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Anti-Salmonella H-Phasen-Pools

Testreagenz fur die Objekttrageragglutination
INFORMATION ZUM GEBRAUCH DURCH FACHPERSONAL

C€ [vo]

H-Phasen-Pool Vol.
TR1181, TR1181-01  Anti-Salmonella HMA a3, b, ¢, d, i, z1o, 2o 1 ml, 3 ml
TR1183, TR1183-01  Anti-Salmonella HMB E, G

TR1185, TR1185-01  Anti-Salmonella HMC  k, vy, z, L, Zs, 1

1ml, 3ml
1ml, 3 ml

Iweckbestimmung

Die Testreagenzien dienen dem serologischen Nachweis der H-Antigene von isolierten Salmonella-Stammen aus
Untersuchungsmaterial humaner und anderer Herkunft mit Hilfe der Objekttrageragglutination.

Die weitere serologische Differenzierung ist mit den monospezifischen Testreagenzien Anti-Salmonella H entsprechend dem
White-Kauffmann-Le-Minor-Schema (Kauffmann-White-Schema) durchzufihren.

Testprinzip

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

Lusammensetzung

Die Testreagenzien sind Mischungen von monoklonalen Antikorpern. Sie werden aus Zellkulturiberstanden von Hybridom-
zelllinien hergestellt, die Antikorper gegen die entsprechenden Salmonella H-Antigene sezernieren.

Das Testreagenz Anti-Salmonella HMA enthélt zur Erfassung des H-Antigens z2o und das Testreagenz Anti-Salmonella HMC
zur Erfassung des H-Antigen-Komplexes Zs zusétzlich Serum von immunisierten Kaninchen, das durch Absorption von
unspezifischen Agglutininen befreit wurde.

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

Darreichungsform, Haltbarkeit und Lagerungsbedingungen

Die Testreagenzien liegen in flissiger, gebrauchsfertiger Form vor.

Sie sind original verschlossen und nach erstmaligem Offnen bei Lagerung bei 2...8 °C bis zu dem auf dem Etikett angege-
benen Datum verwendbar. Nach Benutzung sind die Flaschchen wieder gut zu verschlieRen.

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

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

Warnhinweise und VorsichtsmaBnahmen

Durch die biotechnologische Herstellung der Testreagenzien ist das Risiko einer Kontamination durch infektiose Krank-
heitserreger nahezu ausgeschlossen. Wegen des Gehalts an tierischen Materialien (fotales Kélberserum, Stabilisator)
sowie durch den Zusatz von Kaninchenserum sollten sie als potentiell infektios gehandhabt werden.

Wegen des Gehalts an Natriumazid Kontakt mit der Haut und Schleimhauten vermeiden; gegebenenfalls mit reichlich
Wasser spiilen.

Da bei der Durchfiihrung der Objekttrégeragglutination mit nativem Erregermaterial gearbeitet wird, missen die not-
wendigen Arbeitsschutzmanahmen eingehalten werden (Infektionsgefahr)!

Nicht mitgelieferte Arbeitsmaterialien und Ausriistungen
Glasobjekttrager, Ruhrstabchen, physiologische Kochsalzlésung, Abwurfbehdlter fur infektioses Material, White-Kauffmann-
Le-Minor-Schema.

Untersuchungsmaterial und Methodik

1. Von einer 16- bis 20-stindigen Subkultur (z. B. Kligler) wird etwas Bakterienmasse vom unteren, feuchten Teil des
Schragagars auf einem Objekttrager in einem Tropfen (ca. 25 pl) Testreagenz 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 mitzufuhren.

2. Gelingt die H-Antigenbestimmung nach der oben beschriebenen Methode nicht, ist der Stamm zur besseren Auspragung
der GeiRelantigene auf Schwarmagar zu tberimpfen. Fir den Schwarmagar empfehlen wir den Fertignahrboden

[REF] sifin TN1702.

10 ml dieses Schwarmagars werden nach Verflissigung in eine Petrischale (6 cm Durchmesser) gegeben. Nach Erstarren
wird die Agaroberflache mit ca. 100 pl sterilem Aqua dest. benetzt und der Stamm punktformig in der Mitte der Platte
aufgetragen. Die Platte wird mit der Agarschicht nach unten bis zum néchsten Tag bei 35...37 °C inkubiert.

