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Zawartosc¢ zestawu

virotype Influenza A 2.0 RT-PCR Kit (100)
Nr kat. VT282625
Liczba reakcji 100

Master Mix (Mieszanina Master Mix)
(probbéwka z pomaranczowg zatyczka) 2 x 1000 pl
zawiera enzymy, startery i sondy

Positive Control (Kontrola pozytywna)

(probowka z czerwong zatyczka) 1x150 ul
Negative Control (Kontrola negatywna) (probowka

iebi 1x 150 pl
z niebieskg zatyczkq)
Instrukcja obstugi 1

Przeznaczenie

Zestaw virotype Influenza A 2.0 RT-PCR Kit jest przeznaczony do
wykrywania RNA wirusa Influenza A w wymazach z jamy ustno-
gardtowej, tchawicy i kloaki (probki pojedyncze lub zbiorcze), prébkach
katu oraz prébkach tkanek pobranych od ptakéw; wymazach z nosa,
ptynie z ptukania oskrzelowo-pecherzykowego (bronchoalveolar lavage
fluid, BALF) oraz probkach tkanek pobranych od $win, jak réwniez
wymazach z nosa pobranych od koni.

Zestaw zostat zatwierdzony przez instytut Friedrich-Loeffler-Institut

i jest licencjonowany zgodnie z 8§11 (2) niemieckiej ustawy o ochronie
zdrowia zwierzat (FLI-C 116) do uzytku w Niemczech do celéw
diagnostyki weterynaryjnej.

Produkt wylacznie do zastosowan weterynaryjnych.

virotype Influenza A 2.0 RT-PCR Kit — Instrukcja obstugi 09/2022 3



Oficjalny producent

Numer serii
Termin waznosci

Zakres dopuszczalnych temperatur
przechowywania

Instrukcja obstugi
Numer katalogowy
Numer materiatu

Chroni¢ przed swiattem

Do stosowania z probkami pobranymi od ptakéw,
Swin i koni
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Kontrola jakosci

Zgodnie z poswiadczonym certyfikatem ISO systemem zarzgdzania
jakoscig firmy INDICAL kazda seria zestawu virotype Influenza A 2.0
RT-PCR Kit jest testowana pod katem wstepnie ustalonych specyfikaciji
w celu zapewnienia spojnej jakosci produktu.

Przechowywanie

Sktadniki zestawu virotype Influenza A 2.0 RT-PCR Kit nalezy
przechowywac¢ w temperaturze od -30°C do -15°C, w ktérej zachowujg
stabilno$¢ do terminu waznosci podanego na etykiecie. Nalezy unika¢
wielokrotnego rozmrazania i zamrazania (>3x), poniewaz moze to
doprowadzi¢ do obnizenia czutosci oznaczen. Jesli sktadniki bedg
uzywane tylko sporadycznie, nalezy zamrozi¢ je w porcjach.

Informacje dotyczgce bezpieczenstwa

Podczas pracy ze srodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywaé
odpowiedniego fartucha laboratoryjnego, rekawiczek jednorazowych

i okularéw ochronnych. W celu uzyskania dodatkowych informacji nalezy
zapoznac sie z odpowiednimi kartami charakterystyki (Safety Data Sheet,
SDS). Mozna je uzyskac¢ od lokalnego przedstawiciela handlowego lub
wysytajgc zapytanie na adres e-mail compliance@indical.com.

Wszystkie pozostatosci probek oraz obiekty, ktére miaty kontakt
z probkami, nalezy podda¢ dekontaminacji lub utylizacji jako materiaty
potencjalnie zakazne.
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Wstep

Zestaw virotype Influenza A 2.0 RT-PCR Kit to bezpieczne rozwigzanie
charakteryzujgce sie wysokg czutoscig detekcji RNA wirusa Influenza A
w prébkach pobieranych od ptakéw, swin i koni.

