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Wykrywanie antybiotykow w miesie
za pomoca metody ELISA

Automatyzacja procesu przy uzyciu systemu BOLT



Lekl weterynaryjne

Leki weterynaryjne to WSZYSTKIE substancje
aktywne podawane zwierzetom hodowlanym w
réznych celach:

« Wozrostu i poprawy wydajnosci produkcyjne;
« Modyfikacji funkgji fizjologicznych

« Profilaktyki

« Metafilaktyki

« Terapii

Dawki sg zazwyczaj zwigzane z celem leczenia: Niewielkie iloSci

lekdw sg podawane zdrowym zwierzetom w celu wspomagania

wzrostu lub zapobiegania chorobom, podczas gdy wyzsze

dawki sg stosowane w leczeniu chorych zwierzat. HA ARGENTA
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Czym sa pozostaltosci lekow weterynaryjnych?

Veterinary drug residues (VDR)

,Pozostatosci lekow weterynaryjnych” oznaczajg wszystkie substancje farmakologicznie czynne, ktorych
zawartosC wyrazona jest w mg/kg lub pg/kg Swiezej masy, co obejmuje zarowno substancje czynne, jak i
substancje pomocnicze, produkty rozpadu oraz ich metabolity pozostajgce w zywnosci pochodzenia

Zwierzecego.

Stosowanie lekdw weterynaryjnych u zwierzagt moze prowadzi¢ do odktadania sie pozostatosci w miesniach i
organach - oraz w produktach zwierzecych, takich jak jaja, mleko i midd.
« Pozostatosci mogg sie kumulowac i by¢ obecne przez okreslony czas po zakonczeniu leczenia.

« Pozostatosci mogg bycC natywng czgsteczkg lub jednym z metabolitow.
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Dlaczego detekcja pozostalosci antybiotykow
jest 1stotna?

« Bezpieczenstwo zywnosci: Pozostatosci antybiotykow w miesie mogg powodowac reakcje alergiczne u
konsumentow oraz zwiekszac ryzyko powstawania opornosci na antybiotyki.

« Zgodnosc z regulacjami: Unia Europejska i inne organizacje wprowadzajg sciste limity maksymalnych

poziomow pozostatosci (MRL) w Srodkach spozywczych, zgodnie z Rozporzadzeniem Komisji (UE) nr
37/2010 z dnia 22 grudnia 2009 (wraz z pézniejszymi zmianami)

« Zaufanie konsumentow: Spoteczenstwo oczekuje wysokiej jakosci i bezpiecznych produktow, co

wymaga precyzyjnego monitorowania.
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Rozporzadzeniem Komisji (UE) nr 37/2010 z dnia
22 grudnia 2009 (wraz z poz. zm.)

Rozporzgdzenie to ustanawia szczegotowe zasady dotyczgce:

 Klasyfikacji substancji farmakologicznie czynnych stosowanych w weterynaryjnych produktach

leczniczych przeznaczonych dla zwierzgt hodowlanych.

« Maksymalnych limitéw pozostatosci (MRL) tych substancji w srodkach spozywczych pochodzenia

zwierzecego, takich jak mieso, mleko, jaja i miod.

Rozporzgdzenie ma na celu ochrone zdrowia konsumentow poprzez ograniczenie ilosci pozostatosci lekow w

zZywnosci do poziomow uznawanych za bezpieczne.
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Rozporzadzeniem Komisji (UE) nr 37/2010 z dnia
22 grudnia 2009 (wraz z poz. zm.)

Tabela 2
Substancje zakazane
Substancja farmakologicznle czynna MLP
Aristolochia spp. oraz jej przetwory MLF nie mode byc ustalony
Chloramfenikol MLF nie moie byc ustalony
Chloraform MLF nie mode byc ustalony
Chlorpromazyna MLF nie mode byc ustalony
Dapson | MLF nie moize byc ustalony
Dimetridazol MLF nie moie byc ustalony
Kolchicyna | MLF nie moie byc ustalony
Metronidazol MLF nie mode byc ustalony
Nitrofurany (wlacznie z furazolidonem) MLF nie moze byc ustalony
Ronidazol MLF nie moie byc ustalony
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VDR a zywnos¢

Powszechne stosowanie lekow weterynaryjnych u

zwierzgt gospodarskich budzi ogromne obawy,

poniewaz ich obecnosc¢ w produktach jadalnych

moze powodowac powazne konsekwencje dla

zdrowia ludzkiego: tj.

 zatrucia pokarmowe

« Dtugoterminowe konsekwencje zdrowotne
(np.hepato- i nefrotoksycznosc)

« reakcje alergiczne

« zywnosc skazona lekami moze sprzyjac
powstawaniu opornosci na srodki

przeciwdrobnoustrojowe.

