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QIAGEN Sample ve Assay Technologies

QIAGEN her biyolojik érnegin igeriginin saptanmasi ve izolasyonunu mimkin
kilacak sekilde yenilikci 6rnek ve test teknolojilerinin 6nde gelen saglayicisidir.
Geligsmis ve yuksek kalitede Grinlerimiz ve hizmetlerimiz érnekten sonuca kadar
basariyr garanti eder.

QIAGEN sunlarda standartlari belirler:

B DNA, RNA ve protein saflagtirma

B Nukleik asit ve protein testleri

B microRNA arastirmalar ve RNAI

B Test ve 6rnek teknolojilerinin otomasyonu

Misyonumuz olaganistU basarilar elde etmenizi ve yeni buluslar yapmanizi
saglamaktir. Daha fazla bilgi icin www.giagen.com adresini ziyaret ediniz.
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Kullanim Amaci

artus BK VirGsU PCR Kiti insan plazma veya idrarinda BK virGsG DNA'sinin
kantitasyonu igin bir in vitro nUkleik asit amplifikasyon testidir. Bu diagnostik kit,
polimeraz zincir reaksiyonunu (PCR) kullanir ve Rotor-Gene Q Aletleriyle
kullanilmak Gzere konfigire edilmistir.

Not: artus BK Virisi RG PCR Kiti Rotor-Gene Q 2plex Aletleriyle kullanilamaz.

Ozet ve Aciklama

artus BK Virisi RG PCR Kit Rotor-Gene Q Aletlerinde polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) kullanilarak BK viris DNA saptanmasi icin kullanima hazir bir
sistem olusturur. BK VirUsU RG Master, BK viris genomunda 274 bp bélgenin
spesifik amplifikasyonu icin ve Rotor-Gene Q MDx, Rotor-Gene Q veya Rotor-
Gene 6000 Cycling Green floresans kanalinda floresans kanalinda spesifik
amplikonun dogrudan saptanmasi icin gerekli reaktifleri ve enzimleri igerir.

Ayrica, artus BK Virist RG PCR Kiti olasi PCR inhibisyonunu tanimlamak icin
ikinci bir heterolog amplifikasyon sistemi icerir. Bu Rotor-Gene Q MDx, Rotor-
Gene Q veya Rotor-Gene 6000 Cycling Orange floresans kanalinda bir dahili
kontrol (IC) olarak saptanir. Analitik BK Virisi PCR saptama limiti (bakiniz
“Analytical sensitivity”, sayfa 22) azalmaz. Harici pozitif kontroller (BK Viriss
RG QS 1-4) saglanir ve bunlar viral DNA miktarinin belirlenmesini saglar.
Daha fazla bilgi icin, bakiniz “Interpretation of Results”, sayfa 18.

Patojen bilgisi

BK virtsu (BKV) poliyomavirUslerinden bir DNA virGs0dir. Primer enfeksiyon
temel olarak cocuklukta olusur ve genelde belirtisizdir. Yetigkinlerde
seroprevalans %90'a kadardir. Primer enfeksiyondan sonra BKV bébrek
hicrelerinde latent durumda kalir ve transplantasyon gibi immun yetmezlik
durumlarinda tekrar aktive olabilir.

BKV enfeksiyonu bébrek nakli yapilmis olanlarda tibUlointerstisyel nefrit ve
Ureter stenozuyla ve ayrica kemik iligi nakli yapilmis olanlarda hemoraijik sistitle
iligkili olabilir. Ayrica vasktlopati, pnémonit, ensefalit, retinit veya hatta coklu
organ yetmezligi icin hastalik paternleriyle iliskilendirilmistir.

Uzun sureli yOksek dizey BKV replikasyonu bébrek nakli hastalarinda
poliyomavirUsle iligkili nefropatinin (PAN) tipik &zelligidir. Klinik olarak ilgili
enfeksiyonlar genelde immin sistemi baskilanmis kisilerle sinirhdir.

islemin Prensibi

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile patojen saptanmasi patojen genomunun
spesifik bélgelerinin amplifikasyonunu temel alir. Gercek zamanli PCR ile
amplifiye edilen Grin floresan boyalar yoluyla saptanir. Bunlar genellikle
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amplifiye edilmis Grine spesifik olarak baglanan oligontkleotid problariyla
baglantilidir. PCR ¢alismasi sirasinda (yani, gergek-zamanh olarak) floresans
siddetlerinin izlenmesi PCR calismasi sonrasinda reaksiyon tplerinin tekrar
acilmasina gerek kalmadan biriken Gronin saptanmasi ve kantitasyonunu
mUmkon kilar.*

Saglanan Materyal

Kit icerigi

artus BK Virus RG PCR Kit (24) (96)
Katalog no. 4514263 4514265
Reaksiyon sayisi 24 96

2x12 8x12
reaksiyon  reaksiyon

Sari BK Virisi RG Mg-Solt Mg-Sol 400 ul 400 ul

K BK VirUst RG QS 1# 200 Ll 200 Ll
Irmizi
(1 x 10* kopya/ul) Qs K H

< BK VirUsU RG QS2* oy —
Irmizi
(1 x 10° kopya/ul) Qs a &

< BK VirUsU RG QS3* 200 Ll 200 L
Irmizi
(1 x 102 kopya/ul) Qs K H

BK Virist RG QS4¥

Mavi BK VirUsu RG Master

Kirm 200 ul 200 ul
e (1 x 10" kopya/ul) o K H

Yesil  BK Virist RG IC? ic 1000 ul 2 x 1000 ul

Beyaz Water (PCR grade) (Su (PCR sinifi)) 1000 ul 1000 ul

El Kitabi 1 1

t Magnezyum soliisyonu.

 Kantitasyon standardi.
§ Dahili kontrol.

* Mackay, |.M. (2004) Real-time PCR in the microbiology laboratory. Clin. Microbiol. Infect.
10, 190.
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Gereken ama Saglanmayan Materyal

Kimyasallarla ¢alisirken daima uygun bir laboratuvar 6nligo, tek kullanimlik
eldivenler ve koruyucu gézlikler kullanin. Daha fazla bilgi igin Grin
tedarikcisinden elde edilebilecek uygun givenlik veri sayfalarina (SDS'ler)
basgvurun.

