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QIAGEN Sample and Assay Technologies

QIAGEN je vedoucim poskytovatelem inovativnich technologii pro pfipravu vzorkl a
jejich rozbory, které umoznuiji izolaci a detekci obsahu jakéhokoliv biologického
vzorku. Nase pokrocilé, vysoce kvalitni produkty a sluzby Vam zajisti uspésny
vysledek.

QIAGEN urcuje standardy pro:

B purifikaci DNA, RNA a protein(

B rozbor nukleovych kyselin a protein(

B microRNA vyzkum a RNAI

B automatizaci technologii pro pfipravu vzorkul a jejich rozbory

Nasi misi je umoznit Vam dosahnout vynikajicich vysledkl a pralomu. Vice informaci
naleznete na www.giagen.com.
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Obsah soupravy

artus HSV-1/2 RG PCR Kit (24) (96)
Katalogové Cis. 4500263 4500265
Pocet reakci 24 96
Modra HSV-1/2 RG Master 2x300pu  8x300ul
Zluta  HSV-1/2 RG Mg-Sol* Mg-Sol 600 pl 600 pl
Cervena HSV-1 RG PCT (100 kopii/pl) 200 pl 200 pl
Hnédad HSV-2 RG PCT (100 kopii/pl) 200 pl 200 pl
Zelend HSV-1/2 RG ICH Ic 1000 yl 2 x 1000 pO
Bila Water (PCR grade) 1000 pl 1000 pl
Manual 1 1

* Roztok horc¢iku.
T Pozitivni kontrola.
¥ Interni kontrola.
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Obsahuje reagencie pro <N> testu

Pouzitelné do

Diagnosticky zdravotnicky prostfedek in vitro
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NUM Pocet

@l Mezinarodni €islo obchodni polozky GTIN
/u/ Teplotni rozmezi

‘ Vyrobce

EE Prectéte si informace uvedené v manualu
@

Dulezité upozornéni

Skladovani

Komponenty sady artus HSV-1/2 RG PCR Kit se skladuji pfi -15 °C az -30 °C a jsou
stabilni do data pouZitelnosti uvedeného na Stitku. Zabrante opakovanému
rozmrazeni a zmrazeni (>2 x), snizuje se tim senzitivita testu. Pfi nepravidelném
pouzivani by se mély reagencie zmrazit v alikvotech. Skladovani pfi teploté 2—8°C by
nemeélo prekrocit dobu péti hodin.

Zamysleny ucel pouziti
artus HSV-1/2 RG PCR Kit je test zaloZzeny na polymerazoveé fetézové reakci
v realném Case (PCR) pro prukaz a rozliSeni DNA herpes simplex viru 1 a 2 na

pFistrojich Rotor-Gene Q po pIné automatizované purifikaci vzorku likvoru od HSV
infikovanych osob pomoci soupravy EZ1® DSP Virus Kit.

@ Souprava artus HSV-1/2 RG PCR Kit se nesmi pouzivat ve spojeni s pfistroji
Rotor-Gene Q 2plex.

artus HSV-1/2 RG PCR Kit je ur€en k prognoze nemoci ve spojeni s klinickou
prezentaci a jinymi laboratornimi ukazateli.

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

Produkt by méli pouZzivat pouze pracovnici, ktefi jsou specialné pouceni a vyskoleni v
metodice diagnostiky in vitro (EN375).

Pfesné dodrzovani protokolu je bezpodmine&né nutné k dosazeni optimalnich
vysledku PCR.

Dbejte na konec doby pouZzitelnosti uvedeny na baleni a na &titcich jednotlivych
komponent. Nepouzivejte reagencie s proslou trvanlivosti.
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Technicka podpora

Spole¢nost QIAGEN se py3$ni kvalitou a dostupnosti technické podpory. V nasich
oddélenich technické podpory pracuji zkuseni védci s rozsahlymi praktickymi a
teoretickymi zkuSenostmi s technologiemi pro pfipravu vzorkl a jejich rozbory a s
pouzitim QIAGEN® produkt(i. Mate-li dotazy nebo potiZe s artus HSV-1/2 RG PCR
Kit nebo jinym produktem QIAGEN, nevahejte nas kontaktovat.

Zakaznici firmy QIAGEN jsou hlavnim zdrojem informaci pro pokrocilé a
specializované pouziti nasich produktl. Tyto informace jsou velmi uzite€né pro
ostatni védce i vyzkumniky u spole¢nosti QIAGEN. Proto bychom Vas radi vyzvali k
tomu, abyste nas kontaktovali, pokud mate pfipominky k vykonu produktu nebo
navrhy pro nové aplikace a techniky.

Pro technickou podporu a vice informaci navstivte nas technicky servis na
www.giagen.com/Support, zavolejte nebo kontaktujte Vaseho mistniho distributora
(viz zadni strana nebo www.giagen.com).

Kontrola kvality

V souladu se systémem managementu jakosti spolecnosti QIAGEN certifikovanym
podle norem ISO byla kazda Sarze artus HSV-1/2 RG PCR Kit testovana podle
pfedem stanovenych specifikaci, aby byla zaru¢ena jednotna kvalita produktu.

Varovani a bezpe€nostni opatreni

Pfi praci s chemikaliemi noste vzdy laboratorni odév, ochranné rukavice a ochranné
bryle. DalSi informace jsou uvedeny v odpovidajicich bezpe&nostnich listech (BL).
Tyto listy jsou k dispozici v podobé kompaktniho a snadno pouzitelného PDF
souboru na www.giagen.com/safety, kde muzete nalézt, prohlédnout a vytisknout
SDS ke kazdé QIAGEN® soupravé nebo komponenté.

