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Sectiunea 1
Introducere

Salmonellae reprezinta cea mai frecventa cauze a toxiinfectiilor alimentare din lume, in ciuda numeroaselor
masuri preventive luate pentru controlul acestor organisme. Ouale, produsele lactate, carnea, inclusiv carnea
de pasare, sunt alimentele asociate cel mai frecvent cu transmiterea Salmonella (65% din cazuri). Au fost
identificate peste 2.500 de serotipuri, toate fiind potential patogene pentru oameni. Ca urmare a dozei
infectioase reduse si a amenintarii grave reprezentate pentru producatorii si consumatorii de alimente, mai
multe tari impun acum absenta totala a organismelor de Salmonella h produsele alimentare.

Metodele de cultura clasice sunt adesea consumatoare de timp si monotone. In comparatie, kitul iQ-Check
Salmonella Il este un test calitativ simplu si rapid care permite detectarea secventelor de ADN specifice
Salmonella spp. gasite in probele din produsele alimentare, furajele animalelor si de mediu. Utilizadnd PCR in
timp real, secventele de ADN specifice organismelor Salmonella spp. sunt amplificate si detectate simultan prin
intermediul sondelor fluorescente. Pot fi procesate pana la 94 de probe in acelasi timp, cu risc minim de
contaminare, printr-o procedura usor de utilizat. Acest kit este destinat personalului instruit de laborator care
efectueaza teste pentru a detecta Salmonella spp. Utilizarea acestui test permite obtinerea rezultatelor in
cateva ore dupa imbogatirea unei probe.

Sectiunea 2
Tehnologia iQ-Check Salmonella spp. I

Kitul iQ-Check Salmonella Il se bazeaza pe amplificarea si detectarea genelor prin PCR in timp real. Reactivii
PCR gata de utilizare din kit contin oligonucleotide (amorse si sonde) specifice pentru Salmonella spp., precum si
polimeraza si nucleotide ADN. Detectarea si analiza datelor sunt optimizate pentru utilizare cu un instrument PCR
in timp real Bio-Rad, cum ar fi sistemul CFX96 Touch Deep Well.

PCR este o tehnica puternica folositd pentru a genera multe copii ale ADN-ului tinta. Tn timpul reactiei PCR, mai
multe cicluri de incalzire si racire permit denaturarea termica a ADN-ului, urmata de revenirea amorselor in
regiunea tinta. Polimeraza ADN-ului foloseste apoi aceste amorse si trifosfati deoxinucleotidici (dNTP) pentru a
extinde ADN-ul, creand copii ale ADN-ului tintd. Aceste copii se numesc ampliconi.

Tn PCR in timp real, sunt utilizate sonde specifice pentru a detecta ADN-ul in timpul pasului de amplificare, prin
hibridizare cu ampliconii. Aceste sonde sunt legate de un fluorofor care prezinta fluorescenta numai atunci cand
este hibridizat cu secventa tinta. FAM este fluoroforul legat de sonda care se hibridizeaza cu secventa ADN
specifica bacteriei Salmonella spp. In absenta ADN-ului tint&, nu va fi detectata nicio fluorescentd. Pe masura
ce numarul de ampliconi creste cu fiecare runda de amplificare, creste si intensitatea fluorescentei. Modulul
optic masoara aceasta fluorescenta la pasul de refacere in timpul fiecarui ciclu PCR, iar software-ul asociat
reprezinta grafic intensitatea fluorescentei in functie de numarul de cicluri.

Un martor intern ADN sintetic este inclus in amestecul de reactie pentru a valida eventualele rezultate negative.
Acest martor este amplificat cu o sonda specifica Tn acelasi timp cu secventa de ADN pentru Salmonella tinta si
este detectat de un al doilea fluorofor.

Acest test permite detectarea calitativa a organismelor Salmonella spp. in probe selectate din produse
alimentate, furajele animalelor si de mediu imbogatite anterior prin cultura. Include urmatorii cinci pasi principali:
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Sectiunea 3

Optional: o

i o Analiza si

A o Solutie de ADN PCR in timp . ’

Imboggtire indepartare a Extractie real mtear;){ gltoarrea
ADN-ului liber*

* Pentru conditiile de utilizare consultati ghidul de utilizare iQ-Check Free DNA Removal Solution (nr. 10000058391).

Sectiunea 3
Componentele kitului

Kitul iQ-Check Salmonella spp. Il contine suficienti reactivi pentru 96 de teste (94 de probe).

ID reactiv Reactiv Cantitate furnizata, ml
A Reactiv de liza 1 flacon, 20

B Sonde fluorescente 1 eprubets, 0,55

C Amestec amplificare 1 eprubets, 4,4

D Martor negativ PCR 1 eprubets, 0,5

E Martor pozitiv PCR 1 eprubets, 0,25
Sectiunea 4

Perioada de valabilitate si conditii de pastrare

Dupa primire, kitul trebuie pastrat la temperaturi intre 2-8 °C. Reactivii pastrati la aceasta temperatura pot fi utilizati pana la
data de expirare indicata pe eprubete.

Sectiunea 5
Materiale necesare, dar neincluse

Echipamente

=  Mixer cu palete de laborator pentru omogenizarea probelor de testare

* Incubator pentru imbogatirea microbiologica a probelor

=  Specific pentru extractie in eprubete conice sterile de 1,5 ml, cu capac filetat:
- Centrifuga de banc capabila de 10.000-12.000 x g
- Bloc de caldura uscata la 37 = 2 °C si/sau 95-100 °C

- Disruptor celular (de exemplu, Disruptor Genie, Scientific Industries, Inc.) - pentru Protocolul
Standard I

= Specific pentru extractia in placa prevazutad cu godeuri adanci:

- Agitator termic pentru incalzire* capabil s& mentina 37 = 2 °C si/sau 95-100 °C, cu o viteza
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de amestecare de cel putin 1.300 rpm
DW40 Deep Well Microplate Washer (nr. de catalog 90137) - pentru Protocolul Standard Il
= Ciclon
®= Placa de amestecare magnetica
= Micropipete de 20, 200 si 1.000 pl
= Varfuri pentru pipetoare repetitive; sterile, ambalate individual.

