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Kit-Inhalt

virotype IHNV/VHSV RT-PCR Kit (100)
Katalog-Nr. VT290005
Anzahl der Reaktionen 100

Master Mix (Master-Mix,
orangefarbener Deckel), enthalt Primer, 2 x 1000 pl
Sonden und Enzyme

Positive Control (Positivkontrolle,

roter Deckel) 1x150
Negative Control (Negativkontrolle,

blauer Deckel) 1x 150 pl
Gebrauchsinformation 1

Verwendungszweck

Der virotype IHNV/VHSV RT-PCR Kit ist ein Multiplex-PCR-Assay fur
den gleichzeitigen Nachweis und die Differenzierung von RNA des
Infektiosen Hamatopoetischen Nekrose-Virus (IHNV) und des Viralen
Hamorrhagischen Septikdmie-Virus (VHSV) in Gewebeproben von
Salmoniden und in Zellkulturiiberstand.

Der Kit besitzt die Zulassung des Friedrich-Loeffler-Instituts nach
§ 11 Absatz 2 TierGesG mit der Zulassungsnummer FLI-C 133.

Nur fur den tierarztlichen Gebrauch.
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‘ Legaler Hersteller

Chargenbezeichnung

E Zur Verwendung bis
chrW Zulassiger Temperaturbereich fur die Lagerung
EE Gebrauchsinformation
Katalognummer
MAT Materialnummer
f/;ili Vor Licht schitzen
>l Fur Proben von Salmoniden

Qualitatskontrolle

Gemal dem ISO-zertifizierten Qualitdtsmanagement-System von
INDICAL wird jede Charge des Tests virotype IHNV/VHSV RT-PCR Kit
nach festgelegten Prufkriterien getestet, um eine einheitliche
Produktqualitéat sicherzustellen.
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Lagerung

Die Komponenten des virotype IHNV/VHSV RT-PCR Kits sind bei
-30°C bis -15°C zu lagern — unter diesen Lagerbedingungen sind sie
mindestens bis zu dem auf dem Etikett angegebenen Verfallsdatum
haltbar. Vermeiden Sie wiederholtes Auftauen und Einfrieren (> 3x), da
dadurch die Sensitivitat des Assays verringert werden kann. Falls die
Komponenten nur gelegentlich verwendet werden, frieren Sie sie
aufgeteilt in Aliquots ein.

Sicherheitshinweise

Tragen Sie beim Umgang mit Chemikalien immer einen Laborkittel,
Einmal-Laborhandschuhe und eine Schutzbrille. Weitere Informationen
kénnen Sie den entsprechenden Sicherheitsdatenblattern entnehmen
(safety data sheets, SDS). Diese erhalten sie von lhrem lokalen
Vertriebsmanager oder per Email von compliance@indical.com.

Alle Reste von Proben und mit Proben in Beriihrung gekommene
Gegenstande sind als potenziell infektibse Materialien zu entsorgen
bzw. zu dekontaminieren.
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Einleitung

Der virotype IHNV/VHSV RT-PCR Kit ist ein Multiplex-PCR-Assay fir
den gleichzeitigen Nachweis und die Differenzierung von RNA des
Infektiosen Hamatopoetischen Nekrose-Virus (IHNV) und des Viralen
Hamorrhagischen Septikamie-Virus (VHSV) in Gewebeproben von
Salmoniden und in Zellkulturiberstand.

Infektiose Hamatopoetische Nekrose (IHN) und Virale Hamorrhagische
Septikdmie (VHS) sind zwei der gefahrlichsten viralen Erkrankungen in
der Salmoniden-Aquakultur. Beide urséchliche Viren (IHNV und VHSV)
gehoéren zur Familie Rhabdoviridae — Gattung Novirhabdovirus. IHN
und VHS sind Kaltwasserkrankheiten von Salmonidenarten,
insbesondere der Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss), und
treten in Kanada, den USA, Asien und Europa auf.

In der Literatur ist eine Doppelinfektion von Salmoniden mit IHNV und
VHSYV beschrieben worden. IHNV wird zunéchst in der Haut des
Kiemenepithels, in der Maulregion, im Rachen, in der Speiserdhre, im
Magen und in den Pyloruszapfchen nachgewiesen, bevor es in Niere,
Milz, Thymus, Leber, Muskel und Knorpel detektiert wird. Im weiteren
Verlauf breitet sich der Erreger auf Herz, Bauchspeicheldriise, und
Gehirn aus.

