=0,9536; p = 00,0000; yv= 045674+ 1,0509%x

-1 0 1 2 3 < 5 =} 7 8
Roche, HIV IU/mI

Obrézek 4. Porovnani sady COBAS TagMan HIV-1 Test (Roche, HIV; purifikace vzorku
provedena s vyuzitim systému COBAS AmpliPrep) se sadou artus HI Virus-1 RG RT-
PCR (QIAGEN, HIV; purifikace vzorku provedena s vyuzitim sady QlAamp DSP Virus).
Korelace kvantitativnich vysledkd obou testovacich systéma (tabulka 4) byla analyzovana
pomoci linearni regrese. Vysledky obou sad jsou znazornény v rozptylovém diagramu XY se
stupnici log/log.
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Vybaveni a reagencie, které ma zajistit uzivatel

Pfi praci s chemikaliemi vzdy pouZzivejte vhodny laboratorni plast, rukavice na
jedno pouziti a ochranné bryle. Dal$i informace jsou uvedeny v pfislusnych
bezpeénostnich listech (BL), které Ize ziskat od dodavatele produktu.

B Sada kizolaci RNA (viz ,lzolace RNA*, strana 22)
Pipety (nastavitelné)*

Sterilni pipetovaci Spicky s filtrem

Trepacka vortex*

Stolni centrifuga s rotorem pro 2ml reakéni zkumavky

Ptistroj Rotor-Gene Q nebo Rotor-Gene*' s fluorescenénimi kanaly
Cycling Green a Cycling Orange nebo s fluorescenénimi kanaly Cycling
A.FAM a Cycling A.ROX

Verze softwaru Rotor-Gene Q 1.7.94 (verze softwaru Rotor-Gene 6000:
1.7.65, 1.7.87, 1.7.94; verze softwaru Rotor-Gene 3000: 6.0.23) a vySSi

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

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

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

* Ujistéte se, ze byly pfistroje kontrolovany a kalibrovany podle doporuceni vyrobce.
T Sada artus HI Virus-1 RG RT-PCR se nesmi pouzivat s pFistroji Rotor-Gene Q 2plex.
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Dulezité poznamky

Vseobecna bezpeénostni opatreni
Vzdy dbejte na nasleduijici:
B Pouzivejte sterilni pipetovaci Spic¢ky 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 centrifugujte.

B Pracujte rychle a udrzujte komponenty na ledu nebo v chladicim bloku
(72- / 96jamkovy vkladaci blok).

Odbér, skladovani a preprava vzorku

@ Se v8emi vzorky se musi zachazet jako s potencialné infekénimi.

PFipustné jsou pouze nasledujici materialy vzorkd, u kterych je nezbytné
presné dodrZovat nasledujici pfedpisy pro odbér, skladovani a pfepravu.

@ Dosud znamé udaje prokazuji EDTA nebo citratovou plazmu jako
nejvhodnéjsi vzorek pro prukaz HIV. Doporu€ujeme tedy pouzivat tyto
materialy se sadou artus HI Virus-1 RG RT-PCR.

Interni validace sady artus HI Virus-1 RG RT-PCR byla provedena pomoci
vzorku lidské EDTA plazmy. Jiné materialy vzorkl nejsou validovany. Pro
pfipravu vzorku pouzivejte pouze doporucenou sadu k izolaci RNA (viz
.lzolace RNA®, strana 22).

PFi uziti nékterych materialt vzorkl je nezbytné dodrzovat nasledujici pfedpisy
pro odbér, skladovani a prepravu.

Odbér vzorku

Kazdy odbér krve je podminén narusenim krevnich cest (tepny, Zily, kapilary).
Pouzivat se smi pouze nezavadny a sterilni material. Pro odbér krve by mély
byt k dispozici odpovidajici jednorazové pomucky. K punkci Zil by se nemély
pouzivat pfili§ jemné kanyly. Odbér Zilni krve by mél byt proveden na
vhodnych mistech v oblasti loketni jamky, pfedlokti nebo na hibetu ruky. Krev
odebirejte do standardnich odbérovych zkumavek (Cerveny uzavér, Sarstedt
nebo ekvivalentni zkumavky jinych vyrobcu). Odeberte 5-10 ml EDTA krve.
Zkumavky by meély byt bezprostfedné po odbéru promichany opakovanym
obracenim (8x, netfepat).
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@ Vzorky osob, kterym byl podan heparin, se nesmi pouzivat (viz ,Létky
naru$ujici stanoveni®, strana 21).

