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Technologie Badan i Analiz Firmy QIAGEN

Firma QIAGEN jest wiodgcym dostawcg innowacyjnych technologii
oczyszczania probek i ich analizy, umozliwiajgc izolacje i wykrywanie
zawartosci dowolnej prébki biologicznej. Nasze zaawansowane, wysokiej
jakosci produkty i ustugi zapewniajg sukces na kazdym etapie - od chwili
pobrania probki do uzyskania wyniku.

QIAGEN wyznacza standardy w zakresie:

B oczyszczania DNA, RNA i biatek

B analizy kwaséw nukleinowych i biatek

B badan nad mikroRNA oraz RNAI

B automatyzaciji technologii obrébki probek i ich analizy

Naszg misjg jest umozliwienie Wam osiggania znakomitych i przetomowych
wynikow w prowadzonych badaniach. Wiecej informacji mozna znalez¢ na
stronie www.giagen.com.
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Zawartos¢ Zestawu

artus HBV RG PCR Kit (24) (96)
Numer katalogowy 4506263 4506265
llos¢ reakcji 24 96
Niebieski HBV RG/TM Master fegklci fegklci
Czerwony HBV RG/TM QS 1* (1 x 10° IU/ul) QS 200 pl 200 pl
Czerwony HBV RG/TM QS 2* (1 x 10*1U/ul) QS 200 pl 200 pl
Czerwony HBV RG/TM QS 3* (1 x 10% IU/ul) @S 200 pl 200 pl
Czerwony HBV RG/TM QS 4* (1 x 102 1U/ul) QS 200 pl 200 pl
Czerwony HBV RG/TM QS 5* (1 x 10t IU/ul) @S 200 pl 200 pl
Zielony HBV RG/TM ICT Ic 1000 ul 2 x 1000 pl
Biaty Water (woda jakosci PCR) 1000 pl 1000 pl
Instrukcja (anglojezycza) 1 1

* Standardy iloSciowe.
T Kontrola wewnetrzna (Intenal control; IC).

Symbole
W <N> Zawiera odczynniki wystarczajgce na <N> ilos¢ testow
E Uzyj do
IVD Do medycznego uzytku diagnostycznego in vitro
REF Numer katalogowy
LOT Numer partii (lot)
Numer materiatu
COMP Komponenty (sktadowe)
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CONT Zawiera

NUM Numer
GTIN Globalny Numer Handlowy Produktu (Global Trade item Number)

Ograniczenia temperaturowe

‘ Producent
®

Zapozna;j sie z instrukcjg uzytkowania

Wazna informacja

Przechowywanie

Sktadowe Zestawu artus HBV RG PCR powinny by¢ przechowywane w —15°C
do —30°C i zachowujg stabilnos¢ do daty waznosci oznaczonej na etykietach
produktow. Powtarzanie zamrazania-rozmrazania (>2 x) powinno by¢ unikane,
gdyz moze to obnizy¢ czutos¢ analiz. Jesli odczynniki majg by¢ uzywane
wielokrotnie, to nalezy je przechowywac w formie rozporcjowane;.
Przechowywanie w temp. 2—8°C nie powinno przekracza¢ 5 godzin.

Przeznaczenie Zestawu

Zestaw artus HBV RG PCR jest testem in vitro do ilosciowej amplifikacji DNA
wirusa zapalenia watroby typu B (Hepatitis B virus; HBV) pozyskanego z
ludzkiego osocza. Niniejszy zestaw diagnostyczny jest oparty na technologii
tancuchowej reakcji polimerazy (polymerase chain reaction; PCR) i jest
skonfigurowany do uzytku a aparatami Rotor-Gene Q.

Ograniczenia Uzytkowania Produktu
Wszystkie sktadowe mogg by¢ uzywane tylko do celéw diagnostyki in vitro.

Produkt powinien by¢ uzytkowany wytgcznie przez personel przeszkolony pod
kagtem procedur diagnostycznych in vitro.

Dla uzyskiwania optymalnych wynikow PCR wymagane jest Sciste
przestrzeganie wytycznych zawartych w instrukcji uzytkowania.

Nalezy zwroci¢ uwage na daty przydatnosci do uzytku widniejgce na
etykietach produktow. Nie nalezy uzywac przeterminowanych komponentow.
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W rzadkich przypadkach, w wysoce konserwatywnych rejonach genomu
wirusa moga wystgpi¢ mutacje w miejscach przytgczania starterow oraz/lub
sond zawartych w zestawie, co moze skutkowac zanizonymi wynikami
ilosciowymi lub brakiem detekcji DNA wirusa. Prawidtowe dziatanie produktu
podlega regularnym testom.

Ostrzezenia i Uwagi

Podczas pracy z chemikaliami zawsze no$ fartuch ochronny, jednorazowe
rekawiczki oraz okulary ochronne. Aby uzyskac wiecej informacji, zapoznaj sie
z odpowiednimi kartami bezpieczenstwa materiatow (safety data sheets)
dostepnymi w internecie w postaci plikow PDF pod adresem
www.giagen.com/safety, gdzie mozna znalez¢, obejrze¢ i wydrukowac karty
dla kazdego zestawu oraz poszczegdinych komponentow zestawdéw QIAGEN.

Pozbywaj sie odpaddw zwigzanych z uzytkowaniem tego zestawu zgodnie z
lokalnymi przepisami bezpieczenstwa.

Kontrola Jakosci

Zgodnie z wymaganiami certyfikatu zarzgdzania jakoscig ISO firmy QIAGEN,
kazda partia Zestawu artus HBV RG PCR jest testowana wzgledem
predeterminowanych specyfikacji, celem zapewnienia statej jakosci produktu.
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Wprowadzenie

Zestaw artus HBV RG PCR stanowi gotowy do uzytku system detekcji DNA
wirusa HBV przy uzyciu technologii PCR na aparatach Rotor-Gene Q.
Komponent HBV RG/TM Master zawiera odczynniki i enzymy potrzebne do
specyficznej amplifikacji fragmentu 134 pz genomu HBV oraz do
bezposredniej detekcji specyficznego amplikonu w kanale fluorescencyjnym
Cycling Green (zielony) na aparatach Rotor-Gene Q lub Rotor-Gene 6000
oraz Cycling A.FAM™ (zielony) na aparatach Rotor-Gene 3000.

Ponadto Zestaw artus HBV RG PCR zawiera drugi heterologiczny system
amplifikacji majacy na celu identyfikcaje ewentualnej inhibicji PCR.
Amplifikacja ta jest wykrywana jako kontrola wewnetrzna (internal control; IC)
w kanale fluorescencyjnym Cycling Yellow (z6tty) na aparatach Rotor-Gene Q
lub Rotor-Gene 6000 oraz A.JOE™ (zétty) na aparatach Rotor-Gene 3000.
System kontroli wewnetrznej nie powoduje redukcji limitu detekcji analityczne;j
reakcji PCR dla HBV (patrz ‘Czutos¢ analityczna’, strona 8). Zewnetrzne
kontrole pozytywne (HBV RG/TM QS 1-5) sg zawarte w zestawie, co pozwala
na okreslenie ilosci DNA wirusa. Wiecej informaciji - patrz ‘Analiza iloSciowa’,
strona 21.

Zasada analizy

Detekcja patogenu przy pomocy reakcji PCR polega na amplifikacji
specyficznych rejondw w genomie patogenu. Podczas reakcji PCR w czasie
rzeczywistym (real-time PCR) amplifikowany produkt jest wykrywany poprzez
detekcje sygnatu z barwnikéw fluorescencyjnych, ktére zwykle sg
zintegrowane z sondami oligonukleotydowymi specyficznie hybrydyzujgcymi
do amplifikowanego produktu. Monitorowanie intensywnosci fluorescencji
podczas reakcji PCR (np. w czasie rzeczywistym) pozwala na detekcje i
iloSciowg analize akumulowanego produktu bez potrzeby otwierania probowek
reakcyjnych po zakonczeniu reakcji PCR.*

Informacje dotyczgce patogenu

Wirus zapalenia watroby typu B (HBV) jest przenoszony gtéwnie za
posrednictwem krwi i produktow pochodnych. Niemniej jednak infekcje za
posrednictwem kontaktow seksualnych, przez jame ustng oraz okotoporodowe
sg rowniez mozliwe. Zakazenie zwykle objawia sie ztym samopoczuciem,
utratg apetytu, wymiotami i problemami w obrebie jamy brzusznej. U okoto
10-20% pacjentdw pojawia sie gorgczka, wysypki skorne oraz problemy
reumatoidalne stawow i i miesni, a po 2—14 dniach pojawia sie zo6ttaczka,
ktérej moze towarzyszy¢ swedzenie. Piorunujgce zapalenie watroby wystepuje
0 okoto 1% zainfekowanych pacjentdéw i czesto jest Smiertelne. U 5-10%
pacjentow z wirusowym zapaleniem watroby typu B rozwija sie przwewlekte
zapalenie watroby, co moze powodowac marskosc¢ lub nowotwor watroby.