= Sistem PCR in timp real Bio-Rad*, de exemplu, CFX96 Touch Deep Well (nr. de catalog
3600037)

=  Sistemul Bio-Rad iQ-Check Prep pentru extractia automatd a ADN-ului si configurarea placii
PCR (nr. de catalog 3594911)

Nota: Va recomandam sa utilizati o sursa de alimentare neintrerupta (UPS) cu termociclorul si cu sistemele iQ-
Check Prep.

*Contactati departamentul de asistenta tehnicd Bio-Rad pentru informatii despre instrumentele recomandate.

Consumabile

= Mediu de imbogatire: Apa tamponata cu peptona (de exemplu, BPW Plus, nr. de catalog 3564684,
deshidratata, 500 g; 3554179, 225 ml x 6 flacoane; 3555795, 3 | x 4 pungi; 3555790, 5 | x 2 pungi BPW
Standard, nr. de catalog 12013259, deshidratata, 500 g; 12013258, deshidratata, 5 kg; 12013260,

51 x 2 pungi)

= Specific pentru imbogatirea probelor de productie primard de mediu: RAPID'Salmonella Capsule, (nr. de
catalog 3564710, 1x concentratie, 100 capsule; 3564709, 10x concentratie, 100 capsule; 3564712, pulbere,
100 de teste)

=  Supliment selectiv: Novobiocina

=  Supliment PIF (nr. de catalog 12013322, 2 g)
= Solutie iQ-Check Free DNA Removal (nr. de catalog 3594970)
=  Specific pentru probele de mediu:

- Bureti de mediu

- Tampoane de mediu

- Bulion de neutralizare pentru bureti si tampoane, cum ar fi Dey-Engley (D/E), HiCap Neutralizing
Broth sau Letheen Broth

= Specific pentru extractie in eprubete

- Eprubete conice de 1,5 ml, cu capac filetat, sterile (de exemplu nr. de catalog 2240110XTU)
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Sectiunea 6 Masuri de siguranta si recomandari pentru cele mai

Specific pentru extractia intr-o placa prevéazuta cu godeuri adanci

- Placa cu 96 de godeuri adanci (microplaci iQ-Check Deep Well, nr. de catalog 3594900)

- Folie de etansare din plastic (folie de etansare din plastic TeSeE NSP, nr. de catalog 3590139)

- Folie de etansare pre-perforata (folii X-Pierce, nr. de catalog 3593977 sau folie de etansare pre-

perforata pentru placi, 3600040, numai pentru America de Nord)
Specific pentru sistemul iQ-Check Prep
- Recipient de diluare de 60 ml (nr. de catalog 3594904)
Varfuri de filtrare (nr. de catalog 3594902, 50 pl x 5.760; nr. 3594903, 1.000 pl x 3.840)
- Eprubete de amestecare PCR (nr. de catalog 3594901, 5 ml x 50)
Specific pentru protocoalele de extractie Standard Il si Easy I
- Reactiv F granule de liza (nr. de catalog 3578136)
- Varfuri de pipeta cu deschidere larga de 200 pl

Agar RAPID'Salmonella (nr. de catalog 3563961, 90 mm x 20 vase; 3563963 90 mm x 120 vase;
3564705, deshidratat, 500 g)

Placi PCR, eprubete, banda de etansare si capace

Varfuri cu filtru sterile, adaptabile la micropipete de 20, 200 si 1000 pl

Varfuri pentru pipete Combitip sau pipetoare repetitive echivalente, sterile, ambalate individual
Pipete de 1 si 10 ml

Eprubete de testare sterile de 2 si 5 ml

Manusi fara pulbere

Apa sterila distilata

Tnalbitor, 5%

Agent de curatare, cum ar fi DNA AWAY sau RNase AWAY

Sectiunea 6

Masuri de siguranta si recomandari pentru cele mai bune rezultate

Acest test trebuie efectuat de catre personal instruit

Probele si culturile de imbogatire trebuie manipulate ca material potential infectios si eliminate in
conformitate cu normele si reglementarile locale

Toate materialele potential infectioase trebuie autoclavate inainte de eliminare
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=  (Calitatea rezultatelor depinde de respectarea stricta a bunelor practici de laborator (de exemplu, standardul EN
ISO 7218), in special in ceea ce priveste PCR:

- Nu mutati niciodata echipamentul de laborator (pipete, eprubete etc.) de la o statie de lucru la alta

- Utilizati intotdeauna un martor pozitiv si un martor negativ pentru fiecare serie de reactii de amplificare
- Nu utilizati reactivii dupa data de expirare a acestora

- Agitati reactivii din kit Thainte de a-i folosi pentru a asigura omogenitatea

- Verificati periodic acuratetea si precizia pipetelor, precum si functionarea corecté a instrumentelor

- Schimbati manusile des, mai ales daca banuiti ca sunt contaminate

- Curatati periodic spatiile de lucru cu inalbitor 5% si alti agenti de decontaminare precum DNA AWAY

- Folositi manusi fara pudra si evitati sa Iasati amprente si sa scrieti pe capacele eprubetelor. Ambele
vor interfera cu achizitia datelor

= Serecomanda insistent sa se respecte cerintele generale descrise in standardul EN 1ISO 22174:2005
(Microbiologia alimentelor si furajelor. Reactia polimerazei in lant (PCR) pentru detectarea agentilor patogeni
alimentari. Cerinte generale si definitii)

=  KitiQ-Check Salmonella Il

- Toate substantele sau amestecurile din kitul de testare sunt produse clasificate, conform Sistemului
Global Armonizat (GHS). Contactul cu acizii poate provoca eliberarea de gaze toxice. Nu sunt
necesare precautii speciale in cazul utilizarii corecte. Daca produsul este inhalat, furnizati aer
proaspat si consultati un medic in caz de reactii. Dupa contactul produsului cu ochii, clatiti ochii
deschisi timp de cateva minute sub jet de apa. Daca produsele sunt inghitite, induceti voma si
solicitati ajutor medical

=  Sistemul iQ-Check Prep

- Utilizarea necorespunzatoare a sistemului iQ-Check Prep poate cauza vatamari corporale sau
deteriorarea instrumentului. Unele componente pot prezenta un risc de vatamare corporala din
cauza caldurii excesive daca sunt manipulate necorespunzator. Pentru o utilizare in siguranta,
sistemul iQ-Check Prep trebuie exploatat numai de personal calificat de laborator care a fost
instruit corespunzator. Intretinerea instrumentului trebuie efectuatd numai de cétre inginerii de
service de teren Bio-Rad

