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1. MUC PICH SU DUNG

“Clonorchis-1gG-EIA-BEST” bo xét nghiém duoc st dung dé phat hién globulin
mién dich G (IgG) ddi véi khang nguyén Clonorchis sinensis trong huyét thanh mau
nguoi (huyét trong) st dung héa chat hip thu mién dich lién két voi enzyme (ELISA).

Céc bo xét nghiém c6 thé sirdung cho viéc chan doan bénh Clonorchosis theo céac
phuong phap khac nhau, trong nghién ctru vé sinh bénh hoc, sinh mién dich va dich t&
hoc cta bénh clonorchosis trong cac phong kham 1am sang va phong thi nghiém nghién
cuu.

Bo xét nghiém nay duoc thiét ké dé thuc hién 96 thir nghiém bao gom mau dbi chung,
hoic 12 lan chay doc lap, mai 1an 8 mau, ¢ thé duoc thyc hién ciing véi mau dbi ching.

2. NGUYEN TAC CUA CAC PHUONG PHAP

Phuong phap phat hién dya trén chat hap thu mién dich lién két véi enzyme pha ran xét
nghiém.

Trong giai doan  dau tién, cac khang thé dac hiéu ddi véi khang nguyén Clonorchis
(bao gébm ca 1gG), néu cé trong mau thir, s& tuong tac vai khang nguyén Clonorchis ¢
dinh trén bé mat cua tim giéng.

Trong giai doan u thir hai, cac khang nguyén IgG lién két vsi Clonorchis twong tac véi
nhau véi khang thé don dong ddi vai IgG lién hop vai peroxidase cai ngua.

Luong lién hop lién két duge x4c dinh bang phan &ng mau voi chét nén peroxidase —
hydro peroxide va chat nhidm sic — tetramethylbenzidine. Sau d6 dirng lai cac phan img
peroxidase sir dung dung dich Dung, mat d6 quang cua cac dung dich trong cac giéng
dugc do tai budc séng chinh tai 450 nm va mét bude séng tham chiéu trong khoang
620655 nm. Cuong do mau ty Ié thuan véi nong do cua 1gG ddi véi khang nguyén
Clonorchis c6 trong mau thir nghieém.

3. THANH PHAN BO XET NGHIEM
- Vi tim (12 dai tam giéng) duoc phii khang nguyén Clonorchis — 1;

- Mau dbi chimg Dwong tinh (C *), chia 1gG ddi voi khéang nguyén
clonorchis—1 lo, 1,5ml;

-~ Mau d6i chimg Am tinh (C ~), khéng chua IgG  ddi voi  khang nguyén
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clonorchis —1 lo, 2,5ml;
- Lién hop cua khang thé don dong ddi véi IgG véi peroxidase cai ngua — 1
lo, 13 ml;

- Photphat dém nudc mudi voi tween, dam dic (PBS-Tx25) —1 lo,
28ml;

- Dung dich pha lodng huyét thanh so bd (SPSD) —1 lo, 10 ml;
- Chét pha lodng Huyét thanh (SD) — 1 lo, 12 ml;
- Dung dich Tetrametylbenzidin (Dung dich TMB) — 1 lo, 13 ml;
- Dung dich Dung — 1 lo, 12ml.

Céc bo xét nghiém ciing bao gdm:
- Mang dinh dé niém phong dai — 2;
- Thing nhya dung thuéc thr — 2;
- Dau pipet — 16;
- T4m dé pha loang tru6c cua mau thir nghiém — 1.

4. THONG SO KY THUAT

4.1. Tinh dic higu. Phan tng chéo cd thé xay ra trong truong hop bénh

opisthorchiasis, cai ma c6 thé 1a gay ra hoic qua dong xam lan hoic bang cach tuong
tac cua khang thé voi khang nguyén di loai do mién dich chéo giira cac khang nguyén.

42. P nhay chan doan IgG dbi voi phat hién khang nguyén clonorchis: Xét
nghiém 1am sang thuc hién trén 40 mau huyét thanh Duong tinh va cho thy
d6 nhay 100% (khoang thoi gian 91,2% — 100%, véi dd tin cay la 95%).

