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Adenovirus
IgM — ELISA

ELISA test pro kvalitativni ptkaz IgM — tidy protilatek proti adenoviru
v lidském séru nebo plagm
Pouze pro diagnostické pouiitivitro
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1. UvVOD

Adenoviry jsou neobalené dsDNA viry o velikosti &6i— 90 nm. Jejich kapsida ma tvar ikosaedrustojgend z 252 kapsomer. Ty jsou
dale tvdené z hexoin, pentort a viaken, které jsou zodpé&miné za indukci tvorby skupin®wa typow specifickych protilatek. Wloveka je
dosud zndmo 34 imunologicky odliSnych @yftzv. serotyg).

Adenoviry byly poprvé izolovany z adenoidni tkada maji afinitu wei lymfatickym uzlindm, kde mohou lateritperzistovatradu let.
Napadaji roviZz respiréni trakt, gastrointestinalni trakt a spojivku. Adeimové infekce jsou Siroce ro#8hé a pat mezi kzna ditska
onemocgni. Normalr tato nakazliva choroba probiha akuénspontantimizi, infekce vSak rize byt také prolongovana a asymptomaticka
s moznosti latentni perzistence po velice dlouhobud Adenovirové infekce se Keptji vyskytuji v zimé a na j&e, bez zavislosti na
geografické poloze a klimatickych podminkach. Epidesecasto mohou vyskytovat, pokud je mnoho lidi v majrostoru, napklad
akutni respirani onemocsni mezi vojaky, horka spojena s pharyngitidou a konjunktivitidou naugalisStich a epidemie
keratokonjunktivitidy ve zdravotnickych daenich.

Druh Choroba Symptomy enos infekce
Adenovirus Respir&ni onemocani u dti Horeinaté onemocii | Infekce se Zlovéka naclovéka prenasi fiznymi
(obecre) respirgniho traktu provazengcestami, pedevSim kapénkév nebo také B
bolesti v krku a kaSlem nedostaténé hygied. Respirdni cesta jg
nejdilezitéjSi protypy 1,2,5a 6
Typy 4,7 Akutni respirani onemocani
(ARD — Acute respiratory disease)
Typy 3,7 Horeéka spojend s pharyngitidou a| Pharyngitida, konjunktivitida, Oko predstavuje dlezitou vstupni branu pro viry
konjunktivitidou horetka, lymfadenopatie typu 3 a 7, obzvlastcéasto dochazi kipnosu
(PCF - Pharyngoconjunctival fever v bazénech a na koupaliStich (nedostats
chlorovana voda)
Typ 8 Epidemicka keratokonjunktivitida | Konjunktivitida, otok @nich|Casto se & ve zdravotnickych Zézenich
(EKC) vicek, s¢tloplachost a slzeni | prostednictvim Iékéskych néstrdj, masti a na
rukach.

Pritomnost viru, resp. infekcetibe byt identifikovana pomoci metod:
. Bun&enych kultur : cytopatogenni efekt (CPE)
. PCR
. Serologickych metod: komplement-fixace (CF), ndigage (N), hemaglutinai inhibice (HAI); Detekce protilatek a
hexonového antigenu metodou ELISA

2. POUZITI

Souprava firmy NovaTec Adenovirus IgM ELISA jetena ke kvalitativnimu fikazu IgM tidy protilatek proti adenoviru v humannim séru
nebo plasra (citrat).

3. PRINCIP TESTU

Dikaz IgM protilatek proti adenoviru je zaloZzen nanpipu ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay)ery jamek strif
mikrotitratni desttéky jsou potazeny antigeny adenoviru, které na sehezuji odpovidajici protilatky ze vzorku pacierm promyti
jamek, kterym se odstrani nenavazany material vzank do jamekijida konjugat protilatky proti lidskému IgM sdnovou peroxidazou
(HRP), ktery se vaze na zachycené specifické pthyilproti adenoviru. Takto vytveny imunokomplex je zviditetim pridanim substratu
tetramethylbenzidinu (TMB) za vzniku modrého zaleaiv Intenzita zabarveni jgimo Gnérnd mnozstvi IgM protilatek proti adenoviru
ptitomnych ve vzorku pacientova séra. Reakce seviamtanou pH, gidanim kyseliny sirové. Intenzita kammetho Zlutého zabarveni
se n&ii pomoci ELISA readeruipvinové délce 450 nm.