Skladovani vzorku

PIna krev by méla byt béhem 6 hodin rozdélena na plazmu a bunécné
elementy centrifugaci pfi 800—-1600 x g po dobu 20 minut. Oddélena plazma
musi byt pfevedena do sterilni polypropylenové zkumavky. Vykonnost testu
muze byt opakovanym zmrazovanim nebo del§im skladovanim vzorku
narusena. RNA obsazenou ve viru Ize pfi 4 °C skladovat po dobu nékolika dni,
pfi —20 °C nékolik tydnl a pfi —70 °C mésice az roky.*

Pieprava vzorku

Vzorky by mély byt pfepravovany zasadné v nerozbitnych transportnich
nadobach, aby se zabranilo eventualnimu nebezpeci infekce pfi uniku vzorku.
Vzorky musi byt zasilany podle platnych mistnich a statnich predpist pro
prepravu latek vyvolavajicich nakazu.”

Pfeprava nesmi trvat déle nez Sest hodin. Skladovani na misté odbéru se
nedoporucuje. Transport postou je mozny, musi se vSak dbat na zakonné
predpisy. DoporuCujeme pfepravu kuryrem. Krevni vzorky by mély byt zasilany
chlazené (2-8 °C) a oddélena plazma hluboce zmrazena (-15 az —30 °C).

Latky narusujici stanoveni

Zvysené hodnoty bilirubinu (= 15 mg/dl) a lipidd (= 800 mg/dl) stejné jako
hemolytické vzorky systém neovliviiuji. Heparin (= 10 IU/ml) reakci PCR
nepfiznivé ovliviuje. Vzorky, které byly odebrany do zkumavek, které obsahuji
heparin jako antikoagulant, nesmi byt pouzity. Stejné tak se nesmi pouzivat
vzorky heparinizovanych osob.

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

T International Air Transport Association (Mezinarodni asociace leteckych dopravcii) (IATA).
Dangerous Goods Regulations (Pfedpisy pro prepravu nebezpeéného zbozi).
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Izolace RNA

Sada QIAamp DSP Virus (QIAGEN, kat. Cis. 60704) je validovana pro
purifikaci virové RNA z lidské plazmy pro pouZiti se sadou artus HI Virus-1 RG
RT-PCR. Purifikaci virové RNA provedte podle pokynu v pfiru¢ce pro sadu
QIAamp DSP Virus (QIAamp DSP Virus Kit Handbook).

@ Uziti nosiC¢ové RNA ma rozhodujici vyznam pro efektivitu izolace a tim i
pro vytézek DNA/RNA. Pro vétsi stabilitu nosiCové RNA dodavané spolu se
sadou QIAamp DSP Virus postupujte podle udaju o rekonstituci a skladovani
nosi¢ové RNA uvedenych v navodu k pouziti (,Preparing reagents and
buffers®).

Pred zaCatkem kazdé izolace musi byt pfipravena Cerstva smés lyzacniho
pufru a nosiCové RNA (pfip. i interni kontroly, viz ,Interni kontrola® dale) podle
pipetovaciho schématu uvedeného v tabulce 5:

Tabulka 5. Pipetovaci schéma pro pouziti se sadou QlAamp DSP Virus

Pocet vzorku 1 12
Lyzacéni pufr (AL)* 550 ul 6600 pl
NosiCova RNA (1 pg/pl) 6,2 pl 74,4 ul
celkovy objem 556,2 ul 6674,4 pl
Objem na izolaci 500 pl po 500 pl

* Obsahuje guanidin hydrochlorid; bezpe¢nostni informace viz pfiru¢ka pro sadu QlAamp
DSP Virus (QlAamp DSP Virus Kit Handbook).

@ Cerstvé pfipravenou smés lyzagniho pufru a nosi¢ové RNA pouzijte
ihned k izolaci. Skladovani smési neni mozné.

@ Interni kontrolu sady artus HI Virus-1 RG RT-PCR Ize vlozit pfimo do
izolace (viz ,Interni kontrola® nize).

Interni kontrola

Spolu s produktem se dodava interni kontrola (HI Virus-1 RG IC). UZivatel ma
tak mozZnost kontrolovat jak izolaci RNA, tak také moznou inhibici PCR. Pro
tuto aplikaci pfidejte k izolaci interni kontrolu v poméru 0,1 ul na 1 pl eluéniho
objemu. Jestlize pouzivate napfiklad sadu QlAamp DSP Virus a eluujete RNA
v 60 pl eluéniho pufru (AVE), pfidejte na zacatku 6 pl interni kontroly.

@ Interni kontrola a nosi¢ova RNA (viz ,lzolace RNA®, strana 22) by mély
byt pfidavany pouze ke smési lyzacniho pufru a vzorku nebo pfimo
k lyzacnimu pufru.
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Interni kontrola nesmi byt pfidana pfimo ke vzorku. Upozoriujeme, Ze pfi
pridavani k lyzacnimu pufru musite smés interni kontroly a lyzacniho pufru /
nosi¢ové RNA pfipravit vzdy Cerstvou 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).

