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MolliScience® MGMS duplex gPCR Kit

1.Altalanos informaciok

A kit felhasznalasa: A kit a Mycoplasma gallisepticum (MG) és a Mycoplasma
synoviae (MS) baktériumok DNS-ének kimutatasara, valamint a két faj
elkllénitésére szolgald in vitro molekularis vizsgalatra alkalmas. A fajspecifikus
genetikai markerek segitségével a kit minden MS és MG térzset (a vad-tipusu és a
vakcinatdrzseket egyarant) azonosit. A vizsgalat kdzvetlenul alkalmazhaté klinikai
mintakbdl (pl. szévet, tampon, valadék, sejttenyészet, FTA-kartya) izolalt DNS-
mintakon, valamint szintenyészeteken is. A kit kizarolag allategészségugyi célra
hasznalhato, és csak szakképzett laboratériumi személyzet alkalmazhatja.
A maddszer alapelve: A kit fluoreszcens jelélést probakat alkalmazo, multiplex
valés idejl (real-time) PCR technologian alapul. A primerek és probak két
fajspecifikus gént céloznak meg (MS-, illetve MG-specifikus régidkat). Az
amplifikacié soran a kulonb6z6 fluoroférokkal jeldlt probak a felszaporodott
célszekvencia mennyiségével aranyos fluoreszcens jelet bocsatanak ki (FAM: MG-
specifikus reakciot jelzi, HEX: MS-specifikus reakciot jelzi). A valds ideji PCR-
készulék a fluoreszcens jelet ciklusrol ciklusra (real-time) koveti, és ebbdl
hatarozza meg a célszekvenciak jelenlétét a mintaban.
Biztonsagi el6irasok:
o Kizardlag in vitro alkalmazasra. Lenyelni tilos és nem szabad szjjjal
pipettazni!
o Minden mintat potencialisan fert6zének kell tekinteni; szigoruan tartsa be a
biolégiai biztonsagi eldirasokat.
o A mintak és reagensek kezelése kdzben viseljen védékdpenyt, védbkesztyt
és véddszemiiveget.
o A kontaminacio (szennyezddés) megel6zése érdekében hasznaljon szlrés
pipettahegyeket és mintanként cseréljen hegyet.
o A vizsgalat soran keletkezett biologiai és kémiai hulladékot a hatalyos helyi
jogszabalyoknak megfelel6en artalmatlanitsa.
o Aveszélyes dsszetevokrél a biztonsagi adatlapok (SDS) nyujtanak részletes
tajékoztatast.
o A kit komponensei gyermekektdl elzarva tartandok!
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2.A kit tartalma és tarolasi feltételek

Kupak Mennyiség

Komponens szine Leiras (1 kit) Tarolas

MGMS duplex Folyékony, hasznalatra kész reakcidelegy: 2 x [600 pL] -20°C
qPCR Reaction fehér puffer, dNTP-k és polimeraz. (100 rx kit)

Mix 1
MGMS duplex Folyekony, hasznélatra kész reakcioelegy 1 x [500 pL] -20°C
qPCR Reaction sarga primerekkel és fluoreszcens jeldlésu (100 rx kit)

Mix 2 probakkal (FAM, HEX).
MGMS duplex Nukledzmentes viz, ami templat nélkali 1x1mL -20°C
qPCR Reaction kék kontrollként (NTC) is szolgal. (100 rx kit) (vagy

Mix 3 2-8°C)
MGMS duplex Hasznalatra kész DNS-kontroll (MS és 1 % [50 uL] -20°C
qPCR Positive piros MG specifikus). (100 rx kit)

Control

Tarolas és szavatossag:

o Rdvid tavu tarolas (1-4 nap): A kit minden komponense 2-8 °C-on tarolando.

o Hosszu tavu tarolas (>4 nap): Minden komponens -20 °C-on tarolando.
Az MGMS duplex gqPCR Reaction Mix 3 (nukleazmentes viz) 2-8 °C-on is
tarthato.

o Kerllje az ismételt fagyasztas-felolvasztas ciklusokat; sziikség esetén ossza
szét egyszer hasznalatos mennyiségekre a csdvek tartalmat.

o Az MGMS duplex gPCR Reaction Mix 2-t fénytél védve kell tarolni.

o A komponensek kizardlag a csomagolason feltiintetett lejarati datumig
hasznalhatok fel.

o Kuilénbdzd gyartasi tételekbdl (LOT szam) szarmazd reagenseket ne
keverjen 0ssze.

