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QIAGEN Sample and Assay Technologies

QIAGEN je vedoucim poskytovatelem inovativnich technologii pro pfipravu
vzorkua a jejich rozbory, které umoznuji izolaci a analyzu jakéhokoliv
biologického vzorku. Nase vysoce kvalitni produkty a sluzby Vam zaijistuji
Uspé&sny vysledek.

QIAGEN uréuje standardy pro:

B purifikaci DNA, RNA a proteina

B rozbor nukleovych kyselin a proteina

B microRNA vyzkum a RNAJ

B automatizaci technologii pro pFipravu vzorka a jejich rozbory

Poskytujeme Vam nejnovéisi technologie, abyste rychle a spolehlivé dosahli
nejlepsich vysledka. Vice informaci naleznete na www.giagen.com.
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artus Borrelia LC PCR Kit

Pro pouziti s pfistrojem LightCycler 1.1/1.2/1.5 nebo LightCycler 2.0.

1. Obsah
Oznaceni Kat. ¢is. 4551063 Kat. €is. 4551065
a obsah 24 reakci 96 reakcf
Modra Borrelia LC Master 2 x12 rxns 8 x 12 rxns
* . Borrelia LC QS 1°
Cervena 3x10° cop/pl 1 x 200 pl 1 x 200 pl
X . Borrelia LC QS 2°
Cervena 3% 10° cop/pl 1 x 200 pl 1 x 200 pl
X . Borrelia LC QS 3°
Cervena 3% 102 cop/pl 1 x 200 pl 1 x 200 pl
= . Borrelia LC QS 4°
Cervena 3 x 10" cop/yl 1x200 pl 1 x200 pl
Borrelia LC IC” 1 x 1000 pl 2x 1000 pl
Bila Water (PCR grade) 1x1000 pl 1x 1000 pl
° Qs = Kuvantifikaéni standard
IC = Interni kontrola

2. Skladovani

Komponenty artus Borrelia LC PCR Kit se skladuji pfi -15 °C az -30 °C a jsou
stabilni do data pouZitelnosti uvedeného na Stitku. Zabrarnte opakovanému
rozmrazeni a zmrazeni (> 2 x), snizuje se tim senzitivita. Pfi nepravidelném
pouzivani by proto mély byt reagencie alikvotovany. V pfipadé, Ze je nutné
komponenty skladovat pfi teploté +4°C, skladujte je takto maximalné po dobu
péti hodin.
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3. Dalsi potifebné vybaveni

¢ Laboratorni rukavice bez pudru

* DNA-izola¢ni souprava (viz 8.1 Izolace DNA)

* Pipety (nastavitelné)

» Sterilni pipetovaci $picky s filtrem

e Vortex mixer

e Stolni centrifuga s rotorem pro 2 ml zkumavky

¢ Color Compensation Set (Roche Diagnostics, kat. €. 2 158 850) k
vytvofeni souboru Crosstalk Color Compensation u pfistroje
LightCycler 1.1/1.2/1.5

¢ LightCycler Multicolor Demo Set (kat. €. 03 624 854 001) pro pfistroj
LightCycler 2.0

e LightCycler kapilary (20 pl)

e LightCycler Cooling Block

e Pristroj LightCycler 1.1/1.2/1.5 (software verze 3.5) nebo LightCycler
2.0 (software verze 4.0)

¢ LightCycler Capping Tool

4. VSeobecna preventivni opatieni

Uzivatel by mél dbat na nasledujici:
* Pouzivejte sterilni pipetovaci $picky s filtrem.
¢ Skladujte, izolujte a pfidavejte pozitivni material (vzorky, kontroly,
amplifikaty) do reakce na jiném misté nez ostatni reagencie.
¢ VSechny komponenty pfed pocatkem testu Uplné rozmrazte pfi
pokojové teploté.
* Nasledné komponenty fadné promichejte a kratce centrifugujte.

¢ Pracujte plynule na ledu nebo v LightCycler Cooling Block.

5. Informace o plivodcich
Borrelia burgdorferi je plvodcem s celosvétovym rozSifenim, ktery je

prenasen klistétem a mulze zpusobit lymeskou borreliozu. Rana stadia
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onemocnéni se mohou spontanné sama vyléCit, avSak stejné tak mohou
vyustit v chronickou infekci s persistenci puvodce. Po nékolika dnech az
tydnech po infikovani se smérem od vstupniho mista do okoli vytvofi
vystouplé zarudnuti kGze, erythema migrans. V sekundarnim stadiu je
postizena pfedevSim kdze, centralni a periferni nervstvo, srdce a pohybova
soustava. Chronicky obraz nemaoci (terciarni lymeska borreli6za) se projevi po
tfech mésicich az nékolika letech po infikovani a vyznacuje se hlavné
acrodermatitis chronica atrophicans a revmatickymi obtizemi v podobé

kloubnich zanétd s vypotkem.

6. Princip PCR s hodnocenim v realném case

Pfi diagnostice pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR) se amplifikuji
specifické oblasti genomu plvodce. Detekce probiha pfi PCR v realném ¢ase
pomoci fluorescen€nich barviv. Barviva jsou zpravidla vazana na
oligonukleotidové sondy, které se specificky vazou na PCR amplifikat.
Detekce intenzity fluorescence v pribéhu PCR v redlném case umozriuje
prikaz a kvantifikaci produktli, aniz by bylo nutné po PCR znovu otevirat

testovaci kapilary (Mackay, 2004).

7. Popis produktu

artus Borrelia LC PCR Kit je systém k pfimému pouziti pro prikaz Borrelia
DNA pomoci polymerédzové fetézové reakce (PCR) v pfistroji LightCycler.
Borrelia LC Master obsahuje reagencie a enzymy pro specifickou amplifikaci
102 bp dlouhého Useku genomu Borrelia a také pro bezprostfedni detekci
amplifikatu pomoci pfistroje LightCycler 1.1/1.2/1.5 popf. LightCycler 2.0.

Kromé& toho obsahuje artus Borrelia LC PCRKit druhy heterologni

amplifikani systém pro priukaz potencialni PCR inhibice.