Odpad ze vzorkl a rozboru likvidujte podle mistnich bezpecnostnich predpisu.
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Uvod

artus HSV-1/2 RG PCR Kit je systém k pfimému pouziti pro prikaz HSV-1 a HSV-2
DNA pomoci polymerazove fetézove reakce (PCR) na pristrojich Rotor-Gene Q.
HSV-1/2 RG Master obsahuje reagencie a enzymy pro specifickou amplifikaci 154 bp
dlouhého Useku genomu HSV-1 a HSV-2 a také pro bezprostifedni detekci
specifického amplifikatu ve fluorescenénim kanalu Cycling Green (zdroj 470 nm,

detektor 510 nm) a Cycling Orange (zdroj 585 nm, detektor 610 nm) pfistroje
Rotor-Gene Q.

Kromé toho obsahuje artus HSV-1/2 RG PCR Kit druhy heterologni amplifikacni
systém pro prikaz potencialni PCR inhibice. Tento systém je detekovan jako interni
kontrola (IC) ve fluorescenénim kanalu Cycling Yellow (zdroj 530 nm,

detektor 555 nm) pfistroje Rotor-Gene Q. Limit detekce analytické HSV-1/2 RG PCR
pfitom neni negativné ovlivnén (viz “Analyticka senzitivita”, strana 7). Spolu s
produktem se dodavaji externi pozitivni kontroly (HSV-1 RG PC a HSV-2 RG PC).

Princip

Pfi diagnostikovani pomoci polymerazové fetézove reakce (PCR) se amplifikuji
specifické oblasti genomu plvodce. Detekce probiha pfi PCR v realném Case
pomoci fluorescenénich barviv. Barviva jsou zpravidla vazana na oligonukleotidové
sondy, které se specificky vazou na PCR amplifikat. Detekce intenzity fluorescence v
prubéhu PCR v realném ¢ase umoznuje prikaz a kvantifikaci produktd, aniz by bylo
nutné po PCR znovu otevirat testovaci zkumavky.*

Informace o pulivodci

Herpes simplex virus (HSV) se nachazi v tekutiné puchyrku, ve slinach a vaginalnim
sekretu. Pfenasi se pfimym kontaktem s postiZzenymi misty, pohlavnim stykem a
perinatalné. U velké ¢asti onemocnéni vyvolanych HSV dominuje tvorba puchyrkl na
k(zi a sliznicich (usta a genitalie). Infekce HSV se mlze vyskytovat jako primarni
infekce, ktera u vice nez 90 % pfipadu probiha asymptomaticky nebo jako recidiva
(sekundarni). Primarni infekce HSV-1 muze m.j. vést k gingivostomatitidé, ekzema
herpeticum, keratokonjunktivitidé a encefalitidé. Priméarni infekce HSV-2 se vyskytuje
pfedevsim jako vulvovaginitida, meningitida a jako generalizovany herpes
novorozencuy. Primarni symptomy sekundarni infekce je pfedevsim k tvorba puchyrku
v nazolabialni a genitalni oblasti. Recidivy keratokonjunktivitidy a meningitidy se
klasifikuji jako vice nebezpecné.

Charakteristika vykonu

Analyticka senzitivita

Pro zjiSténi analytické senzitivity artus HSV-1/2 RG PCR Kit byla vytvofena fada
fedéni standardd od 10 do 0,001 kopii/ul. Tyto Fady byly nasledné analyzovany za
pouziti artus HSV-1/2 RG PCR Kit na pfistroji Rotor-Gene Q/6000. Experimenty byly
provedeny ve tfech rdznych dnech formou osminasobnych uréeni. Vysledky byly

* Mackay, 1.M. (2004) Real-time PCR in the microbiology laboratory. Clin. Microbiol. Infect. 10, 190.
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ZjiStény probitovou analyzou. Analyticky limit detekce soupravy artus HSV-1/2 RG
PCR Kit v kombinaci s pfistrojem Rotor-Gene Q/6000 lezi pro HSV-1 u 0,12 kopii/ul
(p = 0,05) a pro HSV-2 u 0,16 kopii/ul (p=0,05). To znamena, ze bude s 95 %
pravdépodobnosti detekovano 0,12 kopii/pl HSV-1 DNA nebo 0,16 kopii/pl HSV-2
DNA. Grafické vyhodnoceni probitové analyzy pro HSV-1 je zobrazeno na obrazku 1,
diagram probitové analyzy pro HSV-2 na obrazku 2.

-0,93988 ~ 0,12 kopii/ul (95 %)

(0,06 — 0,31 kopii/pl)
1]
c
8
f =
Q
Q.
2
o

5 4 3 -2 1 0 1 2

log (dose)

Obrézek 1. Probitova analyza: HSV-1 (Rotor-Gene Q/6000). Analyticka senzitivita pro HSV-1
soupravy artus HSV-1/2 RG PCR Kit za uziti pfistroje Rotor-Gene Q/6000.
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-0,79496 ~ 0,16 kopii/ul (95 %)
(0,095 — 0,37 kopii/ul)

proportions

log (dose)

Obrazek 2. Probitové analyza: HSV-2 (Rotor-Gene Q/6000). Analyticka senzitivita pro HSV-2
soupravy artus HSV-1/2 RG PCR Kit za uziti pfistroje Rotor-Gene Q/6000.

Specificita

Specificita artus HSV-1/2 RG PCR Kit je v prvni fadé zaru¢ena vybérem primeru a
sond, jakoz i volbou pfisnych reakénich podminek. Primery a sondy byly na zakladé
sekvencni analyzy prfezkouSeny na eventualni homologie se vSemi sekvencemi
publikovanymi v genovych bankach. Detekovatelnost vSech relevantnich genotyp(
byla zajisténa jak pomoci alignmentu databaze, tak pomoci PCR na pfistroji
Rotor-Gene s kmeny uvedenymi v tabulce 1.