Wirus Influenza A to otoczkowy, jednoniciowy wirus RNA nalezgcy do
rodziny Orthomyxoviridae i rodzaju Alphainfluenzavirus. Wirusy
Influenza A charakteryzujg sie duzg réznorodnoscig genetyczng

i szerokim zakresem wirulencji. Wirusy te dzielg sie na szczepy nisko-
i wysokopatogenne. Naturalny rezerwuar wiruséw grypy ptakéw o
niskiej patogennosci (Low Pathogenic Avian Influenza Virus, LPAIV)
stanowi ptactwo wodne. Do wiruséw grypy ptakow o wysokiej
patogennosci (Highly Pathogenic Avian Influenza Virus, HPAIV) nalezg
podtypy H5 i H7, ktére moga wywotywacé ptasig grype u drobiu,
powodujgc tym samym wysokie straty ekonomiczne.

Podtypy H1N1, H1N2 i H3N2 wirusa Influenza A mogg réwniez

wywotywac zakazenia drég oddechowych u $win, podobnie jak podtyp
H3N8 w przypadku koni.
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Zasada dziatania

tancuchowa reakcja polimerazy (Polymerase Chain Reaction, PCR)
opiera sie na amplifikacji okreslonych regionéw genomu patogenu.

W przypadku reakcji PCR w czasie rzeczywistym namnozony produkt
jest wykrywany przy uzyciu barwnikoéw fluorescencyjnych. Zwykle sg
one przytgczone do sond oligonukleotydowych, ktére wigzg sie
swoiscie z namnozonym produktem. Monitorowanie natezenia
fluorescencji podczas przebiegu reakcji PCR (tzn. w czasie
rzeczywistym) umozliwia wykrycie gromadzacego sie produktu bez
potrzeby ponownego otwierania probowek po zakonczeniu reakgciji.

Zestaw virotype Influenza A 2.0 RT-PCR Kit zawiera wszystkie
odczynniki niezbedne do wykrycia RNA wirusa Influenza A, w tym
odczynniki Positive Control i Negative Control. Podczas stosowania
tego zestawu odwrotna transkrypcja i reakcja PCR zachodzg w jednej
probdéwce reakcyjnej, co zmniejsza ryzyko zanieczyszczenia.

W zestawie virotype Influenza A 2.0 RT-PCR Kit wykorzystywane sg
dwie kombinacje swoistych starteréw/sond:

e Barwnik fluorescencyjny FAM™ dla RNA wirusa Influenza A
e Barwnik fluorescencyjny HEX™ dla endogennej kontroli
wewnetrznej (EC; B-aktyna obecna w prébce)

Odczynnik Positive Control stuzy do weryfikowania dziatania

mieszaniny reakcyjnej podczas amplifikacji docelowych sekwencji RNA
wirusa Influenza A.
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Izolacja RNA

Zestaw virotype Influenza A 2.0 RT-PCR Kit moze by¢ uzywany do
wykrywania RNA wirusa Influenza A w nastepujgcych typach probek:

e Ptaki: wymazy z jamy ustno-gardtowej, tchawicy i kloaki (prébki
pojedyncze lub zbiorcze), prébki katu oraz probki tkanek

o Swinie: wymazy z nosa, ptyn z ptukania oskrzelowo-
pecherzykowego (bronchoalveolar lavage fluid, BALF) i prébki
tkanek

e Konie: wymazy z nosa

Ze wzgledu na wysokg czuto$¢ testu mozliwe jest analizowanie prébek
zbiorczych ztozonych z maksymalnie 10 pojedynczych prébek w
postaci wymazaow.

Uwaga: W przypadku stosowania zestawu w Niemczech
obowigzujg specyfikacje wyszczegodlnione w dokumencie ,Amtliche
Methodensammlung”.

Przed wykonaniem reakcji RT-PCR w czasie rzeczywistym nalezy
wyizolowac¢ wirusowe RNA z materiatu wyjsciowego.

Firma INDICAL oferuje szeroki wachlarz zestawéw zatwierdzonych do
izolacji RNA z probek zwierzecych.

Izolacja przy uzyciu kuleczek magnetycznych:

e IndiMag® Pathogen Kit (SP947457)

¢ IndiMag Pathogen Kitw/o plastics (SP947257)

¢ IndiMag Pathogen IM48 Cartridge (SP947654P608, SP947654P224)
¢ IndiMag Pathogen KF96 Cartridge (SP947855P196)
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|zolacja przy uzyciu kolumn wiréwkowych:

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

Jesli reakcja RT-PCR w czasie rzeczywistym nie jest wykonywana od razu
po izolacji, RNA nalezy przechowywaé¢ w temperaturze -20°C lub,
w przypadku przechowywania diugoterminowego, w temperaturze -80°C.

