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Anti-Salmonella H
Testreagenz fir die Objekttrageragglutination und Phaseninduktion (PI)
INFORMATION ZUM GEBRAUCH DURCH FACHPERSONAL

de C€ [vo]

Iweckbestimmung

Die Testreagenzien Anti-Salmonella H dienen der Ermittlung bzw. Uberpriifung der H-Antigene von Salmonella-Stémmen
entsprechend dem White-Kauffmann-Le-Minor-Schema (Kauffmann-White-Schema) mit Hilfe der Objekttrageragglutination.
Sie ermdglichen die Bestimmung des Serovars. Die in unten stehender Tabelle gekennzeichneten Testreagenzien konnen
bei bi-phasischen Stdmmen auch zur Induktion der nicht nachweisbaren H-Phase (Schwarmhemmverfahren nach Sven Gard)
verwendet werden.

Testprinzip

Besitzt der Salmonella-Stamm ein dem Erfassungsbereich des Testreagenzes entsprechendes H-Antigen, wird dieses beim
Mischen mit dem spezifischen Antikorper gebunden. Infolge der Antigen-Antikorper-Reaktion wird der Stamm deutlich
sichtbar agglutiniert.

Lusammensetzung

Die Testreagenzien sind monoklonale Antikorper, Testseren oder eine Mischung aus monoklonalen Antikorpern und Testse-
rum. Monoklonale Antikorper werden aus Zellkulturiiberstanden von Hybridomzelllinien hergestellt, die Antikorper gegen
die entsprechenden Salmonella-H-Antigene sezernieren. Die Testseren sind Seren von immunisierten Kaninchen, die durch
Absorption von unspezifischen Agglutininen befreit wurden.

Konservierungsmittel: Natriumazid (NaN) 0,9 mg/ml

Verfiigbare Spezifitaten Anti-Salmonella

Spezif. Nachgewiesene Antigene Pl
H:a H:a X
H:b H:b X
H:c H:c X
H:d H:d X
H:E H:e,h; e,n,x; e,n,zi5; ,n,X,z15 X
H:f H:f,g; f,q,5; f.q,t

H:g alle Antigenkombinationen des H:G-Komplexes auler H:m,t X
H:g,m alle Antigenkombinationen des H:G-Komplexes einschlieBlich H:m,t
H:h H:e,h

H:i H:i X
H:k H:k X
H:L H:0,v; 0,W; 0,13; 1,228; 0,113,128 X
H:m H:g,m; g,m,s; g,m,s,t; g,m,q; g,m,p,s; g,m,t; m,p,t,u; m,t

H:n H:e,n,x; e,n,zis; e,n,x,zis X
H:p H:g,m,p,s; q,p; 9,p.S; 9,p,U; m,p,t,u

H:q H:g,q; g,m,q

H:r H:r X
H:s H:f,g,s; ,m,s; g,m,s,t; g,p,s; g,5,t

H:t H:m,t; f,0,t; g,mt; g,m,s.t; gt; g5t mptu

H:u H:q,p,u; m,p,t,u

H:v H:l,v

H:w H:l,w

H:x H:e,n,x; e,n,X,zis

H:y H:y X
H:z " H:z (1, 11, 1) X
H:z4,223 H:24,223; 74,724; 74,132; 74,123,132

H:ze H:z6

H:zo H:z10 X
H:z1s H:e,n,zs; e,n,X,z1s

H:z23 H:z4,223; 74,223,732

H:z24 H:z4,224

H:z2 H:0,228; 0,713,728

H:z29 H:z20

H:z32 H:z4,232

H:z35 H:z35 X
H:z3s H:z3s X
H:za H:za X
H:1 H:1,2;1,5;1,6;1,7,1,2,7, 1,57 X
H:2 H:1,2

H:5 H:1,5

H:6 H:1,6

H:7 H:1,7

" erkennt H:z bei Subspecies I, Il und 11l

Darreichungsform, Haltbarkeit und Lagerungsbedingungen

Testreagenzien, die in der mikrobiologischen Praxis haufig benotigt werden, liegen in flissiger, gebrauchsfertiger Form
vor. Testreagenzien fur Spezifitaten mit geringerem Bedarf sind lyophilisiert.

Flissige Testreagenzien sind original verschlossen und nach erstmaligem Offnen bei Lagerung bei 2...8 °C bis zu dem auf
dem Etikett angegebenen Datum verwendbar. Nach Benutzung sind die Flaschchen wieder gut zu verschlieBen.
Lyophilisierte Testreagenzien sind vor dem Gebrauch in 1 ml bzw. 5 ml Aqua dest. entsprechend der Deklaration zu losen
und mit der beiliegenden Pipette gut zu verschliefen. Bei Lagerung bei 2...8 °C sind sie mindestens 18 Monate verwend-
bar, jedoch maximal bis zu dem auf dem Etikett deklarierten Datum.

Gelegentlich konnen in den Testreagenzien nicht mikrobiell verursachte Tribungen auftreten. Sie beeintrachtigen nicht
die Wirksamkeit der Testreagenzien und konnen durch Zentrifugation oder Filtration beseitigt werden.

Vor Gebrauch missen die Testreagenzien auf Raumtemperatur (18...26 °C) temperiert werden.

Warnhinweise und Vorsichtsma8nahmen

Durch die biotechnologische Herstellung der Testreagenzien ist das Risiko einer Kontamination durch infektiose Krank-
heitserreger nahezu ausgeschlossen. Wegen des Gehalts an tierischen Materialien (fotales Kalberserum, Stabilisator)
sollten sie als potentiell infektios gehandhabt werden. Testreagenzien, die biologisches Material in Form von Kaninchen-
serum enthalten, sollten deshalb als potentiell infektios angesehen werden und entsprechend gehandhabt werden.
Wegen des Gehalts an Natriumazid Kontakt mit der Haut und Schleimhguten vermeiden; gegebenenfalls mit reichlich
Wasser spilen. Da bei der Durchfihrung der Objekttrégeragglutination mit nativem Erregermaterial gearbeitet wird,
missen die notwendigen ArbeitsschutzmaBnahmen eingehalten werden (Infektionsgefahr).

Nicht mitgelieferte Arbeitsmaterialien und Ausriistungen

Glasobjekttrager, Ruhrstabchen, physiologische Kochsalzlosung (9,0 g/I Nacl), Abwurfbehélter fur infektioses Material,
White-Kauffmann-Le-Minor-Schema, sterile Petrischalen (6 cm Durchmesser), Schwéarmagar, Mikrowelle oder Wasserbad,
Thermometer.

Untersuchungsmaterial und Methodik

1. Antigenbestimmung

1.1Von einer 16- bis 20-stindigen Subkultur (z. B. Néhragar oder Kligler) wird etwas Bakterienmasse vom unteren,
feuchten Teil des Schragagars auf einem Objekttrager in einem Tropfen (ca. 25 pl) Testreagenz Anti-Salmonella H zu einer
homogenen, leicht milchigen Suspension eingerieben. Der Objekttrager sollte sich auf einer dunklen Unterlage befinden.
Der Objekttrager wird vor einer Lichtquelle gegen einen schwarzen Hintergrund gehalten, geschwenkt und das Ergebnis
mit bloBem Auge abgelesen. Zum Ausschluss von Spontanagglutinationen ist eine Negativkontrolle mit physiologischer
Kochsalzlésung anstelle des Testreagenzes mitzufihren.

1.2 Gelingt die H-Antigenbestimmung nach der oben beschriebenen Methode nicht, ist der Stamm zur besseren Auspra-
gung der GeiBRelantigene auf Schwarmagar zu Gberimpfen. Fir den Schwarmagar empfehlen wir den Fertigndhrboden
sifin TN 1702. 10 ml dieses Schwarmagars werden nach Verflissigung in eine Petrischale (6 cm Durchmesser) gegeben.
Nach dem Erstarren wird die Agaroberflache mit ca. 100 pl sterilem Aqua dest. benetzt und der Stamm punktférmig in der
Mitte der Platte aufgetragen. Die Platte wird mit der Agarschicht nach unten bis zum nachsten Tag bei 35...37 °C inkubiert.
Zur Objekttrageragglutination wird das Material vom Rand der Platte entnommen.

2. Phaseninduktion

Bei diphasischen Stammen, bei denen nur eine H-Phase nachweisbar ist, muss zur Induktion der zweiten Phase das
Schwarm-Hemmverfahren nach Sven Gard durchgefihrt werden.

2.1. 0,1 bis 0,2 ml Testreagenz Anti-Salmonella H werden mit 10 ml verflissigtem, auf 40...45 °C abgekihltem Schwar-
magar in einer Petrischale von 6 cm Durchmesser gemischt. Nach dem Erstarren des Agars wird die Platte wie unter 1.2.
angegeben mit Aqua dest. benetzt, mit dem Salmonella-Stamm beimpft, bebriitet und die Objekttrageragglutination
durchgefihrt. Gelingt die Phaseninduktion nicht, ist das Hemmverfahren zu wiederholen.