Validace specificity byla dale provedena na 30 riznych HSV-1 a HSV-2 negativnich
vzorcich likvoru, které spolu s HSV-1 a HSV-2 specifickymi primery a sondami
obsazenymi v HSV-1/2 RG Master negenerovaly Zzadny signal.

Potencialni kfiZzova reaktivita soupravy artus HSV-1/2 RG PCR Kit byla testovana
pomoci kontrolni skupiny uvedené v tabulce 2. Zadny z testovanych puvodcl nebyl
reaktivni.

artus HSV-1/2 RG PCR Kit Manual 12/2014 9



Tabulka 1. Testovani specificity relevantnich genotypu

Interni

HSV-1 HSV-2 kontrola

(Cycling (Cycling (Cycling

Virus Kmen Zdroj Green) Orange) Yellow)
HSV-1 HF ATCC* + - +
HSV-1 KOS INSTAND' + - +
HSV-1  Maclintyre QCMD* + - +
HSV-2  HG-02 NCPV® - + +
HSV-2 G ATCC* - + +
HSV-2 MS QCMmD* - + +

* ATCC American Type Culture Collection.

T INSTAND Society for Promotion of Quality Assurance in the Medical Laboratories.
* QCMD Quiality Control for Molecular Diagnostics.

8 NCPV National Collection of Pathogenic Viruses.
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Tabulka 2. Testovani specificity diagnostické soupravy pomoci potencialné
kfizové reaktivnich plvodcu

Interni
HSV-1 HSV-2 kontrola

(Cycling (Cycling (Cycling
Kontrolni skupina Green) Orange) Yellow)
Lidsky herpesvirus 3 B B +
(Varicella zoster virus)
Lidsky herpesvirus 4 _ _ +
(virus Epsteina a Barrové)
Lidsky herpesvirus 5 B B +
(Cytomegalovirus)
Lidsky herpesvirus 6A — — +
Lidsky herpesvirus 6B — - +
Lidsky herpesvirus 7 — — +

Lidsky herpesvirus 8
(herpesvirus asociovany s - - +
Kaposiho sarkomem)

Virus hepatitidy A - — +
Virus hepatitidy B — — +
Virus hepatitidy C - — +
Virus lidské imunodeficience 3 B N
(HIV)

Lidsky virus leukémie T-bunék 1 - - +
Lidsky virus leukémie T-bunék 2 - - +
Enterovirus — - +
Parvovirus B19 - - +
Zapadonilsky virus — - +

Presnost

Udaje o pfesnosti soupravy artus HSV-1/2 RG PCR Kit byly ziskany za uZiti pfistrojd
Rotor-Gene a umoziuji stanoveni celkoveé variability testovaciho systému. Tato
celkova variabilita se skladda z Intra-Assay variability (variabilita vysledkl vzorku
stejné koncentrace v ramci jednoho pokusu), z Inter-Assay variability (variabilita
vysledkl rozboru generovanych na rlznych pfistrojich stejného typu a provedenych
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riznymi osobami v jedné laboratofi) a z Inter-Batch variability (variabilita vysledk
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 pfesnosti soupravy artus HSV-1/2 RG PCR Kit byly stanoveny za uziti
HSV-1 a HSV-2 DNA o koncentraci 10 kopii/ul. Experimenty byly provedeny formou
osminasobnych uréeni. Udaje o pfesnosti byly vypogitany na zakladé C+ hodnot
amplifikacnich kfivek (C+: threshold cycle, viz tabulka 3 a 4). Na zakladé téchto
vysledku €ini celkovy statisticky rozptyl libovolného vzorku uvedené koncentrace
1,82 % (Ct) pro HSV-1 resp. 0,67 % (Cy) pro HSV-2, a 1,24 % (Cy) resp. 1,58 % (Cy)
pro prukaz interni kontroly. Tyto hodnoty se zakladaji na souhrnu vSech dil€ich
hodnot zjisténych variabilit.

Tabulka 3. Udaje o pfesnosti pro HSV-1 na zakladé Ct hodnot

Standardni Koeficient

Cr hodnota odchylka variace (%)
Intra-Assay variabilita:
HSV-1 10 kopii/yl 30,46 0.25 081
Intra—Assay variabilita: 25 29 0.08 0.3
Interni kontrola
Inter-Assay variabilita:
HSV-1 10 kopif/ 29,69 0.69 2,05
Inter-Assay variabilita: 24.97 0.31 1,25
Interni kontrola
Inter-Batch variabilita:
HSV-1 10 kopii/l 29,95 0.40 1,35
Inter-E,Batch variabilita: 24.90 0,30 1,20
Interni kontrola
Celkova variabilita:
HSV-1 10 kopii/yl 29,91 0.55 1,82
Celkoya variabilita: 24.99 0.31 1.24
Interni kontrola
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Tabulka 4. Udaje o presnosti pro HSV-2 na zakladé Ct hodnot

Standardni Koeficient

Cr hodnota odchylka variace (%)
Intra-Assay variabilita:
HSV-2 10 kopii/l 29,85 0,15 0,50
Intra—A,\ssay variabilita: 2517 0.39 1,55
Interni kontrola
Inter-Assay variabilita:
HSV-2 10 kopii/l 29,92 0,15 0.49
Inter-A,\ssay variabilita: 2511 0.41 1,63
Interni kontrola
Inter-Batch variabilita:
HSV-2 10 kopii/yl 29,80 0,23 0.79
Inter-I?;atch variabilita: 24.89 0.33 1,32
Interni kontrola
Celkova variabilita:
HSV-2 10 Kopii/l 29,88 020 0,67
Celkoya variabilita: 2507 0.40 1,58
Interni kontrola