Veterinary drugs |

Aquaculture
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Limity VDR - regulacje UE 1 FDA

Abamectin

Acetylsalicylic acid

Acetylsalicylic acid
DL-lysine

Albendazole

Albendazole oxide

Alphacypermethrin

Altrenogest

Aluminium
salicylate, basic

Amoxicillin

Ampicillin

Amprolium

Food and Drug Administration

Specifications

Muscle: 0,05 ppm Liver: 0.2 ppm (bovine), 0.25 ppm
(ovine), 0.25 ppm (caprine)

Muscle: 1 ppb (swine) Liver: 4 ppb (swing)

Edible tissues: 0,01 ppm

Edible tissues: 0.01 ppm (bovine, swine)

Muscle: 0.5ppm (bovine), 0.5 ppm (chicken, turkey,
pheasants) Liver: 0.5ppm (bovine), 1 ppm (chicken,
turkey, pheasants) Kidney: 0.5ppm (bovine], 1 ppm
(chicken, turkey) Fat: 2.0 ppm (bovine) Eggs: 8 ppm
(eqq yolks), 4 ppm (whale egqs)

Muscle

Avermectin Bla residue
20 pph [ovine)

Sum of albendazole
sulphoxide, albendazole
sulphone, and albendazole

2- amino sulphone, expressed
as albendazole

100 ppb (all ruminants)

Sum of albendazole oxide,
albendazole sulphone,

and albendazole 2- amino
sulphone, expressed as
albendazole

100 ppb (bovine, ovine)

Cypermethrin (sum of
isomers)
20 ppb [bovine, ovine)

Salicylic acid, 200 ppb
(bovine)

0.05 ppm (all food producing
species)
0.05 ppm (all food producing
species)

e | ke | | s | x| fe | oms

Avermectin Bla residue
20 ppb (bovine), 25 ppb
[ovine)

Sum of albendazole
sulphoxide, albendazole
sulphone, and albendazole 2-
amino sulphone, expressed as
albendazole

1000 ppb (all ruminants)

Sum of albendazole axide,
albendazole sulphone,
and albendazole 2- amino

sulphone, expressed as
albendazole 1000 ppb (bovine,
ovine)

Cypermethrin (sum of
isomers)

20 pph [bovine, ovine)

2 ppb (swine), 4 ppb (equidae)

Salicylic acid, 1.5 ppm
(equidae]

Sum of amitraz and all
metabolities containing the
24-DMA moiety, expressed
as amitraz - 200 ppb (bovine,
porcine), 100 ppb (oving,
capring)

0.05 ppm (all food producing
species)

0.05 ppm (all food producing
species)

Avermectin Bla residue
20 pph [ovine)

Sum of albendazole
sulphoxide, albendazole
sulphone, and albendazole
2- amino sulphone,
expressed as albendazole
500 ppb (all ruminants)

Sum of albendazole oxide,
albendazole sulphone,
and albendazole 2- amino
sulphone, expressed as
albendazole

500 ppb (bovine, ovine)

Cypermethrin (sum of
isomers)
20 ppb [bovine, ovine)

Salicylic acid, 1.5 ppm
(rabbit]

Sum of amitraz and all
metabolities containing the
24-DMA moiety, expressed
as amitraz -

200 ppb (bovine, porcine,
ovine, capring)

0.05 ppm [all food producing
species)

0.05 ppmi (all food producing
species)

European Union

Avermectin B1a residue
10 ppb (bovine), 50 ppb (ovine)

Sum of albendazole sulphoxide,
albendazole sulphone, and
albendazole 2- amino sulphone,
expressed as albendazole

100 ppb (all ruminants)

Sum of albendazole oxide,
albendazole sulphone, and
albendazole 2- amino sulphone,

expressed as albendazole
100 ppb (bovine, avine)

Cypermethrin (sum of isomers)
200 ppb (bovine, avine)

4 ppb (equidae, swine, also skin)

Salicylic acid, 500 ppb (capring)

Sum of amitraz and all
metabolities containing the
2.4 DMA moiety, expressed
as amitraz - 400 ppb (ovine,
porcine, also skin), 200 ppb
(bovine, capring)

0.05 ppm (all food producing
species)
0.05 ppm (all food producing
species)

Mot for use in animals from
which eggs are produced
for human consumption.

