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QIAGEN Sample and Assay Technologies

QIAGEN ¢é o principal fornecedor de tecnologias inovativas de amostras e
testes, possibilitando a isolacdo e andlise de conteddos de qualquer amostra
biolégica. Os nossos produtos e servicos avangados e de alta qualidade
asseguram o sucesso da preparacdo da amostra até o resultado.

QIAGEN estabelece padrées para:

B Purificagdo do ADN, ARN e proteinas

B Sistema de andlise para dcido nucleico e proteinas
B Pesquisa de microARN e ARNj

B Automacdo de tecnologias de amostras e andlises

Nés colocamos as mais novas tecnologias & sua disposi¢@o, para que vocé
possa obter, de maneira répida e segura, os melhores resultados. Para mais

informacgées, visite www.giagen.com .
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artus Borrelia LC PCR Kit

Para utilizagdo com o instrumento LightCycler 1.1/1.2/1.5 ou LightCycler 2.0.

1. Contelido

Legenda N° Art. 4551063 N° Art. 4551065
e contelido 24 reacgbes 96 reaccdes
Borreli
Azul orelia 2x12rxns 8 x 12 rxns
LC Master
Borrelia LC QS 1°
Vermelho 3 x 10° cop/ 1x200 pl 1 x200 pl
Borrelia LC QS 2°
Vermelho 3 x 10° coplyl 1x200 pl 1 x200 pl
Borrelia LC QS 3°
Vermelho 3 x 102 coplyl 1x200 pl 1 x200 pl
Borrelia LC QS 4°
Vermelho 3x 10 cop/y 1 x 200 pl 1 x 200 pl
Borrelia LC IC® 1 x 1.000 pl 2 x1.000 pl
Branco Water (PCR grade) 1 x 1.000 pl 1x1.000 pl
" Qs = Padréo de quantificacéo
IC = Controlo interno

2. Conservacao

Os componentes do artus Borrelia LC PCR Kit devem ser armazenados entre
—15 e =30 °C e séo estaveis até ao prazo de validade impresso no rétulo. A
repetida descongelagéo e congelagéo (> 2 x) deve ser evitada, pois, devido a
isto, a sensibilidade pode ser reduzida. No caso de utilizacdo irregular, os
reagentes devem, por isso, ser divididos em aliquotas. Se houver a
necessidade de conservar os componentes a +4°C, ndo se deve ultrapassar

um periodo de cinco horas.
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3. Materiais e aparelhos necessarios
adicionalmente

¢ Luvas de laboratorio isentas de p6

* Kit de isolamento de ADN (ver capitulo 8.1 Isolamento de DNA)

* Pipetas (regulaveis)

* Pontas de pipetas estéreis com filtros

e Misturador vortex

¢ Centrifuga de mesa com rotor para tubos de reacgéo de 2 ml

¢ Color Compensation Set (Cat. N°: 2 158 850) para a criacdo de um
arquivo  Crosstalk Color Compensation para 0  instrumento
LightCycler 1.1/1.2/1.5

¢ LightCycler Multicolor Demo Set (Cat. N°: 03 624 854 001) para o
instrumento LightCycler 2.0

¢ Capilares LightCycler (20 pl)

e LightCycler Cooling Block

¢ Instrumento LightCycler1.1/1.2/1.5 (versdo 3.5 do software) ou
LightCycler 2.0 (verséo 4.0 do software)

¢ LightCycler Capping Tool

4. Medidas gerais de seguranca

O utilizador deve ter sempre em atencgao o seguinte:

* Utilizar pontas de pipetas estéreis com filtros.

* Armazenar, purificar e acrescentar a reaccdo 0os materiais positivos
(amostras, controlos, produtos de amplificagcdo) separados
fisicamente dos restantes reagentes.

e Antes de iniciar o teste, descongelar totalmente todos os
componentes a temperatura ambiente.

* Em seguida, misturar completamente e centrifugar brevemente os
componentes.

* Trabalhar rapidamente em gelo ou no LightCycler Cooling Block.
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5. Informacgbes acerca do agente patogénico

Borrelia burgdorferi € um agente patogénico com propagacdo mundial que é
transmitido por carragas e pode conduzir a borreliose de Lyme. Estadios
iniciais da doenga podem sarar espontaneamente, mas também conduzem a
uma infecgéo crénica com persisténcia do agente patogénico. Poucos dias ou
semanas apos a infecgdo, forma-se uma rubefacgéo cutanea proveniente dos
pontos de entrada e desenvolvida no ambiente, o eritema migrans. No estadio
secundario, sdo principalmente afectados a pele, o sistema nervoso central e
periférico e o coragdo, assim como os movimentos. O quadro da doenga
cronica (borreliose de Lyme terciaria) manifesta-se meses ou anos apos a
infeccéo e é identificado sobretudo por uma acrodermatite crénica atréfica e
por dores reumatolégicas na forma de inflamacdes das articulages com

formacéo de hemorragias.

6. Principio da PCR em Tempo Real (Real-Time
PCR)

No diagnéstico por meio de reacgdo de polimerizagdo em cadeia (PCR), séo
amplificadas regibes especificas do genoma do agente patogénico. A
deteccdo do material amplificado efectua-se com a ajuda de corantes
fluorescentes na PCR em Tempo Real. Estes estdo acoplados geralmente a
sondas oligonucleotidicas que se ligam especificamente ao material
amplificado pela PCR. A detecgdo das intensidades de fluorescéncia no
decorrer da PCR em Tempo Real possibilita a detecgdo e a quantificacdo dos
produtos sem ter que se voltar a abrir os tubos das amostras depois de
concluida a PCR (Mackay, 2004).

7. Descri¢cédo do produto

O artus Borrelia LC PCR Kit € um sistema pronto a utilizar para a detecgéo de
ADN do Borrelia através da reacgédo de polimerizagdo em cadeia (PCR) no
instrumento LightCycler. A Borrelia LC Master contém o0s reagentes e

enzimas para a amplificacdo especifica de uma regido de 102 pb do genoma
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do Borrelia, assim como para a detec¢do directa do material amplificado com
o instrumento LightCycler 1.1/1.2/1.5 ou LightCycler 2.0. Ao mesmo tempo, o

artus Borrelia LC PCR Kit contém um segundo sistema heterélogo de

amplificag@o para a comprovagéo de uma possivel inibicdo da PCR.

