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Validoitu naytemateriaali

Alkuvaiheen puhdistus

Naytetilavuus (ml. lilkkamaara)
Analyysin parametriasetus
Analyysin kontrollin oletusasetus
Eluutiotilavuus

Tarvittava ohjelmistoversio
Master-seoksen tilavuus
Mallitilavuus

Reaktioiden mé&ara

Ajoaika AS-moduulissa

artus VZV QS-RGQ Kit, versio 1
(tuotenro 4502363)

Ihmisen EDTA-plasma

QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit
(tuotenro 937055)

1200 pl
artus_VZV_plasmal000_V5
Cellfreel000_V7_DSP_artus_VZV
60 ul

Versio 4.0 tai uudempi

30yl

20 pl

6-24

6 reaktioon: noin 9 minuuttia
72 reaktioon: noin 35 minuuttia
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Tarvittavat materiaalit (jotka eivat kuulu toimitukseen)

Puhdistussarja

® QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit (tuotenro 937055)

Sovittimet QIAsymphony SP -laitteeseen

® FElution Microtube Rack QS (Cooling Adapter, EMT, v2, Qsym, tuotenro 9020730)
® Siirtokehys
® Tube Insert 3B (tuki, 2,0 ml v2, ndytealusta (24), Qsym, tuotenro 9242083)

Tarvikkeet QIAsymphony SP -laitteeseen

® Sample Prep Cartridges, 8-well (tuotenro 997002)
® 8-Rod Covers (tuotenro 997004)

® Filter-Tips, 1500 pl (tuotenro 997024)

® Filter-Tips, 200 pl (tuotenro 990332)

® Elution Microtubes CL (tuotenro 19588)

e Tip disposal bags (tuotenro 9013395)

® Micro tubes 2.0 ml Type H tai Micro tubes 2.0 ml Type | (Sarstedt®, tuotenrot 72.693 ja
72.694, www .sarstedt.com) kaytettavaksi naytteille ja sisaisille kontrolleille

Sovittimet ja reagenssipidikkeet QIAsymphony AS -laitteelle

® Reagent holder 1 QS (Cooling Adapter, Reagent Holder 1, Qsym, tuotenro 9018090)
® RG Strip Tubes 72 QS (Cooling Adapter, RG Strip Tubes 72, Qsym, tuotenro 9018092)

Tarvikkeet QIAsymphony AS -laitteeseen

® Strip Tubes and Caps, 0.1 ml (tuotenro 981103)

® Tubes, conical, 2 ml, Qsym AS (tuotenro 997102) tai Micro tubes 2.0 ml Type |
(Sarstedt, tuotenro 72.694.005)

® Vaihtoehtoisesti: Tubes, conical, 5 ml, Qsym AS (tuotenro 997104) tai Tubes with flat base
from PP (Sarstedt, tuotenro 60.558.001)

® Filter-Tips, 1500 pl (tuotenro 997024)
® Filter-Tips, 200 pl (tuotenro 990332)
® Filter-Tips, 50 pl (tuotenro 997120)

e Tip disposal bags (tuotenro 9013395)
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Naytteen kasittely ja sailytys

Naytteenotto Verinayte
5-10 ml EDTA-verta

8 x sekoitus paan ylapuolella - ei ravistusta!
Heparinoituja ihmisten naytteita ei saa kayttaa.

Naytteen sailytys Erottelu: 20 minuutin kasittely sentrifugissa, 800-1600 x g
24 tunnin sisélla naytteenotosta
Siirra eristetty plasma steriiliin polypropyleeniputkeen
Maarityksen herkkyys voi heiketd, jos naytteet pakastetaan
rutiininomaisesti tai niita sailytetdan pitka aika.

Néaytteen kuljetus Sarkymaton kuljetus
Lahetys 24 tunnin sisalla

Postikuljetus patogeenisten materiaalien kuljetusta koskevan
lainsdadannén mukaisesti*

Naytteet on kuljetettava viiledssa (2-8 °C)

Hairitsevat aineet Hepariini (> 10 IU/ml) vaikuttaa PCR:aén. Naytteita, jotka
on otettu hepariinia antikoagulanttina hyddyntaviin putkiin,
tai naytteitd hepariinia saaneilta potilailta ei saa kayttaa.