2.2. Neben diesem klassischen Verfahren empfehlen wir folgende vereinfachte Vorgehensweise: Auf eine Platte (6 cm
Durchmesser) mit 10 ml Schwarmagar werden 0,1 bis 0,2 ml Testreagenz Anti-Salmonella H getropft und mit einem sterilen
Glasspachtel auf der Oberflache verteilt. Danach wird die Mitte der Platte beimpft und wie o.a. bebritet. Nach 16 bis 20
Stunden kann von dem geschwarmten Stamm die Identifikation der zweiten, nicht gehemmten H-Phase vorgenommen
werden. Das vereinfachte Verfahren ermdglicht den Nachweis der zweiten Phase in der Regel beim ersten Versuch.

Bewertung des Ergebnisses

Eine Auswertung der Objekttrdgeragglutination ist nur moglich, wenn die Negativkontrolle milchig trib bleibt.

Positiv: Sichtbare Agglutination nach 1 bis 20 Schwenkungen. Bei stark positiver Reaktion tritt eine Agglutination (grob-
oder feinflockig) bereits beim Einreiben der Bakterienmasse auf, bei schwach positivem Ergebnis erst nach 10 bis 20
Schwenkungen.

Negativ: Eine milchig-trib bleibende Suspension oder eine nach mehr als 20 Schwenkungen auftretende Reaktion ist
negativ.

Qualitatssicherung bei der Testdurchfithrung

Fur die Qualitatskontrolle der serologischen Typisierung mittels Objekttrageragglutination ist es wichtig, dass die dazu
verwendeten Stamme ihre Antigene an der Zelloberflache gut exprimieren. Es empfiehlt sich daher, Stamme aus Ring-
versuchen, extern vollstandig charakterisierte Feldstamme definierter Herkunft oder geeignete kommerziell erhaltliche
Salmonella O, H-Testantigene zur Qualitatskontrolle einzusetzen.

Grenzen der Methode

Die Testreagenzien reagieren nur mit Salmonella-Stammen, die Antigene der deklarierten Spezifitat enthalten. Kreuz-
reaktionen mit Stdémmen anderer Genera der Enterobacteriaceae konnten nicht nachgewiesen werden. Die Bestimmung
der H-Antigene erfolgt nach der serologischen Bestimmung des(r) O-Antigens(e) und der biochemischen Zuordnung zum
Genus Salmonella.
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Anti-Salmonella H

Réactif d'essai pour I'agglutination sur lame et I'induction de phase (IP)
INFORMATION A L'USAGE DES PROFESSIONNELS

i C€ [ivo]

Usage prévu

Les réactifs d'essai Anti-Salmonella H servent a déterminer et vérifier les antigenes H des souches de Salmonella
conformément au schéma de White-Kauffmann-Le-Minor (schéma de Kauffmann-White) a I'aide de I'agglutination sur
lame. Ils permettent de déterminer le sérovar.

Les réactifs d'essai figurant dans le tableau ci-dessous peuvent également étre employés dans des souches diphasiques
pour l'induction de la phase H non détectable (procédé par essaimage selon Sven Gard).

Principe de I'essai

Si la souche de Salmonella possede un antigene correspondant 3 la plage de détection du réactif d'essai, celui-ci se lie a
I'anticorps spécifique lors du mélange. En conséquence de la réaction de I'antigéne et de I'anticorps, on constate que la
souche est nettement agglutinée.

Composition

Les réactifs d'essai sont des anticorps monoclonaux, des sérums d'essai ou un mélange d'anticorps monoclonaux et de
sérum d'essai. Les anticorps monoclonaux sont préparés a partir de surnageants de culture cellulaire de lignées cellulaires
d'hybridomes qui secrétent des anticorps contre les antigenes H de Salmonella correspondants. Les sérums d'essai sont

Conservateur: azoture de sodium (NaN) 0,9 mg/ml
spécificités disponibles Anti-Salmonella

Spécif. Antigénes détectés P
H:a H:a X
H:b H:b X
H:c H:c X
H:d H:d X
H:E H:e,h; e,n,x; e,n,z15; e,n,X,215 X
H:f H:f,g; f,q,s; f,q,t

H:g toutes les combinaisons d'antigenes du complexe H:G en dehors de H:m,t x
H:g,m toutes les combinaisons d'antigénes du complexe H:G y compris H:m,t
H:h H:e,h

H:i H:i X
H:k H:k X
H:L H:0,v; 0,wW; (,113; (,228; 0,113,128 X
H:m H:g,m; g,m,s; g,m,s,t; g,m,q; g,m,p,s; g,m,t; m,p,t,u; m,t

H:n H:e,n,x; e,n,zs; e,n,X,z1s X
H:p H:g,m,p,s; q,p; 9,p,S; 9,p,U; m,p,t,u

H:q H:g,q; g,m,q

H:r H:r X
H:s H:f,g,s; 9,m,s; g,m,s,t; g,p,s; g,5,t

H:t H:m,t; f,0,t; g,m,t; g,m,s,t; g,t; g,5,t; mptu

H:u H:g,p,u; m,p,t,u

H:v H:l,v

H:w H:l,w

H:x H:e,n,x; e,n X,z

H:y H:y X
H:z " H:z (1, 11, 111) X
H:z4,223 H:24,223; 74,724; 74,132; 74,123,132

H:ze H:z6

H:zw0 H:z0 X
H:z1s H:e,n,zs; e,n,X,z1s

H:z23 H:z4,223; 74,223,732

H:z24 H:z4,224

H:z2s H:l,228; 0,113,128

H:z29 H:z29

H:z32 H:z4,232

H:z3s H:z35 X
H:z3s H:z3s X
H:za H:za X
H:1 H:1,2;1,5;1,6; 1,7, 1,2,7, 1,57 X
H:2 H:1,2

H:5 H:1,5

H:6 H:1,6

H:7 H:1,7

") identifie H:z dans les sous-especes |, Il et Il

Présentation, conservation et conditions de stockage

Les réactifs d'essai qui sont souvent requis dans les laboratoires de microbiologie se trouvent sous forme liquide, préte 3
I'emploiii. Les réactifs d’essai pour les spécificités pour lesquelles le besoin est faible sont lyophilisés.

Si les réactifs d'essai liquides sont conservés dans leur emballage d'origine et une fois ouverts, conservés a une
température de 2...8 °C, ils peuvent étre utilisés jusqu'a la date indiquée sur I'étiquette. Apres utilisation, les flacons
doivent étre bien refermés.

Les réactifs d'essai lyophilisés doivent étre dissouts avant emploi dans 1 ml ou 5 ml d'eau distillée conformément a
I'indication et bien refermés avec la pipette compte-goutte incluse. S'ils sont stockés a 2...8 °C, ils sont utilisables
pendant au moins 18 mois, mais au maximum jusqu'a la date mentionnée sur I'étiquette.

Des turbidités d'origine non microbienne peuvent apparaitre occasionnellement dans les réactifs d'essai. Elles n'affectent
pas l'efficacité des des réactifs d'essai et peuvent étre éliminées par centrifugation ou filtration.

Avant emploi, les réactifs d'essai doivent étre amenés a température ambiante (18...26 °C).

Mises en garde et précautions d'emploi

En raison de la préparation biotechnologique des réactifs d'essai, le risque d'une contamination par des agents pathogénes
infectieux est pratiquement exclu. En raison de la teneur en matériaux d'origine animale (sérum de veau feetal,
stabilisateur), ils devraient étre manipulés comme des produits potentiellement infectieux.

Les réactifs d'essai qui contiennent un matériau biologique sous forme de sérum de lapin doivent étre considérés comme
potentiellement infectieux et étre manipulés en conséquence.

A cause de la teneur en azoture de sodium, il faut éviter le contact avec la peau et les muqueuses et le cas échéant,
rincer abondamment a I'eau.

Puisque I'on travaille avec des matériaux pathogénes natifs lors de la réalisation de I'agglutination sur lame, il faut
respecter les mesures de sécurité au travail (risque d'infection).

Matériaux de travail et équipements non fournis

lame de verre, agitateur, solution physiologique de sel de cuisine (9,0 g/I NaCl), collecteur de déchets pour les matériaux
infectieux, schéma de White-Kaufmann-Le Minor, boites de Petri stériles (6 cm de diametre), gélose d'essaimage,
micro-ondes ou bain-marie, thermometre.

Matériau d'essai et méthodologie

1. Détermination des antigénes

1.1 0n enduit un peu de substance bactérienne de Ia partie humide, inférieure de la gélose inclinée issue d'une sous-
culture de 16 a 20 heures (par ex. gélose nutritive ou milieu de Kligler) sur une lame dans une goutte (environ 25 pl) de
réactif d'essai Anti-Salmonella H de maniére a obtenir une suspension homogene, légérement laiteuse. La lame devrait
se trouver sur une base sombre.

0On maintient la lame devant une source de lumiére, contre un fond noir, on la fait tourner et on lit le résultat a I'ceil nu.
Pour exclure des agglutinations spontanées, il faut réaliser un témoin négatif avec une solution physiologique de sel de
cuisine au lieu du réactif d'essai.

