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Ugel pouziti

Souprava artus HHV-6 RG PCR Kit (96) je test pro diagnostiku in vitro zalozeny na
technologii PCR v realném case pro detekci, diferenciaci a kvantifikaci specifické DNA
lidského herpesviru 6A (HHV-6A) a lidského herpesviru 6B (HHV-6B).

Shrnuti a vysvétleni

Souprava artus HHV-6 RG PCR Kit je systém k pfimému pouziti pro detekci specifické DNA
viru HHV-6A a HHV-6B s pomoci PCR v realném c&ase v pfistrojich Rotor-Gene Q. Test
obsahuje heterologni amplifikaéni systém (interni kontrolu) pro prakaz potencialni inhibice
PCR a pro potvrzeni neporuSenosti reagencii soupravy.

Informace o patogenech

HHV-6 je spolecny nazev dvou blizce pfibuznych vird HHV-6A a HHV-6B. Jsou to dva z
deviti herpesvird, o nichz je znamo, Ze vyvolavaji infekci u lidi. Patfi do rodu Roseolovirus v
podCeledi Betaherpesvirinae. K primarni infekci virem HHV-6 nejcastéji dochazi v détském
véku do dvou let. K symptomum patfi horecka, prlijem a exanthema subitum, coz je vyrazka
obecné znama jako rdzovka. Po&atecni infekce mize v nékterych pfipadech vést k febrilnim
kfe€im, encefalitidé nebo nelstupnym kfe¢im. Virus po primarni infekci zUstava v organismu
latentni.

V priibéhu Zivota muze dojit k reaktivaci latentniho viru HHV-6. Klinické projevy reaktivace
mohou mit vliv na fadu mist v organismu, nap¥. na mozek, plice, srdce, ledviny a travici trakt.
Reaktivace viru HHV-6 v mozkové tkani je spojena s neurologickymi poruchami a ve
vzacnych pfipadech muaze vést k poruse kognitivnich funkci, trvalé invalidité a smrti.
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Zatimco virus HHV-6B je pfi¢inou klinickych projevd u imunokompromitovanych pacientt
audéti v USA, Japonsku a Evropé, HHV-6A prevliada u déti v Africe. HHV-6A se Casto
objevuje u pacientd s chronickymi neurologickymi chorobami — zejména zanétlivymi
onemocnénimi  nervového systému, jako napf. roztrouSenou sklerézou (RS)
a rhomboencefalitidou.

Princip testu

HHV-6 RG Master A a HHV-6 RG Master B obsahuji reagencie a enzymy pro specifickou
amplifikaci cilovych Usekd v genomech HHV-6A a HHV-6B a také pro pfimou detekci
specifického amplikonu ve fluorescenénich kanalech Cycling Green a Cycling Red pfistrojl
Rotor-Gene Q.

Souprava artus HHV-6 RG PCR Kit dale obsahuje heterologni amplifikacni systém pro
Zjisténi potencialnich chyb v pribéhu analyzy. Je detekovan jako interni kontrola (Internal

Control, IC) ve fluorescenénim kanalu Cycling Yellow pfistroju Rotor-Gene Q.

Sondy specifické pro DNA viru HHV-6A jsou oznaceny fluoroforem FAM™, kdezto sondy
specifické pro DNA viru HHV-6B jsou oznaceny fluoroforem, ktery vykazuje stejné
charakteristiky jako Cy®5. Sonda specificka pro interni kontrolu je oznacena fluoroforem
JOE™. Pouziti sond oznacenych spektralné rozliSitelnymi fluorofory umozriuje souasnou
detekci a kvantifikaci DNA specifické pro viry HHV-6A a HHV-6B a dale detekci interni
kontroly v odpovidajicich kandlech pfistroje Rotor-Gene Q.
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Obsah soupravy

artus HHV-6 RG PCR Kit (96)
Katalogové ¢islo 4521265
Pocet reakci 96
Modra HHV-6 RG Master A 8% 60 pl
Fialova HHV-6 RG Master B 8x 180 pl
Zelena HHV-6 RG IC 1% 1000 pl
Cervena HHV-6 RG QS* 4% 250 pl
Bila H20 1% 500 pl
Prirucka 1

*Souprava artus HHV-6 RG PCR Kit obsahuje 4 kvantifika¢ni standardy (Quantification Standards, QS1-QS4).
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Potrebny material, ktery neni soucCasti dodavky

Pfed pouZzitim zajistéte, aby byly pfistroje zkontrolovany a nakalibrovany podle doporuceni

vyrobce.

Reagencie

QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN kat. €. 51304 nebo 51306; viz ,Extrakce DNA®,

strana 11)

Spotfebni material

0.1 ml Strip Tubes and Caps pro pouziti s rotorem o 72 jamkach (QIAGEN,
kat.¢. 981103 nebo 981106)

Beznukleazové zkumavky malo vazajici DNA do mikrocentrifugy na pfipravu master
mixa

Beznukleazové pipetovaci Spicky s aerosolovymi bariérami

Vybaveni

PFistroj Rotor-Gene Q MDx 5plex, Rotor-Gene Q 5plex nebo Rotor-Gene Q 6plex
Software pfistroje Rotor-Gene Q, verze 2.3.1 nebo vyssi

Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes, hlinikovy blok k ru¢ni pfipravé reakce (QIAGEN,
kat. €. 9018901)

Nastavitelné pipety vyhrazené k pfipravé vzorku

Nastavitelné pipety vyhrazené k pfipravé PCR master mixu

Nastavitelné pipety vyhrazené k davkovani templatu DNA

Vifivy mixér (vortex)

Stolni centrifuga s rotorem na zkumavky po 2 ml
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Varovani a bezpecnostni opatreni

Pro diagnostiku in vitro.
Pfed pouzitim testu si peclivé prectéte vSechny pokyny.
Varovani

Pfi praci s chemikaliemi vzdy pouZivejte vhodny laboratorni pracovni odév, jednordzové

pouzitelné rukavice a ochranné bryle.
Bezpecnostni opatfeni

® Pouziti tohoto produktu je omezeno na pracovniky, ktefi jsou specialné pouceni
a vyskoleni v technikach PCR v realném ¢ase a metodice diagnostiky in vitro.

® Se vzorky je nutné vzdy zachazet jako s infekénim a/nebo biologicky nebezpec¢nym
materidlem podle bezpecnych laboratornich postupu.

® Pfi manipulaci se vzorky vZdy pouzivejte jednorazové rukavice bez pudru, laboratorni
plast a ochranné bryle.