@ Interni kontrolu a nosiCovou RNA nepipetujte pfimo do vzorku.

Volitelné Ize interni kontrolu pouzit vyhradné ke kontrole mozné inhibice PCR.
V tomto pfipadé pfidejte interni kontrolu pfimo ke smési HI Virus-1 RG Master
A a Hl Virus-1 RG Master B, jak popisuje krok 2b protokolu (strana 26).

Nastaveni mezni hodnoty pro PCR analyzu

Optimalni nastaveni mezni hodnoty pro danou kombinaci pfistroje Rotor-Gene
Q a sady artus RG PCR by mélo byt empiricky stanoveno testovanim kazdé
individualni kombinace, protoze se jedna o relativni hodnotu zavislou na
celkovém diagnostickém pracovnim postupu. Pro zaCatek mize byt mezni
hodnota nastavena na uvodni hodnotu 0,04 pro analyzu prvniho PCR béhu.
Tato hodnota by ale méla byt doladéna v komparativni analyze dalSich béhu v
pracovnim schématu. Mezni hodnota by méla byt nastavena manuainé tésné
nad signal pozadi negativnich kontrol a negativnich vzorku. Primérna mezni
hodnota vypocitana z téchto pokusl by méla s velkou pravdépodobnosti platit
i pro vétSinu nasledujicich béhd. Uzivatel by pfesto mél generované mezni
hodnoty pravidelné kontrolovat. Mezni hodnota se pohybuje obvykle mezi
0,03-0,05 a méla by se zaokrouhlovat na maximalné tfi desetinna mista.

Kvantifikace

S kvantifikaénimi standardy (HI Virus-1 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 vytvofrite
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).
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® KvantifikaCni standardy jsou definovany jako |U/ul.* Pro pfepocet hodnot
ziskanych pomoci standardni kfivky na IU/ml vzorku se pouziva nasledujici
vzorec:

vysledek (1U/pl) x eluéni objem (ul)
objem vzorku (ml)

Vysledek (1U/ml)

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

Konverzni faktor

1 IU/ml odpovida 0,50 kopie/ml pro prikaz RNA viru HIV-1 na pfistroji Rotor-
Gene Q pfi ruéni pfipravé vzorkl pomoci sady QlAamp DSP Virus. Konverzni
faktor predstavuje pfibliznou hodnotu na zakladé priimérného faktoru v celém
dynamickém rozsahu analyzy.

* Standard byl kalibrovan pomoci mezinarodniho standardu HIV (WHO; ,International HIV
Standard®).

___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Protokol: PCR a analyza dat

@ Dulezité body pfed zahajenim
M Pred zacatkem procesu si prec¢téte ,Dllezité pozndmky*, strany 20-23.

B Pred zahajenim protokolu si najdete ¢as a seznamte se s pfistrojem
Rotor-Gene Q. Viz uZivatelska pfirucka k pfistroji.

B Dbejte na to, aby byl do kazdého béhu PCR zahrnut alespor jeden
kvantifikaéni standard a jedna negativni kontrola (voda v kvalité vhodné
pro PCR). Pro vytvofeni standardni kfivky pouZijte u kazdého béhu PCR
vSechny 4 kvantifikaéni standardy (HI Virus-1 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
pokojové 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 pomoci interni kontroly sledovat jak izolaci RNA, 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 pridana k izolaci (viz ,,Interni kontrola®, strana
22). V tomto pripadé pripravte smés Master Mix podle tabulky 6.

Reak¢ni smés obvykle obsahuje vSechny komponenty potfebné pro PCR
kromé vzorku.
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Tabulka 6. Priprava smési Master Mix (interni kontrola pouzita ke
sledovani izolace RNA a ke kontrole inhibice PCR)

Pocet vzorku 1 12
HI Virus-1 RG Master A
(smés HI Virus-1 12 ul 144 ul

RG Master A)

HI Virus-1 RG Master B
(smés HI Virus-1 18 ul 216 pl
RG Master B)

HI Virus-1 RG IC

(interni kontrola HI O ul O ul
Virus-1 RG)
celkovy objem 30 ul 360 ul

2b. Interni kontrola musi byt pfidana primo ke smési Hl Virus-1 Master A

26

a HI Virus-1 Master B. V tomto pripadé pripravte smés Master Mix
podle tabulky 7.

