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INTRODUCERE

Rabia este o boala virald fatald care apare la oameni si animale. Boala este cauzats de
virusul rabiei foarte neurotrop. Virusul se transmite in mare parte prin contact apropiat cu
saliva infectatd a animalelor infectate cu rabie prin muscaturi sau zgarieturi si apoi pe calea
neuronala cétre SNC, provocand encefalopatie si, n final, moarte.

Cele mai multe animale infectate sunt carnivorele domestice si salbatice. Pentru eradicarea
rabiei in carnivorele salbatice se utilizeazd imunizarea orald tn multe tari. Estimarea
seroprevalentei la populafia vaccinatd este una dintre metodele de evaluare a eficacitatii
imunizarii orale.

Kitul ELISA Rabies a fost dezvoltat pentru detectarea anticorpilor Tmpotriva rabiej la
carnivorele domestice si salbatice si a fost validat cu probe de ser de la vulpe si caine. V3
recomandam sa utilizafi acest test ELISA pentru detectarea anticorpilor impotriva rabiei la
vulpi. Aceastd metoda este rapida si simpld si, In comparatie cu metodele ,standard de aur”,
cum ar fi FAVN sau RFFIT, este mai convenabila, deoarece, de muite ori, calitatea probelor
de ser de vulpe poate fi scazuta prin contaminarea bacterian, autoliza sau testarea fluidelor
corporale.

PRINCIPIUL TESTULUI

Godeurile de microplaci sunt tapetate cu antigen rabic. Probele diluate sunt incubate in
godeuri. Dupd spalare, se adaugd n godeuri anticorp anti-rabie biotinilat. Daca proba
investigata contine anticorpi anti-rabie specifici, acestia blocheaza legarea anticorpilor anti-
rabie biotinilati cu antigen rabic tapetat. Dac3 proba investigata nu contine anticorpi specifici
anti-rabie, anticorpii anti-rabie biotinilati formeazi un complex antigen - anticorp biotinilat.
Dupa spalare, in godeuri se adauga conjugat de Streptavidind peroxidaza. Streptavidina
peroxidaza se va lega de complexul antigen - anticorp biotinilat. Dupa o alts etapa de
spalare, solutia de substrat (TMB) este adaugata in godeuri, formand compusul albastru care
devine galben dupa inhibarea reactiei. Intensitatea culorii este citita la 450 nm, iar scaderea
intensitatii in comparatie cu controlul negativ este proportionald cu cantitatea de anticorpi
blocanti din proba investigata.
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REACTIVI

Kitul trebuie pastrat intr-un loc uscat si intunecat, la 2 - 8°C.

Microplaci tapetate cu virus rabic
Ser de control pozitiv la virus rabic
Ser negativ de control

Ser de control la virus rabic 1

Ser de control la virus rabic 2

Ser de control la virus rabic 3

Diluant proba (gata de utilizare)

2 pléci x benzi de 96 de godeuri

1 flacon (0,6 ml), capac rosu

1 flacon (0,6 ml), capac albastru

1 flacon (0,3 ml), capac negru

1 flacon (0,3 ml), capac alb

1 flacon (0,3 ml), capac transparent
1 sticla (15 ml)

= Diluant pentru anticorp biotinilat (gata de utilizare) 1 sticla (30 mi)
1 flacon (0,3 ml), capac gaiben

1 sticla (30 ml)

= Anticorp anti-rabie biotinilat (100x concentrat)

= Diluant pentru conjugat de Streptavidina peroxidaza
(gata de utilizare)

= Conjugat de Streptavidind peroxidaza (100x concentrat) 1 flacon (0,3 ml), capac verde
= Substrat TMB (gata de utilizare) 1 sticla (30 ml)

» Solutie de stopare; 0,5M H,S04 (gata de folosire) 1 sticld (15 mi)

1 sticld (250 ml)

» Folii adezive 6 folii

» Solutie de spalare (10x concentrata)

MATERIAL NECESAR DAR CARE NU ESTE INCLUS IN KIiT

Micropipete de precizie si micropipete multicanal pentru volum de la 10 la 1000 pl
Varfuri de unica folosinta pentru pipetd 10-1000 pl

Sistem de spalare manual sau automat de microplaci

Cititor de microplaci, filtru 450 nm

Vortex, agitator orbital

Incubator (37 °C)

Flacon gradat (50-1000 mi)

Tuburi de centrifugare

Apa distilatd sau deionizata

PRECAUTH PENTRU UTILIZARE

= Pastrafi toli reactivii la 2 - 8°C.