Robustnost

PrezkouSeni robustnosti slouzi k stanoveni celkové Cetnosti chyb soupravy artus
HSV-1/2 RG PCR Kit. Za ucelem ziskani velmi nizkych titr( viru HSV-1 a HSV-2 bylo
30 negativnich vzorku likvoru smiseno s 0,36 kopiemi/ul eluéniho objemu HSV-1
resp. s 0,48 kopiemi/ul eluéniho objemu HSV-2 DNA (tfinasobna koncentrace
analytického limitu senzitivity). Po izolaci pomoci EZ1 DSP Virus Kit byly tyto vzorky
analyzovany pomoci artus HSV-1/2 RG PCR Kit. VSech 30 vzorkl bylo spravné
prokazano jako slabé pozitivni na kazdy typ HSV, z €ehoz vyplyva Cetnost chyb 0%.
Robustnost interni kontroly byla pfezkouSena izolaci a analyzou 30 HSV-1 a HSV-2
negativnich vzorku likvoru. Inhibice nebyly pozorovany, z ¢ehoz vyplyva celkova
Cetnost chyb 0%. Robustnost soupravy artus HSV-1/2 RG PCR Kit €ini tedy >99 %.

Reprodukovatelnost

Udaje o reprodukovatelnosti jsou pofizovany za Géelem pravidelného hodnoceni
vykonnosti artus HSV-1/2 RG PCR Kit a vykonnostniho srovnani s ostatnimi
produkty. Tyto udaje jsou ziskavany na zakladé ucasti v uznavanych programech pro
vykonnostni hodnoceni.

]
artus HSV-1/2 RG PCR Kit Manual 12/2014 13



Potfrebné vybaveni a reagencie nedodavané se
soupravou

Pfi praci s chemikaliemi noste vzdy laboratorni odév, ochranné rukavice a ochranné
bryle. Dal$i informace jsou uvedeny v pfislusnych bezpecnostnich listech (BL), které
Ize ziskat od dodavatele produktu.

B DNA-izolaéni souprava (viz “Izolace DNA®, strana 15)
Pipety (nastavitelné)*

Sterilni pipetovaci Spicky s filtrem

Vortex mixer*

Stolni centrifuga* s rotorem pro 2 ml zkumavky

PFistroj Rotor-Gene Q nebo Rotor-Gene*! s fluorescenénimi kanaly Cycling
Green, Cycling Orange a Cycling Yellow

Rotor-Gene Q software verze 1.7.94 a vysSi (Rotor-Gene 6000 software
verze 1.7.65 a vySSi)

Stripy se zkumavkami a vicky, 0,1 ml, pro pouziti s 72 jamkovym rotorem (kat.
Cis. 981103 nebo 981106)

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

M Chladici blok (Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes, kat. ¢is. 9018901 nebo Loading
Block 96 x 0.2 ml Tubes, kat. ¢is. 9018905)

* Ujistéte se, ze jsou pfistroje pravidelné kontrolovany, udrzovany a kalibrovany podle udaju vyrobce.
T Souprava artus HSV-1/2 RG PCR Kit se nesmi pouzivat ve spojeni s pfistroji Rotor-Gene Q 2plex.
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Dulezita upozornéni

Vseobecna preventivni opatreni
Uzivatel by mél vzdy dbat na nasleduijici:
B Pouzivejte sterilni pipetovaci $picky s filtrem.

B Skladuijte a izolujte pozitivni material (vzorky, kontroly, amplifikaty) na jiném
misté nez ostatni reagencie a pfidavejte je do reakce v prostorové oddélené
mistnosti.

B VSechny komponenty pred po¢atkem rozboru UGplné rozmrazte pfi pokojové
teploté (15-25°C).

B Nasledné komponenty fadné promicheijte (opakovanym nabérem pipetou
a vypusténim pipety nebo kratkym vortexem) a kratce centrifuguijte.

B Pracujte rychle a udrzujte PCR reagencie na ledu nebo v chladicim bloku
(72/96-well loading block).

Izolace DNA

Souprava EZ1 DSP Virus Kit (QIAGEN, kat. Cis. 62724*) je validovana pro purifikaci
virové DNA z lidského likvoru pro pouZiti se soupravou artus HSV-1/2 RG PCR Kit.
Provedte purifikaci virové DNA podle instrukci v EZ1 DSP Virus Kit Manudlu.

@ artus HSV-1/2 RG PCR Kit neni vhodny pro izolace na bazi fenolu.

@ Uziti nosice RNA ma rozhodujici vyznam pro efektivitu izolace a tim pro
vytézek DNA. Pridejte tedy prosim ke kazdé izolaci potfebné mnozstvi nosice RNA
podle pokynu v EZ1 DSP Virus Kit Manualu.

® Interni kontrolu soupravy artus HSV-1/2 RG PCR Kit Ize vlozit pfimo do
izolace (viz "Interni kontrola”, strana 15).

Interni kontrola

Spolu s produktem se dodavé interni kontrola (HSV-1/2 RG IC). Mate 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. Jestlize napfiklad
pouzivate EZ1 DSP Virus Kit a eluujete DNA v 60 ul eluéniho pufru (AVE), vlozte 6 ul
interni kontroly.

@ Interni kontrolu a nosi€ RNA nepipetujte pfimo do vzorku.

Volitelné Ize interni kontrolu pouzit vyhradné ke kontrole mozné inhibice PCR. V
tomto pfipadé pridejte interni kontrolu pfimo ke smési HSV-1/2 RG Master a HSV-1/2
RG Mg-Sol, jak je popsano u kroku 2b (strana 16).

* EZ1 DSP Virus Kit je dostupny také jako CE-IVD-certifikovana souprava EASYartus® HSV-1/2 RG
PCR Kit, ktera je kombinovand s artus HSV-1/2 RG PCR Kit (viz strana 28 pro informace o
objednani).

]
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Protokol: PCR a analyza dat

@ Dulezité pokyny pred zacatkem
B Pred zacatkem procedury si prectéte “Dulezita upozornéni”, strana 15.