Not for use in animals from
which eggs are produced
for human consumption.

Mot for use in animals from
which milk is produced for
human consumption (ovine).

Mot for use in animals from
which milk are produced for
human consumption.

Mot for use in animals from
which milk are produced for
human consumption.

Sum of albendazole sulphoxide,
albendazole sulphone, and
albendazole 2- amino sulphone,
expressed as albendazole

100 ppb (all ruminants)

Sum of albendazole oxide,
albendazole sulphone, and
albendazole 2- amino sulphone,
expressed as albendazole

100 ppb (bovine, ovine)

Cypermethrin (sum of isomers)
20 ppb (bovine, ovine)™

9 ppb (bovine, caprine, equidae)

Sum of amitraz and all
metabolities containing the
24-DMA moiety, expressed as
amitraz -

10 ppb (bovine, ovine, caprine)

0.004 ppm (all food producing
species)

0.004 ppm (all food producing
species)

Sum of amitraz

and all metabolities
containing the 2.4-
DMA moiety, expressed
as amitraz -

200 ppb (bees)

0.05 ppm (all food
producing species)

(.05 ppm (all food
producing species)
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Badanie poziomu VDR

1. Na poziomie gospodarstw hodowlanych/rolnych:

«  Weryfikacja efektywnosci okresu karencji
« Kontrole terenowe przeprowadzane przez oficjalne organy kontrolne

« Badania i nadzor ze strony instytutow zooprofilaktycznych
« Zanieczyszczenia przypadkowe
2. Na poziomie ubojni:

« ZgodnoscC z przepisami

3. Na poziomie przetworstwa:

« Zgodnosc z deklaracjami (np. "wolne od antybiotykow")
« Dopasowanie do procesu produkcyjnego

4. Na poziomie sprzedazy:

« Kontrole graniczne towarow importowanych _Q T
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Dostepne metody badan poziomu VDR

W Europie metody stosowane do oficjalnej kontroli sg podzielone na dwie gtéwne

grupy, tradycyjnie stosowane sekwencyjnie: metody screeningowe i potwierdzajgce
(Rozporzgdzenie (UE) 2021/808).

1. Testy mikrobiologiczne, np. MIAs (Microbial Inhibition Assays)
2. Testy immunologiczne, np. LFIAs (Immunochromatographic Lateral Flow
Devices), EIAs i ELISAs (Plate-based Immuno-sorbent Assays), CLIAs

(Chemoluminescent Immunoassays)

3. Metody fizykochemiczne, np. LC-MS/MS (Liquid Chromatography-Mass

Spectrometry)
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Testy ELISA

v'Metoda ELISA to immunoenzymatyczny test fazy statej stuzgcy do wykrywania i iloSciowego oznaczania biatek,

takich jak hormony i przeciwciata, bakterie lub wirusy.

v'Podstawg techniki jest powstanie wigzania pomiedzy antygenem a przeciwciatem, ktére uwidacznia reakcja

barwna, zachodzgca dzieki potgczonymi z immunoglobulinami enzymom i odpowiednich dla nich substratom.

v'Wysoka specyficznosc i czutosS€ przeciwciat pozwala na precyzyjng ocene ilosciowg, wykrycie i oszacowanie

stezenia szukanego analitu wystepujgcego w probce w niskim stezeniu.

v'Zmiane intensywnosci barwy mierzy sie spektrofotometrycznie, a wyniki kalibruje wzgledem standardow

tworzgc krzywg wzorcowg, pozwalajgcg na okreslenie ilosci produktu reakcji.

v’ Jedna z najczesciej stosowanych metod w badaniach zarowno naukowych, jak i diagnostycznych.
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Komponenty ELISA

v' Faza stata - 96- lub 48- dotkowa ptytka optaszczona

antygenami lub przeciwciatami.