* Mackay, .M. (2004) Real-time PCR in the microbiology laboratory. Clin. Microbiol. Infect. 10, 190.
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Charakterystyka wydajnosci

Czutos¢ analityczna

Limit detekcji analitycznej oraz rowniez limit detekcji analitycznej w kontekscie
oczyszczania materiatu genetycznego (limity czuto$ci) zostaty okreslone dla
Zestawu artus HBV RG PCR. Limit detekcji analitycznej w kontekscie
oczyszczania kwasu nukleinowego zostat ustalony przy uzyciu HBV-
pozytywnych prébek klinicznych w potgczeniu z konkretng metodg
oczyszczania. Dla kontrastu, limit detekcji analitycznej zostat ustalony bez
uzycia prébek klinicznych i w sposdb niezalezny od stosowanej metody
oczyszczania, natomiast z uzyciem standardu o znanym stezeniu.

Celem ustalenia czutosci analitycznej Zestawu artus HBV RG PCR,
przygotowano serie rozcienczen o wartosciach od 10 do nominalnej

0,0003 HBV IU/ul i przeanalizowano z uzyciem Zestawu artus HBV RG PCR
na aparatach Rotor-Gene. Testy przeprowadzono w 3 roznych dniach i 8
powtdrzeniach dla kazdej prébki. Wyniki zostaty ustalone z uzyciem analizy
probitowej. Limit detekcji analitycznej Zestawu HBV RG PCR w potgczniu z
aparatem Rotor-Gene 3000 wynidst 0,02 [U/pl (p = 0,05). Oznacza to 95%
prawdopodobienstwo, ze 0,02 IU/ul zostanie wykryte.

Poroéwnywalnos¢ pomiedzy aparatami Rotor-Gene 3000 oraz Rotor-Gene
Q/6000 zostata zademonstrowana na podstawie specyfikacji technicznych
potwierdzonych przez porownanie wydajnosci analitycznej. Analizy probitowe
zostaty wykonane na obu systemach réwnolegle. Limit detekcji analitycznej na
aparacie Rotor-Gene Q/6000 znajduje sie w zakresie pewnosci (confidence
interval) dla aparatu Rotor-Gene 3000. W zwigzku z powyzszym Zestaw artus
HBV RG PCR moze by¢ uzywany do detekcji DNA HBV na aparacie Rotor-
Gene Q/6000 z zachowaniem podobnego poziomu czutosci.

Czutosc¢ analityczna w kontekscie oczyszczania materiatu genetycznego
(QlAamp® DSP Virus Kit) Zestawu artus HBV RG PCR zostata ustalona przy
uzyciu serii rozcienczen pierwszego miedzynarodowego standardu HBV
(1st International HBV standard; WHO) od wartosci 158 do nominalnej 0,4
HBV IU/ml z dodatkiem probek klinicznych osocza. Rozcienczenia te zostaty
poddane ekstrakcji DNA przy uzyciu QlAamp DSP Virus Kit (objeto$é
ekstrakcji: 0,5 ml, objetos¢ elucji: 26 pl). Kazde z siedmiu rozcienczen zostato
przeanalizowane Zestawem artus HBV RG PCR w 3 réznych dniach i 8
powtdrzeniach dla kazdej probki. Wyniki zostaty ustalone z uzyciem analizy
probitowej. Analiza probitowa zostata zilustrowana na Rysunku 1. Limit
detekgciji alitycznej w kontekscie oczyszczania (materiatu genetycznego) przy
wykorzystaniu Zestawu artus HBV RG PCR w potgczeniu z aparatem Rotor-
Gene 3000 wynosi 3,8 IU/ml (p = 0,05). Oznacza to 95%
prawdopodobienstwo, ze 3,8 IU/ul zostanie wykryte.
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Rysunek 1. Analiza probitowa: HBV (Rotor-Gene 3000). Czutos¢ analityczna w kontekscie
oczyszczania materiatu genetycznego (QlAamp DSP Virus Kit, QIAGEN) z uzyciem Zestawu
artus HBV RG PCR na aparacie Rotor-Gene 3000.

Specyficznosé

Specyficznos¢ Zestawu artus HBV RG PCR jest zapewniona przede
wszystkim poprzez dobor starterow i sond jak réwniez ustalenie scistych
warunkow reakcji. Startery i sondy zostaty sprawdzone pod katem mozliwych
homologii do wszystkich opublikowanych sekwencji w bankach genéw poprzez
analize porownawczg sekwencji. Wykrywalnos¢ wszystkich powigzanych
genotypow zostata sprawdzona przez porownanie sekwencji w bazach
danych, jak i przy pomocy analiz PCR na aparatach Rotor-Gene dla
nastepujgcych genotypdéw (patrz Tabela 1).
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Tabela 1. Testowanie specyficznosci powiazanych genotypéw

HBV Kontrola
(Cycling wewnetrzna
] Green lub  (Cycling Yellow
Wirus Genotyp Zrédto A.FAM) lub A. JOE)
HBV A (USA) Teragenix* + +
HBV B (Indonesia) Teragenix + +
HBV C (Indonesia) Teragenix + +
HBV C (Venezuela) Teragenix + +
HBV D (USA) Teragenix + +
HBV E (Cote D’lvoire) Teragenix + +
HBV F (Venezuela) Teragenix + +
HBV G (USA) Teragenix i +
HBV H (Nicaragua) Teragenix + +

* Teragenix Corporation, Florida, USA.

Celem przeprowadzenia dalszych testow specyficznoci, uzyte zostaty szczepy
HBV ze znanymi réznicami w sekwencji rejonu nie gtdwnego (pre-core region)
genomu HBV (HBV Pre-Core Mutant Panel, Teragenix, Florida, USA).
Wszystkie 9 szczepdw mutantow ‘pre-core’ uwzglednionych w tym panelu
zostato wykrytych przy uzyciu Zestawu artus HBV RG PCR.

Ponadto specyficznos¢ zostata zwalidowana dla 100 ré6znych HBV-
negatywnych prébek osocza. Wyniki te nie wygenerowaty zadnych sygnatow z
uzyciem starteréw i sond specyficznych dla HBV, ktére sg zawarte w
odczynniku HBV RG/TM Master.

Potencjalna reaktywnosc¢ krzyzowa dla Zestawu artus HBV RG PCR z
uzyciem grupy kontrolnej zgodnie z Tabelg 2 (strona 11). Zaden z
testowanych patogenow nie wykazat reaktywnosci. W prébkach z infekcji
mieszanych nie wykryto reaktywnosci krzyzowych.

Liniowosé

Zakres liniowosci (pomiar analityczny) dla Zestawu artus HBV RG PCR zostat
okres$lony przez analize serii rozcienczen standardu ilosciowego HBV w
zakresie 1 x 108 [U/ul do 1 x 10 IU/ul. Seria rozcienczen zostata skalibrowana

wzgledem pierwszego miedzynarodowego standardu HBV (1st International
HBV standard; WHO).
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Kazde rozcienczenie byto testowane w powtorzeniach (n = 8 dla stezen
>1 x 10° IU/ul; n = 16 dla stezen <1 x 10° IU/pl) przy uzyciu Zestawu
artus HBV RG PCR na aparatach Rotor-Gene.

Tabela 2. Testowanie specyficznosci zestawu z patogenami mogacymi
byé zrédtem potencjalnej reaktywnosci krzyzowej

HBV Internal control
(Cycling Green  (Cycling Yellow
lub Cycling lub Cycling
Grupa kontrolna A.FAM) A.JOE)
Ludzki herpeswirus 1
, . — +
(Herpes simplex virus 1)
Ludzki herpeswirus 2
: . — i
(Herpes simplex virus 2)
Ludzki herpeswirus 3
: . — +
(Varicella-zoster virus)
Ludzki herpeswirus 4 _ +
(Epstein-Barr virus)
Ludzki herpeswirus 5
: - +
(Cytomegalovirus)
Ludzki herpeswirus 6 - T
Ludzki wirus niedoboru odpornosci 1 N
(HIV-1)
Wirus zapalenia watroby typu A — +
Wirus zapalenia watroby typu C - +
Parwowirus B19 - +
Wirus zo6ttej febry B +
(Yellow fever virus)
Ludzki wirus T-limfotropowy _ +
typu 1 oraz typu 2
Wirus Coxsackie B3 - +
Wirus Dengi 1-4 - +
Escherichia coli - +

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Zakres liniowy Zestawu artus HBV RG PCR zostat ustalony dla stezen od
0,02 IU/ul do przynajmniej 1 x 108 IU/ul (Rysunek 2).

Przy zatozeniu, ze do izolacji jest uzywany DNA QlIAamp DSP Virus Kit,
Zestaw artus HBV RG PCR wykazuje liniowos$¢ w zakresie od 1,1 IU/ml do
przynajmniej 4 x 10° IU/ml.

y = 0.995x + 0.2373
R? = 0.9991

Log1o przyblizone stezenie (1U/pl)

7 9

Log1o stezenie nominalne (1U/ul)

w
2 __dJ
S
w
(6]

Rysunek 2. Zakres liniowy Zestawu artus HBV RG PCR. Obliczanie zakresu liniowego.
Przebieg prostej zostat ustalony na podstawie regresiji liniowej logio stezen wyliczonych z
logio stezeh nominalnych. Wzér dla regresiji liniowej jest przedstawiony na rysunku.