B Pred zacatkem protokolu se dobfe seznamte s pfistrojem Rotor-Gene Q.
Prostuduijte si uzivatelsky manual pfistroje.

B Dbejte na to, aby byly v kazdém béhu PCR zahrnuty pozitivni kontroly a jedna
negativni kontrola (Water, PCR grade).

DalSi pokyny pred zacatkem

B Ovéite, Ze je chladici blok (pfFisluSenstvi pfistroje Rotor-Gene Q) predem
vychlazen na 2—-8°C.

B VsSechny reagencie se musi pred za¢atkem testu zcela rozmrazit, musi byt
dobfe promichany (opakovany nabér pipetou a vypusténi pipety nebo kratky
vortex) a nasledné centrifugovany.

Provedeni

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

2. Chcete-li interni kontrolou kontrolovat jak izolaci DNA, tak moznou inhibici
PCR, postupujte podle kroku 2a. Jestlize chcete interni kontrolu pouzit
vyhradné ke kontrole PCR inhibice, postupujte podle kroku 2b.

Pouzijte interni kontrolu podle kroku 2b pro vSechny pozitivni a negativni
kontroly.

2a. Interni kontrola byla jiz pfidana k izolaci (viz “Interni kontrola”, strana 15).
V tomto pripadé pripravte Master Mix podle tabulky 5.

Reakéni smés obsahuje vSechny komponenty potfebné pro PCR kromé vzorku.

Tabulka 5. Priprava Master Mixu (interni kontrola pouzita ke sledovani
izolace DNA a kontrole inhibici PCR)

Pocet vzorku 1 12
HSV-1/2 RG Master 25 ul 300 ul
HSV-1/2 RG Mg-Sol 5ul 60 pl
HSV-1/2 RG IC oul oul
Celkovy objem 30 pl 360 pl

2b. Interni kontrola musi byt pridana pfimo ke smési HSV-1/2 RG Master a
HSV-1/2 RG Mg-Sol. V tomto pripadé pripravte Master Mix podie tabulky 6.

Reakcni smés obsahuje vSechny komponenty potfebné pro PCR kromé vzorku.

]
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Tabulka 6. Priprava Master Mixu (interni kontrola pouzita vyhradné ke
kontrole inhibice PCR)

Pocet vzorku 1 12
HSV-1/2 RG Master 25 ul 300 ul
HSV-1/2 RG Mg-Sol 5 ul 60 pl
HSV-1/2 RG IC 2 ul 24l
Celkovy objem 32 pl* 384 ul*

* ZvySeni objemu podminéné pfidanim interni kontroly je pfi pfipravé PCR reakce
opominuto. Senzitivita neni omezena.

3. Pipetujte do kazdé PCR zkumavky 30 pl Master Mixu. Nasledné pridejte
20 ul eluatu z izolace DNA (viz tabulka 7) a dobfe promichejte opakovanym
nabérem a vypusténim pipety. Obdobné musite pridat jako pozitivni
kontrolu 20 pl HSV-1 RG PC a HSV-2 RG PC a jako negativni kontrolu 20 pl
vody (Water, PCR grade).

Tabulka 7. Priprava PCR reakce

Pocet vzorku 1 12

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

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

5. Pro detekci HSV-1 DNA nebo HSV-2 DNA vytvorte teplotni profil podle
nasledujicich kroku.

Nastaveni obecnych parametrii PCR Obrézky 3, 4,5
Pocatecni aktivace Hot Start enzymu Obrazek 6
Amplifikace DNA Obrazek 7
Nastaveni senzitivity fluorescenénich kanalt Obrazek 8
Start béhu Obrézek 9

Veskeré udaje se vztahuji na software Rotor-Gene Q verzi 1.7.94 a vysSi a
Rotor-Gene 6000 verzi 1.7.65 a vyssSi. Podrobnosti k programovani pfistroje
Rotor-Gene si prostudujte v uzivatelském manualu pfistroje. Na obrazcich jsou
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tato nastaveni zvyraznéna Cernymi ramecky. llustrace jsou uvedeny pro

Rotor-Gene Q.

6. Nejdrive oteviete okno “New Run Wizard” ve verzi “Advanced” (obrazek 3).
Zaskrtnéte ramecek “Locking Ring Attached” a kliknéte na “Next”.
Welcome to the Advanced Run Wizard!
— Rotor Type
36-Well Rotor
Gene-Disc 72
Gene-Disc 100
1
SkipWizard | << Back |ﬁ
Obrazek 3. Menu “New Run Wizard”.
7. Zvolte 50 jako objem PCR reakce a kliknéte na “Next” (obrazek 4).

New Run Wizard X

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

Operator : [Qiagen
Notes :
1 Reaction [50__1
Volume (uL} =
Sample Layout:| [ PR ~ |

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

skpwizad | <cBack [ Nea» |

Obrazek 4. Nastaveni obecnych parametri PCR.
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8. Kliknéte na tlacitko “Edit Profile” v dalSim okné “New Run Wizard”
(obrazek 5) a naprogramuijte teplotni profil podle obrazki 6—7.

New Run Wizard 7 5.'

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

help about its
available settings.

Edit Profile ...

Channel Setup :

Name | Source I Detector | Gain I
Green 470nm  510nm
Yellow  530nm  555nm
Orange  585nm  610nm
Red 625nm  660nm
Crimson  680nm  710hp
Blue 365nm  460nm

. 3
Skipwizard | <<Back [ Newt>> |

Obrazek 5. Uprava profilu.