® Zamezte kontaminaci vzorku a soucasti soupravy mikroby a nukleazou
(DNazou/RNazou).

e Vzdy pouzivejte jednorazové pipetovaci Spicky bez DNazy/RNazy s aerosolovymi
bariérami.

® P¥i manipulaci se sou¢astmi soupravy vzdy pouZivejte ochranné jednorazove
nepudrované rukavice.

® Pro pfipravu vzorkd, pFipravu reakce a amplifikacni/detekéni €innosti pouzivejte
samostatné a oddélené pracovni prostory. Pracovni postup v laboratofi by mél
postupovat jednim smérem. Pro kazdy prostor pouZzivejte jednordzové rukavice a pred

vstupem do nich je vzdy vyménte.
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® Pro jednotlivé pracovni prostory pouzivejte samostatny spotfebni material a zafizeni
a nepfesouveijte je z jednoho prostoru do druhého.

e Pozitivni a/nebo potencialné pozitivni material uchovavejte oddélené od vSech
ostatnich soucasti soupravy.

® Neotvirejte reakéni zkumavky / desticky po amplifikaci, aby nedoslo ke kontaminaci
amplikony.

® Dodatec¢né kontroly Ize testovat podle smérnic ¢i pozadavka mistnich, statnich a/nebo
federalnich pfedpist nebo akreditacnich organizaci.

® Nepouzivejte soucasti soupravy, které exspirovaly.

® Vzorky a odpad z analyzy zlikvidujte v souladu s mistnimi bezpe€nostnimi pfedpisy.

Skladovani reagencii a manipulace s nimi

Soucasti soupravy

Souprava artus HHV-6 RG PCR Kit je dodavana na suchém ledu. Soucasti soupravy musi
byt dorueny zmrazené. Pokud jedna nebo vice sou€ésti nebudou po dorueni zmrazené,
nebo pokud doSlo béhem prepravy k poskozeni zkumavek, obratte se na oddéleni
technickych sluzeb QIAGEN s zadosti o pomoc. Po prevzeti vSechny sou&asti soupravy
skladujte pfi teploté —30 °C az —15 °C.

Reagencie oznacené Master nerozmrazujte a nezmrazujte vice nez dvakrat, sniZzuje se tim
Ucinnost analyzy. Jednotlivé reagencie zmrazte v alikvotnich mnozstvich, budou-li se
pouzivat nepravidelné&. Reagencie neskladujte pfi teploté 4 °C déle nez 2 hodiny. Reagencie
HHV-6 RG Master A a HHV-6 RG Master B chrarite pred svétlem.

Obsah soupravy artus HHV-6 RG PCR Kit:

dvé Master reagencie (HHV-6 RG Master A a HHV-6 RG Master B),
interni kontrola s templatem (HHV-6 RG IC),

¢tyfi kvantifikacni standardy (HHV-6 RG QS1-QS4),

voda v kvalité vhodné pro PCR (H20).
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KvantifikaCni standardy obsahuji standardizované koncentrace DNA specifické pro virus
HHV-6. Tyto kvantifikaéni standardy byly kalibrovany vici 1. mezinarodnimu standardu
WHO pro DNA lidského herpesviru 6B (HHV-6B) (kod NIBSC: 15/266) pro analyzy zaloZené
na technice amplifikace nukleovych kyselin (nucleic acid amplification testing, NAT) (1).

Pro kalibraci pozitivhiho materialu specifického pro virus HHV-6A v soupravé artus HHV-6
RG PCR Kit (96), byla pouzita analyza detekce nukleovych kyselin nerozliSujici HHV-6A
a HHV-6B (RealStar® HHV-4/-5/-6 PCR Kit 1.0). Kalibrace byla provedena analyzou podle
rovnobéznych pfimek pomoci pozitivniho materidlu specifického pro virus HHV-6A a 1.
mezinarodniho standardu WHO pro DNA lidského herpesviru 6B (HHV-6B). Kalibrace byla
potvrzena pomoci soupravy artus HHV-6 RG PCR Kit (96).

Tyto kvantifikani standardy je mozné pouzit jednotlivé jako pozitivni kontroly, nebo
spolecné k vytvoreni standardni krivky, kterou Ize pouzit ke stanoveni koncentrace DNA
specifické pro virus HHV-6A a/nebo HHV-6B ve vzorku. Koncentrace kvantifikacnich

standard( jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1. Koncentrace kvantifikaénich standardu

Koncentrace (1U/pl)

Kvantifikaéni standard HHV-6A HHV-6B
Qs1 10 000 10 000
QSs2 1000 1000
QS3 100 100
QSs4 10 10
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Postup

Extrakce DNA

Z DNA jsou amplifikovany specifické cilové sekvence vir6 HHV-6A a HHV-6B. Jelikoz
ucinnost analyzy zavisi na kvalité templatové DNA, pouzijte soupravu pro pfipravu vzorku,

ktera poskytuje DNA vhodnou pro pouZiti v havazujici PCR.

Pro purifikaci DNA pro pouziti se soupravou artus HHV-6 RG PCR Kit se doporucuje
souprava QlAamp DNA Mini Kit (QIAGEN kat. ¢. 51304 nebo 51306). Purifikaci DNA
provadéjte podle pokynl v prirucce k soupravé QIAamp DNA Mini.

Jelikoz promyvaci pufry v soupravé QlAamp DNA Mini Kit obsahuji ethanol, pfed eluci
provedte dodate¢nou centrifugaci. Odstfedovaci kolonku QlAamp Mini dejte do Cisté 2ml
sbérné zkumavky a zlikvidujte starou sbérnou zkumavku s filtratem. Centrifugujte ve stolni

centrifuze 10 minut pfi cca 17 000 x g (~13 000 ot./min.).

Dulezité: Pro ucinnost extrakce a stabilitu extrahované nukleové kyseliny je zasadni pouziti
nosi¢e RNA.

Dulezité: Ethanol je pfi PCR v realném ¢ase silny inhibitor. Jestlize vase souprava pro
pfipravu vzorku obsahuje promyvaci pufry s obsahem ethanolu, pfed eluci nukleové kyseliny
odstrarite v8echny stopy ethanolu.

Interni kontrola

Souprava artus HHV-6 RG PCR Kit obsahuje heterologni interni kontrolu, kterd méze byt
pouzita budto jako kontrola inhibice PCR, nebo jako kontrola postupu pfipravy vzorku
(extrakce nukleové kyseliny) a jako kontrola inhibice PCR (krok 2a, strana 13).
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Pokud je interni kontrola pouZita jako kontrola inhibice PCR a nikoli jako kontrola postupu
pripravy vzorku, pfidejte interni kontrolu pfimo do smési reagencii HHV-6 RG Master A
a HHV-6 RG Master B, jak je popsano v kroku 2b protokolu (strana 14).