In Regenbogenforellen sind Nieren- und Milz-Endothelzellen die ersten
Ziele von VHSV. Danach kommt es zur Nekrose und Degeneration der
hamatopoetischen Elemente von Niere und Milz. Infektionen mit IHNV
und VHSV verursachen in der Aquakultur hohe wirtschaftliche Verluste
als direkte Folge der Mortalitat. Infektion mit beiden Erregern sind
meldepflichtig und verschiedene Lander und Handelsraume, wie die
Europdische Union, haben besondere Rechtsvorschriften zur
Bekampfung der Krankheit erlassen (WOAH, 2017c; EU, 2006/88; EU,
2009/177). Daruber hinaus ist eine Unterscheidung der beiden
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Krankheiten anhand der klinischen und pathologisch-anatomischen
Symptome nicht moglich. Daher sind Monitoring und Uberwachung zur
Erkennung und Identifizierung von IHNV und VHSV zum Schutz von
Fischkulturen gesetzlich vorgeschrieben.
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Testprinzip

Beim Nachweis von Pathogenen mittels Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) werden spezifische Bereiche aus dem Genom des Pathogens
amplifiziert. Bei der real-time PCR wird das entstandene Amplifikat mit
Hilfe von Fluorenzfarbstoffen detektiert. Diese sind in der Regel an
Oligonukleotid-Sonden gekoppelt, die spezifisch an das Amplifikat
binden. Die Beobachtung des Verlaufs der Fluoreszenzintensitat
wahrend der PCR in Echtzeit (,real-time PCR®) ermdglicht den
Nachweis des sich anreichernden Produkts, ohne die Reaktionsgefal3e
danach wieder 6ffnen zu mussen.

Der virotype IHNV/VHSV RT-PCR Kit enthalt alle Reagenzien, die fur
den Nachweis der IHNV- und VHSV-RNA notwendig sind,
einschlie3lich Positiv- und Negativkontrolle. Mit diesem Kit werden
reverse Transkription und PCR im gleichen Reaktionsgefald
durchgefiihrt, welches die Kontaminationsgefahr verringert.

Im Kit werden drei spezifische Primer-Sonden-Kombinationen
verwendet:

e Cy®5 fluorescence fiir die IHNV-RNA

e FAM™ fluorescence fur die VHSV-RNA

e HEX™-Fluoreszenz flr die endogene Interne Kontrolle (EC,
B-Aktin aus der Probe)

Mit der Positivkontrolle wird die Funktionalitat des Pathogentests
nachgewiesen, also zum Beispiel das korrekte Ansetzen des
Reaktionsgemisches.
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RNA-Extraktion

Der virotype IHNV/VHSV RT-PCR Kit ist ein Multiplex-PCR-Assay fir
den gleichzeitigen Nachweis und die Differenzierung von RNA des
Infektiosen Hamatopoetischen Nekrose-Virus (IHNV) und des Viralen
Hamorrhagischen Septikamie-Virus (VHSV) in Gewebeproben von
Salmoniden und in Zellkulturiberstand.

Vor der real-time PCR muss die virale RNA aus dem Ausgangsmaterial
extrahiert werden. INDICAL bietet fur die RNA-Extraktion aus
Tierproben validierte Produkte an.

Extraktionskits mittels “magnetic bead”-Verfahren:

e IndiMag® Pathogen Kit (SP947457)

¢ IndiMag Pathogen Kit w/o plastics (SP947257)

¢ IndiMag Pathogen IM48 Cartridge (SP947654P608, SP947654P224)
¢ IndiMag Pathogen KF96 Cartridge (SP947855P196)

Extraktionskits mit Verwendung von Spin Columns:

¢ IndiSpin® Pathogen Kit (SP54104, SP54106)
e IndiSpin QlAcube® HT Pathogen Kit (SP54161)

Falls die real-time RT-PCR nicht unmittelbar nach der Extraktion
durchgefiihrt wird, lagern Sie die RNA bei -20°C, bzw. bei -80°C flr
langere Zeit.