Produto da PCR ‘ Opcéo do canal de fluorescéncia
Instrumento LightCycler .
‘ 11/1.2/1.5 Instrumento LightCycler 2.0
Borrelia F1 530
Borrelia LC IC F2 610

A amplificagéo e deteccé@o destes Controlos internos (IC) ndo reduz o limite
de deteccdo da PCR analitica do Borrelia (ver capitulo 11.1 Sensibilidade
analitica). Sao fornecidos controlos positivos externos (Borrelia LC QS 1 - 4)
gue permitem a determinacdo da carga de agente patogénico (ver capitulo
8.3 Quantificacé&o).

8. Protocolo

8.1 Isolamento de ADN

Os kits de isolamento de ADN podem ser fornecidos por diversos fabricantes.
Em fungdo do protocolo do fabricante seleccionado, recolha o volume de
amostra indicado para a purificacéo e efectue o isolamento de ADN conforme

as instrugdes do fabricante. O seguinte kit de isolamento é recomendado:

Material de Numero de

Kit de Purificagéo . Fabricante = Carrier-ARN
Catélogo

Amostra

biépsia cutanea,
liquido synovial,

LCR, sangue, QlAamp DNA 51304 QIAGEN | n&o contém
Mini Kit (50)
Carrapatos,
cultura

* A adigdo de Carrier-ARN é de grande importancia para a eficiéncia e,
com isso, para o rendimento do ADN/ARN. Caso o kit de isolamento
utilizado nédo contenha Carrier-ARN, recomenda-se, imprescindivelmente,
a adicdo de Carrier-ARN (RNA-Homopolymer Poly(A), Amersham
Biosciences, Cat. No. 27-4110-01) para a extrac¢&o dos &cidos nucleicos
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de liquidos biolégicos sem células ou de materiais com pequena

guantidade de ADN/ARN(p. ex. liquido cefaloraquidiano). Por favor, siga

as seguintes instrucoes:

Para isso, ressuspenda o Carrier-ARN liofilisado em tampao de eluicdo
(ndo em tampdao de lise) do kit de isolamento (p. ex. tampdo AE do
QIAamp DNA Mini Kit) e crie uma diluigho com uma concentragdo de
1 pg/pl. De acordo com a quantidade exigida, divida a solu¢do de
Carrier-ARN em aliquotas que devem ser armazenadas a -20°C.
Evite a repetida descongelacédo (> 2 x) de uma aliquota de Carrier-
ARN.

Por purificagdo, deve ser adicionado 1 pug de Carrier-ARN por 100 ul de
tampéo de lise. Se o protocolo de extraccdo prevé, por exemplo,
200 pl de tampéo de lise por amostra purificada, entéo adicione 2 pl
do Carrier-ARN (1 pg/pl) diretamente ao tampédo de lise. Antes de
iniciar qualquer purificacdo, deve ser feita uma mistura nova de
tampé&o de lise e Carrier-ARN (e, se for o caso Controlo interno, ver
capitulo 8.2 Controlo interno) de acordo com o seguinte esquema

de pipetagem.

Numero de amostras ‘ 1 12

Tampao de lise p. ex. 200 pl p. ex. 2400 pl
Carrier-ARN (1 pg/pl) 2l 24 pl
Volume Total 202 ul 2424 pl
Volume para a purificagao 200 pl cada 200 pl

Utilize a mistura de tampao de lise e Carrier-ARN para a purificagdo logo
apos o preparo. Nao € possivel conservar a mistura

» E recomendado usar 50ul de tampéo de lise para a eluicdo do ADN, para
gue uma sensibilidade méxima do artus Borrelia LC PCR Kit seja obtida.

* Nas purificagbes com tamp8es de lavagem que contém etanol, efectuar
sempre, antes da eluicdo, uma centrifugacdo adicional (trés minutos,
13.000 rpm) para a eliminagdo dos residuos de etanol. Isto evita
possiveis inibicdes da PCR.

e O artus Borrelia LC PCR Kit ndo devera ser utilizado em conjunto com

procedimentos de purificag@o que utilizam fenol como base.
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Importante: O Controlo interno do artus Borrelia LC PCR Kit pode ser
adicionado directamente na fase de purificacdo (ver capitulo 8.2 Controlo

interno).

8.2 Controlo interno

E fornecido um Controlo interno (Borrelia LCIC) com o qual se tem a
possibilidade de controlar ndo s6 a purificagdo do ADN como também uma
possivel inibicdo da PCR (ver Fig. 1). Para este fim, adicione o Controlo
interno numa relagéo de 0,1 pl por 1 pl do volume de elui¢cdo na purificagao.
Se utilizar, por exemplo, o QlAamp DNA Mini Kit e eluir o ADN em 50 pl de
tampéo de AE, entdo adicione 5 ul de Controlo interno. A quantidade de
Controlo interno acrescentada depende apenas do volume de eluicdo. O
Controlo interno e eventualmente o Carrier-ARN (ver capitulo 8.1 Isolamento

de ADN) podem ser acrescentados apenas a

¢ uma mistura de tampéo de lise e amostra ou

* directamente ao tampé&o de lise

O Controlo interno ndo pode ser adicionado directamente a amostra. Ter em
atencéo que a mistura do Controlo interno com o tampao de lise/Carrier-ARN
devera ser utilizada logo ap6s ser preparada. A conservagdo da mistura a
temperatura ambiente ou no frigorifico pode em poucas horas desactivar o
Controlo interno e diminuir a eficiéncia da purificacdo. N&o pipetar o Controlo

interno e o Carrier-ARN directamente na amostra.

O Controlo interno pode ser utilizado, opcionalmente, exclusivamente para o
controlo de uma possivel inibicdo da PCR (ver Fig. 2). Para isso, adicione,
para cada preparagdo, 0,5yl de Controlo interno directamente a 15 pl de
Borrelia LC Master. Utilize para cada reacgdo de PCR 15 pl da Master Mix'
desta forma produzida e adicione, em seguida, 5 ul de amostra purificada. Se

tiver que preparar um ensaio com varias amostras, entdo aumente as

" 0 aumento de volume causado através da adigio do Controlo interno é desprezavel na
preparacdo da reaccdo de PCR. A sensibilidade do sistema de deteccdo nédo é
afectada.
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guantidades necessarias de Borrelia LC Master e de Controlo interno
proporcionalmente ao nimero de amostras (ver capitulo 8.4 Preparacdo da
PCR).