=  Sistemul de detectare PCR n timp real CFX96 Touch Deep Well

- Utilizarea necorespunzatoare a sistemului de detectare PCR in timp real CFX96 Touch Deep Well
poate cauza vatamari corporale sau deteriorarea instrumentului. Unele componente pot prezenta un
risc de vatamare corporala din cauza caldurii excesive daca sunt manipulate necorespunzator. Pentru o
utilizare in siguranta, sistemul detectare PCR in timp real CFX96 Touch Deep Well trebuie utilizat
numai de personal calificat de laborator care a fost instruit corespunzator. Intretinerea instrumentului
trebuie efectuatd numai de catre inginerii de service de teren Bio-Rad
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Sectiunea 7

* Imbogatire

- Utilizatorul trebuie sa citeasca, sa inteleaga si sd urmeze toate informatiile de sigurantéa din
instructiunile pentru kitul iQ-Check Salmonella Il. Pastrati instructiunile de siguranta pentru consultare
viitoare. Pentru a reduce riscurile asociate cu expunerea la substante chimice si pericole biologice,
efectuati testarea agentilor patogeni intr-un laborator dotat corespunzator, sub controlul personalului
instruit. Urmati intotdeauna practicile standard de siguranta de laborator, inclusiv purtarea de
imbracaminte de protectie adecvata si protectie a ochilor in timp ce manipulati reactivii si probele
contaminate. Evitati contactul cu continutul mediului de imbogatire si al eprubetelor de reactiv dupa
amplificare. Aruncati probele imbogatite conform standardelor actuale din domeniu

- Salmonella este un organism de nivel 2 din punct de vedere al securitatii biologice. Probele biologice,
cum ar fi imbogatirile, au potentialul de a transmite boli infectioase. Respectati toate reglementarile
locale, statale/provinciale si/sau nationale aplicabile privind eliminarea deseurilor biologice. Purtati
echipament de protectie adecvat, care include, fara a se limita la, ochelari de protectie, scut de
protectie, imbracaminte/halat de laborator si manusi. Toate activitatile trebuie sa se desfasoare in
unitati echipate corespunzator, utilizadnd echipamentul de siguranta adecvat (de exemplu, dispozitive de
izolare fizica). Inainte de a lucra cu materiale potential infectioase personalul trebuie s3 fie instruit in
conformitate cu reglementarile aplicabile si cu cerintele companiei/institutiei

- Lafinalizarea testarii, toate materialele si mediile care ar putea contine agenti patogeni trebuie
decontaminate conform standardelor actuale din domeniu pentru eliminarea deseurilor contaminate

(anume, autoclavare timp de 20 de minute la 120 °C). Consultati Fisa cu date de securitate pentru
informatii suplimentare si reglementarile locale privind eliminarea

Sectiunea 7
Protocol

Se recomanda cu insistenta sa cititi intregul protocol inainte de a incepe testul.

Urmatorul tabel prezinta diferitele protocoale care pot fi utilizate Tn functie de aplicatie si de sfera validarii.

Domeniul de aplicare imbogstire Extragerea ADN-ului CLrtificare

Metoda Format
BPW <
Probe de produse o Standard | Eprubeti NF VALIDATION
alimentare, furaje pentru 20+4orela37£1°C
animale si de mediu 1
BPW Easy | Eprubeti/godeu adanc NF VALIDATION
22+2orela37+1°C
Produse din carne cruda 2 BPWla415+1°C
25¢g 8-16 ore Easy Il Eprubetd/godeu adanc NF VALIDATION
3759 10-18 ore
BPW supl.
: 22+4orelad41,5+1°C
Probe de productie Easy | Eprubets/godeu adanc NF VALIDATION
primara de mediu Standard Il 3
+ BPW
5+lorela37+1°C
Lapte praf si cereale pentru BPW + PIF sup
bebelusi, cu i fara 22+ dore Easy | Eprubets/godeu adanc NF VALIDATION
probiotice, ingrediente 4 la37 + 1 °C

10-375 g
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BPW + novobiocina

Produse lactate crude 22+ 2 ore =amy | Eprubets/godeu adanc NF VALIDATION
pand la 50 g la415+1°C
Produse alimentare si BPW
suprafete de mediu 21+ 1orela37+1°C Easy | Eprubeti/godeu adanc AOAC OMA 2017.06
selectate

) . Lapte degresat . A
Ciocolatd 20+ 2 ore la 37 + 1 °C Easy | Eprubeta/godeu adanc AOAC OMA 2017.06
Clatirea carcaselor BPW Easy | Eprubetd/godeu adanc AOAC OMA 2017.06

21+1lorela37+1°C

Carne tocata de vita, cruda » BPW preincalzit 10 Standard I Eprubets/godeu adanc AOAC-PTM 010803

2orela36x1°C

1Cu exceptia probelor de productie primara de mediu

2 Protocol utilizat pentru detectarea simultana a E coli 0157:H7

3Reactivul de liza utilizat este numai reactivul A (fara reactivul F)

«Validarea include si utilizarea solutiei iQ-Check Free DNA Removal si fisierul protocolului aplicatiei ,Salmo Fast” pentru un timp de rulare PCR
redus. Contactati reprezentantul Bio-Rad pentru mai multe informatii. Protocolul este armonizat cu kitul iQ-Check Cronobacter spp.

A. imbogatirea probei

Informatii generale
Pentru imbogatirea peste noapte, incalziti mediul la temperatura camerei (20-25 °C) Tnainte de utilizare.

Pentru o imbogatire scurta (8 ore), incalziti bulionul de imbogatire la temperatura de incubare a probei Thainte de
utilizare. Timpul scurt de imbogatire este sensibil la conditiile de incubatie si temperaturile indicate trebuie
respectate cu strictete. Durata pregatirii probei (timpul dintre preincalzirea bulionului de imbogatire si inceputul
incubatiei probei de produs alimentar) nu trebuie sa depaseasca 45 de minute. Se recomanda utilizarea unui
incubator ventilat.

Se recomanda cu insistenta utilizarea unei pungi de imbogatire cu filtru incorporat.

Utilizarea alfa-amilazei este recomandaté pentru imbogatirea cerealelor sau a produselor cu amidon, asa cum
este descris Tn standardul ISO 6887-4.