Precyzja

Dane dotyczgce precyzji dla Zestawu artus HBV RG PCR pozwalajg na ocene
catkowitej zmiennosci analizy. Catkowita zmiennos¢ skfada sie ze zmiennosci
w obrebie jednego eksperymentu (intra-assay variability; zmienno$é pomiedzy
wieloma wynikami dla prébek o tym samym stezeniu w ramach tego samego
eksperymentu), zmiennosci pomiedzy roznymi eksperymentami

(inter-assay variability; zmienno$¢ pomiedzy wieloma wynikami
wygenerowanymi na réznych aparatach tego samego typu przez réznych
operatorow w tym samym laboratorium) oraz ze zmiennosci pomiedzy roznymi
partiami zestawu (inter-batch variability; zmienno$¢ pomiedzy wieloma
wynikami wygenerowanymi z uzyciem réznych partii zestawu). Uzyskane dane
zostaty wykorzystane do oceny odchylenia standardowego, zmiennosci oraz

wspotczynnika zmiennosci dla PCR specyficznego dla patogenu oraz kontroli
wewnetrzne;.
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Dane dotyczgce precyzji dla Zestawu artus HBV RG PCR zostaty zebrane z
uzyciem Quantitation Standard (standardu iloSciowego) o najnizszym stezeniu
(QS 5; 10 1U/ul). Testy zostaty przeprowadzone w 8 powtdrzeniach. Dane
dotyczgce precyzji zostaty obliczone na podstawie wartosci Ct krzywych
amplifikcji (Cr: threshold cycle, patrz Tabela 3, strona 13). Ponadto dane
dotyczgce precyzji dla wynikéw ilosciowych IU/pl zostaty obliczone na
podstawie korespondujgcych wartosci Ct (Tabela 4). Opierajgc sie na tych
wynikach, catkowity rozktad statystyczny jakiejkolwiek z prébek o
wspomnianym stezeniu wynosi 1,29% (Cr) lub 8,99% (stezenie), oraz 1,87%
(Cr) dla detekcji kontroli wewnetrznej. Wartosci te sg oparte na wszystkich
pojedynczych wynikach dla ustalonych zmiennych.

Tabela 3. Dane dotyczgce precyzji na podstawie wartosci Cr

Odchylenie Wspoétczynnik

standardowe Zmienno$¢ zmiennosci (%)
Intra-assay variability*:
HBV RG/TM QS 5 0,09 0,01 032
Intra-assay variability: 0.10 0,01 1,06
Internal control
Inter-assay variabilitys:
HBV RG/TM QS 5 0,14 0,02 0,49
Inter-assay variability: 0.29 0.08 1,00
Internal control
Inter-batch variability*:
HBV RG/TM QS 5 0,38 0,15 1,39
Inter-batch variability: 0.62 0.39 223
Internal control
Catkowita zmiennosc¢:
HBV RG/TM QS 5 0,36 0,13 1,29
Catkowita zmiennos¢: 0,52 0.27 1,87
Kontrola wewnetrzna

* Zmiennos¢ pomiedzy wieloma wynikami dla probek o tym samym stezeniu w ramach
tego samego eksperymentu

§ Zmiennos$¢ pomiedzy wieloma wynikami wygenerowanymi na réznych aparatach tego
samego typu przez réznych operatorow w tym samym laboratorium

*Zmienno$¢ pomiedzy wieloma wynikami wygenerowanymi z uzyciem réznych partii
zestawu

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
Instrukcja Zestawu artus HBV RG PCR 12/2014 13



Tabela 4. Dane dotyczace precyzji na podstawie wynikéw ilosciowych
(19/ul)

Wspobitczynnik
Odchylenie zmiennosci
standardowe Zmiennosé (%)
Intra-assay variability*:
HBV RG/TM QS 5 0,93 0.87 9,28
Inter-assay variabilitys:
HBV RG/TM QS 5 0.79 0.63 7,92
Inter-batch variability*:
HBV RG/TM QS 5 1,08 1,05 10.21
Catkowita zmiennos¢:
HBV RG/TM QS 5 il Gt Ak

* Zmiennos¢ pomiedzy wieloma wynikami dla prébek o tym samym stezeniu w ramach
tego samego eksperymentu

§ Zmiennos¢ pomiedzy wieloma wynikami wygenerowanymi na réznych aparatach tego
samego typu przez réznych operatorow w tym samym laboratorium

¥ Zmienno$¢ pomiedzy wieloma wynikami wygenerowanymi z uzyciem réznych partii
zestawu

Niezawodnos¢

Weryfikacja niezawodnos$ci pozwala na ocene catkowitej skali niepowodzen
analiz przy uzyciu Zestawu artus HBV RG PCR. Celem zweryfikowania
niezawodnosci, do 100 HBV-negatywnych probek osocza dodano DNA
kontrolnego HBV 0,05 IU/pl objetosci elucji (stezenie okoto 3-krotnie wyzsze
od limitu czutosci analitycznej). Po ekstrakcji z uzyciem QlAamp DSP Virus Kit
(patrz ‘Izolacja DNA’, strona 19), probki te zostaty przeanalizowane z uzyciem
Zestawu artus HBV RG PCR. Skala niepowodzen dla wszystkich probek HBV
wyniosta 0%. Ponadto niezawodnosc¢ kontroli wewnetrznej zostata oceniona
przez oczyszczanie i analize 100 HBV-negatywnych probek osocza. Catkowita
skala niepowodzen wyniosta 0%. Obecnosc¢ inhibitorow nie zostata
zaobserwowana. Niezawodnos¢ Zestawu artus HBV RG PCR wynosi zatem
>99%.

Odtwarzalnos¢

Dane dotyczgce odtwarzalnosci pozwalajg na regularng ocene wydajnosci
Zestawu artus HBV RG PCR, jak réwniez porownania wydajnosci w
zestawieniu z innymi produktami. Dane te sg uzyskiwane poprzez czynny
udziat w ugruntowanych programach biegtosci (established proficiency
programs).
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Ocena diagnostyczna

Podczas badanh w 2 niezaleznych laboratoriach Zestaw artus HBV RG PCR
zostat porownany z zestawem COBAS® TagMan® HBV Assay. W tym celu
przetestowano 287 retrospektywnych oraz prospektywnych prébek osocza.

DNA HBV do testéw Zestawem artus HBV RG PCR zostato wyizolowane przy
uzyciu QIAamp DSP Virus Kit, a analiza zostata wykonana na aparacie Rotor-
Gene 3000. Do testow poréwnawczych z zestawem COBAS TagMan HBV
Assay, DNA HBV zostato wyizolowane zgodnie z instrukcjami dostarczonymi
wraz z zestawem. Wyniki otrzymane z uzyciem Zestawu artus HBV RG

PCR zostaty poréwnane z tymi dla zestawu COBAS TagMan HBV Assay.

W poréwnaniu do wynikéw uzyskanych z uzyciem zestawu COBAS TagMan
HBV Assay jako testem referencyjnym, czutos¢ diagnostyczna Zestawu

artus HBV RG PCR dla wszystkich prébek osocza zostata ustalona na 100%,
a specyficznos¢ diagnostyczna na 97%, co przedstawiono w Tabeli 5.

Tabela 5. Wyniki badan poréwnawczych

COBAS TagMan HBV Assay
+ - Razem
Zestaw artus + 186 3 189
HBV RG PCR
— 0 98 98

Dalsze testy 3 niezgodnych prébek potwierdzity wyniki uzyskane Zestawem
artus HBV RG PCR. Mozna zatem przyjgc, ze ta rozbieznos¢ wynika z
wyzszej czutosci Zestawu artus HBV RG PCR.

Korelacja wynikow ilosciowych dla obu systemow zostata przeanalizowana
przy pomocy regresji liniowej. Wyniki dla obu zestawow sg porownane na
Rysunku 3.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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y= 1.0738x + 0.1928
R? = 0.9556

Roche, HBV log1o stezenie (1U/ul)
*

QélAGEN, HBV Iogqogm(IU/ul) *
Rysunek 3. Poréwnanie COBAS TagMan HBV Assay (Roche, HBV; oczyszczanie
probek z uzyciem systemu High Pure) z Zestawem artus HBV RG PCR (QIAGEN, HBV;
oczyszczanie probek z uzyciem QIAamp DSP Virus Kit). Korelacja wynikow ilosciowych
dla obu systeméw testowych (Tabela 5) zostata przeanalizowana przy pomocy regresji

liniowej. Wyniki dla obu zestawdw sg pokazane jako wykres punktowy XY (scatter plot) w
skali logarytmiczne;j.
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Materialy Wymagane, ale Niedostarczone

Podczas pracy z chemikaliami zawsze nos fartuch ochronny, jednorazowe
rekawiczki oraz okulary ochronne. Aby uzyska¢ wiecej informaciji, zapoznaj sie
z odpowiednimi kartami bezpieczenstwa materiatéw (safety data sheets),
dostepnymi u producentdéw lub dostawcow produktow.

