Folha de aplicacdo QIAsymphony® RGQ

Folha de aplicacéo do kit artus® HI Virus-1 QS-
RGQ para tipo de amostra de plasma

Verificar se hd novas revisées de rotulagem eletrénica
IVD disponiveis em www.qgiagen.com/artus-HIV1-QS-RGQ-elL

antes de readlizar o teste. O estado de revisdo atual é

indicado pela data de langamento (formato: més/ano).

00000
Setembro de 2015 00000

QIAGEN®

Sample & Assay Technologies




Informacgdes gerais

Kit

Material de amostras

validado
Kit de purificagé@o
Volume da amostra

Conjunto de parémetros
de ensaio

Conjunto de controle do

ensaio predefinido
Volume de eluigéo

Versdo de  software

necessdria

Volume de  mistura-

padréo (Master)
Volume modelo
NUmero de reagdes

Tempo de corrida no
médulo AS

artus HI Virus-1 QS-RGQ), verséo 1, n° cat. 4513356

Plasma humano tratado com EDTA

Kit QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi (n° cat. 937055)

1200 ul

artus_HIV plasma1000_V4 ou superior

Cellfree 1000 V6 _DSP_artus HIV ou superior

60 ul

Versdo 4.0 ou superior

30 ul

20 ul
6-72

Aproximadamente 9 minutos  para
Aproximadamente 35 minutos para 72 reacdes

6

reagoes
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Materiais necessdrios, mas ndo fornecidos

Kit de purificacéo

Adaptadores para o
QIAsymphony SP

Consumiveis para o
QIAsymphony SP

Adaptadores e suportes
de reagentes para o
QIAsymphony AS

Consumiveis para o
QIAsymphony AS

Kit QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi (n°® cat. 937055)

Elution Microtube Rack QS [rack de microtubos de eluigdo QS] (Cooling
Adapter [adaptador de refrigeracdo], EMT, v2, Qsym, n°® cat. 90207 30)
Tube Insert 3B [inserto de tubos 3B] (Insert [inserto], 2,0ml v2,
samplecarr. [transportador de amostra] (24), Qsym, n° cat. 9242083)
Sample Prep Cartridges, 8-well [cartuchos de prep. da amostra, 8
pocos] (n° cat. 997002)

8-Rod Covers [capas de 8 barras] (n° cat. 997004)

Filter-Tips [ponteiras com filtro], 1500 ul (n°® cat. 997024)

Filter-Tips [ponteiras com filtro], 200 ul (n° cat. 990332)

Elution Microtubes CL [microtubos de eluicdo CL] (n® cat. 19588)

Tip disposal bags [saco de descarte de ponteiras] (n® cat. 9013395)
Micro tubes 2.0 ml Type H [microtubos 2,0 ml tipo H] ou Micro tubes
2.0 ml Type | [microtubos 2,0 ml tipo 1], (Sarstedt®, n® cat. 72.693 e

72.694, www.sarstedt.com)

Reagent holder 1 QS [suporte de reagente 1 QS] (Cooling Adapter
[adaptador de refrigeragdo), Reagent Holder 1 [suporte de reagente 1],
Qsym, n° cat. 9018090)

Reagent holder 2 QS [suporte de reagente 2 QS] (Cooling Adapter
[adaptador de refrigeracdo), Reagent Holder 2 [suporte de reagente 2],
Qsym, n° cat. 9018089)

RG Strip Tubes 72 QS [strips de tubos RG 72 QS] (Cooling Adapter
[adaptador de refrigeragdo], RG Strip Tubes [strips de tubos RG] 72,
Qsym, n° cat. 9018092)

Strip Tubes and Caps [Strips de tubos e tampas], 0,1 ml (n° cat.
981103)

Tubes, conical, 2 ml [tubos, conicos, 2 ml], Qsym AS (n° cat. 997102)*
ou Micro tubes 2.0 ml Type | [Microtubos 2,0 ml Tipo I] (Sarstedt, n®
cat. 72.694.005)

Tube, conical [tubo, cénico], 5 ml Qsym AS (n° cat. 997104)* ou Tubes
with flat base from PP [tubos com base plana de PP] (Sarstedt, n° cat.
60.558.001)