4. MATERIALY

4.1. Reagenty dodavané v sougrav

. Mikrotitra €éni destitka, 12 lomitelnych strifi po 8 jamkach potazenych antigeny adenoviru; vakaabaleno v uzaviraci aluminiové
folii.

L] IgM Fedici roztok vzorki ***: 1 lahvicka, 100 ml pufru préedini vzorki, piipraveno k okamzitému pouziti, pH 720,2, barva
zeleng bily uzaer.

L] Stop roztok: 1 lahvitka, 15 ml 0,2 mol/l kyseliny sirovéfipraveno k okamzitému pouZzitierveny uzar.

. Promyvaci roztok (20x konc.)*: 1 lahvitka, 50 ml 20x koncentrovaného pufru (pH %20,2) ukeného k promyvani jamek
mikrotitratni destéky, bily uzawr.

L] Konjugat anti-IgM **: 1 lahvicka, 20 ml kraki protilatky proti lidskému IgM znzné Kenovou peroxidazou, barvgervena,
pripraveno k okamzitému pouzitierny uzavr.

L] Substrat TMB: 1 lahvitka, 15 ml 3,3',5,5'-tetra-methyl-benzidinu (TMB)ipraveno k okamzitému pouziti, Zluty uzav

L] Pozitivni kontrola Adenovirus IgM ***: 1 lahvic¢ka, 2 ml pozitivniho séra, barva Zlut&ippaveno k okamzitému pouzitferveny
uzawr.

] Cut-off kontrola Adenovirus IgM ***: 1 lahvitka o objemu 3 ml, barva Zlut&ipraveno k okamzitému pouzitiglenyuzawr

] Negativni kontrola Adenovirus IgM ***: 1 lahvicka, 2 ml negativniho séra, barva ZlutGpmaveno k okamzitému pouzithodry
UZAWEr.
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* obsahuje 0,01 % Kathonu — ptedni
o obsahuje 0,2 % Bronidoxu L
*kk obsahuje 0,1 % Kathonu

4.2. Material dodavany v soupkav

L] 1 rameek mikrotitrasni destéky

2 kryci félie

1 protokol testu

1 schéma rozlozeni a identifikace vabria destice

w

. DalSi paebné materialy a t&zeni
ELISA reader pro rfeni absorbanceipd50 nm s referemim filtrem na 620 nm
Inkubator pro 37° C
RuEni nebo automatick& promyska mikrotitrasnich destiek
Pipety pro davkovéani objeimod 10 - 1000 pl
Vortex
Deionizovana voda
Jednorazové zkumavky
Stopky

llllllll:b

5. STABILITA A SKLADOVANI

Reagenty obsaZené v souprgou i teplot 2 - 8 °C stabilni az do doby exspirace uvedenéatepce.

6. PRIPRAVA REAGENT U

Pred zah4jenim testu je velmileZzité nechat vSechny reagenty, vzorky a kontxaoiky dosédhnout pokojové teploty {28 °C)!

6.1. Stripy mikrotitréni desttky

Stny jamek mikrotitranich strigh jsou potaZeny antigeny adenoviru. Jséipraveny k okamzitému pouziti. Skladujté feplot 2 - 8 °C.
Stripy jsou vakuo¥ zabaleny.lhned po otekeni s@&ku musi byt nepouzité stripy dpvzduchatsré uzaveny do aluminiového obalu
s vysouSecim prostdkem dodavanym v soup#aa musi byt skladovanyigeplot 2 — 8 °C. Jsou stabilni az do exspirace.

6.2. Konjugat anti-igM

Lahvicka obsahuje 20 ml protilatky proti lidskému IgM #eaé Kenovou peroxidazou, pufru, stabilizdtpikonzervani a inertniho
¢erveného barviva. Tento roztok jégraven k okamzitému pouziti. Skladujté peplot 2 - 8 °C.Po prvnim otekeni je obsah stabilni az
do exspirace pokud je uloZeri feplott 2 — 8 °C.