43. Do dic higu chin doan cua IgG dbi vai phét hien khang nguyén clonorchis:
Céc xét nghiém 1am sang duoc thuc hién trén 40 mau huyét thanh &m tinh cho thiy do
dac hiéu 100% (khoang thoi gian 91,2% — 100%, véi do tin cay la 95%).

5. CANHBAO VA CAC BIEN PHAP PHONG NGUA

Tuan tha ki cac quy tic dugc dé cap dudi day dé dam bao két qua dang tin cy:
- Chi str dung trong chén doan in vitro.
- Céac bo xét nghiém chi dugc st dung bai cac nhén vién c6 ki nang.
- Mic bao vé ding mét lan gang tay, phong thi nghiém 4o khoac, Va bao vé
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mat khi sy mau ddi chimg va thanh phan b xét nghiém.

Dung dich Dirng va Dung dich TMB c6 tac dong khd chiu. Can than trong
quan sat dé tranh bi xit vao va bam dinh vao da hoic niém mac. Néu nhu khéng
tranh duoc, hay rira cac khu vuc bi anh huong véi nuée chay vai sé lugng Ion.

Huyét thanh/huyét twong mau ngudi dung dé chudn bi thudc thir cua bo xét
nghiém da bi bat hoat. Cac mau ddi chirng va mau xét nghiém phai duoc xt ly
vi ¢6 kha ning 1ay nhiém. Tuén thu cac yéu cu an toan qudc gia khi lam viéc
v6i bo san pham.

Khong sir dung cac thanh phan tir cac bo xét nghiém c6 nhiéu 16 khac nhau
hozc tron chiing khi chuan bi céc dung dich, ngoai trir cac thanh phan khéng
dic hiéu (PBS-Tx25, dung dich TMB, dung dich Dirng) c6 thé hoan dbi cho
nhau trong toan bd pham vi bo xét nghiém duoc san xuat boi AO Vector-
Best.

Khoéng st dung thudc thir tir bo xét nghiém cua khac Nha san xut ciaa véi bo
Xét nghiém nay.

Chi str dung dau tip pipet ding mét lan. Khdng bao gid st dung cling mot dau
pipet cho cac muc dich khac nhau.

Chat luong rira céc giéng l1a quan trong vi dat dwoc két qua chinh xac dang
tin cay. Strdung mot may rira giéng dé d6 day va hat céc giéng. Hoan thanh
viéc @6 day va lam rdng céc giéng trong qua trinh ria. Khong hat da chét long
trong qua trinh rira cd thé 1am giam d6 nhay va do dic hiéu caa phép phan tich.

Sir dung chét khir tring dya trén amoni hop chét bac bdn, ruou, hoic amin
cip ba ddi véi dung cu thiy tinh, tranh xa chét khir tring c6 chira oxy hoat
déng va clo.

Luon ludn xu ly cac bé mat dang lam viéc cia céc ban va cac non cua
pipet chira 70% ethanol trude khi bét dau quy trinh. Khong sir dung hydro
peroxit hoac cloramin.

Vit bo thube thir khdng sir dung va chét thai theo quy dinh caa quéc gia, lién
bang, quy dinh cua nha nudc va dia phuong.

Khoéng sir dung cac bo xét nghiém sau dé cac hét han ngay.
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Dé dat duoc két qua dang tin cay, tuan thu nghiém ngat theo Hudng dan s
dung dugc cung cap voi bo san pham.

NGUYEN VAT LIEU THEM VAO VA THIET BI YEU CAU NHUNG
KHONG CUNG CAP
May doc vi tAm trang bi b loc 450/620-655 nm hodc dugc ty dong hoa véi bo xu ly
ELISA céu hinh mé;
Bo diéu nhiét dé duy tri nhiét do 637+ 1 ° C;
Tu lanh;
Pipet mot kénh ban tw dong c6 thé tich thay ddi hodc ¢b dinh véi cac dau hat dung
mot 1an dé hat tir 5 dén 5.000 pl chét 1ong;
pipet da kénh ban tw dong c6 dau hut dung mot 1an dé hut tir 5 d&én 300 pl chit long;
May rira vi tam;
Lo thuay tinh 10-15 ml;
Gidy loc;
Gang tay chan doan y té& dung mot lan;
Ong dong 1.000 ml;
Nudc cét;
Chat khir tring.