Fir weitere Informationen zur automatisierten oder manuellen
Extraktion von Influenza A-Virus-RNA aus verschiedenen
Probenmatrices, lesen Sie entweder das entsprechende Handbuch
oder kontaktieren Sie den INDICAL Support unter
support@indical.com.
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Zusatzlich bendétigte Materialien

Tragen Sie beim Umgang mit Chemikalien immer einen Laborkittel,
Einmal-Laborhandschuhe und eine Schutzbrille. Weitere Informationen
konnen Sie den entsprechenden Sicherheitsdatenbléattern (safety data
sheets, SDS) entnehmen, die Sie vom jeweiligen Hersteller beziehen
kénnen.

e Pipetten

¢ Nuklease-freie, aerosolgeschitzte Pipettenspitzen mit Filter

e Sterile 1,5 ml Eppendorf®-Reaktionsgefalie

e Nuklease-freie (RNase/ DNase-frei) Verbrauchsmaterialien

e Kuhlvorrichtung oder Eis

e Tischzentrifuge mit Rotor fir 1,5 ml Reaktionsgefalle

e Real-time Thermocycler mit geeigneten Fluoreszenzkanélen

e Geeignete Software fir den gewahlten Thermocycler

e Geeignete PCR-Streifen und Deckel oder optische 96-well
Mikrotiterplatte mit optischer Verschlussfolie oder optischem
Deckel fur den gewahlten Thermocycler
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Wichtige Hinweise

Allgemeine Vorsichtsmalinahmen

Folgendes sollte vom Anwender immer beachtet werden:
e Nuklease-freie Pipettenspitzen mit Filter verwenden.

e Positivmaterial (Proben, Positivkontrollen, sowie Amplifikate)
separat von allen anderen Reagenzien lagern und verarbeiten
und in einem raumlich getrennten Bereich zum
Reaktionsgemisch hinzufugen.

e Alle Komponenten vor Testbeginn auf Eis auftauen lassen.

e Nach dem Auftauen die Komponenten durch Invertieren
mischen und anschlieend kurz anzentrifugieren.

e Die Komponenten des Testkits nach Ablauf des Verfallsdatums
nicht mehr verwenden.

e Proben und Kontrollen wahrend des Ansetzens auf Eis oder in
einem Kuhlblock halten.

Negativkontrolle

Bei jedem PCR-Lauf sollte mindestens eine Negativkontrolle mitgefuhrt
werden. Hierdurch kdnnen etwaige Kontaminationen im
Reaktionsansatz entdeckt werden.

Positivkontrolle

Bei PCR-Ansétzen mit unbekannten Proben wird empfohlen, eine
Positivkontrolle im PCR-Lauf mitzufihren, das heil3t eine Probe, von
der bekannt ist, dass sie die zu detektierende virale RNA enthalt. Mit
einer Positivkontrolle wird die Funktionalitdt des Pathogentests
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nachgewiesen, also zum Beispiel das korrekte Ansetzen des
Reaktionsgemisches. Setzen Sie 5 pl der im virotype IHNV/VHSV
RT-PCR Kit mitgelieferten Positivkontrolle ein, um die erfolgreiche
Amplifikation der Zielsequenz zu Uberprufen.

Extraktions- und Amplifikationskontrolle

Zusatzliche Prozesssicherheit und Benutzerfreundlichkeit wird durch
ein Internes Kontrollsystem gewéhrleistet, das im Testkit enthalten ist
und ein in der Probe vorhandenes Housekeeping-Gen nachweist.
Damit ist eine Kontrolle sowohl der Extraktion als auch der
Amplifikation moglich.
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Protokoll: Real-time RT-PCR zum Nachweis
der RNA des IHNV und des VHSV

Wichtige Hinweise vor Beginn

Lesen Sie bitte den Abschnitt “Wichtige Hinweise” auf Seite 11,
bevor Sie mit der Durchfiihrung beginnen.

Fuhren Sie bei jedem PCR-Lauf mindestens eine
Positivkontrolle (Positive Control) und eine Negativkontrolle
(Negative Control) mit.

Lesen Sie das Protokoll vollstandig durch, bevor Sie mit der
Durchfiihrung beginnen, und stellen Sie sicher, dass Sie mit
der Bedienung des gewéhlten real-time Thermocyclers vertraut
sind.