= Toti reactivii kitului trebuie I4sati sa ajungé la temperatura camerei (18 - 25°C)
Tnainte de utilizare, cu exceptia anticorpului biotinilat si a conjugatului de Streptavidina
peroxidaza.

= Luati in considerare orice material care intra direct In contact cu probele si reactivii ca
fiind material potential infectios.

=  Evitati contactul substratului TMB cu pielea, membranele mucoase $i cu ochii.

» Purtati manusi de unica folosintd atunci cand manipulati probe si reactivi.

= Nu pipetati cu gura.
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= Utilizati noi varfuri de unica folosintd pentru fiecare proba investigats.

* Nu utilizatli reactivi dupa data de expirare a acestora si nu amestecati reactivi din loturi
diferite.

» Solutia de stopare contine acid (0,5M H2S04), care poate provoca arsuri grave. in caz de
contact cu pielea si ochii, spalati imediat cu multa apa si consultati un medic.

* Pentru prepararea solutiei de spalare trebuie utilizata apa distilatd sau deionizata de
buna calitate.

* Evitali formarea de spuma si bule prin pipetare si spalare atenta.

* |n timpul procedurii de test, placa nu trebuie s se usuce niciodatad. Daca procedura de
testare este intreruptd din orice motiv, lasati godeurile placii umplute cu solutie de
spalare.

* Protejati substratul TMB de lumina directz si agenti oxidanti. Utilizati numai sticld sau
plastic curat de laborator cu suport TMB. Nu utilizati substrat TMB de culoare albastra
inainte de a fi distribuit in godeuri.

= fnainte de a arunca toate materialele si produsele de unica folosint folosite, acestea
trebuie decontaminate fie prin imersiune timp de cel putin 1 ora in hipoclorurg de sodiu
proaspat preparata 5%, fie prin autoclavare la 121°C timp de minim 30+1 minute.

PREPARAREA REACTIVILOR
Pregétirea microplicilor
Microplacile trebuie l3sate sa ajunga la temperatura camerei (18-25°C) inainte de utilizare.

Fasiile neutilizate deschise pot fi depozitate intr-o punga de plastic inchisa cu sac desicant la
2 - 8°C in conditii de intuneric, timp de cel mult o luna.

Solutie de spalare

Solutia de spalare concentratd (10x) trebuie adusa la temperatura ¢amerei Tnainte de
utilizare. Aceasta poate forma cristale la 2 - 8°C, care vor disparea la temperatura camerei
(18 - 25°C). Dacé nu dispar, solutia trebuie l4sata la temperatura camerei mai muit timp, sau
este posibila ncalzirea solutiei la 37+2°C si agitati usor pana cand toate cristalele vor fi
dizolvate.

Pentru a prepara solutia de spalare amestecati 1 volum de solutie de spalare concentrata
(10x) cu 9 volume de apa distilatd sau deionizata (de exemplu, 50 ml de solutie de spalare
concentrata (10x) addugati la 450 ml de apa distilata sau deionizat3).

Anticorp anti-rabie biotinilat

Se dilueaza anticorpul anti-rabie biotinilat concentrat la 1/100 in Diluant pentru anticorp
biotinilat. (de exemplu, cantitatea necesara pentru o placs este reprezentatd cu un amestec
de 110 pl anticorp biotinilat concentrat anti-rabie si 11 ml Diluant pentru anticorp biotinilat).
Tnainte de pregatirea dilutiei de lucru, anticorpul anti-rabie biotinilat concentrat trebuie si fie
amestecat la vortex.

Dilutia de lucru pregaétita a anticorpului trebuie utilizata in decurs de 8 ore!
Conjugat de Streptavidina peroxidaza

Se dilueaza conjugatul de Streptavidina peroxidaza concentrat la 1/100 fn diluant pentru
conjugatul de Streptavidina peroxidaza (de exemplu, cantitatea necesara pentru o placa este
reprezentata cu un amestec de 110 pl concentrat biotinilat de Streptavidin peroxidaza
conjugat si 11 mi Diluant pentru conjugatul de Streptavidina peroxidaza).
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fnainte de pregatirea dilutiei de lucru, conjugatul concentrat de Streptavidind peroxidaza

trebuie amestecat in vortex.

