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QIAGEN Sample and Assay Technologies

QIAGEN er den ledende leverandaren av nyskapende preve- og
assayteknologier som gjer det mulig & isolere og detektere innholdet i
biologiske praver. Vére avanserte produkter og tienester av hay kvalitet sikrer
suksess fra preve til resultat.

QIAGEN setter standarder i:

Rensing av DNA, RNA og proteiner
Nukleinsyre- og proteinassayer

mikroRNA forskning og RNAI

Automatisering av preve- og assayteknologi

Vér visjon er & gi deg muligheten til & oppnd fremragende suksess og
giennombrudd. For mer informasjon, besak www.giagen.com.
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Tiltenkt bruk

artus VZV RG PCR Kit er en in vitro nukleinsyre-amplifikasjonstest for
kvantitering av VZV-DNA i human cerebral spinalveeske (CSF). Dette
diagnostiske test-kitet benytter polymerase kjedereaksjonen (PCR) og er
konfigurert til bruk med Rotor-Gene Q-instrumenter.

Merk: artus VZV RG PCR Kit skal ikke brukes med Rotor-Gene Q 2plex-
instrumenter.

Sammendrag og forklaring

artus VZV RG PCR Kit er et bruksklart system for deteksjon av VZV-DNA ved
hielp av polymerase kjedereaksjon (PCR) p& Rotor-Gene Q-instrumenter.
VZV RG Master inneholder reagenser og enzymer for den spesifikke
amplifikasjonen av en 82 bp-region av VZV-genomet, og til direkte deteksjon

av det spesifikke amplikonet i fluorescenskanal Cycling Green av Rotor-Gene Q
MDx, Rotor-Gene Q eller Rotor-Gene 6000 (kilde 470 nm, detektor 510 nm).

Dessuten inneholder artus VZV RG PCR Kit et annet heterologt
amplifikasjonssystem for & identifisere mulig PCR-inhibisjon. Dette detekteres
som en internkontroll (IC) i fluorescenskanal Cycling Orange pé Rotor-Gene Q
eller Rotor-Gene 6000 (kilde 585 nm, detektor 610 nm).
Deteksjonsbegrensningen av den analytiske VZV PCR-en (se “Fehler!
Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.”, side Fehler! Textmarke nicht
definiert.) blir ikke redusert. Det vedlegges eksterne positive kontroller

(VZV RG QS 1-4) som brukes til & fastsl& mengden av viral DNA. For ytterligere
informasjon, se “Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.”, side
Fehler! Textmarke nicht definiert..

Patogen informasjon

Varicella-zoster-viruset (VZV) er et DNA-virus som overferes fra person til
person via dré&peinfeksjon eller ved direkte kontakt. Infeksjon med VZV
forarsaker lett feber og pdvirker den generelle helsen i moderat grad. Polymorf
eksem med hevelser, blemmer og skorper sammen med sterk klge
(brennkopper) seerpreger sykdommen. Alvorlig VZV-infeksjoner observeres
hyppig hos pasienter med immunosuppressiv tilstand og kan fere til farlige
komplikasjoner slik som pneumoni og encefalitt. Etter akutt infeksjon vedvarer
patogenet i sensoriske spinalganglier og gangliene i kranialnervene. Hvis
immuniteten svekkes, kan det oppsté eksaserbasjon (f.eks. helvetesild).

Prinsipp

Patogen deteksjon ved hjelp av polymerase kjedereaksjon (PCR) er basert pé
amplifikasjon av spesifikke regioner av det patogene genomet. Det amplifiserte
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produktet detekteres via fluorescensfarge i sanntid-PCR. Disse er som regel
koblet til oligonukleotid-sonder som binder spesifikt til det amplifiserte
produktet. Overvéking av fluorescensintensiteten under PCR-kjaringen (dvs. i
sanntid) gjer det mulig & detektere og kvantitere de akkumulerte produktene
uten & matte dpne reaksjonsrarene igjen etter PCR-kjaringen.*

Materialer som medfolger

Kitets innhold

artus VZV RG PCR Kit (24) (96)
Katalognr. 4502263 4502265
Antall reaksjoner 24 96

2x12 8x 12

Bl& VZV RG Master : :
reaksjoner reaksjoner

Gul  VZVRG Mg-Sol' Mg-Sol 600ul 600l
Red  VZVRG QS 1# (1 x 10* kopier/ul) QS 200 ul 200 ul
Red  VZVRG QS 2* (1 x 10° kopier/ul) QS 200l 200 ul
Red VZV RG QS 3* (1 x 10% kopier/ul) QS 200 ul 200 ul
Red  VZVRG QS 4% (1 x 10" kopier/ul) QS 200 ul 200 ul
Grgnn VZV RG IC8 IC 1000 ul 2 x 1000 ul
Hyvit Water (PCR-Grade) 1000 wul 1000 ul

Handbok 1 1

t Magnesiumlgsning.

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

Materialer som er ngdvendige, men ikke medfglger

Nér det arbeides med kjemikalier, skal man alltid ha pd seg egnet
laboratoriefrakk, engangshansker og beskyttelsesbriller.

For mer informasjon, vennligst les relevante material safety data sheets
(sikkerhetsdatablad, SDS), tilgjengelig fra produktets leverander.