W celu uzyskania dalszych informacji dotyczgcych zautomatyzowane;j
i recznej izolacji RNA wirusa Influenza A z probek réznego typu nalezy
zapoznac¢ sie z odpowiednig instrukcjg obstugi lub skontaktowac sie z
pomocg techniczng firmy INDICAL pod adresem support@indical.com.

Sprzet i odczynniki zapewniane przez
uzytkownika

Podczas pracy ze srodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywac
odpowiedniego fartucha laboratoryjnego, rekawiczek jednorazowych
i okularéw ochronnych. W celu uzyskania dodatkowych informacji
nalezy zapoznac sie z odpowiednimi kartami charakterystyki (Safety
Data Sheet, SDS) dostepnymi u dostawcy produktu.

e Pipety

e Jalowe koncowki do pipet, wolne od nukleaz, odporne na
aerozole, z filtrami

e Jatowe proboéwki Eppendorf® o pojemnosci 1,5 ml
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Materiaty eksploatacyjne wolne od nukleaz (wolne od
RNaz/DNaz). Nalezy zachowa¢ szczegolng ostroznosc¢, aby
unikng¢ zanieczyszczenia nukleazami wszystkich odczynnikéw
i materiatow eksploatacyjnych uzywanych do przygotowywania
reakcji PCR w celu czutej identyfikacji wirusowych kwasow
nukleinowych

Urzadzenie chtodzace lub lod

Wiréwka laboratoryjna z rotorem dla proboéwek o pojemnosci
1,5ml

Cykler do wykonywania reakcji w czasie rzeczywistym,
z odpowiednimi kanatami fluorescencyjnymi

Oprogramowanie odpowiednie dla wybranego cyklera do
wykonywania reakcji w czasie rzeczywistym

Probowki i zatyczki w paskach lub 96-dotkowa mikroptytka
optyczna z uszczelniajgcg folig optyczng lub pokrywka,
odpowiednia dla wybranego cyklera do wykonywania reakcji
W czasie rzeczywistym
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Wazne informacje

Ogodlne $rodki bezpieczenstwa

Uzytkownik powinien zawsze zwraca¢ uwage na
nastepujgce kwestie:

Uzywac¢ koncéwek do pipet wolnych od nukleaz, z filtrami.

Materiaty pozytywne (prébki, kontrole pozytywne i amplikony)
przechowywac i przeprowadzac ich izolacje oddzielnie od
innych odczynnikéw, a takze dodawac¢ je do mieszaniny
reakcyjnej w osobnym miejscu.

Przed rozpoczeciem oznaczenia rozmrozi¢ wszystkie sktadniki
na lodzie.

Po rozmrozeniu wymieszac¢ sktadniki, odwracajgc probowki,
a nastepnie krotko odwirowac.

Nie uzywac sktadnikéw zestawu testowego po uptywie terminu
waznosci.

Podczas przygotowywania reakcji trzymac prébki i kontrole na
lodzie lub w bloku chtodzgcym.

Kontrola negatywna

W kazdej reakcji PCR nalezy uwzgledni¢ co najmniej jedng reakcje
kontroli negatywnej, w ktérej zawarte sg wszystkie sktadniki reakcji
z wyjatkiem matrycy patogenu. Umozliwia to ocene skazenia reakcji.

Kontrola pozytywna

Podczas przeprowadzania reakcji PCR na nieznanych probkach
zalecane jest wykonanie reakcji kontroli pozytywnej — probki, o ktérej
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wiadomo, ze zawiera docelowg sekwencje wirusowego RNA. Kontrola
pozytywna stuzy do potwierdzenia prawidtowego przebiegu oznaczenia
patogenu, np. prawidtowego przygotowania mieszaniny reakcyjnej. W
celu sprawdzenia, czy amplifikacja sekwencji docelowej przebiega w
prawidiowy sposéb, w tescie nalezy uwzgledni¢ 5 yl odczynnika
Positive Control dostarczonego z zestawem virotype Influenza A 2.0
RT-PCR Kit.