8.3 Quantificacdo

Os Padrdes de quantificagdo fornecidos (Borrelia LC QS 1 - 4) sé@o tratados
como uma amostra purificada e utilizados no mesmo volume (5 pl). Para criar
uma curva padrdo no instrumento LightCycler, utilize todos os quatro Padrdes

de quantificagao fornecidos da seguinte forma:

Instrumento LightCycler 1.1/1.2/1.5

Defina os Borrelia LC QS 1 -4 no Sample Loading Screen como padrdes e
introduza as concentragdes indicadas (ver LightCycler Operator’s Manual,
Verséo 3.5, Chapter B, 2.4. Sample Data Entry).

Instrumento LightCycler® 2.0

Para a definicdo dos padrdes active a fungdo Analysis Type na janela
Samples do menu e seleccione o item Absolute Quantification. Agora os
Borrelia LC QS 1 - 4 podem ser definidos como padrbes e as concentracdes
correspondentes adicionadas (ver LightCycler Operator's Manual, Verséao 4.0,
Chapter 2.2 Entering Sample Information). Ter em atencdo que a funcao
Enable Controls ndo deverd ser activada pois isto leva a limitagdes na
seleccdo das opgbes da andlise de dados (ver capitulo 9.2 Analise dos
dados da PCR do instrumento LightCycler 2.0).

Esta curva padrdo pode ser utlizada também para as préximas
quantificagbes se, durante o ensaio actual, for introduzido no minimo um
padrdo de uma determinada concentracéo. Para isso, € necessario importar a
curva padrdo previamente criada (ver LightCycler Operator's Manual,
Versao 3.5, Chapter B, 4.2.5. Quantification with an External Standard Curve
ou Versao 4.0, Chapter 4.2.2 Saving a Standard Curve). Porém, nesta forma
de quantificagdo, deve ser levado em consideragdo que, devido a
variabilidade entre os ensaios da PCR, podem ocorrer desvios nos

resultados.
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Atencéo: Os Padrfes de quantificacdo sdo definidos em copias/ul. Para a
conversdo dos valores apurados com base na curva padrdo em copias/ml de

amostra, deve-se utilizar a seguinte férmula:

Resultado (c6pias/pl) x Volume de eluicéo ()

Resultado (copias/ml) =
Volume de amostra (ml)

Ter em atengdo que sempre deverd ser introduzido na férmula o volume
inicial. Isto deve ser considerado quando o volume da amostra for alterado
antes da purificacdo dos &cidos nucleicos (p. ex.: redugdo através da
centrifugagdo ou aumento através do complemento do volume recomendado

para a purificagdo).

Importante: Para a simplificagdo da avaliagdo quantitativa de sistemas artus
no instrumento LightCycler 1.1/1.2/1.5 ou LightCycler 2.0, existe em
www.giagen.com/Products/ByLabFocus/MDX um guia (Technical Note
for quantitation on the LightCycler 1.1/1.2/1.5 or LightCycler 2.0

Instrument).

8.4 Preparacéo da PCR

Certifique-se de que o Cooling Block com o adaptador nele contido (acessorio
do instrumento LightCycler) tenha sido pré-refrigerado a aprox. +4°C. Coloque
para as reaccdes planeadas a quantidade necessaria de capilares LightCycler
no adaptador do Cooling Block. Certifiqgue-se de que sejam introduzidos, por
ensaio de PCR, no minimo um Padrao de quantificagdo, assim como um
controlo negativo (Water, PCR grade). Para a criagdo de uma curva padrao,
por favor utilizar, por ensaio de PCR, todos os Padrdes de quantificagao
fornecidos (Borrelia LC QS 1 - 4). Todos os reagentes devem ser totalmente
descongelados a temperatura ambiente, bem misturados (pipetando para
cima e para baixo varias vezes ou misturando brevemente no vortex) e em

seguida centrifugados, antes do inicio do teste.

Se desejar controlar, com o Controlo interno, ndo sé a purificacdo do ADN
como também uma possivel inibicdo da PCR, o Controlo interno ja devera
ter sido introduzido previamente na fase de purificacdo (ver capitulo
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8.2 Controlo interno). Neste caso, utilize o seguinte esquema de pipetagem

(ver também o esquema reproduzido na Fig. 1):

Quantidade de Amostras ‘ 1 12

= Borrelia LC Master 15 pl 180 pl
1. Preparagéo
da Master Mix Borrelia LC IC oul oul
Volume Total 15l 180 pl
2. Preparagéo Master Mix 15l cada 15 pl
da Reacgédo de | Amostra 5pl cada 5 pl
PCR Volume Total 20 pl cada 20 pl

Se desejar utilizar o Controlo interno exclusivamente para o controlo de
uma inibigcdo da PCR, entdo adicione-o directamente a Borrelia LC Master.
Neste caso, utilize o seguinte esquema de pipetagem (ver também o

esquema reproduzido na Fig. 2):

Quantidade de Amostras ‘ 1 12
1. Preparagio Borrelia LC Master 15 pl 180 pl
da Master Mix Borrelia LC IC 0,5 pl 6 ul
Volume Total 15,5 pl” 186 ul
2. Preparagéo Master Mix 15 pl cada 15 pl
da Reaccdo de | Amostra 5ul cada 5 pl
PCR Volume Total 20 pl cada 20 pl

Pipete para o reservatorio de plastico de cada capilar 15 pl da Master Mix. Em
seguida, adicione 5pul de eluido do isolamento de ADN. De forma
correspondente, devem ser colocados, como controlo positivo, 5 pl de pelo
menos um dos Padrées de quantificacdo (Borrelia LC QS 1-4) e, como
controlo negativo, 5 pl de dgua (Water, PCR grade). Tape os capilares. Para
deslocar o volume preparado do reservatério de plastico para dentro dos
capilares, centrifugue os adaptadores e os capilares nele contidos numa

centrifuga de mesa durante dez segundos, no maximo a 400 x g (2.000 rpm).

" 0 aumento de volume causado através da adigio de Controlo interno é desprezavel na
preparacdo da reaccdo de PCR. A sensibilidade do sistema de deteccdo nédo é
afectada.

]
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Adic&o do Controlo interno para a purificacédo

Fig. 1: Fluxo esqueméatico da operagdo para o controlo da
purificagdo e da inibi¢cdo da PCR.