Reaktifler
B DNA izolasyon kiti (bakiniz “DNA isolation”, sayfa 9)

Sarf Malzemeleri
B Filtreli steril pipet uglar

W Strip Tupleri ve Kapaklari, 0,1 ml, 72 kuyulu rotor ile kullanim igin (kat. no.
981103 veya 981106)

M Alternatif olarak: PCR Topleri, 0,2 ml, 36 kuyulu rotor ile kullanim icin (kat.
no. 981005 veya 981008)

Ekipman

M Pipetler (ayarlanabilir)*

M Vorteks kangtirici*

B 2 ml reaksiyon tUpleri icin rotorlu Tezgah santrifGjo*

B Cycling Green ve Cycling Orange icin floresans kanalli Rotor-Gene Q
MDx, Rotor-Gene Q veya Rotor-Gene Aleti*t

M Rotor-Gene Q MDx/Rotor-Gene Q yazilim versiyon 1.7.94 veya Usti

(Rotor-Gene 6000 yazihim versiyonu 1.7.65)

B Sogutma blogu (Ytukleme Blogu 72 x 0,1 ml Tip, kat. no. 9018901 veya
YUkleme Blogu 96 x 0,2 ml Tup, kat. no. 9018905)

Uyarilar ve Onlemler
in vitro diagnostik kullanim icin

Kimyasallarla ¢calisirken daima uygun bir laboratuvar 6nltgu, tek kullanimlik
eldivenler ve koruyucu gézliukler kullanin. Daha fazla bilgi icin 10tfen uygun
guvenlik veri sayfalarina (SDS'ler) bagvurun. Bunlar ¢evrim ici olarak PDF
halinde www.qiagen.com/safety adresinde yer almaktadir ve kullanicilar
burada her QIAGEN® kiti ve kit bileseni igin SDS'yi bulabilir, okuyabilir ve

yazdirabilir.

Ornek ve tahlil atigini yerel givenlik diizenlemelerinize uygun olarak atin.

* Aletlerin Ureticinin énerilerine gore kontrol edildigi ve kalibre edildiginden emin olun.
t artus BK Virist RG PCR Kiti, Rotor-Gene Q 2plex Aletleriyle kullanilamaz.
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Genel 6nlemler
Kullanici sunlara daima dikkat etmelidir:
B Filtreli steril pipet uglarn kullanin.

B Pozitif materyalleri (6rnekler, pozitif kontroller ve amplikonlar) tOm diger
reaktiflerden ayri saklayin ve ekstrakte edin ve bunlari reaksiyon karigimina
konumsal agidan ayrilmig bir yerde ekleyin.

B Bir tahlile bagloamadan énce tim bilesenleri oda sicakliginda (15-25°C)
lyice ¢ozUn.

W Coézuldugunde, bilesenleri kanstinn (tekrar tekrar yukari ve asag:
pipetleyerek veya puls vortekslemeyle) ve kisa sire santrifUje edin.

B Hizl galigin ve yuklemeden 6nce bilesenleri buz Uzerinde veya sogutma
blogunda tutun (72/96-kuyu yikleme blogu).

Reaktif Saklama ve Muamele

artus BK VirGsi PCR Kiti bilegenleri —15°C - —-30°C'de saklanmalidir ve etikette
belirtilen son kullanma tarihine kadar stabildir. Tekrarlanan ¢cézme ve
dondurmadan (>2 x) kacinilmahdir ¢onkd tahlil hassasiyetini azaltabilir.
Reaktifler sadece arada kullanilacaksa alikotlar halinde dondurulmalar gerekir.
2-8°C'de saklama 5 saatlik bir dénemi gegmemelidir.
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Islem

DNA izolasyonu
EZ1 DSP Viris Kiti (QIAGEN, kat. no. 62724)* artus BK Virist RG PCR Kitiyle

kullanilmak Uzere insan plazma veya idrarinda viral nikleik asit saflagtirma igin
dogrulanmugtir. Viral DNA saflagtirmayi EZ1 DSP Viris Kiti El Kitabindaki
talimata goére 400 ul basglangig 6rnek boyikliguyle yapin.

Not: artus BK VirGs0 RG PCR Kiti fenol bazli izolasyon yéntemleriyle
kullanilmamalidir.

Not: Ekstraksiyon etkinligi ve sonugta DNA/RNA verimi agisindan tasiyici RNA
kullanilmasi gok 6nemlidir. Her ekstraksiyona EZT DSP Viris Kiti El Kitabi
talimatini izleyerek uygun miktarda tasiyici RNA ekleyin.

Not: artus BK VirGsi RG PCR Kit dahili kontroli dogrudan izolasyon isleminde
kullanilabilir (bakiniz “Internal control”, sayfa 9).

Not: Saflaghirilmig viral nGkleik asitleri PCR igin EZ1 DSP VirUs Kiti kullanilarak
ekstraksiyondan sonra hemen kullanmayi kuvvetle éneriyoruz. Alternatif olarak
elUtler PCR analizinden énce 3 gine kadar 4°C'de saklanabilir.

Dahili kontrol

Dahili kontrol (BK VirGsU RG IC) saglanmigtir. Bu durum kullanicinin hem DNA
izolasyon prosedirini kontrol etmesine hem de olasi PCR inhibisyonunu
kontrol etmesine izin verir. Bu uygulama igin dahili kontrolG 1 ul elisyon hacmi
basina 0,1 ul oraninda izolasyona ekleyin. Ornegin EZ1 DSP Virs Kitini
kullanirken viral ntkleik asitlerin elisyon 60 ul Eltsyon Tamponu (AVE) iginde
yapilirsa baslangicta dahili kontrolden 6 ul eklenmelidir.

Not: Dahili kontrol ve tagiyici RNA (bakiniz “DNA isolation”, sayfa 9) sadece
lizis tamponu ile 6rnek materyali karigimina veya dogrudan lizis tamponuna
eklenmelidir.

Dahili kontrol 6rnek materyaline dogrudan eklenmemelidir. Lizis tamponuna
eklenirse dahili kontrol ve lizis tamponu—tasiyici RNA karigiminin taze olarak
hazirlanip hemen kullanilmasi gerektigine dikkat edin (karigimin oda sicakhig:
veya buzdolabinda sadece birkag saatligine bile saklanmasi dahili kontrol
basansizligi ve azalmig ekstraksiyon etkinligine yol agabilir).