Kontrola izolacji i amplifikacji

W celu podwyzszenia bezpieczenstwa i wygody procesu w tym
zestawie testowym zawarte jest jedno oznaczenie wykonywane w celu
kontroli izolacji i amplifikaciji.

Endogenna kontrola wewnetrzna (Endogenous Control, EC) stuzy do

wykrywania genu [-aktyny obecnego w prébce. Umozliwia to
monitorowanie izolacji i amplifikacji.
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Protokot: Reakcja RT-PCR w czasie
rzeczywistym do wykrywania RNA wirusa
Influenza A

Wazne informacje przed rozpoczeciem

Przed rozpoczeciem nalezy zapoznac sie z sekcjg ,Wazne
informacje” zamieszczong na stronie 11.

W kazdej reakcji PCR uwzgledni¢ co najmniej jedng kontrole
pozytywng (Positive Control) i jedng kontrole negatywna
(Negative Control).

Przed rozpoczeciem procedury uzytkownik powinien doktadnie
przeczytaé protokét i upewnic sie, ze potrafi obstugiwac
wybrany cykler do wykonywania reakcji PCR w czasie
rzeczywistym.

RNA jest materiatem niestabilnym. Protokot nalezy wykonywaé
bez przerw.

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem

Rozmrozi¢ wszystkie odczynniki na lodzie i chroni¢ je przed
Swiattem.

Przed uzyciem krétko odwirowac odczynniki.

Podczas przygotowywania reakcji PCR trzymac odczynniki na
lodzie lub w bloczku chtodzgcym.
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Procedura

1. Przed uzyciem mieszaniny Master Mix wymieszaj jg, odwracajgc
proboéwke z mieszaning 5 razy lub do momentu doktadnego
wymieszania, a nastepnie krotko odwiruj w celu zebrania ptynu na
dnie probéwki.

2. Za pomocag pipety przenies 20 ul mieszaniny Master Mix do kazdej
probowki reakcyjnej. Nastepnie dodaj 5 pl prébki RNA (Tabela 1).

Uwzglednij reakcje kontroli pozytywnej i negatywne;.

Odczynnik Positive Control: Uzyj 5 pl kontroli pozytywnej (Positive
Control) zamiast probki RNA.

Odczynnik Negative Control: Uzyj 5 ul kontroli negatywnej
(Negative Control) zamiast probki RNA.

Tabela 1. Przygotowanie mieszaniny reakcyjnej

Skladnik Objetos¢
Mieszanina Master Mix 20 pl
Prébka 5 pl
taczna objetosé 25 pl

3. Zamknij probowki reakcyjne lub zaklej folig ptytke i odwrdé jelja
5 razy lub do momentu doktadnego wymieszania. Nastepnie krétko
odwiruj probowki w celu zebrania ptynéw na dnie.
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4. W oprogramowaniu termocyklera ustaw filtry dla barwnikow
reporterowych zgodnie z Tabelg 2.

Tabela 2. Ustawienia filtréw dla barwnikéw reporterowych

Patogen/ kontrola wewnetrzna

Barwnik reporterowy

Wirus Influenza A

Endogenna kontrola wewnetrzna (EC)

Pasywny barwnik referencyjny?

FAM
HEX ™1
ROX™

1 Uzy¢ opcji odpowiedniej dla uzywanego termocyklera.
2 Wewnetrzny barwnik referencyjny przeznaczony do uzytku z systemami ABl PRISM®
Sequence Detection Systems (Applied Biosystems®)

5. Uruchomi¢ protokét reakcji PCR w czasie rzeczywistym zgodnie

z Tabelg 3.

Tabela 3. Protokoét reakcji RT-PCR w czasie rzeczywistym dla oznaczenia Influenza A 2.0

Krok Temperatura Czas Liczba cykli
Odwrotna transkrypcja 50°C 10 min 1
Aktywacja wstepna 95°C 2 min 1
Cykl 2-etapowy
Denaturacja 95°C 5s
Hybrydyzacja/wydtuzanie® 60°C 30s 40

* Gromadzenie danych fluorescencyjnych, szacowany czas programu wynosi 67 min

(Mx3005P®, Agilent Technologies, Inc.)
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Analiza i interpretacja danych

Interpretacja wynikow

Aby oznaczenie byto wazne, odczynnik Positive Control musi da¢
sygnat w kanatach FAM i HEX przy Ct! < 35. Odczynnik Negative
Control nie moze dawac sygnatu.