Elution Microtubes CL [microtubos de eluicdo CL] (n® cat. 19588)
Filter-Tips [ponteiras com filtro], 1500 ul (n° cat. 997024)

Filter-Tips [ponteiras com filtro], 200 ul (n° cat. 990332)

Filter-Tips [ponteiras com filtro], 50 ul (n° cat. 997120)

Tip disposal bags [saco de descarte de ponteiras] (n° cat. 9013395)

* Verificar a disponibilidade em estoque.
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Manuseio e armazenamento de amostras

Coleta da amostra Amostra de sangue

Armazenamento
de amostras

Transporte
amostras

Substéncias
interferentes

de

5-10 ml de sangue tratado com EDTA
8x mistura por inversdo

Néo devem ser usadas amostras humanas tratadas com

heparina

Separagéo: 20 minutos de centrifugagéo, 800-1600 x g dentro
de 24 horas apés a coleta

Transferir o plasma isolado para um tubo de polipropileno estéril
RNA de virus encapsulados estavel a:*

B 4°C dias
B  _-20°C semanas

B _70°C meses

Transporte & prova de estilhaco
Envio no prazo de 24 horas

Envio por correio de acordo com as instrucdes legais para o
transporte de material patogénico®

As amostras de sangue devem ser enviadas refrigeradas (2-8 °C)

A heparina (=10 IU/ml) aofeta a PCR. Ndo devem ser usadas
amostras coletadas em tubos contendo heparina como
anticoagulante, nem amostras de pacientes tratados com
heparina.

Elevados niveis de albumina (=6 g/dl), bilirrubina (<30 mg/dl),
lipidos (=1 g/dl triglicerideos) e amostras hemolisadas (<2 g/dl
hemoglobina) nédo influenciam o sistema.

* Arbeitskreis Blut, V17 (09.1997), Bundesgesundheitsblatt 11/1997, p. 452-456.

t International Air Transport Association (IATA, Associacéo Internacional de Transporte Aéreo). Dangerous

Goods Regulations (Regulamentos para Mercadorias Perigosas).
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Procedimento

Preparacdo do carreador de RNA (CARRIER) e acréscimo do
controle interno as amostras

O uso do kit QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi junto com o kit artus HI Virus-1 QS-RGQ requer a
infroducdo do controle interno (HI Virus-1 RG IC) no procedimento de purificacéo para monitorar a

eficiéncia da preparacdo da amostra e do processo "downstream”.

Os controles internos devem ser adicionados & mistura carreador de RNA (CARRIER)+ampéo AVE (AVE), e
o volume total da mistura de controle interno— carreador de RNA (CARRIER)+ampdo AVE (AVE) deve

continuar igual a 120 ul.

A tabela representa o acréscimo do controle interno & purificagéo numa proporcdo de 0,1 ul por 1 ul de
volume de eluicdo. Recomenda-se utilizar a mistura imediatamente apds o preparo da mesma (ndo

armazenar para uso posterior).

Volume (ul) Volume (ul)
Componente (tubos Sarstedt®)* (tubos Corning®)*
Carreador de RNA (CARRIER) solucéo estoque 5 >
. " 9
Controle interno 9
Tampéo AVE 106 106
Volume final por amostra (excluindo volume 5 120
morto)
1
Volume total para n amostras (nx 120) + 3608 ez s Gy

* Micro tubes 2.0 ml Type H [microtubos 2,0 ml tipo H] e Micro tubes 2.0 ml Type | [microtubos 2,0 ml tipo
] (Sarstedt, n® cat. 72.693 e 72.694.)

t Tubes 14 ml, 17 x 100 mm polystyrene round-bottom [tubos de base redonda de 14 ml, 17 x 100 mm
de poliestireno] (Corning, n® cat. 352051).

* O cdlculo da quantidade de controle interno baseia-se nos volumes de eluigéo iniciais (90 ul). O volume

morto adicional depende do tipo de tubo de amostra utilizado.