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

Tabulka 7. Priprava smési Master Mix (interni kontrola pouzita
vyhradné ke kontrole inhibice PCR)

Pocet vzorku 1 12
HI Virus-1 RG Master A
(smés HI Virus-1 12 pl 144 ul

RG Master A)
HI Virus-1 RG Master B

(smés HI Virus-1 18 ul 216 pl
RG Master B)

HI Virus-1 RG IC 2 ul 24 ul
celkovy objem 32 ul* 384 ul*

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

Odmeérte pipetou do kazdé zkumavky PCR 30 pl smési Master Mix.
Poté pridejte 20 pl eluatu z izolace RNA (viz tabulka 8). Obdobné
musite pridat jako pozitivni kontrolu 20 pl alespon jednoho
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kvantifikaéniho standardu (HI Virus-1 RG QS 1-4) a jako negativni
kontrolu 20 pl vody v kvalité vhodné pro PCR (Water, PCR grade).

Tabulka 8. Priprava PCR reakce

Pocet vzorku 1 12

Master Mix 30 ul po 30 ul
Vzorek 20 ul po 20 ul
celkovy objem 50 ul po 50 ul

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

5. Pro detekci RNA HIV-1 vytvorte teplotni profil podle nasledujicich

krokd.
Nastaveni obecnych parametr Obrazky 5, 6, 7
Reverzni transkripce RNA Obrazek 8
Pocatecni aktivace Hot Start enzymu Obrazek 9
Amplifikace cDNA Obréazek 10
Nastaveni senzitivity fluorescenénich kanalu Obréazek 11
Spusténi béhu Obréazek 12

Veskeré udaje se vztahuji na software Rotor-Gene Q verze 1.7.94,
software Rotor-Gene 6000 verze 1.7.65, 1.7.87, 1.7.94 a software
Rotor-Gene 3000 verze 6.0.23. Podrobnosti k programovani pfistrojl
Rotor-Gene naleznete v uzivatelské pfirucce k pristroji. Na obrazcich jsou
tato nastaveni zvyraznéna ¢ernymi ramecky. llustrace se vztahuji

k pfistrojim Rotor--Gene Q. VyZaduje-li pfistroj Rotor-Gene 3000 jiné
hodnoty, rozdily jsou popsany v textu.
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6. Nejdrive oteviete okno “New Run Wizard” (obrazek 5). Zaskrtnéte
ramecek “Locking Ring Attached” (Pripevnén pojistny prstenec) a
kliknéte na “Next” (Dalsi).

New Run Wizard il

Welcome to the Advanced Run Wizard!

— Rotor Type

36-Well Rotor

Gene-Disc 72
Gene-Disc 100

[V Locking Ring Attached

SkipWizard | << Back |ﬁ

Obrazek 5. Dialogové okno “New Run Wizard“.

7. Zvolte 50 jako objem PCR reakce a kliknéte na “Next” (obrazek 6).
x|

This box displays
help on elements in
the wizard. For help

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

on an item, hover

Operator : | Qiagen your mouse over the
- item for help. You
Notes : can also click on a

combo box to display
help about its
available settings.

[a1,42,43,..

Skipwizard | <<Back |

Obrazek 6. Nastaveni obecnych parametru analyzy.

___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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8. Kliknéte na tlacitko “Edit Profile” v dalSim okné “New Run Wizard”
(obrazek 7) a naprogramujte teplotni profil podle obrazkl 7-10.
X

Temperature Profile : 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

‘ |H H’ H‘ H‘ |H |H help about its

available settings.
Edit Profile ...

Channel Setup :

Name | Source | Detector | Gain | Create New... |
Green  470nm  510nm 4 Edit I
Yellow  530nm  555nm 5

Orange  585nm  610nm 8 Edit Gain... I
Red 625nm  660nm 5

Crimson  680nm  710hp 7 Remove I
Blue 365nm  460nm 7 REsaiD efaultsl

2 _Gain Optimisation... 3

SkipWizard | << Back |

Obrazek 7. Uprava profilu.

M Edit Profile B x|
2 . € W @
New Open Save As Help

The run will take approximately 209 minute{s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

3

Obrazek 8. Reverzni transkripce RNA.
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M Edit Profile x|
7, 8 H @

New Open Save As Help
The run will take approzimately 209 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click on a cycle below to modify it :

Hold Insert after... |
: Insert before... |
Cycling

Remove l
Hold Temperature: g5 ldeg. I

2 Hold Time : 1_5] m"nsLI e

-3
Obrazek 9. Pocateéni aktivace Hot Start enzymu.
W Edit Profile X|
2, 8 W @
New Open Save As Help