Tn scopul validarii NF, respectati standardele ISO 6887-2 pana la -6 pentru pregétirea probelor. Daca nu este
indicat in acest sens, nu au fost testate portiuni de testare care cantaresc mai mult de 25 g. Incubati fara
agitare conform duratelor si temperaturilor indicate n tabel. Protocolul de extractie ADN Standard | poate fi
utilizat pentru toate matricele, cu exceptia probelor de productie primara de mediu.

Probe de produse alimentare, furaje pentru animale si de suprafete de mediu

1. Omogenizati n g de proba de produse alimentare Th 9 x n ml (de exemplu, 25 g in 225 ml) apa tamponata cu
peptona.
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Sectiunea 7

2. Pentru dimensiuni mai mari ale probelor, omogenizati n g de proba de produse alimentare in 3 x n ml (de
exemplu, 375 g in 1.125 ml) apa tamponata cu peptona.

3. Umeziti tampoanele si buretii cu un bulion neutralizant care nu contine complex de sulfonat de aril.

4. Pentru suprafetele care sunt analizate cu tampoane, prelevati probe de pe o zona de 1 x 1” (2,54 x 2,54 cm).
Pentru suprafetele care sunt analizate cu tampoane, prelevati probe de pe o zona de 4 x 4” (10,16 x 10,16
cm).

5. Addaugati buretii sau tampoanele in apa tamponata cu peptona.

6. Incubati fara agitare timp de 20 + 4 ore la 37 = 1 °C daca se urmeaza protocolul de extractie Standard sau
22 2 orela 37 £ 1 °C daca se urmeaza protocolul de extractie Easy.

Produse de carne cruda, panala25g

1. Omogenizati n g de proba in 9 x n ml (de exemplu, 25 g in 225 ml) apa tamponata cu peptona.
2. Incubati fara agitare timp de 8-16 ore la 41,5+ 1 °C.

3. Urmati Protocolul de extractie a ADN-ului Easy II.

Nota: Probele imbogétite pot fi pastrate la 2-8 °C timp de 72 de ore dupa sfarsitul incubarii la 41,5 °C.

Produse de carne cruda, panala375g

1. Omogenizati n g de proba in 3 x n ml (de exemplu, 375 g in 1.125 ml) apa tamponata cu peptona.
2. Incubati fara agitare timp de 10-18 ore la 41,5 + 1 °C.

3. Urmati Protocolul de extractie a ADN-ului Easy II.

Nota: Probele imbogatite pot fi pastrate la 2-8 °C timp de 72 de ore dupa sfarsitul incubarii la 41,5 °C.

Probe de productie primara de mediu

1. Omogenizati proba in apa tamponata cu peptona suplimentata cu RAPID'Salmonella Capsule (consultati
tabelul de mai sus pentru conditiile de incubatie).

2. Incubati timp de 22 + 4 ore la 41,5 £ 1 °C, apoi transferati 100 pl in 900 pl apa tamponata cu peptona
proaspata intr-o eprubeta sau in godeurile unei placi cu godeuri adanci.

3. Sigilati placa prevazuta cu godeuri adanci si incubati timp de 5 + 1 oré la 37 £ 1 °C.
4. Urmati Protocolul de extractie a ADN-ului Easy | sau Standard II.

Nota: Dupa incheierea incubarii la 41,5 °C, imbogatirea primara poate fi pastrata la 2-8 °C timp de 16 ore inainte
de a trece la imbogatirea secundara.
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Probe de lapte praf si de cereale pentru sugari cu si fara probiotice si ingrediente, pana la 375 g

1.

2.

3.

Omogenizati n g de proba in 3 x n ml (de exemplu, 300 g in 900 ml) apa tamponata cu peptona suplimentata
cu Supliment PIF (100 pl/l, de exemplu, 120 pl in 900 ml apa tamponata cu peptona).

Incubati fara agitare timp de 22 £+ 4 orela 37 £ 1 °C.

Urmati Protocolul de extractie a ADN-ului Easy |.

Nota: in domeniul de aplicare al validarii NF VALIDATION, nu au fost testate portiuni de testare care cantaresc
mai mult de 375 g.

Nota: Probele imbogatite pot fi pastrate la 2-8 °C timp de 72 de ore dupa sfarsitul incubarii la 37 °C.

Produse lactate crude, panala 50 g

1.

2.

3.

Omogenizati n g de proba in 9 x n ml (de exemplu, 50 g in 450 ml) apa tamponata cu peptona,
suplimentata cu novobiocina (20 mg/l).

Incubati fara agitare timp de 22 £ 2 ore la 41,5+ 1 °C.

Urmati Protocolul de extractie a ADN-ului Easy I.

Nota: Tn domeniul de aplicare al validarii NF VALIDATION, nu au fost testate portiuni de testare care cantaresc mai
mult de 50 g.

Nota: Probele imbogatite pot fi pastrate la 2-8 °C timp de 72 de ore dupa sfarsitul incubarii la 41,5 °C.

Ciocolata, 375 g, AOAC OMA 2017.06

1.
2.

3.

B.

Omogenizati 375 g de proba in 3.000 ml mediu de lapte degresat.
Incubati fara agitare timp de 20 £ 2 ore la 37 + 1 °C.

Urmati Protocolul de extractie a ADN-ului Easy I.

Tratament de indepartare a ADN-ului liber

Solutia iQ-Check Free DNA Removal (nr. de catalog 3594970) ofera o modalitate ideala de a elimina ADN-ul
liber. Urmati recomandarile Bio-Rad din ghidul de utilizare.

C.

Extragerea ADN-ului

Recomandari generale:

1.

2.

Porniti blocul de caldura sau agitatorul termic pentru preincalzire inainte de a incepe testul. Setati-I la 95-
100 °C. Pastrati reactivul de liza in suspensie in timp ce pipetati prin agitare la viteza medie pe o placa de
agitare magnetica.

Tn general, evitati agitarea pungii de imbogétire si colectarea de fragmente mari de produse alimentare. Pentru
probele din produse alimentare cu un supernatant gras, recoltati proba chiar sub acest strat.
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Sectiunea 7

3. Deschideti eprubetele si godeurile cu atentie pentru a evita orice posibila contaminare incrucisata.
4. Raciti placa prevazuta cu godeuri adanci inainte de a pipeta direct prin folia de etansare pre-perforata.

