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B v automatizaci technologii pro pfipravu vzork(l a jejich analyz.
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artus Parvo B19 RG PCR Kit

K pouziti s pristrojem Rotor-Gene Q.

1. Obsah

Oznageni Kat. &. 4504263

a obsah 24 reakci

M Parvo B19 RG/TM Master 2x12 mns

(NN Parvo B19 RG/TM QS 1° 1 x 10° IU/ul 1x200 i

(TIENEN  Parvo B19 RG/TM QS 2° 1 x 10% 1U/ul 1x 200 pl

(TIENEN  Parvo B19 RG/TM QS 3° 1 x 10° 1U/ul 1x 200 pl

(FIENEN  Parvo B19 RG/TM QS 4% 1 x 102 1U/ul 1% 200 pl

EUENEN  Parvo B19 RG/TM QS 5° 1 x 10 1U/ul 1x200 pl

Parvo B19 RG/TM IC* 1x 1000 pl

Bila Voda (v kvalité vhodné pro PCR) 1x 1000 pl

QS = Quantitation Standard (Kvantifikacni standard)
IC = Internal Control (Interni kontrola)

2. Skladovani

Komponenty pfistroje artus Parvo B19 RG PCR Kit se skladuji pfi teploté
—15°C az -30 °C a jsou stabilni do data pouzitelnosti uvedeného na &titku.
Zabrante 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 potiebné vybaveni

e Laboratorni rukavice bez pudru

e Sada k izolaci DNA (viz ¢ast 9.1 I1zolace DNA)

* Pipety (nastavitelné)

»  Sterilni pipetovaci $picky s filtrem

*  Vifivy mixér (Vortex)

e Stolni centrifuga s rotorem pro 2 ml zkumavky

*  Pristroj Rotor-Gene Q se softwarem verze 2.3 nebo vyssi

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

¢ Chladici blok (Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes, kat. ¢. 9018901)

4. VSeobecna bezpecnostni opatieni

UZivatel by mél dbat na nasledujici:

* Pouzivejte sterilni pipetovaci Spicky s filtrem.

e Pozitivni material (vzorky, kontroly a amplifikaty) skladujte, izolujte a
vkladejte do reakéni smési oddélené od vSech ostatnich reagencii.

* V8echny komponenty pfed pocCatkem testu uplné rozmrazte pfi
pokojové teploté.

* Nasledné komponenty fadné promichejte a kratce centrifuguijte.

* Pracujte rychle na ledu nebo v chladicim bloku (72jamkovy plnici
blok).

5. Ugel pouziti

Sada artus Parvo B19 RG PCR Kit je in vitro test amplifikace nukleovych
kyselin k detekci a kvantifikaci DNA parvoviru B19 v lidském séru nebo
plazmé EDTA. Sada vyuziva polymerazovou fetézovou reakci (polymerase
chain reaction, PCR) v realném ¢ase a je konfigurovana k pouziti se sadou
QlAamp UltraSens Virus Kit, minisadou QlAamp DNA Mini Kit a pfistrojem
Rotor-Gene Q.
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Sada neni uréena k pouziti jako screeningovy test krve / krevniho produktu k
detekci infekce parvovirem B19. Sada artus Parvo B19 RG PCR Kit je uréena

k in vitro diagnostickému pouziti zdravotnickymi pracovniky.

6. Informace o ptlivodcich

Vétsina infekci zpusobenych parvovirem B19 ma bezpfiznakovy klinicky
prabéh. Pfiznaky akutni infekce vyvolané parvovirem B19 jsou podobné
chfipkovému onemocnéni. Mohou také pfipominat pfiznaky rubeoly
(zardének) a zejména u dospélych symptomy revmatismu. U pacientd
s hemolytickou anémii mlze byt parvovirus B19 hlavni pfi¢inou aplastické
krize. Nékdy byly zaznamenany vazné komplikace plodu, zejména po nakaze

matky v druhém a tfetim trimestru.

7. Princip PCR s hodnocenim v redlném ¢ase

PFi diagnostikovani pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR) se
amplifikuji specifické oblasti genomu puvodce. Detekce amplifikatu probiha pfi
PCR v redlném ¢ase pomoci fluorescenénich barviv. Barviva jsou zpravidla
vazana na oligonukleotidové sondy, které se specificky vazou na PCR
amplifikat. Detekce intenzity fluorescence v pribéhu PCR v redlném case
umoznuje prikaz a kvantifikaci kumulujiciho se produktu, aniz by bylo nutné

po PCR znovu otevirat reakéni zkumavky (Mackay, 2004).

8. Popis produktu

Sada artus Parvo B19 RG PCR Kit je systém k pfimému pouziti uréeny
k detekci DNA parvoviru B19 pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR)
v pfistroji Rotor-Gene Q. Parvo B19 RG/TM Master obsahuje reagencie a
enzymy pro specifickou amplifikaci useku 76 bp genomu parvoviru B19 a pro
pfimou detekci specifického amplikonu ve fluorescenénim kanalu
Cycling A.Green (Cyklovani A. Zelend) pristroje Rotor-Gene Q. Kromé toho
sada artus Parvo B19 RG PCR Kit obsahuje druhy heterologni amplifikaéni
systém pro prikaz potencialni inhibice PCR. Tento systém je detekovan jako
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Interni kontrola (IC) ve fluorescenénim kanalu Cycling A.Yellow (Cyklovani A,
Zluta). Limit detekce analytické PCR parvoviru B19 (viz éast 12.1 Analyticka
senzitivita) pfitom neni omezen. Spolu s produktem se dodavaji externi
pozitivni kontroly (Parvo B19 RG/TM QS 1-5), pomoci nichz Ize zjistit

mnozstvi patogenu ve vzorku. Prostuduijte si éast 9.3 Kvantifikace.