Produkt PCR ‘ Volba fluorescenénich kanald
| LightCycler 1.1/1.2/1.5 LightCycler 2.0
Borrelia F1 530
Borrelia LC IC F2 610
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Amplifikace a detekce této Interni kontroly (IC) nemaji negativni vliv na limit
detekce analytické Borrelia PCR (viz 11.1 Analyticka senzitivita). Spolu
s produktem se dodavaji externi pozitivni kontroly (Borrelia LC QS 1 - 4),
s jejichz pomoci Ize uréit mnozstvi pavodce ve vzorku. Prostudujte si prosim
oddil 8.3 Kvantifikace.

8. Protokol

8.1 lzolace DNA

DNA-izolaéni soupravy nabizeji rdzni vyrobci. V zavislosti na protokolu

zvoleného vyrobce pouzijte dané mnozstvi vzorku a provedte izolaci DNA

podle navodu. Doporuéujeme nasledujici izolaéni soupravy:

Vzorek Izola‘cnl Kat%\!ogove Vyrobce Nosi¢ RNA
souprava Cislo
kozni biopsie,
synovialni tekutina, QlAamp DNA 5
likvor, krev, Kligtata, | Mini Kit (50) 51304 QIAGEN | neobsazen
kultura

e Uziti nosiée RNA ma rozhodujici vyznam pro efektivitu izolace a tim pro
vytéZzek DNA/RNA. Pokud pouzita izolaéni souprava neobsahuje zadny
nosi€ RNA, povSimnéte si prosim, Ze je pfi izolaci nukleovych kyselin
z nebunéénych télesnych tekutin resp. materiald s malym obsahem
DNA/RNA (napf. likvor) durazné doporuceno pfidat nosi¢ RNA (RNA
homopolymer Poly(A), Amersham Biosciences, kat. &is. 27-4110-01).
Prosim postupujte nasledujicim zpisobem:

a) Resuspendujte lyofilizovany nosi¢ RNA v eluénim pufru (nepouziveijte
lyza€ni pufr) izolaéni soupravy (napf. AE pufr soupravy QIAamp DNA
Mini Kit) a fedénim vytvofte roztok o koncentraci 1 pg/pl. Rozdélte
tento roztok nosi¢e RNA na pocet alikvotl odpovidajici Vasim
pozadavkim a skladujte je pfi -20°C. Zabrante opakovanému

rozmrazeni (> 2 x) alikvotu nosi¢e RNA.

" Uvedené systémy se nachazeji ve validaéni fazi.
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b) Pouzivejte 1 pug nosiC¢e RNA na 100 pl lyzaéniho pufru. Je-li
extrakénim protokolem stanoveno 200 pl lyzaéniho pufru na jeden
vzorek, vlozte 2 pl nosice RNA (1 pg/ul) pfimo do lyza¢niho pufru.
Pfed zacatkem kazdé izolace musi byt podle nasledujiciho
pipetovaciho schématu Cerstvé vytvorena smés lyzaéniho pufru a

nosi¢e RNA (popf. i Interni kontroly, viz 8.2 Interni kontrola):

Pocet vzorku 1 12

Lyzaéni pufr napf. 200 pl napf. 2 400 pl
Nosi¢ RNA (1 pg/pl) 2ul 24 ul
Celkovy objem 202 pl 2424 pl
Objem pro izolaci 200 pl po 200 pl

c) Tuto Cerstvé vytvofenou smés lyzacéniho pufru a nosi¢e RNA vlozte
ihned do izolace. Skladovani smési neni mozné.

* P¥i izolaci vyuZzivajici promyvaci pufr s obsahem etanolu bezpodmine¢né
zajistéte, aby byl pfed eluci proveden jesté jeden centrifugacéni krok (tfi
minuty, 13 000 ot/min) a tim se odstranily zbytky etanolu. Pfedejdete tak
moznym inhibicim PCR.

¢ artus Borrelia LC PCR Kit neni vhodny pro izolace na bazi fenolu.

Dulezité: Interni kontrolu soupravy artus VZV LC PCR Kit Ize vlozit pfimo do

izolace (viz 8.2 Interni kontrola).

8.2 Interni kontrola

Spolu s produktem se dodava Interni kontrola (Borrelia LC IC). Mate tak
moznost kontrolovat jak izolaci DNA, tak také moznou inhibici PCR (viz
Obr. 1). Pro tuto aplikaci pfidejte k izolaci Interni kontrolu v poméru 0,1 pl na
1 yl eluéniho objemu. Jestlize napfiklad pouzivate QlAamp DNA Mini Kit a
eluujete DNA v 50 pl AE pufru, vlozte 5 pl Interni kontroly. MnoZstvi vkladané
Interni kontroly zavisi pouze na eluénim objemu. Interni kontrola a nosi¢ RNA

(viz 8.1 I1zolace DNA) by mély byt pfidavany pouze k
¢ smésilyzaéniho pufru a vzorku nebo

e pfimo k lyzaénimu pufru.
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Interni kontrola nesmi byt pfidana pfimo ke vzorku. PFi pfidani k lyzaénimu
pufru se musi dbat na to, aby byla smés Interni kontroly, lyzaéniho pufru a
nosie RNA cerstvé pfipravena a ihned pouzita (skladovani smési pfi
pokojové teploté nebo vlednici mize jiz po nékolika hodinach vést
k vynechéani Interni kontroly a ke sniZeni efektivity izolace). Interni kontrolu a

nosi¢ RNA nepipetujte pfimo do vzorku.

Volitelné Ize Interni kontrolu pouzit vyhradné ke kontrole mozné inhibice
PCR (viz Obr. 2). V tomto pfipadé pfidejte 0,5 pul Interni kontroly na jednu
testovaci smés pfimo do 15 pl Borrelia LC Master. Pro kazdou PCR reakci
pouzijte 15 pl takto vytvofeného Master Mixu™ a pfidejte nasledné 5 pl izolatu.
Jestlize pfipravujete jeden béh pro vice vzorkl, zvySte potfebna mnozstvi
Borrelia LC Master a Interni kontroly podle poctu vzorku (viz 8.4 Priprava
PCR).