v" Antygeny - to kazda obca substancja, ktora wywotuje
reakcje immunologiczng i moze by¢ wykryty za

pomocg swoistych przeciwciat.

v" Przeciwciato - glikoproteina skierowana przeciwko

konkretnemu antygenowi.

v Koniugat (enzym sprzezony z przeciwciatem)- peroksydaza
chrzanowa (HRP) lub fosfataza alkaliczna (AP), oksydaza

glukozowa (GO)

v" Substrat: - fosforan p-nitrofenolu (AP),
tetrametylobenzydyna (HRP), kwas 5-aminosalicylowy
(GO)

v Bufor ptuczacy - roztwor do wymywania nadmiaru badanej

probki/niezwigzanych p-ciat.
v" Roztwor hamujacy - np. H,SO,

v Standard/wzorzec - roztwOr 0 znanym stezeniu
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Wyposazenie laboratorium - metoda ELISA

v Pipety: jednokanatowe, wielokanatowe

v" Automatyczna ptuczka do ptytek ELISA

v Czytnik/spektrofotometr do ptytek ELISA

v Inkubator/taznia wodna (niekiedy wymagany do utrzymania state;
temperatury podczas analizy)

FULLY AUTOMATED
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Odmiany metody ELISA

ELISA
bezposrednia

(direct)

ELISA
kanapkowa
(sandwich)

\
/

Warianty

ELISA

/
\

ELISA
posrednia

ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁ

ELISA
konkurencyjna
(competitive)

A
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ELISA konkurencyjna/kompetytywna

Substrate

i -
Samples including low levels N fi - ¢

of the target protein HE B B N
-~ LYYYY YYYY

— .

- & _h
YYYY

Absorption

YYYY

~ m™®, = ok / Substrate
Samples including high levels S f‘l " —> —> ‘ 0 ——> Antigen level
of the target protein YYYY ??\?‘? ????

Y Antibody m Targetprotein &, Enzyme-labeled antigen Enzyme reaction

Metoda opiera sie na konkurencji miedzy antygenem lub przeciwciatem z probki a molekutg
referencyjng o ograniczong ilos¢ znakowanych przeciwciat lub antygenow. Im wyzsze stezenie
antygenu w probce, tym stabszy sygnat wyjsciowy, co oznacza odwrotng zaleznos¢ miedzy
sygnatem a stezeniem analizowanej substancji.

The principle and method of ELISA | MBL Life Sience -ASIA- DA ARGENTA
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https://www.mblbio.com/bio/g/support/method/elisa.html

Testy ELISA

Sulfonamidy
Tetracykliny
Chinolony

Streptomycyna

Tylosyna

Chloramfenikol

Metabolity nitrofuranow (AOZ, AMOZ, SEM, AHD)
Penicylina

Klenbuterol

Zeranol

Trenbolon

Kortvkosteroid
y y ARGENTA
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I'screen SULFA Sulfonamides 96 det. cod. HU0O050003 Muscle, Egg, Milk, Honey, Feed 75 min
family
I'screen STREPTO Streptomycin 96 det. cod. HU0O050013 Honey, Royal jelly, Muscle, Milk 60 min
I'screen TYLOSIN Tylosin 96 det. cod. HU0O050020 Tissue, Milk, Urine, Honey 50 min
I'screen CAP Chloramphenicol 96 det. cod. HUO0O50001 Bovine urine, Water, Milk, Serum and plasma, Muscle, 45 min
Honey, Egg, Seafood
I'screen CAP v2 Chloramphenicol 96 det. cod. HU0O050002 Urine, Water, Serum, Tissue, Honey, Egg, Seafood 45 min
I'screen AOZ v2 rapid AOZ 96 det. cod. HUO050034 Tissue (bovine and swine muscle), Crustaceans, Egg, 45 min
Honey
I'screen SEM rapid SEM 96 det. cod. HUOO50036 Crustaceans, bovine and swine muscle, honey 45 min
I'screen AHD rapid AHD 96 det. cod. HUOO50037 Crustaceans, bovine and swine muscle, honey 45 min
I'screen AMOZ v2 rapid AMOZ 96 det. cod. HU0O050035 Muscle, Crustaceans, Egg, Honey 45 min
I'screen QUINO Fluoroquinolones 96 det. cod. HU0050004 Fish, shrimp, muscle, honey, egg 75 min
I'screen TRENB Trenbolone 96 det. cod. HU0O050022 Tissue, Urine 105 min
I'screen ZERANOL Zeranol 96 det. cod. HU0050023 Tissue, Urine, Liver 105 min
I'screen CORTICO Corticosteroids 96 det. cod. HUOO50007 Feed, Urine, Milk, Liver, Tissue 75 min
E-agonists (clenbuterol) ELISA  Clenbuterol 96 det. cod. HUO0O50018 Urine, serum, liver, eye, milk, milk powder, feed 45 min
it
SENSISpec Tetracycline Tetracyclines family 96 det. cod.HU0050014 Meat, milk, nonfat dry milk, cheese, shrimps, honey 80 min
SENSISpec ELISA Penicillin Penicillin 96 det. cod. HUOO50017 Shrimp, milk 140 min
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Co zawlera zestaw?