1.2 Si la détermination de I'antigéne H n'est pas obtenue suivant la méthode décrite ci-dessus, la souche doit étre
ensemencée sur une gélose d'essaimage pour une meilleure imprégnation des antigenes de flagelle. En gélose
d'essaimage, nous recommandons le milieu nutritif prét a I'emploi sifin TN 1702.

on verse 10 ml de cette gélose d'essaimage apres liquéfaction dans une boite de Petri (6 cm de diametre). Une fois
solidifiée, cette surface de gélose est mouillée avec environ 100 pl d'eau distillée stérile et la souche est appliquée en
forme de point au centre de la plaque. On laisse incuber la plaque avec la couche de gélose vers le bas jusqu'au
lendemain a 35...37 °C. Le matériau est enlevé du bord de la plaque pour I'agglutination sur lame.

2. Induction de phase

Pour les souches diphasiques dans lesquelles seule une phase H est détectable, le procédé par essaimage selon Sven
Gard doit étre réalisé pour I'induction de la seconde phase.

2.1. On mélange 0,13 0,2 ml de réactif d'essai Anti-Salmonella H avec 10 ml de gélose d'essaimage liquéfiée, refroidie a
40...45 °C dans une boite de Petri de 6 cm de diamétre. Aprés la solidification de la gélose, on mouille Ia plaque avec de
I'eau distillée comme indiqué en 1.2, on I'ensemence avec la souche de Salmonella, on la laisse incuber et on effectue
I'agglutination sur lame. Si I'induction de phase ne réussit pas, il faut répéter le procédé de Sven Gard.

2.2. Outre ce procédé classique, nous recommandons la procédure simplifiée suivante : On verse goutte a goutte 0,1 a
0,2 ml de réactif d'essai Anti-Salmonella H sur une plaque (de 6 cm de diameétre) avec 10 ml de gélose d'essaimage et on
les répartit sur la surface 3 I'aide d'une spatule en verre stérile. Ensuite, on ensemence le centre de la plaque et on laisse
incuber comme décrit ci-dessus. Au bout de 16 a 20 heures, on peut effectuer I'identification de la seconde phase H non
inhibée a partir de la souche essaimée. Le procédé simplifié permet en regle générale de détecter la seconde phase 3 la
premiére tentative.

Evaluation du résultat

Une évaluation de I'agglutination sur lame n'est possible que si le témoin négatif reste trouble et laiteux.

Positif: agglutination visible au bout de 13 20 rotations. En cas de réaction fortement positive, on constate une
agglutination (de flocons grossiers ou fins) dés la substance bactérienne enduite, en cas de résultat faiblement positif,
uniquement au bout de 10 a 20 rotations.

Négatif: une suspension trouble et laiteuse ou une réaction qui survient au bout de plus de 20 rotations est négative.

Assurance qualité lors de la réalisation du test

Pour le contrdle qualité du typage sérologique a I'aide de I'agglutination sur lame, il est important que les souches
utilisées expriment bien leurs antigénes 3 la surface de la cellule. Pour effectuer le controle qualité, il est donc
recommandé d'utiliser des souches issues de séries de tests interlaboratoires, des souches sauvages d'origine définie
entiérement caractérisées en interne ou l'antigéne test H, Salmonella O disponible dans le commerce.

Limites de la méthode

Les réactifs d'essai réagissent seulement avec des souches de Salmonella qui contiennent des antigénes de la spécificité
déclarée. Des réactions croisées avec des souches d'autres genres d"Enterobacteriaceae n'ont pu étre détectées. La
détermination des antigenes H est réalisée aprés la détermination sérologique de(s) I'antigéne(s) O et de la classification
biochimique dans le genre Salmonella.

Explication des symboles utilisés

LoT Code du lot g
Référence du catalogue /R[
Dispositif medical de diagnostic in vitro
Réactif d’essai

Réactif d'essai monoclonal

I'induction de phase

Utiliser jusque AAAA-MM (MM = fin du mois)
Limites de température

I::Ej Consulter les instructions d'utilisation
I'agglutination sur lame

lyophilisé
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Anti-Salmonella H
Test reagent for slide agglutination and phase reversal (PR)
INFORMATION FOR PROFESSIONAL USE
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Intended use

The Anti-Salmonella H test reagents are intended for use in identifying or checking the H-antigens of Salmonella strains
in accordance with the White-Kauffmann-Le-Minor scheme (Kauffmann-White scheme) using slide agglutination. They
enable the serovar to be determined.

The test reagents indicated in the table below may also be used in the case of diphasic strains for induction of the uni-
dentified H-phase (phase inversion by culture on swarm agar/ Sven Gard method).

Principle of the test
If the Salmonella strain contains an H-antigen that is covered by the test reagent, this antigen becomes bound when
mixed with the specific antibody. The antigen-antibody reaction results in clearly visible agglutination of the strain.

Composition

The test reagents are monoclonal antibodies, test sera or a mixture of monoclonal antibodies and test serum. Monoclo-
nal antibodies are produced from cell culture supernatants of hybridoma cell lines which secrete antibodies against the
respective Salmonella H antigens. The test sera are immunized rabbit sera from which unspecific agglutinins have been
removed by absorption.

Preservative: Sodium azide (NaN;) 0.9 mg/ml

Available specificities Anti-Salmonella

Specif. Antigens identified PR
H:a H:a X
H:b H:b X
H:c H:c X
H:d H:d X
H:E H:e,h; e,n,x; e,n,zi5; e,n,X,z15 X
H-:f H:f,g; f,q,5; f,q,t

H:g All antigen combinations of H:G complexes, except H:m,t X
H:g,m All antigen combinations of H:G complexes, incl. H:m,t

H:h H:e,h

H:i H:i X
H:k H:k X
H:L H:0,v; 0, W; 0,213; 0,228; 0,713,228 X
H:m H:g,m; g,m,s; g,m,s,t; g,m,q; g,m,p,s; g,m,t; m,p,t,u; m,t

H:n H:e,n,x; e,n,zss; e,n,X,z1s X
H:p H:g,m,p,s; q,p; 9,p,S; 9,p,U; m,p,t,u

H:q H:g,q; g,m,q

H:r H:r X
H:s H:f,g,s; 9,m,s; g,m,s,t; g,p,s; g,5,t

H:t H:m,t; f,0,t; g,m,t; g,m,s,t; g,t; g,5,t; mp,tu

H:u H:g,p,u; m,p,t,u

H:v H:l,v

H:w H:l,w

H:x H:e,n,x; e,n X,z

H:y H:y X
H:z " H:z (1, 11, 1) X
H:z4,223 H:24,223; 74,724; 74,132; 74,123,132

H:ze H:z6

H:z10 H:z10 X
H:z1s H:e,n,zs; e,n,X,z1s

H:z23 H:z4,223; 74,223,732

H:z24 H:z4,224

H:z28 H:0,128; 1,113,228

H:z20 H:z29

H:z32 H:z4,222

H:z3s H:z3s X
H:z3s H:z3s X
H:za H:za X
H:1 H:1,2;1,5;1,6; 1,7, 1,2,7, 1,57 X
H:2 H:1,2

H:5 H:1,5

H:6 H:1,6

H:7 H:1,7

" identifies H:z in Subspecies I, Il and Il

Form in which product is supplied, shelf life and conditions for storage

Test reagents that are frequently needed in the microbiological laboratory are available in liquid form ready to use. Test
reagents for specificities that are needed less often are lyophilized (freeze-dried).

If stored at 2...8 °C both before and after opening, liquid test reagents may be used up to the date given on the label
and must be properly resealed after use. The lyophilized test reagents must be dissolved in 1 ml or 5ml distilled water in
accordance with the declaration before use. They can be properly closed with the enclosed pipette. If stored at 2...8 °C,
they remain usable for at least 18 months. However, they must not be used after the date given on the label.

The test reagent may sometimes show turbidity not caused by microbes. Such turbidity does not impair effectivity and
the test sera/ test reagents can be clarified by centrifugation or filtration.

Prior to use, the test reagents must be warmed up to room temperature (18...26 °C).

Warnings and precautions

The biotechnological manufacture of the test reagents means that the risk of contamination by infectious agents can be
virtually excluded. Because they contain animal materials (fetal calf serum, stabilizer), they should be treated as
potentially infectious and handled accordingly. Test reagents containing biological material in the form of rabbit serum
should therefore be treated as potentially infectious and handled accordingly.

As these materials contain sodium azide, contact with the skin and mucous membranes must be avoided. In case of
contact, rinse with plenty of water. Since the performance of the slide agglutination test involves working with native
pathogenic materials, all necessary work protection procedures must be adhered to (risk of infection)!

Materials and equipment not supplied
Glass slides, stirring rods, physiological saline (NaCl 9 g/1), disposal containers for infectious material, Kauffmann-White-
Le-Minor scheme, sterile petri dishes (6 cm diameter), swarm agar, microwave oven or water-bath, thermometer.

Test material and methodology

1. Determination of the antigen

1.1 Take a small amount of bacterial mass from a 16-20 hour old subculture (e.g. nutrient agar or Kligler culture medium),
picked from the lower, moister layer of the agar slope. Transfer onto a slide and mix well with a drop (ca. 25 pl) of Anti-
Salmonella H test reagent, so that a homogenous, slightly milky suspension results. The slide should be placed on a dark
surface.