Reagenser

B DNA-isoleringskit (se “DNA-isolering”, side 7)
Forbruksvarer

B Sterile pipettespisser med filtre

M Strip Tubes and Caps, 0,1 ml, til bruk med 72-brenns rotor (kat.nr.
981103 eller 981106)

B Alternativt: PCR Tubes, 0,2 ml, til bruk med 36-branns rotor (kat.nr.
981005 eller 981008)

Utstyr
B Pipetter (justerbare)*

B Virvelblander*

B Benketopp-sentrifuge* med rotor for 2 ml reaksjonsrer

B Rotor-Gene Q MDx, Rotor-Gene Q eller Rotor-Gene-instrument*! med
fluorescenskanaler for Cycling Green og Cycling Orange

M Rotor-Gene Q MDx/Rotor-Gene Q software-versjon 1.7.94 eller hgyere

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

B Kjoleblokk (Loading Block 72 x 0,1 ml Tubes, kat.nr. 9018901, eller
Loading Block 96 x 0,2 ml Tubes, kat.nr. 9018905)

Advarsler og forsiktighetsregler
For bruk til in vitro-diagnostikk

Né&r det arbeides med kjemikalier, skal man alltid ha pd seg egnet
laboratoriefrakk, engangshansker og beskyttelsesbriller. For mer informasjon se
relevante safety data sheets (materialesikkerhetsdatablad, SDS). Databladene er
tilgjengelige online i praktisk og kompakt PDF format pé
www.giagen.com/safety hvor du kan finne, se og skrive ut SDS-databladet for
hvert QIAGEN kit og kit-komponent.
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Kast preve- og assayavfall i henhold til dine lokale sikkerhetsforskrifter.

* Serg for at instrumentene er undersekt og kalibrert i henhold til produsentens anbefalinger.
t artus VZV RG PCR Kit skal ikke brukes med Rotor-Gene Q 2plex-instrumenter.
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Allmenne forholdsregler
Brukeren skal alltid vaere oppmerksom pé folgende:
M Bruk sterile pipettespisser med filtre.

B Oppbevar og ekstraher positive materialer (praver, positive kontroller og
amplikoner) atskilt fra alle andre reagenser og tilsett dem i
reaksjonsblandingen i et separat anlegg.

M Alle komponentene mé veere fullstendig tinet ved romtemperatur
(15-25 °C) fer assayet startes.

B Eiter tining bland komponentene (ved gjentatt pipettering opp og ned eller
ved pulserende virvelblanding) og sentrifuger en kort stund.

B Arbeid raskt og behold komponentene pé is eller i kjsleblokken (72/96-
brenns lasteblokk).

Oppbevaring og handtering av reagenser

Komponentene i artus VZV RG PCR Kit skal oppbevares ved -15 °C til -30 °C og
er stabile til utlepsdatoen angitt pé etiketten. Gjentatt tining og frysing (>2 x)
skal unngds da dette kan redusere assayets sensibilitet. Hvis reagensene kun
skal brukes periodisk, skal de fryses i alikvoter. Oppbevaring ved 2-8 °C skal
ikke overskride en 5-timers periode.

Prosedyre

DNA-isolering

EZ1 DSP Virus Kit (QIAGEN, kat.nr. 62724)* er validert for viral
nukleinsyrerensing fra humant CSF, til bruk med artus VZV RG PCR Kit. Utfar
nukleinsyrerensing i henhold til anvisningene i EZ1 DSP Virus Kit-hYndboken,
med en innledende provestarrelse p& 200 ul.

Merk: artus VZV RG PCR Kit skal ikke brukes med fenol-baserte
isoleringsmetoder.

Merk: Bruk av baerer-RNA er av avgjerende betydning for ekstraherings-
effektivitet og felgelig for DNA/RNA-utbyttet. Tilsett egnet mengde baerer-RNA il
hver ekstrahering ifelge anvisningene i EZ1 DSP Virus Kit-hYndboken.

Merk: Den interne kontrollen i artus VZV RG PCR Kit kan brukes umiddelbart i
isoleringsprosedyren (se “Internkontroll” nedenfor).
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Internkontroll

En internkontroll (VZV RG IC) felger med. Dette lar brukeren kontrollere béde
DNA-isoleringsprosedyren samt undersgke mulig PCR-inhibisjon. For denne
anvendelsen, tilsett den interne kontrollen i isoleringen i et forhold p& 0,1 ul pr.
1 ul elusjonsvolum. For eksempel, ved bruk av EZ1 DSP Virus Kit, hvis de virale

nukleinsyrene elueres i 60 ul elueringsbuffer (AVE), skal 6 ul av den interne
kontrollen tilsettes i begynnelsen.

Merk: Den interne kontrollen og baerer-RNA (se “DNA-isolering”, side 7) skal
kun tilsettes blandingen av lysisbuffer og prevematerialet eller direkte i
lysisbufferen.

Den interne kontrollen ma ikke tilsettes prevematerialet direkte. Hvis den
tilsettes lysisbufferen vaer oppmerksom pé& at blandingen av den interne
kontrollen og lysisbuffer-baerer-RNA mé prepareres friskt og brukes omgéende
(oppbevaring av blandingen ved romtemperatur eller i kjsleskap i bare noen f&
timer kan svekke den interne kontrollen og redusere ekstraheringens
effektivitet).

Merk:lkke tilsett den interne kontrollen og baerer-RNA direkte i prevematerialet.

Den interne kontrollen kan alternativt utelukkende brukes til & kontrollere tegn
pé& mulig PCR-inhibisjon. For denne anvendelsen tilsett den interne kontrollen
direkte i blandingen av VZV RG Master og VZV RG Mg-Sol, som beskrevet i

trinn 2b av protokollen (side 10).

* EZ1 DSP Virus Kit er ogsé tilgjengelig som CE-IVD-merkede EASYartus® VZV RG PCR Kits,
kombinert med artus VZV RG PCR Kit (se side 28 for bestillingsinformasjon).

|
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Protokoll: PCR og dataanalyse

Viktige punkter for start

M Ta deg tid til & bli kjent med Rotor-Gene Q-instrumentet for du starter
protokollen. Se instrument-brukerh&ndboken.