Edit
Edit Gain...

b B NS I S B

i

Reset Defaults

M Edit Profile 3

a2 ., €8 W @
New Open Save As Help
The run will take approximately 115 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

Obrazek 6. Pocatecni aktivace Hot Start enzymu.
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M Edit Profile @

@ . ¥ || e
New Open Save As Help
The run will take approximately 115 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click on a cycle below to modify it :

Insert after...
1=
Insert before...
2 s Remove
This cycle repeatsl 45 | time(s).
Click on one of the steps below to modify it, of press + o - to add and remove steps for this cycle.
Timed Step _‘ LI

95 deg for 15 secs

65 deg.
30 seconds
Acquiring to Cycling A I 72 deg. for 20 secs I

on Green, Orange, Yellow I 65 deg. for 30 secs I d
| | |

Obréazek 7. Amplifikace DNA. Ujistéte se, Ze byla u kroku ,Annealing” aktivovana
funkce ,, Touchdown® pro 10 cyklu.
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9. Meérici rozsah fluorescenénich kanalu je tireba urcit podle fluorescenéni
intenzity v PCR zkumavkach. Kliknéte na “Gain Optimisation” v okné menu
“New Run Wizard” (viz krok 2) pro otevieni okna “Auto-Gain Optimisation
Setup” (viz obrazek 8). Nastavte kalibracni teplotu na 65, aby odpovidala
reasociacni (annealing) teploté amplifikaéniho programu (obréazek 7,
krok 4b). Ujistéte se, ze jsou u “Auto-Gain Optimisation” zvoleny vS§echny
tii kanaly (Green, Orange a Yellow). (Kanaly naleznete v rozeviracim menu
pod “Channel Settings” a naslednym kliknutim na “Add”.) Kliknéte na
“Start” pro spusténi optimalizace vysledkt. Poté, co byla kalibrace
vysledkd dokoncena, kliknéte na “Close” v okné “Auto-Gain Optimisation
Setup”.

Auto-Gain Optimisation Setup

Optimésation :

K Auto-Gain Optimisation will read the fluoresence on the inserted sample at

e 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.

1 Set temperature to (65 jdegee&

Optimise Al | Optimise Acquiring |

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

Channel Settings :

| <] e |
Name | Tube Position | Min Reading | Max Reading | Min Gain | Max Gain Edt.. |
Green 1 5FI 10F1 10 10

Orange 1 5F| 10F1 10 10 __Bemove |

Yelow 1 5F1 10F1 10 10 Remove All |

< >

2L v | o | e ]

Obrazek 8. Nastaveni senzitivity fluorescenénich kanala.

]
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10. Hodnoty “Gain“ zjiSténé kalibraci kanalu se automaticky ulozi a jsou
uvedeny v poslednim okné menu programovani (obrazek 9). Stisknéte

“Start Run”.
New Run Wizard (X]

Summary :

Setting | Value |

Green Gain 6,67

Orange Gain 10

Yelow Gain 5

Rotor 72-Well Rotor

Sample Layout p [ S I

Reaction Volume (in microliters) 50

1
Once you've confirmed that your run settings are correct, click Start Run to Save Template
begn the run. Click Save Template to save settings for future runs.
SkipWizard | << Back |

Obrazek 9. Start béhu.

11. Po dokonéeni béhu vyhodnot'te data. Mlize dojit k nasledujicim vysledkiim
(11a, 11b, 11c, 11d, 11e a 11f).

Pfiklady pozitivnich a negativnich PCR reakci jsou uvedeny na obrazcich 10, 11
al2.

11a. Ve fluorescenénim kanalu Cycling Green je detekovéan signél.
Vysledek analyzy je pozitivni: Vzorek obsahuje HSV-1 DNA.

V tomto pfipadé je detekce signalu v kanalu Cycling Yellow podruzna, protoze
vysoké vychozi koncentrace HSV-1 DNA (pozitivni signél v kanalu Cycling
Green) mohou vést k redukovanému az chybégjicimu fluorescenénimu signalu
interni kontroly v kanélu Cycling Yellow (kompetice).

11b. Ve fluorescenénim kanalu Cycling Green neni detekovan zadny signal,
nybrz pouze v kanéalu Cycling Yellow (signal interni kontroly).
Ve vzorku neni prokazatelna zadna HSV-1 DNA. Lze jej proto povazovat za
negativni.
Pfi negativni HSV-1 PCR vylu€uje detekovany signal interni kontroly moznost
PCR inhibice.

11c. Ve fluorescenénim kanalu Cycling Orange je detekovan signal.
Vysledek analyzy je pozitivni: Vzorek obsahuje HSV-2 DNA.
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V tomto pfipadé je detekce signalu v kanalu Cycling Yellow podruzna, protoze
vysoké vychozi koncentrace HSV-2 DNA (pozitivni signal v kanélu Cycling
Orange) mohou vést k redukovanému az chybéjicimu fluorescenénimu signalu
interni kontroly v kanalu Cycling Yellow (kompetice).

11d. Ve fluorescenénim kanalu Cycling Orange neni detekovan zadny signal,

nybrz pouze v kanalu Cycling Yellow (signal interni kontroly).
Ve vzorku neni prokazatelna zadna HSV-2 DNA. Lze jej proto povazovat za
HSV-2 negativni.

Pfi negativni HSV-2 PCR vylu€uje detekovany signal interni kontroly moznost
PCR inhibice.

1le. Signéal je detekovan v kanalech Cycling Green a Cycling Orange.

11f.

artus HSV-1/2 RG PCR Kit Manual

Vysledek analyzy je pozitivni: Vzorek obsahuje HSV-1 DNA i HSV-2 DNA.

V tomto pfipadé je detekce signalu v kanalu Cycling Yellow podruzna, protoze
vysokeé vychozi koncentrace HSV-1 DNA a HSV-2 DNA (pozitivni signal

v kanélech Cycling Green a Cycling Orange) mohou vést k redukovanému az

chybéjicimu fluorescenénimu signalu interni kontroly v kanalu Cycling Yellow

(kompetice).