8.3 Kvantifikace

S Kvantifikaénimi  standardy (Borrelia LC QS 1-4) dodavanymi spolu
s produktem se zachazi stejné jako s jiz izolovanymi vzorky a pfidavaji se ve
stejném objemu (5 pl). Standardni kfivku v pFistroji LightCycler vytvofite tak,
Ze nasledujicim zplsobem pouzijete vSechny Ctyii Kvantifikacni standardy

dodavané s produktem:
LightCycler 1.1/1.2/1.5

Definujte Borrelia LC QS 1-4 v Sample Loading Screen jako standardy a
zadejte uvedené koncentrace (viz LightCycler Operator’s Manual, Version 3.5,
Chapter B, 2.4. Sample Data Entry).

LightCycler 2.0

Pro definici standardd aktivujte prosim v menu okna Samples funkci Analysis
Type a zvolte Absolute Quantification. Nyni muizete BorreliaLC QS 1-4
definovat jako standardy a zadat odpovidajici koncentrace (viz LightCycler

Operator’s Manual, Version 4.0, Chapter 2.2 Entering Sample Information).
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Dbejte prosim na to, aby nebyla aktivovana funkce Enable Controls. V
opacném pfipadé dochazi k omezeni volby moznosti analyzy pfi vyhodnoceni
dat (viz 9.2 Vyhodnoceni PCR dat pristroje LightCycler 2.0).

Tuto standardni kfivku Ize pouzit také pro nasledné kvantifikace, pokud je
béhem aktualniho béhu pouzit alespori jeden standard jedné definované
koncentrace. Ktomu je zapotfebi dfive vytvofenou standardni kfivku
importovat (viz LightCycler Operator’'s Manual, Version 3.5, Chapter B,
4.2.5. Quantification with an External Standard Curve resp. Version 4.0,
Chapter 4.2.2 Saving a Standard Curve). U této formy kvantifikace je vSak
tfeba zohlednit skute¢nost, ze v dlsledku variability mezi PCR béhy muze

nastat odchylka ve vysledku.

Upozornéni: Kvantifikacni standardy jsou definovany jako kopie/ul. Pro
prepocet hodnot ziskanych pomoci standardni kfivky na kopie/ml vzorku se

pouziva nasledujici vzorec:

vysledek (kopie/ul) x eluéni objem (ul)

vysledek (kopie/ml) =

objem vzorku (ml)

Prosim povSimnéte si, Zze se do vySe uvedeného vzorce dosazuje zasadné
plvodni objem vzorku. Toto se musi zohlednit, byl-li objem vzorku pfed izolaci
nukleovych kyselin pozménén (napf. redukce objemu centrifugaci nebo jeho

zvySeni naplnénim na objem pozadovany pro izolaci).

Dulezité: Na www.giagen.com/Products/BylLabFocus/MDX je k dispozici

pfirucka pro zjednoduseni kvantitativniho vyhodnoceni systémd artus na
pfistroji LightCycler 1.1/1.2/1.5 nebo LightCycler 2.0 (Technical Note for
guantitation on the LightCycler 1.1/1.2/1.5 or LightCycler 2.0 Instrument).

: Zvy$eni objemu podminéné pfidanim Interni kontroly je pfi pfipravé PCR reakce
opominuto. Senzitivita neni omezena.
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8.4 Priprava PCR

Ovéfte, Zze je Cooling Block s uvnitf obsazenymi adaptéry (pfisluSenstvi
pfistroje LightCycler) pfedem vychlazen pfiblizné na +4°C. Do adaptért
Cooling Blocku vlozte takovy pocet kapilar LightCycler, ktery je potfebny pro
planované reakce. Dbejte na to, aby byl spole¢né s kazdym béhem PCR
proveden alespon jeden Kvantifikacni standard a jedna negativni kontrola
(Water, PCR grade). Pro vytvofeni standardni kfivky pouzijte prosim u
kazdého béhu PCR vSechny spolu s produktem dodavané Kvantifikacni
standardy (Borrelia LC QS 1 - 4). VSechny reagencie se musi pfed zaatkem
testu zcela rozmrazit pfi pokojové teploté, musi byt dobfe promichany
(opakovany nabér pipetou a vypusténi pipety nebo kratky vortex) a nasledné

centrifugovany.

Chcete-li Interni kontrolou kontrolovat jak izolaci DNA, tak moznou inhibici
PCR, musi byt napfed Interni kontrola pfidana k izolaci (viz 8.2 Interni
kontrola). V tomto pfipadé pouzivejte nasledujici schéma pipetovani (viz také

schématicky pfehled na Obr. 1):

Pocet vzorkl ‘ 1 ‘ 12
1. PHiprava Borrelia LC Master 15l 180 pl
Master Mixu Borrelia LC IC opl opl
celkovy objem 15 pl 180 l
2. Priprava PCR Master Mix 15l po 15 pl
feElGe vzorek 5ul po5pl
celkovy objem 20 pl po 20 pl

Jestlize chcete Interni kontrolu pouzit vyhradné ke kontrole PCR inhibice, je
tfeba ji pfidat pfimo do Borrelia LC Master. V tomto pfipadé pouZivejte

nasledujici schéma pipetovani (viz také schématicky pfehled na Obr. 2):
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Pocet vzorkt 1 12
1. PHiprava Borrelia LC Master 15l 180 pl
Master Mixu Borrelia LC IC 0,5l 6 pl
celkovy objem 15,5 ul" 186 p
2. PFiprava PCR Master Mix 15 pl po 15 pl
—e vzorek 5ul po5pl
celkovy objem 20 pl po 20 pl

Do plastikového zasobniku kazdé kapilary pipetujte 15 pl Master Mixu.
Nasledné pridejte 5 pl eluatu z izolace DNA. Podobné musite pfidat jako
pozitivni  kontrolu 5 pul alespofi jednoho Kvantifikacniho standardu
(Borrelia LC QS 1 - 4) a jako negativni kontrolu 5 pl vody (Water, PCR grade).
Uzavrete kapilary. Smés prevedete z plastikového zasobniku do kapilary tak,
Ze na stolni centrifuze centrifugujete adaptéry s uvnitf obsazenymi kapilarami
po dobu deseti sekund pfi maximalné 400 x g (2 000 ot/min).

