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QIAGEN Sample and Assay Technologies

QIAGEN ist der fihrende Anbieter innovativer Proben- und Testtechnologien zur
Isolierung und zum Nachweis von Bestandteilen aus jeder biologischen Probe.
Unsere technologisch und qualitativ hochwertigen Produkte und unser
exzellenter Service garantieren Erfolg von der Probenvorbereitung bis zum
Ergebnis.

QIAGEN setzt Standards bei:

B Aufreinigung von DNA, RNA und Proteinen

B Testsystemen fur Nukleinséuren und Proteine

B microRNA-Forschung und RNAI

B Automatisierung von Proben- und Testtechnologien

Wir stellen lhnen die neuesten Technologien zur Verfigung, damit Sie schnell
und sicher die besten Ergebnisse erzielen kénnen. Weitere Informationen finden
Sie im Internet unter www.qgiagen.com.
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Vorgesehener Verwendungszweck

Der artus VZV RG PCR Kit ist ein In-vitro-Test zur Quantifizierung der DNA des
Varicella-Zoster-Virus (VZV) im Liquor cerebrospinalis des Menschen mittels
Nukleinsdure-Amplifikation. Dieser diagnostische Testkit verwendet die
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und wurde fur die Verwendung mit den Rotor-
Gene Q Thermocyclern konfiguriert.

Hinweis: Der artus VZV RG PCR Kit kann nicht mit Rotor-Gene Q 2plex
Thermocyclern verwendet werden.

Zusammenfassung und Erklérung

Der artus VZV RG PCR Kit ist ein gebrauchsfertiges System fur den Nachweis
von VZV-DNA durch die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) auf den Rotor-Gene
Q Thermocyclern. Der VZV RG Master enthdlt die Reagenzien und Enzyme zur
spezifischen Amplifikation eines 82 bp langen Abschnitts des VZV-Genoms
sowie fur die direkte Detektion dieses Amplifikats im Fluoreszenzkanal

Cycling Green des Rotor-Gene Q MDx, Rotor-Gene Q oder Rotor-Gene 6000
(Quelle 470 nm, Detektor 510 nm).

Zusatzlich enthalt der artus VZV RG PCR Kit zum Nachweis einer méglichen
PCR-Inhibition ein zweites heterologes Amplifikationssystem. Diese wird als
interne Kontrolle (IC) im Fluoreszenzkanal Cycling Orange des Rotor-Gene Q
oder Rotor-Gene 6000 nachgewiesen (Quelle 585 nm, Detektor 610 nm).
Dabei wird die Nachweisgrenze der analytischen VZV-PCR (siehe ,,Analytische
Sensitivitét” auf Seite 23) nicht beeintrdchtigt. Externe Positivkontrollen (VZV
RG QS 1 - 4) werden mitgeliefert, mit denen die Menge der viralen DNA
bestimmt werden kann. Lesen Sie hierzu bitte den Abschnitt ,Quantifizierung”
auf Seite 18.

Informationen zu den Erregern

Das Varicella-Zoster-Virus (VZV) ist ein DNA-Virus, das durch
Trépfcheninfektion oder durch direkten Kontakt von Mensch zu Mensch
Ubertragen wird. Eine VZV-Infektion fUhrt zu einer leicht erhéhten
Kérpertemperatur und einem maéfig beeintréchtigten Allgemeinzustand.
Charakteristisch fur die Krankheit sind ein vielgestaltiger Hautausschlag mit
Quaddeln, Blasen und Krusten und starker Juckreiz (Windpocken). Schwere
Verlaufe einer VZV-Infektion werden hdufig bei Patienten mit Immunsuppression
beobachtet und kénnen bei diesen zu geféhrlichen Folgeerkrankungen wie
Lungen- oder Gehirnentzindung fihren. Nach der akuten Infektion verbleibt
das Pathogen lebenslang in sensiblen Spinalganglien und Ganglien der
Hirnnerven. Bei einer Schwdchung des Immunsystems kann es dann zu einem
Aufireten einer schwereren Zweiterkrankung kommen (z. B. Gurtelrose).
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Verfahrensprinzip

Beim Nachweis von Pathogenen mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
werden spezifische Bereiche aus dem Genom des Pathogens amplifiziert. Bei
der Real-Time-PCR wird das entstandene Amplifikat mit Hilfe von
Fluoreszenzfarbstoffen detektiert. Diese sind in der Regel an Oligonukleotid-
Sonden gekoppelt, die spezifisch an das Amplifikat binden. Die Beobachtung
des Verlaufs der FluoreszenzintensitGten wéhrend der PCR (in Echizeit, daher
»Real-Time-PCR") ermdglicht den Nachweis und die quantitative Bestimmung
des sich anreichernden Produkis, ohne die Probenrdhrchen nach der PCR
wieder 6ffnen zu missen.*

Mitgelieferte Materialien
Kit-Inhalt

artus VZV RG PCR Kit (24) (96)

Katalognr. 4502263 4502265

Anzahl der Reaktionen 24 96

2x12 8x12

Blau VZV RG Master Reaktionen Reaktionen

Gelb  VZV RG Mg-Solf Mg-Sol 600 ul 600 ul
VZVRG QS 1% (1 x 10

Rot = o) Qs 200l 200 ul
VZVRG QS 2*(1x103

Rot Kopien/l) Qs 200 ul 200 ul
VZV RG QS 3 # (1 x 102

Rot = o) Qs 200l 200 ul
VZVRG QS 4 * (1 x 10!

Rot = o) Qs 200 ul 200 ul

Grin  VZV RG IC? Ic 1.000 ul 2 x 1.000 ul

Wei3  Wasser (PCR-Qualitéit) 1.000 ul 1.000 ul
Handbuch 1 1

" Magnesiumlésung.
¥ Quantifizierungsstandard.
¢ Interne Kontrolle.

* Mackay, I.M. (2004) Real-time PCR in the microbiology laboratory. Clin. Microbiol. Infect.
10, 190.
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Erforderliche, nicht mitgelieferte Materialien

Tragen Sie beim Umgang mit Chemikalien immer einen Laborkittel, Einmal-
Laborhandschuhe und eine Schutzbrille. Weitere Informationen kénnen Sie den
entsprechenden Sicherheitsdatenblattern (Safety Data Sheets, SDSs) entnehmen,
die Sie vom jeweiligen Hersteller beziehen kénnen.