5. Utilizati bara magnetica pentru a mentine reactivul de liza in suspensie. Pipetati in timp ce agitati la viteza
medie.

6. Agitati usor reactivul de liza, mai intai cu mana, pentru a resuspenda rasina. Pipetati in timp ce bara de
amestecare magnetica agita continutul flaconului la viteza medie pentru a mentine continutul in suspensie.

7. Pentru protocoalele Easy Il si Standard II, reconstituiti reactivul de liza finald dupa cum urmeaza:
a. Turnati cu grija tot continutul din reactivul F (granulele de liza) in reactivul A (reactivul de liza).
b. Utilizati consumabile cu un varf suficient de lat pentru a permite pipetarea reactivului de liza omogenizat.

c. Reactivul de liza amestecat cu granulele de liza (reactivii A+F) are o perioada de valabilitate de 6
luni, cand este depozitat la 4 °C.

Protocolul Easy |

1. Alicotati 100 pl de reactiv de lizd omogenizat (reactivul A) Tn eprubete sau in godeurile unei placi cu godeuri
adanci.

2. Adédugati 100 pl de proba imbogatita.

3. Amestecati solutia prin pipetarea n sus si in jos pana la omogenizare.

4. Tnchidet,i eprubetele sau sigilati placa prevazuta cu godeuri adanci cu folie de etansare pre-perforata.

5. Incubati eprubetele in blocul termic la 95-100 °C timp de 15-20 minute. Incubati placa prevazuta cu
godeuri adanci in agitatorul termic sub agitare la 1.300-1.600 rpm, la 95-100 °C, timp de 15-20

minute.

6. Agitati eprubetele la vitezd mare, apoi centrifugati la 10.000-12.000 x g timp de cel putin 2
minute. Centrifugarea nu este necesara pentru placa prevazuta cu godeuri adanci.

Protocolul Easy Il

1. Alicotati 100 pl de reactiv de lizd omogenizat (reactivii A+F) in godeurile unei placi cu godeuri adanci.
Nota: Agitati usor reactivul de liza, mai intai cu méana, pentru a resuspenda granulele.
2. Adéaugati 100 pl de proba imbogatita.

Nota: Agitati suspensia pentru a omogeniza cultura si apoi lasati orice resturi sa se depuna Tnainte de
recoltarea probei.

3. Amestecati solutia prin pipetarea n sus si in jos pana la omogenizare.

4. Tnchideti eprubetele sau sigilati placa prevazuta cu godeuri adanci cu folie de etansare pre-perforata.

5. Puneti eprubetele in disruptorul celular timp de 3 + 1 minute.
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6. Incubati eprubetele in blocul termic la 95-100 °C timp de 10-15 minute. Incubati placa prevazuta cu
godeuri adanci in agitatorul termic sub agitare la 1.300 rpm, la 95-100 °C, timp de 15-20 minute.

7. Agitati eprubetele la viteza mare, apoi centrifugati la 10.000-12.000 x g timp de cel putin 2
minute. Centrifugarea nu este necesara pentru placa prevazuta cu godeuri adanci.

Acesta este punctul de oprire recomandat pentru intreruperea temporara a procedurii.

Supernatantul poate fi pastrat panala 1 an la -20 °C. Lasati-l intotdeauna sa se dezghete si s se omogenizeze,
apoi centrifugati la 10.000-12.000 x g timp de 5 minute inainte de reutilizare.

Protocolul Standard |

1. Colectati 1 ml de proba decantatd imbogatitad intr-o eprubeta.
2. Centrifugati la 10.000-12.000 x g timp de 5 minute.

3. Aruncati tot supernatantul.

4. Adaugati 200 pl de reactiv de liza (reactivul A) la pelet.

5. Pipetati reactivul in eprubeta in sus si in jos de suficiente ori pentru a resuspenda peletul. Numarul va
depinde de proba.

6. Agitati la viteza mare si puneti eprubeta n blocul termic la 95-100 °C timp de 10-15 minute.

7. Agitati la viteza mare si centrifugati la 10.000-12.000 x g timp de 5 minute.
Acesta este punctul de oprire recomandat pentru intreruperea temporara a procedurii.

Supernatantul poate fi pastrat pana la 1 an la -20 °C. Lasati-l intotdeauna sa se dezghete si sa se
omogenizeze, apoi centrifugati la 10.000-12.000 x g timp de 5 minute Tnainte de reutilizare.

Protocolul Standard Il

1. Recoltati 1 ml de proba imbogatita decantata intr-o eprubeta sau intr-un godeu al unei placi cu godeuri
adanci. Sigilati placa prevazuta cu godeuri adanci folosind o folie de plastic.

Nota: Agitati suspensia pentru a omogeniza cultura si apoi lasati orice resturi sa se depuna Tnainte de recoltarea
probei.

2. Centrifugati eprubetele la 10.000-12.000 x g timp de 5 minute. Aruncati supernatantul. Centrifugati placile
cu godeuri adanci la 2250 x g timp de 20 de minute si aruncati supernatantul manual sau folositi DW40.

3. Adédugati 200 pl de reactiv de lizd omogenizat (reactivii A+F) pe pelet si resuspendati peletul prin
pipetarea reactivului in sus si in jos. Tnchidet,i eprubetele sau sigilati placa prevazuta cu godeuri adanci cu
folie de etansare pre-perforata.

Nota: Agitati usor reactivul de liza, mai intdi cu méana, pentru a resuspenda granulele. Pentru probele de productie
primara, utilizati reactivul A fara reactivul F.
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Sectiunea 7

4. Puneti eprubeta in disruptorul celular timp de 3 + 1 minute sau agitati placa prevazuta cu godeuri
adanci n agitatorul termic la 1.300-1.600 rpm, la 95-100 °C, timp de 15-20 minute.

5. Incubati eprubetele in blocul termic corespunzator la 95-100 °C timp de 10-15 minute.

6. Agitati eprubetele la viteza mare si centrifugati la 10.000-12.000 x g timp de 5 minute. Centrifugati placa
prevazuta cu godeuri adanci la 2250 x g timp de 2 minute.

Acesta este punctul de oprire recomandat pentru intreruperea temporara a procedurii.