Kezelés:

o A reagenseket felhasznalas el6tt jégen/ szobah6mérsékleten olvassza fel.
o Felolvasztas utan vortexelje, majd rovid ideig centrifugalja le a cséveket.

3.A vizsgalathoz sziikséges tovabbi eszk6zOk és reagensek

Valés idejli PCR-késziilék: valos idejli fluoreszcencia-detektalasara alkalmas PCR
készllék (pl. Rotor-Gene, Bio-Rad CFX96, ABI 7500), amely képes a hasznalt
fluoroférok (FAM, HEX vagy azokkal egyenértékl festékek) gerjesztésére és
mérésére.

Fogyodeszk6zok: a készlilékkel kompatibilis PCR-csévek, stripek vagy lemezek,
optikai kupakkal vagy lezar¢ féliaval.

Pipettak és pipettahegyek: allithatdé térfogatu mikropipettak (pl. 0,5-10 pL,
2-20 pL, 20-200 pL), steril, szlir6vel ellatott hegyekkel.

Altalanos laboreszk6zok: mikrocentrifuga, vortex, hitészekrény (2-8 °C),
fagyaszto6 (-20 °C vagy alacsonyabb hémérséklet).

DNS-izolalashoz kit: nukleinsav-tisztitasra alkalmas kit vagy reagensek (pl.
szlirboszlopos kit, magneses gyongyok) allati eredetl mintakhoz.

Szamitégép/szoftver: a PCR-készllék vezérléséhez és az adatalemzéshez
(amennyiben a készllék megkdveteli).

+36 30 2771-30% / www.molliscience.com / info@molliscience.com
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4.Mintavétel és elokészités a DNS-izolalashoz

Mintatipusok: A kit sokféle allategészségligyi minta vizsgalatara alkalmas, ideértve
a mintavételi palcaval vett mintakat (szajpadlasi hasadék, 1égcsé, 1égzsak, kloaka
stb.), a kllénb6z6 szbvetekbdl (léges6, tido, leégzsak, ivarszervek, izllet, tojas stb.),
FTA-kartyakat, valamint a tenyésztett sejtekbdl izolalt DNS-t.

Mintagydijtési iranyelvek: Alkalmazzon steril mintavételi technikat. Folyadékbol
legalabb 0,5 mL-t, szdvetbdl 1-2 g-ot gydjtsdén; a mintakat egyértelmien és
azonosithatoan jeldlje meg.

Mintakezelés és tarolas: Szallitds soran a mintakat tartsa hlitve (2-8 °C) és
dolgozza fel azokat a lehetd leghamarabb. Hosszabb tarolas (>24 6ra) esetén
fagyassza le (-20 °C vagy -80 °C) a mintakat. Kerllje az ismételt fagyasztasi-
olvasztasi ciklusokat.

Tampon mintak el6kezelése: Helyezze a mintavevd tampont a pufferbe (pl. PBS),
majd vortexeléssel mossa ki belble a sejteket. Centrifugalja le a mintat, és a cs6
aljan maradt sejtekbdl végezze el a DNS-izolalast.

Szovet mintak el6készitése: Homogenizaljon korulbelil 25-30 mg szdvetet
pufferben (pl. PBS). Centrifugalja le a mintat, majd a kapott Gledékbdl végezze el a
DNS-izolalast.

Sejttenyészet el6készitése: Centrifugalassal Ulepitse a sejteket, és a kapott
Uledékbdl végezze el a DNS-izolalast.

Mintak egyesitése (pooling), amennyiben sziikséges: Legfeljebb 5 darab, azonos
tipusu mintat mosson 6ssze egyetlen pufferes csében. A pooling pontos menetét
és a mintak listajat mindig dokumentalja.