§ E necessdria uma mistura de controle interno correspondente a 3 amostras adicionais (ou seja, 360 ul).
Né&o néo preencher cada tubo com volume superior a 1,92 ml de volume total (correspondente a um
maximo de 13 amostras). Estes volumes séo especificos para Micro tubes 2.0 ml Type H [microtubos 2,0
ml tipo H] e Micro tubes 2.0 ml Type | [microtubos 2,0 ml tipo 1] (Sarstedt, n° cat. 72.693 e 72.694).
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" E necessdria uma mistura de controle interno correspondente a 5 amostras adicionais (ou seja, 600 ul).

Né&o ndo preencher cada tubo com volume superior a 13,92 ml de volume total (correspondente a um

mdximo de 111 amostras). Estes volumes s@o especificos para Tubes 14 ml, 17 x 100 mm polystyrene

round-bottom [tubos de base redonda de 14 ml, 17 x 100 mm de poliestireno] (Corning, n° cat.

352051)

Configuragao do QlAsymphony SP

Gaveta "Waste" (Residuos)

Suporte de caixa de unidades 1-4

Suporte do saco de descarte

Caixas de unidades vazias

Saco de descarte

Suporte do frasco de residuos Esvaziar e instalar o frasco de residuos
liquidos liquidos
Gaveta "Eluate" (Eluido)
Rack de eluigdo Usar posi¢do 1, posicdo refrigerada
Volume de eluicdo pré-selecionado:
Volume de eluigao* 60 ul
Volume de eluicdo inicial: 90 ul

* O volume de eluicdo é pré-selecionado para o protocolo. Este é o volume acessivel minimo de
eluido no tubo de eluicdo final. O volume inicial da solugdo de eluicdo é necessério para
garantir que o volume real de eluido seja igual ao volume pré-selecionado.

Gaveta "Reagents and Consumables" (Reagentes e consumiveis)
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RC posicio 1 e 2

Suporte do rack de ponteiras posicao
1-4

Suporte do rack de ponteiras posicao
5-18

Suporte de caixa de unidades
posicdo 1-3
Suporte de caixa de unidades

posicdo 4

Carregar 1 cartucho de reagente (RC)
para um méximo de 48 amostras ou 2
cartuchos de reagente (RC) novos para

um mdximo de 96 amostras

Carregar com quantidade suficiente de
ponteiras  com filtro
200ul  (ver "Material
pléstico necessdrio para 1-4 lotes de

racks de

descartdveis,

amostras’, pdg. 8)

Carregar com quantidade suficiente de
ponteiras  com filtro
1500 ul  (ver "Material
pldstico necessdrio para 1-4 lotes de

racks de

descartdveis,

amostras’, pdg. 8)

Carregar 3 caixas de unidades contendo
cartuchos de preparagdo de amostras
(sample preps)

Carregar 1 caixa de unidades contendo

capas de 8 barras (8-rod covers)
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Gaveta "Sample" (Amostra)

Tipo de amostra Plasma

Volume da amostra (incluindo
1200 ul
volume excedente)

Tubos de amostras Micro tubes 2.0 ml Type H [microtubos
2,0 ml tipo H] ou Micro tubes 2.0 ml

Type | [microtubos 2,0 ml tipo 1],
(Sarstedt, n° cat. 72,693 e 72,694)

Inserto Tube Insert 3B [inserto de tubo 3B] (n°
cat. 9242083)

Material plastico necessario para 1-4 lotes de amostras

1 lote, 3 lotes, 3 lotes, 4 lotes,
24 48 72 96
amostras*  amostras* amostras*  amostras*

Ponteiras com filtro

28 52 80 104

descartéveis, 200 ul'
Ponteiras c.om filtro s 47 oA 394
descartaveis, 1500 ul*
Cartuchos de preparagdo
de amostrast (sample 21 42 63 84
preps)
C de 8b 8-rod

apas de 8 barras (8-ro 3 6 9 12

covers)

" Utilizar mais de um tubo de controle interno por lote e realizar mais de uma inventariacdo requer

ponteiras com filtro descartdveis adicionais.
t Ha 32 ponteiras com filtro por rack de ponteiras.