Supernatantul poate fi pastrat panala 1 an la -20 °C. Lasati-l intotdeauna sa se dezghete si sa se omogenizeze,
apoi centrifugati la 10.000-12.000 x g timp de 5 minute inainte de reutilizare.
D. PCRintimp real

Configurarea instrumentului si a software-ului

Pentru configurarea instrumentului si a software-ului, urmati instructiunile din ghidul de utilizare al
sistemului PCR 1n timp real pentru kiturile iQ-Check.

Prepararea amestecului PCR

1. Preparati amestecul PCR continand solutia de amplificare (reactivul C) si sondele fluorescente (reactivul B).

Volumul de amestec PCR necesar depinde de numarul de probe si de martori care trebuie sa se analizeze. Cel
putin un martor pozitiv si unul negativ trebuie sa se includa la fiecare rulare PCR. Utilizati tabelul de pipetare din
Anexa - Ghidul de calculare a amestecului PCR pentru a gasi volumele corecte de utilizat pentru fiecare reactiv.

2. Utilizati amestecul PCR (reactivii B+C) imediat dupa preparare. Este stabil timp de maxim 1 oré la 2-8 °C.

3. Pipetati 45 pl din amestecul PCR in fiecare godeu in functie de configuratia placii.

4. Adaugati 5 pl de extract de ADN, de reactiv D (martor negativ) sau de reactiv E (martor pozitiv). Nu agitati
proba inainte de pipetare. Sigilati ermetic godeurile placii sau benzile. Este important sa evitati formarea
bulelor pe fundul godeurilor pipetand cu atentie. Ca pas optional, centrifugati placa PCR sigilata sau benzile
de eprubete (rotire rapida) pentru a elimina orice bule.

5. Puneti placa sau benzile in termociclor. Asigurati-va ca ati plasat placa avand godeul A1 n coltul din stanga
sus. Inchideti modulul de reactie.

Rulati PCR

Pentru a porni rularea testului PCR, urmati instructiunile din ghidul de utilizare al sistemului PCR in timp real
pentru kiturile iQ-Check. Fisierul protocolului din aplicatia ,Salmo Fast” a fost certificat de catre NF Validation.
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E. Analiza datelor

Datele pot fi analizate direct la sfarsitul rularii testului PCR sau mai tarziu, prin deschiderea fisierului de date stocat.
Pentru deschiderea figierelor de date si setarea parametrilor de analiza a datelor urmati instructiunile din manualul
de utilizare al software-ului CFX Manager IDE.

Interpretarea rezultatelor

Odata ce parametrii de analiza a datelor au fost stabiliti, rezultatele sunt interpretate prin analiza valorilor Cq ale
fiecarei probe (ciclul la care curba de amplificare depaseste pragul).

Software-ul CFX Manager IDE permite analiza automata completa pentru sistemele de detectare PCR in timp real
Bio-Rad.

Martori
Verificati martorii pozitivi si negativi inainte de a interpreta rezultatele probei.

Pentru ca experimentul sa fie valid, martorii trebuie sa aiba rezultatele rezumate in tabelul urmator. in caz contrar,
reactia PCR trebuie repetata.

Detectia Salmonella spp. Detectia martorului intern
(canal FAM) (canal HEX)
Martor negativ Cq = N/A* 28<Cq=<40
Martor pozitiv 26<Cq=36 N/A

* Software-ul indic o valoare Cq N/A (nu este cazul) atunci cand fluorescenta unei probe nu creste semnificativ peste zgomotul de fond si, prin
urmare, nu depaseste pragul.

Daca rezultatele martorilor negativi si pozitivi diferd de cele din tabelul de mai sus (martor nevalid), repetati rularea
si analiza descrise 1n paragraful D. PCR in timp real si E. Analiza datelor din Sectiunea 7 Protocol.

Probe
O proba pozitiva pentru Salmonella spp. trebuie sa aiba o valoare Cq =210 pentru fluoroforul FAM.

= Daca valoarea Cq pentru ambele canale este sub 10, verificati daca, pentru datele brute, curba este o
curba de amplificare obisnuita (cu o linie de baza plata, urmata de o crestere exponentiala rapida a
fluorescentei si apoi o aplatizare). In cazul in care curba pare corectd, proba poate fi considerata pozitiva
pentru Salmonella spp.

Daca nu exista o valoare Cq (Ct = N/A) pentru FAM sau curba nu este o curba tipica de amplificare, trebuie analizat
martorul intern pentru acea proba.

=  Aceasta proba este considerata negativa pentru Salmonella spp. daca nu exista o valoare Cq n canalul
FAM, iar martorul intern are o valoare Ct 228

= Daca martorul intern nu are nicio valoare Cq (Cq = N/A), aceasta indica probabil inhibarea reactiei

PCR. Proba trebuie diluata (folosind 10 pl de extract de ADN; obtineti o dilutie 1:10 in apa distilata
sterila si apoi testati 5 ul din dilutie) si repetati testul PCR
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Sectiunea 8 Confirmarea rezultatelor

= Tn cazul in care valoarea Cq pentru martorul intern este < 28, nu este posibil interpretarea rezultatului.
Verificati daca pragul a fost plasat corect sau curba de date brute este o curba obisnuitad de amplificare. In
cazul in care curba nu are o forma caracteristica, va fi necesar sa se repete testul PCR.

Interpretarea rezultatelor probei este rezumata in urmatorul tabel:

Detectia Salmonella spp. Detectia martorului intern Interpretare
(canal FAM) (canal HEX)
Cqz=10 N/A Pozitiv
Cq = N/A Cqg=28 Negativ
Cqg=N/A Cq=N/A Inhibare*

* Cand atat detectia probei, cat si a martorului intern di o valoare Cq = N/A, proba trebuie diluata 1:10 si testatd din nou.

O interpretare nevalida poate fi data atunci cand criteriile de validare nu sunt indeplinite. Verificati datele brute si
procedati ca si cum proba ar fi fost inhibata.

Sectiunea 8
Confirmarea rezultatelor pozitive

Tn contextul validarii AOAC, un rezultat iQ-Check pozitiv pentru Salmonella Il se presupune a fi pozitiv si se
recomanda confirmarea conform unei metode de referinta adecvate (de exemplu, USDA MLG, FDA BAM, ISO,
MFHPB etc.).