7. CHUANBIMAU
Str dung mau huy¢t thanh (huyét twong) dé phan tich.
Khong str dung huyét thanh bi tan mau manh hoac duc.
Mau huyét thanh (huyét twong) c6 thé dwoc bao quan & (2-8) °C khdng quéa 5 ngay
(mién 12 khong bi nhidm vi khudn) hodc ¢ nhiét d6 4m 20 °C (va thap hon) khong quéa
3 thang. Tranh dong lanh va rd dong nhiéu lan vi didu nay c6 thé dan dén két qua
khong chinh x4c. Tron k§ cac mau sau khi ra dong.
Mau huyét thanh (huyét tuong) c6 chira két tia nén duoc ly tam.

7.1 Pha lodng so' bd miu vat

Pha lodng mau 10 lan bang SPSD. Hat 90 pl SPSD vio céac giéng cia dia dé pha lodng

trude mau xét nghiém va thém 10 pl mau huyét thanh (huyét twong), tron ki. Sau khi pha

lodng huyét thanh, mau s& chuyén tir d6 sang vang. Néu mau khong thay di, viéc phan

tich mau huyét thanh co thé cho két qua khong chinh x4c. Khi pha lodng huyét twong, mau

cua dung dich trong giéng c6 thé chi thay d6i mot chit.

Bio qudn: toi da 3 gio ¢ (18-26) °C.
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8. CHUAN BI THANH PHAN BQ XET NGHIEM

Trudc khi phan tich, mé goi bg xét nghiém va giir tAt ca cac thanh phén ctia bd xét nghiém
& (18-26)°C trong it nhat 30 phit.

Trong trudng hop sir dung timg phan cta bd san phdm, sau khi ldy mot phan dung dich,
hay déng ngay nip lo that chit bang nap vin, cho vao tii lanh va bao quan & nhiét do (2-8)
°C trong sudt thoi han sir dung. Dung dich PBS-Tx25 va dung dich Dimg c6 thé dwoc bao
quan ¢ (2-30) °C.

8.1 Chuén bj dai

M tui phia trén day kéo va dat s6 lugng dai can thiét cho xét nghiém vao khung. Sir dung
trong vong 1 gid sau khi dat. Ngay lap tirc dat cac dai con lai vao ti c6 chat hut am, ép
khong khi tr tii va dong khoa kéo chat ché.

Bdo qudn ¢ 2 dén 8 ° C trong todn bg thoi han sir dung ciia bé san pham.

8.2 Chuin bj mAu dbi chimg dwong tinh vi 4m tinh

Céc mau dbi chimg (C+, C—) da san sang dé sir dung va khong can pha loang thém.

Bao quan: ¢ (2-8) °C trong toan b thoi han st dung ciia bd san pham.

8.3 Chuén bi dung dich rira

Lic lo dung dich dam dic PBS-Tx25 trude khi sir dung. Néu két tia mudi dugc hinh thanh
trong c6 dic thi dun nong & (30-40) °C cho dén khi két tiia hoa tan hoan toan.

Chuén bj dung dich Rira béng cach pha loang dung dich dam dac 25 lan PBS-Tx25 dugc
cung cap. Bé thyuc hién diéu nay, dung pipet Iy thé tich cin thiét cua chét co dic PBS-
Tx25 theo sb lwong dai da sir dung (xem Bang 1) vao 6ng dong va thém nudc cit vao thé
tich muc tiéu. Tron k¥.

Bao quan: Dung dich rira & (2-8) °C khong qud 1 thang hoac & (18-26) °C khong qua 7
ngay.

Bao quan: PBS-Tx25 ¢ (2-30) °C trong suct thoi han siz dung cuia bg san pham.

8.4 Chuén bi Chit lién hgp

Chat lién hop da sin sang dé sir dung.

Thém lugng chét lién hop can thiét vao lo sach hodc trong hdp nhya dé 1am thudc thur.
Luong thudc thir yéu cau phu thude vao sb lugng dai dwoc sir dung va c6 thé tim thiy trong
Bang 1.

Vit bo phan chat lién hop con lai khoi lo hodc hop chita (khéng do lai vao lp véi Chit lién
hop ban diu) .
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Sau khi mo lo dau tién, hdy bao qudn chat lién hop ¢ 2 dén 8 ° C trong sudt thoi han sir

dung cua bo xét nghiém.