Bez ohledu na to, kterou metodu/systém pro extrakci nukleové kyseliny pouZijete, se interni
kontrola nesmi pfidat pfimo do vzorku. Interni kontrolu je nutné vzdy pfidavat do smési
vzorku a lyzagniho pufru. Objem interni kontroly pfidavané do smési vzorku a lyzaéniho
pufru zavisi pouze na eluénim objemu a predstavuje 10 % elu€niho objemu. Pouzivate-li
napfiklad soupravu QlAamp DNA Mini Kit, DNA eluujete v 60 pl reagencie Buffer AE. Do
smési kazdého vzorku a lyzaéniho pufru proto pfidejte 6 ul interni kontroly.

Dulezité: Interni kontrolu a nosi¢ RNA nepfidavejte pfimo do vzorku.
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Protokol: Detekce DNA specifické pro virus HHV-6A a HHV-6B

Dulezité pokyny pred zahajenim

Pfed zahajenim postupu si pfectéte Cast ,Bezpecnostni opatfeni®, stranka 8.

PFed zahajenim procedury ziskejte zakladni informace o pfistroji Rotor-Gene Q. Viz
uzivatelska prirucka k pfistroiji.

Dbejte na to, aby do kazdého cyklu PCR byla zahrnuta alespori jedna pozitivni kontrola
a jedna negativni kontrola (voda v kvalité vhodné pro PCR).

Co je tfeba udélat, nez zacnete

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

VSechny reagencie se musi pred zacatkem testu zcela rozmrazit pfi pokojové teploté,
musi byt dobfe promichany (opakovany nabér pipetou a vypusténi pipety nebo kratky

vortex) a nasledné centrifugovany.

Postup

1.
2.

Umistéte pozadovany pocet zkumavek PCR do adaptérd chladiciho bloku.

Chcete-li pomoci interni kontroly sledovat jak izolaci DNA, tak moznou inhibici PCR,

postupujte podle kroku 2a. Chcete-li interni kontrolu pouzit vyhradné ke kontrole

inhibice PCR, postupujte podle kroku 2b.

Diulezité: Pokud byla interni kontrola pfidana béhem pfipravy vzorku, pak musi interni

kontrolu obsahovat minimalné negativni kontrola (coz neni negativni vzorek).

2a. Interni kontrola jiz byla pfidana k izolaci (viz ,Interni kontrola®“, strana 11). V tomto
pfipadé pfipravte smés Master Mix podle tabulky 2. Reakéni smés obvykle

obsahuje kromé vzorku v8echny slozky nutné k provedeni PCR.
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Tabulka 2. Pfiprava smési Master Mix (interni kontrola pouzita ke sledovani izolace DNA a ke kontrole

inhibice PCR)
Slozka 1 reakce 12 reakci
HHV-6 RG Master A 5 pl 60 pl
HHV-6 RG Master B 15 pl 180 ul
Celkovy objem 20 pl 240 pl
2b. Interni kontrolu je nutné pridat pfimo do smési HHV-6 RG Master A a HHV-6

Master B. V tomto pfipadé pfipravte smés Master Mix podle tabulky 3. Reakéni

smés obvykle obsahuje kromé vzorku v§echny slozky nutné k provedeni PCR.

Tabulka 3. Pfiprava smési Master Mix (interni kontrola pouzita vyhradné ke kontrole inhibice PCR)

Slozka 1 reakce 12 reakci
HHV-6 RG Master A 5l 60 pl
HHV-6 RG Master B 15 pl 180 ul
HHV-6 RG IC 1yl 12 ul
Celkovy objem 21 pl 252l

*

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

3. Do kazdé zkumavky PCR odméfte pipetou 20 ul smési Master Mix. Nasledné pfidejte

10 pl eludtu z izolace DNA a fadné smés promichejte opakovanym nabérem

a vypusténim pipety. Obdobné pfidejte 10 ul pozitivni kontroly nebo kvantifikaéniho

standardu nebo 10 ul vody (v kvalité vhodné pro PCR) jakozto negativni kontroly.

Ujistéte se, Ze je v kazdém cyklu alespon jedna pozitivni kontrola a jedna negativni

kontrola. Pro kvantifikaci pouzijte vSechny 4 kvantifikacni standardy (QS1-QS4).

Uzavrete zkumavky PCR. Ujistéte se, Zze v horni ¢asti rotoru je umistén pojistny

krouzek (pfisluSenstvi pfistroje Rotor-Gene Q).

Pro detekci DNA specifické pro virus HHV-6A a HHV-6B vytvorte teplotni profil podle

nasledujicich kroku:
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Nastaveni obecnych parametrd analyzy Obrazky 1, 2, 3, 4
Pocateéni aktivace hot-start enzymu Obrazek 5
Amplifikace DNA Obrazek 6
Nastaveni senzitivity fluorescenénich kanald Obrazek 7
Spusténi cyklu Obréazek 8

VSechny specifikace viz software pfistroje Rotor-Gene Q, verze 2.3.1 a vy$Si. Podrobnosti
k programovani pfistrojl Rotor-Gene naleznete v uZivatelské pfiruéce k pfistroji. Na obrazku
jsou tato nastaveni oramovéana silnou €ernou €arou.
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6. NejdFive otevrete dialogové okno New Run Wizard (Prdvodce novym cyklem) s verzi
Advanced (Pokrocila) a vyberte moznost Two Step (Ve dvou krocich) (obrazek 1).

Pokracujte kliknutim na tlacitko New (Novy).

A two step cyding
iprofile with data
acquisition on the
(Green channel,

A 1
‘!ITwo Step 2015-05-29 3 channel

@%ATMMWMFM...

i

Hep |

W Show This Screen When Software Opens

Obrazek 1. Dialogové okno New Run (Novy cyklus).
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7. 'V dalSim dialogovém okné New Run Wizard (Priivodce novym cyklem) (obrazek 2)
zaSkrtnéte policko Locking Ring Attached (Pojistny krouzek nasazen) a kliknéte na
tlaCitko Next (DalSi).

e . ==

Welcome to the Advanced Run Wizard!

— Ruotar Type

36-Wel Rotor

Rotor-Disc 72
Rotor-Disc 100

W Locking Ring Attached

Skipwizard | < Back | e

Obrazek 2. Dialogové okno New Run Wizard (Privodce novym cyklem).
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8. Zvolte 30 jako objem reakce a kliknéte na tlaCitko Next (DalSi) (obrazek 3).