RNA ist instabil. Fihren Sie das Protokoll ohne
Unterbrechungen durch.

Vorbereitungen

Alle Komponenten auf Eis auftauen lassen und vor Licht
schutzen.

Die Reagenzien vor dem Gebrauch kurz anzentrifugieren.

Wahrend des Ansetzens der PCR die Reagenzien auf Eis oder
in einem Gefrierrack halten.
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Durchftihrung

1. 20 ul des Master-Mix in jedes ReaktionsgefaR pipettieren. Dann
5 ul der RNA-Probe hinzugeben (Tabelle 1).

Fuhren Sie Positiv- und Negativkontrolle mit.

Positivkontrolle: Anstelle der RNA-Probe 5 ul der Positivkontrolle
(Positive Control) einsetzen.

Negativkontrolle: Anstelle der RNA-Probe 5 pul der Negativkontrolle
(Negative Control) einsetzen.

Tabelle 1. Ansetzen des Reaktionsgemisches

Komponente Volumen
Master-Mix 20 pl
Probe 5ul
Gesamtvolumen 25 ul

2. Die ReaktionsgefalRe mit den passenden Deckeln oder die
PCR-Platte mit Folie verschliel3en und 5x invertieren. Anschliel3end
kurz zentrifugieren, um das Reaktionsgemisch am Boden der
Vertiefungen zu sammelin.

3. In der Software des Thermocyclers die Filter fur die Reporter
gemal Tabelle 2 einstellen.
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Tabelle 2. Filtereinstellungen fiir den Reporter

Pathogen/ Interne Kontrolle Reporter
IHNV Cy®5
VHSV FAM™

Endogene Interne Kontrolle (EC) HEX ™1

Passive Referenz? ROX™

1 Verwenden Sie die fur den gewahlten Thermocycler geeignete Einstellung
2 Interne Referenz fiir ABI PRISM® Sequence Detection Systems (Applied Biosystems®)

4. Das in Tabelle 3 gezeigte real-time RT-PCR-Protokoll verwenden.

Tabelle 3. Real-time RT-PCR Protokoll fir IHNV/VHSV

Schritt Temperatur Zeit Ar;zya:(f:;:er
Reverse Transkription 50°C 10 min 1
Initiale Aktivierung 95°C 2 min 1
2-Schritt-Cycling

Denaturierung 95°C 5s

Annealing/ Extension* 60°C 30s 40

* Erfassung der Fluoreszenzdaten. PCR-Laufzeit ca. 67 min (Mx3005P®, Agilent
Technologies, Inc.)
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Auswertung

Interpretation der Ergebnisse

Fir eine gultige Messung mussen das Cy5-, das FAM- und das HEX-
Signal der Positivkontrolle einen Cr-Wert! im Bereich 25 - 35 ergeben
(Cr 25 - 35). Die Negativkontrolle darf kein Signal in einem der
Fluoreszenzkanéle aufweisen.

Bei der Arbeit mit unbekannten Proben sind die im Folgenden
beschriebenen Ergebnisse mdglich. Eine Zusammenfassung der
mdoglichen Resultate finden Sie auch in Tabelle 4 auf Seite 19.

Das Testergebnis ist positiv fur IHNV und der Test ist gtiltig, wenn die
folgenden Kriterien erfllt sind:

e Die Probe zeigt ein Signal sowohl im Cy5- als auch im
HEX-Kanal.

o Die Positivkontrolle zeigt ein Signal sowohl im Cy5- und FAM-
Kanal, als auch im HEX-Kanal.

e Die Negativkontrolle zeigt weder im Cy5- und FAM-Kanal, noch
im HEX-Kanal ein Signal.

Bei sehr hohen Ausgangskonzentrationen an IHNV-RNA in der Probe
kann es durch Kompetition mit dem Internen Kontrollsystem (EC) zu
schwachen oder ausbleibenden HEX-Signalen kommen.