Zur Objekttrageragglutination wird das Material vom Rand der Platte entnommen.

Ablauf der Priifung

Die Prifung mit den polyspezifischen Testreagenzien Anti-Salmonella HMA, Anti-Salmonella HMB und Anti-Salmonella
HMC ermaglicht den serologischen Nachweis der haufigsten H-Antigene bzw. H-Antigen-Komplexe von Salmonella-
Stammen. Dartber hinaus sollte auf den Antigen-Komplex H:1 mit Anti-Salmonella H:1 ( [REF] TR1437, TR1437-01) untersucht
werden. Fallt die Reaktion bei diesen Priifungen positiv aus, sollte der Stamm zur weiteren Typisierung mit von sifin ver-
fugbaren monospezifischen Testreagenzien Anti-Salmonella H (siehe Produktliste bzw. www.sifin.de) agglutiniert werden.

Bewertung der Ergebnisse

Eine Auswertung ist nur moglich, wenn die Negativkontrolle (NK) milchig trab bleibt.

Positiv: Sichtbare Agglutination nach 1 bis 20 Schwenkungen. Bei stark positiver Reaktion (PR) 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 (NR).

Qualitatssicherung bei der Testdurchfiihrung

Fur die Qualitatskontrolle des serologischen Nachweises der H-Antigene von Salmonella-Stammen mit der Objekttrager-
agglutination ist es wichtig, dass die dazu verwendeten Stdmme ihre Antigene an der Zelloberfldche gut exprimieren.

Es empfiehlt sich daher, Stdémme aus Ringversuchen, extern vollstandig charakterisierte Feldstdmme definierter Herkunft
oder geeignetBigitathy sigtied fhyti¢aicovsehiclludestantigene 704 oﬂ tégskontrolle einzusetzen.
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Anti-Salmonella Pools de phase H

Réactif d’essai pour I'agglutination sur lame
INFORMATION A L'USAGE DES PROFESSIONNELS

Pools de phase H Vol.
TR1181, TR1181-01  Anti-Salmonella HMA 3, b, ¢, d, i, Z1o, 2o 1 ml, 3 ml
TR1183, TR1183-01  Anti-Salmonella HMB E, G

TR1185, TR1185-01  Anti-Salmonella HMC  k, vy, z, L, Zs, 1

1ml, 3ml
1ml, 3 ml

Usage prévu

Les réactifs d'essai servent a la détection sérologique des antigénes H de souches de Salmonella isolées a partir d'un
matériau d'essai d'origine humaine ou autre, au moyen de I'agglutination sur lame.

La différenciation sérologique suivante doit étre effectuée avec les réactifs d'essai monospécifiques Anti-Salmonella H
conformément au schéma de Kauffmann-White-Le-Minor (schéma Kauffmann-White).

Principe de I'essai

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

Composition

Les réactifs d'essai sont des mélanges d'anticorps monoclonaux. Ils sont préparés & partir de surnageants de culture cellu-
laire de lignées cellulaires d'hybridomes qui secretent des anticorps contre les antigénes H de Salmonella correspondants.
Le réactif d'essai Anti-Salmonella HMA pour la détection de I'antigéne H 720 et le réactif d'essai Anti-Salmonella HMC
absorption d'agglutinines non spécifiques.

Conservateur : azoture de sodium (NaN) 0,9 mg/ml

Présentation, conservation et conditions de stockage

Les réactifs d'essai se trouvent sous forme liquide, préte 3 I'emploi.

S'ils 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.

Des turbidités qui ne sont pas d'origine microbienne peuvent apparaitre occasionnellement dans les réactifs d'essai. Elles
n'affectent pas I'efficacité 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, stabilisa-
teur) et de I'ajout de sérum de lapin, ils devraient étre manipulés comme des produits potentiellement infectieux.

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 pathogenes 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, collecteur de déchets pour les matériaux infectieux,
schéma de White-Kauffmann-Le-Minor.