Dilutia de lucru pregatita a conjugatului Streptavidind peroxidaz trebuie utilizat Tn decurs de 8

orel

PREPARAREA PROBELOR
Probele de ser investigate trebuie diluate la 1/2 Tn diluant pentru proba (de ex. 60! + 60ul)
intr-o placad dummy sau In microtuburi. Serul de control pozitiv, serul de contro! negativ si
serul de control trebuie diluate Tn acelasi mod ca probele de ser.

Observatie:

1. Ca o placi dummy, poate fi utilizati orice microplaca cu un nivel scazut de legare a

proteinelor.

2. De asemenea, este posibil s& se dilueze controale si probe de ser direct In placa. Se
distribuie 50 pl de diluant pentru proba pe godeu si apoi se distribuie 50 ul de ser de
control pozitiv, ser de control negativ si ser de control in godeuri adecvate. Apoi se
distribuie 50yl de probe de ser in godeurile ramase.

PROCEDURA DE TESTARE

1. Incubatia serurilor investigate si de control

Nota: Toate serurile de control trebuie amestecate la vortex inainte de distribuire.

1.1 Se distribuie 100p! de ser de control pozitiv diluat in godeurile A1 si B1.

1.2 Se distribuie 100! de ser de control negativ diluat in godeurile A2 si B2.

1.3 Se distribuie 100ul de ser de control diluat 1 la godeul C1.

1.4 Se distribuie 100p! de ser de control diluat 2 la godeul D1.

1.5 Se distribuie 100pi de ser de control diluat 3 la godeul E1.

1.6 Se distribuie 100ul de probe de ser diluate in godeurile ramase.

1.7 Acoperiti placa cu folie adeziva si incubati peste noapte (18 - 24 are) la 2-8°C
scuturand usor pe agitatorul orbital.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A PC |NC | 10
B PC [NC | 11
C |CS81|4 12
D |C82(5 13
E |CS83|6
F 1 7
G |2 8
H |3 9
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2. Incubatie cu anticorp anti-rabie biotinilat

2.1 Scoateti folia de pe placs, goliti continutul placii si spalati-o de 6 ori cu solutie de
spalare. Apasati ferm placa pe hartia absorbants dupa ultima etapa de spalare.

2.2 Distribuiti anticorp anti-rabie biotinilat diluat 1 00ul per godeu.

2.3 Acoperiti placa cu folie adeziva $i incubati 30+1 minute la 37 + 2°C cu agitare usoara
pe agitatorul orbital,

3. Incubatia cu conjugat de Streptavidina peroxidaza

3.1 Scoateti folia din placa, goliti continutul placii si spalati-o de 4 ori cu solutie de spalare.
Apasati ferm placa pe hartia absorbanta dupé ultima etapa de spalare.

3.2 Distribuiti conjugat de Streptavidina peroxidaza diluat 100yl per godeu.

3.3 Acoperiti placa cu folie adeziva si incubati timp de 30 de minute Ia 37+ 2°C, agitand
usor pe agitatorul orbital.

4. Incubatie cu substrat TMB

4.1 Scoateli folia din placa, goliti continutul placii si spalati-o de 4 ori cu solutie de spalare.
Apasati ferm placa pe hartia absorbanta dupa ultima etapa de spélare.
4.2 Distribuiti 100pl de substrat TMB »gata de utilizare” pe godeu.
4.3 Incubati placa 15-30 minute Ia temperatura camerei (18 - 25°C) agitand usor
pe agitator orbital, ferit de lumina directa a soarelui.
Nota: In cazul in care agitarea cu agitator orbital in timpul incubatiilor nu este disponibila si
toate incubatile au fost ficute fira agitare, va propunem sa incubati placa cu
substrat TMB mai muit de 20 de minute.

5. Stoparea reactiei
5.1 Distribuiti 50l de solutie de stopare pentru fiecare godeu

6. Citire
6.1 Cititi densitatea optica (DO) la 450 nm.

CRITERI DE VALIDARE

*  OD-ul serului de control negativ trebuie sa fie mai mare de 1,0.
« Diferenta dintre mediile OD ale serului de control negativ $i pozitiv trebuie s fie egald
sau mai mare de 0,8.