Tn contextul metodei certificate VALIDARE NF, toate rezultatele pozitive ale kitului iQ-Check trebuie confirmate
intr-unul din urmatoarele moduri:

Toate probele, cu exceptia probelor de productie primara

1. Utilizand testele clasice descrise in metodele standardizate CEN sau 1SO (inclusiv
purificarea) direct din bulionul de imbogatire BPW dupa imbogatirea completa timp de 18 +
2 orela 37 °C.

2. Prin trasarea a 10 yl BPW imbogatit (cu suplimente atunci cand este cazul) direct catre medii
cromogene RAPID'Salmonella si incubarea timp de 24 + 2 ore la 37 + 1 °C. Cand flora
interferenta ar putea fi ridicata, transferati 0,5 ml BPW imbogatit in 10 ml bulion de soia
Rapapport Vassiliadis (RVS) si incubati timp de 24 + 3 ore la 41,5 £ 1 °C, apoi continuati cu
trasarea a 10 pl RVS imbogatit in medii cromogene RAPID'Salmonella.

3. Utilizand orice altd metoda certificata de NF VALIDATION bazata pe un principiu diferit de cel
utilizat in testul PCR iQ-Check Salmonella Il. Protocolul validat al acestei a doua metode
trebuie urmat in intregime, inclusiv imbogatirea selectiva cu RVS, atunci cand este necesar.
Confirmarea se efectueaza din bulionul de imbogatire BPW daca acest pas este comun
ambelor metode.
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Tn cazul rezultatelor discrepante intre kitul iQ-Check Salmonella Il si oricare dintre optiunile de confirmare
enumerate mai sus, urmati pasii necesari pentru a asigura rezultate valide.

Este posibil sa se pastreze BPW imbogatit la 2-8 °C, timp de maximum 72 de ore, dupa incubare la 37 °C, cu
exceptia probelor de lactate si a suprafetelor de mediu.

Probe de productie primara

Tncepeti procesul de confirmare de la imbogatirea primar&, urmand metoda MSRYV indicaté in Anexa D la
standardul ISO 6579/A1 si folosind mediul RAPID'Salmonella pentru izolare.

Neconcordantele intre rezultatele kitului iQ-Check Salmonella Il si metoda de confirmare descrisa mai sus pot fi
cauzate de prezenta de organisme de Salmonella nemiscate. in acest caz, urmati protocolul RAPID'Salmonella de
fmbogatire dubla (consultati ghidul de utilizare a produsului pentru instructiuni de utilizare). Acest protocol include o
etapa de imbogatire selectiva in mediu RVS.

Tn domeniul de aplicare al NF VALIDATION, pungile de imbogatire primara pot fi pastrate pané la 24 de ore la 2-8 °C
Tnainte de a trece la confirmare.

Sectiunea 9
Confirmarea coloniilor individuale folosind kitul iQ-Check

iQ-Check Salmonella spp. Il. Kitul poate fi folosit si pentru a confirma o singura colonie de Salmonella spp. izolata
pe placi de agar. Acest lucru este validat oficial de AFNOR Certification pe medii cromogene RAPID'Salmonella.

1. Alegeti o colonie izolata de pe o placa de agar selectiva sau neselectiva, folosind o scobitoare, o bucla
sterila sau alt consumabil adaptat (de exemplu, un varf de pipeta).

2. Resuspendati colonia in 100 pl de sare de triptona sau apa distilata sterild, intr-o eprubeta de
microcentrifugd. Omogenizati folosind un ciclon.

3. Utilizati 5 pl de suspensie cu 45 pl de amestec PCR (a se vedea paragraful D. PCR in timp real din Sectiunea
7 Protocol) si urmati restul protocolului iQ-Check Salmonella Il pentru interpretarea datelor si a rezultatelor.

Sectiunea 10
Performante de testare si validari

Kitul iQ-Check Salmonella Il este specific pentru detectarea genului Salmonella.

\FICATION
A

NF Validation
NF Kitul iQ-Check Salmonella Il este certificat de NF VALIDATION ca metoda alternativa la
VALIDATION metoda de referinta ISO 6579 -1 (2017), pentru detectarea Salmonella spp. in toate

produsele destinate consumului uman si animal, precum si in probele de mediu.
Validarea a urmat protocolul standardului ISO 16140: 2016 si include utilizarea
sistemelor PCR in timp real CFX96 Touch si CFX96 Touch Deep Well. Utilizarea solutiei
iQ-Check Free DNA Removal este

EN ISO 16140
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Sectiunea 11
Referinte

validata pentru lapte praf si ingrediente pentru sugari. Software-ul asociat este

CFX Manager IDE (versiunea 2.2 si versiuni ulterioare). FPA ,Salmo Fast” este,

de asemenea

validat pentru toate probele. Numar de certificat: BRD 07/06 — 07/04. Valabil pana la:
Consultati certificatul disponibil pe site-ul AFNOR Certification.

Validarea AOAC

Kitul iQ-Check Salmonella Il (Protocolul Easy) este validat de AOAC Research Institute
sub OMA 2017.06 pentru detectarea Salmonella spp. in oua (25 g), carne de pui tocata,
cruda (25 si 375 g), carne de vita cruda (25 g), carne de porc cruda (25 g), spanac
proaspat (25 g), pepene galben (25 g), unt de arahide (25 g), sunca de porc gata de
consumat (375 g), suprafete de mediu selectate, hrana pentru animale de companie.
umeda (25 g) si uscata (25 si 375 g), ciocolata (375 g), branza (375 g) si clatiri de
carcasa. Protocolul Standard Il este, de asemenea, validat de AOAC-PTM (010803)
pentru detectarea simultana a Salmonella spp. si E coli 0157:H7 in carnea de vita tocata,
cruda. Un rezultat pozitiv cu kitul iQ-Check este considerat prezumtiv si se recomanda sa
fie confirmat prin metode standard de referinta.

Validarea Health Canada

Kitul iQ-Check Salmonella Il (Protocolul Easy) a fost validat de Health Canada (MFLP-
38) pentru detectarea Salmonella spp. dintr-o varietate de produse alimentare

(25 g) si suprafete de mediu selectate. Un rezultat pozitiv cu kitul iQ-Check ar trebui
considerat prezumtiv si trebuie sa fie confirmat conform MFHPB-20 (a se vedea
sectiunea 11, referinta 5).