9. Protokol
9.1 lzolace DNA

DNA-izola¢ni soupravy nabizeji rdzni vyrobci. MnoZstvi vzorku k izolaci DNA
zavisi na pouzitém protokolu. Provedte izolaci DNA podle navodu vyrobce.

Doporucujeme nasledujici izolaéni sady:

Katalogové

Vzorek Izolaéni souprava i
cislo

Vyrobce Nosi¢ RNA

QlAamp® UltraSens® ]
Sérum Virus Kit (50) 53704 QIAGEN obsazen
plazma —

Qihame (DS’E)j)A Mini Kt 51304 QIAGEN neobsaZena

* Uziti nosi¢ée RNA ma rozhodujici vyznam pro efektivitu izolace a tim pro
vytézek DNA/RNA. Pokud zvolena izola¢ni sada nosiCovou RNA
neobsahuje, pfi izolaci nukleovych kyselin z nebunécnych télesnych
tekutin a materiald s nizkym obsahem DNA/RNA (napf. mozkomiSni mok)
dirazné doporu¢ujeme pfidat nosi¢ (RNA-Homopolymer Poly(A),
Amersham  Biosciences, kat. €. 27-4110-01). V takovém  pfipadé
postupujte nasledovné:

a) Resuspendujte lyofilizovanou nosiCovou RNA v eluénim pufru
(nepouzivejte lyzaéni pufr) izolaéni sady (napf. pufr AE minisady
QlAamp DNA Mini Kit) a fedénim vytvofte roztok o koncentraci
1 pg/pl. Tento roztok nosi¢ové RNA rozdélte na alikvoty podle potfeby
a skladujte je pfi teploté —15°C az —-30 °C. Alikvot nosicové RNA

opakované nerozmrazujte (> 2x).

|
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b) Na 100 pl lyza¢niho pufru pouzijte 1 ug nosi¢ové RNA. Stanovuje-li
napfiklad izola¢ni protokol 200 pl lyza¢niho pufru, vlozte 2 pl nosicové
RNA (1 pg/pl) pfimo do lyzaéniho pufru. Pfed zagatkem kazdé izolace
musi byt pfipravena Cerstva smeés lyzacniho pufru a nosicové RNA
(popf. i Interni kontroly, viz €ast 9.2 Interni kontrola) podle

nasledujiciho pipetovaciho schématu:

Poéet vzorkii \ 1 12

Lyzaéni pufr napr. 200 pl napr. 2400 pl
Nosi¢ova RNA (1 pg/pl) 2l 24 pl
Celkovy objem 202 pl 2424 pl
Objem na izolaci 200 pl po 200 pl

c) Cerstvé pripravenou smés lyzaéniho pufru a nosi¢ové RNA pouZijte
ihned k izolaci. Skladovani smési neni mozné.

* Uziti nosiée RNA ma rozhodujici vyznam pro efektivitu izolace a tim pro
vytéZzek DNA/RNA. Aby bylo dosazeno vyssi stability nosi¢ové RNA
dodavané spolu se sadou QlAamp UltraSens Virus Kit, doporu¢ujeme
nasledujici postup, ktery se li§i od Udaju v uzivatelské pfiruéce pro
izola¢ni sadu:

a. Pred prvnim pouzitim izolaéni sady resuspendujte lyofilizovanou

nosicovou RNA v 310 pl eluéniho pufru dodavaného se sadou
(kone¢na koncentrace 1 pg/pl, nepouzivejte lyzaéni pufr). Tento
roztok nosi¢ové RNA rozdélte na alikvoty podle potfeby a skladujte je
pfi teplot¢ —15°C az -30 °C. Alikvot nosicové RNA opakované
nerozmrazujte (> 2x).

b. Pfed zacatkem kazdé izolace musi byt pfipravena Cerstva smés
lyzacniho pufru a nosiCcové RNA (pfip. i Interni kontroly, viz
¢ast 9.2 Interni kontrola) podle nasledujiciho pipetovaciho

schématu:
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Pocet vzorkt 1 12

Lyzaéni pufr AC 800 pl 9600 pl
Nosi¢ova RNA (1 pg/pl) 5,6 pl 67,2 pl
Celkovy objem 805,6 pl 9667,2 i
Objem na izolaci 800 pl po 800 pl

c. Cerstvé pfipravenou smés lyzaéniho pufru a nosi¢ové RNA pouZijte
ihned k izolaci. Skladovani smési neni mozné.

* Aby bylo dosazeno maximalni senzitivity sady artus Parvo B19 RG PCR
Kit, doporu€ujeme eluovat DNA v 50 pl eluéniho pufru.

e Sada QlAamp UltraSens Virus Kit umozfiuje koncentrovani vzorku.
Pokud jako material vzorku nepouzivate sérum ani plazmu, pfidejte
k vzorku alespon 50 % (v/v) negativni lidské plazmy.