Not: Dahili kontrol ve tasiyici RNA'y1 dogrudan 6rnek materyaline eklemeyin.

* EZ1 DSP VirUs Kiti, artus BK Virisi RG PCR Kitiyle kombine olarak CE-IVD-isaretli EASYartus®
BK Virist RG PCR Kitleri olarak da saglanmaktadir (siparis bilgisi icin bakiniz sayfa 28).
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Dahili kontrol istege bagl olarak sadece olasi PCR inhibisyonunu kontrol etmek
icin kullanilabilir. Bu uygulama icin dahili kontrolU protokolde adim 2b icinde
tanimlandigi sekilde BK Virist RG Master ve BK Virist RG Mg-Sol karisimina

dogrudan ekleyin (sayfa 12).

1
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Protokol: PCR ve veri analizi

Baslamadan énce 6nemli noktalar

B Protokole baglamadan 6nce Rotor-Gene Q Aletine asina hale gelmek igin
zaman ayirin. Alet kullanici el kitabina bakiniz.

B Her PCR calismasinda en az bir kantitasyon standardi ve ayrica bir negatif
kontrol (Su, PCR sinifi) dahil edildiginden emin olun. Standart bir egri
olusturmak igin her PCR ¢aligmasi icin saglanan 4 kantitasyon standardinin
(BK VirGst QS 1-4) hepsini kullanin.

Baslamadan énce yapilacaklar

B Sogutma blogunun (Rotor-Gene Q Aletinin aksesuari) 2-8°C'ye 6nceden
sogutuldugundan emin olun.

B Her kullanimdan énce tOm reaktiflerin tamamen ¢ézGlmesi, karigtirlmasi
(tekrarlanan yukari - asagdi pipetleme veya hizli vorteksleme ile) ve kisa sire
santrifUje edilmesi gerekir.

islem

1. listenen sayida PCR tipUni sogutma blogunun adaptérlerine
yerlestirin.

2. Dadhili kontrol0 DNA izolasyon islemini izlemek ve olasi PCR
inhibisyonunu kontrol etmek icin kullaniyorsaniz adim 2a'yi izleyin.
Dahili kontroli sadece PCR inhibisyonunu kontrol etmek igin
kullaniyorsaniz adim 2blyi izleyin.

2a. Dahili kontrol, izolasyona zaten eklenmistir (bakiniz “Internal
control”, sayfa 9). Bu durumda Tablo 1 uyarinca bir master karisimi
hazirlayin.

Reaksiyon karigimi tipik olarak érnek diginda PCR igin gerekli ttm
bilegenleri igerir.

artus BK Virgst RG PCR Kiti El Kitabi  12/2014 11



Tablo 1. Master karisimin hazirlanmasi (dahili kontrol DNA
izolasyonunu izlemek ve PCR inhibisyonunu kontrol etmek icin

kullaniliyor)

Ornek sayisi 1 12
BK Virist RG Master 7 ul 84 ul
BK Virtst RG Mg-Sol 3 ul 36 ul
BK Virtst RG IC O ul o ul
Toplam hacim 10 pl 120 pl

2b. Dahili kontrol dogrudan BK Viriosi RG Master ve BK Virisi RG Mg-
Sol karisimina eklenmelidir. Bu durumda Tablo 2 vyarinca bir master

karisimi hazirlayin.

Reaksiyon karigimi tipik olarak érnek diginda PCR icin gerekli tGm

bilesenleri icerir.

Tablo 2. Master karisimin hazirlanmasi (dahili kontrol sadece PCR

inhibisyonunu kontrol etmek icin kullaniliyor)

Ornek sayisi 1 12
BK Virtst RG Master 7 ul 84 ul
BK Virust RG Mg-Sol 3 ul 36 ul
BK Virtst RG IC 1,5 ul 18 ul
Toplam hacim 11,5 pl* 138 ul*

* Dahili kontroli eklemenin neden oldugu hacim artisi, PCR tahlili hazirlanirken dikkate
alinmaz. Saptama sisteminin hassasiyeti etkilenmez.

Her PCR tOpUne master karisimdan 10 ul pipetleyin. Sonra elisyon
yapilmis 6rnek DNA'sindan 15 pl ekleyin (bakiniz Tablo 3). Buna
karsilik olarak kantitasyon standartlarinin (BK Virisi RG QS 1-4) en
az birinden 15 ul pozitif kontrol olarak ve 15 ul su (Su, PCR sinifi)
negatif kontrol olarak kullanilmalidir.
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Tablo 3. PCR tahlilini hazirlama

Ornek sayisi 1 12

Master karigim 10 ul her birinden 10 ul
Ornek 15 ul her birinden 15 ul
Toplam hacim 25 ul her birinden 25 pul

4. PCR toplerini kapatin. Kilitleme halkasinin (Rotor-Gene Aletinin
aksesuar) tiplerin calisma sirasinda yanhshkla acilmasini é6nlemek
Uzere rotorun Ustine yerlestirildiginden emin olun.

5. BK virisU DNA saptamak icin asagidaki adimlara gére bir sicaklik
profili olusturun.

Genel tahlil parametrelerini kurma Sekil 1,2, 3
Hot-start enziminin baslangi¢ aktivasyonu Sekil 4
DNA amplifikasyonu Sekil 5
Floresans kanali hassasiyetini ayarlama Sekil 6
Calismayi baslatma Sekil 7

TOm spesifikasyonlar Rotor-Gene Q MDx/Rotor-Gene Q yazilim versiyonu
1.7.94 ve Rotor-Gene 6000 yazilim versiyonu 1.7.65 ile iligkilidir.
Rotor-Gene Aletlerini programlamak ile ilgili ek bilgiyi alet kullanici el
kitabinda bulabilirsiniz. Sekillerde bu ayarlar kalin siyah cerceveyle
gosterilmigtir. Rotor-Gene Q Aletleri icin sekiller dahil edilmistir.
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6. Once “New Run Wizard” (Yeni Calisma Sihirbazi) diyalog kutusunu
acin (Sekil 1). “Locking Ring Attached” (Kilitleme Halkasi
Tutturulmus) kutusunu secin ve “Next” (Sonraki) kismina tiklayin.