B Zestaw do izolacji DNA (patrz ‘Izolacja DNA’, strona 19)

B Pipety (nastawne)*

B Sterylne koncoéwki do pipet (z filtrami)

B Worteks*

B Wiréwka nastotowa* z rotorem na probowki 2 ml

B Rotor-Gene Q lub Rotor-Gene Instrument* z kanatami fluorescencji dla
Cycling Green (zielony) oraz Cycling Yellow (z6tty) lub z kanatami
fluorescencji dla Cycling A.FAM (zielony) and Cycling A.JOE (z06tty)

B Rotor-Gene Q software (oprogramowanie) wersja 1.7.94 (Rotor-Gene

6000 software wersja 1.7.65, 1.7.87, 1.7.94; Rotor-Gene 3000 software
wersja 6.0.23) lub wyzsze

B Strip Tubes and Caps (paski probéwek i zatyczek), 0,1 ml, do uzytku z
72-well rotor (rotor 72-probéwkowy) (nr kat. 981103 lub 981106)

M Alternatywnie: PCR Tubes (probéwki PCR), 0,2 ml, do uzytku z 36-well
rotor (rotor 36-probéwkowy) (nr kat. 981005 lub 981008)

M Blok chtodzgcy (Loading Block 72 x 0,1 ml Tubes, nr kat. 9018901 lub
Loading Block 96 x 0,2 ml Tubes, nr kat. 9018905)

* Upewnij sie, ze urzagdzenia zostaty sprawdzone i skalibrowane zgodnie z zaleceniami
producentow.
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Wazne Informacje

Uwagi ogoélne
Uzytkownik powinien zawsze zwraca¢ uwage jak nastepuje:
B Uzywaj sterylnych koncéwek do pipet (z filtrami).

B Przechowuj i izoluj materiaty pozytywne (prébki, kontrole pozytywne i
amplikony) odseparowane od innych odczynnikdéw i dodawaj ich do
mieszanin reakcyjnych w specjalnie do tego celu przeznaczonym
pomieszczeniu.

B Przed przystgpieniem do procedury dobrze rozmroz wszystkie
komponenty w temp. pokojowej (15-25°C).

B Po rozmrozeniu wymieszaj komponenty przez pipetowanie lub
worteksowanie, a nastepnie krotko zwiruj.

B Pracuj szybko i trzymaj komponenty na lodzie lub w bloku chtodzagcym
(statyw 72/96-dotkowy).

Przechowywanie, transport i obchodzenie sie z probkami

@ Wszystkie probki muszg byc¢ traktowane, jako materiat potencjalnie
zakazny.

@ Obecne badania wskazujg na osocze przechowywane w srodowisku
zawierajgcym EDTA lub cytrynian jako najlepszy materiat do detekcji HBV.
Zalecamy zatem uzywanie takich probek wraz z Zestawem artus HBV RG PCR.

Wewnetrzna walidacja Zestawu artus HBV RG PCR zostata wykonana z

uzyciem ludzkich probek osocza z EDTA. Inne rodzaje materiatow nie sg
zwalidowane. Do preparatyki prébek uzywaj tylko zalecanego zestawu do
izolacji kwasow nukleinowych (patrz ‘Izolacja DNA’, strona 19).

Uzywanie pewnych rodzajow materiatbw wymaga zapoznania sie z
odpowiednimi instrukcjami dotyczgcymi ich pobierania, transportu i
przechowywania.

Pobieranie prébek

Kazde pobranie krwi powoduje uszkodzenie naczyn krwionosnych (zyty,
tetnice, naczynia wtosowate). Nalezy uzywac¢ wytgcznie bezpiecznych i
sterylnych materiatow. Do pobierania krwi dostepne sg jednorazowe materiaty
I akcesoria. Do pobierania krwi z zyt nie nalezy stosowac igiet o zbyt matej
Srednicy. Pobieranie krwi zylnej powinno by¢ dokonywane w odpowiednich
okolicach zgiecia tokciowego, przedramienia lub wierzchu dtoni. Krew powinna
zostac pobrana z uzyciem standardowych probéwek do pobierania probek
krwi (czerwona zatyczka, Sarstedt lub poréwnywalne probdéwki innego

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
18 Instrukcja Zestawu artus HBV RG PCR 12/2014



producenta). Nalezy pobra¢ 5-10 ml krwi ha EDTA. Zawartos¢ probéwek
powinna zostaC wymieszana przez 8-krotne odwracanie (nie wytrzgsac).

@ Probki od os6b poddawanych terapii heparynowej nie powinny byc¢
uzywane (patrz ‘Substancje interferujgce’, strona 19).

Przechowywanie prébek

Petna krew powinna zostac¢ rozdzielona na osocze i czeS¢ zawierajgca
elementy morfotyczne (w tym komorki) przez wirowanie przez 20 minut przy
800-1600 x g w ciggu 6 godzin od pobrania krwi. Odseparowane osocze musi
by¢ przeniesione do sterylnych probéwek polipropylenowych. Dtuzsze
przechowywanie lub mrozenie probek moze powodowac¢ zmniejszenie
czutosci testu. DNA w otoczce wirusowej jest stabilne przez kilka-kilkanascie
dni w 4°C, przez kilka-kilkanascie tygodni w —20°C oraz przez wiele miesiecy lub lat
w—70°C.*

Transport préobek

Prébki powinny by¢ transportowane w pojemniku odpornym na sttuczenie, co
powinno zabezpieczy¢ probki przed ewentualnym wyciekiem i ryzykiem
skazenia. Probki powinny by¢ transportowane zgodnie z lokalnymi i krajowymi
przepisami dotyczgcymi bezpieczenstwa transportu materiatow patogennych.t

Probki powinny zosta¢ przetransportowane w przeciggu 6 godzin. Nie
zalecamy przechowywania prébek w miejscu, w ktorym zostaty pobrane.
Mozliwe jest wysytanie probek pocztg, ale przy stosowaniu sie do
odpowiednich przepisow dotyczgcych transportu materiatdw patogennych.
Zalecamy transport probek za posrednictwem kuriera. Prébki krwi powinny by¢
transportowane w warunkach chtodniczych (2-8°C), a odseparowane osocze
w gebokim zamrozeniu (=15 do —30°C).

Substancje interferujace

Podwyzszony poziom bilirubiny (<15 mg/dl) oraz lipidéw (<800 mg/dl) oraz
probki z hemolizg nie wptywajg na dziatanie systemu. Heparyna (=10 1U/ml)
zaburza PCR. Probki zebrane do probowek z heparyng jako antykoagulantem
nie powinny by¢ uzywane. To samo dotyczy probek pobranych od pacjentéw
heparynizowanych.

|lzolacja DNA

Zestaw QlAamp DSP Virus Kit (QIAGEN, nr kat. 60704) jest zwalidowany do
oczyszczania DNA wirusowego z ludzkiego osocza do uzytku z Zestawem
artus HBV RG PCR. Przeprowadzaj oczyszczanie DNA wirusowego zgodnie z
wytycznymi zawartymi w instrukcji QlAamp DSP Virus Kit Handbook.

* Arbeitskreis Blut, V17 (09.1997), Bundesgesundheitsblatt 11/1997, p. 452—-456.
T International Air Transport Association (IATA). Dangerous Goods Regulations.
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® Uzycie nosnikowego RNA jest krytyczne dla wydajnosci oczyszczania, a
w konsekwencji ilosci uzyskanego DNA/RNA. Celem zwiekszenia stabilnosci
no$nikowego RNA zawartego w zestawie QlAamp DSP Virus Kit, zaleca sie
postepowanie zgodne z wytycznymi dotyczgcymi rozpuszczania i
przechowywania nosnikowego RNA zawartymi w instrukcji uzytkowania
(‘Preparing reagents and buffers’ — przygotowanie odczynnikéw i buforow).

@ Kontrola wewnetrzna Zestawu artus HBV RG PCR moze by¢ uzyta
bezposrednio podczas procedury izolacji (patrz ‘Kontrola wewnetrzna’,
ponizej). W procedurze oczyszczania nalezy uwzgledni¢ negatywng probke
osocza. Sygnat z kontroli wewnetrznej korespondujgcej z tg probka stuzy jako
podstawa do oceny wydajnosci oczyszczania.

Kontrola wewnetrzna

Kontrola wewnetrzna jest zawarta w zestawie (HBV RG/TM IC). Pozwala to
uzytkownikowi zarébwno na kontrole procesu izolacji DNA, jak i ewentualnej
inhibicji PCR. W tym celu nalezy dodac¢ kontrole wewnetrzng do procesu
izolacji w stosunku 0,1 ul na 1 pl objetosci planowanej elucji. Przyktadowo,
uzywajgc zestawu QlAamp DSP Virus Kit, DNA jest eluowane w 60 ul Elution
Buffer (AVE), zatem 6 pl kontroli wewnetrznej powinno zosta¢ dodane do
procesu oczyszczania. llos¢ uzywanej kontroli wewnetrznej zalezy od
objetosci elucji.

@ Kontrola wewnetrzna i nosnikowe RNA (patrz ‘Izolacja DNA’, strona 19)
powinny zosta¢ dodane tylko do mieszaniny buforu lizujgcego (lysis buffer) i
probki lub bezposrednio do buforu lizujgcego.

Kontrola wewnetrzna nie moze by¢ dodawana bezposrednio do prébki. W
przypadku dodawania do buforu lizujgcego nalezy pamietaé, ze mieszanina
kontroli wewnetrznej i buforu lizujgcego-nosnikowego RNA powinna zostac
przygotowana na swiezo i zuzyta natychmiast (kilkugodzinne przechowywanie
mieszaniny w temp. pokojowej lub lodowce moze powodowac nieprawidtowe
dziatanie kontroli wewnetrznej i zredukowang wydajnos¢ ekstrakciji).