DNS-izolalas: Hasznaljon olyan validalt protokollt, amely tiszta, PCR-gatlo
anyagoktol mentes DNS-t eredményez. A nem megfelel izolalas gatlast vagy fals-
negativ eredményt okozhat. Az izolalt DNS-t révid tavon (néhany napig) 2-8 °C-on,
hosszabb tavon -20 °C-on tarolja. Kerillje a minta ismételt fagyasztasat és
felolvasztasat.

Ovintézkedések: Mindig alkalmazzon megfeleld kontrollokat. A kontaminacié
elkerllése érdekében a munkat erre a célra kijelolt terlleten végezze. Cseréljen
gyakran keszty(t, €s minden mintahoz hasznaljon uj, steril pipettahegyet.

+36 30 2771-30% / www.molliscience.com / info@molliscience.com
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5.A reakcio 0sszeallitasa és a PCR feltételei

1. Reagensek el6készitése: olvassza fel a MGMS duplex gPCR Reaction Mix 1-3 és
a Positive Control komponenseket. Vortexelje, majd réviden centrifugalja le azokat.

2. A master mix elkészitése:

Komponens Térfogat 1 mintahoz (pL) Térfogat “n” mintahoz (uL)
MGR“::cctliLg:T\;l(ig;CR 4 Bixaxn
MGR“::cctliLg:T\;l(igZCR 4 Bixaxn

3. A master mix szétosztasa: Jeldlie meg a PCR-csbveket vagy a PCR-lemezt.
Adagoljon 18 pL master mixet minden reakciozsebbe.

4. Mintak és kontrollok hozzaadasa: A pipettazast Ovatosan veégezze a
buborékképz6dés és a kontaminacio elkertlése érdekében. Az MGMS duplex
gPCR Positive Control-t mindig utolsoként adja a rendszerhez.

a. Adjon 2 pL nukleazmentes vizet (MGMS duplex gPCR Reaction Mix 3) az
negativ kontroll (NTC ) helyére.

b. Adjon 2 pL-t a mintakbdl kinyert DNS-kivonatbol a megfeleld helyre.

c. Adjon 2 yL MGMS duplex gPCR Positive Control-t a kijeldlt helyre.

5. Lezaras és centrifugalas: Zarja le a lemezt vagy a csOveket optikai tisztasagu
kupakkal vagy 6ntapado foliaval. Centrifugélja réviden a lemezt/csdveket (pl. 1-2
percig 1000-2000 x g erével), hogy a folyadék 6sszegyliljon a reakcidzsebek aljan
és a légbuborékok tavozzanak.

6. PCR héprofil: Helyezze a lemezt vagy a csdveket a valds idejii PCR-készllékbe,
majd inditsa el az alabbi programot:

Lépés Hémérséklet Idétartam Ciklusszam
1. Enzim aktivalas 95°C 2 perc 1
2. Denaturacié 95°C 5 masodperc
3. Anellalas/ extenziod 60 °C 20 méasodperc* 40

(fluoreszcencia leolvasassal)

*Adatgyiijtés: A fluoreszcens jelek detektalasa a FAM és HEX csatornakon torténjen,
minden anellalas/ extenzi6 1épés végén.

Az anellalas/ extenzio lépés idbtartamat szikseg szerint igazitsa a hasznalt PCR-készlilek
hémérséklet-valtoztatasi (ramp) sebességehez.

+36 30 2771-30% / www.molliscience.com / info@molliscience.com
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7. Készilék beallitasok:
o Valassza ki a fluoroféroknak megfelel6 csatornakat a leolvasashoz.
o Applied Biosystems (ABI) készlilékek hasznalata esetén tiltsa le a passziv
referenciafestéket (ROX).
o Alkalmazza a készilék alapértelmezett hémérséklet-valtoztatasi (ramp)
sebességet.
o A paralecsapddas megel6zése érdekében gy6z6djon meg rola, hogy a
fedélftités be van kapcsolva (amennyiben a készulék megkdveteli/elérhetd).
8. Ovintézkedések: A PCR-reakcio lefutasat kdvetden a lemezeket vagy csdveket ne
nyissa fel. Rendszeresen hasznaljon DNS lebonté hatasu tisztitoszereket a
pipettak, eszkdzok és a munkafellletek dekontaminalasara.