*
Em cada passo de pipetagem, certifique-se, sempre, de que
as solucdes a serem utlizadas tenham sido totalmente

descongeladas, bem misturadas e brevemente
centrifugadas.
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Adicéo do Controlo interno para o artus Master

Fig. 2:  Fluxo esquematico da operacgéo para o controlo da inibicéo
da PCR.

*

Em cada passo de pipetagem, certifique-se, sempre, de que

as solucdes a serem utlizadas tenham sido totalmente

descongeladas, bem misturadas e brevemente

centrifugadas.
|
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8.5 Programacdao dos instrumentos LightCycler

8.5.1 Programagdo do instrumento LightCycler 1.1/1.2/1.5

Para a deteccdo de ADN do Borrelia, crie no seu instrumento
LightCycler 1.1/1.2/1.5 um perfil de temperatura com os seguintes trés passos
(conforme as Fig. 3 a 5).

A. Activacao inicial da enzima Hot Start Fig. 3
B. Amplificacdo do ADN Fig. 4
C. Refrigeracéo Fig. 5

Tenha especial atencdo as configuracdes Analysis Mode,
Cycle Program Data e Temperature Targets. Estas configuragBes estédo
destacadas nas figuras com caixa a negro. As indicagbes sobre a
programacdo do instrumento LightCycler 1.1/1.2/1.5 encontram-se no

LightCycler Operator’s Manual.

1 Cycle Program Data Analysis Mode 2
ey e
— o Quantification
Cycles 1 Melting Curves

Temperature Targets

Target Temperature (°'C)
Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ('C/ s)
Secondary Target Temperature ('C)

Step Size ('C)
Step Delay (cycles)
I— r-Acquisition Mode

Eoco g Jibo b 1[5 o o

Fig. 3: Activacao inicial da enzima Hot Start.
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Cycle Program Data

Cycles|[ 453

Temperature Targets
Target Temperature (°C)
Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ('C/s)
Secondary Target Temperature ('C)
( |’Step Size ('C)

Step Delay (cycles)
|—Acqu|smon Mode

Fig. 4: Amplificac&o do ADN.

Cycle Program Data ERENGE

1= ekl Elg Quantification 2

Melting Curves

Temperature Targets
Target Temperature ('C)
Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ('C/ s)
Secondary Target Temperature (‘'C)
Step Size ('C)
Step Delay (cycles)
[—Acquisition Mode

Fig. 5: Refrigeragéo.

]
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8.5.2 Programagdao do instrumento LightCycler 2.0

Para a programacado do ensaio de PCR com o instrumento LightCycler 2.0,
activar a opgdo New do menu e seleccione entdo o item LightCycler
Experiment.

Logo a seguir, para a deteccdo de ADN do Borrelia, crie no seu instrumento
LightCycler2.0 um perfil de temperatura com 0s seguintes trés passos
(conforme as Fig. 6 a 8).

A. Activagéo inicial da enzima Hot Start Fig. 6
B.  Amplificacdo do ADN Fig. 7
C. Refrigeracédo Fig. 8

Certifique-se que antes seja introduzido o nimero de capilares preparados
para este ensaio de PCR (Max. Seek Pos., ver Fig. 6).

Start Aun | End Program | + 10 Cyeles |Color Comn (6] ~ || | Options ~
Programs | Gniine Data Display | Aun Notes |
Setup | [ Progams
DefaukChannet (530 v| | . | [Progiam Name BGycor i Analysis Mode -2
Seek Temperature: |40 .:_ . » Activation 1 '.JNone hd
1- Max Seek Pos. |32 = _]
Instrument Type:  [6Ch | |
CoplaySze: (204 | _l‘
! ‘ T“""."W"T‘,’@‘
_uff | Tewet | Hod | RenpRate| Sec |StepSue| StepDelay|  Acqusiion Mode
() | (bhmexss) | ('C/s) Taget | (C) | (cycles) '-3
+iplss  Zooisoo oo o o 2o ={None -
il
|
|

Fig. 6: Activacdo inicial da enzima Hot Start.

18 artus Borrelia LC PCR Kit 03/2015



StatRun | End Progrem | + 10 Cyeles |Color Comp (01 | [ =] ptons - |
Programs | O Data Display | Aun Notes |

ik i
Defaul Channel: |530 ~| | A ] |Progtam Name Cycles Analysis Mode 1
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Fig. 8: Refrigeragéo.

Para introduzir as especificacdes das amostras, activar o item Samples.

* Primeiro introduza na janela Capillary View o nimero total de reac¢des de
PCR planeadas para o ensaio de PCR (Sample Count).
* Logo a seguir, coordene os nomes das amostras no Sample Name.
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e Além disto, seleccione através do Selected Channels o canal de
fluorescéncia 530 para a detecgdo da PCR analitica do Borrelia e 610
para a deteccdo da PCR do Controlo interno.

* Para a definicdo dos padrdes e para a coordenacdo das concentragdes
respectivas, seleccione na Analysis Type a opg&o Absolute Quantification
(ver capitulo 8.3 Quantificacao).

¢ Ter em atencdo que a fungdo Enable Controls ndo devera ser activada,
pois isto leva a limitagdes na selecgdo das opgdes da andlise de dados
(sendo o modo Fit Points ndo estara a disposi¢cdo, ver 9.2 Analise dos
dados da PCR do instrumento LightCycler 2.0). Sob o item Target
Name, podem ser coordenados os canais de fluorescéncia 530 e 610
seleccionados as sequéncias a detectar (Borrelia ou Controlo interno). O
preenchimento do campo Target Name pode ser facilitado através da
funcéo Auto Copy... . A definicdo do Target Name serve para a obtengao
de uma visualizagdo melhor, mas nédo é obrigatoriamente necessaria para
a analise dos dados.

¢ Para a criagdo de uma curva padrao na andlise dos dados, é necessario
que os PadrBes de quantificagdo sejam definidos com as respectivas
concentragbes. Para isto, seleccione sob o item Sample Type o item
Standard e introduza a concentragdo correspondente sob Concentration.