¥ O numero de ponteiras com filtro necessdrias inclui ponteiras com filtro para uma inventariacéo por

cartucho de reagente (RC).
$ Ha 28 cartuchos de preparacdo de amostras (sample preps) por caixa de unidades.

"Hé doze capas de 8 barras (8-rod covers) por caixa de unidades.
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Configuracdo do QlAsymphony AS

Consumiveis

Durante a configuracdo, as posicdes corretas para cada consumivel no QlAsymphony AS séo indicadas na

tela touchscreen do instrumento.

Para uso com
adaptador/suporte de

Consumiveis Nome na tela touchscreen reagente
Strips de tubos e tampas, QIA#981103 *StripTubes 0.1 Strips de tubos RG 72 QS
0,1 ml (250)

Tubos, cdnicos, 2 ml, Qsym AS QIA#997102 *T2.0 ScrewSkirtt  Suporte de reagente 1 QS
(500)*t Suporte de reagente 2 QS

Tubo, cénico, 5 ml, Qsym AS  QIA#997104 *T5.0 ScrewSkirtt  Suporte de reagente 1 QS

(500)*t Suporte de reagente 2 QS
Microtubos de eluicdo CL QIA#19588 * EMTR Rack de microtubos de eluicao
(24 x 96) QS

* Para componentes do master mix, master mix preparado pelo sistema, padrées de ensaio e controles de
ensaio.

t Como alternativa, podem ser usados os tubos Sarstedt descritos em "Materiais necessdrios, mas néo
fornecidos", pdagina 2.

+ O sufixo "(m)" na tela touchscreen indica que os cdlculos de nivel do liquido para o respectivo tubo foram

otimizados para os reagentes formando um menisco cdncavo.
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Adaptadores e suportes de reagentes

Rack/suporte
reagentes

de Nome

NUmero
necessario®

amostras)

de reagentes)

Assay racks (Racks

ensaio)

Sample rack (Rack de

de eluicdo QS)

Reagent holders (Suportes

Elution Microtube Rack QS (Rack de microtubos 1

Reagent holder 1 QS (Suporte de reagente 1 QS)

de

RG Strip Tubes 72 QS (Tiras de tubos RG 72 Q)

§ Calculado para uma corrida de ensaio com 72 reacdes.

Ponteiras com filtro

Carregar a gaveta "Eluate and Reagents" (Eluido e reagentes) com racks de ponteiras, comegando pelas

posicdes de pontas 1, 2 e 3, e carregar depois a gaveta "Assays" (Ensaios) com racks de ponteiras, nas

posicdes de ponteiras 7, 8 e 9.

Nome na tela

NUmero minimo

NUmero minimo

50 ul (1024)

Saco de descarte de
ponteiras

Consumivel touchscreen para 24 reacdées  para 72 reacoes
Ponteiras com filtro,
1500 ul 5 6
1500 ul (1024) H
Ponteiras com filiro, 200 4l 10 10
200 ul (1024) -
Ponteiras com filtro, 50 4l 95 73
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RT-PCR no Rotor-Gene® Q

A reagdo do kit artus HI Virus-1 QS-RGQ deve ser realizada no Rotor-Gene Q usando andlise manual
com o Rotor-Gene Q 2.3 ou superior. Definir os seguintes parémetros para a corrida.

Definicao ParGmetro
Volume de reacdo (uL) 50
“Hold"” Temperatura: 50 graus

Tempo: 30 minutos

“Hold 2" Temperatura: 95 graus

Tempo: 15 minutos

“Cycling” 50 vezes
95 °C durante 30 segundos
50 °C durante 60 segundos

72 °C durante 30 segundos

Configuragéo da otimizagdo de ganho 50 graus

avtomatico (Amostras: Verde; IC: Laranja)

Para instrucées mais detalhadas, consultar "Definicdes de corrida dos kits artus QS-RGQ (software Rotor-

Gene Q 2.3 ou superior)' em www.giagen.com/artus-HIV1-QS-RGQ-el.