6.3. Kontrolni vzorky

Lahvicky ozna&ené jako Pozitivni kontrola, Cut-off kontrola a Négni kontrola obsahuji kontrolni roztokyipravené k okamzitému
pouziti. Roztoky obsahuji 0,1% Kathon a musi byadévany pi teplo 2 — 8 °C.Po prvnim otekeni je obsah stabilni az do exspirace
pokud je uloZenipteplot 2 — 8 °C.

6.4. IgMtedici roztok vzork

Lahvicka obsahuje 100 ml roztoku fosfatového pufru, $itaioni, konzervant, inertniho zeleného barviva a protilatky protskému IgG
pro vylouweni inhibice zpisobené specifickymi protilatkami IgG a odstfahinterferenci RF. Pouziva se piedsni vzorki. Roztok je
piipraven k okamzitému pouziti a musi se skladovateplot 2 — 8 °C.Po prvnim otekeni je obsah stabilni do exspirace pokud je uloZzen
pri teplote 2 — 8 °C.

6.5. Promyvaci roztok (20x koncentr.)

Lahvicka obsahuje 50 ml koncentrovaného roztoku pufrterdent: a konzervarit. RoZed'te v pongru 1:20; nap 10 ml promyvaciho
roztoku + 190 ml deionizované vody. feény roztok je stabilni 5 dnitplaboratorni teplat Krystaly v roztoku zmizi po zatii na teplotu
37°C ve vodni lazni.

6.6. Roztok TMB Substratu

Lahvicka obsahuje 15 ml 3,3',5,5'-tetra-methyl-benzidiiMB) a peroxidu vodiku. fipraveno k okamzitému pouziti. Skladujté feplot

2 — 8 °C. Chrate pred s¢tlem. Tento roztok by #h byt bezbarvy nebo lehce namodraly. Pokud tenbstsat zmodra, byl kontaminovan
a ¥l by byt zlikvidovan. Po prvnim ot@ni je obsah stabilni do exspirace pokud je ulgZeteplo# 2 — 8 °C.

6.7. Stop roztok
Lahvicka obsahuje 15 ml 0,2 molarni kyseliny sirové (386 S 26). RBpraveno k okamzitému pouziti. Skladujté feplot 2 — 8 °C.
Po prvnim otekeni je obsah stabilni do exspirace.

7. ODBER A PRIPRAVA VZORK U

Jako vzorek rize byt pro vySéeni pouzito lidské krevni sérum nebo plazma (gitrBbkud test provadite do 5 dni po &dbvzorki,
mohou byt vzorky skladovanytipteplott 2—8 °C, jinak museji byt zamrazeny (—70 az -20%2)kud jsou vzorky skladovany v hluboce
zmrazeném stavui@d pouZzitim je nutno je rozmrazit a detpromichatNezmrazujete a nerozmrazujte vzorky opakévan

7.1.Red:ni vzorki

Pred provedenim testu musite vS8echny vzorkgdiedit v pongru 1:101fedicim roztokem vzork Napipetujte 10 pl vzorku a 1 ml IgM
fediciho roztoku vzortk do zkumavek a obsah dhe¢ promichejte na VortextPozitivni a negativni kontroly dodavané v sougrgaou
pripraveny k okamzitému pouZiti a nesmi se dZdé.
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8. POSTUP PROVEDENI| TESTU

8.1. Riprava testu

Diive nez zéineteprovadt rozbor, pestéte si pelive protokol testu. Spolehlivost vysletlizavisi na fesném dodrzeni popsaného postupu
NiZe uvedeny postup plati pro manualni provedestiitdBudete-li jej provad na automatu, dopotujeme zvySit pdet promyvacich krak

ze t na gt a promyvat 300-350 pl promyvaciho roztoku. Nednege s praci, stanovte si plan rozlozeni a idéatg vSech vzortka
kontrol na mikrotitrani destéce na pislusSném formuld dodavaném v souprévVyberte pozadovany pet mikrotitracnich jameka viozte

je do rameku.

Je velmi dlezité, aby ped z&atkem testu byly vSechny reagenty vytemperovanyakajovou teplotu!