Matériau d'essai et méthodologie

1. On enduit un peu de substance bactérienne de la partie humide, inférieure de la gélose inclinée issue d'une sous-
culture de 16 3 20 heures (par ex. milieu de Kligler) sur une lame dans une goutte (environ 25 pl) de réactif d'essai de
maniere 3 obtenir une suspension homogeéne, légerement 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.

2. Si la détermination de I'antigene H n'est pas obtenue suivant la méthode décrite ci-dessus, la souche doit étre ense-
mencée 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 [ReF] sifin TN1702.

On verse 10 ml de cette gélose d'essaimage aprés liquéfaction dans une boite de Petri (6 cm de diamétre). Une fois soli-
difiée, 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.

Déroulement du contréle

Le controle avec les réactifs d'essai polyspécifiques Anti-Salmonella HMA, Anti-Salmonella HMB et Anti-Salmonella HMC
permet la détection sérologique des antigénes H et des complexes d'antigénes H des souches de Salmonella les plus
fréquents. Par ailleurs, on devrait rechercher la présence du complexe d'antigénes H:1 avec I'Anti-Salmonella H:1 ( [ReF]
TR1437, TR1437-01). Si la réaction est positive lors de ces controles, la souche devrait étre agglutinée pour le typage
suivant avec les réactifs d'essai monospécifiques Anti-Salmonella H disponibles aupres de sifin (voir liste des produits ou www.
sifin.de).

Evaluation des résultats

Une évaluation n'est possible que si le témoin négatif (TN) reste trouble et laiteux.

Positif : agglutination visible au bout de 13 20 rotations. En cas de réaction fortement positive (RP), 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 3 20 rotations.

w @ ‘ TN

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

Assurance qualité lors de la réalisation du test

Fur Pour le contréle qualité de la détection sérologique des antigénes H de souches de Salmonella, il est important que
les souches utilisées expriment bien leurs antigenes a la surface de la cellule. Pour effectuer le contréle qualité, il est
donc recommandé d'utiliser des souches issues de tests interlaboratoires,des souches sauvages d'origine définie
entierement caractérisées en externe ou des antigenes de Salmonella a tester disponibles dans le commerce.

Limites de la méthode

Les réactifs d'essai réagissent seulement avec des souches de Salmonella qui contiennent des antigenes de la spécificité
déclarée dans les pools de phase H. Un classement par analyse biochimique dans le genre Salmonella exclut de rares
réactions croisées avec d'autres genres d'Enterobacteriaceae.

Explication des symboles utilisés

Code du lot g

Référence du catalogue /i/

Utiliser jusque AAAA-MM (MM = fin du mois)
Limites de température
I::EJ Consulter les instructions d'utilisation

I'agglutination sur lame
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Anti-Salmonella H-Phase Pools

Test reagent for slide agglutination
INFORMATION FOR PROFESSIONAL USE

C€ [vo]

H-Phase Pool Vol.
TR1181, TR1181-01  Anti-Salmonella HMA a3, b, ¢, d, i, zo, 22 1 ml, 3 ml
TR1183, TR1183-01  Anti-Salmonella HMB E, G

TR1185, TR1185-01  Anti-Salmonella HMC  k, vy, z, L, Zs, 1

1ml, 3ml
1ml, 3 ml

Intended use

The test reagents are intended for use in identifying H-antigens in the serological identification of Salmonella strains
iso-lated from test material of varied origin, using slide agglutination.

Additional serological differentiation must be performed using the monospecific Anti-Salmonella H test reagents in
accordance with the White-Kauffmann-Le-Minor scheme (Kauffmann-White scheme).

Principle of the test

If the isolated Salmonella strain possesses an H-antigen that is covered by the test reagent, this Salmonella 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 mixtures of monoclonal antibodies. They are produced from cell culture supernatants of hybridoma
cell lines which secrete antibodies against the respective Salmonella H-antigens.

For the coverage of the H-antigen z20 the Anti-Salmonella HMA test reagent and for the coverage of the H-antigen
complex Zs the Anti-Salmonella HMC test reagent contain additionally serum of immunized rabbits from which unspecific
agglutinins have been removed by absorption.

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

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

The test reagents are available in liquid form ready to use.

If stored at 2...8 °C before and after opening, they may be used up to the date given on the label. After use, the bottle
must be properly closed.

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

The test reagents must have their temperatures adjusted to room temperature (18...26 °C) before use.