New Run Wizard | x|

Welcome to the Advanced Run Wizard!

—Rotor Type
36-Well Rotor

Gene-Disc 72
Gene-Disc 100

¥ Locking Ring Attached

SkipWizard | << Eack |ﬁ

Sekil 1. “New Run Wizard” diyalog kutusu.

7. PCR reaksiyon hacmi igin 50 secin ve “Next” kismina tiklayin (Sekil
2).
x|

This box displays
help on elements in
the wizard. For help

5 ] on an item, hover
Operator : IQ'EQE" your mouse over the
item for help. You
can also click on a
combo box ta display
help about its
available settings.

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

Notes :

| Reaction
Volume (pL)

Sekil 2. Genel tahlil parametrelerini kurma.

Not: Fiziksel reaksiyon hacmi 25 ul olsa bile Rotor-Gene yazilimi icinde
reaksiyon hacmi olarak 50 sectiginizden emin olun.
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8. Sonraki “New Run Wizard” diyalog kutusunda “Edit Profile” (Profil
Dizenle) dGgmesine tiklayin (Sekil 3) ve sicaklik profilini Sekil 3-5'de
gosterildigi gibi programlayin.

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.

Edit Profile ...

Channel Setup :

Name | Source | Detector | Gain | Create New... |
Green 470nm  510nm E
Yellow — 530nm  555nm
Orange  585nm  610nm Edit Gain...
Red 625nm  BB0nm
Re
Reset Defaults

Crimson  680nm  710hp
Blue 365nm  460nm

Gain Optimisation...

SkipWizatdl << Back I

Sekil 3. Profili duzenleme.

B B A e S B

i

Edit Profile x|
0 H a9
HEw [Ipen Save s Help

The run will take approximately 109 minute(z] to complete. The graph below reprezents the run to be performed

Click on a cycle below to modify it :

[rsertatten: |
| Feeribieare s |

Eemuyve |

woing [Read-Only)

Hold Temperature . g5 |deg.
2 =YHold Time: 10 [mins 0 |secs

Sekil 4. Hot-start enziminin baslangi¢ aktivasyonu.
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E dit Profile

DUl | e

[Hew Open  Save Az Help
The run wil take approzimately 109 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click on a cycle below ta maodify it ;

Inzert after... |
Inzert befare... |

i

Remove |
Thiz cycle repeats
? Click, on one of the steps below to madify it, or press + or - to add and remove steps for thiz cpcle.
Timed Step = _‘I LI
95 deg. for 15 secs
4 a=- B5 deg. |
30 seconds 4
Acquiring to Cycling A ﬁ?z deg, for 20 secs
on Green, Orange B5 deg. for 30 secs 1
_
Long Range » 5
auchdown[TU cpc
4 b ) deq.]
"6

Sekil 5. DNA amplifikasyonu. Birlestirme adiminda touchdown iglevini 10 déngu icin
etkinlegtirdiginizden emin olun.

.|
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9. Floresans kanallar icin saptama araliginin PCR tiplerindeki
floresans siddetlerine gore belirlenmesi gerekir. “Auto-Gain
Optimisation Setup” (Otomatik Kazan¢ Optimizasyon Kurulumu)
diyalog kutusunu agmak icin “New Run Wizard” diyalog kutusunda
“Gain Optimisation” (Kazang¢ Optimizasyonu) kismina tiklayin
(bakiniz Sekil 3). Kalibrasyon sicakligini, amplifikasyon programinin
birlestirme sicakhigiyla eslesmesi icin 65 olarak ayarlayin (Sekil 6).

Auto-Gain Optimization 5etup

— Optimization ;

s Auto-Gain O ptirmization will read the fluorezence on the inserted sample at
¥, \\Eb different gain levels until it findz one at which the fluorezcence levels are
5

acceptable. The range of fluorezcence you are looking for depends on the
chemizty you are performing.

Set ternperatune bo 155 %5 degrees| 1
Optimize Al | O ptimize Acquinng |

™ Perform Optimization Befare 12t Acquisition

[" Perform Optimization &t 65 Degress At Beginning OF Fun

— Channel Settings ;

I =

Tube Position | Min Beading | Max Reading | Min Gain | Max Gain

bl
Edit... |
Orange 1 5F| 10F] 10 o Remove |

Remowve Al

<]
2 —I Start I b arual... | Cloge | Help |

Sekil 6. Floresans kanali hassasiyetini ayarlama.

artus BK Virgst RG PCR Kiti El Kitabi  12/2014 17



10. Kanal kalibrasyonu tarafindan belirlenen kazang degerleri otomatik
olarak kaydedilir ve programlama isleminin son meni penceresinde
liste halinde verilir (Sekil 7). “Start Run” (Calismayi Baslat) kismina

tiklayin.

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

i
Summary :
Setting | Value |
Green Gain 4
Drange Gain 8
Rotor 724/ell Rotor
Sample Layout A1-48,B1-B8, ...
Reaction Volume (in microliters) 50

=1
Save Template I

Skipwizard | <<Back |

Sekil 7. Calismayi baslatma.

Sonuclarin Yorumlanmasi

Kantitasyon

Ekteki kantitasyon standartlari (BK Virist RG QS 1-4) énceden saflagtirilmig
érnekler gibi muamele gorir ve ayni hacim (15 ul) kullanilir. Rotor-Gene Q
aletleri Gzerinde standart bir egri olusturmak igin 4 kantitasyon standardinin
hepsi kullanilmali ve belirtilen konsantrasyonlarla standartlar olarak “Edit
Samples” (Ornekleri Dizenle) diyalog kutusunda tanimlanmalidir (bakiniz alet

kullanim kilavuzu).

Not: Kantitasyon standartlar kopya/ul olarak tanimlanir. Asagidaki denklemin
standart egri kullanilarak belirlenen degerlerin kopya/ml 6rnek materyal olarak
doénustirdlmesi igin uygulanmasi gerekir.