Interpretacéo dos resultados

Esta secdo descreve a interpretagé@o dos resultados no Rotor-Gene Q usando o software Rotor-Gene Q 2.3
ou superior. Conferir também os arquivos de resultados do QIAsymphony SP/AS para verificar o status da

amostra. Devem ser utilizadas somente amostras definidas como vdlidas.

Configuracao do limiar para a andlise PCR

Para garantir que os dados gerados seréo andlogos &s caracteristicas de desempenho do kit artus HI
Virus-1 QS-RGQ), usar os seguintes par@metros para analisar todos os dados gerados com o kit artus HI

Virus-1 QS-RGQ.
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Definicoes para a andlise PCR

Correco  Ajuste de
Tubo de partida*
dindmico declive (Take-off
(Dynamic  Limiar (Slope adjustment)
Canal Alvo tube) (Threshold)  correct)
Verde HIV Ligado 0,05 Desligada 12/35
Laranja ICt Ligado 0,03 Ligada 15/35

* O ajuste de partida necessita do software RG na verséo 2.3 ou superior.

t1C: Controle interno.

1.
2.

Depois de concluida a corrida, analisar os dados com o software Rotor-Gene Q.

Abrir o arquivo da corrida (se estiver fechado) e selecionar "Analysis" (Andlise) e "Cycling A.
Green" (Ciclo A. Verde) para a andlise dos titulos de HIV.

Selecionar "Dynamic tube" (Tubo dindmico).
Certificar-se de que "Slope correct" (correcdo de declive) néo esta selecionado.

Selecionar "Take Off Adj." (Ajuste de partida) e inserir "12" na célula superior e "35" na
célula inferior.

Take Off Point Adjustment .

Adjust the cycle to be uzed az take off point.

If take off point was calculated |12

before cycle

Ther uze the following cycle as |35

tak.e off point

ok | oo ﬂumdiust| Cancel |

L

Definir o gréfico como escala linear e o “threshold” como "0,05".

Os dados podem ser exportados clicando com o botdo direito do mouse na janela "Results"
(Resultados) e usando a fungéo "Export to Excel" (Exportar para Excel).

Para a andlise dos valores IC, selecionar "Analysis" (Andlise) e "Cycling A. Orange" (Ciclo A.
Laranja)

Selecionar "Dynamic tube" (Tubo dindmico).
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9. Selecionar "Slope correct' (Correcdo de declive).

10. Selecionar "Take Off Adj." (Ajuste de partida) e inserir "15" na célula superior e "35" na

célula inferior.
Take Off Point Adjustment [

Adjuzt the cocle to be used as take off point,

If take off point was calculated |45

before cycle

Then uze the following cycle az |25

take off paint

Ok | DoMotédiust|  Cancel |

A

11. Definir o gréfico como escala linear e o “threshold” como "0,03".

Os dados podem ser exportados clicando com o botdo direito do mouse na janela "Results"

(Resultados) e usando a funcdo "Export to Excel" (Exportar para Excel).

12. Converter os valores de titulagdo de IU/ul em IU/ml através da equacdo indicada em

"Quantitation" (Quantificagéo), pagina 11.
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Quantificagéo

Os padrées de quantificagdo (HI Virus-1 RG QS 1-4) do kit artus HI Virus-1 QS-RGQ séo tratados como
amostras previamente purificadas, sendo utilizado o mesmo volume (20 ul) para a reacéo. Para gerar
uma curva-padrédo no Rotor-Gene Q, todos os 4 padrdes de quantificagdo devem ser usados e definidos
na caixa de didlogo "Edit Samples" (Editar amostras) no instrumento Rotor-Gene Q como padrdes com as

concentragdes especificadas. Consultar o respectivo manual do usudrio para obter mais instrugdes.

Nota: Os padrées de quantificagéo sdo definidos como IU/ul e foram calibrados utilizando o Padréo
Internacional do HIV (OMS). A seguinte equacdo deve ser aplicada para converter os valores
determinados usando a curva-padréo para IU/ml de material de amostra. O célculo é baseado nos
volumes de eluicdo iniciais (90 ul).