* lzolace obsahuje promyvaci pufr s obsahem etanolu. Bezpodminec¢né se
ujistéte, aby byl pred eluci proveden jesté jeden centrifugaéni krok (tfi
minuty, 13 000 ot/min) a tim se odstranily zbytky etanolu. Pfedejdete tak
moznym inhibicim PCR.

e Sada artus Parvo B19 RG PCR Kit neni vhodna pro izola¢ni metody na
zakladé fenolu.

Dulezité: Interni kontrolu sady artus Parvo B19 RG PCR Kit Ize pouzit pfimo

béhem procesu izolace (viz €ast 9.2 Interni kontrola).

9.2 Interni kontrola

Spolu s produktem se dodava Interni kontrola (Parvo B19 RG/TM IC). UzZivatel
ma tak moznost kontrolovat jak izolaci DNA, tak pfipadnou inhibici PCR
(viz Obr. 1). Pro tuto aplikaci pfidejte k izolaci Interni kontrolu v poméru 0,1 pl
na 1 pl eluéniho objemu. Pouzivate-li napfiklad sadu QlAamp UltraSens Virus
Kit a DNA eluujete v 50 pl pufru AVE, méli byste na za¢atku pfidat 5 pl Interni
kontroly. Mnozstvi vkladané Interni kontroly zavisi pouze na elu¢nim objemu.
Interni kontrola a nosiGova RNA (viz ¢ast 9.1 lzolace DNA) by se mély
pfidavat pouze
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e smésilyzaéniho pufru a vzorku nebo

e pfimo k lyzaénimu pufru.

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
nosice RNA cerstvé pfipravena a ihned pouzita (skladovani smési pfi
pokojové teploté nebo v lednici mlze jiz po nékolika hodinach vést k
vynechani 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). Vtomto pfipadé pfidejte 2 pl Interni kontroly na jednu
testovaci smés pfimo do 30 yl smési Parvo B19 RG/TM Master. Pro kazdou
PCR reakci pouzijte 30 pl takto vytvofeného Master Mixu* a pfidejte nasledné
20 pl izolatu. Jestlize pfipravujete jeden béh PCR pro vice vzorkud, zvyste
potfebna mnozstvi smési Parvo B19 RG/TM Master a Interni kontroly podle

poctu vzorkUl (viz ¢ast 9.4 Priprava PCR).

9.3 Kvantifikace

S Kvantifikacnimi standardy (Parvo B19 RG/TM QS 1-5) dodavanymi spolu
s produktem se zachazi stejné jako s jiz izolovanymi vzorky a pfidavaji se ve
stejném objemu (20 pl). Chcete-li vytvofit v pfistroji Rotor-Gene Q standardni
kfivku, pouzijte vSech pét Kvantifikacnich standard( a definujte je v okné
menu Edit Samples (Upravit vzorky) jako standardy vcetné odpovidajicich
koncentraci (viz uzivatelskou pfirucku k pfistroji Rotor-Gene Q ). Takto
vytvofenou standardni kfivku Ize pouzit také pro nasledné reakce, pokud je
béhem aktualniho béhu uplatnén alesponn jeden standard s jednou
definovanou koncentraci. K tomu je nutné dfive vytvofenou standardni kfivku
importovat (viz uZivatelskou prirucku k pfistroji Rotor-Gene Q). Tato
kvantifikacni metoda vSak muze vést k odchylkdm ve vysledcich z divodu

variability u rdznych béhd PCR.

*ZvySeni objemu podminéné pfidanim Interni kontroly je pfi pfipravé PCR reakce
opominuto. Senzitivita detekéniho systému neni omezena.
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Upozornéni: Kvantifikacni standardy jsou definovany jako 1U/ul. Pro prepocet
hodnot ziskanych pomoci standardni kfivky na IU/ml vzorku se pouziva

nasledujici vzorec:

Vysledek v eluatu (IU/ul) x eluéni
Vysledek ve vzorku  _ objem (ul)
(IU/ml)

Objem vzorku (ml)

Prosim povsimnéte si, Ze se do vySe uvedeného vzorce dosazuje zasadné
puvodni 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).

9.4 Priiprava PCR

Ovéfte, Ze je chladici blok (pFisluSenstvi pfistroje Rotor-Gene Q) pfedem
vychlazen na +4 °C. Do chladiciho bloku umistéte pozadovany pocet
zkumavek pro PCR. Dbejte na to, aby byl do kazdého béhu PCR zahrnut
alesponn jeden Kvantifikacni standard a jedna negativni kontrola (voda
v kvalité vhodné pro PCR (Water, PCR grade)). Chcete-li vytvofit standardni
kfivku, pouzijte u kazdého béhu PCR vSechny Kvantifikacni standardy
(Parvo B19 RG/TM QS 1-5) dodavané spolu s produktem. VSechny reagencie
se musi prfed zacatkem 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 kontrolu pouzit jak ke kontrole izolace DNA, tak pripadné
inhibice PCR, je tfeba ji pfedem pfidat kizolaci (viz ¢ast 9.2 Interni
kontrola). V tomto pfipadé pouzivejte nasledujici schéma pipetovani (viz také
schématicky prehled na Obr. 1):
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Pocet vzorku 1 12 ‘

- Parvo B19 RG/TM Master 30 pl 360 pl
1. Priprava
Master Mixu Parvo B19 RG/TM IC (V] 0 ul
Celkovy objem 30 ul 360 pl
2. Priprava PCR Master Mix 30 pl po 30 pl
Rl Vzorek 20 pl po 20 pl
Celkovy objem 50 ul po 50 pl