Signél neni detekovén ani v kanalu Cycling Green, ani v kanélu Cycling
Orange, ani v kanalu Cycling Yellow.

Neni mozné ucinit zaver.

Pokyny tykajici se zdroju chyb a jejich odstranéni jsou uvedeny v kapitole
“Reseni problémd®, strana 25.

HSV-1 RG PC

0,05 {Trresi

NTC

2‘ 5 10 15 20 % 0 35 @ 4
Cycle

Obrazek 10. Prikaz pozitivni kontroly HSV-1 (HSV-1 RG PC) ve fluorescenénim
kanélu Cycling Green. NTC: beztemplatovéa kontrola (negativni kontrola).
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3
30,55
“

HSV-2 RG PC

NTC

s

10

15

20 2% 30 35 40 45
Cvcle

Obrézek 11. Prukaz pozitivni kontroly HSV-2 (HSV-2 RG PC) ve fluorescenénim
kandalu Cycling Orange. NTC: beztemplatova kontrola (negativni kontrola).
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Obrazek 12. Priikaz interni kontroly (IC) ve fluorescenénim kanalu Cycling Yellow
pfi sou¢asné amplifikaci pozitivnich kontrol (HSV-1 RG PC a HSV-2 RG PC). NTC:

beztemplatova kontrola (negativni kontrola).
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Reseni problému
V této kapitole naleznete uzite€¢né informace, které Vam mohou pomoci pfi feSeni
pfipadnych problému. Vice informaci Ize ziskat také na internetové strance nasi

Technické podpory: www.giagen.com/FAQ/FAQL.ist.aspx. Védci z nasi Technické

podpory vzdy radi zodpovi Vase otazky ohledné udaji a protokolu v tomto manualu i
obecné k molekularné biologickym aplikacim (moznosti navazani kontaktu viz zadni

strana nebo www.qgiagen.com).

Komentare a navrhy

Zadny signal pfi pozitivnich kontrolach (HSV-1 RG PC a HSV-2 RG PC) ve
fluorescenénim kanalu Cycling Green nebo Cycling Orange

a)

b)

d)

Fluorescencni kanal
zvoleny pro analyzu PCR
dat neodpovida protokolu

Chybné naprogramovani
teplotniho profilu pfistroje
Rotor-Gene

Chybné nastaveni PCR
reakce

Podminky skladovani
jednoho nebo vice
komponentd soupravy
neodpovidaji pfedpisiim
uvedenym v kapitole
“Skladovani“ (strana 5)

Doba pouzitelnosti
soupravy artus HSV-1/2
RG PCR Kit vyprsela

@ K analyze dat zvolte fluorescencni kanal
Cycling Green a Cycling Orange pro analytickou
HSV-1/2 PCR a fluorescencni kanal Cycling
Yellow pro PCR interni kontroly.

® Porovneijte teplotni profil s idaji protokolu
(viz “Protokol: PCR a analyza dat®, strana 16).

® Porovnejte Vase pracovni kroky s
pipetovacim schématem (“Protokol: PCR a
analyza dat®, strana 16) a popf. PCR zopakuijte.

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

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

Slaby nebo chybéjici signal interni kontroly negativniho vzorku likvoru

podrobeného izolaci soupravou EZ1 DSP Virus Kit ve fluorescen¢nim kanalu

Cycling Yellow pfi sou€asné nepritomnosti signalu v kanalu Cycling Green
nebo Cycling Orange

a)

b)

artus HSV-1/2 RG PCR Kit Manual

Podminky PCR
neodpovidaji protokolu

Doslo k inhibici PCR

@ Zkontrolujte podminky PCR (viz vySe) a popf.
PCR zopakujte s opravenym nastavenim.

® Ujistéte se, Zze pouzivate nami doporucenou
metodu izolace a drzte se presné predpisu vyrobce.
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Komentare a navrhy

c) B&hem izolace doslo k ® L o ] .
(bytku DNA Byla-li k izolaci pfidana interni kontrola, muze

nepritomnost signalu interni kontroly znamenat
ubytek DNA béhem izolace. Ujistéte se, ze
pouzivate nami doporu¢enou metodu izolace (viz
“Izolace DNA®, strana 15) a drzte se pfesné
predpisl vyrobce.

d) Podminky skladovani @ ) . ] -
jednoho nebo vice Prosim zkontrolujte jak podminky skladovani,
komponent(l soupravy tak i dobu pouZitelnosti reagencii (viz Stitek

neodpovidaji pfedpisim ~ SOuUpravy) a pouZzijte popf. novou soupravu.
uvedenym v kapitole
“Skladovani“ (strana 5)

e) Doba pouZitelnosti
) souprzgvy artus HSV-1/2 ® Prosim zkontrolujte jak podminky skladovanti,

RG PCR Kit vyprsela tak i dobu pouZitelnosti reagencii (viz Stitek
soupravy) a pouzijte popf. novou soupravu.

Signaly pri negativnich kontrolach ve fluorescenénim kanalu Cycling Green
nebo Cycling Orange analytické PCR

a) Béhem pfipravy PCR ® , L .
doslo ke kontaminaci Zo_pal_<u1te PCR v replikatech s novymi
reagenciemi.

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

® Pipetujte pozitivni kontroly zasadné jako
posledni.

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

b) Béhem izolace doslo ke ® L , . .
kontaminaci Zopakujte izolaci a PCR zkoumanych vzorku

za uZiti novych reagencii.