This screen displays misoellaneaus options far the run. Camplate the fiskds, ;Qli; Eﬁ“eldéls_i?:z -
clicking Mext when pou are ready to move to the nest page. e R rR s
: an an itern, haver
lpeio HIAGEN walr molse over the
N . itern for help. ou
Cl=sk can also click on a
combo box to digplay
help about itz
available zettings.
Reaction |3EI =2
Wolume [pL]: =1
Sample Layout : I'I, 23 LI
Skipwizard | << Back ||W|_@

Obrazek 3. Nastaveni obecnych parametrd analyzy.
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9. Kliknéte na tla¢itko Edit Profile (Upravit profil) v dalSim dialogovém okné& New Run
Wizard (Pravodce novym cyklem) (obrazek 4) a naprogramujte teplotni profil podle
obrazku 5-6.

Temperature Profile : Click thiz button ta
move to the previous
page in the wizard.
‘ ‘ Once the run has

begun, you cannat
go back and change
zettings on the first
bwo pages. In this

‘ ‘ cage, this button wil

be dizabled.
Edit Profile ... a

Channel Setup :

Mame | Sowce | Detector | Gain | Create Mew.. |
Green A70nm  5100m 533 Edit ‘
ellow B30nm  5550m 9.33 =
Orange  585nm  E10nm ] Edit Gain...
Red E25nm  BEOnm 5
Crimson  B80nm  710hp 7 Femove

7

HR M 460nm  510nm T |

Gain Optimizatior... H : >

Skip'wigard | << Back Hewt 55

Obrazek 4. Uprava profilu.
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@, 8 |

New Open SaveAs |

@
Help

The run will kake approximately 116 minute(s] to complete. The graph below represents the iun to be performed

AL RTREEL T ARTRR T ARY

Click an & cycle belo

Insert after. I
Insert before. I
Remove I

Hold Temperature: g5 |op
Hald Time : 10 |min: 0 | sec

Obrazek 5. Poc¢atecni aktivace hot-start enzymu.
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New Open SaveAs | Help

The run will take approximately 122 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click an a cycle belovy to madify it
Insert after...
Insert before. .

Remove

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

B0 seconds
Acquiring to Cycling & @

I~ LongRange
I~ Touchdown

This cycle repeats

58°C for B0 secs|

Obrazek 6. Amplifikace DNA.
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10. Meéfici rozsah fluorescencnich kanald je tfeba urcit podle fluorescenéni intenzity ve
zkumavkach PCR. Kliknutim na Gain Optimisation (Optimalizace zisku)
v dialogovém okné New Run Wizard (Privodce novym cyklem) (obrazek 4, krok 2)
otevrete dialogové okno Auto-Gain Optimisation Setup (Nastaveni automatické
optimalizace zisku) (obrazek 7). ZaSkrtnéte policko Perform Optimisation Before 1st
Acquisition (Provést optimalizaci pfed 1. pofizenim) (obrazek 7). Ujistéte se, Ze jsou
pro moznost Auto-Gain Optimisation (Automatické optimalizace zisku) (obrazek 7)
vybrany véechny tfi kanaly (Green (Zeleny), Red (Cerveny) a Yellow (Zluty)). (Kanaly
naleznete v rozeviraci nabidce pod polozkou Channel Settings (Nastaveni kanalu)
a kliknéte na tlacitko Add (PFidat).) Po dokonceni kalibrace zisku kliknéte na tlacitko
Close (Zavfit) v dialogovém okné Auto-Gain Optimisation Setup (Nastaveni
automatické optimalizace zisku).

,

Optimization

o Auto-Gain Optimization will read the fluoresence on the inzerted sample at
r\% different gain levels until it finds one at which the fluorescence levels are

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

Set temperature to |55 jdegrees.

Optimize Al | Optimize Acquiring |

I|7 Perform Optimization Before 13t Acquisition

™ Perform Optimisation At 53 Degrees At Beginning Of Run

Channel Settings :

[ ~| Aucld...

M ame | Tube Position | Min Aeading | Max Reading | Min Gain | Max Gain Edi.. |
R L
Yellow 1 5FI 10F -10 10 Remove All

Obrazek 7. Nastaveni senzitivity fluorescenénich kanald.
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11. Hodnoty vysledkd determinované kalibraci kanalt se automaticky ulozi a jsou
uvedené v seznamu v poslednim okné programovaci procedury (obrazek 8). Kliknéte
na tlacitko Start Run (Spustit cyklus).

Setting I " alue i
Green Gain 933

Red Gain 10

Yellow Gain 10

Auto-Gain O ptimisation Before First Acquisition
Fataor T2/l Raotar

Sample Layout To2idy a
Fieaction Yalurme [in microliters] 30

Start Run

Once you've confirmed that your run setings are corect, click Start Bun to Save Template I

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

New Run Wizard

Surnmary :

Skip Wizard <¢ Back

Obrazek 8. Spusténi cyklu.

12. Po dokonéeni zpracovani data analyzujte (viz ,Interpretace vysledkd®, strana 24).
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Interpretace vysledku

Platnost cyklu

Platny kvalitativni cyklus

Aby byl kvalitativni cyklus platny, musi byt spinény nasledujici podminky kontroly (tabulka 4).

Tabulka 4. Podminky kontroly pro platnost kvalitativniho cyklu

Detekéni kanal

ID kontroly Cycling Green Cycling Red Cycling Yellow
Pozitivni kontrola (QS) POSITIVE (POZITIVNI) POSITIVE (POZITIVNI) POSITIVE (POZITIVNI)
Negativni kontrola NEGATIVE (NEGATIVNI) NEGATIVE (NEGATIVNI)  POSITIVE (POZITIVNI)

Neplatny kvalitativni cyklus

Kvalitativni cyklus je neplatny, pokud cyklus nebyl dokonéen nebo pokud nebyla spinéna

néktera z podminek kontroly pro platnost kvalitativniho cyklu.

V pfipadé neplatného kvalitativnino cyklu zopakujte PCR nebo znovu extrahujte DNA
z pavodnich vzork(, pokud Zzadna DNA nezbyla.
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Platny kvantitativni cyklus

Kvantitativni cyklus je platny, pokud byly spinény vSechny podminky kontroly pro platnost
kvalitativniho cyklu (viz tabulka 4). Pro pfesné vysledky kvantifikace je dale nutné vytvofit
platnou standardni kfivku. Aby byl kvantitativni cyklus platny, musi mit standardni kfivka
nasledujici hodnoty kontrolnich parametri (tabulka 5).