Daca criteriile de validare nu sunt indeplinite, rezultatele testelor respectivei placi de testare
sunt nevalide, iar probele trebuie retestate.

PANOU SERURI DE CONTROL.:

Ar trebui sa fie folosit ca ajutor pentru utilizator pentru a se asigura ca testul functioneaza
in conditii optime. Daca criterile mentionate mai jos nu sunt realizabile, va rugam si
contactati producétorul.

Procentul de blocare pentru serul de control 1 trebuie s fie intre 45% $i 70%.
Procentul de blocare pentru serul de control 2 trebuie sa fie intre 25% i 45%.
Procentul de blocare pentru serul de control 3 trebuie s3 fie mai mare de 30%.
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INTERPRETARE:
Calculati procentul de blocare (PB) pentru fiecare proba:

OD e - oD proba
PB% = x 100
ODne -ODec

Proba de ser cu PB mai mic de 40 % este consideratd ca fiind negativa pentru
anticorpii rabiei.

Proba de ser cu PB egal sau mai mare de 40% este considerata pozitiva pentru
anticorpii rabiei.

Proba de ser cu PB egal sau mai mare de 70% este consideratd ca o proba de ser
cu un nivel de anticorpi egal sau mai mare de 0,5 Ul/ ml pe baza testului FAVN.

Nota: In scopul evaluarii eficacitdtii imunizarii orale, va recomandam sa utilizati prima

ntrerupere pozitivd (PB egal sau mai mare de 40%). Utilizarea celui de-al doilea
punct pozitiv (PB egal sau mai mare de 70%) pentru interpretarea rezultatelor cu
seruri de vulpe nu este recomandata deoarece cele mai multe probe de ser de vulpe
sunt de fapt lichide corporale cu factor de dilutie necunoscut, ceea ce face aproape

imposibil de cuantificat exact nivelul de protectie.

SCHEMA PROCEDURII DE TESTARE

1.

1.1
1.2
1.3
1.4
1.5
2.

2.1
22
2.3
3.

31
3.2
3.3
4.1
42
43
5.1
6.1
7.1
7.2

Se dilueaza serurile de control si probele de ser.

Se distribuie 100p1 de ser de control pozitiv diluat in godeurile A1 si B1.

Se distribuie 100pl de ser de control negativ diluat in godeurile A2 si B2.

Se distribuie 100yl de panou diluat de ser de control in godeurile A3-AS.

Se distribuie 100yl de probe de ser diluate in godeurile ramase.

Se incubeaz peste noapte la 2 - 8 °C, se agita usor.

Se pregéteste anticorpul anti-rabie biotinilat.

Se spald placile de 6 ori.

Se distribuie 100p! de anticorp anti-rabie biotinilat diluat la 1/100 in toate godeurile.
Se incubeazi timp de 30 de minute la 37+ 2°C, se agita ugor.

Se prepara conjugatul de Streptavidina peroxidaza.

Se spald placile de 4 ori.

Se distribuie 100p! de conjugat de Streptavidind peroxidaz3 diluat la 1/100 in toate
godeurile.

Se incubeaz3 timp de 30 de minute la 37+ 2°C, se agita ugor.

Se spala placile de 4 ori.

Se distribuie 100 y! de substrat TMB in toate godeurile.

Se incubeazi timp de 15-30 minute la temperatura camerei (18 - 25°C), se agitd usor.
Se stopeazi reactia cu 50 pl de solutie de stopare.

Se citeste absorbanta (DC) la 450 nm.

Criterii de validare

Interpretarea rezultatului
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ANEXA 1 la kitul ELISA Ab BioPro Rabies - Instructiuni de utilizare, v 1.1
Data: 10.12.2013

Pe baza datelor infroduse de utilizatori, am decis sa adaugam urmatoarele informatii la
Instructiunile pentru utilizarea kitului nostru BioPro Rabies ELISA Ab:

1. VOLUM INSUFICIENT AL PROBE]

Daca nu existd suficiente seruri (mai putin de 50ul), diluati o astfel de prob3 de ser cu
PBS pentru a obtine un volum de proba de 50yl (de exemplu, daca aveti 30 pl de ser,
adaugati 20 pl de PBS). Marcati o astfel de probi ca diluata si urmati procedura standard
de testare, pasul 1.