7.Kontrollreakciok és értelmezés — az eredmények validalasa

e Pozitiv Kontroll: A pozitiv kontroll mindkét célszekvenciat tartalmazza (MS és MG
specifikus szekvenciak; MGMS duplex gPCR Positive Control). Hasznalja minden
PCR futasban! Ervényes futds esetén a pozitiv kontrollnak a FAM és a HEX
csatornaban egyarant egyeértelmd, tipikus amplifikacidés gorbét kell mutatnia.

e Negativ Kontroll: Minden futasban hasznaljon legalabb egy templat nélkili
kontrollt (NTC; MGMS duplex gPCR Reaction Mix 3). Az NTC reakcioban egyik
célcsatornaban sem jelentkezhet amplifikacio.

» Fluoreszcencia-kiiszobérték (threshold) beallitasa: Allitsa a kiiszobértéket az
alapvonal (baseline) zajszintje folé. Idealis esetben a kiisz6bdt csatornanként (FAM
és HEX kuloén-kilén), az amplifikacios gorbék log-linearis fazisaban kell elhelyezni
(az alabbi abran a kék nyilakkal jelzett tartomany).
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e A PCR futas validalasa: A PCR futas akkor fogadhato el, ha:

o A pozitiv kontroll (MGMS duplex gqPCR Positive Control) a vart
Ct-tartomanyban amplifikalodik (a kithez mellékelt mindségi tanusitvanyban
szerepld validacios értékek szerint).

o A negativ kontroll (NTC; MGMS duplex gPCR Reaction Mix 3) egyik
fluoreszcencia-csatornaban sem mutat amplifikaciot.

e A kontrollok eredményének értelmezése: Az eredményeket a FAM és HEX
csatornakban tapasztalt amplifikacié jelenléte (+) vagy hianya (-) hatarozza meg.
FAM HEX

Kontroll (MG-specifikus) (MS-specifikus) Ertelmezes
Negativ - - Negativ (nincs amplifikacio)
Pozitiv + + MG és MS pozitiv egyarant

(+) Pozitiv: Az amplifikacio detektalhato, a Ct-érték a 40-es cut-off (hatarérték) erteken
beliil van. (-) Negativ: Nincs amplifikacio, a fluoreszcens jel nem éri el a kiisz6bértéket a
40. ciklusig. Az eredményeket kvalitativ (minéségi) jelleggel (pozitiv/negativ) kell jelenteni,
célfajonként és mintankent elkdlénitve.

8.Adatalemzés és az eredmények értelmezése

o Amplifikacios gorbék ellenérzése: A futds befejeztével vizsgala meg az
amplifikacids abrakat. Ellenérizze, hogy a goérbék exponencialis fazisa jol kivehetd,
és mutatjak a tipikus szigmoid karaktert (S-alaku).

o Fluoreszcencia-kiiszobérték (threshold) beallitasa: Allitsa a kiiszobértéket az
alapvonal (baseline) zajszintje folé. Idealis esetben a kiisz6bét csatornanként (FAM
és HEX kilon-kulén), az amplifikacios gorbék log-linearis fazisaban kell elhelyezni.

o Ciklus-kuszobérték (Ct/Cq): Hatarozza meg, hogy az egyes gorbék melyik
ciklusban Iépik at a kiliszobdt. Alacsonyabb Ct-érték magasabb kezdeti DNS-
kopiaszamot (kiindulasi mintakoncentraciot) jelez.

e Kontrollok ellenérzése: A futas validalasahoz kévesse a 7. fejezetben leirtakat.

e Eredményértékelési szempontok:

o Pozitiv eredmény: A minta az adott célfajra pozitiv, ha a megfelel
fluoreszcencia-csatornaban tipikus, szigmoid amplifikacids gorbe figyelhet6
meg, a meghatarozott hatarértéken belil (Ct < 40).

o Negativ eredmény: A minta negativ, ha a csatornakban nem térténik
amplifikacio (a fluoreszcens jel a teljes futas alatt a kliszobérték alatt marad,
igy a Ct-érték nem hatarozhatdé meg).

o Kevert fert6zés: Ha mindkét csatornaban (FAM és HEX) értékelhet6, a
kritériumoknak megfelel6 amplifikacié lathato, a mintat mindkét célfajra
pozitivként (kevert fertézes) kell jelenteni.