Jestlize chcete Interni kontrolu pouzit vyhradné ke kontrole inhibice PCR, je
tfeba ji pfidat pfimo do smési Parvo B19 RG/TM Master. \V tomto pfipadé

pouzivejte nasledujici schéma pipetovani (viz také schématicky prehled na

Obr. 2):
Pocet vzorkul 1 12 ‘
. Parvo B19 RG/TM Master 30 ul 360 pl
1. Pfiprava
Master Mixu Parvo B19 RG/TM IC 2l 24l
Celkovy objem 32 pl* 384 pl
2. PFiprava PCR Master Mix 30 pl po 30 pl
el Vzorek 20 pl po 20 pl
Celkovy objem 50 pl po 50 ul

Odmeéite pipetou do kazdé zkumavky PCR 30 pl smési Master Mix. Nasledné
pfidejte do kazdé zkumavky 20 yl eluatu zizolace DNA a fadné smés
promichejte opakovanym nabérem a vypus$ténim pipety. Obdobné musite
pridat 20 pl alespon jednoho Kvantifikacniho standardu
(Parvo B19 RG/TM QS 1-5) jako pozitivni kontrolu a jako negativni kontrolu
20 pl vody v kvalité vhodné pro PCR (Water, PCR grade). Uzavfete zkumavky
PCR. Ujistéte se, Ze byl na rotor nasazen Locking Ring (Pojistny krouzek)
(pfisluSenstvi pfistroje Rotor-Gene Q) jako prevence nechténého otevreni

zkumavek béhem béhu.

*ZvySeni objemu podminéné pfidanim Interni kontroly je pfi ptipravé PCR reakce
opominuto. Senzitivita detekéniho systému neni omezena.
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Pridani Interni kontroly k izolaci

Obr. 1:  Schéma pracovniho postupu pro kontrolu izolace a inhibice
PCR.

*Pfi 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 inhibice PCR.

*Pii kazdém pipetovacim kroku je tfeba bezpodmine&né dbat
na to, aby byly pouzivané roztoky dokonale roztaté, radné
promichané a kratce centrifugované.
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9.5 Programovani pfistroje Rotor-Gene Q

Pro detekci DNA parvoviru B19 vytvofte na pristroji Rotor-Gene Q teplotni

profil na zakladé nasledujicich péti krokud (viz Obr. 4 - 7).

A. Nastaveni obecnych parametril PCR Obr. 4
B. Pocatecni aktivace enzymu pro Hot Start Obr. 5
C. Amplifikace DNA Obr. 6
D. Nastaveni senzitivity fluorescenénich kanald Obr. 7
E.  Spusténi béhu pristroje Rotor-Gene Q Obr. 8

Veskeré udaje se vztahuji na software pfistroje Rotor-Gene verze 2.3.
Podrobnosti k programovani pfistroje Rotor-Gene Q naleznete v uZivatelské

prirucce pristroje Rotor-Gene Q.

Nejdfive zvolte ,Empty Run* (Prazdny cyklus) na karté Advanced (RozSifeny)
dialogovém okné ,New Run“ (Novy cyklus). Na panelu ,Rotor Type“ (Typ
rotoru) vyberte ,72-Well Rotor* (Rotor se 72 jamkami), zaSkrtnéte pole
,Locking Ring Attached* (Pojistny krouzek nasazen) a kliknéte na ,Next"
(Dalsi).

Mew Run Wizard

Welcome to the Advanced Bun Wizard!

— Ratar Type

35-Well Rotor

Rotor-Disc 72
Rotor-Disc 100

¥ Locking Ring Attached

Skip Wizard <4 Back Mewt >

Obr. 3: Uvitaci obrazovka pravodce novym cyklem.
|
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Poté do dal$iho okna menu New Run Wizard (Prdvodce novym cyklem)

zadejte objem reakce PCR (viz obr. 4).

Mew Run Wizard

Thig gcreen digplays mizcellaneous options for the rn. Complete the fields, ;hlis box ‘ljiwla-"'s .
clicking Mext when you are ready to mave to the nest page. tlfepwoi;a?d?n;zrlt:ellg
Dperator : on an item, hower
P . I wour mouse aver the
N . item for help. You
@lizs: can alzo click on a
combo box to display
help about itz
available zettingsz.
Reaction |5 = 7 Apply Ambient Air Correction
“alume [pL): f [ e Apely
Sample Layout : |1, 2.3 ;I
SkipWwizard | ¢ Back Newts> |

Obr. 4: Nastaveni obecnych parametrd PCR.

Teplotni profil se programuje aktivaci tlacitka Edit (Upravit) v dalSim okné

menu New Run Wizard (Pravodce novym cyklem) (viz Obr. 5 a 6).
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2 I | @
New Open SaveAs | Help
The un wil take approsimately 111 minute(s) to complete. The araph below represents the fun to be performed

Click on & cycle below to madify it

Insest after

Cycing —
Insert before

Remaove

Hold Temperature 95 |
Hold Time 10 |mins 0 |secs

Obr. 5: Po¢atecni aktivace enzymu pro Hot Start.

@, € | @
New Open Saveds | Help
The run will take approsimately 111 minutels] to complets. The graph below represents the run to be performed -

Click an a cpele below ta modiy it
Hald

Insert after...