B Serg for at minst en kvantiteringsstandard samt en negativ kontroll
(vann, PCR-grad) inkluderes pr. PCR-kjgring. For & generere en
standardkurve brukes alle 4 vedlagte kvantiteringsstandarder (VZV RG
QS 1-4) for hver PCR-kjaring.

Ting som ma utferes for start

B Serg for at kjsleblokken (tilbeher til Rotor-Gene Q-instrument) er
forh&ndskijelet til 2-8 °C.

B Hver gang fer bruk mé alle reagensene vaere helt tinet, blandet (ved
gjentatt pipettering opp og ned eller ved rask virvelblanding) og
sentrifugert en kort stund.

Prosedyre

1. Legg ensket antall PCR-ror i adapterne pa kjsleblokken.

2. Hvis du benytter den interne kontrollen til & kontrollere DNA-
isoleringsprosedyren og til @ etterse for mulig PCR-inhibisjon, folg
trinn 2a. Hvis du bruker den interne kontrollen utelukkende for @
kontrollere PCR-inhibisjon, felg trinn 2b.

2a. Den interne kontrollen er allerede tilsatt i isoleringen (se

“Internkontroll”, side 7). | dette tilfellet prepareres en hovedblanding
i henhold til tabell 1.

Typisk reaksjonsblanding inneholder alle komponentene pékrevd for PCR
unntatt praven.

Tabell 1. Preparering av hovedblanding (internkontroll brukt til &
kontrollere DNA-isolering og for @ etterse PCR-inhibisjon)

Antall prover 1 12
VZV RG Master 25,5 ul 306 ul
VZV RG Mg-Sol 4,5l 54 il
VZV RG IC 0 ul 0 ul
Totalvolum 30 ul 360 ul
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2b. Den interne kontrollen ma tilsettes direkte i blandingen av VZV RG
Master og VZV RG Mg-Sol. | dette tilfellet prepareres en
hovedblanding i henhold til tabell 2.

Typisk reaksjonsblanding inneholder alle komponentene pékrevd for PCR
unntatt praven.

Tabell 2. Preparering av hovedblanding (internkontroll brukt
utelukkende for G etterse PCR-inhibisjon)

Antall prover 1 12
VZV RG Master 25,5 ul 306 ul
VZV RG Mg-Sol 4,5 ul 54 ul
VZV RG IC 2 ul 24 ul
Totalvolum 32 ul* 384 ul*

*Volumgkningen fordrsaket ved tilsetning av den interne kontrollen ignoreres né&r PCR-
assayet prepareres. Deteksjonssystemets sensibilitet er ikke svekket.

3. Pipetter 30 pl av hovedblandingen i hvert PCR-ror. Tilsett deretter
20 ul av den eluterte DNA-proven (se tabell 3). | tilsvarende grad ma
20 ul av minst en av kvantiteringsstandardene (VZV RG QS 1-4)
brukes som positiv kontroll og 20 pl av vann (vann, PCR-grad) som
negativ kontroll.

Tabell 3. Preparering av PCR-assay

Antall prever 1 12

Hovedblanding 30 ul 30 ul hver
Prave 20 ul 20 ul hver
Totalvolum 50 ul 50 ul hver

4. Lukk PCR-rerene. Serg for at laseringen (tilbehor til Rotor-Gene-
instrumentet) plasseres pé toppen av rotoren for @ hindre utilsiktet
dpning av rgrene under kjoringen.

5. For deteksjon av VZV DNA, opprett en temperaturprofil i henhold til
foelgende trinn.
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Innstilling av generelle assay-parametrer Figur 1,2, 3
Innledende aktivering av varmstart-enzymet Figur 4
Amplifikasjon av DNA Figur 5
Justering av fluorescenskanalens sensibilitet Figur 6
Starte kjoringen Figur 7

Alle spesifikasjoner henviser til Rotor-Gene Q MDx/Rotor-Gene Q software
versjon 1.7.94 og Rotor-Gene 6000 software versjoner 1.7.65, 1.7.87 og
1.7.94. Vennligst finn ytterligere informasjon om programmering av Rotor-
Gene-instrumenter i brukerh&ndboken. Illustrasjonene av disse
innstillingene er fremhevd i svarte rammer. lllustrasjoner for Rotor-Gene Q-
instrumenter inkluderes.

6. Apne forst dialogboksen “New Run Wizard” (ny kjering-veiviser)
(Figur 1). Kryss av boksen “Locking Ring Attached” (ldsering
pafestet) og klikk pé& “Next” (neste).

x|

Welcome to the Advanced Run Wizard!

— Rotor Type

36-Well Rotor

Gene-Disc 72
Gene-Disc 100

[V Locking Ring Attached

SkipWizard | << Back |ﬁ

Figur 1. “New Run Wizard” (ny kjering-veiviser)-dialogboks.

7. Marker 50 for PCR-reaksjonsvolumet og klikk pé “Next” (neste)
(Figur 2).
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New Run Wizard x|

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

s ; on an item, hover
Operator: IQuagen your mouse over the
. item for help. You
Notes : can also click on a
combo box to display
help about its
available settings.

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

=
50 =

[41,82,43, ..

Skip Wizard I

«Back |1 New>» |

Figur 2. Innstilling av generelle assay-parametrer.

8. Klikk pa “Edit Profile” (rediger profil)-knappen i neste “New Run
Wizard” (ny kjsring-veiviser)-dialogboks (figur 3), og programmer
temperaturprofilen som vist i figur 3-5).