Dodrzte nasledujici minimalni pet jamek:

1 jamka (nap Al) pro slepy test se substrat&nANK
1 jamku (nap. B1) pro negativni kontrolu

2 jamky (nap. C1+D1) pro cut-off kontrolu

1 jamku (nap. E1) pro pozitivni kontrolu

Ponechavame na uzivateli, zda se‘pad® nutnosti rozhodne provéttest vzork pacienta i test kontrolnich vzarkluplicitre.
Provadijte vSechny kroky v uvedenémidi a bez zbytmych gestavek mezi jednotlivymi kroky.

Pro davkovani kazdého jednotlivého vzorku je nytaozivatisté jednorazové Sgiy.
Inkubator nastavte na teplotu 37°C + 1°C.

1. Napipetujte 100 pl negativni kontroly, pozitivkéntroly a pediedtnych vzorki do jamek, které jste vybrali. Jamku Al
ponechejte pr8LANK

2. Jamky pikryjte foliif dodavanou jako s@ast soupravy
Inkubujte 1 hodinu + 5 minut p¥i teploté 37°C + 1°C

4. Po skoweni inkubace odstiige kryci folii, odsajte obsah jamek, a promyjte 300 pl promyvaciho roztoku. Zalite preplneni
a preteteni roztoku z jamek. Proplachovaci doba mezi kazdykiem by ngla byt delSi nez 5 sekund. Nakonec opatdstraite
zbyvajici kapalinu oklepnutim mikrotittai desttky na savy papir!

Poznamka: Promyvani je velmildzité! Nedostat&é promyti nize vést k malépsnosti testu nebo k faleSnym hodnotam
absorbance.

Pipetujte 100 pl konjugatu anti-IgM do kazdé kg vyjimkou jamky Al utené praBLANK Fikryjte kryci folii.
Inkubujte 30 minut p ¥i pokojové teplot. Chraite p'ed pimym slunénim s¥tlem.

Opakujte krok 4.

Pipetujte 100 pl roztoku substratu TMB do vSerhek.

Inkubujte 15 minut p ¥i pokojové teploté, v temnu.

10. Pipetujte 100 pl Stop roztoku do vSech jamektegmém ptadi, a stejnou rychlosti jakou jste aplikovali gudits
Modré zabarveni jamek se2m na Zluté, barva je stabilni 30 minut.
Poznamka: Vzorky od velmi pozitivnich paalenbhou vytvit tmavé sraZzeniny chromogenu! Tyto sraZzeniny whigjina
snimani optické hustoty. ¥chto vzork doporuiujeme provést prvotriedni vzorku fyziologickym roztokem chloridu sodného,
nap- 1:1. Pak vzorky nedte standardnim postupem 1:101 Igidicim roztokem vzatkze soupravy. V tomtaipad® musite
vysledky vyjagené v jednotkach NTU nasobit 2x.

11. Zmeite absorbanci vzotkpti 450 nm. Referatni vinova délka je 620 nm diideti minut po pidani stoptinidla.

© 0N o’

8.2. Meteni
Vynulujte ELISA reader pomo®dLANKu {amka A1) Pokud reader nelze z technickyalvddi vynulovat odététe hodnotuBLANKu od
vSech narérenych hodnot v ostatnich jamkach. Obdrztespé hodnoty!

Zméfte absorbancivSech jamek i» 450 nma zaznamenejte na&fené hodnoty absorbance vzbrio identifika&niho planu rozlozeni
jamek. Tam, kde je to nutné, vyfitejte pramérné hodnoty absorbance

Doporuwujeme provést #feni i pi dualni hustat 620 nm.
Tam, kde je to nutné, vypfiejte priimérné hodnoty absorbanceu vSech duplikét

9. VYSLEDKY

9.1. Validita testu
Aby bylo mozno test povazovat za platny, musi pfa&a nasledujici kritéria:

. BLANK Al: Hodnota absorbanezSi nez0,100.

. Negativni kontrola B1: Hodnota absorbano&si nez 0,200.

Ll Cut-off kontrola C1+D1: Hodnota absorbaneeozmezi 0,250 - 0,900

Ll Pozitivni kontrola El Hodnota absorbance rovna nebo vysSi@ezoffkoeficient.