1. Mikroptytka:

‘Format: 96 studzienek (12 paskow po 8 studzienek).

*Pokrycie: Przeciwciata przeciwko owczym IgG (anti-sheep IgG antibodies).
2. Standardy:

*llosé: 6 fiolek po 1,5 ml kazda.

3. Roztwor wzbogacajacy CAP (CAP spiking solution):
«Zawartosc¢: 1 ml roztworu chloramfenikolu o stezeniu 100 ng/ml.
Dodawanie do probek w celu wzbogacania prébek testowych w znane stezenia chloramfenikolu.

4. Koniugat enzymatyczny:

*Objetosé: 200 pl. 8. Bufor do ptukania (10x):

Chloramfenikol sprzezony z enzymem, uzywany do oznaczania w reakcji. *Objetosc: 50 ml.

5. Rozcienczalnik koniugatu enzymatycznego: Usuwanie niezwigzanych substancji podczas mycia studzienek.
*Objetosé: 12 ml. 9. Roztwor rozwijajgcy/substrat:

Rozcienczanie koniugatu enzymatycznego przed uzyciem. *Objetosc: 24 ml.

6. Przeciwciato anty-chloramfenikol: Substrat enzymatyczny, ktory po reakcji zmienia kolor.

*Objetosé: 12 ml. 10. Roztwér hamujacy:

Specyficzne przeciwciato wykrywajgce chloramfenikol. *Objetosc: 8 ml,

7. Bufor rozcienczajacy (5x): Zatrzymanie reakcji enzymatycznej, zmienia kolor z niebieskiego na zotty.
*Objetosc¢: 50 ml.

Rozcienczanie probek i standardow przed dodaniem do mikroptytki. DA Q E{ngag Zl:llsj; A



Testy I’'Screen

Testy zostaty zwalidowane zgodnie z Decyzjg Komisji 2002/657/WE oraz z
Rozporzgdzeniem Komisji (UE) 2021/808:
«  Wykorzystanie wielu niezaleznych materiatow kontrolnych w
warunkach posredniej odtwarzalnosci w celu oceny efektu matrycy.
- Walidacja minimalnego stezenia analitu wykrywalnego przez test z
5% btedem beta dla wynikow fatszywie zgodnych.

« Pomiar roznic miedzy probkami kontrolnymi a probkami

zanieczyszczonymi.

« Testy szerokiego spektrum zaprojektowane do wykrywania catych
rodzin zwigzkoéw (np. sulfonamidow) - najgorsze reakcje krzyzowe
sg wykorzystywane do oceny czutosci testu.

« Harmonizacja przygotowania probek dla analiz nitrofuranow i

chloramfenikolu w owocach morza oraz protokoty zwalidowane na

automatyczny czytnika ELISA The Bolt™.
ARGENTA
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Automatyczny czytnika ELISA The Bolt™

Nazwa Numer
produktu katalogowy

ST Systemy 1- lub 2-ptytkowe, na 96/192 oznaczen
2 ptytKi 00300 . . . . .
Thunderbolt Pozycja wstepnego rozcienczania / wstepnego mieszania
The Bolt 1 ptytka 00500 Do 4 kompatybilnych testow na sesje