New Run Wizard 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
help about its

1 = available settings.
Channel Setup :
Name | Source | Detector | Gain | Create New... I
Green  470nm  510nm 5 Edit |
Yellow  530nm 555nm 5 =
X : Orange  585nm  610nm 5 Edit Gain... |
< S| |Red  6250m  680nm 5
N " Crimson  680nm  710hp 7 Remove I
AP F{esetgefauksl
2 : Gain Optimisation...
‘ I 3

SkipWizard | << Back

Figur 3. Redigering av profilen.

|
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8 Edit Profile

!

Z . €8 H | @

New Open Save As Help
The run will take approximately 103 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click on a cycle below to modify it :

1 - Insert after...
Insert before...
Remove

Hold Temperature: g5 Ideg‘
2 Hold Time : 10 |mins 0 |secs

Figur 4. Initiell aktivering av varmstart-enzymet.

' Edit Profile

Z . € H @

New Open Save As Help

The run will take approximately 103 minute(s) to complete. The araph below represents the run to be performed :

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

Remove |
2 This cycle repealsl 45 lime[s).l

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

Timed Step L]
E5 deg.

95 deg. for 15 secs

-]

4a - 30 seconds

Acquiring to Cycling &

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

on Green, Orange

v Touchdown(10 cyc 1
deq.)

! 72 deg. for 20 secs I /

5

Figur 5. Amplifikasjon av DNA. Pass pd& & aktivere touchdown-funksjonen for

10 sykluser i annealing-trinnet.

9. Deteksjons-verdiomréadet i fluorescenskanalene ma fastslés i
henhold til fluorescensintensiteten i PCR-rerene. Klikk p&d “Gain
Optimisation” (forsterkning-optimalisering) i “New Run Wizard” (ny
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kjering-veiviser)-dialogboksen (se Figur 3) for & dpne “Auto-Gain
Optimisation Setup” (auto-forsterkning-optimaliseringsoppsett)-
dialogboks. Sett kalibreringstemperaturen til 65 for a tilpasse
annealing-temperaturen i amplifikasjonsprogrammet (figur 6).

Auto-Gain Optimisation Setup @

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

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

Set temperature tg |85 j deqrees. 1

Optimise Al | Optimise Acquiring |

I™ Perform Optimisation Before 1st Acquisition
[~ Perform Optimisation &t 65 Dearees At Beginning Of Run

Channel Settings :

| | add.. |

Name | Tube Position | Min Reading | Max Reading | Min Gain | Max Gain Edi... |

Green 1 5F 101 0 10

Orange 1 5FI 10FI 10 10 Remove |
Remove Al |

2 . Start Manual... | Close | Help |

Figur 6. Justering av fluorescenskanalens sensibilitet.
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10. Forsterknings-(gain)-verdiene fastslatt av kanalkalibreringen lagres
automatisk og star oppfort i siste menyvindu il
programmeringsprosedyren (Figur 7). Klikk p& “Start Run” (start
kjoringen).

Newy Run Wizard

Summary :
Setting l Value ]
Green Gain 5.33
Orange Gain 8
Rotor 72-well Rotor
Sample Layout e [
Reaction Yolume (in microliters] 50

[ Jr-1

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

SkipWizard | <<Back

Figur 7. Kjeringen starter.

Tolking av resultater

Kvantitering

De vedlagte kvantiteringsstandardene (VZV RG QS 1-4) behandles som
forh&ndsrensede prever og samme volum tas i bruk (20 ul). For & generere en
standardkurve p& Rotor-Gene Q-instrumenter skal alle 4 kvantiterings-
standarder brukes og defineres i “Edit Samples” (rediger prever)-dialogboksen
som standarder med de spesifiserte konsentrasjonene (se instrument-

brukerhdndboken).

Merk: Kvantiteringsstandarder defineres som kopier/ul. Det m& anvendes
felgende ligning for & konvertere de fastslatte verdiene ved bruk av
standardkurve til kopier/ml av pravemateriale:

Resultat (kopier/ul) x elueringsvolum (ul)

Resultat (kopier/ml)

Pregvevolum (ml)

Av prinsipp skal det innledende prevevolumet legges inn i ovennevnte ligning.
Dette mé tas i betrakining nér prevevolumet har blitt endret fer nukleinsyren
ekstraheres (f.eks. volumet ble redusert pga. sentrifugering eller gkt pga. at det
ble tilfayelser til pdkrevd volum for isolering).
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Resultater

Eksempler pd positive og negative PCR-reaksjoner angis i figur 8 og figur 9.

0,51
QS4

0,4 - QS3
o QS2
"g‘ 0,3
= Qs1
£
20,2

0,1

O~Ters|<e| 1 I_.=’{——l'-’/—-:''/—'-""/I Lahe

5 10 15 20 25 30 35 40 45
Syklus

Figur 8. Deteksjon av kvantiteringsstandarder (VZV RG QS 1-4) i
fluorescenskanal Cycling Green. NTC: Ingen templat-kontroll (negativ kontroll).