Sonug (kopya/ml)

18

Sonucg (kopya/ul) x Elusyon Hacmi (ul)

Ornek Hacmi (ml)

Prensip olarak baslangic drnek hacmi yukaridaki denkleme girilmelidir. Ornek
hacmi nukleik asit ekstraksiyonu éncesinde degistirildiginde bunun dikkate
alinmasi gerekir (6rn. hacmin santriflgasyonla azaltilmasi veya izolasyon igin
gerekli hacme ekleme yapilarak hacmin arttinlmasi).
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Sonuclar
Pozitif ve negatif PCR reaksiyonlari érnekleri Sekil 8 ve Sekil 9'da verilmigtir.

045 QS 4
QS 3
QS 2

5025 QS l

Threshold N TQ—

4 4 T T u u u u
3 10 13 20 25 30 35 40 43
Cycle

Sekil 8. Kantitasyon standartlarinin (BK VirisG RG QS 1-4) floresans kanali
Cycling Green icinde saptanmasi. NTC: Sablon kontrolU yok (negatif kontrol).

055

0s

y QS 1-QS4+NTC

Threzhold

5 10 15 20 25 30 35 40 45
Cycle

Sekil 9. Kantitasyon standartlarinin (BK Virisi RG QS 1-4) es zamanh amplifikasyonu
ile dahili kontrolin (IC) floresans kanali Cycling Orange icinde saptanmasi. NTC:
Sablon kontroli yok (negatif kontrol).

Floresans kanali Cycling Green iginde bir sinyal saptanir. Analizin
sonucu pozitiftir: 6rnek BK virGsG DNA icerir.

Bu durumda Cycling Orange kanalinda bir sinyalin saptanmasi
kullanilmayabilir ¢Onky yUksek baglangi¢ BK virisi DNA konsantrasyonlari
(Cycling Green kanalinda pozitif sinyal) Cycling Orange kanalinda dahili
kontrol floresans sinyalinin azalmig olmasi veya olmamasina neden olabilir

(rekabet).

Floresans kanali Cycling Green iginde sinyal saptanmaz. Ayni zamanda
Cycling Orange kanalinda dahili kontrolden bir sinyal belirir. Ornekte
saptanabilir BK virs DNA yoktur. Negatif kabul edilebilir.

Negatif BK Virist PCR durumunda dahili kontrolin saptanan sinyali PCR
inhibisyonu olasihgini ortadan kaldirir.
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Cycling Green veya Cycling Orange kanallarinda sinyal saptanmaz.
Bir sonuca varilamaz.

Hata kaynaklari ve ¢ézimleriyle ilgili bilgi asagida “Troubleshooting guide”
icinde bulunabilir.

Sorun Giderme kilavuzu

Bu sorun giderme kilavuzu olusabilecek herhangi bir problemi ¢cdzmekte faydali
olabilir. Daha fazla bilgi igin Teknik Destek Merkezimizde Sik Sorulan Sorular
sayfasina da bakiniz: www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. QIAGEN Teknik
Servisindeki bilim insanlari bu el kitabindaki bilgi ve protokollerle ya da 6rnek
ve test teknolojileriyle ilgili herhangi bir sorunuzu cevaplandirmaktan daima
mutlu olacaktir (irtibat bilgileri igin arka kapaga bakiniz veya www.giogen.com
adresini ziyaret ediniz).

Aciklama ve oneriler

Floresans kanali Cycling Green icinde Pozitif kontrol
(BK Virist RG QS 1-4) sinyali yok

a) PCR veri analizi igin Veri analizi agisindan analitik BK Virgst PCR icin
secilen floresans kanali  floresans kanali Cycling Green ve dahili kontrol
protokole PCR igin floresans kanali Cycling Orange segin.

uymamaktadir

b) Rotor-Gene Aletinin Sicaklik profilini protokolle karsilastirin. Bakiniz
sicakhk profilinin yanlis  “Protocol: PCR and data analysis”, sayfa 11.
programlanmasi

c) Hatali PCR Calisma adimlarinizi pipetleme semasi yoluyla
konfiglrasyonu kontrol edin ve gerekirse PCR'I tekrarlayin.
Bakiniz “Protocol: PCR and data analysis”, sayfa
11.

d) Bir veya birkag kit Reaktiflerin saklama kosullari ve son kullanma
bileseninin saklama tarihini (kit etiketine bakiniz) kontrol edin ve
kosullari “Reagent gerekirse yeni bir kit kullanin.

Storage and Handling”
(sayfa 8) icinde verilen
talimatla uyumlu

degildir.

e) artus BK Viris0 RG PCR  Reaktiflerin saklama kosullari ve son kullanma
Kitinin son kullanma tarihini (kit etiketine bakiniz) kontrol edin ve
sUresi gecmistir gerekirse yeni bir kit kullanin.
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Aciklama ve oneriler

Cycling Orange floresans kanali icinde artus BK VirGsiG RG PCR Kiti
kullanilarak saflastirma yapilmis bir negatif plazma veya idrar
érneginin dahili kontrolonin sinyalinin zayif olmasi veya hi¢ olmamasi
ve ayni anda Cycling Green kanalinda sinyal bulunmamasi

a) PCR kosullari protokole  PCR kosullarini kontrol edin (yukariya bakiniz) ve

uymamaktadir gerekirse PCR'I dUzeltilmis ayarlarla tekrarlayin.
b) PCR inhibe olmustur Onerilen izolasyon yéntemini kullandiginizdan
emin olun ve Ureticinin talimatini yakindan
izleyin.

c) Ekstraksiyon sirasinda  Dahili kontrol ekstraksiyona eklenmisse, dahili
DNA kaybolmustur kontrol sinyalinin olmamasi ekstraksiyon
sirasinda DNA kaybina isaret edebilir. Onerilen
izolasyon yéntemini (bakiniz “DNA isolation”,
sayfa 9) kullandiginizdan emin olun ve Greticinin
talimatini yakindan izleyin.

d) Bir veya birkag kit Reaktiflerin saklama kosullari ve son kullanma
bileseninin sakloma tarihini (kit etiketine bakiniz) kontrol edin ve
kosullari “Reagent gerekirse yeni bir kit kullanin.

Storage and Handling”
(sayfa 8) icinde verilen
talimatla uyumlu

degildir.

e) artus BK VirGsu RG PCR Reaktiflerin saklama kosullari ve son kullanma
Kitinin son kullanma tarihini (kit etiketine bakiniz) kontrol edin ve
sUresi gegmistir gerekirse yeni bir kit kullanin.