Reagenzien
B DNA-Isolierungskit (siehe ,DNA-Isolierung” auf Seite 9)

Verbrauchsartikel

B sterile Pipettenspitzen mit Filter

M Strip-Réhrchen und Deckel, 0,1 ml, zur Verwendung mit 72-well-Rotor
(Kat.-Nr. 981103 oder 981106)

B Ersatzweise: PCR-Réhrchen, 0,2 ml, zur Verwendung mit 36-well-Rotor

(Kat.-Nr. 981005 oder 981008)

Ausrustung

B Pipetten (verstellbar)*

B Laborschittler (Vortex)*

B Tischzentrifuge® mit Rotor fir 2-ml-Reaktionsgeféfie

B Rotor-Gene Q MDx, Rotor-Gene Q oder Rotor-Gene Thermocycler*! mit
Fluoreszenzkanalen fur Cycling Green und Cycling Orange

B Rotor-Gene Q MDx/Rotor-Gene Q Software-Version ab 1.7.94 (Rotor-
Gene 6000 Software-Version 1.7.65, 1.7.87, 1.7.94)

M Kohlblock (Ladeblock 72 x 0,1-ml-Réhrchen, Kat.-Nr. 9018901, oder

Ladeblock 96 x 0,2-ml-Réhrchen, Kat.-Nr. 9018905)

Warnungen und VorsichtsmaBnahmen

FUr in-vitro-diagnostische Anwendungen

Tragen Sie beim Umgang mit Chemikalien immer einen Laborkittel, Einmal-
Laborhandschuhe und eine Schutzbrille. Weitere Informationen kénnen Sie den
entsprechenden Sicherheitsdatenblattern entnehmen (safety data sheets, SDSs).
In unserer Online-Sammlung der Sicherheitsdatenblatter unter
www.giagen.com/safety finden Sie zu jedem QIAGEN® Kit und zu jeder Kit-
Komponente das jeweilige SDS als PDF-Datei, die Sie einsehen und ausdrucken
kénnen.

Entsorgen Sie Proben und Ansétze geméfB Ihren értlichen
Sicherheitsvorschriften.

* Stellen Sie sicher, dass die Geréte geméf3 den Herstellerempfehlungen geprift und kalibriert
wurden.

t Der artus VZV RG PCR Kit kann nicht mit Rotor-Gene Q 2plex Thermocyclern verwendet
werden.
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Allgemeine VorsichtsmaBnahmen
Folgendes sollte vom Anwender immer beachtet werden:
M Sterile Pipettenspitzen mit Filter verwenden.

B Positivmaterial (Proben, Positivkontrollen, Amplifikate) raumlich getrennt
von den Ubrigen Reagenzien aufreinigen, lagern und zur Reaktion
zusetzen.

M Alle Komponenten vor Assay-Beginn bei Raumtemperatur (15-25 °C)
vollsténdig auftauen.

B  Nach dem Auftauen die Komponenten durchmischen (durch Auf- und
Abpipettieren oder stoBweises Mischen auf dem Laborschittler [Vortex])
und dann kurz zentrifugieren.

B Arbeiten Sie zUgig und halten Sie die Komponenten auf Eis oder im

Kihlblock (72/96-well-Ladeblock).

Lagerung und Handhabung der Reagenzien

Die Komponenten des artus VZV RG PCR Kits sollten bei -15 bis -30°C gelagert
werden — unter diesen Lagerbedingungen sind sie bis zu dem auf dem Etikett
angegebenen Verfallsdatum haltbar. Wiederholtes Auftauen und Einfrieren
(mehr als 2-mal) sollte vermieden werden, da dadurch die Sensitivitat verringert
werden kann. Bei unregelméaBBigem Gebrauch sollten deshalb die Reagenzien
aliquotiert werden. Die Reagenzien sollten nicht langer als 5 Stunden bei 2 bis
8 °C gelagert werden.

Durchfihrung

DNA-Isolierung

Der EZ1 DSP Virus Kit (QIAGEN, Kat.-Nr. 62724)* ist validiert fur die
Aufreinigung viraler Nukleinséuren aus humanem Liquor mit dem artus VZV RG
PCR Kit. FUhren Sie die Aufreinigung viraler Nukleinséuren nach den
Anweisungen im EZ1 DSP Virus Kit Handbook mit einer Probe mit einem
Anfangsvolumen von 200 ul aus.

Hinweis: Der artus VZV RG PCR Kit sollte nicht mit auf Phenol basierenden
Aufreinigungsverfahren verwendet werden.

Hinweis: Der Einsatz von Carrier-RNA ist fir die Effizienz der Aufreinigung und
damit fur die DNA-/RNA-Ausbeute von entscheidender Bedeutung. Geben Sie
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zu jeder Aufreinigung die geeignete Menge Carrier-RNA entsprechend den
Anweisungen im EZ1 DSP Virus Kit Handbook hinzu.

Hinweis: Die interne Kontrolle des artus VZV RG PCR Kits kann bei der
Aufreinigung direkt verwendet werden (siehe , Interne Kontrolle” weiter unten).

Interne Kontrolle

Eine interne Kontrolle (VZV RG IC) wird mitgeliefert. Mit ihr kann sowohl das
DNA-Isolierungsverfahren kontrolliert als auch die PCR auf mégliche Inhibition
Uberprift werden. Fir diese Anwendung geben Sie die interne Kontrolle in
einem Verhdltnis von 0,1 ul pro 1 ul Elutionsvolumen zur Aufreinigung hinzu.
Wenn beispielsweise mit dem EZ1 DSP Virus Kit die viralen Nukleinséuren in
60 ul Elutionspuffer (AVE) eluiert sind, dann sollten anfénglich 6 ul der internen
Kontrolle zugesetzt werden.

Hinweis: Die interne Kontrolle und Carrier-RNA (siehe ,DNA-Isolierung” auf
Seite 9) durfen nur zu der Mischung aus Lysepuffer und Probenmaterial oder
direkt zum Lysepuffer zugesetzt werden.

Die interne Kontrolle darf nicht direkt zum Probenmaterial zugesetzt werden. Bei
Zugabe zum Lysepuffer beachten Sie bitte, dass die Mischung aus interner
Kontrolle und Lysepuffer—Carrier-RNA frisch angesetzt und sofort verwendet
werden muss (Lagerung der Mischung bei Raumtemperatur oder gekihlt for nur
wenige Stunden kann bereits zum Versagen der internen Kontrolle und zu einer
Beeintrdchtigung der Aufreinigungseffizienz fGhren).

Hinweis: Geben Sie die interne Kontrolle und die Carrier-RNA nicht direkt zum
Probenmaterial hinzu.