08

0,6
g QS 1-QS 4 +NTC
[¢]
Z

021

Terskel
0 A—Jk—] —'!-='_—.'-/

Syklus

Figur 9. Deteksjon av den interne kontrollen (IC) i fluorescenskanal
Cycling Orange med simultan amplifikasjon av kvantiteringsstandardene
(VZV RG QS 1-4). NTC: Ingen templat-kontroll (negativ kontroll).
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Et signal detekteres i fluorescenskanal Cycling Green.
Resultatet av analysen er positiv: preven inneholder VZV-DNA.

| dette tilfellet er deteksjonen av et signal i Cycling Orange-kanalen unnveerlig,
da de haye innledende konsentrasjonene av VZV-DNA (positivt signal i
Cycling Green-kanalen) kan fare til et redusert eller fraveerende
fluorescenssignal hos den interne kontrollen i Cycling Orange-kanalen
(konkurranse).

| fluorescenskanal Cycling Green er intet signal detektert. Et signal fra
den interne kontrollen i Cycling Orange-kanalen vises péd samme tid.
VZV-DNA er ikke detektert i proven. Den kan betraktes som negativ.

Ved negativ VZV-PCR, utelukker det detekterte signalet i den interne kontrollen
muligheten for PCR-inhibisjon.

Intet signal er detektert i Cycling Green- eller Cycling Orange-kanalene.
Ingen resultater kan konkluderes.

Informasjon om feilkilder og tilsvarende lgsning finnes i “Feilsgkingsveiledning”,
side 18.

|
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Feilsgkingsveiledning

Feilsgkingsveiledningen kan veere til hjelp i & lase evt. problemer som kan
oppstd. For mer informasjon, se ogsd Ofte stilte sparsmal-siden ved vart

Teknisk stette senter: www.giogen.com/FAQ/FAQList.aspx. Vitenskapsmennene
og -kvinnene ved QIAGENSs tekniske service er alltid beredt til & svare alle de

sparsmal du métte ha om informasjonen eller protokollen i denne hédndboken
eller om preve- og assayteknologier (for kontaktinformasjon, se baksiden eller
besak www.giagen.com).

Kommentarer og forslag

Intet signal med positive kontroller (VZV RG QS 1-4) i
fluorescenskanal Cycling Green

a)

Valgt fluorescenskanal
for PCR-analyse
oppfyller ikke
protokollen

Feil programmering av
temperaturprofilen for
Rotor-Gene-instrument

Feil konfigurering av
PCR

Oppbevarings-
forholdene for en eller
flere kit-komponenter
var ikke i samsvar med
anvisningene angitt i
"Fehler! Verweisquelle
konnte nicht gefunden
werden. og hdndtering
av reagenser” (side

Fehler! Textmarke nicht

definiert.)

artus VZV RG PCR Kit
er utlgpt

artus VZV RG PCR Kit-h&andbok

12/2014

For dataanalysen velg fluorescenskanal Cycling
Green for analytisk VZV-PCR og
fluorescenskanal Cycling Orange for
internkontroll av PCR.

Sammenlign temperaturprofilen med
protokollen. Se “Protokoll: PCR og dataanalyse”,
side 9.

Kontroller dine arbeidstrinn ved hjelp av
pipetteringsskjemaet og gjenta PCR hvis
nedvendig. Se “Protokoll: PCR og dataanalyse”,
side 9.

Kontroller reagensenes oppbevaringsforhold og
utlepsdato (se kitets etikett) og bruk et nytt kit
hvis nadvendig.

Kontroller reagensenes oppbevaringsforhold og
utlepsdato (se kitets etikett) og bruk et nytt kit
hvis nedvendig.
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Kommentarer og forslag

Svakt eller intet signal i den interne kontrollen til en negativ CSF-prove
utsatt for rensing ved hjelp av EZ1 DSP Virus Kit i fluorescenskanal
Cycling Orange og samtidig fraveer av et signal i Cycling Green-
kanalen

a) PCR-forholdene oppfyller Kontroller PCR-forholdene (se ovenfor) og

ikke protokollen gjenta PCR med korrigerte innstillinger, hvis
nedvendig.
b) PCR var inhibert Pass pd& & bruke den anbefalte

isoleringsmetoden og felg neyaktig
produsentens anvisninger.

c) DNA ble tapt under Hvis den interne kontrollen ble tilfayd i
ekstrahering ekstraheringen, kan et fravaerende signal av
den interne kontrollen indikere tap av DNA
under ekstraheringen. Pass p& & bruke den
anbefalte isoleringsmetoden (se “DNA-
isolering”, side 7) og felg neyaktig
produsentens anvisninger.

d) Oppbevaringsforholdene Kontroller reagensenes oppbevaringsforhold
for en eller flere kit- og utlepsdato (se kitets etikett) og bruk et nytt
komponenter var ikke i kit hvis nedvendig.
samsvar med
anvisningene angitt i
"Fehler! Verweisquelle
konnte nicht gefunden
werden. og handtering
av reagenser” (side
Fehler! Textmarke nicht
definiert.)

e) artus VZV RG PCR Kit er  Kontroller reagensenes oppbevaringsforhold
utlept og utlgpsdato (se kitets etikett) og bruk et nytt
kit hvis nedvendig.
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Kommentarer og forslag

Signaler med de negative kontrollene i fluorescenskanal Cycling
Green i analytisk PCR

a) Det oppsto kontaminasjon Gjenta PCR med nye reagenser i replikater.

under preparering av PCR Hvis mulig, lukk PCR-rarene rett etter
tilsetning av preven som skal testes.

Pass p& & pipettere den positive kontrollen
sist.

Pass p& at arbeidsplassen og instrumentene
dekontamineres ved regelmessige intervaller.

b) Det oppsto kontaminasjon Gjenta ekstraheringen og PCR av preven som
under ekstrahering skal testes med nye reagenser.

Pass p& at arbeidsplassen og instrumentene
dekontamineres ved regelmessige intervaller.