1 Cr, Threshold cycle (Schwellenzyklus) — Zyklus, in dem die Amplifikationskurve den Schwellenwert tiberschreitet, ab
dem also erstmals ein klarer Anstieg der Fluoreszenz detektierbar ist
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Das Testergebnis ist positiv fur VHSV und der Test ist gliltig, wenn die
folgenden Kriterien erfllt sind:

e Die Probe zeigt ein Signal sowohl im FAM- als auch im
HEX-Kanal.

e Die Positivkontrolle zeigt ein Signal sowohl im Cy5- und FAM-
Kanal, als auch im HEX-Kanal.

e Die Negativkontrolle zeigt weder im Cy5- und FAM-Kanal, noch
im HEX-Kanal ein Signal.

Bei sehr hohen Ausgangskonzentrationen an VHSV-RNA in der Probe
kann es durch Kompetition mit dem Internen Kontrollsystem (EC) zu
schwachen oder ausbleibenden HEX-Signalen kommen.

Das Testergebnis ist positiv fur IHNV und VHSV und der Test ist gliltig,
wenn die folgenden Kriterien erfillt sind:

e Die Probe zeigt ein Signal sowohl im Cy5- und FAM- Kanal, als
auch im HEX-Kanal.

e Die Positivkontrolle zeigt ein Signal sowohl im Cy5- und FAM-
Kanal, als auch im HEX-Kanal.

¢ Die Negativkontrolle zeigt weder im Cy5- und FAM-Kanal, noch
im HEX-Kanal ein Signal.

Bei sehr hohen Ausgangskonzentrationen an IHNV- und VHSV-RNA in
der Probe kann es durch Kompetition mit dem Internen Kontrollsystem
(EC) zu schwachen oder ausbleibenden HEX-Signalen kommen.
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Das Testergebnis ist negativ fur IHNV und VHSV und der Test ist
gultig, wenn die folgenden Kriterien erfillt sind:

e Die Probe zeigt ein Signal nur im HEX-Kanal, jedoch kein
Signal im Cy5- und FAM-Kanal.

e Die Positivkontrolle zeigt ein Signal sowohl im Cy5- und FAM-
Kanal, als auch im HEX-Kanal.

e Die Negativkontrolle zeigt weder im Cy5- und FAM-Kanal, noch
im HEX-Kanal ein Signal.

Die Detektion eines HEX-Signals bedeutet, dass Extraktion und
Amplifikation erfolgreich verlaufen sind, da das Housekeeping-Gen
(B-Aktin) aus der Probe amplifiziert wurde.

Eine diagnostische Aussage ist nicht méglich und der Test ist unguiltig,
wenn folgende Situation auftritt:

e Die Probe zeigt weder im Cy5-, im FAM-, noch im HEX-Kanal
ein Signal.

Wenn weder im Cy5-Kanal (IHNV), im FAM-Kanal (VHSV), noch im
HEX-Kanal (endogene Interne Kontrolle, EC) ein Signal detektiert
wurde, ist eine diagnostische Aussage nicht moglich. Das Ausbleiben
eines Signals fir die endogene Interne Kontrolle (EC) weist auf eine
starke Inhibition der PCR und/oder andere Probleme hin (z.B. wahrend
der Extraktion).

Zur Prufung, ob eine Inhibition vorliegt, empfehlen wir, die jeweiligen

RNA-Einzelproben 1:5 in Nuklease-freiem Wasser zu verdinnen, die
RNA-Extraktion oder den gesamten Test mit frischem Probenmaterial
zu wiederholen.

Uberpriifen Sie, ob fur die Positivkontrolle ein Cy5-, ein FAM- und HEX-
Signal detektiert wurde. Ein Ausbleiben dieser Signale fir die
Positivkontrolle weist auf einen Fehler hin, beispielsweise einen Fehler
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beim Ansetzen des Master-Mixes oder eine fehlerhafte
Programmierung des PCR-Gerates.

Tabelle 4. Tabelle zur Interpretation der Ergebnisse*

Ergebnis der Probe (I(Ij)lil?/) (\I/::‘S'\f/) ':EEC);
IHNV positiv X X
VHSV positiv X X
IHNV und VHSV positiv X X X
IHNV und VHSV negativ X

Uneindeutig

* Die Ergebnisse kdénnen entsprechend interpretiert werden, vorausgesetzt, dass sowohl
Positiv- als auch Negativkontrolle mitgetestet wurden. Die Positivkontrolle muss ein
Signal sowohl im Cy5-, im FAM- als auch im HEX-Kanal zeigen. Die Negativkontrolle darf
kein Signal zeigen. Eine ausfuhrliche Erklarung aller méglichen Resultate finden Sie im
Abschnitt ,Auswertung® ab Seite 16.