® Nie dodawaj kontroli wewnetrznej ani nosnikowego RNA bezposrednio
do prébki.

Aby uznac oczyszczanie za udane, wartos¢ Cr kontroli wewnetrznej
negatywnej probki osocza poddanej oczyszczaniu (QlAamp DSP Virus Kit)
musi osiggng¢ wartos¢ Cr = 29 * 3 (threshold (prog odciecia): 0,03) przy
uzyciu aparatow Rotor-Gene Q. Przedstawione odchylenie jest oparte o
zmiennosc¢ aparatu oraz oczyszczania. Wyzsza zmiennos¢ moze sugerowac
problem podczas oczyszczania. W takim przypadku procedura oczyszczania
powinna zostac¢ zweryfikowana i, jesli to konieczne, powtornie zwalidowana. W
przypadku dalszych watpliwosci lub problemoéw prosimy o kontakt z dziatem
pomocy technicznej QIAGEN Technical Services.
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Kontrola wewnetrzna moze zosta¢ opcjonalnie uzyta do sprawdzenia
wytgcznie ewentualnej inhibicji PCR. W tym celu nalezy doda¢ kontrole
wewnetrzng bezposrednio do odczynnika HBV RG/TM Master, jak to opisano
w kroku 2b protokotu (strona 23).

Ustawianie progu odciecia dla analizy wynikéw PCR

Optymalne ustawienia dla progu odciecia (threshold) dla danego potgczenia
aparatu Rotor-Gene Q z Zestawem artus RG PCR powinny zostac ustalone
empirycznie przez testowanie kazdej osobnej kombinacji, gdyz jest to wartosc
wzgledna zalezgca od catoksztattu procedury diagnostycznej. Na poczatek
mozna zaczg¢ od ustawienia progu odciecia na poziomie 0,04 dla analizy
wynikow pierwszej reakcji PCR, ale wartos¢ ta powinna zosta¢ zweryfikowana
podczas analizy porownawczej kolejnych reakcji przeprowadzonych wedtug
danej procedury. Prog odciecia powinien zosta¢ ustawiony recznie tuz ponad
sygnatami dla krzywych kontroli negatywnych oraz badanych probek
negatywnych. Srednia warto$é progu odciecia obliczona na podstawie tych
eksperymentow powinna najprawdopodobniej by¢ odpowiednia dla wiekszosci
przysztych reakcji. Niemniej jednak uzytkownik powinien weryfikowac tg
wartos¢ w regularnych odstepach czasu. Wartos¢ progu odciecia bedzie sie
zwykle znajdowac w zakresie 0,03-0,05 i powinna by¢ zaokrgglana do nie
wiecej niz trzech miejsc po przecinku.

Analiza ilosciowa

Zawarte w zestawie standardy ilosciowe (HBV RG/TM QS 1-5) sg traktowane
jak uprzednio oczyszczone probki i uzyta zostaje ta sama objetos¢ (20 pl).
Celem wygenerowania krzywej standardowej na aparatach Rotor-Gene Q
nalezy uzy¢ wszystkich 5 standardow ilosciowych i zdefiniowac je w oknie
oprogramowania ‘Edit Samples’ jako standardy z zaznaczeniem zgodnych ze
specyfikacjg stezen (patrz instrukcja uzytkowania aparatu).

@ Standardy ilosciowe sg zdefiniowane w |U/ul.* Nastepujgce réwnanie
powinno by¢ zastosowane celem konwersji wartosci ustalonych na podstawie
krzywej standardowej na IU/ml badanych probek:

Wynik (1U/ul) x Objetosc¢ Elucji (pl)
Objetos¢ Probki (ml)

Zasadniczo w powyzszym rownaniu powinna by¢ zastosowana poczgtkowa
objetos¢ probki. Powinno to zosta¢ uwzglednione w przypadku zmiany
objetosci prébki jeszcze przed etapem ekstrakcji kwaséw nukleinowych (np.
redukcja objetosci podczas wirowania lub zwiekszanie objetosci przez jej
dopetnianie dla potrzeb izolaciji).

Wynik (IU/ml) =

* Standardy zostaty skalibrowane z uzyciem pierwszego miedzynarodowego standardu HBV
(1st International HBV standard; WHO).
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Protokét: PCR i Analiza Danych

@ Wazne informacje przed rozpoczeciem
M Przed rozpoczeciem procedury przeczytaj ‘Wazne Informacje’, strony 18-21.

B Przed przystgpieniem do procedury zapoznaj sie z aparatem Rotor-Gene Q.
Patrz instrukcja uzytkowania aparatu.

B Upewnij sie, ze w reakcji PCR uwzgledniona zostata przynajmniej jedna
kontrola negatywna (woda jakosci PCR) i przynajmniej jeden standard
ilosciowy. Celem wygenerowania krzywej standardowej uzyj wszystkich 5
standardow ilosciowych zawartych w zestawie (HBV RG/TM QS 1-5) dla
kazdej reakcji PCR.

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem

B Upewnij sie, ze blok chtodzacy (akcesorium aparatu Rotor-Gene Q) jest
schtodzony do 2-8°C.

B Przed kazdym uzyciem wszystkie odczynniki powinny zosta¢ catkowicie
rozmrozone, wymieszane (przez pipetowanie lub worteksowanie) i krotko
zwirowane.

Procedura

1. Umies¢ pozadang ilos¢ probowek PCR w bloku chtodzacym.

2. Jesli uzywasz kontroli wewnetrznej celem monitorowania procedury
izolacji DNA oraz mozliwej inhibicji PCR, przejdz do punktu 2a. Jesli
uzywasz kontroli wewnetrznej wytacznie celem monitorowania
mozliwej inhibicji PCR, przejdz do punktu 2b.

2a. Kontrola wewnetrzna zostata dodana na etapie izolacji (patrz
‘Kontrola wewnetrzna’, strona 20). W takim przypadku przygotuj
mieszanine ‘master mix’ zgodnie z Tabelg 6.

Tabela 6. Przygotowanie mieszaniny ‘master mix’ (kontrola
wewnetrzna uzyta do monitorowania procedury izolacji DNA oraz
mozliwej inhibicji PCR)

llos¢ prébek 1 12

HBV RG/TM Master 30 pl 360 pl
HBV RG/TM IC 0 ul 0 ul kazda
Objetos¢ catkowita 30 pl 360 pl kazda
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2b. Kontrola wewnetrzna musi zosta¢ dodana bezposrednio do HBV
RG/TM Master. W tym przypadku przygotuj mieszanine ‘master mix’
zgodnie z Tabelg 7.

Typowo, mieszanina reakcyjna zawiera wszystkie sktadowe potrzebne do
reakcji PCR poza prébka.

Tabela 7. Przygotowanie mieszaniny ‘master mix’ (kontrola
wewnetrzna uzyta wytacznie do monitorowania mozliwej inhibicji PCR)

llos¢ probek 1 12
HBV RG/TM Master 30 pl 360 pl
HBV RG/TM IC 2 ul 24
Objetos¢ catkowita 32 ul* 384 pl*

* Wzrost objetosci spowodowany dodaniem kontroli wewnetrznej nie ma wptywu na
przygotowanie i przebieg reakcji PCR. Czutosé systemu detekcji nie zostaje zaburzona.

3. Dodaj 30 pyl ‘master mix’ do kazdej probéwki PCR. Nastepnie dodaj
20 pl wyeluowanej prébki DNA (patrz Tabela 8). Na tej samej zasadzie
nalezy uzy¢ 20 ul przynajmniej jednego ze standardow ilosciowych
(HBV RG/TM QS 1-5) jako kontrola pozytywna oraz 20 pl wody
(jakosci PCR) jako kontrola negatywna.

Tabela 8. Przygotowanie reakcji PCR

llos¢ probek 1 12

Master mix 30 ul 30 ul kazda
Probka 20 pl 20 pl kazda
Objetos¢ catkowita 50 pl 50 ul kazda

4. Zamknij proboéwki PCR. Upewnij sie, ze pierscien mocujacy (locking
ring; akcesorium aparatu Rotor-Gene) jest prawidtowo zatozony na
rotor celem zapobiezenia przypadkowemu otwieraniu si¢ proboéwek
podczas reakcji.
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5. Dla detekcji DNA HBYV stwérz profil temperaturowy zgodny z
nastepujgcymi krokami.

Ustawienie gtéwnych parametréw analizy Rysunki 4,5, 6
Wstepna aktywacja enzymu hot-start Rysunek 7
Amplifikacja DNA Rysunek 8
Dostosowanie czutosci kanatu fluorescencyjnego Rysunek 9
Rozpoczecie reakcji Rysunek 10

Wszystkie specyfikacje odnoszg oprogramowania Rotor-Gene Q wersja
1.7.94, oprogramowania Rotor-Gene 6000 wersje 1.7.65, 1.7.87, 1.7.94,
oraz oprogramowania Rotor-Gene 3000 wersja 6.0.23. Wiecej informacji
dotyczgcych programowania aparatow Rotor-Gene znajduje sie w
instrukcjach uzytkowania aparatow. Ustawienia te sg na ilustracjach
zaznaczone czarnymi prostokagtami. Przedstawione ilustracje dotyczg
aparatéw Rotor-Gene Q. W przypadku odmiennych wartosci wymaganych
dla aparatow Rotor-Gene 3000, roznice sg opisane w tekscie.