Kvalitetskontroll

| henhold til QIAGENSs ISO-sertifiserte kvalitetsstyringssystem, testes hvert parti
av artus VZV RG PCR Kit mot forhdndsfastsatte spesifikasjoner for & sikre
konsistent produktkvalitet.

Produktets bruksbegrensninger

Produktet skal kun brukes av personell som er spesielt instruert og oppleert i in
vitro diagnostiske prosedyrer.

Det kreves streng overholdelse av brukerhdndboken for optimale PCR-
resultater.

Det ber utvises pdpasselighet mht. utlepsdatoer trykt pd esken og etikettene til
alle komponenter. lkke bruk utlepte komponenter.

Selv om det er sjelden, kan mutasjoner i de svaert konserverte regionene av det
virale genomet som dekkes av kitets primere og/eller probe fare fil
underkvantitering eller unnlatelse av & detektere viruset i slike tilfeller.
Assayutformingens validitet og ytelse gjennomgds ved jevne mellomrom.

Ytelsesegenskaper
Analytisk sensibilitet

For & fastsl& den analytiske sensibiliteten til artus VZV RG PCR Kit, ble
det utarbeidet en fortynningsserie med VZV genomisk DNA fra 10 til
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0,001 kopier/ul som ble analysert pd Rotor-Gene 6000 i kombinasjon

med artus VZV RG PCR Kit. Testingen ble utfert p& 3 forskjellige dager med

8 replikater. Resultatene ble fastslétt av en probit-analyse. En grafisk illustrasjon
av probitanalysen p& Rotor-Gene 6000 vises i figur 10. Den analytiske
deteksjonsbegrensningen av artus VZV RG PCR Kit i kombinasjon med Rotor-
Gene MDx/Q/6000 er 0,136 kopier/ul (p = 0,05). Dette betyr at

0,136 kopier/ul kan detekteres med 95 % sannsynlighet.

25%

-0,86568 ~ 0,136 kopier/pl (95%)
(0,079 - 0,32 kopier/pl

Proporsjoner

logg (dose)

Figur 10. Probit-analyse: VZV (Rotor-Gene 6000). Analytisk sensibilitet til artus VZV RG
PCR Kit p& Rotor-Gene 6000.

Spesifisitet

Spesifisiteten til artus VZV RG PCR Kit sikres ferst og fremst ved valget av
primere og sonder, sé& vel som valget av strenge reaksjonsforhold. Primerne og
sondene ble undersakt for mulige homologier med alle publiserte sekvenser i
genbanker ved hjelp av sekvenssammenlignings-analyse. Detekterbarheten av
alle relevante genotyper blir p& denne méten sikret.

Dessuten ble spesifisiteten validert med 30 forskjellige VZV negative CSF-
praver. Disse genererte ingen signaler med VZV-spesifikke primere og sonder,
dette inkluderes i VZV RG Master.

En potensiell kryssreaktivitet av artus VZV RG PCR Kit ble testet ved hjelp av
kontrollgruppen angitt i tabell 4. Ingen av disse testede patogenene har veert
reaktive.

Tabell 4. Testing av kitets spesifisitet med potensielt kryssreaktive
patogener
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Internkontroll

vzv (Cycling

Kontrollgruppe (Cycling Green) Orange)
Humant herpesvirus 1

. . — +
(herpes simplex virus 1)
Humant herpesvirus 2

. . — +
(herpes simplex virus 2)
Humant herpesvirus 4

. . - +

(Epstein-Barr virus)
Humant herpesvirus 5 _ "
(cytomegalovirus)
Humant herpesvirus 6A - +
Humant herpesvirus 6B - +
Humant herpesvirus 7 - +
Humant herpesvirus 8 (Kaposis _ n
sarkom-forbundet herpesvirus)
Hepatitt A-virus - +
Hepatitt B-virus - I
Hepatitt C-virus - +
Humant immundefekt virus (HIV) - +
Humant T-celle leukemivirus 1 - +
Humant T-celle leukemivirus 2 - +
Enterovirus - +
Parvovirus B19 - +
Vest-Nil-virus — +

Noyaktighet

Neyaktighetsdata for artus VZV RG PCR Kit ble samlet via Rotor-Gene-

instrumenter og tillater fastsettelse av assayets totalvarians. Totalvariansen
bestér av intra-assay variabilitet (variabilitet av mangfoldige preveresultater av
samme konsentrasjon innenfor et eksperiment), inter-assay variabiliteten
(variabiliteten av mangfoldige resultater i assayet generert pd forskjellige

instrumenter av samme type utfert av forskjellige operaterer i et laboratorium)

artus VZV RG PCR Kit-handbok 12/2014
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og inter-parti variabiliteten (variabiliteten i assayets mangfoldige resultater ved
bruk av ulike partier). Dataene ble brukt til & beregne standardavviket,

variansen og varianskoeffisienten for den patogenspesifikke og internkontroll
PCR-en.

Noyaktighetsdata for artus VZV RG PCR ble samlet ved hjelp av
kvantiteringsstandarden med den laveste konsentrasjonen (QS 4; 10 kopier/ul).
Testingen ble utfart med 8 replikater. Neyaktighetsdata ble beregnet pé
grunnlag av amplifikasjonskurvenes C;-verdier (C;: terskelsyklus, se tabell 5,
side 24). Dessuten ble ngyaktighetsdata for kvantitative resultater i kopier/ul
fastslétt ved & bruke de tilsvarende Ci-verdiene (se tabell 6, side 24). P&
grunnlag av disse resultatene utgjer den totale statistiske spredningen av en
preve med nevnte konsentrasjon 0,45 % (C;) eller 8,32 % (konsentrasjon), og
2,81 % (C;) for deteksjon av den interne kontrollen. Disse verdiene er basert pé
helheten av alle enkeltverdiene av de fastslatte variabilitetene.