Optional kann die interne Kontrolle ausschlief3lich zur Kontrolle einer maglichen
PCR-Inhibition verwendet werden. Fir diese Anwendung geben Sie die interne
Kontrolle direkt zu der Mischung aus VZV RG Master und VZV RG Mg-Sol hinzu,
wie in Arbeitsschritt 2b des Protokolls beschrieben (Seite 12).

* Der EZ1 DSP Virus Kit ist auch als CE-IVD-markierte EASYartus® VZV RG PCR Kits in
Kombination mit dem artus VZV RG PCR Kit erhéltlich (siehe Bestellinformationen auf Seite
31).
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Protokoll: PCR und Auswertung

Wichtige Hinweise vor Beginn

B Machen Sie sich vor Beginn des Protokolls mit dem Thermocycler Rotor-
Gene Q vertraut. (Siehe Anwenderhandbuch des Geréts.)

B Achten Sie darauf, dass in jedem PCR-Lauf mindestens ein
Quantifizierungsstandard und eine Negativkontrolle (Wasser, PCR-
Qualitat) mitgefGhrt werden. Zur Erstellung einer Standardkurve verwenden
Sie bei jedem PCR-Lauf alle 4 mitgelieferten Quantifizierungsstandards
(VZVRG QS 1 - 4).

Vor Beginn durchzufGhrende Arbeiten

B Achten Sie darauf, dass der Kihlblock (Zubehdr zum Rotor-Gene Q
Thermocycler) auf 2 bis 8 °C vorgekuhlt ist.

B Alle Reagenzien sollten vor Testbeginn vollstandig bei Raumtemperatur
aufgetaut, gut durchmischt (mehrfaches Auf- und Abpipettieren oder kurzes
Vortex-Mischen) und anschlieBend anzentrifugiert werden.

Verfahren

1. Setzen Sie die gewiinschte Anzahl PCR-Réhrchen in die Adapter des
Kohlblocks ein.

2. Wenn Sie die interne Kontrolle verwenden, um das DNA-
Aufreinigungsverfahren zu Gberwachen und eine mogliche PCR-
Inhibition zu kontrollieren, folgen Sie Arbeitsschritt 2a. Wenn Sie die
interne Kontrolle ausschlieBlich verwenden, um eine mégliche PCR-
Inhibition zu kontrollieren, folgen Sie Arbeitsschritt 2b.

2a. Die interne Kontrolle wurde der Aufreinigung schon zugesetzt (siehe
,Interne Kontrolle” auf Seite 9). Setzen Sie in diesem Fall eine
Master-Mischung nach Tabelle 1 an.

Die Reaktionsmischung enthdlt typischerweise alle fur die PCR bendtigte
Komponenten auBer der Probe.
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Tabelle 1. Ansetzen der Master-Mischung (interne Kontrolle wird
zum Uberwachen der DNA-Aufreinigung und zum Kontrollieren
einer PCR-Inhibition verwendet)

Anzahl Proben 1 12
VZV RG Master 25,5 ul 306 ul
VZV RG Mg-Sol 4,5 ul 54 ul
VZV RG IC o ul O ul
Gesamtvolumen 30 ul 360 ul

2b. Die interne Kontrolle muss direkt zu der Mischung aus VZV RG
Master und VZV RG Mg-Sol hinzugefigt werden. Setzen Sie in
diesem Fall eine Master-Mischung nach Tabelle 2 an.

Die Reaktionsmischung enthdlt typischerweise alle fur die PCR benétigte
Komponenten aufBer der Probe.

Tabelle 2. Ansetzen der Master-Mischung (interne Kontrolle wird
ausschlieBlich zum Kontrollieren einer PCR-Inhibition verwendet)

Anzahl Proben 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
Gesamtvolumen 32 ul* 384 ul*

* Die Volumenzunahme durch Zugabe der internen Kontrolle wird beim Ansetzen des
PCR-Assays vernachléssigt. Die Sensitivitat des Detektionssystems wird dadurch nicht
beeintrdchtigt.

3. Pipettieren Sie 30 ul der Master-Mischung in jedes PCR-Réhrchen.
Geben Sie dann 20 ul eluierte Proben-DNA hinzu (siehe Tabelle 3).
Dementsprechend missen 20 ul mindestens eines der
Quantifizierungsstandards (VZV RG QS 1 - 4) als eine
Positivkontrolle und 20 ul Wasser (Wasser, PCR-Qualitét) als eine
Negativkontrolle verwendet werden.
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Tabelle 3. Ansetzen des PCR-Assays

Anzahl Proben 1 12
Master mix (Master- .
Mischung) 30 ul e 30l
Probe 20 ul ie 20 ul
Gesamtvolumen 50 ul je 50 pl

4. VerschlieBen Sie die PCR-R6hrchen. Setzen Sie unbedingt den
SchlieBring (locking ring, Zubehér des Rotor-Gene) auf den Rotor,
um ein unbeabsichtigtes Offnen der ReaktionsgefdBe wahrend des
Laufs zu verhindern.

5. Erstellen Sie zum Nachweis der VZV-DNA ein Temperaturprofil
gemaB den folgenden Arbeitsschritten.

Einstellen allgemeiner Assay-Parameter Abbildungen 1,
2,3

Initiale Aktivierung des Hot-Start-Enzyms Abbildung 4

Amplifikation der DNA Abbildung 5

Einstellen der Sensitivitat der Abbildung 6

Fluoreszenzkandle

Starten des Laufs Abbildung 7

Alle Angaben beziehen sich auf die Rotor-Gene Q MDx/Rotor-Gene Q
Software-Version 1.7.94 und Rotor--Gene 6000 Software-Versionen
1.7.65, 1.7.87 und 1.7.94. Einzelheiten zur Programmierung des Rotor-
Gene Thermocyclers entnehmen Sie bitte dem Anwenderhandbuch des
Gerats. Die jeweiligen Einstellungen sind in den Abbildungen durch
schwarze Rahmen hervorgehoben. Die Abbildungen umfassen auch Rotor-
Gene Q Thermocycler.
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6. Offnen Sie zundchst das Dialogfeld ,,New Run Wizard” (Assistent fur
neuen Lauf) (Abb. 1). Markieren Sie das Kontrollkéstchen ,,Locking
Ring Attached” (SchlieBring angebracht) und klicken Sie dann auf

,Next” (Weiter).

Welcome to the Advanced Run Wizard!

X

— Rotor Type

36-Well Rotor

Gene-Disc 72
Gene-Disc 100

[V Locking Ring Attached

SkipWizard | << Back |

Abbildung 1. Das Dialogfeld ,New Run Wizard”.