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) and because of the addition of
rabbit serum, they should 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, disposal containers for infectious material, White-Kauffmann-Le-Minor
scheme.

Test material und methodology

1. Take a small amount of bacterial mass from a 16-20 hour old subculture (e.g. 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 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.

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 [REF] sifin TN1702.

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.

Test procedure

The test, using Anti-Salmonella HMA, Anti-Salmonella HMB or Anti-Salmonella HMC test reagents, enables the serological
identification of the commonest H-antigens or H-antigen complexes of Salmonella strains. Furthermore the presence of
the antigen complex H:1 should be tested by Anti-Salmonella H:1 (REF] TR1437, TR1437-01).

If the test reactions are positive, the strain must then be agglutinated with the monospecific Anti-Salmonella H test
reagents for further serotyping. These products are available at sifin (see product list or www.sifin.de).

Evaluation

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

Positive: visible agglutination after the sample has been tilted back and forth less than 20 times. In a strongly positive
reaction (PR), 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.
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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 (NR).

N NC

-

Quality assurance during the testing procedure

For the quality control of serological determination of Salmonella H antigens by slide agglutination test, the good
expression of the strain's cell surface antigen is important. The use of strains from interlaboratory tests, or field strains of
defined origin that have been fully characterised by an external laboratory, or the use of suitable commercially available
Salmonella test antigens is therefore recommended for quality control.

Limitations of the method

The test reagents react with Salmonella strains, which contain antigens with specificities, declared in the H-Phase Pools.
A biochemical examination of the genus Salmonella exclude rare cross-reactions with strains of other genera of the
family of Enterobacteriaceae.

Explanation of the symbols used

Batch code (Lot) g

Catalogue number /i/ Temperature limitation

I::EJ Consult instructions for use
Slide agglutination
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Anti-Salmonella Pool di fase H

Reagente di prova per agglutinazione su vetrino
INFORMAZIONI PER L'USO PROFESSIONALE

it C€ [vo]

Pool di fase H Vol.

TR1181, TR1181-01  Anti-Salmonella HMA 3, b, ¢, d, i, zZ1o, 22 1 ml, 3 ml
TR1183, TR1183-01  Anti-Salmonella HMB E, G 1ml, 3ml
TR1185, TR1185-01  Anti-Salmonella HMC  k, vy, z, L, Zs, 1 1ml, 3 ml

Uso previsto

| reagenti di prova sono stati concepiti per essere utilizzati per rilevare antigeni H nell'identificazione sierologica dei ceppi
di Salmonella isolati da materiale di prova di varia origine mediante agglutinazione su vetrino.

Ulteriori differenziazioni di tipo sierologico devono essere eseguite utilizzando i reagenti di prova monospecifici Anti-
Salmonella H conformemente allo schema di White-Kauffmann-Le-Minor (schema Kauffmann-White).

Principio del test

Se il ceppo di Salmonella isolato possiede un antigene H incluso nel campo d'azione del reagente di prova, questo anti-
gene di Salmonella 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 composti da miscele di anticorpi monoclonali. Essi sono prodotti da surnatanti di colture cellulari
di linee cellulari di ibridomi che secernono anticorpi contro i rispettivi antigeni H di Salmonella.

Per la rilevazione dell'antigene H z20 o del complesso dell'antigene H Zs, il reagente di prova Anti-Salmonella HMA o il
reagente di prova Anti-Salmonella HMC contengono inoltre sieri di conigli immunizzati dai quali sono state asportate
agglutinine aspecifiche mediante adsorbimento.

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

Forma di somministrazione, periodo di validita e condizioni di conservazione

I reagenti di prova sono disponibili in forma liquida e pronti all'uso. Se conservati a una temperatura compresa tra 2 e 8
°C sia prima che dopo l'apertura, essi possono essere utilizzati fino alla data indicata sull'etichetta. Dopo I'uso, il flacone
deve essere opportunamente richiuso. Talvolta i reagenti di 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 devono essere 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) e siero di coniglio
aggiunto, vanno 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, contenitori per lo smaltimento di materiale infetto, schema
di White-Kauffmann-Le-Minor.