Insert befare..

Fiemave
This cycle rspeats 45 | times).

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

Timed Step ~| =]
95°C for 15 secs
550 —
30 seconds
Acquiing to Cyeling 4 72 for 20 secs
on Green, Yelow
T —— 55 for 30 secs
I~ LongRange

I~ Tauchdown

Obr. 6: Amplifikace DNA.
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Méfici rozsah fluorescenénich kanalu je tfeba urcit podle fluorescenéni
intenzity ve zkumavkach PCR. Toto nastaveni se provadi v okné menu Auto
Gain Optimisation Setup (Nastaveni automatické optimalizace zisku), aktivace
pod polozkou New Run Wizard (Privodce novym cyklem) v &asti Gain
Optimisation (Optimalizace zisku). Kalibraéni teplotu nastavte na reasociacni
(annealing) teplotu amplifikaéniho programu (viz Obr. 7), vyberte ,Optimise

Acquiring” (Optimalizovat pofizovani) a spustte postup.

Auto-Gain Optimisation Setup

Optimization ;
W Auto-Gain Optimization will read the fluoresence on the ingerted sample at
o 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
chemistiy you are performing.

Sel temperature to i3] idegrees.

Optimize Al | Optimize Acquinng |

[ Perform Optimisation B efore 13t Acquisition

[~ Perform Optimisation &t 55 Dearees &t Beginning OF Fun

Channel Settings :

| ] Add.

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

- A R - R I e
Remove Al

< >

Start | Manual... Claze Help

Obr. 7: Nastaveni senzitivity fluorescencnich kanalG.

Hodnoty zisku stanovené automatickou optimalizaci zisku se automaticky
ulozi a jsou uvedeny vseznamu Vv poslednim okné& menu programovaci
procedury (viz Obr. 8).
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New Run Wizard

Summary :
Setting | Walue |
Green Gain 5
ellow Gain 5
Raotar 72well Rotor
Sample Layout 1.2.3. ..
Reaction Yolume [in microliters] 50

Start Run

Once you've confirmed that pour run settings are corect, click Start Run to Save Template
begin the run. Click Save Template to save settings For future runs.

Skip Wizard << Back

Obr. 8: Spusténi béhu pfistroje Rotor-Gene Q.

10.Vyhodnoceni

Vyhodnoceni dat se provadi pomoci softwaru Rotor-Gene podle navodu

vyrobce (UzZivatelska pfirucka k pristroji Rotor-Gene Q).

Muize dojit k nasledujicim vysledkim:

1. Ve fluorescenénim kanalu Cycling A.Green (Cyklovani A. Zelena) je
detekovan signal.

Vysledek analyzy je pozitivni: Vzorek obsahuje DNA parvoviru B19.

V tomto pFipadé je detekce signalu v kanalu Cycling A.Yellow (Cyklovani A, Zluta)
podruzna, protoze vysoké vychozi koncentrace DNA parvoviru B19 (pozitivni signal
v kanalu Cycling A.Green (Cyklovani A. Zelenda)) mohou vést k redukovanému az
chybéjicimu fluorescenénimu signdlu Interni kontroly v kanalu Cycling A.Yellow
(Cyklovani A, Zluta) (kompetice).
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2. Ve fluorescenénim kandlu Cycling A.Green (Cyklovani A. Zelena) neni
detekovan zadny signal. Sou€asné se vkanalu Cycling A.Yellow
(Cyklovani A, Zluta) objevuje signal Interni kontroly.

Ve vzorku neni prokazatelna zadna DNA parvoviru DNA B19. Lze jej
proto povazovat za negativni.

PFi negativni PCR na parvovirus B19 vylu€uje detekovany signal Interni kontroly
moznost inhibice PCR.

3. V kanalu Cycling A.Green (Cyklovani A. Zelend) nebo v kanalu
Cycling A.Yellow (Cyklovani A, Zlutd) neni detekovan Zadny signal.

Neni mozné uginit zaver.
Pokyny tykajici se zdrojii chyb a jejich odstranéni jsou uvedeny v éasti 11. Reseni
problém.

PFiklady pozitivnich a negativnich reakci PCR jsou uvedeny na obrazcich

Obr. 9 a Obr. 10.

[Noim. Fluoro.

0,25

0,05

NTC

©
|
\
|

2| [ 5 Mo 5 20 25 30 35 K TiCycle|
Obr. 9: Detekce Kvantifikacnich  standardd  (Parvo B19 RG/TM
QS 1-5) ve fluorescenénim kanalu Cycling A.Green

(Cyklovani A.  Zelena). NTC: beztemplatova kontrola
(negativni kontrola).
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[Norm. Fluoro.

045

04

03|

Obr. 10: Detekce interni kontroly (IC) ve fluorescenénim kanalu
Cycling A.Yellow (Cyklovani A, Zluta) pfi sou¢asné amplifikaci
Kvantifikacnich  standardt  (Parvo B19 RG/TM QS 1 - 5).
NTC: beztemplatova kontrola (negativni kontrola).