9.2. Vypaiet vysledk

Cut-offkoeficient se vypdita jako pimér hodnot absorbance naranych u obou cut-off kontrol.

Priklad: Nan#ena hodnota absorbance 1. cut-off kontroly 0,44a#¥/ena hodnota absorbance 2. cut-off kontroly 0,42 =
0,86/2 = 0,43= Cut-off koeficient
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9.3. Interpretace vysledk
Vzorky Ize povazovat zZROZITIVNI pokud je hodnota jejich absorbance o 10% vy3$hoehotacut-oft

Vzorky jejichz hodnota absorbance je v pasmu 10 &b nebo pod hodnotowtoff nelze povaZzovat za jednozmd pozitivni nebo
negativni ->8eda zonaU téchto vzorki doporéujeme opakovat test za 2 az 4 tydn§esste odebranymi vzorky. Pokud i vysledky
druhého testu budou &pv Sedé zo§ je tyto vzorky mozno povazovat REGATIVNI .

Vzorky Ize povazovat zZAEGATIVNI pokud je hodnota jejich absorbance o 10% niz$hoehota at-off.

9.3.1. Vysledky v jednotkach firmy NovaTec (NTU)

hodnota (pimérné) absorbance vzorku pacienta x 10= [NovaTec-Units = NTU]
Cut-offkoeficient

Priklad: 1,786 x 10 = 41 NTU (NovaTec Units) Cut-pff 10 NTU
0,43 Seda zona: 9-11 NTU

Negativni: <9 NTU

Pozitivni: >11 NTU

10. SPECIFICKE CHARAKTERISTIKY TESTU

10.1. Resnost

Interassay pocet pramér CV (%)
Poz. sérum 12 0,8 8,3

Intraassay pocet pramér CV (%)
Poz. sérum 20 0,357 11,3

10.2. Diagnostickaigsnost
Pravdtpodobnost, Ze test vykaze negativni vysledkypsenci specifického analytuieBnost tohoto testu jétéi nez 95 %.

10.3. Diagnosticka citlivost
Pravdtpodobnost, Ze test vykaze pozitivni vysledky Heomnosti specifického analytu. Citlivost tohotstteje \&tSi nez 90 %.

10.4. Interference
Interference s hemolytickymi, lipemickymi nebo it&ymi séry nebyla sledovana po koncentrace: 1@mhdiemoglobin, 5 mg/ml
triglyceridy, 0,2 mg/ml bilirubin.

Poznamka: Tyto vysledky se vztahuji ke konkrétnim testovanggorkim. Stejné vysledky nelze v praxi zaitu I

11. LIMITY POSTUPU

Nametené hodnoty absorbance mohou byt owiw opakovanym zmrazovanim a rozmrazovanim wear&bo bakterialni kontaminaci.
Diagnoza infekni choroby by neia byt zaloZzena na vysledku jediného testtesRa diagn6za by #a brat v dvahu klinickou minulost
pacienta, symptomatologii a také sérologicka ddtgacient s oslabenym imunitnim systémem a u novoroizenaji sérologicka data
pouze omezenou platnost.

12. BEZPECNOSTNI OPATRENi A UPOZORNENI

Ll V souladu glankem 1 paragrafu 2b Evropské direktivy 98/79/ECvyrobce povinen zajistit vhodnost, funlost a bezpmost
produktu. Proto postup testu, informace, upo&oia varovani v navodu pro pouziti musi byt stékdodrzovany. Pouziti testovaci
soupravy na analyzatoru a podobnychizemich musi byt validovano. Jakékoliv&m ve vzhledu, sloZeni a postupu testu, a také
pouziti v kombinaci s jinymi produkty neschvalengobcem neni autorizované; uzivatel sdm je zodgoy za takovéto zimy.
Vyrobce neni zodp@dny za faleSné vysledky a nehody timtaisgbené. Vyrobce neni zodgowy za zadné vysledky ziskané
vizualni analyzou pacientova vzorku.

L] Pouze pro diagnostické pouziti in-vitro.

] VSechny komponenty lidskéhdiypdu pouZzité pro vyrobu reagéntiohoto testu byly testovany naitpmnosti_protilatek proti HIV,

HCV a HBsAg a byly shledany nereaktiviNicmérg, vSechny materidly by &y byt povazovany za potencidlinfekéni, a s jako

takovymi by s nimi nslo byt nakladano.