+36 30 2771-30% / www.molliscience.com / info@molliscience.com
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o Eredmények értelmezése: Az eredményeket a FAM és HEX csatornakban
tapasztalt amplifikacio jelenléte (+) vagy hianya (-) hatarozza meg.

Negativ Pozitiv . - .
Csatorna Kontroll Kontroll Minta Ertelmezés
FAM - + - A kontrollok megfeleléen mikédtek.
HEX - + - A minta negativ.
FAM - + + A kontrollok megfeleléen mikédtek.
HEX - + - A minta kizarolag MG-t tartalmaz.
FAM - + - A kontrollok megfeleléen mikédtek.
HEX - + + A minta kizarélag MS-t tartalmaz.
FAM - + + A kontrollok megfeleléen mikédtek.
HEX - + + A minta MG-t és MS-t is tartalmaz.
FAM - +/- +/- Amplifikacids hiba.
HEX - - - A pozitiv kontroll nem miikodott
FAM i _ _ megfeleléen. Az eredmények nem
értékelheték. Végezzen hibaelharitast,
HEX - +/- +/- majd ismételje meg a futast.
FAM + * +- Lehetséges kontaminacio.
HEX -+ + +/- Az eredmények nem értékelhetdk.
FAM -+ + +/- Végezzen hibaelharitast, majd
HEX + + +/- ismételje meg a futast.

(+) Pozitiv: Az amplifikacio detektalhato, a Ct-érték a 40-es cut-off (hatarertek) erteken
beliil van. (=) Negativ: Nincs amplifikacio, a fluoreszcens jel nem éri el a kliszébértéket
a 40. ciklusig. Az eredményeket kvalitativ (minéségi) jelleggel (pozitiv/negativ) kell
Jelenteni, célfajonként és mintanként elkdlénitve.

e Dokumentacié és adatkezelés: Rogzitsen minden Ct-értéket, az eredmények

értelmezését,

valamint minden esetlegesen fellépd

rendellenességet (pl.

kontrollhiba, szokatlan amplifikacidos goérbe) a laboratérium minéségiranyitasi
rendszerének elbirasai szerint.
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9.Hibaelharitasi utmutato

Probléma Lehetséges ok Javasolt intézkedés

Egyik A reagensek Ellenérizze, hogy a reagensek fel

reakciézsebben degradalédtak; a PCR lettek-e olvasztva és alaposan

sincs amplifikacié  reakcid dsszeallitasi Osszekeverve.  EllenGrizze  a
hibaja; késziilékhiba. Reaction Mixek pipettazasat.

Gy6z6dj6én meg rola, hogy a PCR-
geép fedele (ahol ez sziikséges) és
a ftoblokk fit. Ismételje meg a
vizsgalatot friss reagensekkel.

Az MGMS duplex Hibas 6sszeallitas; az Ellendrizze a pipettazast.
qPCR Positive MGMS duplex gPCR Hasznéljon friss egység MGMS
Control nem Positive Control DNS duplex gPCR Positive Control-t.
miikédik (nincs jel) degradalddott; a PCR- Ellendrizze a héprofilt/
ciklusok parametereinek  cikjusparamétereket a késztiléken.
hibaja, a gép
meghibasodasa.
A negativ kontroll A reagensek, a pipettak Cserélje ki a reagenseket és a
amplifikaciét mutat vagy a fogydeszkdzdk pipettahegyeket. Tisztitsa meg a
kontaminacioja. munkateruletet natrium-hipoklorit-
oldattal vagy DNS-dekontaminalé
szerrel.