7. Wabhlen Sie als Volumen der PCR-Reaktion ,,50” und klicken Sie auf

14

,Next” (Abb. 2).

New Run Wizard

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

Operator : lQiagen

Notes :

[a1,42,43,..

x|

This box displays

help on elements in
the wizard. For help
on an item, hover
your mouse over the
item for help. You
can also click on a
combo box to display
help about its
available settings.

Skipwizard | << Back |

Abbildung 2. Einstellen allgemeiner Assay-Parameter.
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8. Klicken Sie im nachsten Dialogfeld ,New Run Wizard” (Abb. 3) auf
die Schaltfléche , Edit Profile” (Profil bearbeiten) und programmieren
Sie das Temperaturprofil wie in Abb. 3 bis 5 gezeigt.

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
available settings.

Channel Setup :

Name I Source | Detector l Gain l

Green 470nm  510nm 5 E
Yellow  530nm  555nm
Orange  585nm  610nm
Red 625nm  B660nm
Crimson  680nm  710hp

Edit Gain...
Remove

Reset Defaults

I 3

SkipWizard | << Back

Abbildung 3. Bearbeiten des Profils.

M Edit Profile X

zZ . € H 9

New Open Save As Help

it

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-P Inset ater.

Insert before...
Remove

Hold Temperature: g5 deg.
2 Hold Time : 10 |{mins O [secs

Abbildung 4. Initiale Aktivierung des Hot-Start-Enzyms.

|
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™ Edit Profile
2 ., € W

New Open Save As

The run will take approximately 109 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click on a cycle below to modify it :

2 This cycle repealsl 45 lime(s].l

1 - ——

Insert after... |
Insert before... |
Remove |

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

Timed Step _'J
[ 55 deg
4a -1 30 seconds

Acquiring to Cycling &

on Green, Orange

4b-

v Touchdown(10 cyc 1
deq.)

95 deg. for 15 secs

BB

I ! 72 deg. for 20 secs! /

| 65deq for 30 secs |
L | |

L

Abbildung 5. Amplifikation der DNA. Aktivieren Sie unbedingt die Touchdown-
Funktion fur 10 Zyklen im Annealing-Schritt.
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9. Der Messbereich der Fluoreszenzkanéle muss auf die
Fluoreszenzintensitdt in den PCR-Ansdtzen abgestimmt werden.
Klicken Sie im Dialogfeld ,,New Run Wizard” auf ,,Gain
Optimisation” (Optimierung der Verstédrkung), um das Dialogfeld
(siehe Abb. 3) ,,Auto-Gain Optimisation Setup” (Einrichten der
Optimierung der automatischen Verstdrkung) zu 6ffnen. Stellen Sie
die Kalibrierungstemperatur auf ,65", damit sie der Annealing-
Temperatur des Amplifikationsprogramms entspricht (Abb. 6).

Auto-Gain Optimisation Setup

Optimisation :

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

% 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 l85 j degrees. 1

Optimise All | Optimise Acquiring l

™ Perform Optimisation Before 1st Acquisition
[™ Perform Optimisation 4t 65 Dearees At Beginning Of Run

Channel Settings :

| | add. |

Name I Tube Position I Min Reading I Max Reading I Min Gain l Max Gain Edit... I

Green 1 5FI 10FI -10 10

Orange 1 5F 10FI 10 10 Remove I
Remove &l I

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

Abbildung 6. Einstellen der Sensitivitét der Fluoreszenzkandle.
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10. Die bei der Kalibrierung der Kandle ermittelten Verstérkungswerte
werden automatisch gespeichert und im letzten Menufenster des
Programmierverfahrens aufgefUhrt (Abb. 7). Klicken Sie auf ,,Start
Run” (Lauf starten).

Newy Run Wizard

Summary :
Setting l Value I
Green Gain 5.33
Orange Gain 8
Rotor 72-well Rotor
Sample Layout 1235
Reaction Volume (in microliters) 50

T

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

Skipwizard | << Back

Abbildung 7. Starten des Laufs.
Interpretation der Ergebnisse

Quantifizierung

Die mitgelieferten Quantifizierungsstandards (VZV RG QS 1 - 4) werden wie
eine bereits aufgereinigte Probe behandelt und im gleichen Volumen eingesetzt
(20 ul). Um eine Standardkurve auf dem Rotor-Gene Q Thermocycler zu
erstellen, setzen Sie bitte alle 4 Quantifizierungsstandards ein und definieren Sie
diese im Dialogfeld ,Edit Samples” (Proben bearbeiten) als Standards mit den
angegebenen Konzentrationen (sieche Geratehandbuch).

Hinweis: Die Quantifizierungsstandards sind in Kopien/ul definiert. Zur
Umrechnung der anhand der Standardkurve ermittelten Werte in Kopien/ml
Probenmaterial muss die folgende Gleichung angewendet werden:
Ergebnis (Kopien/ul) X
Ergebnis (Kop|en/m|) = E|U’rionsvo|umen (/JI)

Probenvolumen (ml)

Es sollte grundsétzlich das anféngliche Probenvolumen in die oben stehende
Gleichung eingesetzt werden. Darauf ist zu achten, wenn das Probenvolumen
vor der Nukleinséure-Aufreinigung verandert wurde (z. B. Volumenreduktion
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durch Zentrifugieren oder Volumenerhéhung durch Auffillen auf das zur
Isolierung erforderliche Volumen).

Ergebnisse

Beispiele fur PCR-Reaktionen mit positiven und negativen Ergebnissen sind in

Abb. 8 und Abb. 9 gezeigt.

05-
QS4

0.4 Qs3
g QS2
503
o Qs1
202

0.4

g | Threshold Il N NTC
5 10 15 20 25 30 35 40 45
Cycle

Abbildung 8. Nachweis der Quantifizierungsstandards (VZV RG QS 1 - 4) im
Fluoreszenzkanal Cycling Green. NTC: No template control (Kontrolle ohne Template)

(Negativkontrolle).

0.8
0.6 -
o
g QS 1-QS4+NTC
L
E04
o
=
0.2
T‘ncahufd
0 bﬁé—_-_] ~=—7—1/ : i : ‘ :
5 10 15 20 25 30 35 40 45
Cycle
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Abbildung 9. Detektion der internen Kontrolle (IC) im Fluoreszenzkanal
Cycling Orange bei gleichzeitiger Amplifikation der Quantifizierungsstandards
(VZV RG QS 1 - 4). NTC: Kontrolle ohne Template (Negativkontrolle).