The run will take approximately 209 minute(s) to complete. The araph below represents the run to be performed :

gy

Hold Insert after... |

1 —ﬁ——w’”‘”m‘"
Remove I

2 M icpeas| 50 Jimets) ]

Click on one of the steps below to modify it, or press + or - to add and remove steps for this cycle.
Timed Step =] E =
95 deg. for 30 secs
50 deg. B L 5
Acquiing to Cycing & [ 72 deg. for 30 secs

on Green, Orange
[~ LongRange /
[~ Touchdown 50 deg. for B0 secs
h —

-6

Obrazek 10. Amplifikace cDNA. Upozorfiujeme, ze software pristroje Rotor-Gene 3000
definuje fluorescenéni barviva jako ,FAM/Sybr, ROX*.
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9. Meérici rozsah fluorescencnich kanalt je tireba urcit podle
fluorescenéni intenzity v PCR zkumavkach. Kliknéte na “Gain
Optimisation” v okné menu “New Run Wizard” (viz obrazek 7) pro
otevieni okna “Auto-Gain Optimisation Setup”. Nastavte kalibracni
teplotu na 50, aby odpovidala reasocia¢ni (annealing) teploté
amplifika€niho programu (obrazek 11).

Auto-Gain Optimisation Setup ) x|

— Dptimisation :
% Auto-Gain Optimisation will read the fluoresence on the inserted sample at
L

P

\ 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 td |50 %'degrees. 1

Optimise &ll

I Optimise Acquiring I

I~ Perform Optimisation Before 1st Acquisition
I” Perform Optimisation At 50 Degrees At Beginning Of Run

— Channel Settings :

| > A |

Name | Tube Position | Min Reading_l Max FieadingJ Min Gain | Max Gain Edit... |

Green Al 5FI 10FI -10 10

Orange A1 5FI 10FI -10 10 Remove I
Remove &l I

| [ ]

Manual...

24 == ]

Obréazek 11. Nastaveni senzitivity fluorescenénich kanali. Upozoriujeme, Ze
software pristroje Rotor-Gene 3000 definuje fluorescenéni barviva jako ,FAM/Sybr® a
,ROX".

Close Help I
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10. Hodnoty vysledki determinované kalibraci kanali se automaticky
ulozi a jsou uvedené v seznamu v poslednim okné programovaci
procedury (obrazek 12). Stisknéte “Start Run” (Spustit béh).

New Run Wizard x|

Summary :

Setting I Value |
Green Gain 4

Orange Gain 8

Rotor 72°Well Rotor
Sample Layout A1-48,B1-B8, ...

Reaction Volume (in microliters] 50

mrm

Once you've confimed that your run settings are correct, click Start Run to Save Template I
begin the run. Click Save Template to save settings for future runs.

Skipwizard | <<Back |

Obrazek 12. Spusténi béhu. Upozorinujeme, ze software pfristroje Rotor-Gene 3000
definuje fluorescenéni barviva jako ,,FAM/Sybr* a ,,ROX".

11. . Mlze dojit k nasledujicim vysledkiim (11a, 11b a 11c¢).

Priklady pozitivnich a negativnich reakci PCR jsou uvedeny na
obrazcich 13 a 14.

Tabulka 9 obsahuje pokyny pro interpretaci kvantitativnich vysledka.

11a. Ve fluorescenénim kanalu Cycling Green je detekovan signal.
Vysledek analyzy je pozitivni: Vzorek obsahuje RNA HIV-1.

V tomto pfipadé je detekce signalu v kanalu Cycling Orange podruzna,
protoze vysokeé vychozi koncentrace RNA viru HIV-1 (pozitivni signal

v kanalu Cycling Green) mohou veést k redukovanému az chybéjicimu
fluorescenCnimu signalu interni kontroly v kanalu Cycling Orange
(kompetice).

® Upozorfiujeme, Ze u pfistroje Rotor-Gene 3000 se relevantni
kanaly oznacuji Cycling A.FAM pro pozitivni signal a Cycling A.ROX pro
interni kontrolu.

___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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11b. Ve fluorescenénim kanalu Cycling Green neni detekovan zadny
signal. Soucasné se v kanalu Cycling Orange objevuje signal interni
kontroly.
Ve vzorku neni prokazatelna zadna RNA HIV-1. Lze jej povazovat za
negativni.

Pfi negativni RT-PCR HI Virus-1 vylu€uje detekovany signal interni
kontroly moznost inhibice RT-PCR.

® Upozorfiujeme, Ze u pfistroje Rotor-Gene 3000 se relevantni
kanaly oznacuji Cycling A.ROX pro interni kontrolu a Cycling A.FAM pro
chybégjici signal.

11c. Signal neni detekovan ani v kanalu Cycling Green ani v kanalu
Cycling Orange.
Neni mozné ugéinit zaver.
Pokyny tykajici se zdroju chyb a jejich odstranéni jsou uvedeny v kapitole
“Reseni problém(”, strana 35.

® Upozorfiujeme, ze u pfistroje Rotor-Gene 3000 se relevantni
kanaly oznacuji Cycling A.FAM a Cycling A.ROX.

Norm. Fluoro.