W przypadku pracy na nieznanych prébkach mozna otrzymac ponizsze
wyniki. Mozliwe wyniki prébek podsumowano réwniez w Tabeli 4 na
stronie 18.

Prébka jest pozytywna pod katem wirusa Influenza A, a oznaczenie jest
wazne, jesli spelnione sg nastepujace kryteria:

e Prébka daje sygnat w obu kanatach: FAM i HEX.

e Odczynnik Positive Control daje sygnat w obu kanatach: FAM
i HEX.

e Odczynnik Negative Control nie daje sygnatu w kanatach FAM
i HEX.

Nalezy pamietac, Zze bardzo wysokie stezenia RNA wirusa Influenza A
w prébce mogg prowadzi¢ do obnizenia lub braku sygnatu w kanale
HEX z powodu kompetycji z kontrolg wewnetrzna.

 Cykl progowy (Cr) — cykl, w ktérym wykres amplifikacji przekracza wartogé progowa, tj. pierwszy wyraznie
wykrywalny wzrost fluorescenciji
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Prébka jest negatywna pod katem wirusa Influenza A, a oznaczenie
jest wazne, jesli spelnione sa nastepujace kryteria:

o Prébka daje sygnat w kanale HEX, ale nie daje sygnatu w
kanale FAM.

e Odczynnik Positive Control daje sygnat w obu kanatach: FAM
i HEX.

e Odczynnik Negative Control nie daje sygnatu w kanatach FAM
i HEX.

Pozytywny sygnat w kanale HEX oznacza, ze izolacja i amplifikacja
zostaly wykonane pomysinie, gdyz zaszta amplifikacja genu
metabolizmu podstawowego (B-aktyny) obecnego w prébce.

Wyniki prébki sa niejednoznaczne, a oznaczenie jest niewazne, jesli
spelnione sg nastepujace kryteria:

e Prdbka nie daje sygnatu w kanatach FAM i HEX.

Jesli w kanatach FAM (wirus Influenza A) i HEX (endogenna kontrola
wewnetrzna (Endogenous Control, EC)) nie zostanie wykryty zaden
sygnat, wynik jest niejednoznaczny. Nieobecnos¢ sygnatu
fluorescencyjnego dla genu metabolizmu podstawowego wskazuje, ze
doszto do silnej inhibicji reakcji PCR i/lub wystgpity inne btedy, np.
podczas izolacji.

Aby sprawdzi¢, czy doszto do inhibicji reakcji, zalecamy rozcienczenie
prébki RNA w wodzie wolnej od nukleaz w stosunku 1:5 w celu
powtdrzenia izolacji RNA. Mozna réwniez powtérzyé catg procedure
testowg, uzywajgc nowego materiatu probki.

Sprawdzi¢, czy dla reakcji odczynnika Positive Control we wszystkich
kanatach otrzymywany jest sygnat fluorescencyjny. Nieobecnos¢
sygnatu fluorescencyjnego dla odczynnika Positive Control wskazuje,
ze wystgpit btgd, ktory mogt by¢é spowodowany nieprawidtowym
przygotowaniem mieszaniny reakcyjnej lub nieprawidtowymi warunkami
cykili.
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Tabela 4. Tabela interpretacji wynikow*

. o FAM HEX
Wynik probki _
(wirus Influenza A) (EC)
Influenza A — wynik pozytywny X X
Influenza A — wynik silnie X
pozytywny
Influenza A — wynik negatywny X

Wynik niejednoznaczny

* Dokonanie interpretacji wynikéw jest mozliwe, pod warunkiem ze wykonano reakcje
kontroli pozytywnej i kontroli negatywnej. Odczynnik Positive Control musi dawa¢ sygnat
w kanatach FAM i HEX. Odczynnik Negative Control nie moze dawa¢ sygnatu w zadnym
kanale.

Petne objasnienie mozliwych wynikéw probki zawiera czes¢ ,Analiza i interpretacja
danych” na stronie 16.
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Firma INDICAL oferuje szeroki wachlarz zestawdw testowych ELISA
oraz zestawow do reakcji PCR w czasie rzeczywistym i RT-PCR

w czasie rzeczywistym przeznaczonych do wykrywania patogenow
zwierzecych.