Analitik PCR'da floresans kanali Cycling Green icinde negatif kontrollo
sinyaller

a) PCR hazirlama PCR!I replikatlarda yeni reaktiflerle tekrarlayin.
ilrasmdg MUmkinse PCR tuplerini test edilecek érnegin
ontaminasyon eklenmesinden hemen sonra kapatin.
olugmustur

Pozitif kontrolleri en son pipetlediginizden emin
olun.

Calisma alani ve aletlerin dizenli araliklarla
dekontamine edildiginden emin olun.

.|
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Aciklama ve oneriler

b) Ekstraksiyon sirasinda  Test edilecek 6rnegin ekstraksiyonu ve PCR'ini
kontaminasyon yeni reaktifler kullanarak tekrarlayin.

olugmasi Calisma alani ve aletlerin duzenli araliklarla

dekontamine edildiginden emin olun.

Kalite Kontrol

QIAGEN'in ISO sertifikali Kalite Yénetim Sistemi uyarinca her artus BK VirUs0
RG PCR Kiti tutarli Orin kalitesini saglamak Gzere dnceden belirlenmis
spesifikasyonlara goére test edilir.

Sinirlamalar

Uriin sadece in vitro diagnostik islemler konusunda 6zel talimat almis ve
egitimli personel tarafindan kullanilmalidir.

Optimum PCR sonuclari igin kullanici el kitabina kati olarak uymak gerekir.

Tum bilegenlerin etiketleri ve kutusunda basili son kullanma tarihlerine dikkat
edilmelidir. Son kullanma tarihi gegmis bilesenleri kullanmayin.

Nadir olsa da kitin primerleri ve/veya probun kapsadi§i viral genomun yUksek
6lcide korunmus boélgelerinde mutasyonlar olmasi bu vakalarda virts varliginin
saptanmamasi veya miktarinin eksik gosterilmesiyle sonuglanabilir. Tahlil
tasariminin gecerliligi ve performansi dizenli araliklarla revize edilmektedir.

Performans Ozellikleri

Analitik hassasiyet

artus BK VirGsi RG PCR Kitinin analitik hassasiyetini belirlemek icin 10 ila
nominal 0,001 kopya esdegeri/ul seklinde standart bir dilUsyon serisi
olusturulmus ve artus BK Virist RG PCR Kitiyle kombinasyon halinde Rotor-
Gene 6000 Uzerinde analiz edilmigtir. Testler 8 replikatta 3 farkl ginde
yapilmigtir. Sonuclar probit analiziyle belirlenmistir. Rotor-Gene 6000 Gzerinde
probit analizinin grafik bir temsili Sekil 10'da verilmistir. artus BK VirGst RG
PCR Kitinin Rotor-Gene Q MDx/Q/6000 ile kombinasyon halinde analitik
saptama limiti 0,195 kopya/ul'dir (p = 0,05). Bu 0,195 kopya/ul saptanmasi
olasihginin %95 oldugu anlamina gelir.
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Sekil 10. Probit analizi: BK Virisi (Rotor-Gene 6000). Rotor-Gene 6000 Uzerinde artus

BK Virtst RG PCR Kitinin analitik hassasiyeti.

Ozgullik

log (doz)

artus BK VirGsi PCR Kit 6zg0llugo 6ncelikle primer ve problarin secilmesi ve
ayrica kat reaksiyon kosullarinin secilmesiyle saglanir. Primerler ve problar gen
bankalarinda yayimlanmig tGm dizilere olasi homolojiler agisindan sekans

karsilastirma analiziyle kontrol edilmistir. Tum ilgili suglarin saptanabilirligi bu

sekilde Rotor-Gene Aletleri Gzerinde asagidaki suglarla bir veri tabani
hizalamasi ve bir PCR calismasiyla saglanmigtir (bakiniz Tablo 4).

Tablo 4. ilgili suslarin 6zgullogiunin test edilmesi

BK Virisu Dahili kontrol
(Cycling (Cycling
Viris Sus Kaynak Green) Orange)
BK virGsU Dunlop ATCC* + +
BK virUsU Gardner ATCC + +
BK virUsU AB269822 Geneart + +
BK virUsU S72390 Geneart + +

* American Type Culture Collection.
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Ayrica 6zgUllok 30 farkli BK virUs negatif plazma érnegiyle dogrulanmustir.
Bunlar BK Virisio RG Master'a dahil edilen BK virGsine spesifik primerler ve
problarla herhangi bir sinyal olugturmamustir.

artus BK VirUs0 RG PCR Kiti olasi capraz reaktivitesi Tablo 5'te liste halinde
verilen kontrol grubu kullanilarak test edilmistir. Test edilen patojenlerin higbiri
reaktif bulunmamighr. Karigik enfeksiyonlarla ¢apraz reaktivite gérilmemistir.

Tablo 5. Kitin 6zgillogunin potansiyel capraz reaktif patojenlerle test
edilmesi

Dahili kontrol

BK viriso (Cycling
Kontrol grubu (Cycling Green) Orange)
SitomegalovirUs - +
Epstein-Barr virUsi - S
insan herpesvirisy 1
(herpes simpleks virisio 1) - i
insan herpesvirisy 2
(herpes simpleks viriso 2) - i
insan herpesviruso 3
(Varisella zoster viris0) - "
insan herpesvirisi 6 - +
JC virtso - +
Simian virUsU 40 - +
Candida albicans — +

Kesinlik

Rotor-Gene Aletleri yoluyla artus BK Virisi RG PCR Kitinin kesinlik verileri
toplanmigtir ve analizin total varyansinin belirlenmesini mtmkin kilar. Toplam
varyans, tahlil igi degiskenlik (bir deneyde ayni konsantrasyondan érneklerin
birden fazla sonucunun degiskenligi), tahliller arasi degiskenlik (bir
laboratuvarda farkl kullanicilar tarafindan ayni tipte farkli aletlerde olusturulan
birden fazla tahlil sonucunun degiskenligi) ve partiler arasi degiskenlikten
(cesitli partiler kullanilarak tahlilin birden fazla sonucunun degiskenligi) olusur.
Elde edilen veriler patojene spesifik ve dahili kontrol PCR icin varyasyon
katsayisini, varyansi ve standart sapmayi belirlemek icin kullanilmistir.
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artus BK VirGs0 RG PCR Kitinin kesinlik verileri en disUk konsantrasyonun (QS
4; 1 x 10" kopya/ul) kantitasyon standardi kullanilarak toplanmighr . Testler 8
replikatla yapilmustir. Kesinlik verileri amplifikasyon egrilerinin C; degerleri
temelinde hesaplanmistir (C;: esik déngiUsU, bakiniz Tablo 6). Bu sonuclar
temelinde belirtilen konsantrasyonun bulundugu herhangi bir 6rnekte genel
istatistiksel dagilim %2,11 (C;) ve dahili kontrolUn saptanmasi icin %3,59 (C;)
seklindedir. Bu degerler belirlenmis degiskenliklerin tim tek degerlerinin
toplami temelindedir.