04

03]

025}

0gs|

NTC

-0,05]

g o s kT s 20 25 20 a5 40 45 SCycle

Obrazek 13. Prukaz kvantifikaénich standardt (HI Virus-1 RG QS 1-4) ve
fluorescenénim kanalu Cycling Green. NTC: Beztemplatova kontrola (negativni
kontrola).
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Norm. Fluoro.

04

QS 1-QS 4+NTC

03]
0,25]

02|

04

0,05]

Threshold

Y e

2] o 13 o Tis 20 s B30 35 Y40 Y45 5cCycle

Obrazek 14. Prukaz interni kontroly (IC) ve fluorescenénim kanalu Cycling Orange
pfi souc¢asné amplifikaci kvantifikacnich standardu (HI Virus-1 RG QS 1-4). NTC:
Beztemplatova kontrola (negativni kontrola).

Tabulka 9. Interpretace kvantitativnich vysledki

Vysledek Interpretace

RNA HIV > 72 IU/ml  Vysledek je v daném testovacim rozsahu.
Pravdépodobnost prikazu RNA HIV
je > 95 %. Pozitivni vysledek testu je
statisticky zarucen.

RNA HIV <72 IU/ml  Vysledek neni v daném testovacim rozsahu.
Reprodukovatelnost pozitivniho vysledku
neni zarucena.

RNA HIV negativni RNA viru HIV nebyla prokazana.
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Reseni problému

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

Komentare a navrhy

Zadny signal u pozitivnich kontrol (HI Virus-1 RG QS 1-4) ve
fluorescen€énim kanalu Cycling Green nebo Cycling A.FAM

a) Fluorescenc¢ni kandl ® K analvze dat zvolte f xni kanl
zvoleny pro analyzu analyze dat zvolte fluorescenéni kana

.y Cycling Green nebo Cycling A.FAM pro
PCR dat d d
o headpoviaa analytickou RT-PCR HI Virus-1 a fluorescencni

rotokolu
P kanal Cycling Orange nebo Cycling A.ROX pro
RT-PCR interni kontroly.
b) Chybné _ . o
naprogramovani @ Porovnejte teplotni profil s Gdaji protokolu.

teplotniho profilu Viz “Protokol: PCR a analyza dat”, strana 25.

pristroje Rotor-Gene

Chybna Kkonfi
° |:>C>|/q e KOIgHrase @ Porovnejte svuj pracovni postup

s pipetovacim schématem, pfipadné PCR
zopakujte. Viz “Protokol: PCR a analyza dat”,
strana 25.

d) Podminky skladovani
jednoho nebo vice
komponentl soupravy
neodpovidaji
predpisiim uvedenym
v kapitole ,Uchovévéni*
(strana 7)

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

e) VyprSela doba ] L ]
Sivotnosti sady artus ® Prosim zkontrolujte jak podminky

HI Virus-1 RG RT-PCcR uchovavani, tak i dobu pouZzitelnosti reagencii
(viz Stitek soupravy) a pouzijte popf. novou
soupravu.
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Komentare a navrhy

Slaby nebo chybéjici signal interni kontroly ve fluorescenénim kanalu
Cycling Orange nebo -Cycling A.ROX pfi sou€asné nepritomnosti
signalu v kanélu Cycling Green nebo Cycling A.FAM

a) Podminky PCR

neodpovidaji protokolu ® Zkontrolujte podminky PCR (viz vySe) a

popf. PCR zopakujte s opravenym nastavenim.
b) Doslo k inhibici PCR

) InAIbIC ® Ujistéte se, Ze pouzivate doporuceny
postup izolace a drzte se pfesné pokynu
vyrobce.

c) Béhem extrakce doslo

Kk Gbytku RNA @ Byla-li k izolaci pfidana interni kontrola,

muze nepfitomnost signalu interni kontroly
znamenat ubytek RNA béhem izolace. Ujistéte
se, Ze pouzivate doporucenou izolacni metodu
(viz ,lzolace RNA®, strana 22) a drzte se pfesné
pokynu vyrobce.

d) Podminky skladovani
jednoho nebo vice
komponentu soupravy
neodpovidaji
predpisim uvedenym
v kapitole ,Uchovavani®
(strana 7)

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

e) Vyprsela doba . L .
Jivotnosti sady artus @ Prosim zkontrolujte jak podminky

HI Virus-1 RG RT-PCR uchovavani, tak i dobu pouzitelnosti reagencii
(viz Stitek soupravy) a pouZijte popf. novou
soupravu.
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Komentare a navrhy

Signaly u negativnich kontrol ve fluorescenénim kanalu Cycling Green
nebo Cycling A.FAM pri analytické PCR

a) Béhem pfipravy PCR

doslo ke kontaminaci ® Zopakujte PCR v replikatech s novymi

reagenciemi.