Aby uzyskac¢ wiecej informacji na temat produktéw bactotype, cador,
cattletype, flocktype, pigtype, Svanovir i virotype, nalezy odwiedzi¢
strone www.indical.com.

Aktualne informacje licencyjne oraz dotyczace wytgczenia
odpowiedzialno$ci dla poszczegdinych produktéw znajdujg sie

w odpowiedniej instrukcji obstugi lub podreczniku uzytkownika zestawu

firmy INDICAL.
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Umowa ograniczonej licencji dla zestawu virotype Influenza A 2.0 RT-PCR Kit

Korzystanie z tego produktu oznacza zgode nabywcy lub uzytkownika produktu na nastepujgce warunki:

1. Niniejszy produkt moze by¢ uzytkowany wytgcznie zgodnie z protokotami dotgczonymi do produktu oraz niniejszg
instrukcjg i wytgcznie ze sktadnikami znajdujgcymi sie w tym zestawie. Firma INDICAL nie udziela zadnej licencji

w zakresie praw wiasnoséci intelektualnej do uzytkowania niniejszego zestawu ze sktadnikami nienalezgcymi do zestawu
z wyjatkiem przypadkéw opisanych w protokotach dotgczonych do produktu, niniejszej instrukcji oraz dodatkowych
protokotach dostepnych na stronie www.indical.com. Niektére dodatkowe protokoty zostaty sformutowane przez
uzytkownikéw rozwigzan INDICAL z myslg o innych uzytkownikach rozwigzan INDICAL. Takie protokoty nie zostaty
doktadnie przetestowane ani poddane procesowi optymalizacji przez firmg INDICAL. Firma INDICAL nie gwarantuje, ze
nie naruszajg one praw osob trzecich.

2. Z wyjatkiem wyraznie okreslonych licencji, firma INDICAL nie udziela gwarancji, ze niniejszy zestaw i/lub jego
uzytkowanie nie narusza praw oséb trzecich.

3. Zestaw oraz jego sktadniki s przeznaczone do jednorazowego uzytku, nie mozna ich ponownie uzywac,
regenerowaé ani odsprzedawac.

4. Firma INDICAL nie udziela innych licencji wyrazonych lub dorozumianych poza tymi, ktére sg wyraznie okreslone.

5. Nabywca i uzytkownik zestawu zobowigzuje sie nie podejmowac dziatan ani nie zezwala¢ innym osobom na
podejmowanie dziatan, ktére mogg doprowadzi¢ do wykonania lub umozliwi¢ wykonanie zabronionych czynnosci
wymienionych powyzej. Firma INDICAL moze egzekwowac przestrzeganie zakazéw niniejszej Umowy ograniczonej
licenciji i wnie$¢ sprawe do dowolnego sadu. Ma takze prawo zazgda¢ zwrotu kosztéw wszelkich postgpowan i kosztow
sgdowych, w tym wynagrodzen prawnikéw, zwigzanych z egzekwowaniem postanowient Umowy ograniczonej licencji lub
wszelkich praw wtasnosci intelektualnej w odniesieniu do zestawu i/lub jego sktadnikéw.

Aktualne warunki licencji sg dostgpne na stronie www.indical.com.

Znaki towarowe: afosa®, bactotype®, cador®, cattletype®, flocktype®, pigtype®, Svanovir®, virotype® (INDICAL
BIOSCIENCE GmbH); ABI PRISM® (Applied Biosystems); FAM™, HEX™, JOE™, ROX™ (Life Technologies
Corporation); Eppendorf® (Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH); Mx3005P® (Agilent Technologies, Inc.). Sondy objete
licencjg sg wytwarzane przez firme Integrated DNA Technologies, Inc. Zastrzezonych nazw, znakéw towarowych itd.
wykorzystywanych w niniejszym dokumencie, nawet jezeli nie zostaty oznaczone jako zastrzezone, nie mozna uwazac¢
za niechronione przepisami prawa.

HB-2577-EN-001 © 2022 INDICAL BIOSCIENCE GmbH, wszelkie prawa zastrzezone.
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