Tabulka 5. Kontrolni parametry pro platnost standardni kfivky

Kontrolni parametr Platna hodnota
Sklon -3,743/-2,765
Uginnost PCR 85 % /130 %

R na druhou (R?) >0,98

Neplatny kvantitativni cyklus

Kvantitativni cyklus je neplatny, pokud cyklus nebyl dokonéen nebo pokud nebyla spinéna

néktera z podminek kontroly pro platnost kvantitativniho cyklu.

V pfipadé neplatného kvantitativniho cyklu zopakujte PCR nebo znovu extrahujte DNA

z plGvodnich vzorkd, pokud Zadna DNA nezbyla.
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Kvalitativni analyza

Souhrn interpretace vysledku je uveden v tabulce 6.

Tabulka 6. Souhrn interpretace vysledku

Detekéni kanal
ID vzorku Cycling Green Cycling Red Cycling Yellow Interpretace vysledku
A POSITIVE | POSITIVE | POSITIVE | Detekovana DNA specificka
(POZITIVNI) (POZITIVNI)* (POZITIVNIyt pro HHV-6A a HHV-6B.
B POSITIVE | NEGATIVE | POSITIVE | Detekovana DNA specificka
(POZITIVNI) (NEGATIVNI)* (POZITIVNIy* pro HHV-6A.
c NEGATIVE POSITIVE | POSITIVE | Detekovana DNA specificka
(NEGATIVNI) (POZITIVNI) (POZITIVNI)t pro HHV-6B.
Nebyla detekovana DNA
specificka pro HHV-6A ani
D NEGATIVE NEGATIVE POSITIVE | HHV-6B. Vzorek
(NEGATIVNI) (NEGATIVNI) (POZITIVNI) neobsahuje detekovatelna
mnozstvi DNA specifické
pro HHV-6A nebo HHV-6B.
Inhibice PCR nebo selhani
reagencie. Zopakujte
E NEGATIVE NEGATIVE NEGATIVE | postup s vyuZitim
(NEGATIVNI) (NEGATIVNI) (NEGATIVNI) ptivodniho vzorku nebo
odeberte a analyzujte novy
vzorek.

*Vzhledem k novym tdajim o sekvenci nelze vyloucit kiizovou reaktivitu systému detekce specifické pro virus
HHV-6B s nékterymi kmeny viru HHV-6A. Tyto kmeny zpUsobi slaby signal v detekénim kanalu pro HHV-6B

(Cycling Red) vedle signalu v detekénim kanalu pro HHV-6A (Cycling Green).

T Detekce interni kontroly v kanalu Cycling Yellow neni pro pozitivni vysledky v detekénim kanalu Cycling Green
nebo v detekénim kanalu Cycling Red nutna. Vysoka zatéz viru HHV-6A nebo HHV-6B ve vzorku mlze vést ke
snizenym signaltim interni kontroly nebo k jejich absenci.
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Kvantitativni analyza

Souprava artus HHV-6 RG PCR Kit obsahuje 4 kvantifikacni standardy (QS). Aby bylo
mozné vytvofit standardni kfivku pro kvantitativni analyzu, musi byt definovany jako
standardy s vhodnymi koncentracemi (tabulka 1, strana 10). Standardni kfivku pro
kvantitativni analyzu Ize vytvofit pomoci standard(l o znamych koncentracich.

Ct=mlog(No) + b

® Cr = prahovy cyklus

® m = sklon

® Np = poc¢atecni koncentrace

® b = prusecik

Koncentrace pozitivnich vzorkl s neznamou koncentraci Ize odvodit ze standardni kfivky
(obrazek 9).

No = 10(C;-o/m
A B
QS1-4
[0} [
e Pozitivni 2 b
>
@ [ /
8 2
u_g_ Negativni /-fc: .
a

Cislo cyklu Logaritmus koncentrace

Obrazek 9. Kvantifikaéni standardy, pozitivni a negativni vzorek zobrazené v amplifikaénim grafu (A)
a analyze standardni kfivky (B).
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Poznamka: Koncentrace vzorku je zobrazena v jednotkach 1U/ul a udavé koncentraci DNA

viru v eluatu.

Ke stanoveni virové zatéze v plvodnim vzorku se pouziva nasledujici vzorec.

Objem (eluat) [pl] x virova zatéz (eluat) [IU/ul]

Virova zatéz (vzorek) [IU/ml] =
Vstup vzorku [ml]
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Omezeni

® Pouziti tohoto produktu je omezeno na pracovniky, ktefi jsou specialné pouceni

a vyskoleni v technikach PCR v redlném Case a metodice diagnostiky in vitro.
® Zakladem spravné ucinnosti této analyzy je spravna laboratorni praxe.

® Vénujte mimofadnou péci zachovani Cistoty soucasti soupravy a nastaveni reakce.
Peclivé sledujte, zda reagencie neobsahuji necistoty ¢i nejsou kontaminované. Pfi
podezfeni na kontaminaci reagencie zlikvidujte.

® Pro optimalni ucinnost této analyzy je nutny spravny odbér, pfeprava, skladovani
a postupy zpracovani vzorkd.

e Tuto analyzu nepouzivejte pfimo na vzorku. Pfed pouzitim této analyzy provedte

prislusné postupy extrakce nukleovych kyselin.
® Pritomnost inhibitord PCR muze vést k fale$né negativnim ¢&i neplatnym vysledk{m.

® Potencialni mutace v cilovych oblastech genomu viru HHV-6A a/nebo HHV-6B
obsazené v primerech a/nebo sondach pouZzitych v soupravé mohou vést k tomu, Ze
patogeny nebudou zjistény.

® Stejné jako u kazdého diagnostického testu interpretujte vysledky ziskané pomoci
soupravy artus HHV-6 RG PCR Kit s pfihlédnutim ke vS§em klinickym a laboratornim

nalezdm.

® Vzhledem k novym Udajim o sekvenci nelze vylougit kfizovou reaktivitu systému
detekce specifické pro virus HHV-6B s nékterymi kmeny viru HHV-6A. Tyto kmeny
zplsobi slaby signal v detekénim kanalu pro HHV-6B (Cycling Red) vedle signalu
v detekénim kanalu pro HHV-6A (Cycling Green).
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Kontrola kvality

Kazda SarZe soupravy artus HHV-6 RG PCR Kit je testovana podle pfedem stanovenych

specifikaci, aby byla zaru¢ena jednotna kvalita produktu.

Charakteristiky ucinnosti

Specifické charakteristiky ucinnosti soupravy artus HHV-6 RG PCR Kit byly stanoveny
pomoci DNA specifické pro virus HHV-6A (kmen GS) a DNA specifické pro virus HHV-6B

(kmen Z-29) o znamych koncentracich.