Resultado Resultado (IU/ul) x 90 ul (volume de eluigéo inicial)f

(IU/ml)

Volume de amostra (ml)

Como regra geral, o volume de amostra inicial deve ser inserido na equagdo acima representada. Isto
deve ser considerado quando o volume da amostra tiver sido alterado antes da extracdo do écido nucleico
(por ex.: reduzir o volume por centrifugagdo ou aumentar o volume por acréscimo ao volume necessério

para o purificagéo).

Fator de conversdo

Um IU/ml corresponde a 0,45 cépias/ml para a detecgGo de RNA de HIV-1 no Rotor-Gene Q. O fator de
conversdo foi estabelecido por uma anélise de regressao de dilui¢des seriadas multiplas em comparagéo
com um relatério de método de referéncia em cépias/ml.
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Deteccdo de sinal e conclusées

Sinal no Sinal no

canal canal Resultado
Cycling Cycling quantitativo
Green Orange (1U/ml) Interpretacao
Resultado vélido: RNA de HIV-1 detectado, <100 IU/ml*
) ) A quantificagéo ndo é possivel, jd que o resultado
Sim Sim <76,4
quantitativo estd abaixo do limite de deteccdo. A
reprodutibilidade do resultado positivo ndo é garantida.
Resultado vélido: RNA de HIV-1 detectado, <100 IU/ml*
Sim Sim =76,4 e <100 A quantificagdo néo é possivel, j@ que o resultado

quantitativo estd abaixo do intervalo linear do ensaio.

Resultado vélido: RNA de HIV-1 detectado na

=100 e <1,00  concentracdo calculada

Sim Sim/Naot o ) )
x 108 O resultado quantitativo estd dentro do intervalo linear do
ensaio.
Resultado vélido: RNA de HIV-1 detectado, >1.00 x 108
Sim Sim/Néo' >1,00 x 108 A quantificagdo ndo é possivel, j& que o resultado
quantitativo estd acima do intervalo linear do ensaio.*
Néo Sim - Resultado vélido: Néo é detectdvel RNA de HIV-1.t
. Resultado invélido: Néo é possivel inferir nenhum
Sim Néo <100
resultado.
Resultado invélido: Néo é possivel inferir nenhum
Néo Néo -

resultado.

Se o valor C; para o controle interno de uma amostra abaixo do intervalo linear ou de uma
amostra negativa for superior em mais de 3 ciclos ao valor C; para o controle interno do
controle sem modelo da corrida (Ct ¢ amosra — Cric nie >3), entdo a amostra deve ser tratada
como invédlida. Néo é possivel inferir nenhum resultado.

t Neste caso, é dispensdvel a deteccdo de um sinal no canal Cycling Orange, j& que as altas
concentracdes iniciais de RNA de HIV (sinal positivo no canal Cycling Green) podem levar a um
sinal de fluorescéncia reduzido ou ausente do controle interno no canal Cycling Orange
(competigdo).
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Exemplos de reacgoes PCR positivas e negativas

Deteccdo dos padrdes de quantificaco (HI Virus-1 RG QS 1-4) no canal de fluorescéncia

Cycling Green. NTC: controle sem alvo (controle negativo).

QS1-QS4+NTC/

Deteccdo do controle interno (IC) no canal de fluorescéncia Cycling Orange com
amplificagdo simultdnea dos padrées de quantificacdo (HI Virus-1 RG QS 1-4). NTC:

controle sem alvo (controle negativo).

Para obter informacdes de licenciamento atualizadas e termos de isencdo de responsabilidade
especificos do produto, consultar o manual do usudrio ou o manual de instrugdes do respectivo kit
QIAGEN. Os manuais dos kits QIAGEN e manuais do usudrio estdo disponiveis em
www.giagen.com ou podem ser solicitados & assisténcia técnica ou ao distribuidor local da
QIAGEN.

Marcas registradas: QIAGEN®, QlAsymphony®, artus®, Rotor-Gene® (Grupo QIAGEN); Corning® (Corning
Incorporated); Sarstedt® (Sarstedt AG and Co.).

Setembro de 2015 HB-2004-S01-001 © 2015 QIAGEN, todos os direitos reservados.

v diagen-com . . . . .
Brasil = 0800-557779 . . . . .
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