Im Fluoreszenzkanal Cycling Green wird ein Signal detektiert.
Das Ergebnis der Analyse ist positiv: Die Probe enthdélt VZV-DNA.

In diesem Fall ist die Detektion eines Signals im Kanal Cycling Orange
unmaBgeblich, da eine hohe Ausgangskonzentration von VZV-DNA (positives
Signal im Kanal Cycling Green) zu einem abgeschwdchten oder ausbleibenden
Fluoreszenzsignal der internen Kontrolle im Kanal Cycling Orange fGhren kann
(Kompetition).

Im Fluoreszenzkanal Cycling Green wird kein Signal detektiert.
Gleichzeitig erscheint ein Signal von der internen Kontrolle im Kanal
Cycling Orange.

In der Probe ist keine VZV-DNA nachweisbar. Sie kann daher als
negativ angesehen werden.

Bei negativer VZV-PCR schlief3t das detektierte Signal der internen Kontrolle die
Méglichkeit aus, dass die PCR inhibiert wurde.

Weder im Kanal Cycling Green noch im Kanal Cycling Orange wird ein
Signal detektiert.
Eine Aussage zum Ergebnis ist nicht moglich.

Informationen zu Fehlerquellen und deren Beseitigung finden Sie unter ,Hilfe
zur Fehlerbehebung” auf Seite 20.

Hilfe zur Fehlerbehebung

In diesem Kapitel finden Sie nitzliche Hinweise, die lhnen bei der Lésung
eventuell auftretender Probleme helfen kénnen. Weitere Informationen finden
Sie auch auf der Seite, Frequently Asked Questions” unseres Support-Centers
unter: www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. AuBBerdem beantworten die
Wissenschaftler des Technischen Service bei QIAGEN gerne lhre Fragen zu den
Angaben und dem Protokoll in diesem Handbuch sowie zu
Probenvorbereitungs- und Testtechnologien allgemein (Méglichkeiten der
Kontaktaufnahme finden Sie auf der Ruckseite dieses Handbuchs und im
Internet unter www.giagen.com).

Kommentare und Vorschlége

Kein Signal bei den Positivkontrollen (VZVRG QS 1 - 4) im
Fluoreszenzkanal Cycling Green
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Kommentare und Vorschlége

a) Der ausgewdhlte Wadhlen Sie bei der Datenanalyse den
Fluoreszenzkanal for Fluoreszenzkanal Cycling Green fur die
die PCR-Datenanalyse  analytische VZV-PCR und den Fluoreszenzkanal
entspricht nicht dem Cycling Orange fur die PCR der internen
Protokoll Kontrolle aus.

b) Programmierung des Vergleichen Sie das Temperaturprofil mit dem

Temperaturprofils fir
den Rotor-Gene
Thermocycler ist nicht
korrekt

Protokoll. Siehe ,Protokoll: PCR und Auswertung”
auf Seite 10.

c) Fehlerhafte Uberprifen Sie Ihre Arbeitsschritte mit Hilfe des
Konfiguration der PCR  Pipettierschemas und wiederholen Sie ggf. die
PCR. Siehe ,Protokoll: PCR und Auswertung” auf
Seite 10.
d) Die Lagerbedingungen Uberprifen Sie sowohl die Lagerbedingungen

einer oder mehrerer
Komponenten des Kits
entsprachen nicht den
Anweisungen in
~Lagerung und
Handhabung der
Reagenzien” (Seite 9)

Das Verfallsdatum des
artus VZV RG PCR Kits
ist abgelaufen

als auch das Verfallsdatum der Reagenzien (s.
Etikett des Kits) und verwenden Sie
gegebenenfalls einen neuen Kit.

Uberprifen Sie sowohl die Lagerbedingungen
als auch das Verfallsdatum der Reagenzien (s.
Etikett des Kits) und verwenden Sie
gegebenenfalls einen neuen Kit.

Schwaches oder ausbleibendes Signal der internen Kontrolle einer
negativen Liquorprobe, die mit dem EZ1 DSP Virus Kit aufgereinigt
wurde, im Fluoreszenzkanal Cycling Orange bei gleichzeitiger
Abwesenheit eines Signals im Kanal Cycling Green

a) Die PCR-Bedingungen  Uberprifen Sie die PCR-Bedingungen (siehe
entsprechen nicht dem  oben) und wiederholen Sie gegebenenfalls die
Protokoll PCR mit korrigierten Einstellungen.

b) Die PCR wurde Stellen Sie sicher, dass Sie das von uns

inhibiert

empfohlene Aufreinigungsverfahren benutzen
und halten Sie sich exakt an die Anweisungen
des Herstellers.
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Kommentare und Vorschlége

DNA ging bei der

Aufreinigung verloren

Die Lagerbedingungen
einer oder mehrerer
Komponenten des Kits
entsprachen nicht den
Anweisungen in
~Lagerung und
Handhabung der
Reagenzien” (Seite 9)

Das Verfallsdatum des
artus VZV RG PCR Kits
ist abgelaufen

Wenn die interne Kontrolle bei der Aufreinigung
zugegeben wurde, kann ein Ausbleiben des
Signals der internen Kontrolle bedeuten, dass

DNA wéhrend der Aufreinigung verloren gi
Verwenden Sie unbedingt das empfohlene
Aufreinigungsverfahren (siehe ,DNA-Isolier

ng.

Ung”

auf Seite 9) und halten Sie sich exakt an die

Anweisungen des Herstellers.

Uberprifen Sie sowohl die Lagerbedingungen

als auch das Verfallsdatum der Reagenzien
Etikett des Kits) und verwenden Sie
gegebenenfalls einen neuen Kit.

(s.

Uberprifen Sie sowohl die Lagerbedingungen

als auch das Verfallsdatum der Reagenzien
Etikett des Kits) und verwenden Sie
gegebenenfalls einen neuen Kit.

(s.

Signale bei den Negativkontrollen im Fluoreszenzkanal Cycling Green
der analytischen PCR

a)

b)

22

Kontamination bei
Vorbereitung der PCR

Kontamination bei der
Aufreinigung

Wiederholen Sie die PCR mit Replikaten mit noch

unbenutzten Reagenzien.

VerschliefBen Sie die einzelnen PCR-Geféf3e
Méglichkeit jeweils direkt nach Zugabe der
untersuchenden Probe.

Pipettieren Sie die Positivkontrollen grundsé
zuletzt.

Achten Sie darauf, dass Arbeitsfléchen und
Gerate regelméaBig dekontaminiert werden.

Wiederholen Sie Aufreinigung und PCR der
untersuchenden Proben unter Verwendung
unbenutzter Reagenzien.