Néaytteen valmistelu Estd vaahdon muodostuminen naytteissa tai niiden paalla

Néaytteet on tasapainotettava huoneenlampddn (15-25 °C)
ennen ajon aloittamista.

* Kansainvéalinen ilmakuljetusliitto (International Air Transport Association, IATA).
Dangerous Goods Regulations (Vaarallisia aineita koskevat maaraykset).
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Menetelma

Kantaja-RNA:n valmistelu ja sisaisen kontrollin lisdys néaytteisiin

QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Mini Kit -sarjan kdyttaminen yhdessa artus VZV QS-RGQ Kit -
sarjan kanssa edellyttdd sisaisen kontrollin (VZV IC) lisdamistd puhdistusprosessiin néytteen

valmistelun ja sen jalkeisen analyysin tehon valvontaa varten.
Sisdisia kontrolleja on lisattava kantaja-RNA:n (CARRIER) — puskuri-AVE (AVE) -seoksen kanssa, ja
sisaisen kontrollin kantaja-RNA (CARRIER) — Buffer-AVE (AVE) -seoksen kokonaism&ara pysyy

120 pl:ssa.

Taulukossa esitetaén sisdisen kontrollin lisddminen isolaattiin suhteessa 0,1 pl per 1 pl eluaattia.

Suosittelemme valmistamaan uuden seoksen jokaiseen ajoon juuri ennen kayttoa.

Vaihtoehtoisesti voi kayttaa QIAsymphony Management Console -konsolin IC Calculator (IC-laskin)

-tyokalua.
Tilavuus (ul) Tilavuus (ul)

Komponentti (Sarstedt-putket)* (Kartioputket)T
Kantaja-RNA:n aine 5 5
(CARRIER)
Sisainen kontrolli* 9 9
Buffer AVE 106 106
Naytteer_1 Iopulllner_1 tllgvuus 120 120
(kuollut tilavuus poislukien)
Kokonaistilavuus n naytteelle (n x 120) + 3608 (n x 120) + 600"

* Micro tubes 2.0 ml Type H ja Micro tubes 2.0 ml Type | (Sarstedt, tuotenrot 72.693 ja 72.694).

T Tubes 14 ml, 17 x 100 mm polystyrene round-bottom (Corning® Inc., tuotenro 352051; Becton Dickinson
oli putkien aiempi toimittaja, mutta Corning, Inc. on nyky&dan naiden putkien toimittaja).

¥ Sisaisen kontrollin maaran laskenta perustuu eluaatin alkutilavuuteen (90 pl). Tyhjion lisétilavuus m&araytyy
kaytetyn nayteputken tyypin mukaan.

§ Kolmea lisanaytetta vastaava sisaisen kontrollin seos (ts. 360 pl) on tarpeen. Al ylitd 1,92 ml:n
kokonaistilavuutta (vastaa enintd&n 13 naytettd). Nama tilavuudet koskevat vain Micro tubes 2.0 ml Type H
-mikroputkia ja Micro tubes 2.0 ml Type | -mikroputkia, Sarstedt, tuotenrot 72.693 ja 72.694).

T Viitta lisinaytetta vastaava sisaisen kontrollin seos (ts. 600 pl) on tarpeen. Ala ylitd 13,92 ml:n
kokonaistilavuutta (vastaa enintdén 111 naytettd). Nama tilavuudet koskevat vain tuotetta Tubes 14 ml,

17 x 100 mm polystyrene round-bottom (Corning Inc., tuotenro 352051; Becton Dickinson oli putkien
aiempi toimittaja, mutta Corning, Inc. on nyky&aén naiden putkien toimittaja).
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QIAsymphony SP -laitteen maaritykset

Waste (Jate) -lokero

Yksikkolaatikon pidike 1-4 Tyhjat yksikkélaatikot

Jatepussin pidike Jatepussi

Nestejatepullon pidike Tyhjenna nestejatepullo ja aseta takaisin
paikalleen

Eluate (Eluaatti) -lokero

Eluutioteline Elution Microtubes CL -mikroputket Elution
Microtube Rack QS -telineessa QS ja
siirtokehys