6. Otwérz okno ‘New Run Wizard’ (Rysunek 4). Zaznacz kratke dla
‘Locking Ring Attached’ i wybierz ‘Next’.

New Run Wizard

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Rotor Type

36-Well Rotor
72-\Well Rotor

Gene-Disc 72
Gene-Disc 100

[V Locking Ring Attached

Skip Wizard |

Rysunek 4. Okno dialogowe ‘New Run Wizard’.
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7. Wybierz 50 dla ‘reaction volume’ (objetosé reakcji PCR) i wybierz
‘Next’ (Rysunek 5).

New Run Wizard @

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

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

Operator : IUsel

| Reaction 150 sl
Volume (pL}): =t
Sample Layout : |1,2, 3 L‘

Rysunek 5. Ustawienie gtownych parametréw analizy.

8. W kolejnym oknie ‘New Run Wizard’ wybierz ‘Edit Profile’ (Rysunek 6)
| zaprogramuj profil temperaturowy zgodnie z Rysunkami 6-8).

Newy 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.
1 Edit Profile ...

Channel Setup :

Name | Source | Detector | Gain | Create New... I
Green 470nm  510nm 5 Edit
Yellow  530nm  555nm 5 i
® Orange  585nm  B10nm 5 Edit Gain... I
- 0. |Red  B%nm B60nm 5 -
" Crimson  680nm  710hp 7 Remove I
ol ) Reset Defaults
2 Gain Dpimission._] 3

SkipWizard | << Back

Rysunek 6. Edycja profilu.
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M Edit Profile @

74 g W 9

v

New Open Save As Help
The run will take approzimately 107 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

ycle below to modify it :

Insert before...

Insert after...

Remove

Hold Temperature : g5 deg.

Hold Time : 10 | mins

Rysunek 7. Wstepna aktywacja enzymu hot-start.

!

M Edit Profile
z2 . & H @

New Open Save As Help
The run will take approximately 107 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click on a cycle below to modify it :
1 @ Insert after...
=
Insert before...
Remove

2 This cycle repeati 45 | time(s). I
= ick on one of the steps below to modify it, or press + or - to add and remove steps for this cycle.
Timed Step _l]

95 deg. for 15 secs

3 30 seconds

Acquiring to Cycling &

72 deqg. for 15 sec

on Green, Yellow

[~ Long Range I 55 deq. for 30 secs I

[~ Touchdown

Rysunek 8. Amplifikacja DNA. Na aparacie Rotor-Gene 3000 oprogramowanie
zdefiniuje barwniki fluorescencyjne jako ‘FAM/Sybr, JOE’.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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9. Zakres detekcji kanatéw fluorescencyjnych musi by¢ ustalony
zgodnie z intensywnosciami fluorescencji w probéwkach PCR. W
oknie ‘New Run Wizard’ wybierz ‘Gain Optimisation’ (patrz Rysunek
6) — otworzy sie okno ‘Auto-Gain Optimisation Setup’. Ustaw
temperature kalibracji (set temperature to) na 55, aby odpowiadata
ona temperaturze hybrydyzacji ustawionej w programie amplifikacji
(Rysunek 9). Wybierz ‘Start’.

Auto-Gain Optimisation Setup

Optimisation :

g Auto-Gain Dptimisation will read the fluoresence on the inserted sample at

Ce different gain levels until it finds one at which the fluorescence levels are
acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the
chemistry you are performing.

Set temperature toll 55 j degrees. : 1

Optimise All | Optimise Acquiring |

I™ Perform Optimisation Before 1st Acquisition

I™ Perform Optimisation 4t 55 Degrees At Beginning Of Run

Channel Settings :

| | add.. |

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

Velow 1 a i a  1p | Bemve |
Remove All I

< >

2 "I Start I Manual... Close Help

Rysunek 9. Dostosowanie czutosci kanatu fluorescencji. Na aparacie Rotor-Gene
3000 oprogramowanie zdefiniuje barwniki fluorescencyjne jako ‘FAM/Sybr’ oraz ‘JOE'".
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10. Wartosci wzmocnienia (gain) zdeterminowane przez kalibracje
kanaléw zostajg zachowane automatycznie i sg wyszczegdélnione w
ostatnim oknie menu procedury programowania ‘New Run Wizard’
(Rysunek 10). Wybierz ‘Start Run’.

Newy Run Wizard il

Summary :
Setting [ Value l
Green Gain 5
Yellow Gain 5
Rotor 72-well Rotor
Sample Layout T .
Reaction Volume [in microliters] 50

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

Skip Wizard | << Back |

Rysunek 10. Rozpoczynanie reakcji. Na aparacie Rotor-Gene 3000 oprogramowanie
zdefiniuje barwniki fluorescencyjne jako ‘FAM/Sybr’ oraz ‘JOE'.

11. Po zakonczeniu reakcji przeanalizuj dane. Mozliwe sa nastepujace
wyniki (11a, 11b oraz 11c).

Przyktady pozytywnych oraz negatywnych reakcji PCR sg pokazane na
Rysunkach 11 oraz 12.

11a.Sygnat zostat wykryty w kanale fluorescencyjnym Cycling Green.
Wynik analizy jest pozytywny: prébka zawiera DNA HBV.

W tym przypadku wykrycie sygnatu w kanale Cycling Yellow nie jest
wymagane, gdyz wysokie poczgtkowe stezenia DNA HBV (pozytywny
sygnat w kanale Cycling Green) moze prowadzi¢ do redukc;ji lub braku
sygnatu fluorescencyjnego dla kontroli wewnetrznej w kanale

Cycling Yellow (kompetycja).

® Na aparacie Rotor-Gene 3000 oprogramowanie zdefiniuje
barwniki fluorescencyjne jako Cycling A.FAM dla sygnatu pozytywnego
oraz Cycling A.JOE dla kontroli wewnetrznej.
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11b.Sygnat NIE zostal wykryty w kanale fluorescencyjnym Cycling Green.
W tym samym czasie sygnat dla kontroli wewnetrznej pojawit sie w
kanale Cycling Yellow.
Brak wykrywalnego DNA HBYV DNA w probce. Moze ona zostac¢
uznana za negatywna.

W przypadku negatywnej reakcji PCR dla HBV wykrycie sygnatu dla
kontroli wewnetrznej wyklucza mozliwo$¢ inhibicji PCR.

® Na aparacie Rotor-Gene 3000 oprogramowanie zdefiniuje
barwniki fluorescencyjne jako Cycling A.JOE dla kontroli wewnetrznej brak
sygnatu dla kanatu Cycling A.FAM.

11c.Sygnat NIE zostal wykryty ani w kanale fluorescencyjnym
Cycling Green ani w kanale Cycling Yellow.
Nie mozna okreslié wyniku (wynik niejasny).

Informacje odnoszgce sie do zrodet bteddw i potencjalnych rozwigzan
mogq zosta¢ znalezione w dziale ‘Rozwigzywanie Probleméw’, strona 31.

® Na aparacie Rotor-Gene 3000 oprogramowanie zdefiniuje
barwniki fluorescencyjne jako Cycling A.FAM oraz Cycling A.JOE.

035

03

02

Norm. Fluoro.

hreshald

e NTC

éj S 10 15 20 25 30 35 40 45
Cycle

Rysunek 11. Detekcja standardoéw ilosciowych (HBV RG/TM QS 1-5) w kanale
fluorescencyjnym Cycling Green. NTC: No template control (kontrola negatywna bez
matrycy).
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é] s 10 15 2 % 30 35 0 4
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Rysunek 12. Detekcja kontroli wewnetrznej (IC) w kanale fluorescencyjnym
Cycling Yellow z jednoczesng amplifikacjg standardéw ilosciowych
(HBV RG/TM QS 1-5). NTC: No template control (kontrola negatywna bez matrycy).
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Rozwigzywanie Probleméw

Ten przewodnik moze by¢ pomocny w przypadku potrzeby rozwigzywania
probleméw. Wiecej informacji dotyczgcych rozwigzywania probleméw mozna
znalez¢ na stronie internetowej ‘Frequently Asked Questions’ (czesto
zadawane pytania) w centrum pomocy technicznej:
www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Specjalisci w centrum pomocy
technicznej QIAGEN sg zawsze gotowi udzieli¢ wszelkich informaciji
dotyczgcych zarowno tresci niniejszej instrukcji, jak i innych problemdw
zwigzanych z rozwigzaniami QIAGEN — od prébki do wyniku. Wiecej informacii
kontaktowych dostepnych jest na ostatniej stronie niniejszej instrukcji oraz pod
adresem: www.giagen.com..