Nezangiujte reagenty a desky z riznych vyrobnich Sarzi.

S reagenty této testovaci sady se nesmi pouzigaéz@agenty od jinych vyrobc

Nepouzivejte reagenty po uplynuti doby jejich esespe uvedené na Stitku.

Pouzivejte pouz&isté jednorazové Sgy, vicekanalové pipety a laboratorntizani.

Nezangniujte Sroubovaci ¥ka z lahvéek mezi sebou, zabranite tirfidové kontaminaci.

Lahvicky s reagenty ddle a &sns zavirejte okamzitpo pouziti, abyste zabranili odpaani a mikrobialni kontaminaci.

Po prvnim otekeni a po nasledném skladovani zkontrolufedpdalSim pouzitim konjugat i lakky s kontrolnimi vzorky, zda u nich

nedoslo k mikrobialni kontaminaci.
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L] Abyste zabranili kZzové kontaminaci a fale§revySenym hodnotam vysledikdavkujte pipetou reagencie vzdy na dno jamek bez
pokapani okoli.

POZOR Bronidox L v pouzité koncentraci fiegstavuje p kontaktu s pokozkou a sliznici téirzadné toxikologické riziko!

POZOR: Kyselina sirova drazdiioa pokozku. Rechovavejte z dosahustdl F¥i vniknuti do @i, dikladné promyjte vodou a|
vyhledejte lékze.

12.1. Likvidace odpadu

Zbytky chemikalii a preparétse obect povaZzuji za nebezpey odpad. Likvidace tohoto typu odpadu je regul@éarodnimi a mistnimi
zakony a néizenimi. Spojte se s mistnimiagly nebo se specializovanymi firmami zabyvajicimilikvidaci nebezpmého a toxického
odpadu, které vam poradi, jak méate timto s neliegjpe odpadem nalozit.
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14. INFORMACE PRO OBJEDNAVKU
Katalogovétislo vyrobku: ADVMO0010 Adenovirus IgM-ELISA (9@s$t1)

15. KONTAKTY

Vyrobce: NovaTec Immundiagnostica GmbH
Technologie & Waldpark
Waldstr. 23 A6D-63128 Dietzenbach, Germany
T: +49 6074-48760, F: +49 6074-487629, E: info@&ec-1D.com
http://www.NovaTec-ID.com

Distributor:  LABOSERV s.r.0.
Hudcova 78b
612 00 BrnoCeska republika
T: 541 243 113, F: 541 243 114
E: laboserv@laboserv.dzttp://www.laboserv.cz
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16. SCHEMA TESTU

SCHEMA TESTU

Adenovirus IgM-ELISA

Piiprava testu

Pripravte reagenty a vzorky tak, jak je popsano.
Stanovte plan rozdeni a identifikace vSech vzarka kontrol.
Umisgte potebny péet jamek do ramigu mikrotitrasni destéky.

Postup testu

Blank Negativni Pozitivni Cut-off Vzorek
substratu kontrola kontrola kontrola | (fectny 1+100)
(nap. Al)
Negativni
kontrolni vzorek i 100 pl i i i
Pozitivni
kontrolni vzorek i i 100 pl i i
Cut-off kontrola - - - 100 pl -
Vzorek
(fedsny 1+100) ) ) - - 100 pl
Prikryti kryci folii dodavanou v souprav
Inkubace 1 hodinu p¥i teploté 37°C
Promyti 3 x 300 ul promyvaciho roztoku
Konjugat | - | 1o0upl | 100ul | 100 pl | 100 pl
Prikryti kryci folii dodavanou v souprav
Inkubace 30 min p¥i pokojové teplot
Promyti 3 x 300 ul promyvaciho roztoku
Substrat TMB | 100 pl | 100 pl | 100 pl | 100 pl] 100 pl
Inkubace 15 min p¥i pokojové teplot€ v temnu
Stoproztok | 100 ul | 100 pl | 100 pl | 100 pl] 100 pl
Méreni @ 450 nm (referegni vinova délka: 620 nm)
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