Validarea NordVal

Kitul iQ-Check Salmonella Il este validat de NordVal pentru Protocoalele Standard | si
Easy | (in microplaci) in produse alimentare, furaje si mediu, si pentru Protocoalele
Standard Il si Easy Il (in microplaci) in carnea cruda si respectiv carnea de vita cruda. in
plus, s-a demonstrat ca nu este necesara confirmarea. Numar de certificat:

038. Valabil pana la: Consultati certificatul disponibil pe site-ul NordVal.

ISO 7218. Microbiologia alimentelor i furajelor. Cerinte generale si indrumari pentru examinari microbiologice.

ISO 6887-4:2017. Microbiologia lantului trofic. Pregatirea probelor de testat, suspensia initiala si dilutii zecimale
pentru examinarea microbiologica. Partea 4: Reguli specifice pentru prepararea produselor diverse.

ISO 6579-1 (2017). Microbiologia lantului trofic. Metoda orizontala pentru detectarea, enumerarea si serotiparea
organismelor Salmonella. Partea 1: Detectarea Salmonella spp.

ISO 16140-2 (2016). Microbiologia lantului trofic. Validarea metodei. Partea 2: Protocol pentru validarea metodelor
alternative (interne) in raport cu o metoda de referinta.

Miras | et al. (1995). Nucleotide sequence of iagA and iagB genes involved in invasion of HeLa cells by
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Salmonella enteritica subsp. Enteritica ser. Typhi. Res Microbiol 46, 17-20.

United States Department of Agriculture, Food Safety and Inspection Service (2019). Microbiology
Laboratory Guidebook, Chapter 4.10: Isolation and Identification of Salmonella from Meat, Poultry,
Pasteurized Egg, and Catfish Products and Carcass and Environmental Sponges.

United States Food and Drug Administration, Center for Food Safety and Applied Nutrition (2018). Bacteriological
Analytical Manual, Chapter 5: Salmonella.

Health Canada Health Products and Food Branch, MFHPB-20 Isolation and Identification of Salmonella
from Food and Environmental Samples, Compendium of Analytical Methods, Volume 2, March 2009.

Health Canada Health Products and Food Branch, Part 4: Qualitative Methods, Procedure for the Development and
Management of Food Microbiological Methods, Compendium of Analytical Methods, Volume 1.

Sectiunea 12
Istoricul revizuirilor

Data lansarii Numarul documentului Modificare

octombrie 2020 10000131519 Ver. A - Reinnoirea si extinderea validarii AFNOR:
Utilizarea FDRS ca FSA
optional pentru ,Salmo
Fast”

- Design de document nou si actualizarea referintelor
si a continutului

- Modificarea numarului documentului (versiunea
anterioara era 808463 Rev. G)
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Anexa - Ghid de calculare a amestecului PCR Istoricul

Anexa - Ghid de calculare a amestecului PCR

Pentru a gasi volumele corecte de utilizat la prepararea amestecului PCR, adunati numarul total de probe
si martori care trebuie sa se analizeze si gasiti volumele corespunzatoare de reactiv B si reactiv C in
tabel.

Numar total de Reactiv B Amestec Numar total de Reactiv B Amestec Numar total de Reactiv B Amestec
probe si martori sonde, pl amplificar probe si martori sonde, pl amplificar probe si martori sonde, pl amplificar
Reacti(\el C,ul Reacti?/ C,ul Reacti?/ C,ul

1 5 40 33 178 1.400 65 351 2.800

2 11 86 34 184 1.500 66 356 2.900

S 16 130 35 189 1.500 67 362 2.900

4 22 173 36 194 1.600 68 367 2.900

5 27 216 37 200 1.600 69 373 3.000

6 32 259 38 205 1.600 70 378 3.000

7 38 302 39 211 1.700 71 383 3.100

8 43 346 40 216 1.700 72 389 3.100

9 49 389 41 221 1.800 73 394 3.200
10 54 432 42 227 1.800 74 400 3.200
11 59 475 43 232 1.900 75 405 3.200
12 65 518 44 238 1.900 76 410 3.300
13 70 562 45 243 1.900 7 416 3.300
14 76 605 46 248 2.000 78 421 3.400
15 81 648 47 254 2.000 79 427 3.400
16 86 691 48 259 2.100 80 432 3.500
17 92 734 49 265 2.100 81 437 3.500
18 97 778 50 270 2.200 82 443 3.500
19 103 821 51 275 2.200 83 448 3.600
20 108 864 52 281 2.200 84 454 3.600
21 113 907 68 286 2.300 85 459 3.700
22 119 950 54 292 2.300 86 464 3.700
23 124 994 65] 297 2.400 87 470 3.800
24 130 1.000 56 302 2.400 88 475 3.800
25 135 1.100 57 308 2.500 89 481 3.800
26 140 1.100 58 313 2.500 90 486 3.900
27 146 1.200 59 319 2.500 91 491 3.900
28 151 1.200 60 324 2.600 92 497 4.000
29 157 1.300 61 329 2.600 93 502 4.000
30 162 1.300 62 335 2.700 94 508 4.100
&l 167 1.300 63 340 2.700 95 513 4.100
32 173 1.400 64 346 2.800 96 518 4.100
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Vizitati bio-rad.com/igcheck pentru informatii suplimentare.

BIO-RAD este o marca comerciald apartinand Bio-Rad Laboratories, Inc.
IQ-CHECK este o marcd comerciala apartinand Europe GMBH in anumite jurisdictii.
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Russian Federation 00 800 00 24 67 23 Singapore 65 6415 3188 South Africa 00 800 00 24 67 23 Spain 00 800 00 24 67 23
Sweden 00 800 00 24 67 23 Switzerland 00 800 00 24 67 23 Taiwan 886 2 2578 7189 Thailand 66 2 651 8311

United Arab Emirates 36 1 459 6150 United Kingdom 00 800 00 24 67 23

Sig 0220

@

10000131519 Ver. A US/EG
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Anexa - Ghid de calculare a amestecului PCR Istoricul

Subsemnata, ROXANA BROWN, traducator si interpret autorizat pentru limba engleza, in temeiul
autorizatiei nr. 31054/2011, eliberatda de Ministerul Justitiei din Romania, certific exactitatea traducerii
efectuate din limba engleza in limba romana.
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