: Zvy$eni objemu podminéné pfidanim Interni kontroly je pfi pfipravé PCR reakce
opominuto. Senzitivita neni omezena.

]
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Pridani Interni kontroly k izolaci

Obr. 1: Schéma pracovniho postupu pro kontrolu izolace a PCR
inhibice.
*
Pii kazdém pipetovacim kroku je tfeba bezpodmineéné dbat

na to, aby byly pouzivané roztoky dokonale roztaté, radné
promichané a kratce centrifugované.
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Pridani Interni kontroly k artus Master

Obr. 2:  Schéma pracovniho postupu pro kontrolu PCR inhibice.

*Pfi kazdém pipetovacim kroku je tfeba bezpodmineéné dbat
na to, aby byly pouzivané roztoky dokonale roztaté, fadnée
promichané a kratce centrifugované.
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8.5 Programovani pristroju LightCycler

8.5.1 Programovani pfistroje LightCycler 1.1/1.2/1.5

Pro detekci Borrelia DNA vytvorte na pfistroji LightCycler 1.1/1.2/1.5 teplotni
profil nasledujicimi tfemi pracovnimi kroky (viz Obr. 3 - 5):

A. Pocatecni aktivace Hot Start enzymu Obr. 3
B.  Amplifikace DNA Obr. 4
C. Chlazeni Obr. 5

Dbejte zvlasté na nastaveni Analysis Mode, Cycle Program Data a
Temperature Targets. Na obrazcich jsou tato nastaveni zvyraznéna cernymi
ramecky. Pokyny pro programovani pfistroje LightCycler 1.1/1.2/1.5 naleznete
v pfirucce 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)
l7 Step Delay (cycles)

r-Acquisition Mode
oo ldo 5o o 8] woe J3

Obr. 3: Pocatecni aktivace Hot Start enzymu.
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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

Obr. 4: Amplifikace DNA.

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

0.0 50 _[5/nove [5G |

Obr. 5: Chlazeni.

]
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8.5.2 Programovani pristroje LightCycler 2.0

Pro programovani béhu PCR pomoci pfistroje LightCycler 2.0 aktivujte prosim
v menu volbu New a zvolte LightCycler Experiment.

Nasledné mizete k detekci Borrelia DNA vytvofit na pfistroji LightCycler 2.0
teplotni profil, ktery se sklada z nasledujicich tfi pracovnich krokld (viz
Obr. 6 - 8).

A. Pocatecni aktivace Hot Start enzymu Obr. 6
B.  Amplifikace DNA Obr. 7
C. Chlazeni Obr. 8

Dbejte zvlasté na nastaveni, kterd jsou na obrazcich zvyraznéna cernymi
ramecky. Pokyny pro programovani pristroje LightCycler 2.0 naleznete

v pfiru¢ce LightCycler Operator's Manual.

Dbejte prosim na to, abyste nejdfive zadali poCet kapilar pfipravenych pro
tento PCR béh (Max. Seek Pos., viz Obr. 6).

Start Aun | End Program | + 10 Cyeles |Color Comn (6] ~ || ;]ppﬁm-|

* Progiams | Grkie Data Disiay | Aun Notes |
iSeﬂv hgm .
| Defauk Channet (530 ~| |PogamName | Cydes | AnsbsisMode -2
ESeekTmmm : » Activation 1 ',]None -
1- Max Seek Pos. |32 = _!
Instrument Type:  |6Ch. | __'__]
CopllaySize:  [20u  ~|
I Temperature 1 argets
_A[f | Taoet | Hod | RampRate| Sec |SiepSize| StepDelay|  Acauistion Mode
(C) | (bhmmss) | (Cs) | Teget | (T) ) —3
+pios  Zfooisoo o0 o o 2o ={None -
il

Obr. 6: Poc¢atecni aktivace Hot Start enzymu.
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Staet Run | End Progren |1+ 10 Cyeles [ Golor Comp (01 < | [ ~] Options <
Programs | Oriine Data Display | Run Notes |
ik D
Defauk Charnet (530 =/ | A ' [Program Name Cycles ‘Analysis Mode 1
[_T 1 |Activation 1 “INone 0
Ter per: 40 . - oy =
Seok b j l » | Amplification 45 | Quantification >
Max Seek Pos. |32 =l =
Instument Type:  [6Ch | 3
Capillary Size: 200 ¥
i |
e ———
Program Temperature Targets
A Target Hold Ramp Rate | Sec |Step Size| Step Delay Acquisition Mode
(C) | (hhimmss) | (T/s) | Target | (C) | (eycles) . 2
[ |95 Zfooooo1 Sfeo  Sjo Zjo Zjo <|None [
—f 60 Zloo0:20 {20 20 2o Zfo =ISingle v
»72  +{00:00:20 3|20 = D (= 1] ~|None >
JAdd,
| serrrrrrrrrTY 0 |

Obr. 7: Amplifikace DNA.

StatRun | End Program | +10 Cycles |Color Comp (01 <{[ ~] optons - |
Programs | Online Data Display | Run Notes |
S [ e
Defout Charvet:  [50  +| | [|f [ProoiamName Cycles ‘Analysis Mode

= Activation 1 “INone v

0 = -

ook Tenpeccure = il Amplification 45 ~+|Quantification - 1
Max SeekPos. (2 3| =[P coo 3 N one =
Instrument Type:  [6Ch | T
Capilary Size: 200 ¥

L Cegen lenggous Tages

;'L Tluga Hold Hur:&n]u Sec | StepSize| StepDelay |  Acquisition Mode:
| s

i 3

') Taget | (C) | feycles) 2
=100:00:30 2{20 =0 slo o <INone M

hd|

Obr. 8: Chlazeni.

Pro zadani specifikaci vzorku aktivujte prosim ikonu Samples.