Robusthet

Bekreftet robusthet brukes til & fastsl& samlet feilrate for artus VZV RG PCR Kit.
30 VZV negative praver av CSF ble tilsatt 0,4 kopier/ul elusjonsvolum av VZV-
DNA (ca. trefoldig konsentrasjon av den analytiske sensibilitetsbegrensningen).
Etter ekstrahering ved hjelp av EZ1® DSP Virus Kit (se “DNA-isolering”, side 8),
ble disse prevene analysert med artus VZV RG PCR Kit. Feilraten for alle 30
praver var 0 %. Dessuten ble robustheten til den interne kontrollen vurdert ved
rensing og analyse av 30 VZV negative CSF-praver. Total feilrate var 0 %.
Inhibisjoner ble ikke observert. Dermed er robustheten for artus VZV RG PCR
Kit >99 %.

Reproduserbarhet

Data for reproduserbarheten tillater regelmessig ytelsesvurdering av artus VZV
RG PCR Kit s& vel som en effektivitetssammenligning med andre produkter.
Disse dataene skaffes via deltakelse i etablerte programmer som maéler
laboratorieteknikernes kyndighet.

24 artus VZV RG PCR Kit-handbok 12/2014



Tabell 5. Neyaktighetsdata pé& grunnlag av C;-verdier

Variasjons-

Standardavvik Varians koeffisient (%)
Intra-assay variabilitet:
VZV QS 4 0,08 0,01 0,26
Intra-assay variabilitet: 0,04 0,002 017
Internkontroll
Inter-assay variabilitet:
VZV QS 4 0,15 0,02 0,5
Inter-assay variabilitet: 0,39 0,15 1 63
Internkontroll
Inter-parti variabilitet:
VZV QS 4 0,1 0,01 0,34
Inter-parti variabilitet: 0,66 0,43 2 65
Internkontroll
Totalvarians:
VZV QS 4 0,13 0,02 0,45
Totalvarians: 0,68 0,47 2 81
Internkontroll
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Tabell 6. Noyaktighetsdata pé& grunnlag av de kvantitative resultatene
(i kopier/ul)

Variasjons-
Standardavvik  Varians koeffisient (%)
{721(?-(3252)/ variabilitet: 0,5 0.25 5 46
yzfc\elr-cg;szy variabilitet: 0,85 0.72 -
Ulz’rslr-(ggr;rli variabilitet: 0,75 0.56 7 67
\-I;?\(/Jlécsrijnsz 0,81 0,66 8,32

|
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Referanser

QIAGEN vedlikeholder en stor, oppdatert online database med vitenskapelige
publikasjoner som bruker QIAGEN-produkter. Omfattende sgkealternativer lar
deg finne artiklene du trenger, enten med et vanlig nekkelordsak eller ved &
spesifisere anvendelsen, forskningsomrddet, tittel, osv.

For en komplett liste med referanser, bessk QIAGENS referansedatabase online
p& www.giagen.com/RefDB/search.asp eller ta kontakt med QIAGEN teknisk
service eller din lokale forhandler.

Symboler
W <N> Inneholder reagenser for <N> tester
E Bruk innen
IVD In vitro diagnostisk medisinsk utstyr
REF Katalognummer
LOT Partinummer
MAT Materialenummer
COMP Komponenter
CONT Inneholder
NUM Nummer

Temperaturbegrensninger

‘ Lovlig produsent

Se informasjon i h&ndboken
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Kontaktinformasjon

For teknisk assistanse og mer informasjon, besak vart Technical Support Center

(tekniske stettesenter) p& www.giagen.com/Support eller ring en av vére
QIAGEN tekniske serviceavdelinger eller lokale forhandlere (se baksiden eller

besgk www.qgiagen.com).
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Bestillingsinformasjon
Produkt

Innhold Kat.nr.

artus VZV RG PCR Kit (24)

artus VZV RG PCR Kit (96)

For 24 reaksjoner: 4502263
Hovedblanding,

magnesiumlasning, 4
kvantiteringsstandarder,

internkontroll, vann (PCR-

grad)

For 96 reaksjoner: 4502265
Hovedblanding,

magnesiumlasning, 4
kvantiteringsstandarder,

internkontroll, vann (PCR-

grad)

EASYartus VZV RG PCR Kits — for integrert automatisert
proverensing og patogen deteksjon, i fullt samsvar med CE-

IVD
EASYartus VZV RG PCR Kit 1

EASYartus VZV RG PCR Kit 2

For 48 virale nukleinsyre- EA10223
prepareringer og 24

assayer: 1 x EZ1 DSP Virus

Kit, 1 x artus VZV RG PCR

Kit (24)

For 48 virale nukleinsyre- EA10224
prepareringer og 48

assayer: 1 x EZ1 DSP Virus

Kit, 2 x artus VZV RG PCR

Kit (24)

EZ1 DSP Virus Kit - for automatisert, simultan rensing av
viral DNA og RNA fra 1-14 human plasma-, serum- eller

CSF-prover
EZ1 DSP Virus Kit (48)

Rotor-Gene Q MDx og tilbeher

artus VZV RG PCR Kit-handbok 12/2014

For 48 virale nukleinsyre- 62724
prepareringer: ferdigfylte
reagens-patroner, engangs-
spissholdere, engangs-

filterspisser, proverer,

elusjonsrer, buffere, baerer-

RNA

29



Produkt

Innhold Kat.nr.