A reakcidkeveréket tiszta,
kontaminaciomentes terileten

allitsa 6ssze.
Gyenge jel a vartan Alacsony a templat Ellen6rizze a nukleinsav izolalas
pozitiv mintaban mennyisége vagy a DNS  mindségét. A gatlbanyagok
részlegesen csbkkentésere higitsa fel a DNS
degradalédott; PCR-gatlas mintat, és vizsgalja ujra.
(inhibicio).
Nagy a széras a Pipettazasi hiba vagy Gondoskodjon a master mix é€s a
replikatumok egyenetlen felkeverés. mintak alapos, de kiméletes
kozott Osszekeverésérol. Hasznaljon
kalibralt pipettakat. Az 6sszes
technikai replikatumot egyszerre,
ugyanabban a PCR-futasban
vizsgalja.
Késéi amplifikacié6  Nem specifikus Ha a Ct-ertékek a hatarertéken
minden amplifikacié vagy kival esnek (Ct 2 40), és nem
reakciézsebben alacsony szint(i szabalyos szigmoidok a gorbek,
kontaminacio. tekintse ket negativnak.
Javitsa a lemezlezaras és a
reakciokeverék

homogenizaladsanak minéséegét.

+36 30 2771-30% / www.molliscience.com / info@molliscience.com
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Probléma Lehetséges ok Javasolt intézkedés
Nem szabalyos A késziilék szoftverének  Ellendrizze az adatalemzesi
lefutasu beallitasai vagy primer- beallitasokat (alapvonal es
amplifikacios dimer képz6dés. kiszOberték). Ellendrizze a
gorbék primerek/probak integritasat.

Ismételje meg a PCR-t friss
reagensekkel.

Ha a probléma a fenti Iépések ellenére is fennall, részletes futasadatokkal forduljon
technikai tamogatasi szolgaltatasunkhoz. Segitségkérés el6tt mindig készitse el és
csatolja a futaslapot, a Ct-értékeket, valamint a készlilék szoftver adatait és log fajljait.

10. Technikai adatok

Reakcié-térfogat: dsszesen 20 yL (18 yL Master Mix + 2 uyL DNS/minta).
Reaction Mix osszetétele: Hot-start DNS-polimeraz, dNTP, MgCl,, primerek,
probak.

Fluoroférok: MG-specifikus jel: FAM (ex=495 nm/em=520 nm), MS-specifikus jel:
HEX/VIC (538/554 nm).

PCR ciklus paraméterek: A futas teljes ideje kb. 1 6ra. A javasolt programot lasd
az 5. fejezetben.

Analitikai érzékenység: Reakcionként 1-10 specifikus DNS templat (a validacio
soran meghatarozott érték a mindségi tanusitvany szerint, ,Certificate of
Analysis”).

Specificitas: A primerek és a probak kifejezetten a Mycoplasma gallisepticum és
a Mycoplasma synoviae térzsekre specifikusak. Szorosan rokon organizmusokkal
vagy a baromfiféléket fert6z6 egyéb gyakori korokozokkal keresztreakcio nem
tapasztalhat6 (részletek a validacios jelentésben, ,Validation report”).

Késziilék: A mddszert a BioRad CFX96 platformon validaltak.

Tarolasi hémérséklet: —20 °C (hosszutavon). A felolvasztott reagensek hasznalat
kdzben jégen vagy 2-8 °C-on tarthatok (legfeljebb 4 napig).

Szavatossagi id6: Rendeltetésszerl tarolas mellett a gyartastol szamitott 12
honap. A pontos lejarati datumot lasd a tételcimkeén.

Szabalyozas: Nem  alkalmazhaté  human  diagnosztikdra.  Kizardlag
allategészsegugyi, in vitro célra hasznalhato.

Validacios jelentés: A teljes korl validacios dokumentacio (amely részletesen
targyalja az analitikai specificitast, érzékenységet, ismételhetdséget és
robusztussagot) igény esetén  beszerezhetd6 a  gyartétél  (Email:
info@molliscience.com).

+36 30 2771-30% / www.molliscience.com / info@molliscience.com
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11.  Gyarto és Elérhetdségek
e Gyarté: MolliScience Kft., Magyarorszag, 2051 Biatorbagy, Marcius 15. utca 1.
e Honlap: www.molliscience.com
e Technikai Tamogatas: Email: info@molliscience.com
o Ertékesitéssel kapcsolatos megkeresések: Email: info@molliscience.com 10
e Védjegy: MolliScience® egy bejegyzett védjegy.

A kompatibilis termékekrél €s a rendelés részleteirdl a legfrissebb tajekoztatasért tekintse
meg a cég katalogusat vagy honlapjat.

+36 30 2777-305 / www.molliscience.com / info@molliscience.com