Tablo 6. C; degerleri temelinde kesinlik verileri

Standart Varyasyon

C; degeri sapma katsayisi (%)
Tahliller ici
degigkenlik: 29,45 0,17 0,56
BK Virtsu RG QS 4
Tahliller igi
degiskenlik: 24,31 0,12 0,49
Dahili kontrol

Tahliller arasi
degiskenlik: 29,42 0,25 0,85
BK VirUsi RG QS 4

Tahliller arasi
degiskenlik: 23,30 0,77 3,30
Dahili kontrol

Gruplar arasi
degiskenlik: 30,31 0,64 2,10
BK VirUst RG QS 4

Gruplar arasi

degiskenlik: 22,53 0,40 1,78
Dahili kontrol
Topl :

opam varyans 29,80 0,63 2,11
BK Virosi RG QS 4
Topl :

R 23,12 0,83 3.59

Dahili kontrol

artus BK Virgst RG PCR Kiti El Kitabi  12/2014 25



Guclolik

Guclulogun dogrulanmasi artus BK Virtst RG PCR Kitinin toplam basarisizlik
oraninin belirlenmesini mimkin kilar. 30 BK viris negatif érnege 1 kopya/ul
elisyon hacminde BK virUs kontrol DNA eklenmistir (analitik hassasiyet limitinin
yaklasik bes kati konsantrasyon). EZ1® DSP VirUs Kiti ekstraksiyonundan sonra
(bakiniz “DNA isolation”, sayfa 9) bu érnekler artus Virist RG PCR Kiti ile analiz
edilmistir. 30 6rnegin tUmU icin basarisizlik orani %0'dir. Ayrica dahili

kontrolin gUclologu 30 BK virls negatif drneginin saflastirilmasi ve analizi ile
degerlendirilmistir. Toplam basarisizlik orani %0'dir. inhibisyonlar
goézlenmemistir. Béylece artus BK Virist RG PCR Kitinin guglGlogiu >%99'dur.

Tekrar Uretilebilirlik

Tekrar Uretilebilirlik verileri artus BK Virist RG PCR Kitinin dUzenli performans
degerlendirmesini ve ayrica baska Grinlerle etkinlik kargilastirmasina izin verir.
Bu veriler belirlenmig verimlilik programlarina katilimla elde edilir.

Diagnostik degerlendirme

Su anda artus BK Virist RG PCR Kiti igin bir dizi degerlendirme ¢aligmasi
yapilmaktadir.

Referanslar

QIAGEN, QIAGEN Urunlerini kullanan bilimsel yayinlarin buytk ve gincel bir
cevrimigi veri tabanini tutmaktadir. Kapsamli arama secenekleri gereksinim
duydugunuz makaleleri basit bir anahtar kelimesi aramasi veya uygulama,
aragtirma alani, basglik vesaire belirterek bulmanizi momkon kilar.

Eksiksiz bir referans listesi icin www.qgiagen.com/RefDB/search.asp adresindeki
cevrim ici QIAGEN Referans Veri Tabanini ziyaret edin veya QIAGEN Teknik
Servis ya da yerel distrib0térinizle irtibat kurun.

Semboller
W <N> <N> test icin yeterli reaktif icermektedir
E Son Kullanma Tarihi
IVD in vitro diagnostik tibbi cihaz
REF Katalog numarasi
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LOT Lot numarasi

Materyal sayisi
COMP Bilesenler

icindekiler

Numara

Global Ticaret Madde Numarasi

Sicaklik sinirlamasi

Uretici

Kullanma talimatina bagvurun

SR=

irtibat Bilgisi
Teknik yardim ve daha fazla bilgi icin 1Gtfen www.qgiagen.com/Support
adresindeki Teknik Destek Merkezimize gidin veya QIAGEN Teknik Servis

Boélimlerinden ya da yerel distribUtérlerden birini arayin (arka kapaga bakin
veya www.giagen.com) adresini ziyaret edin.
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Siparis Bilgisi

Urin icindekiler Kat. no.
artus BK Virus RG PCR 24 reaksiyon igin: Master, 4 4514263
Kit (24) Kantitasyon Standardi, Dahili Kontrol,

Magnezyum SolUsyonu, Su (PCR sinifi)
artus BK Virus RG PCR 96 reaksiyon icin: Master, 4 4514265
Kit (96) Kantitasyon Standardi, Dahili Kontrol,

Magnezyum SolUsyonu, Su (PCR sinifi)

EASYartus BK Virisi RG PCR Kitleri — tomuyle CE-IVD
uyumlu entegre otomatik 6rnek saflastirma ve patojen
saptama igin

EASYartus BK Virus RG 48 viral nUkleik asit hazirlama ve 24 EA11423
PCR Kit 1 tahlil igin: 1 x EZ1 DSP VirUs Kiti,
1 x artus BK Virgs0 RG PCR Kiti (24)

EASYartus BK Virus RG 48 viral nikleik asit hazirlama ve 48 EA11424
PCR Kit 2 tahlil icin: 1T x EZ1 DSP VirUs Kiti,
2 x artus BK Virisi RG PCR Kiti (24)

EZ1 DSP Viris Kiti — viral DNA ve RNA'nin 1-14 insan
plazma, serum veya BOS 6érneginden otomatik, es zamanl
saflastirnlmasi igin