Analyticka senzitivita

Analytickd senzitivita soupravy artus HHV-6 RG PCR Kit je definovana jako koncentrace
(pocet kopii v 1 I eluatu) DNA specifické pro virus HHV-6A nebo HHV-6B, kterou je mozné
stanovit s pravdépodobnosti = 95 %. Analytickd senzitivita byla stanovena analyzou série
fedéni DNA viru HHV-6A a DNA viru HHV-6B o znamé koncentraci (tabulky 7 a 8).

Tabulka 7. Vysledky PCR pouzité pro vypocet analytické senzitivity amplifikace specifické pro HHV-6A

Vstupni koncentrace .

(kopie/pl) Pocet replikatt Pocet pozitivnich Uspésnost (%)
3,33 18 18 100

1,05 18 18 100

0,33 18 11 61

0,11 18 10 56

0,03 18 3 17

0,01 18 1 6

0,003 18 1 6

0,001 18 0 0
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Tabulka 8. Vysledky PCR pouzité pro vypocet analytické senzitivity amplifikace specifické pro HHV-6B

Vstupni koncentrace i

(kopie/pl) Pocet replikatt Pocet pozitivnich Uspésnost (%)
10,50 18 18 100

3,33 36 36 100

1,05 18 16 89

0,33 18 8 44

0,11 18 1 6

0,03 18 3 17

0,01 18 1 6

0,003 18 0 0

Analyticka senzitivita soupravy artus HHV-6 RG PCR Kit, stanovena probitovou analyzou, je
u detekce DNA specifické pro virus HHV-6A 1,46 kopii/ul eluatu [95% interval spolehlivosti
(confidence interval, Cl): 0,72—4,57 kopii/ul] a analyticka senzitivita je u detekce DNA
specifické pro virus HHV-6B 2,58 kopii/ul eluatu (95% CI: 1,44—6,30 kopii/ul).

Analyticka specificita

Analytickd specificita soupravy artus HHV-6 RG PCR Kit je zajisténa peclivym vybérem
oligonukleotidu (primer(i a sond). Oligonukleotidy jsou kontrolovany sekvenéni analyzou,
porovnanim s vefejn& zndmymi sekvencemi k zajisténi, Ze jsou detekovany vSechny
relevantni genotypy viru HHV-6. Dale byla hodnocena specificita soupravy artus HHV-6 RG
PCR Kit testovanim panelu genomové DNA/RNA extrahované z jinych herpesvird nebo

jinych patogend, které jsou pro imunokompromitované pacienty relevantni (tabulka 9).
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Tabulka 9. Organismy testované na zkfizenou reaktivitu

Detekéni kanal

Cycling Green Cycling Red Cycling Yellow

Organismus (HHV-6A) (HHV-6B) (IC)

Herpes simplex virus 1 Negativni Negativni Platné
Herpes simplex virus 2 Negativni Negativni Platné
Virus varicella zoster Negativni Negativni Platné
Virus Espteina-Barrové Negativni Negativni Platné
Cytomegalovirus Negativni Negativni Platné
Lidsky herpesvirus 7 Negativni Negativni Platné
Lidsky herpesvirus 8 Negativni Negativni Platné
BK virus Negativni Negativni Platné
JC virus Negativni Negativni Platné
Parvovirus B19 Negativni Negativni Platné
Virus hepatitidy A Negativni Negativni Platné
Virus hepatitidy B Negativni Negativni Platné
Virus hepatitidy C Negativni Negativni Platné
Virus lidské imunodeficience 1 Negativni Negativni Platné

Souprava artus HHV-6 RG PCR Kit zkfizené nereagovala se zadnym z uvedenych

organismu.

Linearni oblast kvantifikace

Linearni oblast kvantifikace soupravy artus HHV-6 RG PCR Kit byla hodnocena analyzou

série logaritmickych fedéni DNA specifické pro virus HHV-6A a HHV-6B pomoci koncentraci

v rozsahu od 1x 108 do 10° kopii/ul (obrazek 10). Bylo analyzovano alespori 6 replikatt na

fedéni.

PFiruc¢ka pro soupravu artus HHV-6 RG PCR Kit 11/2019

32




Q
] y
c
2 A
o Wil o
5 /
A
o //' 7
S
= )
Cislo cyklu

Fluorescence
S
N

45

Cislo cyklu

45

log1o odhadované koncentrace

logio odhadované koncentrace

(kopie/pl)

(kopie/pl)

Y =0,9914x + 0,0849
R?=0,9996
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Y =0,9332x - 0,5573
R2=0,9998

100 300 500 7.00 900

log1o jmenovité koncentrace (kopie/ul)

Obrazek 10. Amplifikacni kfivky a linearni regresni analyzy rady fedéni DNA specifické pro virus HHV-6A (A)

a pro virus HHV-6B (B).

Linearni oblast kvantifikace soupravy artus HHV-6 RG PCR Kit zahrnuje interval alespof
7 rada velikosti DNA specifické pro virus HHV-6A a HHV-6B.

Presnost

Pfesnost soupravy artus HHV-6 RG PCR Kit byla stanovena variabilitou v ramci jedné

zkousky, variabilitou mezi riznymi zkouskami a variabilitou mezi rdznymi vyrobnimi Sarzemi.

33
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Udaje o variabilité jsou vyjadfeny pomoci smérodatné odchylky, rozptylu a variaéniho

koeficientu. Udaje vychazeji z kvantifikaéni analyzy definovanych koncentraci genomové
DNA viru HHV-6 DNA a z hodnot prahového cyklu (Ct) u interni kontroly (tabulky 10-12).
Z hlediska variability v ramci jedné zkousky, mezi rlznymi zkouSkami a mezi r{iznymi

Sarzemi bylo analyzovano alespon 6 replikatd z jednoho vzorku. Celkovy rozptyl byl

vypocten spojenim 3 analyz.

Tabulka 10. Pfesnost amplifikace HHV-6A

Systém specificky Pramérna konc.