11.Reseni problému

Zadny signal u pozitivnich kontrol (Parvo B19 RG/TM QS 1-5) ve
fluorescenénim kanalu Cycling A.Green (Cyklovani A. Zelend):
* Fluorescenéni kanal zvoleny pro analyzu dat PCR neodpovida protokolu.
- K analyze dat zvolte pro analytickou PCR parvoviru B19 fluorescenéni
kanal A.Green a pro PCR Interni kontroly fluorescencni kanal
A.Yellow
* Nespravné naprogramovani teplotniho profilu pfistroje Rotor-Gene Q.
- Porovnejte  teplotni  profil s udaji  protokolu (viz €ast 9.5
Programovani pristroje Rotor-Gene Q).
* PCR reakce byla chybné sestavena.
- Porovnejte svdj pracovni postup s pipetovacim schématem (viz
cast 9.4 Priprava PCR) a pfipadné zopakujte PCR.
¢ Podminky uchovavani jednoho nebo vice komponentt sady neodpovidaji
pokyndm uvedenym v ¢asti 2. Skladovani nebo je sada
artus Parvo B19 RG PCR Kit prosla.
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= 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
Cycling A.Yellow (Cyklovani A, Zluta) pfi souéasné nepritomnosti
signalu v kanalu Cycling A.Green (Cyklovani A. Zelena):

¢ Podminky PCR neodpovidaji protokolu.

- Zkontrolujte podminky PCR (viz vy$e) a popf. PCR zopakujte s
opravenym nastavenim.

* PCR byla inhibovana.

- Ujistéte se, Ze pouzivate nami doporuceny postup izolace
(viz éast 9.1 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(l etanolu
(viz éast 9.1 Izolace DNA).

* Béhem izolace dochazi k ubytku DNA.

- Byla-li k izolaci pfidana Interni kontrola, mGze nepfitomnost signalu
Interni kontroly znamenat Ubytek DNA b&hem izolace. Ujistéte se, Zze
pouzivate nami doporuéeny postup izolace (viz ¢ast 9.1 1zolace DNA)
a drzte se presné predpist vyrobce.

* Podminky uchovéavani jednoho nebo vice komponentli sady neodpovidaji
pokyndm uvedenym v ¢asti 2. Skladovani nebo je sada
artus Parvo B19 RG PCR Kit prosla.

- Prosim zkontrolujte jak podminky skladovani, tak i dobu pouzitelnosti

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

Signaly s negativnimi kontrolami ve fluorescenénim kanalu
Cycling A.Green (Cyklovani A. Zelena) analytického 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 zadsadné jako posledni.
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- Ujistéte se, Ze jsou pracovni plochy a pfistroje pravidelné
dekontaminovany.
* Béhem izolace dochéazi ke kontaminaci.
- Zopakujte izolaci a PCR zkoumanych vzork(i za uziti novych
reagencii.
> Ujistéte se, ze jsou pracovni plochy a pfistroje pravidelné

dekontaminovany.

Pokud se vyskytnou dalSi otdazky nebo problémy, kontaktujte prosim naSi

technickou podporu.

12. Specifikace

12.1 Analyticka senzitivita

Pro ur€eni analytické senzitivity sady artus Parvo B19 RG PCR Kit byla
vytvofena fada fedéni standardu od 100 po nominalni 0,03 IU parvoviru
B19*/ul, kterd byla nasledné pomoci sady artus Parvo B19 RG PCR Kit
analyzovana. Testovani probihalo ve tfech riznych dnech v osmi replikatech.
Vysledky byly zjiStény probitovou analyzou. Grafické znazornéni probitové
analyzy naleznete na Obr. 11. Analyticky limit detekce sady
artus Parvo B19 RG PCR Kit je 0,2 IU/ul (p = 0,05). To znamena, ze je s 95 %
pravdépodobnosti detekovano 0,2 1U/ul.

* Standardem je klonovany produkt PCR, jehoz koncentrace byla zjiSténa pomoci
absorpéni a fluorescenéni spektroskopie.
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-0,7951520,2 U/l (95 %)

Méfitko

-4 -3 -2 -1 0 1 2 3
Log (davka)

Obr. 11: Analyticka senzitivita sady artus Parvo B19 RG PCR Kit.

12.2 Specificita

Specificita sady artus Parvo B19 RG PCR Kit je vprvni fadé zaru€ena
vybérem primerl a sond, jakoz i volbou pfisnych reakénich podminek.
Primery a sondy byly na zakladé sekvencni analyzy pfezkouseny na
eventualni homologie se vSemi sekvencemi publikovanymi v genovych

bankach. Tim byly zajisténa detekovatelnost vSech relevantnich genotypu.

Specificita byla navic validovana pomoci Sesti rGznych sérovych vzorkd
negativnich na parvovirus B19, které spolu s primery a sondami specifickymi
pro parvovirus B19 obsazenymi ve smési Parvo B19 RG/TM Master

negenerovaly Zadny signal.

K uréeni specificity sady artus Parvo B19 RG PCR Kit byla kontrolni skupina
uvedena v nasledujici tabulce (viz Tabulka 1) testovana na kfizovou reaktivitu.

Zadny z testovanych plivodcti nebyl reaktivni.
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Tabulka 1: Testovani specificity diagnostické soupravy pomoci potencialné kfizové
reaktivnich ptvodcu.