Komentarze i sugestie

Brak sygnatu dla kontroli pozytywnych (HBV RG/TM QS 1-5) w kanale
fluorescencyjnym Cycling Green lub Cycling A.FAM

a)

Wybrany kanat
fluorescencyjny dla
analizy danych PCR
jest niezgodny z
protokotem

@ Celem analizy danych wybierz kanat
fluorescencyjny Cycling Green lub Cycling
A.FAM dla analitycznego PCR HBV oraz kanat
Cycling Yellow lub Cycling A.JOE dla PCR
kontroli wewnetrzne,.

b) Nieprawidtowe
) z;prr)og\;valtmo\\’/vvanie @ Poréwnaj profil temperaturowy z
profilu protokotem. Patrz ‘Protokot: PCR i Analiza
temperaturowego dla Danych’, strona 22.
aparatu Rotor-Gene
c) Nieprawidtowe
) prIZ)F/)go\tlgwa:]\i/e reakdji @ Sprawdz kolejne kroki procedury i
PCR schemat pipetowania i jesli to konieczne
powtdérz PCR. Patrz ‘Protokét: PCR i Analiza
Danych’, strona 22.
d) Warunki
) @ Sprawdz warunki przechowywania i daty

Instrukcja Zestawu artus HBV RG PCR 12/2014

przechowywania
jednego lub wiecej
komponentow zestawu
sg niezgodne z
wytycznymi podanymi
w ‘Przechowywanie’,
strona 5

Zestaw artus HBV RG
PCR jest
przeterminowany

waznosci (patrz etykieta zestawu) odczynnikow i
jesli to konieczne uzyj nowego zestawu.

® Sprawdz warunki przechowywania i daty
waznosci (patrz etykieta zestawu) odczynnikow i
jesli to konieczne uzyj nowego zestawu.
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Komentarze i sugestie

Staby sygnat lub brak sygnatu dla kontroli wewnetrznej negatywnej
probki osocza poddanej oczyszczaniu z uzyciem zestawu QlAamp DSP
Virus Kit (Ct =29 % 3; prég odciecia 0,03) w kanale fluorescencyjnym
Cycling Yellow lub Cycling A.JOE i jednoczesny brak sygnatu w kanale
Cycling Green lub Cycling A.FAM

a) Warunki PCR nie sg

zgodne z protokotem ® Sprawdz warunki PCR (patrz powyzej) i

jesli to konieczne powtdrz PCR z prawidtowymi
ustawieniami.
b) Inhibicja reakcji PCR
) J J ® Upewnij sie, ze uzywasz zalecanej metody
izolacji i scisle przestrzegaj zalecen producenta.

c) DNA zostato utracone

podczas izolacjj ® Jesli kontrola wewnetrzna zostata dodana

do izolacji, brak sygnatu dla kontroli
wewnetrznej wskazuje na utrate DNA podczas
izolacji. Upewnij sie, ze uzywasz zalecanej
metody izolacji (patrz ‘Izolacja DNA', strona 19) i
Scisle przestrzegaj zalecen producenta.

d) Warunki
przechowywania
jednego lub wiecej
komponentow zestawu
sg niezgodne z
wytycznymi podanymi
w ‘Przechowywanie’,
strona 5)

e) Zestaw artus HBV RG
) PCR jest ® Sprawdz warunki przechowywania i daty

waznosci (patrz etykieta zestawu) odczynnikow i
jesli to konieczne uzyj nowego zestawu.

@ Sprawdz warunki przechowywania i daty
waznosci (patrz etykieta zestawu) odczynnikow i
jesli to konieczne uzyj nowego zestawu.

przeterminowany
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Komentarze i sugestie

Sygnaty dla kontroli negatywnych dla kanatu fluorescencyjnego
Cycling Green lub Cycling A.FAM analitycznego PCR

a) Kontaminacja podczas

przygotowania PCR ® Powt6rz PCR z nowymi odczynnikami w

powtorzeniach.

® Jesli to mozliwe, zamykaj probowki zaraz
po dodaniu badanej probki.

® Dodawaj kontroli pozytywnej na konhcu.

® Regularnie stosuj dekontaminacje
przestrzeni roboczej oraz urzadzen.

b) Kontaminacja podczas

ekstrakgji @ Powtdrz ekstrakcje oraz PCR dla

testowanej probki z uzyciem nowych
odczynnikow.

@ Regularnie stosuj dekontaminacje
przestrzeni roboczej oraz urzgdzen.
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Literatura

QIAGEN prowadzi duzg i aktualng baze danych publikacji naukowych
zawierajgcych dane dotyczgce produktow QIAGEN. Zaawansowane opcje
wyszukiwania pozwalajg na znalezienie pozgdanych publikacji i informacji z
wykorzystaniem stéw kluczowych lub przez okreslenie zastosowania, obszaru
badawczego, tytutu etc.

Kompletng liste literatury mozna znalez¢ w bazie danych ‘QIAGEN Reference
Database’ pod adresem www.giagen.com/RefDB/search.asp albo kontaktujgc
sie z pomocg techniczng QIAGEN lub lokalnym dystrybutorem.
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Informacje Dotyczgce Zamawiania

Produkt Zawartos¢ Nr kat.
artus HBV RG PCR Kit Na 24 reakcje: Master, 5 Quantitation 4506263
(24) Standards (standardy iloSciowe),

Internal Control (kontrola wewnetrzna),
Water (Woda, czystos¢ PCR)

artus HBV RG PCR Kit Na 96 reakcji: Master, 5 Quantitation 4506265
(96) Standards (standardy ilosciowe),

Internal Control (kontrola wewnetrzna),

Water (Woda, czystos¢ PCR)

QIAamp DSP Virus Kit — do oczyszczania wirusowych
kwaséw nukleinowych z ludzkiego osocza do zastosowan
diagnostycznych in vitro

QlAamp DSP Virus Kit  Na 50 preparatyk: QlIAamp MinElute® 60704
Spin Columns (kolumny do
oczyszczania), Buffers (bufory),
Reagents (odczynniki), Tubes
(probéwki), Column Extenders
(przedituzacze kolumn) oraz
VacConnectors (adaptery)

Rotor-Gene Q MDx — do zwalidowanej (IVD) analizy przy
uzyciu PCR w czasie rzeczywistym w zastosowaniach
klinicznych

Rotor-Gene Q MDx Aparat do PCR w czasie rzeczywistym 9002023
5plex System z 5 kanatami fluorescencyjnymi
(zielony, zétty, pomaranczowy,
czerwony, karmazynowy), laptop,
oprogramowanie, akcesoria, 1 rok
gwarancji na czesci i serwis, instalacja
I szkolenie

Rotor-Gene Q MDx Aparat do PCR w czasie rzeczywistym 9002022
5plex Platform z 5 kanatami fluorescencyjnymi
(zielony, zo6tty, pomaranczowy,
czerwony, karmazynowy), laptop,
oprogramowanie, akcesoria, 1 rok
gwarancji na czesci i serwis, instalacja
i szkolenie nie sg zawarte

Instrukcja Zestawu artus HBV RG PCR 12/2014 35



Produkt

Zawartosc

Nr kat.

Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM System

Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM Platform

Rotor-Gene Q MDx
6plex System

Rotor-Gene Q MDx
6plex Platform

Rotor-Gene Q MDx
2plex System

36

Aparat do PCR w czasie rzeczywistym
z analizatorem HRM (High Resolution
Melt) z 5 kanatami fluorescencyjnymi
(zielony, zétty, pomaranczowy,
czerwony, karmazynowy) plus kanat
HRM, laptop, oprogramowanie,
akcesoria, 1 rok gwarancji na czesci i
serwis, instalacja i szkolenie

Aparat do PCR w czasie rzeczywistym
z analizatorem HRM (High Resolution
Melt) z 5 kanatami fluorescencyjnymi
(zielony, zotty, pomaranczowy,
czerwony, karmazynowy) plus kanat
HRM, laptop, oprogramowanie,
akcesoria, 1 rok gwarancji na czesci i
serwis, instalacja i szkolenie nie sg
zawarte

Aparat do PCR w czasie rzeczywistym
z 6 kanatami fluorescencyjnymi
(niebieski, zielony, zotty,
pomaranczowy, czerwony,
karmazynowy), laptop,
oprogramowanie, akcesoria, 1 rok
gwarancji na czesci i serwis, instalacja
I szkolenie

Aparat do PCR w czasie rzeczywistym
z 6 kanatami fluorescencyjnymi
(niebieski, zielony, zétty,
pomaranczowy, czerwony,
karmazynowy), laptop,
oprogramowanie, akcesoria, 1 rok
gwarancji na czesci i serwis, instalacja
i szkolenie nie sg zawarte

Aparat do PCR w czasie rzeczywistym
z 2 kanatami fluorescencyjnymi
(zielony, zétty), laptop,
oprogramowanie, akcesoria, 1 rok
gwarancji ha czesci i serwis, instalacja
i szkolenie

9002033

9002032

9002043

9002042

9002003
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Produkt Zawartosc¢ Nr kat.