Rotor-Gene Q MDx 5plex Platform

Rotor-Gene Q MDx 5plex System

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
Platform

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
System

30

Sanntids PCR-sykler med 5 9002022
kanaler (grenn, gul,

oransje, red, karmosinrad),

bserbar datamaskin,

software, tilbehor:

inkluderer 1-ars garanti pé

deler og arbeid, installasjon

og oppleering ikke inkludert

Sanntids PCR-sykler med 5 9002023
kanaler (grenn, gul,

oransje, red, karmosinrad),

baerbar datamaskin,

software, tilbehor:

inkluderer 1-ars garanti pé

deler og arbeid, installasjon

og oppleering

Sanntids PCR-sykler og 9002032
"smelteanalysator med hay
opplasning”-analysator med

5 kanaler (grenn, gul,

oransje, red, karmosinrad)

pluss HRM-kanal, baerbar

datamaskin, software,

tilbeher: inkluderer 1-ars

garanti p& deler og arbeid,

installasjon og oppleering

ikke inkludert

Sanntid PCR-sykler og 9002033
“smelteanalysator med hay
opplasning”-analysator med

5 kanaler (grenn, gul,

oransje, red, karmosinrad)

pluss HRM-kanal, baerbar

datamaskin, software,

tilbeher: inkluderer 1-8rs

garanti pd deler og arbeid,

installasjon og oppleering
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Produkt

Innhold

Kat.nr.

Rotor-Gene Q MDx éplex Platform

Rotor-Gene Q MDx éplex System

Loading Block
72 x 0,1 ml Tubes

Loading Block
96 x 0,2 ml Tubes

Strip Tubes and Caps, 0,1 ml (250)

Strip Tubes and Caps, 0,1 ml

(2500)

PCR Tubes, 0,2 ml (1000)

PCR Tubes, 0,2 ml (10 000)

Sanntids PCR-instrument
med 6 kanaler (bl&, grenn,
gul, oransje, red,
karmosinrad), baerbar
datamaskin, software,
tilbeher: inkluderer 1-ars
garanti pd deler og arbeid,
installasjon og oppleering

ikke inkludert

Sanntids PCR-instrument
med 6 kanaler (bl&, grenn,
gul, oransje, red,
karmosinrad), baerbar
datamaskin, software,
tilbehar: inkluderer 1-ars
garanti p& deler og arbeid,
installasjon og oppleering

Aluminiumsblokk for
manuell reaksjonsoppsett
med enkelkanal-pipett i 72
x 0,1 ml rer

Aluminiumsblokk for
manuell reaksjonsoppsett i
standard 8 x 12 oppstilling
med 96 x 0,2 ml rer

250 remser med 4 rer og
hetter for 1000 reaksjoner

10 x 250 remser med 4 ror
og hetter for 10 000
reaksjoner

1000 tynnveggede rer for
1000 reaksjoner

10 x 1000 tynnveggede rar
for 10 000 reaksjoner

9002042

9002043

9018901

9018905

981103

981106

981005

981008

For oppdatert lisensieringsinformasjon og produkt-spesifikke fraskrivelser, se
henholdsvis QIAGEN kitets hdndbok eller brukerhdndbok. QIAGEN kit-
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h&ndbgker og brukerh&ndbgker er tilgjengelige p& www.giagen.com eller kan
f&s fra QIAGEN teknisk service eller din lokale forhandler.
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Denne siden er med hensikt ubeskrevet
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Kiep av dette produktet lar kigperen bruke det til & utfere diagnostiske tienester for human in vitro diagnostikk. Det gis herved ingen generell patent
eller annen lisens av hvilket som helst slag bortsett fra denne spesifikke bruksretten for kjep.

Varemerker: QIAGEN®, artus®, EASYartus®, EZ1%; Rotor-Gene® (QIAGEN Group).

Begrenset lisensavtale

Bruk av dette produktet betyr at kisperen eller brukeren av artus VZV RG PCR Kit samtykker i folgende betingelser:

1.

o & LN

artus VZV RG PCR Kit kan utelukkende brukes i henhold til artus VZV RG PCR Kit-hYndbok og anvendes kun med komponentene inkludert i kitet.
QIAGEN gir ingen lisens under dets &ndsverk til & bruke eller inkorporere komponentene inkludert i dette kitet med andre komponenter som
ikke er inkludert i dette kitet bortsett fra det som beskrives i VZV RG PCR Kit-hYndbok og i ytterligere protokoller tilgiengelige p&
www.giagen.com.

Andre enn de uttrykkelige nevnte lisensene, garanterer ikke QIAGEN at dette kitet og/eller dets bruk ikke krenker tredjeparts rettigheter.
Dette kitet og dets komponenter er lisensiert for engangsbruk og kan ikke brukes, renoveres eller selges pé& nytt.
QIAGEN frasier seg spesielt alle andre lisenser, uttrykkelige eller underforstétte, unntatt dem som uttrykkelig nevnes.

Kieperen og brukeren av kitet samtykker i at de ikke vil ta eller tillate noen andre & ta evt. skritt som kan lede til eller fasilitere tiltak som forbys
ovenfor. QIAGEN kan hé&ndheve forbudene i denne begrensede lisensavtalen ved enhver domstol, og skal bli tilkjent erstatning for alle dets
forskningskostnader og rettslige kostnader, innbefattet advokathonorarer, ved ethvert seksmél for & h&ndheve denne begrensede lisensavtalen
eller dets opphavsrett forbundet med kitet og/eller dets komponenter.

For oppdaterte lisensbetingelser, se www.giagen.com.

© 2009-2014 QIAGEN, alle rettigheter forbeholdt.



www.qiagen.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

Sample & Assay Technologies