2. OBTINEREA PROBE! DINTR-UN CHEAG DE SANGE
Alternativ, proba poate fi obtinutd dintr-un cheag de sange, urmand urmatoarea procedur:
2.1. Cheag de sange proaspat

» Taiati cheagul de sange proaspit (obfinut din inim& sau din vasele de sange majore) si
transferati- intr-un tub de 10-12 ml.

o Tnchide’gi tubul si lasati-1 la temperatura camerei (18-25°C) sau in incubator incalzit Ia
3712°C timp de 23 de ore.

» Se transfera la frigider (4-8°C) timp de 12 ore +30 minute (peste noapte).

* Centrifugati partea lichida din cheag de sange la 5-10.000 rpm, timp de 15110 minute, iar
apoi testati lichidu! obtinut sub forma de ser urmand procedura standard, pasul 1.

2.2. Cheag de sange uscat

* Taiati cheagul de sange uscat, puneti-l intr-un tub de 10-12 mi, adaugati PBS cu
antibiotice (PNC G 100000 U/, STM 100mg/l, NEO 50 mg/l) maxim in raport 1:1,
marcali ca proba diluata si urmati conform punctului 2.1. din aceasti anexa.
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ANEXA 2 la kitul ELISA Ab BioPro Rabies - Instructiuni de utilizare, v 1.1
Data: 31.1.2018

Modificarea protocolului de testare pentru probele de la lilieci se bazeaza pe faptul ca exista
o problem# de a obtine o cantitate suficientd de proba de la un singur liliac. Modificarea
protocolului se bazeazd pe cea mai buna cunoastere a testului si cu scopul de a pastra cea
mai buna specificitate si sensibilitate posibila.

REACTIVI

Acordati atentie la consumul crescut al solutiei de diluant pentru proba cu acest protocol de
testare si, prin urmare, comandati o sticl& suplimentara (per kit) de diluant de proba (1 sticla
de 15ml)

PREPARAREA PROBELOR

(Acest capitol Tnlocuieste capitolul original din manualul inclus (instructiuni de utilizare))
(numai!) probele de ser investigate trebuie diluate pana la 1/10 in diluantul pentru proba (de
exemplu, 16ul + 135yl Diluant pentru proba) intr-o placa fictiva sau in microtuburi.

Important!! Serul de control pozitiv (PC), serul de control negativ (NC) si serurile de control
(CS1, €S2, CS3) sunt diluate conform protocolului standard pentru 1/2 in diluant pentru
probad (de ex 60yl + 60p! Diluant pentru proba) intr-o placa fictiva sau in microtuburi.
Observatie:

3. Ca o placa fictiva poate fi utilizatd orice microplacd cu un nivel scazut de legare a
proteinelor.

4. De asemenea, este posibil s3 se dilueze controalele sau probele de ser direct in
placa.

a, Pentru controale se distribuie 50pi de diluant pentru probd pe godeu si apoi Se
distribuie 50 pl de ser de contro! pozitiv, ser de control negativ si ser de control in
godeuri adecvate.

b, Pentru seruri se distribuie 90ul de diluant pentru probéd per godeu si apoi se
distribuie 10 yl de probe de ser catre godeurile ramase.

INTERPRETARE :

(Acest capitol inlocuieste capitolul original din manualul inclus (instructiuni de utilizare))
Caleulati procentul de blocare (PB) pentru fiecare proba:

OD nc - oD proba
PB% = x 100
ODnc - ODec

e Proba de ser cu PB mai mic de
30 % este consideraté ca fiind negativa pentru anticorpii anti virus rabic.
« Proba de ser cu PB egal sau mai mare de 30% este consideratd pozitivd pentru
anticorpii anti virus rabic.
Contact
Car O.K. SERVIS

[ -
o, - ro
OK SERVIS BioPro, sro

S

Boreticka 2668/1, 193 00 Praha 9 - Homi Pocernice, Republica Ceha
tel.: +420 281 091 460, fax: +420 281 866 264, info@rabieselisa.com
hitp://www.rabieselisa.com
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30 mi Diluent
for biotinylated antibody