® Uzavrete jednotlivé PCR zkumavky pokud
mozno ihned po vlozeni zkoumaného vzorku.

® Pozitivni kontroly pipetujte zasadné jako
posledni.

@ Ujistéte se, Ze jsou pracovni plochy a
pristroje pravidelné dekontaminovany.

b) Béhem extrakce doslo

ke kontaminaci @ Zopakujte izolaci a PCR zkoumanych

vzorku za uziti novych reagencii.

@ Ujistéte se, Ze jsou pracovni plochy a
pristroje pravidelné dekontaminovany.
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Literatura

QIAGEN udrzuje rozsahlou aktualni online databazi védeckych publikaci, které
hodnoti produkty QIAGEN. Podrobné volby hledani umoznuji 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.
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Informace o zplisobu objednavani

Produkt Obsah Kat. ¢.
artus HI Virus-1 RG Pro 24 reakci: 2 smési Master, 4513263
RT-PCR Kit (24) 4 kvantifikaCni standardy, interni

kontrola, voda (v kvalité vhodné pro

PCR)
artus HlI Virus-1 RG Pro 96 reakci: 2 smési Master, 4513265
RT-PCR Kit (96) 4 kvantifikaCni standardy, interni

kontrola, voda (v kvalité vhodné pro

PCR)

Sada QlAamp DSP Virus — pro purifikaci nukleovych kyselin
z lidské plazmy pro ucely diagnostiky in vitro

QIAamp DSP Virus Kit  Na 50 pfiprav: Centrifugacni kolonky, 60704
pufry, reagencie, zkumavky, nastavce
kolonek a vakuové konektory QIAamp
MinElute®

Rotor-Gene Q MDx — pro analyzu PCR v realném case
v klinickych aplikacich validovanou jako in vitro
diagnostikum

Rotor-Gene Q MDx Cyklér pro PCR v realném Case 9002023
5plex System s 5 kanaly (zeleny, Zluty, oranzovy,

cerveny, purpurovy), notebook,

software, prislusenstvi, rocni zaruka na

soucasti a servis, instalace a skoleni

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

cerveny, purpurovy), notebook,

software, prislusenstvi, rocni zaruka na

soucasti a servis, bez instalace a

Skoleni
Rotor-Gene Q MDx Cyklér pro PCR v realném Case a 9002033
5plex HRM System analyzator kfivek tani s vysokym

rozliSenim (High Resolution Melt —
HRM) s 5 kanaly (zeleny, Zluty,
oranzovy, ¢erveny, purpurovy) plus
kanal HRM, notebook, software,
prisluSenstvi, rocni zaruka na soucasti
a servis, instalace a Skoleni
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Produkt

Obsah

Kat. ¢.

Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM Platform

Rotor-Gene Q MDx
6plex System

Rotor-Gene Q MDx
6plex Platform

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, ro¢ni zaruka na soucasti
a servis, bez instalace a skoleni

Pristroj pro PCR v realném Case

s 6 kanaly (modry, zeleny, Zluty,
oranzovy, Cerveny, purpurovy) plus
notebook, software, pfislusenstvi, roéni
zaruka na soucasti a servis, instalace a
Skoleni

Pristroj pro PCR v realném Case

s 6 kanaly (modry, zeleny, Zluty,
oranzovy, ¢erveny, purpurovy) plus
notebook, software, pfislusenstvi, roéni
zaruka na soucasti a servis, bez
instalace a Skoleni

Rotor-Gene Q — vyjimeéna vykonnost PCR v realném ¢ase

Rotor-Gene Q 5plex
System

Rotor-Gene Q 5plex
Platform

Rotor-Gene Q 5plex
HRM System

40

Cyklér pro PCR v realném Case

s 5 kanaly (zeleny, Zluty, oranZovy,
cerveny, purpurovy), notebook,
software, prislusenstvi, ro¢ni zaruka na
soucasti a servis, instalace a skoleni

Cyklér pro PCR v realném Case

s 5 kanaly (zeleny, Zluty, oranzovy,
cerveny, purpurovy), notebook,
software, prislusenstvi, ro¢ni zaruka 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 kanaly (zeleny, Zluty,
oranzovy, ¢erveny, purpurovy) plus
kanal HRM, notebook, software,
prisluSenstvi, rocni zaruka na soucasti
a servis, instalace a Skoleni

9002032

9002043

9002042

9001640

9001570

9001650

Pfirucka pro sadu artus HI Virus-1 RG RT-PCR 03/2015



Produkt Obsah Kat. ¢.