* Nejprve zadejte do okna Capillary View celkovy pocet smési PCR
pfipravenych pro béh PCR (Sample Count).
¢ Nasledné muzete pod Sample Name pfiradit vzorku jméno.
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e Dale zvolte u Selected Channels fluorescen¢ni kanal 530 pro detekci
analytické Borrelia PCR a 610 pro prukaz PCR Interni kontroly.

e Pro definici standardd a pfifazeni odpovidajicich koncentraci zvolte
prosim u Analysis Type volbu Absolute Quantification (viz
8.3 Kvantifikace).

* Dbejte na to, aby nebyla aktivovana funkce Enable Controls. V opa¢ném
pfipadé dochazi k omezeni volby moznosti analyzy pfi vyhodnoceni dat
(modus Fit Points neni k diposzici, viz 9.2 Vyhodnoceni PCR dat
pristroje LightCycler 2.0). U Target Name mUlzete 2zvolenym
fluorescenénim kanaliim 530 a 610 pfifadit cilové sekvence, které maji byt
prokazany (Borrelia nebo Interni kontrola). Vyplnéni sloupce Target Name
Ize ulehgit funkci Auto Copy... . Definovani Target Name pomaha udrzet
lepsi pfehled, pro analyzu dat v§ak neni nezbytné nutné.

e Aby mohla byt pfi analyze dat vytvofena standardni kfivka, musi byt
Kvantifikacni standardy definovany odpovidajicimi koncentracemi. Zvolte
tedy prosim Standard u Sample Type a zadejte odpovidajici koncentrace
u Concentration.

* Naprogramovany teplotni profil Ize ulozit na pevném disku pocitace, aby
mohl byt znovu pouzit pro dalSi béhy. K tomuto kroku aktivujte funkci Save
As... v menu File. V okné, které se otevfe, zvolte v Templates and Macros
submenu Run Templates a ulozZte zde data pod vhodnym jménem.

* Béh PCR spustite tak, Zze prejdete k ikonce Run a aktivujete funkci Start
Run (viz Obr. 9). Po ur€eni cilové slozky pro ukladani dat se spusti
program PCR.
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1 ol Start Run | £ Progen | 10 Cyetes [

Gomp (01 || =l OM’I
Programs | Online Data Display | Aun Notes |
~Setup Progiams
Defauk Chennet (530 ~| | A | ProgiamName | Cycles Analysis Mode
Activation 1 ~{None -
|40 : | | = =
Seeh T aperaure: J _+.l Amplification 45 ~|Quantification v
Max. Seek Pos. |32 = :l}) Cool 1 ={None =
Instrument Type:  (6Ch. v '_l
CopilaySize: 200 ¥|
‘._ iy S
| Program Temperature Targets
J Taiget Hold RampRate| Sec |StepSize| StepDelay|  Acquisition Mode
| | () | fhomss) | (C/s) | Taget | (T) | [cycles)
#plo Zmwonzn o Ao zo  vons :
hd

Obr. 9: Start béhu PCR.

9. Vyhodnoceni

9.1 Vyhodnoceni PCR dat pristroje LightCycler
1.1/1.2/1.5

K analyze PCR dat ziskanych pomoci pfistroje LightCycler 1.1/1.2/1.5
doporucujeme pouzivat LightCycler Software Version 3.5.

U vicebarevnych analyz se mezi fluorimetrickymi kanaly vyskytuiji interference.
Software pfistroje LightCycler 1.1/1.2/1.5 obsahuje soubor oznaceny jako
Color Compensation File, ktery tato zafeni kompenzuje. Tento soubor
oteviete pred, v pribéhu nebo po skonéeni PCR aktivaci pfepinaci plochy
Choose CCC File resp. Select CC Data. Neni-li instalovan zadny soubor Color
Compensation File, vytvofte soubor podle navodu v LightCycler Operator’'s
Manual. Po aktivaci souboru Color Compensation File se ve fluorimetrickych
kanalech F1, F2 a F3 objevi oddélené signaly. Pro analyzu vysledkll PCR,
které byly ziskany pomoci artus Borrelia LC PCR Kit, zvolte prosim pro
analytickou Borrelia PCR pohledovou funkci F1 resp. F2 pro PCR Interni
kontroly. PFi analyze kvantitativnich béh( dodrzujte bezpodmine¢né oddil
8.3 Kvantifikace a Technical Note for quantitation on the LightCycler
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1.1/1.2/2.5 or LightCycler 2.0 Instrument, ktera je kdispozici na

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

MdzZe dojit k nasledujicim vysledkim:
1. Ve fluorimetrickém kanalu F1 je detekovan signal.

Vysledek analyzy je pozitivni: Vzorek obsahuje Borrelia DNA.

V tomto piipadé je detekce signélu v kanalu F2 podruznd, protoZe vysoké vychozi
koncentrace Borrelia DNA (pozitivni signal v kanalu F1) mohou vést k redukovanému

az chybéjicimu fluorescenénimu signalu Interni kontroly v kanalu F2 (kompetice).
2. Ve fluorimetrickém kanalu F1 neni detekovan zadny signal, nybrz pouze
v kanélu F2 (signal Interni kontroly).

Ve vzorku neni prokazatelna zadna Borrelia DNA. Lze jej proto

povazovat za negativni.

Pfi negativni Borrelia PCR vyluCuje detekovany signdl Interni kontroly moZnost
inhibice PCR.

3. Signal neni detekovan ani v kanalu F1 ani v kanalu F2.
Neni mozné uéinit diagnosticky zavér.

Pokyny tykajici se zdroja chyb a jejich odstranéni jsou uvedeny v kapitole
10. Reseni probléma.

PFiklady pozitivnich a negativnich PCR reakci jsou uvedeny na Obr. 10 a
Obr. 11.
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Obr. 10: Prlikaz Kvantifikacnich standard( (Borrelia LC QS 1-4) ve
fluorimetrickém kanélu F1 pfistroje LightCycler 1.1/1.2/1.5.
NTC: non-template control (negativni kontrola).