Rotor-Gene Q MDx Aparat do PCR w czasie rzeczywistym 9002002
2plex Platform z 2 kanatami fluorescencyjnymi

(zielony, zotty), laptop,

oprogramowanie, akcesoria, 1 rok

gwarancji ha czesci i serwis, instalacja

i szkolenie nie sg zawarte

Rotor-Gene Q MDx Aparat do PCR w czasie rzeczywistym 9002013
2plex HRM System z analizatorem HRM (High Resolution
Melt) z 2 kanatami fluorescencyjnymi
(zielony, zétty) plus kanat HRM, laptop,
oprogramowanie, akcesoria, 1 rok
gwarancji na czesci i serwis, instalacja
i szkolenie

Rotor-Gene Q MDx Aparat do PCR w czasie rzeczywistym 9002012
2plex HRM Platform z analizatorem HRM (High Resolution
Melt) z 2 kanatami fluorescencyjnymi
(zielony, zotty) plus kanat HRM, laptop,
oprogramowanie, akcesoria, 1 rok
gwarancji na czesci i serwis, instalacja
i szkolenie nie sg zawarte

Rotor-Gene Q — wysoka wydajnos¢ PCR w czasie
rzeczywistym

Rotor-Gene Q 5plex Aparat do PCR w czasie rzeczywistym 9001640
System z 5 kanatami fluorescencyjnymi
(zielony, zétty, pomaranczowy,
czerwony, karmazynowy), laptop,
oprogramowanie, akcesoria, 1 rok
gwarancji na czesci i serwis, instalacja
I szkolenie

Rotor-Gene Q 5plex Aparat do PCR w czasie rzeczywistym 9001570
Platform z 5 kanatami fluorescencyjnymi
(zielony, zo6tty, pomaranczowy,
czerwony, karmazynowy), laptop,
oprogramowanie, akcesoria, 1 rok
gwarancji na czesci i serwis, instalacja
i szkolenie nie sg zawarte
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Produkt

Zawartosc

Nr kat.

Rotor-Gene Q 5plex
HRM System

Rotor-Gene Q 5plex
HRM Platform

Rotor-Gene Q 6plex
System

Rotor-Gene Q 6plex
Platform

Rotor-Gene Q 2plex
System
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Aparat do PCR w czasie rzeczywistym
z analizatorem HRM (High Resolution
Melt) z 5 kanatami fluorescencyjnymi
(zielony, zétty, pomaranczowy,
czerwony, karmazynowy) plus kanat
HRM, laptop, oprogramowanie,
akcesoria, 1 rok gwarancji na czesci i
serwis, instalacja i szkolenie

Aparat do PCR w czasie rzeczywistym
z analizatorem HRM (High Resolution
Melt) z 5 kanatami fluorescencyjnymi
(zielony, zotty, pomaranczowy,
czerwony, karmazynowy) plus kanat
HRM, laptop, oprogramowanie,
akcesoria, 1 rok gwarancji na czesci i
serwis, instalacja i szkolenie nie sg
zawarte

Aparat do PCR w czasie rzeczywistym
z 6 kanatami fluorescencyjnymi
(niebieski, zielony, zotty,
pomaranczowy, czerwony,
karmazynowy), laptop,
oprogramowanie, akcesoria, 1 rok
gwarancji na czesci i serwis, instalacja
I szkolenie

Aparat do PCR w czasie rzeczywistym
z 6 kanatami fluorescencyjnymi
(niebieski, zielony, zétty,
pomaranczowy, czerwony,
karmazynowy), laptop,
oprogramowanie, akcesoria, 1 rok
gwarancji na czesci i serwis, instalacja
i szkolenie nie sg zawarte

Aparat do PCR w czasie rzeczywistym
z 2 kanatami fluorescencyjnymi
(zielony, zétty), laptop,
oprogramowanie, akcesoria, 1 rok
gwarancji ha czesci i serwis, instalacja
i szkolenie

9001650

9001580

9001660

9001590

9001620
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Produkt Zawartos¢ Nr kat.
Rotor-Gene Q 2plex Aparat do PCR w czasie rzeczywistym 9001550
Platform z 2 kanatami fluorescencyjnymi

(zielony, zotty), laptop,

oprogramowanie, akcesoria, 1 rok

gwarancji ha czesci i serwis, instalacja

i szkolenie nie sg zawarte
Rotor-Gene Q 2plex Aparat do PCR w czasie rzeczywistym 9001630
HRM System z analizatorem HRM (High Resolution

Melt) z 2 kanatami fluorescencyjnymi

(zielony, zétty) plus kanat HRM, laptop,

oprogramowanie, akcesoria, 1 rok

gwarancji na czesci i serwis, instalacja

I szkolenie
Rotor-Gene Q 2plex Aparat do PCR w czasie rzeczywistym 9001560
HRM Platform z analizatorem HRM (High Resolution

Melt) z 2 kanatami fluorescencyjnymi

(zielony, zotty) plus kanat HRM, laptop,

oprogramowanie, akcesoria, 1 rok

gwarancji na czesci i serwis, instalacja

i szkolenie nie sg zawarte
Rotor-Gene Q — akcesoria
Loading Block 72 x Aluminiowy blok do recznego 9018901
0,1 ml Tubes przygotowania reakcji przy pomocy

pipety jednokanatowej w formacie dla

probowek 72 x 0,1 ml
Loading Block 96 x Aluminiowy blok do recznego 9018905
0,2 ml Tubes przygotowania reakcji przy pomocy

pipety jednokanatowej w formacie

(8 x 12) dla probowek 96 x 0,2 ml
Strip Tubes and Caps, 250 paskow 4-probowkowych wraz z 981103
0,1 ml (250) zatyczkami na 1000 reakcji
Strip Tubes and Caps, 10 x 250 paskow 4-probowkowych 981106
0,1 ml (2500) wraz z zatyczkami na 10.000 reakcji
PCR Tubes, 0,2 ml 1000 probowek cienkosciennych na 981005
(1000) 1000 reakcji
PCR Tubes, 0,2 ml 10 x 1000 probowek cienkosciennych 981008

(10000)

na 10.000 reakcji
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Aktualne informacje na temat licenciji i zastrzezen dotyczgcych konkretnych
produktéw mozna uzyskac z podrecznika odpowiedniego zestawu lub z
instrukcji obstugi QIAGEN. Podreczniki zestawow QIAGEN i instrukcje obstugi
sg dostepne na stronie www.giagen.com. Mozna je takze zamowié w dziale
pomocy technicznej firmy QIAGEN lub u lokalnego dystrybutora.
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Zakup niniejszego produktu pozwala kupujgcemu na wykonywanie ustug diagnostycznych w zakresie ludzkiej diagnostyki in vitro. Nie udziela sie
ogdlnego patentu ani zadnego typu licencji poza specyficznym prawem uzytkowania wynikajgcym z zakupu niniejszego produktu.

Znaki towarowe: QIAGEN®, QlAamp®, artus®, MinElute®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); COBAS®, TagMan® (Roche Group); FAM™, JOE™,
SYBR?® (Life Technologies Corporation).

Zestaw artus HBV RG PCR oraz QIAamp DSP Virus Kit sg zestawami diagnostycznymi certyfikowanymi (CE) zgodnie z European In Vitro
Diagnostic Directive 98/79/EC (Dyrektywa Unii Europejskiej w sprawie wyrobéw medycznych uzywanych do diagnostyki in vitro 98/79/EC). Nie
dotyczy wszystkich krajéow.

Ograniczona Umowa Licencyjna

Uzytkowanie tego produktu oznacza wyrazenie zgody nabywcy lub uzytkownika Zestawu artus HBV RG PCR na nastepujgce warunki:

1.

Zestawu artus HBV RG PCR mozna uzywac¢ wytgcznie zgodnie z Instrukcjg Zestawu artus HBV RG PCR i tylko razem z komponentami
zawartymi w zestawie. Firma QIAGEN nie udziela zadnej licencji na swojg wtasnos¢ intelektualng w zakresie uzytkowania lub wtgczania
dotgczonych sktadnikow tego zestawu do innych sktadnikéw, ktore nie zostaty dotgczone do tego zestawu, za wyjatkiem przypadkow
opisanych w Instrukcji obstugi zestawu artus HBV RG PCR oraz dodatkowych protokotéw dostepnych na stronie www.giagen.com.

Za wyjatkiem wyraznie okreslonych licencji, firma QIAGEN nie udziela gwarancji, ze ten zestaw i/lub jego stosowanie nie narusza praw stron
trzecich.

Niniejszy zestaw i jego sktadniki posiadajg licencje wytgcznie na jednorazowe uzycie i nie mozna ich ponownie uzywac, regenerowac lub
odsprzedawac.

Firma QIAGEN w szczegolnosci odrzuca wszystkie inne licencje, wyrazone lub domniemane, za wyjgtkiem licencji wyraznie podanych w
dokumentaciji.

Nabywca i uzytkownik tego zestawu wyrazajg zgode na niepodejmowanie ani niepozwalanie stronom trzecim na podejmowanie krokéw, ktére
mogtyby prowadzi¢ do czynnosci zabronionych powyzej lub utatwiaé¢ takie czynnosci. Firma QIAGEN moze egzekwowac zakazy niniejszej
Ograniczonej umowy licencyjnej w sadzie i bedzie dochodzi¢ odzyskania wszystkich kosztow sgdowych i procesowych, wtgcznie z kosztami
prawnikow, przy wszystkich dziataniach, ktére bedg miaty na celu egzekucje postanowien niniejszej Ograniczonej Umowy Licencyjnej lub
praw do wtasnosci intelektualnej zwigzanych z tym zestawem i/lub jego sktadnikam.

Zaktualizowane warunki licencji sg dostgpne pod adersem www.giagen.com.

© 2009-2014 QIAGEN, wszelkie prawa zastrzezone.
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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
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