The reaction is read with the naked eye by holding the slide in front of a light source against a black background and
rocking it (tilting it back and forth). To control for spontaneous agglutination, a negative control must be performed at the
same time using physiological saline in place of the test reagent.

1.2 In case the H-antigen test performed according to the method described above is not successful, the strain must be
inoculated onto swarm agar, to enhance the development of the flagella antigens. For the swarm agar we recommend
our ready-to-use culture medium sifin TN 1702. After liquefaction, place 10 ml of this swarm agar into a petri dish (6
cm diameter). Once it has solidified, sprinkle the surface of the agar with ca. 100 pl sterile distilled water and apply the
strain in the form of a point in the centre of the plate. Incubate the dish overnight with the agar layer facing down at
35...37 °C. For the slide agglutination test, collect material from the edge of the dish.

2. Phase reversal

If the strain is diphasic but only one H phase can be identified, the phase inversion procedure (Sven Gard method) must
be performed to induce the second phase.

2.1. Mix 0.1-0.2 ml Anti-Salmonella H test reagent with 10 ml liquefied swarm agar (cooled to 40...45 °C) in a 6 cm
diameter petri dish. After the agar has solidified, sprinkle the plate with distilled water (as described under 1.2.), inoculate
it with the Salmonella strain, incubate it and perform the slide agglutination test. If the phase inversion is unsuccessful,
the procedure should be repeated.

2.2. As an alternative to this classical procedure, we recommend the following simplified procedure. Add 0.1-0.2 ml
Anti-Salmonella H test reagent drop by drop to a plate (6 cm diameter) containing 10 ml swarm agar, and spread over
the surface with a sterile glass spatula. Then inoculate the middle of the plate and incubate as indicated above. After
16-20 hours, the strain which swarms can be used to identify the second H phase. This simplified procedure usually
enables the second phase to be identified at the first attempt.

Evaluation

The test can only be evaluated if the negative control remains milky-opaque.

Positive: visible agglutination after the sample has been tilted back and forth less than 20 times. In a strongly positive
reaction, agglutination (coarsely or finely flocculent) appears as soon as the bacterial mass is mixed in. In a weakly positive
result, agglutination only appears after the slide has been tilted back and forth 10-20 times.

Negative: if the suspension remains milky-opaque or the reaction begins to occur only after the slide has been tilted
back and forth more than 20 times, the result is negative.

Quality assurance during the testing procedure

For quality control of the serotyping using slide agglutination, it is important that the strains used for this purpose express
their antigens well on the cell surface. It is therefore recommended to use strains from interlaboratory tests, field strains
of defined origin that have been fully characterised in an external laboratory or suitable commercial Salmonella O- and
H-antigens.

Limitations of the method

The test reagents react solely with Salmonella strains which contain antigens of the specificity named in the declaration.
Cross-reactions with strains of other genera of Enterobacteriaceae have not been found. The identification of the H-antigens
is achieved by the serological identification of the O-antigen(s) and the biochemical allocation to the Salmonella genus.

Explanation of the symbols used

Batch code (Lot) g
Catalogue number fif Temperature limitation
I::Ej Consult instructions for use
Slide agglutination

lyophilized

Use by YYYY-MM (MM = end of month)

In Vitro Diagnostic Medical Device

Test reagent

mTR Monoclonal test reagent

Phase reversal
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Anti-Salmonella H

Reagente di prova per agglutinazione su vetrino e inversione di fase (PR)
INFORMAZIONI PER L'USO PROFESSIONALE

it C€ [vo]

Uso previsto

I reagenti di prova Anti-Salmonella H sono stati concepiti per essere utilizzati per identificare o verificare gli antigeni H di
ceppi di Salmonella conformemente allo schema di White-Kauffmann-Le-Minor (schema di Kauffmann-White) mediante
agglutinazione su vetrino. Essi consentono di determinare il sierotipo.

I reagenti di prova indicati nella tabella sottostante possono essere utilizzati anche in caso di ceppi bifasici per I'induzione
della fase H non identificata (inversione di fase per coltura su agar di sciamatura/metodo Sven Gard).

Principio del test

Se il ceppo di Salmonella contiene un antigene H incluso nel campo d'azione del reagente di prova, questo antigene
si lega con I'anticorpo specifico all'atto della miscelazione. La reazione antigene-anticorpo da luogo all'agglutinazione
chiaramente visibile del ceppo.

Composizione

I reagenti di prova sono anticorpi monoclonali, sieri di prova o una miscela di anticorpi monoclonali e siero di prova.

Gli anticorpi monoclonali vengono prodotti da surnatanti di colture cellulari di linee cellulari di ibridomi che secernono
anticorpi contro i rispettivi antigeni H di Salmonella. | sieri di prova sono sieri di conigli immunizzati dai quali sono state
asportate mediante assorbimento agglutinine aspecifiche.

Conservante: azoturo di sodio (NaN;) 0,9 mg/ml

specificita Anti-Salmonella disponibili

Specif. Antigeni identificati PR
H:a H:a X
H:b H:b X
H:c H:c X
H:d H:d X
H:E H:e,h; e,n,x; e,n,zi5; e,n,X,215 X
H:f H:f,g; f,q,5; f,q,t

H:g Tutte le combinazioni di antigeni dei complessi H:G, eccetto H:m,t X
H:g,m Tutte le combinazioni di antigeni dei complessi H:G, incl. H:m,t

H:h H:e,h

H:i H:i X
H:k H:k X
H:L H:0,v; 0, W; (,113; (,228; 0,713,128 X
H:m H:g,m; g,m,s; g,m,s,t; g,m,q; g,m,p,s; g,m,t; m,p,t,u; m,t

H:n H:e,n,x; e,n,zss; e,n,X,z1s X
H:p H:g,m,p,s; q,p; 9,p,S; 9,p,U; m,p,t,u

H:q H:g,q; g,m,q

H:r H:r X
H:s H:f,g,s; 9,m,s; g,m,s,t; ,p,s; g,5,t

H:t H:m,t; f,0,t; gm,t; g,m,s,t; g,t; g,5,t; mp,tu

H:u H:g,p,u; m,p,t,u

H:v H:l,v

H:w H:l,w

H:x H:e,n,x; e,n,x,zis

H:y H:y X
H:z Y H:z (1, 11, 111) X
H:z4,223 H:24,223; 74,724; 74,132; 74,123,132

H:z6 H:z6

H:Z0 H:z10 X
H:z1s H:e,n,zs; e,n,X,z1s

H:z23 H:z4,223; 74,223,732

H:z24 H:z4,224

H:z2s H:0l,228; 1,113,128

H:z20 H:z29

H:z32 H:z4,232

H:z35 H:z3s X
H:z3s H:z3s X
H:za H:za X
H:1 H:1,2;1,5;1,6;1,7;1,2,7, 1,57 X
H:2 H:1,2

H:5 H:1,5

H:6 H:1,6

H:7 H:1,7

) \dentifica Hz nelle sotto-specie I, Il e lll

Forma in cui il prodotto & fornito, periodo di validita e condizioni di conservazione

I reagenti di prova spesso necessari nei laboratori microbiologici sono disponibili in forma liquida e pronti all'uso. |
reagenti di prova per le specificitd necessari con minore frequenza sono liofilizzati (crioessiccati).

Se conservati a una temperatura compresa tra 2 e 8 °C sia prima che dopo I'apertura, i reagenti di prova liquidi possono
essere utilizzati fino alla data indicata sull'etichetta. | reagenti sono pronti all'uso. Dopo l'uso, il flacone deve essere
opportunamente richiuso.

Prima dell'uso, i reagenti di prova liofilizzati devono essere sciolti in 1 ml o 5 ml di acqua distillata secondo quanto
dichiarato. Essi possono poi essere opportunamente richiusi con la pipetta in dotazione. Se conservati a una temperatura
compresa tra 2 e 8 °C, sono utilizzabili per almeno 18 mesi. In ogni caso essi non devono essere utilizzati dopo la data
indicata sull'etichetta.

Talvolta i reagentidi prova possono presentare una torbidita non di origine microbica. Tale torbidita non ne compromette
I'efficacia e i reagenti di prova possono essere chiarificati mediante centrifugazione o filtrazione.

Prima dell'uso i reagenti di prova vanno portati a temperatura ambiente (18...26 °C).

Avvertenze e precauzioni

Data la produzione biotecnologica dei reagenti di prova, si puo virtualmente escludere il rischio di contaminazione da
agenti infetti. Poiché contengono materiale di origine animale (siero fetale di vitello, stabilizzatore), vanno trattati come
potenzialmente infetti e dunque devono essere maneggiati di conseguenza. | reagenti di prova che contengono materiale
biologico sotto forma di siero di coniglio dovebbero essere trattati come potenzialmente infetti e dunque devono essere
maneggiati di conseguenza.

Dato che questi materiali contengono azoturo di sodio, occorre evitare il contatto con la cute e con le membrane mucose.
In caso di contatto, sciacquare con abbondante acqua. Poiché I'esecuzione del test di agglutinazione su vetrino implica
I'uso di materiali patogeni naturali, occorre adottare tutte le necessarie procedure di protezione durante il test (rischio
d'infezione)!