® Ujistéte se, ze jsou pracovni plochy a pfistroje
pravidelné dekontaminovany.
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Literatura

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

Uplny seznam literatury naleznete v databance "QIAGEN Reference Database" na
strance www.giagen.com/RefDB/search.asp nebo kontaktujte Technicky servis
QIAGEN popf. Vadeho mistniho distributora.
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Informace o objednani

Produkt Obsah Katalogové ¢is.
artus HSV-1/2 RG PCR  Pro 24 reakci: Master, roztok 4500263
Kit (24) hof¢iku, 2 pozitivni kontroly, interni

kontrola, voda (PCR grade)
artus HSV-1/2 RG PCR  Pro 96 reakci: Master, roztok 4500265
Kit (96) hof¢iku, 2 pozitivni kontroly, interni

kontrola, voda (PCR grade)

EZ1 DSP Virus Kit — pro purifikaci virovych nukleovych
kyselin ze vzorku lidského likvoru pro ucely diagnostiky in
vitro

EZ1 DSP Virus Kit 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, nosi¢ RNA

EASYartus HSV-1/2 RG PCR Kit — pro plné integrovanou,
automatizovanou a CE-IVD-konformni purifikaci vzorktl a
prakaz plvodce

EASYartus HSV-1/2 RG  Pro 48 pfiprav virovych nukleovych EA10023
PCR Kit 1 kyselin a 24 rozboru: 1 x EZ1 DSP

Virus Kit, 1 x artus HSV-1/2 RG PCR

Kit (24)
EASYartus HSV-1/2 RG  Pro 48 pfiprav virovych nukleovych EA10024
PCR Kit 2 kyselin a 48 rozbor(: 1 x EZ1 DSP

Virus Kit, 2 x artus HSV-1/2 RG PCR

Kit (24)
Rotor-Gene Q a prislusenstvi
Rotor-Gene Q 5plex Real-time PCR cyklér a analyzator Na pozadani
HRM kfivek tani s vysokym rozliSenim

(High Resolution Melt - HRM) s 5
kanaly (zeleny, Zluty, oranzovy,
Cerveny, purpurovy) plus HRM kanal,
notebook pocitac, software,
pfislusenstvi, ro¢ni zaruka

na soucasti a servis

Loading Block 72 x Hlinikovy blok pro manualni 9018901
0.1 ml Tubes nastaveni reakce pomoci

jednokanalové pipety za uziti 72 x

0,1 ml zkumavek
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Produkt Obsah Katalogové ¢is.

Loading Block 96 x Hlinikovy blok pro manualni 9018905
0.2 ml Tubes nastaveni reakce ve standardnim 8 x

12 seskupeni za uziti 96 x 0,2 ml

zkumavek
Strip Tubes and Caps, 250 stripu se 4 zkumavkami a vicky 981103
0.1 ml (250) pro 1000 reakci
Strip Tubes and Caps, 10 x 250 stripu se 4 zkumavkami a 981106
0.1 ml (2500) 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 10 000 reakci

Informace o aktualnich licen¢nich podminkach a specifickych licencich k produktim
ziskate v odpovidajicim manualu ke QIAGEN produktu. Manualy k produktiim
QIAGEN jsou dostupné na www.giagen.com nebo na pozadani u technického
servisu QIAGEN nebo lokalniho distributora.

]
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Koupé tohoto produktu opraviiuje kupce k jeho uZiti v rdmci humanni in vitro diagnostiky. Neni poskytnut zadny obecny patent nebo licence jiné nez
toto specifické prévo uZiti vychdzejici z koupé.

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

artus HSV-1/2 RG PCR Kit a EZ1 DSP Virus Kit jsou diagnostické soupravy oznagené znagkou CE v souladu s evropskou smérnici 98/79/ES o
diagnostickych zdravotnickych prostf edcich in vitro. Produkt neni dostupny ve viech zemich.

Licen¢ni ujednéni
Pouzitim produktu vyjadf uje kupec nebo uZivatel soupravy artus HSV-1/2 RG PCR Kit souhlas s nésledujicimi podminkami:

1. artus HSV-1/2 RG PCR Kit smf byt pouzivén vghradné v souladu s ManuYlem artus HSV-1/2 RG PCR Kit a pouze s komponenty obsazenymi v
soupravé. QIAGEN neposkytuje zddnou licenci v rémci kteréhokoliv svého dusevniho vlastnictvi k pouZiti nebo k za¢lenéni pf ilozenych
komponent kitu s komponenty, které nejsou zahrnuty v této soupravé, s vyjimkou pf ipadl uvedenych v Manuélu HSV-1/2 RG PCR Kit a
dodate&nych protokolech dostupnych na www.giagen.com.

Mimo vyslovné uvedenou licenci QIAGEN neposkytuje Zadnou zéruku, Ze tato souprava a/nebo jeji pouZiti neporusuje prdva tf etich stran.
Tento kit a jeho komponenty jsou licencovény pro jedno poufZiti a nesmi byt znovu pouzity, obnoveny ¢& znovu proddany.

QIAGEN zvld&sté vyluéuje odpovédnost za jakékoliv jiné licence, vyjadF ené & implikované, nez vyslovné uvedené.

o M LN

Kupec a uzivatel kitu souhlasi s tim, Ze nepodnikne nebo nikomu neumozni podniknout kroky, které by mohly vést nebo usnadnit zakdzané
skutky uvedené vyse. QIAGEN mlze zdkazy tohoto Licenéniho ujedndni prosadit u kazdého soudu a vyzadovat Ghradu viech vysett ovacich a
soudnich poplatkd, inkl. poplatkll za advokata, v rdmci jakéhokoliv postupu k prosazeni tohoto Licenéniho ujedndni nebo jakychkoliv jinych
prév dusevniho vlastnictvi vztahujicich se na tento kit a/nebo jeho komponenty.

Pro aktualizovand licenéni ustanoveni viz www.giagen.com.

© 2010-2014 QIAGEN, viechna prava vyhrazena.
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www.qiagen.com

Australia = Orders 1-800-243-800 = Fax 03-9840-9888 = Technical 1-800-243-066
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