¢ O perfil de temperatura programado pode ser salvo no disco rigido do
computador para ser utilizado novamente em outros ensaios. Para isto,
activar a funcdo Save As... do menu File. Na janela aberta em seguida,
seleccione o subitem Run Templates do Templates and Macros e salve
nesta pasta os dados com um nome apropriado.

e Para iniciar o ensaio de PCR, mude para o item Run e active a fungao
Start Run (ver Fig. 9). O programa da PCR ¢é iniciado depois de introduzir

o local destinado para salvar os dados.
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Fig. 9: Inicio do ensaio da PCR.

9. Anadlise dos dados

9.1 Andlise dos dados da PCR do instrumento
LightCycler 1.1/1.2/1.5

Recomendamos a utilizagdo da versdo 3.5 do Software LightCycler para a
analise dos dados da PCR obtidos com o instrumento LightCycler 1.1/1.2/1.5.

Nas analises multicolores, ocorrem interferéncias entre os canais de
fluorescéncia. O software do instrumento LightCycler 1.1/1.2/1.5 contém um
arquivo indicado como Color Compensation File que compensa estas
interferéncias. Abra este arquivo antes, durante o ensaio de PCR ou logo a
seguir, através da activagdo do botdo Choose CCC File ou Select CC Data.
Se ndo estiver instalado nenhum Color Compensation File, crie o arquivo
levando em considerac@o as instru¢gdes do LightCycler Operator's Manual.
Apbs activacdo do Color Compensation File, aparecem nos canais de
fluorescéncia F1, F2 e F3 sinais separados. Para a analise dos resultados da
PCR que foram obtidos com o artus Borrelia LC PCR Kit, seleccione as
fungbes de perspectiva F1 para a PCR analitica do Borrelia ou,

respectivamente, F2 para a PCR do Controlo interno. Para a andlise de
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ensaios quantitativos, tenha impreterivelmente em atencdo o capitulo
8.3 Quantificacdo, assim como a Technical Note for quantitation on the
LightCycler 1.1/1.2/1.5 or LightCycler 2.0 Instrument em

www.giagen.com/Products/ByLabFocus/MDX.

Os seguintes resultados podem ser obtidos:

1. E detectado um sinal no canal de fluorescéncia F1.

O resultado da anéalise é positivo: A amostra contém ADN do

Borrelia.

Neste caso, a deteccdo de um sinal no canal F2 é secundaria, pois elevadas
concentragdes iniciais de ADN do Borrelia (sinal positivo no canal F1) podem
conduzir a uma redugdo ou até mesmo a auséncia do sinal de fluorescéncia do
Controlo interno no canal F2 (competi¢&o).

2. Nao é detectado nenhum sinal no canal de fluorescéncia F1, e é
detectado um sinal no canal F2 (sinal do Controlo interno).

Na amostra, ndo é detectavel nenhum ADN do Borrelia, por isso ela

pode ser considerada negativa.

No caso de PCR negativa do Borrelia, o sinal do Controlo interno detectado exclui a
possibilidade de uma inibi¢cdo da PCR.

3. Nenhum sinal é detectado, nem no canal F1 e nem no canal F2.

N&o é possivel fazer uma avaliacdo diagnoéstica.

Indicacdes sobre fontes de erros e suas eliminagdes estédo especificadas no capitulo
10. Resolucéo de Problemas.

Exemplos de reacg6es de PCR positivas e negativas estao reproduzidos nas
Fig. 10 e Fig. 11.
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Cycle Nunber

Fig. 10: Detecgdo dos PadrBes de quantificagdo (Borrelia LC
QS1-4) no canal de fluorescéncia F1 do instrumento
LightCycler 1.1/1.2/1.5. NTC: non-template control (controlo
negativo).

Fig. 11: Detecgdo do Controlo interno (IC) no canal de fluorescéncia
F2 do instrumento LightCycler1.1/1.2/1.5 no caso de
amplificacdo simultdnea dos Padrées de quantificacédo
(Borrelia LC QS 1-4). NTC: non-template control (controlo
negativo).
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9.2 Analise dos dados da PCR do instrumento
LightCycler 2.0

Utilize a versédo 4.0 do Software LightCycler para a andlise dos dados da PCR
obtidos com o instrumento LightCycler 2.0. Considerar também as indicaces

contidas no LightCycler 2.0 Instrument Operator's Manual Version 4.0.
Siga o0 esquema seguinte para a anéalise dos dados da PCR (ver Fig. 12):

* Active a fungdo Analysis no menu e seleccione a opcao Absolute
Quantification, com a qual todos os dados da PCR gerados com o artus
LC PCR Kit dever&o ser analisadas.

* A versdo 4.0 do software LightCycler contém um arquivo indicado como
Color Compensation File que compensa as interferéncias dos sinais entre
os canais de fluorescéncia. Abra este arquivo durante o ensaio de PCR
ou logo a seguir através da activagdo do botdo Color Comp (On/Off) e
depois do Select Color Compensation (ver Fig.12). Se n&o estiver
instalado nenhum Color Compensation File, crie o arquivo levando em
consideragéo as instrugées do LightCycler Operator’s Manual.

* Apos activagdo do Color Compensation File, aparecem sinais separados
em cada um dos canais de fluorescéncia. Para a anélise dos resultados
da PCR que foram obtidos com o artus Borrelia LC PCR Kit, seleccione
as fungBes de perspectiva 530 para a PCR analitica do Borrelia ou,

respectivamente, 610 para a PCR do Controlo interno.
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Fig. 12: Ativacé@o do Color Compensation File e escolha do canal de
fluorescéncia.

Para a andlise de ensaios quantitativos, ter em atencdo o capitulo
8.3 Quantificagd@o, assim como a Technical Note for quantitation on the
LightCycler  1.1/1.2/1.5 or LightCycler 2.0 Instrument em
www.giagen.com/Products/ByL abFocus/MDX.

Depois de finalizadas as definicdes das opcbes de analise, podem ser obtidos

os seguintes resultados:

1. E detectado um sinal no canal de fluorescéncia 530.

O resultado da analise é positivo: A amostra contém ADN do

Borrelia.

Neste caso, a deteccdo de um sinal no canal 610 é secundéria, pois elevadas
concentragdes iniciais de ADN do Borrelia (sinal positivo no canal 530) podem
conduzir a uma redugdo ou até mesmo a auséncia do sinal de fluorescéncia do
Controlo interno no canal 610 (competi¢&o).

2. Nao é detectado nenhum sinal no canal de fluorescéncia 530, e é

detectado um sinal no canal 610 (sinal do Controlo interno).

artus Borrelia LC PCR Kit 03/2015 25


http://www.qiagen-diagnostics.com/

Na amostra, ndo é detectavel nenhum ADN do Borrelia, por isso ela

pode ser considerada negativa.