Materiali e attrezzatura non in dotazione

Vetrini, bacchette per agitazione, soluzione salina fisiologica (NaCl 9 g/I), contenitori per lo smaltimento di materiale
infetto, schema di White-Kauffmann-Le-Minor, piastre di Petri sterili (diametro 6 cm), agar di sciamatura, forno a
microonde o bagnomaria, termometro.

Materiale di prova e metodologia

1. Determinazione dell'antigene

1.1 Prelevare una piccola quantita di massa batterica da una sottocoltura di 16-20 ore (ad es. agar nutriente 0 mezzo di
coltura in Kligler) dallo strato inferiore e pit umido dell'agar inclinato. Trasferirla su vetrino e miscelarla accuratamente
con una goccia (circa 25 pl) di reagenti di prova Anti-Salmonella H, in modo tale da ottenere una sospensione omogenea
e lievemente lattiginosa Il vetrino deve essere collocato su una superficie scura.

La reazione viene letta a occhio nudo tenendo il vetrino davanti a una fonte luminosa su uno sfondo nero e facendolo
oscillare (inclinandolo in avanti e all'indietro). Per verificare ed escludere eventuali agglutinazioni spontanee, & necessario
eseguire in contemporanea un controllo negativo utilizzando Ia soluzione salina fisiologica al posto del reagente di prova.
1.2 Se il test dell'antigene H esequito in base al metodo sopra descritto e infruttuoso, inoculare il ceppo in agar di sciama-
tura, per potenziare lo sviluppo degli antigeni flagellari. Per I'agar di sciamatura raccomandiamo il nostro mezzo di coltura
pronto all'uso sifin TN 1702. Dopo la liquefazione, mettere 10 ml di quest'agar di sciamatura in una piastra di Petri
(diametro 6 cm). Una volta che si é solidificato, spruzzare sulla superficie dell'agar circa 100 pl di acqua distillata sterile e
applicare il ceppo formando un punto al centro della piastra. Incubare la piastra per una notte a 35...37 °C con lo strato di
agar rivolto verso il basso. Per il test di agglutinazione su vetrino, prelevare del materiale dal bordo della piastra.

2. Inversione di fase

Se il ceppo ¢ bifasico ma é identificabile solo una fase H, & necessario esequire la procedura d'inversione di fase (metodo
Sven Gard) per indurre la seconda fase.

2.1. Mescolare 0.1-0.2 ml di reagente di prova per test Anti-Salmonella H con 10 ml di agar di sciamatura liquefatto
(raffreddato a 40...45 °C) in una piastra di Petri dal diametro di 6 cm. Dopo che I'agar si e solidificato, spruzzare acqua
distillata sulla piastra (come descritto al punto 1.2), inocularvi il ceppo di Salmonella, incubare ed eseqguire il test di
agglutinazione su vetrino. Se l'inversione di fase non da alcun risultato, occorre ripetere la procedura.

2.2. In alternativa a questa procedura classica, raccomandiamo la seqguente procedura semplificata. Aggiungere goccia a
goccia 0,1-0,2 ml di reagente di prova Anti-Salmonella H in una piastra (diametro 6 cm) contenente 10 ml di agar di
sciamatura, e cospargerli sulla superficie con una spatola in vetro sterile. Quindi eseguire I'inoculazione al centro della
piastra e incubare come sopra descritto. Dopo 16-20 ore, il ceppo che sciama puo essere utilizzato per identificare la
seconda fase H. Solitamente questa procedura semplificata permette di identificare la seconda fase al primo tentativo.

Valutazione

Il test puo essere valutato solo se il controllo negativo resta lattiginoso opaco.

Risultato positivo: agglutinazione visibile dopo che il campione & stato inclinato in avanti e all'indietro meno di 20 volte.
In caso di reazione fortemente positiva, I'agglutinazione (di aspetto fioccoso grossolano o fine) compare appena viene
inserita e miscelata la massa batterica. In caso di risultato debolmente positivo, I'agglutinazione appare solo dopo che il
vetrino é stato inclinato in avanti e all'indietro da 10 a 20 volte.

Risultato negativo: se la sospensione resta lattiginosa opaca o la reazione inizia solo dopo che il vetrino é stato inclinato
in avanti e all'indietro per piu di 20 volte, il risultato & negativo.

Garanzia di qualita nell'esecuzione delle prove

Ai fini del controllo della qualita della tipizzazione sierologica mediante agglutinazione su vetrino, & importante che i
ceppi utilizzati esprimano bene i propri antigeni sulla superficie cellulare. Pertanto si consiglia di utilizzare per il controllo
di qualita ceppi provenienti da Round Robin Test (prove interlaboratorio), ceppi di campo completamente caratterizzati
esternamente di origine definita, oppure antigeni O, H di prova della Salmonella idonei e disponibili in commercio.
Limitazioni del metodo

I reagenti di prova reagiscono solo con i ceppi di Salmonella che contengono antigeni aventi la specificita dichiarata.
Non sono state rilevate reazioni crociate con ceppi di altri generi della Enterobacteriaceae. Lantigene H viene definito in
base alla definizione sierologica del/degli antigene/i O e all'assegnazione biochimica del gene Salmonella.

Spiegazione dei simboli utilizzati

Codice del lotto g Utilizzare entro il AAAA-MM (MM = fine del mese) o

Numero catalogo /ﬁ[ Limite di temperatura

I::Ej Rispettare le istruzioni per I'uso
Agglutinazione su vetrino

Liofilizzato

Dispositivo medico-diagnostico in vitro
Reagente di prova

Reagente di prova monoclonale

Data di revisione: 10/09/201

Inversione di fase
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Anti-Salmonella H
Tesztreagens targylemez-agglutinaciohoz és fazisvaltashoz (PR)
PROFESSZIONALIS ALKALMAZASI UTASITAS

hu C€ [ivo]

Felhasznalas

Az Anti-Salmonella H tesztreagensek a Salmonella torzsek H antigénjeinek White-Kauffmann-Le-Minor séma (Kauffmann-
White séma) szerinti azonositdsdra vagy ellenérzésére alkalmasak targylemez-agglutindciés modszerrel. Lehetévé teszik
a szerovaridns meghatdrozasat.

Az alabbi tabldzatban felsorolt tesztreagensek és tesztszérumok difazisos torzsek esetén a nem azonositott H fazis
indukciojara is hasznalhatdk (fazisinverzid rajzast tdmogaté (swarm) agaron torténé tenyésztéssel/ Sven Gard modszer).

A préba elve
Ha a Salmonella torzs rendelkezik a tesztreagensnek megfeleld H antigénnel, ez az antigén a specifikus antitesttel keverve
megkotddik. Az antigén-antitest reakcié eredménye a torzs jol 1dthatd agglutinacidja.

Osszetétel

A tesztreagensek monoklonalis antitestek, tesztszérumok vagy monoklondlis antitestek és tesztszérum keveréke. Az
antitesteket a megfelelé Salmonella H antigénekkel szemben antitesteket kivalaszté hibridéma sejtvonaltenyészetek
szupernatansabol allitjdk eld. A tesztszérumok immunizalt nydlszérumok, amelyekbél a nem specifikus agglutinineket
kimeritéssel eltavolitottak.

Tartositészer: natrium-azid (NaNs), 0,9 mg/ml.

Rendelkezésre &llé Anti-salmonella specificitasok

Specif. Azonositott antigének PR
H:a H:a X
H:b H:b X
H:c H:c X
H:d H:d X
H:E H:e,h; e,n,x; e,n,z15; e,n,X,715 X
H:f H:f,g; f,q,s; f,q,t

H:g A H:G komplexek minden antigén kombindcidja, kiv. H:m,t X
H:g,m A H:G komplexek minden antigen kombindcidja, a H:m,t is

H:h H:e,h

H:i H:i X
H:k H:k X
H:L H:0,v; 0,W; 0,113; (,728; 0,113,128 X
H:m H:g,m; g,m,s; g,m,s,t; g,m,q; g,m,p,s; g,m,t; m,p,t,u; m,t

H:n H:e,n,x; e,n,zss; e,n,X,z1s X
H:p H:g,m,p,s; q,p; 9,p,S; 9,p,U; m,p,t,u

H:q H:g,q; g,m,q

H:r H:r X
H:s H:f,g,s; ,m,s; g,m,s,t; g,p,s; g,s,t

H:t H:m,t; f,0,t; gm,t; g,m,st; g,t; g,5,t; mp,tu

H:u H:g,p,u; m,p,t,u

H:v H:l,v

H:w H:l,w

H:x H:e,n,x; e,n,x,zis

H:y H:y X
H:z Y H:z (1, 11, 111) X
H:z4,223 H:24,223; 74,724; 74,132; 74,123,132

H:z6 H:z6

H:z10 H:z10 X
H:z1s H:e,n,zs; e,n,X,z1s

H:z23 H:z4,223; 74,223,732

H:z24 H:z4,224

H:z2s H:0,128; 1,713,228

H:z20 H:z29

H:z32 H:z4,232

H:z35 H:z3s X
H:z3s H:z3s X
H:za H:za X
H:1 H:1,2;1,5;1,6;1,7;1,2,7,1,5,7 X
H:2 H:1,2

H:5 H:1,5

H:6 H:1,6

H:7 H:1,7

) 3 Hz azonositasdra az 1, 11 és Il subspeciesekben

A termék kiszerelési formaja, eltarthatésaga és tarolasi feltételei

Azok a tesztreagensek, amelyekre gyakran van szikség a mikrobioldgiai laboratériumokban, folyékony formdban
kaphatok. Azon specificitdsok tesztreagensei, amelyekre ritkabban van sziikség, liofilizalt (fagyasztassal szdritott)
formaban kaphatok.