Variaéni

pro HHV-6A (kopie/pl) Smérodatna odchylka Rozptyl koeficient (%)

Variabilita v ramci 22,07 2,75 7,56 12,50

jedné zkousky

Variabilita mezi 23,32 2,88 8,28 12,34

rdznymi zkouskami

Variabilita mezi 23,63 3,02 9,10 12,76

rdznymi Sarzemi

Celkovy rozptyl 23,94 2,85 8,12 11,90
Tabulka 11. Pfesnost amplifikace HHV-6B

Systém specificky Pramérna konc. Varia¢ni

pro HHV-6B (kopie/pl) Smérodatna odchylka Rozptyl koeficient (%)

Variabilita v rdmci 21,58 4,83 23,32 22,37

jedné zkousky

Variabilita mezi 25,55 3,62 13,10 14,17

riznymi zkouskami

Variabilita mezi 24,54 4,63 21,44 18,87

riznymi Sarzemi

Celkovy rozptyl 24,23 4,36 19,04 18,01
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Tabulka 12. Pfesnost amplifikace interni kontroly

Primérny prahovy Variaéni
Interni kontrola cyklus (Cv) Smérodatna odchylka Rozptyl koeficient (%)
Variabilita v rdmci 21,97 0,11 0,01 0,51
jedné zkousky
Variabilita mezi 21,98 0,09 0,01 0,40
riznymi zkouskami
Variabilita mezi 21,97 0,10 0,01 0,44
riznymi Sarzemi
Celkovy rozptyl 21,97 0,09 0,01 0,39

Diagnostické hodnoceni

Diagnostickd senzitivita a specificita soupravy artus HHV-6 RG PCR Kit je pravidelné
hodnocena analyzovanim referenénich a diagnostickych vzork(, jez byly dfive analyzovany

referen¢nimi metodami (tabulka 13).

Tabulka 13. Diagnostické hodnoceni soupravy artus HHV-6 RG PCR Kit

artus HHV-6 RG PCR Kit

HHV-6A HHV-6B NEGATIVNI
- HHV-6A 8 0 0
g s HHV-6B 0 19 0
ﬁ aé NEGATIVNi 0 0 3
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Opakovatelnost

Specificita, senzitivita a pfesnost kvantifikace pomoci soupravy artus HHV-6 PCR Kit byly

hodnoceny analyzovanim uznavanych paneld pro testovani zpulsobilosti pro HHV-6. K

zajisténi opakovatelnosti soupravy artus HHV-6 RG PCR Kit je specificita a senzitivita

hodnocena pravidelnym analyzovanim uznavanych panelli pro testovani zpusobilosti pro

HHV-6 a téZ charakterizovanych diagnostickych vzorkd (tabulka 14).

Tabulka 14. Vysledky analyzy panelu pro testovani zpusobilosti pro HHV-6 (QCMD)

Panel pro testovani zpusobilosti

artus HHV-6 RG PCR Kit

Predpokladana | Zjisténa konc. Zjisténa konc.

konc. HHV-6A HHV-6B Interni
ID vzorku Obsah vzorku (kopie/ml) (kopie/ml) (kopie/ml) kontrola
HHV6DNA14-01 HHV-6B 1002 - 474 Platné
HHV6DNA14-02 HHV-6A 596 94 - Platné
HHV6DNA14-03 HHV-6A 3020 522 - Platné
HHV6DNA14-04 HHV-6A 171 66 - Platné
HHV6DNA14-05 HHV-6B 10 000 - 6330 Platné
HHVEDNA14-06 HHV-6B 294 - 93 Platné
HHV6DNA14-07 HCMV - - - Platné
HHV6DNA14-08 HHV-6 negativni - - - Platné
HHV6DNA14-09 HHV-6B 843 - 894 Platné
HHV6DNA14-10 HHV-6B 8954 - 9300 Platné
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Symboly

V tomto navodu k pouziti se pouzivaji symboly uvedené v nasledujici tabulce.

Symbol Definice symbolu

Obsahuje reagencie dostacujici pro 96 testa

96
|VD Zdravotnicky prostfedek pro diagnostiku in vitro
REF Katalogoveé &islo
LOT Cislo 3arze

Teplotni rozmezi

{

Vyrobce
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Symbol Definice symbolu

Pouzijte do

Cislo materialu

GTIN Globalni &islo obchodni polozky (GTIN)

Dalsi informace viz navod k pouziti

= BB

Pfirucka pro soupravu artus HHV-6 RG PCR Kit 11/2019

38



Reseni problém

Védci z technické podpory QIAGEN vzdy radi zodpovi VaSe otazky ohledné udaji a/nebo
protokoll v tomto manualu i obecné k technologiim pro pfipravu vzorkl a jejich rozbory
(moznosti navazani kontaktu viz zadni strana nebo navstivte www.qiagen.com).

Literatura

1. Govind, S., Hockley, J., Morris, C., and the Collaborative Study Group. Collaborative
Study to establish the 1st WHO International Standard for Human Herpes Virus 6B
(HHV-6B) DNA for nucleic acid amplification technique (NAT)-based assays. WHOECBS
Report, 2017. http://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/260259/WHO-BS-
2017.2321-eng.pdf.
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Informace pro objednani

Produkt

Obsah

Kat. ¢.

artus HHV-6 RG PCR Kit (96)

QlAamp DNA Mini Kit (50)

QlAamp DNA Mini Kit (250)

Rotor-Gene Q a prisluSenstvi

Rotor-Gene Q MDx 5plex
System

Rotor-Gene Q MDx 5plex
Platform

Pro 96 reakci: Master A, Master B,
4 kvantifikacni standardy, interni
kontrola, H20 (voda v kvalité vhodné
pro PCR)

Pro 50 stanoveni DNA:

50 centrifugacnich kolonek QlAamp
Mini, proteinaza K, reagencie, pufry,
sbérné zkumavky (2 ml)

Pro 250 stanoveni DNA:

250 centrifugaénich kolonek QlAamp
Mini, proteinaza K, reagencie, pufry,
sbérné zkumavky (2 ml)

Cyklér pro PCR v realném Case

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

Cyklér pro PCR v realném case

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

4521265

51304

51306

9002023

9002022
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Produkt

Obsah

Kat. ¢.

Rotor-Gene Q 5plex Priority
Package Plus

Rotor-Gene Q 5plex Priority
Package

Rotor-Gene Q 5plex System

Rotor-Gene Q 5plex Platform

Cyklér pro PCR v readlném Case

s 5 kanaly (zeleny, Zluty, oranzovy,
¢erveny, purpurovy), notebook,
software, pfisluSenstvi: zahrnuje
bali¢ek Priority Package se
softwarem, instalaci, Skolenim, tfiletou
zaruku na soucasti a servis

a 3 preventivni servisni navstévy

Cyklér pro PCR v realném Case

s 5 kanaly (zeleny, Zluty, oranzovy,
¢erveny, purpurovy), notebook,
software, pfisluSenstvi: zahrnuje
bali¢ek Priority Package se
softwarem, instalaci, Skolenim,
dvouletou zaruku na soucasti a servis
a 2 preventivni servisni navstévy

Cyklér pro PCR v realném case

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

Cyklér pro PCR v realném Case

s 5 kanaly (zeleny, Zluty, oranZovy,
Cerveny, purpurovy), notebook,
software, pfisluSenstvi: zahrnuje roéni
zaruku na soucasti a servis bez
instalace a Skoleni

9001866

9001865

9001640

9001570
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Produkt Obsah Kat. ¢.