No caso de PCR negativa do Borrelia, o sinal do Controlo interno detectado exclui a

possibilidade de uma inibi¢cdo da PCR.

3. Nenhum sinal é detectado, nem no canal 530 e nem no canal 610.
N&o é possivel fazer uma avaliagdo diagnostica.

IndicacBes sobre fontes de erros e suas eliminag8es estédo especificadas no capitulo

10. Resolucéo de Problemas.

Exemplos de reacg6es de PCR positivas e negativas estao reproduzidos nas
Fig. 13 e Fig. 14.

]
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Fig. 13: Detecgdo dos PadrBes de quantificacdo (Borrelia LC
QS 1-4) no canal de fluorescéncia 530 do instrumento
LightCycler 2.0. NTC: non-template control (controlo
negativo).
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Fig. 14: Detecgdo do Controlo interno (IC) no canal de fluorescéncia
610 do instrumento LightCycler 2.0 no caso de amplifica¢éo
simultinea dos Padrdes de quantificagdo (Borrelia LC
QS 1 - 4). NTC: non-template control (controlo negativo).
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10. Resolucéo de problemas

Auséncia de sinal no canal de fluorescéncia F1 ou 530 nos controlos

positivos (BorreliaLC QS 1 - 4):

* A selecgdo do canal de fluorescéncia na analise dos dados da PCR néo
corresponde a indicagdo do protocolo
- Seleccione para a andlise dos dados o canal de fluorescéncia F1 ou

530 para a PCR analitica do Borrelia e o canal de fluorescéncia F2 ou
610 para a PCR do Controlo interno.

* A programacdo do perfil de temperatura do instrumento LightCycler
1.1/1.2/1.5 ou LightCycler 2.0 estava incorrecta.

- Compare o perfil de temperatura com as indicagdes do protocolo (ver
capitulo 8.5 Programacéo dos instrumentos LightCycler).

¢ Composicao incorrecta da reacgdo de PCR.

- Reveja os passos com ajuda do esquema de pipetagem (ver capitulo
8.4 Preparagéo da PCR) e, se for o caso, repita a PCR.

* As condi¢cdes de conservagdo para um ou mais componentes do kit ndo
corresponderam as instrugdes do artus Borrelia LC PCR Kit indicadas no
capitulo 2. Conservacgao ou a data de validade foi excedida.

- Por favor, reveja tanto as condi¢Bes de conservagdo como também a
data de validade (ver etiqueta no kit) dos reagentes e, se for o caso,

utilize um novo kit.

Sinal do Controlo interno enfraquecido ou até mesmo a auséncia do
mesmo no canal de fluorescéncia F2 ou 610, em caso de auséncia
simultanea de um sinal no canal F1 ou 530:
¢ As condi¢des da PCR né&o correspondem ao protocolo.
- Reveja as condi¢des da PCR (ver acima) e, se for o caso, repita a
PCR com as configuragdes corrigidas.
* APCR foiinibida.
- Certifiqgue-se de que seja utilizado um dos nossos procedimentos de
purificacdo recomendados (ver capitulo 8.1 Isolamento de ADN) e
seja fiel as instrucdes do fabricante.
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- Certifigue-se de que seja efectuado o passo recomendado da
centrifugagdo adicional para completa eliminacdo de residuos de
etanol antes da eluigdo na purificacdo do ADN (ver capitulo
8.1 Isolamento de ADN).

¢ Ocorreram perdas de ADN por causa da purificagdo.

- Se o Controlo interno foi adicionado a purificagéo, a auséncia do sinal
do Controlo interno pode significar que ocorreram perdas de ADN por
causa da purificagdo. Certifiqgue-se de que seja utlizado um dos
nossos procedimentos de purificacdo recomendados (ver capitulo
8.1 Isolamento de ADN) e seja fiel as instrucdes do fabricante.

* As condi¢Bes de conservacao para um ou mais componentes do kit ndo
corresponderam as instrugdes do artus Borrelia LC PCR Kit indicadas no
capitulo 2. Conservagéo ou a data de validade foi excedida.

- Por favor, reveja tanto as condiges de conservagdo como também a
data de validade (ver etiqueta no kit) dos reagentes e, se for o caso,

utilize um novo kit.

Sinais nos controlos negativos no canal de fluorescéncia F1 ou 530 da
PCR analitica.
¢ Ocorreu uma contaminagdo durante a preparagdo da PCR.
- Repita a PCR com reagentes ainda néo utilizados em réplicas.
- Tape cada tubo de PCR, se possivel logo ap0s a adigdo da amostra a
ser analisada.
- Pipete o controlo positivo sempre no fim.
- Certifique-se que a superficie de trabalho e os aparelhos sejam
desinfectados frequentemente.
e Ocorreu uma contaminagao por causa da purificagéo.
- Repita a purificacdo e a PCR da amostra a ser analisada com
reagentes ainda néo utilizados.
- Certifiqgue-se que a superficie de trabalho e os aparelhos sejam

desinfectados frequentemente.

Se houver davidas ou problemas, por favor contacte o nosso suporte técnico.
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11. Especificacdes
11.1 Sensibilidade analitica

11.1.1 Instrumento LightCycler 1.1/1.2/1.5

Para determinar a sensibilidade analitica do artus Borrelia LC PCR Kit sob a
utilizagdo do instrumento LightCycler 1.1/1.2/1.5, foi criada uma série de
diluicdes padrao genémicas do ADN B.burgdorferi (DSMZ 4681-30) de 36,5 a
aproximadamente 0,0115 equivalente de cdpias/ul do Borrelia e esta foi
analisada com o artus Borrelia LC PCR Kit. As anélises foram efectuadas em
trés dias diferentes, contendo cada uma delas oito determinacbes. O
resultado foi apurado com a ajuda de uma andlise de probit. A sua avaliagdo
grafica esta representada na Fig. 15. O limite de detecgdo (p = 0,05) do artus
Borrelia LC PCR Kit utilizado em combina¢@o com o instrumento LightCycler
1.1/1.2/1.5 estd, desta forma, estabelecido em 3,34 copias/pl. Isto significa

que existe uma probabilidade de 95 % de serem detectadas 3,34 cépias/ul.