Felbontatlanul vagy felbontds utan 2-8 °C-on térolva a folyékony tesztreagensek a cimkén megadott datumig
haszndlhatok fel. A reagensek haszndlatra készek. Haszndlat utan a palackot megfeleléen le kell zarni.

A liofilizalt tesztreagenseket hasznadlat el6tt az utasitasnak megfeleléen 1 ml vagy 5 ml desztillalt vizben kell feloldani.
A feloldott liofilizatumokat a mellékelt pipettaval megfeleléen le lehet zarni. 2-8 °C-on tarolva legaldbb 18 hénapig
felhasznalhatok. A cimkén feltiintetett idéponton tdl azonban nem hasznalhatok fel.

A tesztreagensekben esetenként nem mikrobidlis eredetl zavarossag mutatkozhat. Ez a zavarossdg nem rontja a
tesztreagens hatékonysdgat, és centrifugdldssal vagy sziiréssel megszintethetd. Haszndlat el6tt a tesztreagenst
szobahémeérsékletre (18...26 °C) kell temperalni.

Figyelmeztetések és évintézkedések

A tesztreagensek biotechnoldgiai gyartdsi eljdrdsanak koszonhetden a fert6zé agensekkel torténé szennyezédés
kockdzata gyakorlatilag kizérhato. Mivel a készitmények dllati eredet(i anyagot tartalmaznak (magzati borjuszérumot,
stabilizatort), potencidlisan fert6z6 anyagnak tekintenddk, és ennek megfeleléen kezelenddk. A tesztreagensek, amelyek
bioldgiai eredetd anyagot (nyulszérum) tartalmaznak, potencidlisan fert6z6 anyagnak tekintenddk, és ennek megfeleléen
kezelendék.

Tekintve, hogy a készitmények natrium-azidot tartalmaznak, a bérrel és nydlkahdrtydval vald érintkezést kerilni kell. Ha
mégis a bérre vagy nyalkahdrtyara kertlnek, b6 vizzel kell lemosni. Mivel a tdrgylemez-agglutinacios proba él6 kérokozéval
végzett tevékenységet is tartalmaz, minden sziikséges munkavédelmi eljardst be kell tartani (fertézésveszély)!

Nem szallitott anyagok és eszkozok

Uveq targylemez, keverdpalca, fiziolgias sdoldat (NaCl 9 g/l), fertéz6 anyag kezelésére szolgald taroléedény, White-
Kauffmann-Le-Minor séma, steril petricsésze (6 cm dtmérdji), rajzast tdmogatd (swarm) agar, mikrohulldma sité vagy
vizftird6, héméra.

Vizsgalati anyagok és modszerek

1. Az antigén meghatdrozasa

1.1 Vegytnk ki kis mennyiség(i baktériumtomeget 16-20 6rds szubkultGrabdl (pl. nutrient agar vagy Kligler taptalaj), a
ferde agar als6, nedvesebb rétegébdl. Vigyik at targylemezre, és jol keverjik 6ssze egy csepp Anti-Salmonella H
tesztreagenssel (kb. 25 pl) Ggy, hogy homogén, kissé tejszer(i szuszpenzidt kapjunk. A lemezt sotét feliletre kell helyezni.
Az eredmény leolvasdsa szabad szemmel torténik Ggy, hogy a targylemezt fekete hattérben fény felé tartjuk, és
eldre-hatra dontve mozgatjuk. A spontdn agglutinacié kizérasara egyidejileg negativ kontroll vizsgalatot is kell végezni
tesztreagens helyett fiziol6gids séoldattal.

1.2 Amennyiben a fentiekben leirt modszerrel elvégzett H-antigén vizsgalat nem sikeres, a torzset rajzast témogatd
(swarm) agarra kell oltani, a csillé antigének fejlédésének elésegitése érdekében. A rajzast tdmogaté (swarm) agarhoz a
sifin késztaptalajat ajanljuk, TN 1702. Felolvasztas utdn helyezzink 10 ml-t ebbél a swarm agarbdl egy petricsészébe
(6 cm 3tmérdji). Ha az agar megszilardul, permetezzik be a feliletét kb. 100 pl steril desztillalt vizzel, és vigyuk fel a
torzset pont formajaban a lemez kozepére. Az agarréteget lefelé forditva, egy éjszakdn at 35-37 °C-on inkubaljuk a
petricsészét. A targylemez-agglutindcios probahoz a csésze szélérdl gydjtsink anyagot.

2. Fazisvaltas

Ha a torzs difazisos, de csak egy H-fazis azonosithatd, a fazisinverziés eljarast (Sven Gard médszer) kell elvégezni a
masodik fazis indukéldsahoz.

2.1. Keverjunk 6ssze 0,1-0,2 ml Anti-Salmonella H tesztreagenst 10 ml folyékony, rajzdst tdmogaté (swarm) agarral
(40-45 °C-ra leh(tve) egy 6 cm dtmérdjl petricsészében. Miutdn az agar megszilardult, permetezziik le a lemezt desztilldlt
vizzel (az 1.2 alatt leirt modon), oltsuk be a Salmonella torzzsel, inkubaljuk, és végezzik el a targylemez-agglutinaciés
probat. Ha a fazisinverzio sikertelen, az eljardst meg kell ismételni.

2.2. E klasszikus eljards alternativdjaként a kovetkezd, egyszer(sitett eljarast javasoljuk. Adjunk 0,1 ml Anti-Salmonella H
0,1-0,2 ml tesztreagenst cseppenként egy lemezhez (6 cm atmérdja), amely 10 ml swarm agart tartalmaz, és teritstk el
a felszinén steril Gvegspatulaval. Ezutdn oltsuk be a lemez kozepét, és a fentiekben leirt médon inkubdljuk. 16-20 6ra
utdn a kirajzé torzs hasznalhaté a masodik H fazis azonositasara. Az egyszer(sitett eljardssal dltaldban elsé probélkozasra
azonositani lehet a masodik fazist.

Kiértékelés

A préba csak akkor értékelhetd, ha a negativ kontroll tejszerden attetsz6 marad.

Pozitiv: szemmel I3thatd agglutinacid, ha a mintat kevesebb, mint 20 alkalommal elére-hétra billentjik. Kifejezett pozitiv
reakcid esetén az agglutindcio (durva vagy finom pelyhesedés) azonnal megjelenik, amikor a baktériumtomeget be-
keverjik. Gyenge pozitiv reakcié esetén az agglutinacié csak akkor jelentkezik, ha a targylemezt 10- 20-szor el6re-hatra
billentjik.

Negativ: ha a szuszpenzié tejszerden dttetsz6 marad, vagy a reakcié csak azutan kezd fellépni, ha mar tobb mint 20
alkalommal elére-hatra billentettiik a targylemezt, az eredmény negativ.

Minéségbiztositas a teszt elvégzésekor

A szeroldgiai tipizalas targylemezes agglutindcio Utjan torténé minGségellendrzéséhez fontos, hogy az ehhez
alkalmazott torzsek antigénjei a sejtfeltleten jol expresszalddjanak. Ezért ajanlott korvizsgalatokbdl szarmazo torzseket,
extern teljesen jellemzett, meghatarozott eredet(i kornyezeti torzseket vagy a kereskedelemben kaphato megfelelé
Salmonella O H-tesztantigéneket alkalmazni a minéségellenérzéshez.

A médszer korlatai

A tesztreagensek csak olyan Salmonella torzsekkel Iépnek reakcidba, amelyek a nyilatkozatban megnevezett specificitasu
antigéneket tartalmazzdk.

Az Enterobacteriaceae mas nemzetségeinek torzseivel keresztreakciét nem mutattak ki. A H-antigének meghatarozdsa az
0-antigén(ek) szeroldgiai meghatdrozdsa és a Salmonella nemzetséghez valé biokémiai hozzérendelés alapjan torténik.

Az alkalmazott jelek magyarazata
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Anti-Salmonella H

TecT-peareHT ANs peakumu arroTUHALMK Ha NPeAMeTHOM cTekne 1 Ga3oBoit HAYKLun (OW)

NHOOPMALMA ANA NPOGECCMOHANBHOTO NMPUMEHEHNA

w C€ [vo]

HasHaueHue

Tect-peareHTbl Anti-Salmonella H npegHasHaueHbl Ana AEHTUGOVKALWW WAV TPOBEPKI HANNUUA H-aHTUreHoB
wrammoB Salmonella meTofoM arrKOTMHALMM Ha NPEAMETHOM CTeKNe B COOTBETCTBUM CO cxemoil KaydbmaHa-YaliTa-
Ne-MuHopa (KaydmaHa-YaiiTa). VX ncnonb30BaHye no3sonseT YCTaHoBUTL CepoBap. NlepeuncierHble B TabnuLe Hike
TeCT-peareHTbl TakXKe MOXHO NPYMEHATb NPU NCCNeA0BaHUN ABYX(A3HBIX LITAMMOB AN MHAYKLMN 0HON 13 H-(a3
(pazoBast MHAYKUMA NyTeM KynbTVBMPOBaHWS B arape poeHus / meToaom (BeHa apaa).