Achten Sie darauf, dass Arbeitsfléchen und
Gerate regelméaBig dekontaminiert werden.
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Qualitatskontrolle

GemaB dem ISO-zertifizierten Qualitdtsmanagementsystem von QIAGEN wird
jede Charge des artus VZV RG PCR Kits nach festgelegten Prifkriterien getestet,
um eine einheitliche Produktqualitét sicherzustellen.

Anwendungseinschrénkungen

Die Anwendung des Produkts muss durch Personal erfolgen, das speziell in
Vertahren unterrichtet und ausgebildet wurde, die unter Verwendung von In-
vitro-Diagnostika durchgefihrt werden.

Die genaue Einhaltung der Anweisungen des Benutzerhandbuchs ist
erforderlich, um optimale PCR-Ergebnisse zu erhalten.

Die auf der Verpackung und den Etiketten der einzelnen Komponenten
angegebenen Verfallsdaten sind zu beachten. Abgelaufene Reagenzien durfen
nicht benutzt werden.

Selten auftretende Mutationen innerhalb der von den Primern und/oder der
Sonde des Kits abgedeckten hochkonservierten Bereichen des Virengenoms
kédnnen, wenn sie vorliegen, zu einer Unterbestimmung fUhren oder dazu, dass
die Anwesenheit des Virus nicht detektiert wird. Validitat und Leistung des Tests
werden regelmafig Uberprift, um bei Bedarf Verénderungen vornehmen zu
kénnen.

Leistungsmerkmale

Analytische Sensitivitdt

Zum Bestimmen der analytischen Sensitivitat des artus VZV RG PCR Kits wurde
eine Verdinnungsreihe genomischer VZV-DNA von 10 bis 0,001 Kopien/ul
angesetzt und mit dem artus VZV RG PCR Kit auf dem Rotor-Gene 6000
Thermocycler analysiert. Die Untersuchungen wurden an drei verschiedenen
Tagen in Form von Achtfach-Bestimmungen durchgefGhrt. Die Ergebnisse
wurden mittels Probit-Analyse bestimmt. Abbildung 10 zeigt eine grafische
Darstellung der Probit-Analyse auf dem Rotor-Gene 6000 Thermocycler. Die
analytische Nachweisgrenze des artus VZV RG PCR Kits in Kombination mit dem
Rotor-Gene Q MDx/Q/6000 Thermocycler betragt 0,136 Kopien/ul (p = 0,05).
Dies bedeutet, dass 0,136 Kopien/ul mit einer Wahrscheinlichkeit von 95 %
nachgewiesen werden kénnen.
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95%

-0.86586 ~ 0.136 copies/ul (95%)
{0.079 - 0.32 copies/ul)

Proportions

log (dose)

Abbildung 10. Probit-Analyse: VZV (Rotor-Gene 6000). Analytische Sensitivitét des artus
VZV RG PCR Kits auf dem Rotor-Gene 6000 Thermocycler.

Spezifitat

Die Spezifitdt des artus VZV RG PCR Kits wird in erster Linie durch die Auswahl
der Primer und Sonden sowie die Wahl stringenter Reaktionsbedingungen
gewdhrleistet. Die Primer und Sonden sind anhand einer
Sequenzvergleichsanalyse auf eventuelle Homologien zu allen in Genbanken
publizierten Sequenzen Uberprift worden. Die Nachweisbarkeit aller relevanten
Genotypen ist dadurch sichergestellt.

Die Validierung der Spezifitat erfolgte zudem an 30 verschiedenen VZV-
negativen Liquorproben. Bei diesen wurde mit den im VZV RG Master
enthaltenen VZV-spezifischen Primern und Sonden kein Signal erzeugt.

For die Uberprifung einer potentiellen Kreuzreaktivitét des artus VZV RG
PCR Kits wurde die in Tabelle 4 aufgefohrte Gruppe von Kontrollen untersucht.
Bei keinem der getesteten Erreger trat eine Reaktion auf.
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Tabelle 4. Spezifitdtstest des Kits mit potenziell kreuzreaktiven
Pathogenen

Interne
Kontrolle
vzv (Cycling
Kontrollgruppe (Cycling Green) Orange)
Humanes Herpesvirus 1 _ N
(Herpes-simplex-Virus 1)
Humanes Herpesvirus 2 _ n
(Herpes-simplex-Virus 2)
Humanes Herpesvirus 4 _ 4
(Epstein-Barr-Virus)
Humanes Herpesvirus 5
. . — +
(Zytomegalievirus)
Humanes Herpesvirus 6A - +
Humanes Herpesvirus 6B - +
Humanes Herpesvirus 7 - +
Humanes Herpesvirus 8 (Kaposi-
.. . — Ar
Sarkom-assoziiertes Herpesvirus)
Hepatitis-A-Virus - +
Hepatitis-B-Virus - +
Hepatitis-C-Virus - +
Humanes Immundefizienz-Virus _ o
(HIV)
Humanes T-lymphotropes Virus 1 - +
Humanes T-lymphotropes Virus 2 - +
Enterovirus - +
Parvovirus B19 - +
West-Nil-Virus - +
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Prazision

Die Prézisionsdaten des artus VZV RG PCR Kits wurden mit Rotor-Gene
Thermocyclern erhoben und erméglichen die Bestimmung der Totalvarianz
(Gesamtstreuung) des Testsystems. Diese Totalvarianz setzt sich zusammen aus
der Intra-Assay-Variabilitat (Streuung von Proben derselben Konzentration
innerhalb eines Versuchsansatzes), der Inter-Assay-Variabilitat (Streuung bei
Anwendung durch verschiedene Personen innerhalb eines Labors unter
Benutzung verschiedener Gerdate gleichen Typs) und der Chargenvariabilitét
(Streuung bei Verwendung unterschiedlicher Chargen). Aus den erhaltenen
Daten wurden jeweils die Standardabweichung, die Varianz und der
Variationskoeffizient sowohl fur die erregerspezifische PCR als auch for die PCR
der internen Kontrolle berechnet.

Prazisionsdaten des artus VZV RG PCR Kits wurden anhand des
Quantifizierungsstandards mit der geringsten Konzentration (QS 4; 10
Kopien/ul) ermittelt. Die Tests wurden in Form von Achtfach-Bestimmungen
durchgefuhrt. Die Ergebnisse fur die Prézision wurden anhand der C-Werte der
Amplifikationskurven berechnet (C;: threshold cycle, siehe Tabelle 5, Seite 27).
Zusétzlich wurde auch die Prazision der quantitativen Werte in Kopien/ul mittels
der entsprechenden C;-Werte ermittelt (siehe Tabelle 6 auf Seite 28). Demnach
betréigt die Gesamtstreuung einer beliebigen Probe der genannten
Konzentration 0,45 % (C;) bzw. 8,32 % (Konzentration) und fir den Nachweis
der internen Kontrolle 2,81 % (C;). Diese Werte basieren auf der Gesamtheit
aller Einzelwerte der ermittelten Variabilitaten.