Kéayta uurretta 1, jaédhdytysasento

Eluutiotilavuus™ Esivalittu eluaatin méaréa: 60 pl
Eluaatin alkum&ara: 90 pl

* Eluaatin maara on esivalittu protokollassa. Tama on eluaatin pienin kaytettavissa oleva maara lopullisessa
eluutioputkessa. Eluutioliuoksen alkumaara tarvitaan varmistamaan, etta eluaatin todellinen maara on sama
kuin esivalittu maara.

Reagents and Consumables (Reagenssit ja tarvikkeet) -lokero

RC-sijainti 1 ja 2 Aseta 1 reagenssikasetti (Reagent Cartridge,
RC) enintdén 48 naytetta varten tai 2 uutta
reagenssikasettia (RC) enintdan 96 naytetta
varten

Kérkitelineen pidikkeen sijainnit 1-18 Aseta riittavasti kertakayttdisten 200 pl:n ja
1500 pl:n filter-tip-suodatinkarkien telineita
(katso Tarvittavat muovivélineet 1-4 nayte-
eraa varten, sivu 7)

Yksikkolaatikon pidikkeen sijainnit 1-4 Aseta sample prep cartridge -kasetit sisaltavat
yksikkolaatikot ja 8-Rod Cover -kannet (katso
Tarvittavat muovivalineet 1-4 nayte-eréda
varten, sivu 7)
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Sample (Nayte) -lokero

Naytetyyppi Ihmisen EDTA-plasma
Naytetilavuus (ml. lilkam&éra) 1200 ul
Nayteputket Micro tubes 2.0 ml Type H tai Micro tubes 2.0 ml

Type | (Sarstedt, tuotenrot 72.693 ja 72.694).
Tuki Tube Insert 3B (tuotenro 9242083)

Tarvittavat muovivélineet 1-4 ndyte-erdé varten

Yksi era, Kaksi eraa, Kolme eraa, Nelja eraa,
Komponentti 24 naytetta™ 48 naytetta™ 72 naytetta™ 96 naytetta™
Disposable filter-tips, 28 52 76 100
200 pIt#
Disposable filter-tips, 113 206 309 402
1500 pl'#
Naytteenvalmistelukasetit® 21 42 54 72
8-Rod Covers' 3 6 9 12

* Useamman kuin yhden siséisen kontrollin putken kayttd eréaé kohti ja useamman kuin yhden
inventaarioskannauksen tekeminen edellyttad ylimaaraisia kertakayttoisia suodatinkarkia.

T Filter-tip-suodatinkarkia on 32 kpl/karkiteline.

* Tarvittavien filter-tip-suodatinkarkien maara kéasittaa suodatinkérjet yhteen skannaukseen reagenssikasettia
kohti.

$ Yksikkolaatikossa on 28 sample prep cartridge -kasettia.

T Yksikkolaatikossa on 12 kpl 8-Rod Cover -kantta.
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QIAsymphony AS -laitteen maaritykset

Tarvikkeet

Alkuasennuksen aikana kunkin tarvikkeen sijainti QIAsymphony AS -moduulissa on ilmoitettu
laitteen kosketusnéytdssa.

Kaytettavaksi sovittimen/

Tarvikkeet Nimi kosketusndytdssa reagenssipidikkeen kanssa
Strip Tubes and Caps, QIA#981103 .

0.1 ml (250) *StripTubes 0.1 RG Strip Tubes 72 QS
Tubes, conical, 2 ml, QIA#997102 Reagent holder 1 QS
Qsym AS (500)™* *T2.0 ScrewsSkirts

Tubes, conical, 5 ml, QIA#997104 Reagent holder 1 QS
Qsym AS (500)™* *T5.0 ScrewsSkirts

* Merkki laboratoriotarvikkeista, joita voidaan jaahdyttaa viivakoodillisella jaahdytyssovittimella.

T P&&seoksen osat, jarjestelman valmistama péaaseos, maaritysstandardit ja maérityskontrollit.