NpUHLMNBI UCCNeA0BAHNSA

Mpu Hanuumm y wramma Salmonella H-aHTureHa, Cnoco6HOro BCTYNaThb B PE3KLMI0 C TECT-PeareHTom, NPoMCXoanT
(BS13bIBaHME ITOTO AHTUTEHa €O cneuynduyecknm aHTUTENOM MPY UX CMELUMB3HWUK. B pe3ynbTate peakumn aHTureH-
AHTUTeNo HabNI0AAETCS YeTKO BUANMAS ArTIHOTUHALMS MUKPOOPTaHN3MOB.

Cocras

TecT-peareHTbl NPeACTaBAsOT 060/ MOHOKNOHANbHbIE aHTUTENA, TECT-CHIBOPOTKM SIM60 CMeCb MOHOKNOHANbHbIX
AHTUTeN 1 TeCT-CbIBOPOTKN. MOHOK/IOHA/IbHbIe aHTUTeNA MONYYeHbl U3 CYNepHATaHTOB KYNbTYP rMOPUAHBIX KNETOUHbIX
NMHWIA, CEKPETUPYIOLLNX aHTUTENa MPOTHB COOTBETCTBYIOLLMX H-aHTUreHoB Salmonella. TecT-cbIBOPOTKa NpeacTaBnset
06011 CbIBOPOTKY MMMYHI3MPOBAHHBIX KPONMKOB, KOTOPAs GbINA 0UMLLieHa OT HecneunGuueckmx arrTMHUHOB nyTem
abcopbumm. KoHcepBaHT: HaTpus asua (NaN,) 0,9 mr/mn

Npepnaraemble BapuaHTbl cneludunyHocTy pearentos Anti-Salmonella

Cneu,. NaeHTUdGUUMPYEeMble aHTUTeHbl on
H:a H:a X
H:b H:b X
H:c H:c X
H:d H:d X
H:E H:e,h; e,n,x; e,n,zi5; e,n,X,z15 X
H:f H:f,g; f,q,5; f,q,t

H:g Bce KOMO6MHALMM aHTWr. Komnnekca H:G, kpome H:m,t X
H:g,m Bce KOMOUHALMM aHTUT. KoMNnekca H:G, Bkntoyas H:m,t

H:h H:e,h

H:i H:i X
H:k H:k X
H:L H:l,v; 0, W; 0,113; 0,228 0,713,128 X
H:m H:g,m; g,m,s; g,m,s,t; g,m,q; g,m,p,s; g,m,t; m,p,t,u; m,t

H:n H:e,n,X; e,n,zs; e,n,X,z1s X
H:p H:g,m,p,s; q,p; 9,p,S; 9,p,U; m,p,t,u

H:q H:g,q; g,m,q

H:r H:r X
H:s H:f,g,s; 9,m,s; g,m,s,t; g,p,s; g,s,t

H:t H:m,t; f,0,t; g,m,t; g,m,s,t; g,t; g,5,t; mptu

H:u H:g,p,u; m,p,t,u

H:v H:l,v

H:w H:l,w

H:x H:e,n,x; e,n, X,z

H:y H:y X
H:z " H:z (1, 11, 111) X
H:z4,223 H:24,223; 74,724; 74,132; 74,123,132

H:zs H:z6

H:zwo H:z10 X
H:z1s H:e,n,zs; e,n,X,z1s

H:z23 H:z4,223; 74,223,732

H:z24 H:z4,224

H:z28 H:0,128; 1,713,228

H:z29 H:z29

H:z32 H:z4,232

H:z3s H:z35 X
H:z38 H:z3s X
H:za H:za X
H:1 H:1,2;1,5;1,6;1,7;1,2,7, 1,57 X
H:2 H:1,2

H:5 H:1,5

H:6 H:1,6

H:7 H:1,7

") Beisgnsier aHTUreH H:z y canbmoHenn nopsnaos |, 11 u Il

®opma BbINYCKa, CPOK FOAHOCTU U YCNOBUA XPAHEHMA: TeCT-peareHTbl, KOTOpble 4acTo UCMONb3YHTCA B
MUKPO6VONOrnyeckoin NabopaTtopuy, BbIMYCKaOTCs B XKMAKOM hopme 1 roToBbl K NPUMeHeHMI0. TecT-peareHTbl ANns
cneumnduryeckrx NpUMeHeHIi1, KoTopble TPeBYHTCA pexe, BbINyCKaKTCA B NIMOGUAM3NPOBaHHON dopme. NPy XpaHeHnn
npv Temneparype 2...8 °C 40 1 NOCNe BCKPLITUA XKUAKME TeCT-peareHTbl MOXXHO UCMNONb30BaTb 10 AaTbl, YKA3AHHO HA
3TMKeTKe. TeCT-peareHTbl roToBbl K UCMOMb30BAHNI0. Nlocne NpuMeHeHnsa cneayer Haanexalmm o6pasom 3aKpbiBaTb
bnaKkoH. Imodrnn3npoBaHHble TeCT-peareHTbl nepes 1Cnonb30BaHNemM Heo6X0AMMO PacTBOPUTL B 1 1AK 5 MA
AUCTUNNIPOBAHHOW BOAbI B COOTBETCTBUM C YKA3aHUAMM, N HAANEXKALMM 06pa30M 33KPbITb BXOAsILLEN B KOMINEKT
nuneTkown. B cnyyae xpaHeHus npu temnepartype 2...8 °C OHY OCTAKOTCA NMPUFOAHLIMU K NMPUMEHEHUIO B TeUeHue

He MeHee 18 mecsaues. OAHAKO He cnefyeT UCMONb30BaThb X NOCNe AaTbl, YKA3aHHOW HA 3TMKeTKe. VIHOrAa B TecT-
peareHTax MOXXHO 06HApY>KNTb MOMYTHEHMe, He CBA3AHHOE C MUKPOOHbLIM 3arpasHeHnem. MomMyTHeHne He BAKAeT Ha
3QPeKTUBHOCTL 1 ANS OTAENEHUS OT NPUMECeN TecT-peareHTbl MOXHO LIeHTpUGYrupoBatb nam oThpunbLTpoBaTh. Mepen
NpYMeHeHem TecT-peareHTbl CneayeT NpUBecTU K KOMHaTHol Temnepatype (18...26 °C).

MpeaynpexaeHns U Mepbl NPeAoCTOPOXKHOCTH: NPOV3BOACTBO TeCT-PEareHToB Mpy NoMoLLY 61OTeXHONOTMI
(haKTUUECKN NCKNI0Y3ET PUCK KOHTAMUHALMM BO36YANTENSIMU MHGDEKLMOHHbIX 3a601eBaHNi. B (B3N ¢ coaepKaHnem
MaTepranos >KMBOTHOTO NMPONCXOKAEHUA (CbIBOPOTKA IMOPUOHOB KOPOB, CTAGMAN33TOP), C HUMM CleAyeT 06paLLaATbCs
HAANEX3LUMM 06pa30M KaK C MOTEHUMANbHO MHDEKLUMOHHBIM MaTep1anom. TecT-peareHTbl, COAepxaLve
61ONOTNYECKII MATEPUaN B BUAE CbIBOPOTKM KPOSIMKOB, SIBASAKOTCS NOTEHLMANbHO NHDEKLMOHHBIM MATepUanom, 1

C HUMK CnleflyeT 06PaLLaThCs COOTBETCTBYIOLMM 06Pa3oM. B (BA3M C coAep KaHyeM a3uAad HATpUs cneayet usberatb
KOHT3KTa 3TVX PeareHToB € KOXel 1 CU3NCTbIMI 060/104KaMK. B Clyyae KOHT3KTa MPOMOIiTe NopaxeHHble 061acTv
60NbLUVM KONNYECTBOM BOAbI. Tak KaK MpOBeAeHMe peakLum aroTHHALMA HA NPEAMETHOM CTeK/e CONpsKeHo

C UCMONbL30BaHVEM HATUBHOO MATOFEHHOT0 MATepKana, cneayeT co6nt0AaTh Bce Heo6XoAVMbIe NPaBIAA TEXHVKM
6e30M3CHOCTY Ha pabodyem mecTe (PUCK UHGULMPOBAHMS)!

Marepuansi v 060pyaoBaHue, He BXOAAILUME B KOMMINEKT NOCTaBKU: [lpeimeTHble (TeKNa, Nanoykn Ans
nepemeLuvBanns, Gusnonornyecknii pacteop (NacCl 9 r/n), KoHTelHepbl ANns c60pa 0TXO0A0B AN UHDEKLMOHHOTO
maTtepnana, cxema KaydmaHa-Yaiita-fleMinHopa, cTepunbHble Yaliku MeTpu (AMameTpom 6 CM), arap poeHus,
MUKPOBONHOBAA NeYb UM BOAAHAN 63HS, TepMOMETP.