Robustheit

Die Uberprifung der Robustheit dient der Ermittlung der Gesamtausfallrate des
artus VZV RG PCR Kits. Hierzu wurden 30 VZV-negative Liquorproben mit je 0,4
Kopien/ul VZV-DNA (ca. dreifache Konzentration der analytischen
Sensitivitdtsgrenze) dotiert. Nach der Aufreinigung mit dem EZ1® DSP Virus Kit
(siehe ,,DNA-Isolierung” auf Seite 9) wurden diese Proben mit dem artus VZV
RG PCR Kit analysiert. Die Ausfallrate betrug fir die Gesamtheit der Proben O
%. Die Robustheit der internen Kontrolle wurde zusétzlich durch die
Aufreinigung und Analyse von 30 VZV-negativen Liquorproben Uberprift. Die
Gesamtausfallrate betrug 0 %. Inhibitionen wurden nicht beobachtet. Damit
betrégt die Robustheit des artus VZV RG PCR Kits > 99 %.

Reproduzierbarkeit

Die Daten zur Reproduzierbarkeit erlauben eine regelméflige
Leistungsbewertung des artus VZV RG PCR Kits sowie einen Effizienzvergleich
mit anderen Produkten. Diese Daten werden durch die Teilnahme an
etablierten Ringversuchsprogrammen erhoben.
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Tabelle 5. Prazision auf Grundlage der C;-Werte

Variationskoeffizient

Standardabweichung Varianz (%)
Intra-Assay-
Variabilitat: 0,08 0,01 0,26
VZV QS 4
Intra-Assay-
Variabilitat: 0,04 0,002 0,17
Interne Kontrolle
Inter-Assay-
Variabilitét: 0,15 0,02 0,5
VZV QS 4
Inter-Assay-
Variabilitat: 0,39 0,15 1,63
Interne Kontrolle
Chargenvariabilitét:
VZV QS 4 0,1 0,01 0,34
Chargenvariabilitét: 0,66 0,43 2,65
Interne Kontrolle
Totalvarianz:
VZV QS 4 0,13 0,02 0,45
Totalvarianz: 0,68 0,47 2 81
Interne Kontrolle

artus VZV RG PCR Kit Handbuch 12/2014 27



Tabelle 6. Préazisionsdaten auf Grundlage der quantitativen Ergebnisse
(in Kopien/ul)

Variationskoeffizient

Standardabweichung Varianz (%)
Intra-Assay-
Variabilitat: 0,5 0,25 5,46
VZV QS 4
Inter-Assay-
Variabilitat: 0,85 0,72 8,72
VZV QS 4
Chargenvariabilitét:
VZV QS 4 0,75 0,56 7,67
Totalvarianz:
VZV QS 4 0,81 0,66 8,32

|
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Literatur

QIAGEN fihrt eine umfangreiche und aktuelle Online-Datenbank mit
wissenschaftlichen Publikationen, in denen die Anwendung von QIAGEN
Produkten beschrieben wird. Umfassende Suchoptionen erméglichen Ihnen das
Auffinden der fur Sie interessanten Artikel durch eine einfache Stichwortsuche
oder durch Eingabe von Anwendung, Forschungsgebiet, Titel usw.

Zugang zur vollsténdigen Literaturliste haben Sie online Uber die QIAGEN
Reference Database unter www.giagen.com/RefDB/search.asp. Alternativ
kédnnen Sie sich an den Technischen Service bei QIAGEN oder an lhren
drtlichen Distributor wenden.

Symbole

W <N>
2

IVD

LOT

COMP

CONT

NUM

T
wl

Inhalt ausreichend for <N> Assays

Verfallsdatum

In-vitro-Diagnostikum

Katalognummer

Chargennummer

Materialnummer

Komponenten

Enthalt

Anzahl

Internationale Artikelnummer

Zulassiger Temperaturbereich

Hersteller
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E@ Beachten Sie die Anwendungshinweise

Ansprechpartner

Technische Hinweise und weitere Informationen finden Sie in unserem Technical
Support Center im Internet unter www.qgiagen.com/Support. Sie kénnen
au3erdem unseren Technischen Service anrufen oder sich an lhren &rtlichen
Distributor wenden (siehe hintere Umschlagseite oder im Internet unter
www.qgiagen.com).
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Bestellinformationen

Produkt Inhalt Katalognr.
artus VZV RG PCR Kit FUr 24 Reaktionen: Master, 4502263
(24) 4 Quantifizierungsstandards, interne

Kontrolle, Magnesium-Lésung, Wasser
(PCR-Qualitét)

artus VZV RG PCR Kit Fior 96 Reaktionen: Master, 4502265
(96) 4 Quantifizierungsstandards, interne

Kontrolle, Magnesium-Lésung, Wasser
(PCR-Qualitéit)

EASYartus VZV RG PCR Kits — zur vollstéindig CE-IVD-
konformen, integrierten und automatisierten
Probenaufreinigung und Pathogendetektion

EASYartus VZV RG PCR  Fir 48 Préparationen viraler EA10223
Kit 1 Nukleinsduren und 24 Assays: 1 x EZ1

DSP Virus Kit, 1 x artus VZV RG PCR Kit

(24)
EASYartus VZV RG PCR  Fir 48 Préaparationen viraler EA10224
Kit 2 Nukleinsduren und 48 Assays: 1 x EZ1

DSP Virus Kit, 2 x artus VZV RG PCR Kit

(24)

EZ1 DSP Virus Kit — zur automatisierten gleichzeitigen
Aufreinigung viraler DNA und RNA aus 1 bis 14 humanen
Plasma-, Serum- oder Liquorproben

EZ1 DSP Virus Kit (48)  FUr 48 Préparationen viraler 62724
Nukleinséuren: Vorgefollte
Reagenzienkartuschen, Einmal-
Spitzenhalter, Einmal-Filterspitzen,

Probenréhrchen, Elutionsréhrchen,
Puffer, Carrier-RNA

Rotor-Gene Q MDx und Zubehor

Rotor-Gene Q MDx Echtzeit-PCR-Cycler mit 5 Kanélen 9002022
5plex Platform (grun, gelb, orange, rot, dunkelrot),
Laptop-Computer, Software, Zubehér:
umfasst 1 Jahr Garantie auf Teile und
Arbeit, ohne Installation und Schulung
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Produkt Inhalt Katalognr.