* Vaihtoehtoisesti voidaan kayttaa Sarstedt-putkia, jotka on kuvattu kohdassa Tarvitiavat materiaalit (jotka eivat kuulu
toimitukseen), sivulla 3.

§ Paate (m) kosketusnaytdssa osoittaa, ettd asianomaisen putken nestetason laskennat on optimoitu kuperan
puolikuun muodostaville reagensseille.

Sovittimet ja reagenssipidikkeet

Teline/reagenssipidike Nimi Tarvittu maara’
Reagenssipidikkeet Reagent holder 1 QS
Naytetelineet RG Strip Tubes 72 QS

T Laskettu maaritysajosta, jossa oli 72 reaktiota.

Suodatinkéarjet

Tayta karkitelineet alkaen kérkipaikoista 1, 2 ja 3 Eluate and Reagents (Eluaatti ja reagenssit) -
lokerosta ja jatka karkitelineiden tayttamista Assays (Testit) -lokeron karkisijainteihin 7, 8 ja 9.

Nimi Vahimmaismaéra  Vahimmaismaara
Tarvikkeet kosketusnaytdssa 24 reaktioon 72 reaktioon
Filter-Tips, 1500 pl (1024) 1500 l 4 6
Filter-Tips, 200 pl (1024) 200 pl 9 8
Filter-Tips, 50 pl (1024) 50 pl 25 73
Tip Disposal Bags - 1 1
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PCR Rotor-Gene Q -laitteessa*

Katso lisétietoja ohjelmistokohtaisesta protokollalomakkeesta Asetukset artus QS-RGQ Kit -sarjojen

ajamiseen (Settings to run artus QS-RGQ Kits) osoitteesta www.giagen.com/products/

artusvzvpcrkitce.aspx.

artus VZV QS-RGQ Kit -sarjan tarkat asetukset

Kaytettaessa Rotor-Gene®-ohjelmistoversiota 2.1 tai uudempaa tarkat asetukset on esitetty alla.

Reaction Volume (Reaktiotilavuus) (pl)

Hold (Pito)

Cycling (Syklit)

Auto-Gain Optimisation Setup
(Automaattivahvistuksen optimoinnin
maaritys)

50

Pitolampdtila: 95 astetta
Pitoaika: 10 minuuttia

45 kertaa
95 astetta 15 sekunnin ajan

65 astetta 30 sekunnin ajan (kerdys Green ja
Orange seka touchdown-toiminnon aktivointi
10 sykliksi)

72 astetta 20 sekunnin ajan

65 astetta (naytteet: Green; IC: Orange)

Tulosten tulkitseminen

Tassd osassa kuvataan Rotor-Gene Q -laitteella saatujen tulosten tulkintaa. Katso my®s naytteen

tilatiedot QIAsymphony SP/AS -tulostiedostoista analysoidessasi koko tydnkulkua naytteesté

tulokseen. Kayta vain naytteita, joiden tila on kelvollinen.

artus VZV QS-RGQ Kit -sarja voidaan ajaa Rotor-Gene Q -laitteella kayttamalla manuaalista

analyysid Rotor-Gene Q -ohjelmistoversiossa 2.1 tai uudemmassa. Seuraavissa osissa kuvataan

tulosten tulkitsemista Rotor-Gene Q -ohjelmistoversion 2.1 tai uudemman avulla.

* Mikali mahdollista, voidaan kayttaa Rotor-Gene Q 5plex HRM -instrumenttia, joka on valmistettu
tammikuussa 2010 tai mydhemmin. Valmistuspéiva on nahtavissa laitteen taustapuolella olevasta
sarjanumerosta. Sarjanumero on muodossa kkvvnnn, jossa kk on valmistuskuukausi, vv on valmistusvuoden
kaksi viimeistd numeroa ja nnn on laitteen tunnistenumero.
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Signaalin tunnistus ja johtopaatdkset

Signaali Signaali Kvantitatiivinen
kanavassa kanavassa tulos
Cycling Green  Cycling Orange  (kopiota/ml)  Tulkinta

Kylla Kylla <12,7 Hyvaksyttava tulos: VZV DNA:ta
havaittu, < 127 kopiota/ml.