Bing. S6 lwgng hoa chit b xét nghiém can thiét

=3 o Dung dich Dung dich ria

T o C HA : A =

2 E. =z Lién hop, ml TMB, ml PBS-Trﬁ?m dac, Nuée cit, ml
1 1,0 1,0 2.0 Lén dén 50
2 2.0 2.0 4.0 Lén dén 100
3 3.0 3.0 6.0 Lén dén 150
4 4.0 4.0 8.0 Lén dén 200
5 5.0 5.0 10.0 Lén dén 250
6 6.0 6.0 12.0 Lén dén 300
7 7.0 7.0 14.0 Lén dén 350
8 8.0 8.0 16.0 Lén dén 400
9 9.0 9.0 18.0 Lén dén 450
10 10.0 10.0 20.0 Lén dén 500
11 11.0 11.0 22.0 Lén dén 550
12 12.0 12.0 24.0 Lén dén 600

8.5 Chuin bi dung dich Tetramethylbenzidine

Dung dich TMB dd sdn sang dé sir dung. Cho mot luong can thiét cua dung dich
tetramethylbenzidine vao 1o sach hoac vao hop nhya dé dung thudc thir va dit & noi tranh
&nh sang. Loai bo dung dich Tetramethylbenzidine con lai trong hdp hoac lo sau khi thuc
hién ELISA (khéng dé lai vao lp véi dung dich ban dau) .

Sau khi mé lo dau tién, dung dich TMB c6 thé dwoc bdo quan & 2 dén 8 ° C trong sudt thoi
han sir dung.

Luong thube thir yéu cau phu thude vao sé lugng dai duge sir dung va c6 thé tim thy trong
Bang.

8.6 Chuin bi dung dich dirng

Dung dich Ding di sin sang dé st dung.

Bdo quan: ¢ (2-30) °C trong toan bé thoi han sir dung ciia bo san pham.

9. QUY TRINH XET NGHIEM MIEN DICH
o H(t mAu
Dung pipet liy cac mau ddi chimg: 1 giéng — 100 pl C *, 2 giéng — 100 pl C -, vi du,
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pipet 1dy 100 ul ciia mau Ddi ching duong tinh (C *) vao giéng A-1, dung pipet 1y 100
ul cia mau Pdi chimg am ( C 7) vao giéng B-1 va C-1.

Dung pipet 1iy 90 pl dich pha lodng huyét thanh (SD) va 10 ul mau thir d3 dugc pha lodng
trude ciia huyét thanh (huyét twong) (xem Diéu 7.5.) Cho vao cac giéng con lai va tron
bang pipet. D& nang cao do tin cay cua két qua, nén phan tich cac mau thir nghiém thanh
nhiéu l4n bang cach sir dung hai giéng cho mdi mau.

Ldc dung dich pha lodng huyét thanh truée khi sir dung!

o Xic dinh hiéu gia ciia cic miu thir

Dé xéc dinh hiéu gia ctia cac mau duong tinh dwoc phat hién, dung pipet 1dy 180 ul SD va
20 pl mu thir da duge pha lodng trude cua huyét thanh (huyét trong) (xem Diédu 7.5.) Cho
vao giéng cua hang ngang A. Dung pipet lay 100 ul SD. vao giéng ctia hang B — H. Chuédn
d6 timg mau bang cach cho 100 pl dung dich tir cac giéng ctia hang trudc vio cac giéng
clia hang tiép theo tir A dén H, dong thoi tron déu bang pipet. Sau khi chuan d¢, lay 100 pl
dung dich tir mdi giéng ctia hang H cudi ciing vao thung chira c6 chét khir triung, trong khi
dé lai 100 pl trong cac giéng. Do do, thu dugc d6 pha lodng 2 lan lién tiép ctia cic mau thir
trong khoang tir 1: 100 dén 1: 12.800 theo hang doc.

Cdc mdu thir phdi dwoc ding pipet hiit nhanh trong vong it hon 10 phiit.

o Dan kin tim bang mang dinh va 0 trong tu diéu nhiét trong 30 phut & nhiét d6 37
+1°C.
o Sau khi 1, loai bé mang dinh va bo vao thing c6 chat khir trung. Loai bo cac thanh

phan trong giéng bang cach hit vao vat chira ¢6 chat khir tring va rira bang cach thém 400
ul Dung dich rira (xem Diéu 7.3). Lap lai chu trinh rira 4 1an. Téng sb chu ky rira 1a 5.
Khoang thoi gian tir khi 1am ddy va hat giéng it nhét 1a 30 gidy. Pdam bdo rang cdc giéng
e hit hoan toan sau méi chu ky rira. Sau d6, loai bo chit 1ong con lai khoi giéng bang
cach gd nhe tim kinh da 1at nguoc trén gidy tham.
o Thém 100 pl ciia Chat lién hop vao tit ca cac giéng.