Materiale di prova e metodologia

1. Prelevare una piccola quantita di massa batterica da una sottocoltura di 16-20 ore (ad es. 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 reagente di prova, 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
esequire in contemporanea un controllo negativo utilizzando la soluzione salina fisiologica al posto del reagente di prova.
2. Se il test dell'antigene H esequito in base al metodo sopra descritto € 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 [ReF] sifin TN1702. Dopo la liquefazione, mettere 10 ml di quest'agar di sciamatura in una piastra di Petri
(diametro 6 cm). Una volta che si & 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.

Procedura

Il test, in cui si utilizzano reagenti di prova polispecifici Anti-Salmonella HMA, Anti-Salmonella HMB o Anti-Salmonella HMC,
consente 'identificazione sierologica degli antigeni H e dei complessi di antigeni H pit comuni dei ceppi di Salmonella.
Inoltre, la presenza del complesso dell'antigene H:1va testata mediante Anti-Salmonella H:1 ( [REF] TR1437, TR1437-01). Se le
reazioni al test sono positive, il ceppo deve poi essere agglutinato con i reagenti di prova monospecifici Anti-Salmonella H
per l'ulteriore sierotipizzazione. Questi prodotti sono disponibili presso sifin (v. elenco prodotti 0 wwwisifin.de).

Valutazione

Il test puo essere valutato solo se il controllo negativo (NC) 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 (PR), 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 e stato inclinato in avanti e all'indietro da 10 a 20 volte.

O @ .

Risultato negativo: se |3 sospensione resta lattiginosa opaca o la reazione inizia solo dopo che il vetrino & stato inclinato
in avanti e all'indietro per piu di 20 volte, il risultato & negativo (NR).

Garanzia di qualita nell'esecuzione delle prove

Ai fini del controllo della qualita della prova sierologica dell'antigene H per i ceppi della Salmonella 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) oppure ceppi di
campo completamente caratterizzati esternamente di origine definita oppure adeguati antigeni di test della Salmonella
disponibili in commercio.

Limitazioni del metodo

I reagenti di prova reagiscono con i ceppi di Salmonella che contengono antigeni con le specificita dichiarate nei pool

di fase H. Un esame biochimico del genere Salmonella esclude rare reazioni crociate con ceppi di altri generi della famiglia
Enterobacteriaceae.

H

H
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Anti-salmonella tesztreagensek H-fazis poolok
Tesztreagens targylemez-agglutindciéhoz
PROFESSZIONALIS ALKALMAZASI TAJEKOZTATO

C€ [vo]

H-fazis pool Térf.

TR1181, TR1181-01  Anti-Salmonella HMA 3, b, ¢, d, i, z1o, 2o 1 ml, 3 ml
TR1183, TR1183-01  Anti-Salmonella HMB E, G 1ml, 3ml
TR1185, TR1185-01  Anti-Salmonella HMC  k, vy, z, L, Zs, 1 1ml, 3 ml

Felhasznalas

A tesztreagensek a H antigének azonositdsdra szolgdlnak a kilonboz6 eredetd vizsgalati mintdkbol izoldlt Salmonella
torzsek targylemez-agglutindciés modszerrel torténd szeroldgiai azonositdsa sordn.

Tovabbi szerolégiai differencidldst kell végezni a monospecifikus Anti-salmonella H tesztreagensek haszndlataval a
White-Kauffmann-Le-Minor séma (Kauffmann-White séma) szerint.

A préba elve
Ha az izoldlt Salmonella torzs rendelkezik a tesztreagensnek megfelelé H antigénnel, akkor ez a Salmonella antigén a
specifikus antitesttel keverve megkotddik. Az antigén-antitest reakcié eredménye a torzs jol Idthatd agglutindcidja.

Osszetétel

A tesztreagensek monoklonalis antitestek keverékei. A megfelelé Salmonella H antigénekkel szemben antitesteket
kivélaszto hibridoma sejtvonal tenyészetek szupernatansabal allitjak el6.

A 720 H-antigén vagy a Zs H-antigén komplex lefedésére az Anti-salmonella HMA tesztreagens, ill. az Anti-Salmonella
HMC tesztreagens emellett olyan immunizalt nydlszérumot is tartalmaz, amelyekbél a nem specifikus agglutinineket
abszorpcioval eltdvolitottak.