Kvantitointi ei ole mahdollista, koska
kvantitatiivinen tulos on alle
havaitsemisrajan. Positiivisen tuloksen
toistettavuus ei ole varmaa.

Kylla Kylla > 12,7 ja Hyvaksyttava tulos: VZV DNA:ta
<127 havaittu, < 127 kopiota/ml.
Kvantitointi ei ole mahdollista, koska
kvantitatiivinen tulos on maarityksen
lineaarisen alueen alapuolella.

Kylla Kylla/Ei* > 127 ja Hyvaksyttava tulos: VZV DNA:ta
< 6,92 x 10% havaittu lasketulla pitoisuudella.

Kvantitatiivinen tulos on mé&arityksen
lineaarisen alueen sisalla.

Kylla Kylla/Ei* > 6,92 x 106  Hyvaksyttava tulos: VZV DNA:ta
havaittu, > 6,92 x 108 kopiota/ml.
Kvantitointi ei ole mahdollista, koska
kvantitatiivinen tulos on maarityksen
lineaarisen alueen ylapuolella.t

Ei Kylla - Hyvaksyttava tulos: VZV DNA:ta ei
havaittavissa.

Ei Ei - Virheellinen tulos: Tulosta ei voi
maarittaa. $

* Tallaisessa tapauksessa signaalin tunnistaminen Cycling Orange -kanavassa jaa tarpeettomaksi, koska VZV-
DNA:n suuri alkupitoisuus (positiivinen signaali Cycling Green -kanavassa) saattaa johtaa sisaisen kontrollin
fluoresenssisignaalin heikkenemiseen tai poisjaamiseen Cycling Orange -kanavassa (kilpailu).

T Jos kvantitointi on tarpeen, laimenna naytetta VZV:ta siséltamattomalla plasmalla ja késittele uudelleen.
Kerro uudelleenkasitellyn naytteen kvantitatiivinen tulos laimennuskertoimella.

* Jos negatiivisen naytteen sisaisen kontrollin Cr-arvo on yli 3 jaksoa korkeampi kuin mallitoman kontrollin
sisaisen kontrollin Cr-arvo ajossa (Cric naye — Cr 1c nc >3), ndytettd on kasiteltava virheellisena. Tulosta ei voi
maarittaa.

§ Tietoa virhelahteista ja virheiden ratkaisuista I6ytyy artus VZV QS-RGQ Kit -kasikirjan vianmaaritysosiosta.
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PCR-analyysin kynnyksen maarittdminen

Tietyn Rotor-Gene Q -laitteen ja artus QS-RGQ Kit -sarjan yhdistelmé&n optimaaliset kynnysasetukset
on asetettava empiirisesti testaamalla kaikki yksittaiset yhdistelmat, koska tuloksena on suhteellinen
arvo yleisen diagnostisen tydnkulun mukaan. Kynnys voidaan asettaa alustavaan arvoon 0,04
ensimmaisen PCR-ajon analyysia varten, mutta tata arvoa on hienosaadettava tydnkulun seuraavien
ajojen vertailevalla analyysilla. Kynnys on asetettava manuaalisesti juuri negatiivisten kontrollien ja
negatiivisten naytteiden taustasignaalin ylapuolelle. Naista kokeista laskettu keskimaarainen
kynnysarvo on todenndkoisesti kaytettavissa suurimmalle osalle tulevista ajoista, mutta kayttajan
tulisi siitd huolimatta tarkastaa luotu kynnysarvo sdannéllisin valiajoin. Kynnysarvo on yleensa
alueella 0,03-0,05, eika sitd pida pydristaa kuin korkeintaan kolmen desimaalin tarkkuudelle.

Quantitation (Kvantitointi)

artus VZV QS-RGQ Kit -sarjan kvantitointistandardeja (VZV QS 1-4) kasitelladn aiemmin
puhdistettuina naytteind ja samaa tilavuutta kaytetdan (20 pl). Standardikayrén luomiseksi Rotor-
Gene Q -laitteissa kaikkia neljaa kvantitointistandardia on kaytettava ja ne on maaritettava Edit
Samples (Muokkaa néaytteitd) -valintaikkunassa Rotor-Gene Q -laitteessa standardeina, joilla on

mé&aritetyt pitoisuudet (katso laitteen kayttbopas).