Chdt lién hop dwoc thém vao bang cdach sit dung hép dung thuoc thir va cdce dau tip ding
mot lan dwoc cung ccfp kem theo bo xét nghiém.

o Dan kin tim bang mang dinh va u trong ti diéu nhiét trong 30 phit &
nhiét do 37+ 1°C.

o Sau khi 1, rira vi tAm nhu mo ta trong Diéu 7.12.

o Thém 100 pl dung dich TMB vao mdi giéng.

U tam vi kim loai & noi c6 anh sang & nhiét do 18 dén 25 ° C trong 25 phut.
Dung dich Tetramethylbenzidine dirgc thém vio bang cdch sit dung hép dung thudc thie va
cde dau tip dimg mét lan dwoc cung cap kém theo bé xét nghiém.
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o Thém 100 ul dung dich dimg vao mdi giéng véi ty 1é nhu nhau va theo
tha tu nhu dung dich TMB.

10. THU'C HIEN PO LUONG

Do mat d6 quang ciia Mau ddi chimg (C+, C—) va mau thir nghiém bang cach sir dung dau
doc dia & ché do hai bude song: bo loc chinh ¢ budc song 450 nm, bd loc tham chiéu —
trong pham vi 620-655 nm. Phép do bang mot bo loc duy nhit & bude song 450 nm ciing
dugc cho phép.

Dbi voi cac mau thir nghiém c6 ODsample 450 > 3,5, 1ap lai phép do OD & ché do: bo loc
chinh ¢ budc song 405 nm, b loc tham chiéu trong khoang 620—655 nm. Phép do bang
mdt bd loc duy nhit & bude song 405 nm ciing dwoc cho phép.

Céc phép do phai dugc thyc hién khong mudn hon 10 phut sau khi ding phéan tng.

11. PANH GIA KET QUA PHAN UNG

11.1 Tinh gi4 tri trung binh cong cia mat d6 quang trong cac giéng vdi cac mau Do chimg
Am tinh, d6i v6i mdi cap giéng chira cac mau huyét thanh (huyét twong) xét nghiém va cac
d6 pha lodng lién tiép cua huyét thanh xét nghiém (plasmas).

11.2 Tir két qua thu dugc, tinh toan mat d6 quang chan doan (OD 4) bang cong thirc:

OD 4=0D av(c -) + 0,30,

trong d6 OD 4 (C ") 1a gia trj trung binh cong cuia mat d6 quang trong giéng v4i mau D6i
chung am, O.U.
11.3 Panh gia két qua:
mat do quang trung binh trong giéng véi mau Pdi ching 4m khéng dugc 16n hon 0,25
0o.U;
gi4 tri mat do quang trong giéng véi mau Pdi chimg Dwong tinh khong dugce nhé hon 0,80
O.U.
11.4 Chi danh gia két qua thu dugc d6i voi cac mau thir huyét thanh (huyét twong) néu cac
yéu cau cia Diéu 9.3 da duoc dép tng.
11.5 Két qua xét nghiém dugc coi 1a dwong tinh néu OD ,3,> ODd.
Két qua xét nghiém dugc coi 1a &m tinh néu OD 1,3, < 0,85 x OD 4.
Két qua thir nghiém dugc coi 1a twong dwong néu OD ¢> OD 3> 0,85 x OD
d, ODiy 12 mat d6 quang hoc ciia mau thir trong giéng, O.U.
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Dé c6 két qua tuong duong, nén thuc hién xét nghiém Iap lai trong 2-4 tuan bang
cach sir dung mau huyét thanh (huyét twong) maéi dugce thu thap tir bénh nhan. Néu mat do
quang trong lan xét nghiém thtr hai lai nam trong khoang 0,85 x OD ¢dén OD g, thi két
qua s€ duoc coi la am tinh.