WUccnepyembliii matepran n MeToamKa

1. Onpepenexne aHTUreHa

1.1 0T6epuTe HeboNbLLIOE KONMYECTBO 63KTePUANbHOM MACcCbl M3 16—20-4acoBOi CY6KYNLTYPbI (POCT HA NUTATENbHOM
arape, nuTaTeNnbHoN cpene Knurnepa unm Ap.) U3 HUXHeit, Hanbonee BNAXHON YaCTV CKOLLIEHHOTO arapa. MepeHecnTe
ee Ha npefiMeTHoe CTeKN0 1 TLIATeNbHO NepemeLlaiiTe ¢ Kannen (0kono 25 Mkn) TecT-pearenta Anti-Salmonella H

N0 06pa30BaHNSA TOMOreHHOM, CNerka «MON0YHOM» CycneH3nn. NpeaMeTHoe CTeKNO A0/KHO HAXOAUTLCA HA TEMHON
MOBEPXHOCTU. Pe3yNbTaT OLeHVBAETCA HeBOOPY)XeHHbIM [1a30M, MyTem yAep>KNBAHWNA NPeAMETHOT0 CTeKNa nepep
MCTOYHMKOM CBeTa Ha YepHOM (hoHe 1 NOKauMBaAHMS NPeAMETHOr0 CTekNa (Brnepea-Ha3aa). [Ing NCKNYeHns
CMOHTAHHOW 3rrNTUHALMM HEO6XOANMO OAHOBPEMEHHO MOCTaBUTL OTPULIATENbHBIN KOHTPO/Ib, NCMONb3YA
br3vonornyecknini pacTBOp BMECTO TeCT-peareHTa.

1.2 Ect He yAanocb 06HAPYXNTb H-aHTUIeH OMUCAHHBIM Bblillie MeTOAOM, LUTAMM He06X0ANMO nepecesTb Ha arap
pOEeHUs, 4To6bI CTVMYNPOBATL 06PA30BaHME XIYTUKOBbIX aHTUreHOB. B KauecTsBe arapa poeHns Mbl peKoMeHAyem
1CMONb30BATH FOTOBYHO K MPUMEHEHWNIO NUTaTeNbHyt cpeay sifin TN 1702. 3aneiite Yalky MeTpu (AnameTpom

6 CM) arapom poeHns B Konnyectse 10 M Nocne ero pacnnasneHns. Mocne 3acTbiBaHUS arapa opocnTe ero
MOBEPXHOCTb NPUMEpHO 100 MKN CTEPUNBHON ANCTUNANNPOBAHHON BOAbI I IHOKYNMPYITE LITAMM B BUAE «TOYKMY B
LieHTpe YaLKW. IHKy6upyiiTe YalwKy MeTpy B nepeBepHyTOM COCTOAHWM B TedeHne Houu npu Temnepatype 35...37 °C.
[N npoBeaeHns peakuyy arrioTUHALMM HA MPeAMeTHOM CTeKNe MaTepuan cobrpaeTcs ¢ Kpaes YalwKu Metpu.

2. ©a30BO-MHAYKLUMOHHBIN TecT: Ecnn W1amm sensetcs ABYX(HasHbIM, HO BO3MOXHA MAEHTU(GUKALMS TONBKO OAHON
H-da3bl, Tpebyetcs nHAYLMpOBaThL 3Kcnpeccuto BTopoit $hasbl (ha3osasn MHAYKUMS meToaom (BeHa lapaa).

2.1. Mepemeluante 0,1—0,2 mn TecT-peareHTa Anti-Salmonella H ¢ 10 mn pacnnasneHHoro arapa poeHns (0XnaxxAeHHOro
00 40...45 °C) 8 yaLuke MeTpn ANaMeTpom 6 CM. Mocne 33CTbIBAHNS arapa 0pocuTe YaLLKy ANCTUANMPOBAHHON BOLOI
(cm. NyHKT 1.2), 3aceiiTe ee lwWTammom Salmonella, MHKY6UpyiiTe 1 NOCTaBbTe PE3KLMIO ArTNHOTUHALMN H3 NPeAMEeTHOM
cTekne. Ecw mHAyUMpoBaTh $hasy He YA3NOCh, BLIMONHNTE MOBTOPHYHO MOMBITKY.

2.2. B KayeCTBe aNbTepHATVBbI KNACCMYeCKoN NpoLeaype Mbl peKOMEeHAYeM UCNoNb30BaTb CNeAyoWUi YPOLLEHHbI
meToA. Ha yatky Metpw (AnameTpom 6 cm) ¢ 10 MN arapa poeHns HaHecuTe Kannamu 0,1—0,2 Mn TecT-peareHTa Anti-
Salmonella H n pacnpepenvte matepran no NOBEPXHOCTY CTEPUNbHBIM CTEKNAHHBIM LUMATeNeM. 3aTemM NHOKYNNpyiiTe
LUTAMM B LIEHTPaNbHYH YaCTb YaLLKM ¥ MHKYOMpYITe (KaK OMMCaHO BblLle). Yepes 16—20 YacoB «posLyyecs» LUTaMMbl
MOXHO 1CMONb30BATh ANS MAeHTUDVK3LMM BTOPOi H-(ha3bl. [JaHHbI YNPOLLeHHbI MeToz 06bI4HO Mo3BONSeT
MAEHTUONLMPOBATL aHTUIeH BTOPON (hasbl C NepBoii MOMbITKY.

OueHKa pe3ynbraToB: OLEeHKa Pe3ynbTaToB NCCNeJ0BaHNS A0MYCKAETCS, TONbKO eCNM 0TPULATeNIbHbIN KOHTPONb
0CTAeTC MONOYHO-MYTHBIM.

MonoXnTenbHas peakuns: BUAKYMASA arrTAHALMA NOCIe MOK3uNBaHMA Npobbl BNepea-Hasas meHee 20 pas. B chyyae
BbIPAKEHHOM NONOXKMUTENbHON PE3KLMN AFTAKTUHAUMS (KPYMHbIE UM MeNKne XN0Mba) MPOUCXOANT CPasy xe nocne
nepemeLLrBaHNS ¢ 6aKTepranbHOM MACcCon. ECn pe3ynbTaTt cnabononoXnTeNbHbIV, ArFTAHALMA NPONCXOAUT TONbKO
nocne NoKauyMBaHnA NpeMeTHOro CTekna snepen-Hasaa 10—20 pas.

OTpULIATENbHAS PeaKLMA: e CYCMEeH3Ns 0CTaeTCd MONOYHO-MYTHON, MW eCIN PeaKLIMA HAYMHAeTCa TONbKO nocne
NMOK3YMBAHVA NPeLMEeTHOr0 CTeKNa BrnepeA-Ha3aa 6onee 20 pas, pe3ynbrar ABNFETCA OTPULATENbHBIM.

O6ecneyeHne KauecTBa Npy BbINONHEHUM TecTa: [INg 06ecneyeHns KayectBa Ceponormyeckoi TMnu3aumnm

€ MOMOLLbIO ATTAKOTUHALMMN HA NPEAMETHOM CTeKNe BaXKHO, YTO6bI MCMONb3yemble NS 3TOT0 LUTaMMbl XOPOLLIO
9KCMNPeCcMpoBanM CBOV aHTUreHbl HAa MOBEPXHOCTW KNeTKW. [T03TOMY AN KOHTPONS KayecTBa peKoMeHAyeTcs
MCNONb30BaTH LUITAMMbI M3 LIMKNOB UCMbITAHWIA, MONHOCTLIO 0X3apaKTepU30BaHHbIe BHELLHe Nonesble WTaMMbl
onpeaeneHHoro NPOMCXOXKAEHNS NN NOAXOAALLME, KOMMEPYECKU JOCTYMHbIe WTaMMbl aHTUreHoB Salmonella O, H.

OrpaHuuyeHns MeTopa: TeCT-peareHTbl A3H0T PeaKLMo TONbKO €O LWTammamu Salmonella, copepxxaluumm 3assneHHble
aHTUreHbl. MepekpecTHas PeakTMBHOCTb CO LITaMMamMu 6aKkTepuid ApYrix POAoB cemelncTea Enterobacteriaceae

He 06HapyXeHa. BblsiBNeHe H-aHTUreHoB NPOUCXOAMT NOC/e CePONOrMYeckoro BbisiBNeHNs 0-aHTUreHa (-0B) 1
6MOXMMUYECKOT0 YCTAHOBNEHUS NPUHAANEXKHOCTU K poay Salmonella.

Pa3bAcCHeHne Ucnonb3yembiX CMUMBON0B

Kop naptuu (cepum) g Ncnonb3oBatb Ao MTIT-MM (MM = KoHel mecsua)
Homep no Katanory fif
MeanumMHCKoe YCTPoiiCcTBO ANs
NIMArHOCTUKM in vitro

BepxHuin TemnepatypHbI npeaen

I::Ej CM. MHCTPYKLMIO NO NpYMEHEeHo

aArrTUHAUNA Ha NpeAMETHOM CTeKne

LYo

Tect-peareHT

T

MOHOKNOH3NbHbI TeCT-peareHT nmodnnmsar
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