Obr. 11: Priikaz Interni kontroly (IC) ve fluorimetrickém kanalu F2
pristroje LightCycler 1.1/1.2/1.5 pfi soucasné amplifikaci
Kvantifikacnich standard( (Borrelia LC QS 1 - 4). NTC: non-
template control (negativni kontrola).
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9.2 Vyhodnoceni PCR dat pristroje LightCycler 2.0

K analyze PCR dat ziskanych pomoci pfistroje LightCycler 2.0 pouzivejte
prosim LightCycler Software Version 4.0. PovS§imriete si prosim také pokynl v
LightCycler 2.0 Instrument Operator's Manual Version 4.0.

Pfi analyze PCR dat postupuijte podle nasledujiciho schématu (viz Obr. 12):

* V menu aktivujte funkci Analysis a zvolte volbu Absolute Quantification,
jejiz pomoci by méla byt principialné analyzovana vSechna amplifikacni
data generovana pomoci artus LC PCR Kit.

¢ LightCycler Software Version 4.0 obsahuje soubor oznaceny jako Color
Compensation File, ktery kompenzuje interference signali mezi
fluorescenénimi kandly. Tento soubor oteviete v prabéhu nebo po
skonceni PCR béhu aktivaci prepinaci plochy Color Comp (On/Off) a
nasledné Select Color Compensation (viz Obr. 12). Neni-li soubor Color
Compensation File instalovan, vytvoite jej podle navodu v LightCycler
Operator’s Manual.

e Po aktivaci souboru Color Compensation File se v jednotlivych
fluorescenénich kanalech objevi oddélené signaly. Pro analyzu vysledku
PCR, které byly ziskany pomoci artus Borrelia LC PCR Kit, zvolte prosim
pro analytickou Borrelia PCR pohledovou funkci 530 resp. 610 pro PCR
Interni kontroly.
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Obr. 12: Aktivace Color Compensation File a volba fluorescenéniho
kanalu.

PFi analyze kvantitativnich béht dale neopomerite kapitolu 8.3 Kvantifikace a
Technical Note for quantitation on the LightCycler 1.1/1.2/1.5 or
LightCycler 2.0 Instrument na

www.giagen.com/Products/ByL abFocus/MDX.

Po dokonéeném nastaveni moznosti analyzy se mohou vyskytnout nasledujici
vysledky:
4. Ve fluorescencnim kanalu 530 je detekovan signal.

Vysledek analyzy je pozitivni: Vzorek obsahuje Borrelia DNA.

V tomto pfipadé je detekce signalu v kanalu 610 podruznd, protoZe vysoké vychozi
koncentrace Borrelia DNA (pozitivni signdl vkandlu 530) mohou vést
k redukovanému az chybéjicimu fluorescenénimu signalu Interni kontroly v kanalu
610 (kompetice).

5. Ve fluorescenénim kanalu 530 neni detekovan zadny signal, nybrz pouze
v kandlu 610 (signal Interni kontroly).
Ve vzorku neni prokazatelna zadna Borrelia DNA. Lze jej proto

povazovat za negativni.
|
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Pfi negativni Borrelia PCR vyluCuje detekovany signal Interni kontroly moznost
inhibice PCR.

6. Signal neni detekovan ani v kanalu 530 ani v kanalu 610.
Neni mozné ucinit diagnosticky zaver.

Pokyny tykajici se zdroju chyb a jejich odstranéni jsou uvedeny v kapitole
10. Reseni probléma.

PFiklady pozitivnich a negativnich PCR reakci jsou znazornény na Obr. 13 a
Obr. 14.
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Obr. 13: Prlikaz Kvantifikacnich standard( (Borrelia LC QS 1-4) ve
fluorescenénim kanalu 530 pfistroje LightCycler 2.0. NTC:

non-template control (negativni kontrola).
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Obr. 14: Priikaz Interni kontroly (IC) ve fluorescenéim kanalu 610
pfistroje  LightCycler 2.0 pfi sou¢asné amplifikaci
Kvantifikacnich standard( (Borrelia LC QS 1 -4). NTC: non-

template control (negativni kontrola).
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10. Re$eni problému

Zadny signal pfi pozitivnich kontrolach (BorreliaLCQS1-4) ve
fluorescenénim kanalu F1 nebo 530:
* Volba fluorescenéniho kanalu pfi analyze dat PCR neodpovida protokolu.
= K analyze dat zvolte fluorescen¢ni kanal F1 popf. 530 pro analytickou
Borrelia PCR a fluorescenéni kanal F2 popf. 610 pro PCR Interni
kontroly.
* Naprogramovani teplotniho profilu pfistroje LightCycler 1.1/1.2/1.5 resp.
LightCycler 2.0 je chybné.
- Porovnejte teplotni profil s Gdaji protokolu (viz 8.5 Programovani
pristroje LightCycler).
* PCR reakce byla chybné sestavena.
- Porovnejte VaSe pracovni kroky s pipetovacim schématem (viz
8.4 Priprava PCR) a popf. PCR zopakuijte.
¢ Podminky skladovani jednoho nebo vice komponentl soupravy
neodpovidaji pfedpisim uvedenym v kapitole 2. Skladovani nebo byla
prekro€ena doba pouzitelnosti soupravy artus Borrelia LC PCR Kit.
- Prosim zkontrolujte jak podminky skladovani, tak i dobu pouzitelnosti

reagencii (viz Stitek soupravy) a pouzijte popf. novou soupravu.

Slaby nebo chybéjici signal Interni kontroly ve fluorescenénim kanalu F2
popfr. 610 pfi souc¢asné nepritomnosti signalu v kanalu F1 popf. 530:
¢ Podminky PCR neodpovidaji protokolu.
- Zkontrolujte podminky PCR (viz vySe) a popf. PCR zopakujte
S opravenym nastavenim.
¢ PCR byla inhibovana.
> Ujistéte se, Ze pouzivate nami doporuéeny postup izolace (viz
8.1 Izolace DNA) a drzte se pfesné predpisu vyrobce.
- Presvédcte se, Ze byl pfi izolaci DNA pred eluci proveden dodatecny
doporuceny centrifugacni krok k uplnému odstranéni zbytk( etanolu
(viz 8.1 I1zolace DNA).
* Béhem izolace dochéazi k GUbytku DNA.
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= Byla-li kizolaci pfidana Interni kontrola, mdZe nepfitomnost signalu
Interni kontroly znamenat ubytek DNA béhem izolace. Ujistéte se, ze
pouzivate nami doporuceny postup izolace (viz 8.1 Izolace DNA) a
drzte se pfesné predpisu vyrobce.
¢ Podminky skladovani jednoho nebo vice komponentl soupravy
neodpovidaji predpisim uvedenym v kapitole 2. Skladovéani nebo byla
prekroCena doba pouzitelnosti soupravy artus Borrelia LC PCR Kit.
- Prosim zkontrolujte jak podminky skladovani, tak i dobu pouzitelnosti

reagencii (viz Stitek soupravy) a pouzijte popf. novou soupravu.