Andlise de probit: Borrelia (LightCycler1.1/1.2/1.5)

0596 e o

./ 052412~3,34 copiasipl

Proportions

-3 2 N 0 1
log (dose)

Fig. 15: Sensibilidade analitica do artus Borrelia LC PCR Kit sob
utilizacéo do instrumento LightCycler 1.1/1.2/1.5.
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11.1.2 Instrumento LightCycler 2.0

Para verificar a equivaléncia da sensibilidade do sistema de deteccédo no
instrumento LightCycler 2.0, foi feita uma andlise de Probit. Para isto, foi
criada uma série de diluicbes padrdo gendmicas do ADN B.burgdorferi
(DSMZ 4681-30) de 36,5 a aproximadamente 0,0115 equivalente de cépias
do Borrelia/p | e esta foi analisada com o artus Borrelia LC PCR Kit. As
andlises foram efectuadas em um dia, contendo cada uma delas oito
determinacdes. A sua avaliacdo gréafica esta representada na Fig. 16. O limite
de deteccéo (p = 0,05) do artus Borrelia LC PCR Kit utilizado em combinagéo
com o instrumento LightCycler 2.0 esta, desta forma, estabelecido em
2,76 copias/pl. Isto significa que existe uma probabilidade de 95 % de serem

detectadas 2,76 copias/pl.

Andlise de probit: Borrelia (LightCycler 2.0)

1 LN URE——————

0,4404 ~ 2,76 copias/pl (95%)

Proportions

2 1 0 1 2 3
log (dose)

Fig. 16: Sensibilidade analitica do artus Borrelia LC PCR Kit sob
utilizacéo do instrumento LightCycler 2.0.

]
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11.2 Especificidade

A especificidade do artus Borrelia LC PCR Kit €, em primeiro lugar, garantida
através da selecgdo dos primers e das sondas, assim como da selecgdo de
condigOes de reacgao optimizadas. Os primers e as sondas foram verificados
mediante uma andlise de comparacdo de sequéncia quanto a eventuais
homologias com todas as sequéncias publicadas em bancos de genes. Deste
modo a deteccdo de todas as espécies do Borrelia relevantes foram
controladas (agente patoldgico da borreliose de Lyme e agente patologico da

febre recidiva).

Além disso, a validagdo da especificidade foi realizada com 32 diferentes
amostras de LCR negativas do Borrelia, que ndao geraram sinal com os

primers e sondas especificas para o Borrelia contidos na Borrelia LC Master.

As espécies do Borrelia que estdo representadas na Tabela 1 foram
adicionalmente asseguradas através de uma PCR no instrumento

LightCycler.

Tabela 1: Teste da especificidade das espécies relevantes.

espécies I‘:ont‘ea de_ Borrelia Controlo interno
referéncia (F2 ou 610)

B. burgdorferi DSMZ® + +

B. garinii DSMZ® + +

B. afzelii DSMZ® + +

B. valaisiana” INSTAND® + +

B. hermsii QIAGEN® + +

“ DSMZ: Deutsche Stammsammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen,
Braunschweig

INSTAND: INSTAND e. V., Dusseldorf

QIAGEN: QIAGEN GmbH, Hilden

" A patogenidade do B. valaisiana é coprovada por varios estudos (ver capitulo
15. Referéncia bibliogréafica).

]
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Para a determinacdo da especificidade do artus Borrelia LC PCR Kit, foi
examinado o grupo de controlo citado na Tabela 2 em relagéo a existéncia de

reacgOes cruzadas. Nenhum dos agentes patogénicos testados era reactivo.

Tabela 2: Teste da especificidade dos kits com possiveis agentes patogénicos inter-

reactivos.
Grupo de controlo Borrelia Controlo interno
(F1 ou 530) (F2 ou 610)
Treponema phagedenis - +
Chlamydia pneumoniae - +
Chlamydia trachomatis - +
Mycoplasma pneumoniae - +
Bordetella pertussis - +
Escherichia coli K12 - +
Salmonella typhi - +
Pseudomonas aeruginosa - +
Legionella pneumophila - +
Legionella longbeachae - +
Bacillus anthracis - +
Staphylococcus aureus - +
Candida albicans - +
Aspergillus fumigatus - +
ADN gendmico humano - +

11.3 Precisao

Os dados de precisdo para o artus Borrelia LC PCR Kit foram levantados sob
a utilizacdo do instrumento LightCycler 1.1/1.2/1.5 e possibilitam a
averiguacdo da variancia total do sistema de teste. Esta variancia total
compde-se da Variabilidade Intra-Ensaio (variabilidade de amostras com a
mesma concentragdo em um ensaio), da Variabilidade Inter-Ensaio
(variabilidade devida & utilizagdo de diversos aparelhos do mesmo tipo por
pessoas diferentes do mesmo laboratério) e da Variabilidade Inter-Lote
(variabilidade devida a utilizac&o de diferentes lotes). Para iste fim, apuram-se
o desvio padrdo, a variancia e o coeficiente de variagdo tanto para a PCR

especifica do agente patogénico como também para a de Controlo interno.
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Estes dados foram apurados para o artus Borrelia LC PCR Kit com base no
Padrao de quantificacdo do ADN gendémico do B. burgdorferi (DSMZ 4681-30)
com a concentragdo 36,5 copias/pl. As andlises foram efectuadas contendo
oito determinagdes. Os resultados do teste de preciséo estéo representados
nos valores do Ct da curva de amplificacdo (Ct: threshold cycle, ver Tabela 3).
De acordo com estes resultados, a flutuagdo estatistica de uma amostra
qualquer com a concentracdo determinada é de 0,94 % (Ct) e para a
deteccé@o do Controlo interno é de 1,68 % (Ct). Estes valores baseiam-se na

totalidade de cada um dos valores apurados nas variabilidades.

Tabela 3: Dados de precisdo com base no valor Ct.