Rotor-Gene Q 5plex Cyklér pro PCR v realném Case a 9001580
HRM Platform analyzator kfivek tani s vysokym

rozliSenim (High Resolution Melt —

HRM) s 5 kanaly (zeleny, Zluty,

oranzovy, Cerveny, purpurovy) plus

kanal HRM, notebook, software,

prislusenstvi, ro¢ni zaruka na soucasti

a servis, bez instalace a skoleni

Rotor-Gene Q 6plex Pristroj pro PCR v realném Case 9001660
System s 6 kanaly (modry, zeleny, Zluty,

oranzovy, Cerveny, purpurovy) plus

notebook, software, pfislusenstvi, roéni

zaruka na soucasti a servis, instalace a

Skoleni
Rotor-Gene Q 6plex Pfistroj pro PCR v realném Case 9001590
Platform s 6 kanaly (modry, zeleny, Zluty,

oranzovy, ¢erveny, purpurovy) plus
notebook, software, pfislusenstvi, roéni
zaruka na soucasti a servis, bez
instalace a Skoleni

Prislusenstvi k Rotor-Gene Q

Loading Block 72 x Hlinikovy blok pro ru¢ni nastaveni 9018901
0.1 ml Tubes reakce pomoci jednokanéalové pipety

s vyuzitim zkumavek 72 x 0,1 ml
Loading Block 96 x Hlinikovy blok pro ru¢ni nastaveni 9018905
0.2 ml Tubes reakce ve standardni sestavé 8 x 12

s vyuzitim zkumavek 96 x 0,2 ml

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

Strip Tubes and Caps, 10 x 250 stripl po 4 zkumavkach 981106
0.1 ml (2500) s vi€ky 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 1000 reakci
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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 licenci jiného druhu nez toto specifické pravo k pouzivani vyplyvajici z nakupu.

Ochranné znamky: QIAGEN®, QlAamp®, artus®, MinElute®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); COBAS®, TagMan® (Roche Group); FAM™, ROX™
(Life Technologies Corporation); SYBR® (Molecular Probes, Inc.).

artus HI Virus-1 RG RT-PCR a QlAamp DSP Virus jsou diagnostické sady s oznac¢enim CE v souladu s evropskou smérnici 98/79/ES o
diagnostickych zdravotnickych prostfedcich in vitro. Produkt neni dostupny ve vS§ech zemich.

Omezena licencéni smlouva

Pouziti tohoto produktu znamena, Ze jakykoliv kupujici €i uzivatel sady artus HI Virus-1 RG RT-PCR souhlasi s nasledujicimi podminkami:

1.

Sada artus HI Virus-1 RG RT-PCR muze byt pouzivana vyluéné v souladu s Pfiruckou pro sadu artus HI Virus-1 RG RT-PCR a smi se
pouzivat pouze s komponenty obsazenymi v sadé. QIAGEN neposkytuje zadnou licenci v ramci kteréhokoliv svého dusevniho viastnictvi
k pouziti nebo k zaélenéni pfilozenych komponentd sady s komponenty, které nejsou v této sadé zahrnuty, s vyjimkou pfipadi uvedenych
Vv Prirucce pro sadu artus HI Virus-1 RG RT-PCR a dodate¢nych protokolech dostupnych na www.giagen.com.

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

Tato sada a jeji komponenty jsou licencovany k jednorazovému pouziti a nesmi se pouzivat opakované, pfepracovavat 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 muZze zakazy tohoto Omezeného licen¢niho ujednani prosadit u kazdého soudu a
vyzadovat Uhradu v§ech vySetfovacich a soudnich poplatk(, vé. poplatk( za advokata, v ramci jakéhokoliv postupu k prosazeni tohoto
Omezeného licen¢niho ujednani nebo jakychkoliv jinych prav dusevniho vlastnictvi vztahujicich se na tuto soupravu a/nebo jeji komponenty.

Pro aktualizovana licenéni ustanoveni viz www.giagen.com.

© 2015 QIAGEN, vSechna prava vyhrazena.



www.giagen.com

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

France = Orders 01-60-920-926 = Fax 01-60-920-925 = Technical 01-60-920-930 = Offers 01-60-920-928

Germany = Orders 02103-29-12000 = Fax 02103-29-22000 = Technical 02103-29-12400

Hong Kong = Orders 800 933 965 = Fax 800 930 439 = Technical 800 930 425

Ireland = Orders 1800 555 049 = Fax 1800 555 048 = Technical 1800 555 061

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

Luxembourg = Orders 8002-2076 = Fax 8002-2073 = Technical 8002-2067

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

Switzerland = Orders 055-254-22-11 = Fax 055-254-22-13 = Technical 055-254-22-12

UK = Orders 01293-422-911 = Fax 01293-422-922 = Technical 01293-422-999 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

®
USA = Orders 800-426-8157 = Fax 800-718-2056 = Technical 800-DNA-PREP (800-362-7737) QIAGEN
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