Signaly pfi negativnich kontrolach ve fluorescenénim kanalu F1 popr.
530 analytické PCR.
* Béhem pfipravy PCR doslo ke kontaminaci.
- Zopakujte PCR v replikatech s novymi reagenciemi.
- Uzaviete jednotlivé PCR zkumavky pokud mozno ihned po vloZeni
zkoumaného vzorku.
- Pipetujte pozitivni kontroly zasadné jako posledni.
- Ujistéte se, ze jsou pracovni plochy a pfistroje pravidelné
dekontaminovany.
* Béhem izolace dochazi ke kontaminaci.
- Zopakujte izolaci a PCR zkoumanych vzork(l za uziti novych
reagencii.
- Ujistéte se, Ze jsou pracovni plochy a pristroje pravidelné

dekontaminovéany.

Pokud se vyskytnou dal$i otazky nebo problémy, kontaktujte prosim nasi

technickou podporu.
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11. Specifikace

11.1 Analyticka senzitivita

11.1.1 Pfistroj LightCycler 1.1/1.2/1.5

Pro zjisténi analytické senzitivity artus Borrelia LC PCR Kit byla pomoci
pfistroje  LightCycler 1.1/1.2/1.5 vytvofena Ffada fedéni genomické
B. burgdorferi DNA (DSMZ 4681-30) od 36,5 do nominalné 0,0115 Borrelia-
kopii/ul a analyzovana pomoci artus Borrelia LC PCR Kit. Experimenty byly
provedeny ve tfech rliznych dnech formou osminasobnych urceni. Vysledek
byl zjistén pomoci probitové analyzy. Jeho grafické vyhodnoceni je zobrazeno
na Obr. 15. Limit detekce artus Borrelia LC PCR Kit ve spojeni s LightCycler
1.1/1.2/1.5 lezi proto u 3,34 kopii/ul (p =0,05). To znamena, ze je s 95 %
pravdépodobnosti detekovano 3,34 kopii/ul.

Probitovéa analyza: Borrelia (LightCycler 1.1/1.2/1.5)

95% A

. /| 052412~ 3,34 kopiilul (95%)

Proportions

-3 -2 -1 0 1 2
log (dose)

Obr. 15: Analytickd senzitivita artus Borrelia LC PCR Kit ve spojeni s
LightCycler 1.1/1.2/1.5.
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11.1.2 Pristroj LightCycler 2.0

Pro Zjisténi analytické senzitivity artus Borrelia LC PCR Kit byla pomoci
pfistroje LightCycler 2.0 vytvofena fada fedéni genomické B. burgdorferi DNA
(DSMZ 4681-30) od 36,5 do nominalné 0,0115 Borrelia kopii/pl a analyzovana
pomoci artus Borrelia LC PCR Kit. Experimenty byly provedeny ve tfech
riznych dnech formou osminasobnych uréeni. Vysledek byl zjistén pomoci
probitové analyzy. Jeho grafické vyhodnoceni je zobrazeno na Obr. 15. Limit
detekce artus Borrelia LC PCR Kit ve spojeni s LightCycler 1.1/1.2/1.5 lezi
proto u 2,76 kopii/ul (p = 0,05). To znamena, ze je s 95 % pravdépodobnosti
detekovano 2,76 kopii/ul.

Probitovéa analyza: Borrelia (LightCycler 2.0)

v 0,4404 ~ 2,76 kopiill (95%)

Proportions
S
=9

-3 -2 -1 0 1 2 3
log (dose)

Obr. 16: Analytickd senzitivita artus Borrelia LC PCR Kit ve spojeni s
LightCycler 1.1/1.2/1.5.

]
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11.2 Specificita

Specificita artus Borrelia LC PCR Kit je v prvni fadé zaruCena vybérem
primerd a sond, jakoz i volbou pfisnych reakénich podminek. Primery a sondy
byly na zakladé sekvencni analyzy pfezkouSeny na eventualni homologie se
v8emi sekvencemi publikovanymi v genovych bankach. Timto zplsobem byla
kontrolovana také detekovatelnost vSech druht Borrelia (plvodce lymeské

boreliézy a plivodce navratné horecky).

Validace specificity byla provedena na 32 rtznych Borrelia negativnich
likvorovych vzorcich, které spolu s Borrelia specifickymi primery a sondami
obsazenymi v Borrelia LC Master negenerovaly zadny signal.

Druhy uvedené v Tabulce 1 byly dodatec¢né potvrzeny pomoci PCR na

pristroji LightCycler.

Tabulka 1: Testovani specificity druh(i Borrelia.

Borrelia Interni
Druhy Borrelia (F1 nebo kontrola
%) (F2 nebo 610)
B. burgdorferi DSMZ® + +
B. garinii DSMZ® + +
B. afzelii DSMZ® + +
B. valaisiana” INSTAND® + +
B. hermsii QIAGEN® + +

“DSMZ: N&émecka sbirka mikroorganism@ a bun&énych kultur, Braunschweig

INSTAND: INSTAND e. V., Dusseldorf

QIAGEN: QIAGEN GmbH, Hilden
K ur€eni specificity artus Borrelia LC PCR Kit byla kontrolni skupina uvedena
v Tabulce 2 testovana na kfiZovou reaktivitu. Zadny z testovanych vzorku

nebyl reaktivni.