11.6 Hiéu gia ctia mau huyét thanh xét nghiém (huyét tuong) 1a do pha lodng 16n nhit cua
mau xét nghiém, tai d6 mat do quang clia né cao hon hodc b:?lng mat do quang chén doan
(OD 1> OD g).

12. GIA TRI CHAN POAN CUA XET NGHIEM
Xac dinh hiéu gia khang thé trong cic mau xét nghiém duong tinh dé kiém soat viéc diéu
tri.
Két qua phan tich phai duoc bac si giai thich co tinh dén cac dau hiéu 1am sang, tiéu chi
dich t& hoc, két qua chup cit 16p va sinh thiét. Kha ning xay ra phan ng mién dich chéo
trong truong hop bénh san day ciing can dugc xem xét. Diéu nay c6 thé dugc gay ra boi sy
ddng x4m lan hodc do su twong tac cua khang thé v6i khang nguyén khac loai do su lai tao
mién dich giita cac khang nguyén.

13. LUU TRU VA VAN CHUYEN

B0 xét nghiém phai dugc van chuyén &2 dén 8°C. Co thé chép nhan van chuyén 0 nhiét
d6 1én dén 25 ° C trong thoi gian khong qua 10 ngay. Khong dong bang cac thanh phan cia
bo.

Béo quan bo xét nghiém trong gbi ban diu cta nha san xuét ¢ 2 dén 8 ° C. Khong dong
bing céac thanh phan cua bg.

Han st dung cua bo xét nghiém 1a 12 thang ké tir ngay san xudt.

14. BAO HANH

Nha san xudt dam bao su pht hop cua cac san phdm dugc san xudt véi tai liéu quy dinh va
k¥ thuat.

An toan va chat lugng san pham dugc dam béao trong sudt thoi han sir dung.

Nha san xuat chiu trach nhiém vé nhitng thiéu sot ctia san pham, ngoai trir nhimg khuyét
tat phat sinh do vi pham hudng dan sir dung, diéu kién van chuyén va bao quan, hodc hanh
dong cua bén thtr ba hodc do truong hop bét kha khang.

Nha san xuét cam két thay thé, bang chi phi cua minh, san pham, cac dic tinh k¥ thuat va
chtrc ning (thudc tinh tiéu ding) ciia san phim khong tuén thu cac tai liéu quy dinh va ky
thuat, néu nhitng thiéu sot nay 1a do khiém khuyét an trong vat liéu hodc tay nghé cua san

pham nha san xuat san pham.
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Nha san xuét:

AO Vector-Best

Research and Production area,
building 36, office 211,

630559 Koltsovo, Novosibirsk region,
Russian Federation

Tel.: +7 383 252 51 63

E-mail: vbmarket@vector-best.ru

www.vector-best.ru
Phién ban: e05.09.23
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[13]

Phu luc 1

Quy trinh ELISA ngin gon cho Clonorchis-1gG-EIA-BEST
Poc va hiéu Huéng dan sit dung truede khi sir dung!

B0 sung:

o

U:

Rira:

B6 sung:
U:

Rira:

B6 sung:

U:

B0 sung:

Do luong:

100 ul cia C *va C ;90 pul SD va 10 ul mau thir dugc pha lodng
trude

30 phat, 37 ° C.

v6i Dung dich rira, 400 pl, 5 lan.

100 pl lién hop.

30 phat, 37 ° C.

v6i Dung dich rira, 400 pl, 5 lan.

100 pl dung dich Tetramethylbenzidine.

25 phat, & 18-25 ° C, & mot noi toi.

100 pl dung dich Dung.

OD & 450 nm / bu6e séng tham chiéu 620-655 nm.
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CHIi MUC BIEU TUQNG

Muc luc con sb

ﬂ
m
M

IVD

Thiét bi y té chn doan
in vitro

Chtra du cho cac bai kiém tra
<n>

<

Nhiét do gigi han

Nhiéu con s6

=
3]
=

Nha san xuét

Ngay san Xuat:
XXXX-XX-XX

binh dang ngay: Nam-
Thang- Ngay

Tham khao huéng dan
su dung

St dung trudc: XXXX-XX-
XX

0o | (L

binh dang ngay: Nam-

Théng- Ngay

|
s
gy
A\

Than trong! Tham
khao huéng dan sir
dung
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