EZ1 DSP Virus Kit (48) 48 viral nukleik asit hazirlama igin: 62724
Onceden Doldurulmus Reaktif
Kartuglari, Tek Kullanimlik Ug
Tutucular, Tek Kullanimhik Filtre U¢lari,
Ornek Tupleri, Elisyon Topleri,
Tamponlar, Tagiyici RNA

Rotor-Gene Q MDx ve aksesuarlari

Rotor-Gene Q MDx 5 kanall (yesil, sar, turuncu, kirmizi, 9002022
5plex Platform kizil) gercek zamanh PCR dénguleyici,

dizUstU bilgisayar, yazilim, aksesuarlar;

parcalar ve iscilik icin T yillik garanti;

kurulum ve egitim dahil degildir

Rotor-Gene Q MDx 5 kanalli (yesil, sari, turuncu, kirmizi, 9002023
5plex System kizil) gergek zamanl PCR dénguleyici,

dizUstU bilgisayar, yazilim, aksesuarlar:

parcalar ve iscilik icin T yilhk garanti;

kurulum ve egitim dahildir
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Urin icindekiler Kat. no.
Rotor-Gene Q MDx 5 kanal (yesil, sar, turuncu, kirmiz, 9002032
5plex HRM Platform kizil) artt HRM kanalli gercek zamanl

PCR doénguleyici ve yuksek ¢6zintrlokli

eritme analizéri, dizUsto bilgisayar,

yazilim, aksesuarlar: parcalar ve iscilik

igin 1 yillik garanti dahildir, kurulum ve

egitim dahil degildir
Rotor-Gene Q MDx 5 kanal (yesil, sar, turuncu, kirmizi, 9002033
5plex HRM System kizil) artt HRM kanalli gercek zamanl

PCR doénguleyici ve yuksek ¢6zionurltklo

eritme analizéri, dizUsto bilgisayar,

yazilim, aksesuarlar: parcalar ve iscilik

igin 1 yillik garanti dahildir, kurulum ve

egitim dahildir
Rotor-Gene Q MDx 6 kanalli (mavi, yesil, sari, turuncu, 9002042
6plex Platform kirmizi, kizil) gercek zamanli PCR aleti,

dizUstU bilgisayar, yazilim, aksesuarlar:

pargalar ve isgilik igin 1 yillik garanti

dahildir, kurulum ve egitim dahil

degildir
Rotor-Gene Q MDx 6 kanalli (mavi, yesil, sari, turuncu, 9002043
6plex System kirmizi, kizil) gercek zamanli PCR aleti,

dizUstU bilgisayar, yazilim, aksesuarlar:

parcalar ve iscilik icin T yillik garanti;

kurulum ve egitim dahildir
Loading Block 72 x 0,1 ml tUplerde tek kanalli pipetle 9018901
72 x 0.1 ml Tubes manuel reaksiyon kurulumu igin

altminyum blok
Loading Block 96 x 0,2 ml tiplerde standart 8 x 12 9018905
96 x 0.2 ml Tubes dizide manuel reaksiyon kurulumu igin

altminyum blok
Strip Tubes and Caps, 1000 reaksiyon igin 4 tUp ve kapakl 981103
0.1 ml (250) 250 strip
Strip Tubes and Caps,  10.000 reaksiyon icin 4 tip ve kapakli 981106
0.1 ml (2500) 10 x 250 strip
PCR Tubes, 0.2 ml 981005

(1000)

1000 reaksiyon icin 1000 ince duvarl
tip

12/2014
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Kat. no.

Urin icindekiler
PCR Tubes, 0.2 ml 10.000 reaksiyon igin 10 x 1000 ince 981008
(10000) duvarli t0p

Gincel lisanslama bilgisi ve Urine spesifik red beyanlari igin ilgili QIAGEN Kkiti
el kitabi veya kullanici el kitabina bakiniz. QIAGEN kit el kitaplari ve kullanim
kilavuzlari www.giagen.com adresinde bulunabilir veya QIAGEN Teknik Servis

veya yerel distribGtérinizden istenebilir.

.|
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Bu Grindn satin alinmasi, satin alan tarafindan insan in vitro diagnostigi i¢in diagnostik hizmetler yapiimasinda kullaniimasina izin verir. Burada
satin alma ile bu spesifik kullanim hakki diginda herhangi bir tirde herhangi bir genel patent veya bagka lisans verilmemektedir.

Ticari markalar: QIAGEN®, artus®, EASYartus®, EZ1®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group).

Sinirli Lisans Sézlesmesi

Bu 0rindn kullanilmasi artus BK Virist RG PCR Kitinin herhangi bir satin alani veya kullanicisinin su sartlari kabul ettigini belirtir:

1.

artus BK Virist RG PCR Kiti sadece artus BK Virtisi RG PCR Kiti Kilavuzuna gbre ve bu Kitte bulunan bilesenlerle kullanilabilir. QIAGEN, artus BK
Virgsi RG PCR Kiti El Kitabi ve www.giagen.com adresinde bulunan ek protokollerde tanimlananlar diginda bu kite dahil edilmemis herhangi bir
bilesen ile Kit icindeki bilegenleri kullanma veya birlestirme agisindan herhangi bir fikri milkiyet altinda bir lisans vermez.

Acik olarak belirtilen lisanslar disinda QIAGEN bu kitin ve/veya kullaniminin/kullanimlarinin t¢iined taraflarin haklarini ihlal etmedigi
konusunda garanti vermez.

Bu kit ve bilesenleri tek kullanim icin lisanslanmugtir ve tekrar kullanilamaz, yenilenemez veya tekrar satilamaz.
QIAGEN agik olarak belirtilenler diginda agik veya zimni herhangi bir baska lisansi 6zellikle reddeder.

Kitin alicisi ve kullanicisi yukarida yasaklanan herhangi bir eyleme neden olabilecek veya bunlari kolaylagtirabilecek herhangi bir adim
atmamayi veya baskasinin atmasina izin vermemeyi kabul eder. QIAGEN bu Sinirli Lisans Sézlesmesinin yasaklarini herhangi bir mahkemede
yururlige koyabilir ve kit ve/veya bilesenleriyle iligkili herhangi bir fikri milkiyet hakki veya bu Sinirli Lisans Sézlesmesini yurirlige koymak icin
tom aragtirma ve mahkeme masraflarini avukat masraflar dahil olmak Gzere geri alacaktir.
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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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