Parvovirus B19 Interni kontrola

Kontrolni skupina (Cycling A.Green) (Cycling A.Yellow)
(Cyklovani A. Zelena) | (Cyklovani A, Zluta)

Lidsky herpesvirus 1 -
(Herpes simplex virus 1)

Lidsky herpesvirus 2 -
(Herpes simplex virus 2)

Lidsky herpesvirus 3 -
(Varicella zoster virus)

Lidsky herpesvirus 5 -
(cytomegalovirus)

Lidsky virus leukémie T-bunék 1 -

Lidsky virus leukémie T-bunék 2 -

12.3 Pfesnost

Udaje o presnosti sady artus Parvo B19 RG PCR Kit umoZfuji stanovit
celkovou variabilitu testovaciho systému. Tato celkova variabilita se sklada
z variabilita v ramci jednoho pokusu (variabilita vysledk( vzork( stejné
koncentrace vramci jednoho pokusu), variabilita mezi riznymi pokusy
(variabilita vysledkd rozboru generovanych na rGznych pfistrojich stejného
typu a provedenych rlznymi osobami v jedné laboratofi) a variabilita mezi
riznymi Sarzemi (variabilita vysledkl rozboru za uziti rznych $arzi). Pfitom
byla vzdy vypocitana standardni odchylka, variance a koeficient variace jak

pro specifickou PCR puvodce, tak i pro PCR Interni kontroly.

Udaje o presnosti sady arfus Parvo B19 RG PCR Kit byly stanoveny na
Experimenty byly provedeny formou osminasobnych uréeni. Udaje o piesnosti
byly vypocitany na zakladé hodnot Ct amplifikanich kfivek (Ct: prahovy
cyklus (threshold cycle), viz Tabulka 2). Pomoci odpovidajicich hodnot Ct byly
navic uréeny udaje o pfesnosti pro kvantitativni vysledky v IU/ul (viz Tabulka
3). Na zakladé téchto vysledkld &ini celkovy statisticky rozptyl libovolného

vzorku uvedené koncentrace 1,66 % (Ct) a 17,65 % (konc.) pro prGkaz Interni
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kontroly 0,90 % (Ct). Tyto hodnoty se zakladaji na souhrnu vSech dil¢ich

hodnot zjisténych variabilit.

Tabulka 2: Udaje o pfesnosti na zakladé Ct hodnot.

Smérodatna Variance Koeficient
odchylka variace [%]

Variabilita v ramci jednoho
pokusu: 0,22 0,05 0,75
Parvo B19 RG/TM QS 5
Variabilita v ramci jednoho
pokusu: 0,18 0,03 0,80
Interni kontrola
Variabilita mezi rdznymi pokusy:

0,32 0,10 1,11
Parvo B19 RG/TM QS 5
Vanab’lllta mezi rdznymi pokusy: 0.19 0,03 0.84
Interni kontrola
Variabilita mezi rdznymi $arzemi:

0,38 0,14 1,47
Parvo B19 RG/TM QS 5 ' ' '
Varlabllllta mezi rznymi Sarzemi: 0.21 0.04 0,92
Interni kontrola
Celkova variabilita:

0,48 0,23 1,66
Parvo B19 RG/TM QS 5 ’ ’ ’

Ikova variabilita:

Ce 0\’/a variabilita 0,20 0.04 0,90
Interni kontrola

Tabulka 3: Udaje o pfesnosti na zakladé kvantitativnich hodnot (v [U/ul).

Smérodatna Variance Koeficient
odchylka variace [%]
Variabilita v ramci jednoho
pokusu: 0,96 0,93 9,58
Parvo B19 RG/TM QS 5
Variabilita mezi rdznymi pokusy:
1,33 1,78 13,22
Parvo B19 RG/TM QS 5 ’ ’ ’
Variabilita mezi rdznymi Sarzemi:
Parvo B19 RG/TM QS 5 2.27 517 220
Celkova variabilita:
1,79 3,21 17,65
Parvo B19 RG/TM QS 5
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12.4 Robustnost

PrezkousSeni robustnosti slouzi k stanoveni celkové &etnosti chyb sady
artus Parvo B19 RG PCR Kit. 30 sérovych vzorkli negativnich na
parvovirus B19 bylo smiseno s 1 I1U/ul eluéniho objemu kontrolni DNA
parvoviru B19 (pétinasobna koncentrace analytického limitu senzitivity). Po
extrakci pomoci minisady QlAamp DNA Mini Kit (viz €ast 9.1 Izolace DNA)
byly tyto vzorky analyzovany s vyuzitim sady artus Parvo B19 RG PCR Kit.
Cetnost chyb pro parvovirus B19 &inila u v8ech vzorki 0 %. Na zakladé
purifikace a analyzy 30 sérovych vzorkd negativnich na parvovirus B19 byla
kromé& toho pfezkouSena robustnost Interni kontroly. Celkova €etnost chyb
¢inila 0 %. Inhibice nebyly pozorovany. Robustnost sady artus
Parvo B19 RG PCR Kit¢ini tedy> 99 %.

12.5 Reprodukovatelnost

Udaje o reprodukovatelnosti jsou pofizovany za Ugelem pravidelného
hodnoceni vykonnosti sady artus Parvo B19 RG PCR Kit a vykonnostniho
srovnani s ostatnimi produkty. Tyto Udaje jsou ziskavany na zakladé ucasti v

uznavanych programech pro vykonnostni hodnoceni.

13. Zvlastni pokyny pro pouziti produktu

* VSechny reagencie se smi pouzivat vyhradné pro diagnostiku in vitro.

* Produkt 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.