Rotor-Gene Q MDx Echtzeit-PCR-Cycler mit 5 Kandlen 9002023
5plex System (grun, gelb, orange, rot, dunkelrot),
Laptop-Computer, Software, Zubehér:
umfasst 1 Jahr Garantie auf Teile und
Arbeit, Installation und Schulung

Rotor-Gene Q MDx Echtzeit-PCR-Cycler und HRM- 9002032
5plex HRM Platform Analysator (fur hochauflésende
Schmelzkurvenanalyse) mit 5 Kandélen
(grun, gelb, orange, rot, dunkelrot)
plus HRM-Kanal, Laptop, Software,
Zubehor: umfasst 1 Jahr Garantie auf
Teile und Arbeit, ohne Installation und

Schulung
Rotor-Gene Q MDx Echtzeit-PCR-Cycler und HRM- 9002033
5plex HRM System Analysator (fur hochauflésende

Schmelzkurvenanalyse) mit 5 Kandalen
(grun, gelb, orange, rot, dunkelrot)
plus HRM-Kanal, Laptop, Software,
Zubehoér: umfasst 1 Jahr Garantie auf
Teile und Arbeit, Installation und

Schulung
Rotor-Gene Q MDx Echtzeit-PCR-Thermocycler mit 6 9002042
6plex Platform Kanalen (blau, grin, gelb, orange, rot,

dunkelrot), umfasst Laptop-Computer,
Software, Zubehor: umfasst 1 Jahr
Garantie auf Teile und Arbeit, ohne
Installation und Schulung

Rotor-Gene Q MDx Echtzeit-PCR-Thermocycler mit 6 9002043
6plex System Kanalen (blau, grin, gelb, orange, rot,

dunkelrot), umfasst Laptop-Computer,

Software, Zubehoér: umfasst 1 Jahr

Garantie auf Teile und Arbeit,

Installation und Schulung

Loading Block Aluminium-Block fir manuelles 9018901
72 x 0.1 ml Tubes Ansetzen der Reaktion mit einer

Einkanal-Pipette in 72 x 0,1-ml-

Réhrchen
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Produkt Inhalt Katalognr.

Loading Block Aluminium-Block for manuelles 9018905
96 x 0.2 ml Tubes Ansetzen der Reaktion in einem 8 x 12
Standard-Array mit 96 x 0,2-ml-
Réhrchen
Strip Tubes and Caps, 250 Streifen mit je 4 Réhrchen und 981103
0.1 ml (250) Deckeln, for 1.000 Reaktionen
Strip Tubes and Caps, 10 x 250 Streifen mit je 4 Réhrchen 981106
0.1 ml (2500) und Deckeln, fir 10.000 Reaktionen
PCR Tubes, 0.2 ml 1.000 donnwandige Réhrchen fur 981005
(1000) 1.000 Reaktionen
PCR Tubes, 0.2 ml 10 x 1.000 donnwandige Réhrchen for 981008
(10000) 10.000 Reaktionen

Aktuelle Lizenzinformationen und produktspezifische rechtliche Hinweise finden
Sie im Handbuch des jeweiligen QIAGEN-Kits. Handbucher und
Gebrauchsanweisungen zu QIAGEN-Kits sind unter www.giagen.com abrufbar
oder kénnen beim Technischen Service von QIAGEN oder bei Ihrem érilichen
Distributor angefordert werden.
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Notizen
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Der Erwerb dieses Produkts berechtigt den Kéufer zur Nutzung des Produkts in der humanmedizinischen In-vitro-Diagnostik. Eine allgemeine Patent-
oder sonstige Lizenz, welche Uber vorgenanntes Nutzungsrecht des Kéufers dieses Produkts hinausgeht, wird nicht gewéhrt.

Marken: QIAGEN®, artus®, EASYartus®, EZ1®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group).
Eingeschrénkte Nutzungsvereinbarung
Mit Nutzung dieses Produkts erkennen Kéufer und Anwender des artus VZV RG PCR Kits die folgenden Bedingungen an:

1. Der artus VZV RG RCR Kit darf nur gemé&f den Angaben im artus VZV RG RCR Kit Handbuch und mit den Komponenten, die im Kit geliefert
werden, verwendet werden. QIAGEN gewéhrt im Rahmen lhrer Eigentumsrechte keinerlei Lizenz, die zum Kit gehérenden Komponenten mit
anderen Komponenten, die nicht zum Kit gehéren, zu verwenden oder zu kombinieren, mit Ausnahme der im artus VZV RG PCR Kit Handbuch
und in zusétzlichen, im Internet unter www.giagen.com verfigbaren, Protokollen beschriebenen Anwendungen.

2. Uber die ausdricklich erwéhnten Lizenzanwendungen hinaus Ubernimmt QIAGEN keinerlei Garantie dafir, dass dieser Kit und/oder die mit
ihm durchgefihrten Anwendungen die Rechte Dritter nicht verletzen.

3. Dieser Kit und seine Komponenten sind fir die einmalige Verwendung lizenziert und dirfen nicht wiederverwendet, wiederaufgearbeitet oder
weiterverkauft werden.

4.  QIAGEN lehnt auBer der ausdricklich gewdhrten Lizenzgewdhrung jede weitere Lizenzgewéhrung ab, sowohl ausdricklich als auch
konkludent.

5. Ké&ufer und Anwender des Kits stimmen zu, keinerlei Schritte zu unternehmen oder anderen die Einleitung von Schritten zu gestatten, die zu
unerlaubten Handlungen im obigen Sinne fihren kdnnten oder solche erleichtern kénnten. QIAGEN kann die Verbote dieser eingeschrénkten
Nutzungsvereinbarung an jedem Ort gerichtlich geltend machen und wird sémitliche Ermittlungs- und Gerichtskosten, inklusive
Anwaltsgebihren, zurickfordern, die ihr bei der Geltendmachung dieser eingeschréinkten Nutzungsvereinbarung oder irgendeines ihrer
geistigen Eigentumsrechte im Zusammenhang mit dem Kit und/oder dessen Komponenten entstehen.

Aktualisierte Nutzungs- und Lizenzbedingungen kénnen im Internet unter www.giagen.com nachgelesen werden.

© 2009-2014 QIAGEN, alle Rechte vorbehalten.
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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