9 pozycji odczynnikow

Etapy przygotowywania probek: rozcienczanie, dozowanie,
inkubacja i ptukanie

Wstrzgsanie (rowniez podczas inkubacji)
Ogrzewanie do 45°C

Odczyt przy 405, 450, 490, 550 i 630 nm (dostepne
niestandardowe dtugosci fali)

Raport koncowy: Punkt po punkcie, regresja liniowa,
interpolacja szescienna, reprezentacja 4PL, 5 PL, Lin-Lin,

Lin-Log, Log-Log
DA ARGENTA
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Automatyczny czytnika ELISA The Bolt™

Duze objetosci analityczne

« Zmniejszenie obcigzenia personelu
- Standaryzacja pracy
» Oszczednos¢ materiatdw eksploatacyjnych

* Tryb walk-away wspierajgcy bezkontaktowe
badania

Mozliwos¢ aplikacji od niskiej do Sredniej
przepustowosci

* Wspdlne przygotowanie probek w podejsciu ,,mix-
and-match”
« Zmniejszona liczba btedow i niedopasowan

» Standaryzacja wydajnosci

Multipleks

« tatwa do programowania otwarta platforma

« Kompatybilne testy dzieki podejsciu ,mix-and-
match”

* 100% elastycznosc

ALL CALCULATIONS DONE

HA ARGENTA
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Automatyczny czytnika ELISA The Bolt™

Przygotuij Zaladuj probki Wybierz Rozpocznij pomiar Odbierz

sSwoja i odczynniki odpowiedni test wyniki
préobke w statywach (lub testy)
/7 T
[ <=y ; :
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Jedno urzadzenie, wiele zastosowan

SENSISpec ELISA Almond

SENSISpec ELISA Beta-Lactoglobulin

SENSISpec ELISA Casein

I'screen AFLA M1 milk -
Aflatoxin M1

SENSISpec ELISA Cashew

SENSISpec ELISA Coconut

I'screen AFLA M1 - Aflatoxin
M1

SENSISpec ELISA Crustaceans (Tropomyosin)

B ZERO AFLA M1

SENSISpec ELISA Egg White

Celer® AFLA B1 Aflatoxin B1

SENSISpec ELISA Gliadin/Gluten

Celer® ZEA Zearalenone

SENSISpec ELISA Hazelnut

SENSISpec ELISA Lupin

Celer® DON v3
Deoxynivalenol

SENSISpec ELISA Lysozyme

SENSISpec ELISA Macadamia nut

Celer® T2 T-2 and HT-2 toxins

SENSISpec ELISA Milk

Celer® AFLA Aflatoxins

SENSISpec ELISA Molluscs (Tropomyosin)

Celer® FUMO Fumonisins

SENSISpec ELISA Mustard

Celer® OCHRA Ochratoxin

SENSISpec ELISA Ovalbumin

Patulin, ELISA

SENSISpec ELISA Peanut

SENSISpec ELISA Pecan nut

SENSISpec ELISA Pistachio

SENSISpec ELISA Sesame

SENSISpec ELISA Soy

SENSISpec ELISA Walnut

SENSISpec INgezim Gluten R5

Inne
Glyphosate, ELISA
Atrazine ELISA Plate

Microcystins/Nodularins (ADDA) (EPA
ETV)

Okadaic Acid (DSP) (EC 2002/225
Compliant), ELISA

Cylindrospermopsin ELISA

Microcystins/Nodularins DM (EPA
ETV) (CCL4) ELISA

Microcystins/Nodularins (ADDA) OH
(EPA ETV)

Microcystins/Nodularins (ADDA) SAES,
ELISA

Saxitoxins (PSP) (EC 2002/225
Compliant), ELISA

Domoic Acid ELISA
Bisphenol A (BPA), ELISA

I’Screen CAP

I’Screen CAP v2

I'Screen AOZ Rapid

I'Screen AMOZ Rapid

I'Screen SEM Rapid

I'Screen AHD Rapid

« Mozliwos¢ opracowania aplikacji
dostosowanych do potrzeb
laboratorium

* Petna obstuga:

Instalacja

Szkolenie

Konserwacja
Rozwigzywanie problemow

ARGENTA
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Dziekujemy za uwage

| Marta Szlgzak
e: m.szlazak@argenta.com.pl
m: 506 381 531
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