Rotor-Gene Q 6plex Priority Pristroj pro PCR v realném case 9001870
Package Plus s 6 kanaly (modry, zeleny, Zluty,

oranzovy, ¢erveny, purpurovy)

obsahujici notebook, software,

pfisluSenstvi: zahrnuje baliek Priority

Package se softwarem, instalaci,

Skolenim, tfiletou zaruku na soucasti a

servis a 3 preventivni servisni

navstévy
Rotor-Gene Q 6plex Priority Pristroj pro PCR v realném case 9001869
Package s 6 kanaly (modry, zeleny, Zluty,

oranzovy, ¢erveny, purpurovy)
obsahujici notebook, software,
prisluSenstvi: zahrnuje bali¢ek Priority
Package se softwarem, instalaci,
Skolenim, dvouletou zaruku na
soucasti a servis a 2 preventivni
servisni navstévy

Rotor-Gene Q 6plex System PFistroj pro PCR v realném Case 9001660
s 6 kanaly (modry, zeleny, Zluty,
oranzovy, ¢erveny, purpurovy) plus
notebook, software, pfisluSenstvi:
zahrnuje ro¢ni zaruku na soucasti a
servis, instalaci a Skoleni

Rotor-Gene Q 6plex Platform PFistroj pro PCR v realném Case 9001590
s 6 kanaly (modry, zeleny, Zluty,
oranzovy, ¢erveny, purpurovy) plus
notebook, software, pfislusenstvi:
zahrnuje ro¢ni zaruku na soucasti a
servis bez instalace a Skoleni
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Produkt

Obsah Kat. ¢.

Loading Block 72 x 0.1 ml
Tubes

Strip Tubes and Caps, 0.1 ml
(250)

Strip Tubes and Caps, 0.1 ml
(2500)

Hlinikovy blok pro ruéni nastaveni 9018901
reakce pomoci jednokanalové pipety
s vyuzitim zkumavek 72 x 0,1 ml

250 stripu po 4 zkumavkach s vicky, 981103
pro 1000 reakci, objem 10-50 pl

10 x 250 stripti po 4 zkumavkach 981106
s vicky pro 10 000 reakci,
objem 10-50 pl
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Tato stranka byla umysIné ponechana prazdna
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Historie revizi dokumentu

Datum

Zmény

R4, zafi 2018

RS5, listopad 2019

Zména jednotky pro podavani zprav z kopii na mezinarodni jednotky
(International Units, IU).

Z historie revizi pfirucky byla odstranéna poznamka o konverznim faktoru pro
kvantifikacni standardy sady artus HHV-6 RG PCR Kit (96).

Revidovana ¢ast informace o patogenech obsahuje informace o virech HHV-6A a
HHV-6B.
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(o] a li ¢ni pro p artus HHV-6 RG PCR Kit
Pouzivanim tohoto produktu vyjadfuje kterykoliv kupujici nebo uZivatel produktu svij souhlas s nasledujicimi podminkami:

1. Tento vyrobek se mize pouzivat vyhradné v souladu s protokoly poskytnutymi s timto vyrobkem a touto pfiru¢kou a pro pouZiti pouze s komponenty dodanymi
v soupravé. Spole¢nost QIAGEN neposkytuje zadnou licenci svych dudevnich prav k pouzivani nebo zaclenéni soucasti, které jsou obsaZeny v této soupravé,
spole¢né s kterymikoliv sou¢astmi, které nejsou v této soupravé obsazeny, s vyjimkou pfipadli popsanych v této pfirucce a dal$ich protokolech dostupnych na
strankach www.qgiagen.com. Nékteré z téchto doplriujicich protokolti byly poskytnuty uzivateli vyrobki spole¢nosti QIAGEN pro jiné uzivatele vyrobki QIAGEN.
Tyto protokoly nebyly dikladné testovany ani optimalizovany spole¢nosti QIAGEN. Spolecnost QIAGEN nezaruduje ani neposkytuje zaruku na to, Ze
neporu$uji prava tretich stran.

2. Spole¢nost QIAGEN neposkytuje Zadnou jinou zaruku nez vyslovné stanovené licence v tom smyslu, Ze tato souprava a/nebo jeji pouziti nenarusuje prava
tretich stran.

3. Tato souprava a jeji komponenty jsou licencovany k jednorazovému pouziti a nesmi se pouzivat opakované, pfepracovavat ani opakované prodavat.

4. Spolecnost QIAGEN specificky odmita jakékoliv dalsi vyslovné nebo nepiimé licence s vyjimkou téch, které jsou uvedeny vyslovné.

5. Kupujici a uZivatel této soupravy souhlasi s tim, Ze nepodnikne ani nikomu jinému neumozni podniknout Zzadné kroky, které by mohly vést k jakékoliv shora
zakazané ¢innosti nebo ji usnadnily. Spole¢nost QIAGEN muZe prosazovat zakazy tohoto ujednani o omezené licenci u kteréhokoliv soudu, a bude vyzadovat
kompenzaci za veskeré naklady vynaloZené na vySetfovani a soudni vylohy véetné poplatkd za pravni zastupce v pfipadé jakéhokoliv soudniho sporu s cilem
prosadit toto ujednani o omezené licenci nebo kteréhokoliv ze svych prav k dusevnimu vlastnictvi v souvislosti se soupravou nebo jejimi soucastmi.

Aktualizované licenéni podminky viz www.qgiagen.com.

Koupé tohoto produktu opraviiuje kupujiciho k jeho uZiti k provedeni diagnostickych sluzeb pro humanni diagnostiku in vitro. Timto neni udélen zZadny vSeobecny
patent ani jina licence jakéhokoliv druhu, s vyjimkou tohoto specifického prava k pouZiti po koupi.

Ochranné znamky: QIAGEN®, QlAamp®, artus®, Rotor-Gene®, Sample to Insight® (QIAGEN Group); FAM™, JOE™ (Thermo Fisher Scientific nebo jeji pobogky);
Cy® (GE Healthcare). Registrované nazvy, ochranné znamky atd. pouzité v tomto dokumentu, a to i v pfipadé, Ze takto nejsou vyslovné oznaceny, nejsou
povazovany za zakonem nechranéné.

1117341 11-19 HB-1996-005 © 2019 altona Diagnostics GmbH, vSechna prava vyhrazena.
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