: Patogenita B. valaisiana byla dolozena nékolika studiemi (viz 15. Literatura).
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Tabulka 2: Testovani specificity diagnostické soupravy pomoci potencialné kiizové
reaktivnich vzorku.

Kontrolni skupina Borrelia Interni kontrola
P (F1) (F3/Back-F1)

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 - +
Lidsk& genomicka DNA - +

11.3 Presnost

Udaje o presnosti pro artus Borrelia LC PCR Kit byly stanoveny pomoci
pfistroje LightCycler 1.1/1.2/1.5 a umoziuji stanoveni celkové variability
testovaciho  systému. Tato celkovd variabilita se sklada z
Intra-Assay variability (variabilita vzorku stejné koncentrace v ramci jednoho
pokusu), z Inter-Assay variability (variabilita zpUsobena provedenim
experimentu rlznymi osobami v jedné laboratofi a uzitim rdznych pfistrojl
stejného typu) a z Inter-Batch variability (variabilita zptisobena pouzitim
riznych Sarzi). Pfitom byla vzdy vypocitana standardni odchylka, variance a
koeficient variace jak pro specifickou PCR puvodce, tak i pro PCR Interni

kontroly.

Tyto Udaje byly pro artus Borrelia LC PCR Kit stanoveny pomoci Ffedéni
genomické B. burgdorferi DNA (DSMZ 4681-30) s koncentraci 36,5 kopii/pl.

Testy byly provedeny formou osminasobnych uréeni. Vyhodnoceni vysledku
]
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bylo provedeno na zakladé Ct hodnot amplifikacnich kfivek (Ct: threshold
cycle, viz Tabulka 3). Celkova variabilita libovolného vzorku uvedené
koncentrace €ini tedy 0,94 % (Ct), pro prGkaz Interni kontroly 1,68 % (Ct).
Tyto hodnoty se zakladaji na souhrnu vSech dil¢ich hodnot zjiSténych

variabilit.

Tabulka 3: Udaje o pfesnosti na zakladé Ct hodnot.

Standardni . Koeficient
Variance

odchylka variace [%]

Intra-Assay variabilita:
’ . 0,20 0,04 0,59
Borrelia gDNA (36,5 kopii/ul)
Intra-Assay variabilita:
0,09 0,01 0,29
Interni kontrola
Inter-Assay variabilita:
’ . 0,23 0,06 0,69
Borrelia gDNA (36,5 kopii/ul)
Inter-Assay variabilita:
0,39 0,15 1,28
Interni kontrola
Inter-Batch variabilita:
’ . 0,31 0,10 0,92
Borrelia gDNA (36,5 kopii/ul)
Inter-Batch variabilita:
0,62 0,38 2,04
Interni kontrola
Celkova variabilita:
. . 0,32 0,10 0,94
Borrelia gDNA (36,5 kopii/ul)
Celkova variabilita:
0,51 0,26 1,68
Interni kontrola

11.4 Robustnost

PfezkouSeni robustnosti slouzi k stanoveni celkové ¢etnosti chyb
artus Borrelia LC PCR Kit. Za timto U€elem bylo 32 Borrelia negativnich
likvorovych vzork(l smiseno s 10 kopiemi/ul eluéniho objemu kontrolni Borrelia
DNA (tfinasobna koncentrace analytického limitu senzitivity), pomoci QlAamp
DNA  Mini Kit  izolovano  (viz 8.1 1zolace DNA) a  pomoci
artus Borrelia LC PCR Kit analyzovano. Cetnost chyb pro Borrelia &inila u
v8ech vzorkll 0 %. Robustnost Interni kontroly byla dodate¢né pfezkou$ena

izolaci a analyzou 32 Borrelia negativnich likvorovych vzorkd. Celkova €etnost
|
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chyb ¢inila 0 %. Inhibice nebyly pozorovany. Robustnost

artus Borrelia LC PCR Kit €ini tedy > 99 %.

11.5 Reprodukovatelnost

Udaje o reprodukovatelnosti jsou pofizovany za UG&elem pravidelného
hodnoceni vykonnosti artus Borrelia LC PCR Kit a vykonnostniho srovnani
s ostatnimi produkty. Tyto Udaje jsou ziskavany na zakladé ucasti na

mezilaboratornich pokusech.

11.6 Diagnostické hodnoceni

artus Borrelia LC PCR Kit je v sou¢asné dobé evaluovan v nékolika studiich.

12. Zvlastni pokyny pro pouziti produktu

* V3&echny reagencie se smi pouzivat vyhradné pro diagnostiku in vitro.

¢ Prostiedek by méli pouzivat pouze pracovnici, ktefi jsou specialné
pouceni a vyskoleni v metodice diagnostiky in vitro.

¢ Pfesné dodrzovani protokolu je bezpodmine¢né nutné k dosazeni
optimalnich vysledkd PCR.

* Dbejte na konec doby pouzitelnosti uvedeny na baleni a na Stitcich
jednotlivych ~ komponent.  NepouZivejte reagencie s proslou

trvanlivosti.

13. Varovani a bezpeénostni opatreni

DalSi informace jsou uvedeny v odpovidajicich bezpecnostnich listech (BL).
Tyto listy jsou k dispozici v podob& kompaktniho a snadno pouZitelného PDF

souboru na www.giagen.com/safety.

14. Kontrola kvality

V souladu se systémem managementu jakosti spolecnosti QIAGEN

certifikovanym podle norem ISO 9001 a ISO 13485 byla kazda Sarze
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artus Borrelia LC PCR Kit testovana podle pfedem stanovenych specifikaci,

aby byla zaru¢ena jednotna kvalita produktu.
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16. Vysvétleni symbolu

%

LOT

Pouzitelné do

Cislo 8arze

Vyrobce

Katalogové ¢islo

Cislo materialu

Diagnosticky zdravotnicky prostfedek in vitro

Ethanol

Mezinarodni &islo obchodni polozky GTIN

Manual

Obsah postacujici pro <N> testl

Teplotni rozmezi

Kvantifikacni standard

Interni kontrola
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Tato stranka byla UmysIné ponechana prazdna
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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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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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