Coeficiente de

Desvio Padréo Variancia S
variacao [%]
Variabilidade Intra-Ensaio:
0,20 0,04 0,59
Borrelia gDNA (36,5 cop/pl)
Variabilidade Intra-Ensaio:
ariabili .a e Intra-Ensaio 0,09 0,01 0.29
Controlo interno
Varlab_llldade Inter-Ensaio: 0.23 006 0.69
Borrelia gDNA (36,5 cop/ul)
Variabil N io:
arlabllld_ade Inter-Ensaio 0,39 015 1.28
Controlo interno
Variabili | -Lote:
arlab_l idade Inter-Lote 031 0,10 0,92
Borrelia gDNA (36,5 cop/pl)
Variabili | -Lote:
ariabil |d.ade nter-Lote 0,62 038 2,04
Controlo interno
Variancia Total:
. 0,32 0,10 0,94
Borrelia gDNA (36,5 cop/ul)
Variancia Total:
ananma. o 0,51 0,26 1,68
Controlo interno

11.4 Robustez

A verificagdo da robustez serve para apurar a taxa total de erro do
artus Borrelia LC PCR Kit. Para isso, foram misturadas respectivamente 32
amostras de LCR negativas para o Borrelia, com 10 copias/ul por volume de
eluicdo de ADN de controlo de Borrelia (trés vezes a concentracdo dos

limites de sensibilidade analiticos). As amostras foram purificadas com o
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QlAamp DNA Mini Kit (ver capitulo 8.1 Isolamento de ADN) e analisadas
com o artus Borrelia LC PCR Kit. A taxa de erro para o Borrelia foi de 0 %
para a totalidade das amostras. A robustez do Controlo interno foi verificada
adicionalmente através da purificagdo e da analise de 32 amostras de LCR
negativas para o Borrelia. A taxa total de erro foi de 0 %. Nao foram
observadas inibicdes. Deste modo, a robustez do artus Borrelia LC PCR Kit &
> 99 %.

11.5 Reprodutibilidade

Os dados da reprodutibilidade permitem avaliar regularmente o desempenho
do artus Borrelia LC PCR Kit, assim como para compara-lo com o
desempenho de outros produtos através da participacdo em ensaios

colaborativos de controlo externo de qualidade.

11.6 Avaliacdo diagnéstica

O artus Borrelia LC PCR Kit esta a ser avaliado em varios estudos.

12. Indicacbes especiais sobre a utilizacdo do
produto

* Todos os reagentes devem ser utilizados exclusivamente para o
diagnéstico in vitro.

* A utilizagdo deve ser efectuada por funcionarios que tenham sido
especialmente formados e instruidos nos processos de diagndstico
in vitro.

* A observancia do protocolo é impreterivelmente necesséria para se
optimizar o resultado da PCR.

* Ter em atencdo a data de validade indicada na embalagem e nas
etiquetas de cada componente. Nao utilizar reagentes com prazo de

validade expirado.
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13. Avisos e precaucbes

Para obter mais informagdes, consultar as fichas de dados de seguranga
(SDS) adequadas. Elas podem ser obtidas de na forma de informag6es PDF

compactas e faceis de utilizar em www.giagen.com/safety.

14. Controlo de qualidade

De acordo com o Sistema de Administracdo de Qualidade certificado pelos
ISO 9001 e ISO 13485 da QIAGEN, cada lote dos artus Borrelia LC PCR Kit
foi testado de acordo com as especificagdes anteriormente apresentadas a

fim de garantir a qualidade do produto.
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16. Descricdo dos simbolos

%

LOT

REF

Prazo de Validade

Cédigo do Lote

Fabricante

Referéncia de Catélogo

Numero do material

Manual de instrucdes

Produco médico diagnosticado in vitro

Etanol

Ndmero do item de comércio mundial

Conteldo é suficiente para <N> testes

Limites de Temperatura

Padréo de quantificacdo

Controlo interno
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artus Borrelia LC PCR Kit

The purchase of this product allows the purchaser to use it for the performance of diagnostic services for
human in vitro diagnostics. No general patent or other license of any kind other than this specific right of
use from purchase is granted hereby.

Trademarks and Disclaimers
QIAGEN®, QlAamp®, artus®, (QIAGEN Group); LightCycler® (Roche Group).

Registered names, trademarks, etc. used in this document, even when not specifically marked as such,
are not to be considered unprotected by law.

The artus Borrelia LC PCR Kit is a CE-marked diagnostic kit according to the European In Vitro
Diagnostic Directive 98/79/EC. Not available in all countries.

The QlAamp DNA Mini Kit is intended for general laboratory use. No claim or representation is intended
to provide information for the diagnosis, prevention, or treatment of a disease.

Limited License Agreement

Use of this product signifies the agreement of any purchaser or user of the artus Borrelia LC PCR Kit to the
following terms:

1. The artus Borrelia LC PCR Kit may be used solely in accordance with the artus Borrelia LC PCR Kit
Handbook and for use with components contained in the Kit only. QIAGEN grants no license under
any of its infellectual property to use or incorporate the enclosed components of this Kit with any
components not included within this Kit except as described in the artus Borrelia LC PCR Kit
Handbook and additional protocols available at www.giagen.com .

2. Other than expressly stated licenses, QIAGEN makes no warranty that this Kit and/or its use(s) do
not infringe the rights of third-parties.

3. This Kit and its components are licensed for one-time use and may not be reused, refurbished, or
resold.

4.  QIAGEN specifically disclaims any other licenses, expressed or implied other than those expressly
stated.

5. The purchaser and user of the Kit agree not to take or permit anyone else to take any steps that
could lead to or facilitate any acts prohibited above. QIAGEN may enforce the prohibitions of this
Limited License Agreement in any Court, and shall recover all its investigative and Court costs,
including attorney fees, in any action to enforce this Limited License Agreement or any of its
intellectual property rights relating to the Kit and/or its components.

For updated license terms, see www.giagen.com .

© 2015 QIAGEN, all rights reserved.
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www.giagen.com

Australia = Orders 03-9840-9800 = 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

Canada = Orders 800-572-9613 = Fax 800-713-5951 = Technical 800-DNA-PREP (800-362-7737)
China = Orders 021-51345678 = Fax 021-51342500 = Technical 021-51345678

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 02-33430411 = Fax 02-33430426 = Technical 800-787980

Japan = Telephone 03-5547-0811 = Fax 03-5547-0818 = Technical 03-5547-0811

Korea (South) = Orders 1544 7145 = Fax 1544 7146 = Technical 1544 7145

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

The Netherlands = Orders 0800-0229592 = Fax 0800-0229593 = Technical 0800-0229602
Norway = Orders 800-18859 = Fax 800-18817 = Technical 800-18712

Singapore = Orders 65-67775366 = Fax 65-67785177 = Technical 65-67775366

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)
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