Huomautus: Kvantitointistandardit on m&aritetty yksikdssa kopiota/pl eluaattia. Seuraavan kaavan
avulla voi muuntaa standardikuvaajaa kayttamalla saadut arvot muotoon kopiota / ml

naytemateriaalia.

Tulos eluaatissa (kopiota/pl) x eluaatin
Tulos naytemateriaalissa alkutilavuus (90 ply*
(kopiota/ml)

naytteen tilavuus (ml)

Huomaa perusperiaate, ettd edelld esitettyyn kaavaan tulee antaa naytteen tilavuus aluksi. Tamé
on huomioitava, kun naytteen tilavuus muuttuu ennen nukleiinihappojen erotusta (esim. tilavuuden
pieneneminen sentrifugoitaessa tai tilavuuden suureneminen téydennettiessa maarééa eristimisen

vaatiman tilavuuden saavuttamiseksi).

*Laskenta perustuu eluaatin alkutilavuuteen (90 pl).
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Esimerkkeja positiivisista ja negatiivisista PCR-reaktioista

0,5
QsS4
0,4+ QS3
g QS2
g 0,3
- Qs1
E
50,2
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04 Kynnysarvo
5 10 15 20 25 30 35 40 45
Sykli

Kvantitointistandardien tunnistus (VZV QS 1-4) fluoresenssikanavassa, Cycling Green

NTC: No template control (malliton kontrolli) (negatiivinen kontrolli).
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Sisaisen kontrollin (Internal Control, IC) tunnistus fluoresenssikanavassa Cycling Orange
monistettaessa samanaikaisesti kvantitointistandardeja (VZV QS 1-4). NTC: No template control

(malliton kontrolli) (negatiivinen kontrolli).
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Asiakirjan muutoshistoria

R2, huhtikuu 2019 Poistettu alaviite 216 maarityksen valmistelemisesta. Vaihdettu uusiin
QIlAsymphony-protokollien versioihin. Paivitetty pakolliset materiaalit
enintdan 72 reaktion valmistelua varten. Lisatty tietoa QMC IC
Calculator (Sisaisen kontrollin laskin) -tydkalun kaytosta. Paivitetty
Corning-laboratoriotarvikkeiden nimitys (aiemmin Becton Dickinson).
Lisatty tarkat ajoasetukset Rotor-Gene Q -laitteelle (touchdown-
toiminnon ja kerdysten kaytto). Lisatty tietoa tulosten tulkitsemisesta
sisdltdmaéan patogeeninegatiivisen ja IC-negatiivisen tapauksen.
Poistettu ohjeet Rotor-Gene AssayManager® -ohjelmiston kaytosta.
Vaihdettu RT-PCR-maininta PCR:ksi selkeyden vuoksi. Selvennetty
eluaatin ja naytteen pitoisuuden valisté eroa kvantitoinnin
laskennassa.

Voimassa olevat lisenssitiedot ja tuotekohtaiset vastuuvapauslausekkeet ovat saatavilla
tuotekohtaisista QIAGEN-sarjojen kayttdoppaista tai kasikirjoista. QIAGEN-sarjojen kasikirjat ja
kayttboppaat 16ytyvat osoitteesta www.qiagen.com, tai niita voi tiedustella QIAGENIn teknisesta
palvelusta tai paikalliselta jalleenmyyjalta.

Tavaramerkit: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAsymphony®, artus®, Rotor-Gene®; Rotor-Gene AssayManager® (QIAGEN Group); Corning® (Corning Inc.); Sarstedt® (Sarstedt

AG and Co.). Tassa asiakirjassa mainittuja rekisterdityja nimia, tavaramerkkeja jne. on pidettavéa lain suojaamina, vaikkei niita olisi erityisesti sellaisiksi merkitty.
04/2019 HB-0401-S02-002 © 2012-2019 QIAGEN, kaikki oikeudet pidateta&n.
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