(ready to use)
Store at 2-8°C

{n vitro use only

LOT:
Expiry date:

Rabies coated strip microplate

Store at 2-8°C
In vitro use only

LOT:
Expiry date:

i, o.K..sERws

O/ ro A
15 ml Sample diluent
(ready to use)

Store at 2-8°C
In vitro use only

. . ior "
sk e

LOT
Expiry date:

0,3 ml Rabiss congrel serum 1

1
O | Swren2EC 3818 Swxre 312«3“
Trory Sy 5 hredrawas oy Sxpry dane: hvfouse oty

0,3 mi Ser cohtrol Rabic 1

LoT: Asedepoztala28C

Data explarit A se folos numal in vito Data expirari

0,3 m! Rabies control serum; 2

0,3 ml Ser control Rabfc 2

LoT: A se depozkata 28 C
A se folosi numai n yhro

Traducere din limba engleza

QK. SERVIS
sioll%;:?w HlH'é‘.ﬁf,’_f‘{’f?—"(;‘,(’;'
30 mi Diluant
pentru anticorp biotinilat
(gata de folosire)

A se depozita la 2-8 °C

LOT:
A se folosi numai in vitro

Data expirarii :

'y Q.K, SERVIS
i T

Microplaci captusite cu antigen rabie

A se depozita la 2-§ °C

LOT:
A se folosi numai in vitro

Data expirarii :

OX, SERVIS
WO L0 v el

o £ uosesnzdves —

15 ml diluant Proba
(gata de folosire)

A se depozita la 2-8 °C

LOT:
A se folosi numai in vitro

Data expirarii :

0,3 mi Rabies control ssrum 3

o7 Stye 3 23°C
Dxgry deiw: hedouss oy

0,3 m! Ser control Rabic 3

LoT: Asedepozkala2-8°C
Data expirari A sa folos] numal in vito







0.3 mi Biotinylzted enti-Rebies

0,6 mi Rabies Negative 06 mi Rabies Positive 0,3 ml Streptavidin peroxidase
control serum contro serum conjugate {103xcow ) anlibody #0omed

g Soe R 2E0 [reis Save 4228 a3 Suxe 228°C LT v 225

Exory des: rvkouse ool Txnrydea. nvEauss oy Exprry HE nataAs oy Zxpry oxe Pk uze oNY

0,6 mi Control negativ 0,6 mi Control pozitiv 0,3 ml Conjugat Streptavidina 0,3 m Anticorp anti-Rabie '
rabie Rabie peroxidaza (100x conc. ) blotmllat {100 x conc.)

LOT: Asedepozkala 28 (LOT: Ase depozka la 28 C LOT: A sa depozitala 28 T LOT: Ase depozkala 28 C
Data expkari A se folosi numal in vitro Data expirark A se fotost numal in vitro Data expirarfi A se folosi numai In vitro Data expirarit A se folos] numai In viro

l30 ml Dlluent for Streptawdm
peroxidase conjugate

(ready to use) ‘
LOT - Store at 2-8°C LOT:

Streptawdm perox1daza
(gata de folosire)

A se depozita la 2-8 °C

Ex;:)iry‘dété: "I vitro use only ".Data expirarii : A se folosi numai in vitro







O K SERVIS

PR x :— ‘ - b St
(EERE MRS TAPER ¥ o F 0 V-1 ey

25(_) ml Washing solution
(10x concentrated)

To Store al}2-8°C
Expiry date: In vitro use only

OK. SERVIS

15 ml Stop solutlon
(ready to use, 0,5M H,S0,)

i Store at 2-8°C
2%l n vitro use only

LOT:
Expiry date:

s b i 0 7

30 ml TMB Substrate

(ready to use)

LOT: : Store at 2-8°C
Expiry date: In vitro use only

250 ml Solutie Spalare
( 10 x concentrata)

LOT : A se depozita la 2-8 °C
Data expirarii A se folosi numai in vitro

Q.K. SERVIS

15 ml dlluant Proba
(gata de folosire, 0,5M H,SO4)

LOT :
Data expirarii :

A se depozita la 2-8 °C
A se folosi numai in vitro

T, OK, QERWS

30 ml Substrat TMB

(gata de folosire)

LOT: A se depozita la 2-8 °C
Data expirarii : A se folosi numai in vitro