INDICAL bietet zum Nachweis von veterinarmedizinisch relevanten
Pathogenen eine Auswahl verschiedener ELISA-Kits sowie real-time
PCR und real-time RT-PCR Kits an.

Weitere Informationen zu den Produktgruppen afosa, bactotype, cador,
cattletype, flocktype, pigtype, Svanovir und virotype finden Sie im
Internet unter www.indical.com.

Aktuelle Lizenzinformationen und produktspezifische

Anwendungseinschrankungen finden Sie in der jeweiligen INDICAL
Kit-Gebrauchsinformation.
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Eingeschréankte Nutzungsvereinbarungen fir den virotype IHNV/VHSV RT-PCR Kit

Mit der Nutzung dieses Produkts erkennen Kaufer und Anwender des Produkts die folgenden Bedingungen an:

1. Das Produkt darf nur geméaf? den mit dem Produkt zur Verfligung gestellten Protokollen, dieser Gebrauchsinformation
und mit den Komponenten, die im Kit geliefert werden, verwendet werden. INDICAL gewahrt im Rahmen seiner
Eigentumsrechte keinerlei Lizenz, die zum Kit gehérenden Komponenten mit anderen Komponenten, die nicht zum Kit
gehdren, zu verwenden oder zu kombinieren, mit Ausnahme der in mit dem Produkt zur Verfigung gestellten
Protokollen, dieser Gebrauchsinformation sowie in zusatzlichen, unter www.indical.com verfiighbaren Protokollen
beschriebenen Anwendungen. Einige dieser zusatzlichen Protokolle wurden von Anwendern fiir andere Anwender zur
Verfligung gestellt. Diese Protokolle wurden von INDICAL nicht vollstandig getestet und optimiert. INDICAL gewahrt auf
diese Protokolle keine Garantie und tibernimmt auch keine Garantie dafiir, dass sie die Rechte Dritter nicht verletzen.

2. Uber die ausdriicklich erwéhnten Lizenzanwendungen hinaus ibernimmt INDICAL keinerlei Garantie dafiir, dass
dieser Kit und/oder die mit ihm durchgefiihrte(n) Anwendung(en) die Rechte Dritter nicht verletzen.

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

4. INDICAL lehnt auRer der ausdriicklich gewéahrten Lizenzgewéahrung jede weitere Lizenzgewéhrung ab, sowohl
ausdricklich als auch konkludent.

5. Kaufer und Anwender des Kits stimmen zu, keinerlei Schritte zu unternehmen oder anderen die Einleitung von
Schritten zu gestatten, die zu unerlaubten Handlungen im obigen Sinne fiihren kénnten oder solche erleichtern kénnten.
INDICAL kann die Verbote dieser eingeschrankten Nutzungsvereinbarung an jedem Ort gerichtlich geltend machen und
wird samtliche Ermittlungs- und Gerichtskosten, inklusive Anwaltsgebihren, zurtickfordern, die ihm bei der
Geltendmachung dieser eingeschrankten Nutzungsvereinbarung oder irgendeines seiner geistigen Eigentumsrechte im
Zusammenhang mit dem Kit und/oder dessen Komponenten entstehen.

Aktualisierte Nutzungs- und Lizenzbedingungen kdnnen im Internet unter www.indical.com nachgelesen werden.

Warenzeichen/Markennamen: afosa®, bactotype®, cador®, cattletype®, flocktype®, pigtype®, Svanovir®, virotype®
(INDICAL BIOSCIENCE GmbH); ABI PRISM® (Applied Biosystems); FAM™, HEX™, JOE™, ROX™ (Life Technologies
Corporation); Cy® (GE-Healthcare); Eppendorf® (Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH); Mx3005P® (Agilent Technologies,
Inc.). Lizensierte Sonden sind durch Integrated DNA Technologies, Inc. hergestellt. Es kann nicht davon ausgegangen
werden, dass die in dieser Gebrauchsinformation verwendeten Markennamen oder Warenzeichen ungeschiitzt sind,
auch wenn sie nicht als Markenname oder Warenzeichen gekennzeichnet sind.
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