* U nékterych sekvenci souvisejicich s genotypem 3 nelze uvadénou
vykonnost zaru€it. Vzhledem k mutacim ve vazebné oblasti
primer(/sond by mohlo dojit k vyraznému sniZeni senzitivity (Baylis a
Buchheit, 2009).
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* V ojedinélych pfipadech mohou mutace ve vysoce konzervovanych
oblastech virového genomu, které jsou pokryty primery a/nebo
sondami soupravy, vést k nedostate¢né kvantifikaci nebo k selhani
detekce pfitomnosti viru. Validita a Gcinnost testu jsou pravidelné

kontrolovany.

14.Varovani a bezpecnostni opatreni

PFi praci s chemikaliemi vzdy pouzivejte vhodny laboratorni plast, rukavice na
jedno pouziti a ochranné bryle. DalSi informace jsou uvedeny v odpovidajicich
bezpecnostnich listech (BL). Bezpecnostni listy jsou k dispozici online
v pohodiném a kompaktnim formatu PDF na strankach

www.qgiagen.com/safety, kde muzete nalézt, zobrazit a vytisknout BL pro

kazdou sadu QIAGEN® a pro kazdou komponentu téchto sad.

Odpad ze vzork( a rozbor( likvidujte podle mistnich bezpeénostnich predpist.

15. Rizeni jakosti

Vsouladu se systtmem managementu jakosti spole¢nosti QIAGEN
certifikovanym podle norem ISO byla kazda Sarze sady artus Parvo
B19 RG PCR Kit testovana podle pfedem stanovenych specifikaci, aby byla

zarucena jednotna kvalita produktu.
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17.Vysvétleni symbolu

8 Pouzijte do

o Cislo 3arze

Vyrobce
REF Katalogové &islo
A Cislo materialu

Prirucka

Prostfedek zdravotnické techniky pro in vitro

Z 0 2
EIEREREREREE 3E

diagnostiku
Dily
CONT Obsahuje
Pocet
GTIN Globalni &islo obchodni polozky GTIN

A
P
\

Obsahuje reagencie dostacujici pro <N> testl

Teplotni rozmezi

SR

Dal$i informace viz navod k pouziti
Qs Kvantifikacni standard

l c Interni kontrola
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artus Parvo B19 RG PCR Kit

Ochranné znamky a odmitnuti odpovédnosti
QIAGEN®, QlAamp®, artus®, Rotor-Gene®, UltraSens® (QIAGEN Group).

Historie revizi dokumentu

R4 Toto je verze 4 prirucky sady artus Parvo RG PCR Kit. Zmény oproti
06/2018 pfedchozi verzi zahrnuji pfidani prohlaeni ohledné predpokladaného pouziti,
odstranéni ¢asti diagnostického vyhodnoceni, odstranéni zminky o
36jamkovém rotoru a 0,2ml zkumavkach a aktualizaci popisu pfistroje a
softwaru Rotor-Gene Q na verze, které jsou v soucasnosti dostupné.

Registrované nazvy, ochranné znamky atd. pouzité v tomto dokumentu, a to i v pfipadé, Ze takto
nejsou vyslovné oznaceny, nejsou povazovany za zakonem nechranéné.

artus Parvo B19 RG PCR Kit je diagnosticka sada oznacena znackou CE v souladu s evropskou
smérnici 98/79/ES o diagnostickych zdravotnickych prostiedcich in vitro. Produkt neni dostupny ve
v8ech zemich.

Aktudlni licenéni informace a odmitnuti odpovédnosti specificka pro vyrobek jsou uvedeny v pfirucce
pro sadu QIAGEN nebo pfirucce uzivatele. Pfirucky a uZivatelské navody sady QIAGEN jsou k
dispozici na strankach www.giagen.com, nebo si je Ize vyzadat u Technickych sluzeb QIAGEN nebo
svého lokalniho distributora.

Koupé tohoto produktu opraviiuje kupuijiciho k jeho uZiti k provedeni diagnostickych sluzeb pro
humanni in vitro diagnostiku. Timto se neudéluje Zadny jiny obecny patent nebo licenci jiného druhu
nez toto specifické pravo k pouzivani vyplyvajici z nakupu.

Omezena licen¢ni smlouva

Pouziti tohoto produktu znamenad, Ze jakykoliv kupujici &i uZivatel sady artus Parvo B19 RG PCR Kit
souhlasi s nasledujicimi podminkami:

1. Sada artus Parvo B19 RG PCR Kit mUze byt pouzivana vyluéné v souladu s Priru¢kou pro sadu
artus Parvo B19 RG PCR Kit a pouze s komponenty obsazenymi v sadé. QIAGEN neposkytuje
Zadnou licenci v ramci kteréhokoliv svého dusevniho vlastnictvi k pouziti nebo zaclenéni
pfilozenych komponentt sady ke komponentiim, které nejsou v sadé zahrnuty, s vyjimkou pfipadul
uvedenych v Pfirucce pro sadu artus Parvo B19 RG PCR Kit a dodatecnych protokolech
dostupnych na www.qiagen.com.

2. Mimo vyslovné uvedenou licenci QIAGEN neposkytuje zadnou zaruku, Ze tato souprava a/nebo jeji
pouziti neporusuje prava tretich stran.

3. Tato sada a jeji dily jsou licencovany k jednorazovému pouziti a nesmi se pouzivat opakovane,
prepracovavat ani opakované prodavat.
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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)
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