Tartésitészer: natrium-azid (NaN;), 0,9 mg/ml.

Kiszerelési forma, eltarthatésdg és tarolasi feltételek

A tesztreagensek folyékony, hasznalatra kész formaban kaphatdk.

Felbontatlanul és felbontds utan 2-8 °C-on tarolva a cimkén megadott datumig hasznélhatok fel. Haszndlat utan a palackot
megfelelGen le kell zarni.

A tesztreagensekben esetenként nem mikrobidlis eredet( zavarossag mutatkozhat. Ez a zavarossdg nem rontja a
tesztreagensek hatékonysagat, és centrifugdldssal vagy szlréssel megszintethetd.

Haszndlat el6tt meg kell varni, amig a tesztreagensek szobahémérsékletre (18 ... 26 °C) melegszenek fel.

Figyelmeztetések és dvintézkedések

A tesztreagensek biotechnoldgiai gyartasi eljardsdnak koszonhetéen a fert6z6 dgensekkel torténd szennyezédés
kockazata gyakorlatilag kizarhaté. Mivel a készitmények allati eredetd anyagot (magzati borjiszérumot, stabilizdtort) és
hozzdadott nydlszérumot tartalmaznak, potencidlisan fert6z6 anyagnak tekintendék, és ennek megfeleléen kezelendék.
Tekintve, hogy a készitmények ndtrium-azidot tartalmaznak, a bérrel és nydlkahartydval valo érintkezést kertlni kell. Ha
mégis a bérre vagy nydlkahartydra keriilnek, bé vizzel kell lemosni. Mivel a targylemez-agglutinacios préba él6 kérokozéval
végzett tevékenységet is tartalmaz, minden sziikséges munkavédelmi eljarast be kell tartani (fert6zésveszély)!

Nem szallitott anyagok és eszkozok
Uveg targylemez, keverépalca, fizioldgids sdoldat, fertézé anyag kezelésére szolgalo taroloedény, White-Kauffmann-Le-
Minor séma.

Vizsgdlati anyagok és médszerek

1. Vegyiink ki kis mennyiségu baktériumtomeget 16-20 6rds szubkulttrabdl (pl. Kligler taptalaj), a ferde agar als6, nedvesebb
rétegébdl. Vigyuk at targylemezre és jol keverjuk ossze eqy csepp tesztreagenssel (kb. 25 pl) tgy, hogy homogén, kissé
tejszer( szuszpenziot kapjunk. A lemezt sotét feliletre kell helyezni.

Az eredmény leolvasasa szabad szemmel torténik gy, hogy a targylemezt fekete hattérben fény felé tartjuk, és
elére-hatra dontve mozgatjuk. A spontan agglutinacio kizérasara egyidejlleg negativ kontroll vizsgalatot is kell végezni a
tesztreagens helyett fizioldgids sooldattal.

2. Amennyiben a fentiekben leirt mddszerrel elvégzett H-antigén vizsgalat nem sikeres, a torzset rajzdst tdmogatd
(swarm) agarra kell oltani a csillé antigének fejlddésének elGsegitése érdekében. A rajzdst tdmogatd (swarm) agarhoz a
sifin késztaptalajat ajanljuk, [REF] TN1702.

Felolvasztds utan helyezziink 10 ml-t ebbél a swarm agarbél egy petricsészébe (6 cm atmérdjli). Ha az agar megszilardul,
permetezziik be a feliletét kb. 100 pl steril desztillalt vizzel, és vigyik fel a torzset pont formajaban a lemez kozepére. Az
agarréteget lefelé forditva, egy éjszakdn at 35-37 °C-on inkubdljuk a petricsészét. A targylemez-agglutindcios probahoz a
csésze szélérdl gydjtsink anyagot.

Vizsgdlati eljaras

A polispecifikus Anti-salmonella HMA, Anti-Salmonella HMB vagy Anti-Salmonella HMC tesztreagensek alkalmazaséval
végzett vizsgalat lehetdvé teszi a Salmonella torzsek leggyakoribb H-antigénjeinek vagy H-antigén komplexeinek szerol6giai
azonositasat. Emellett a H:1 antigén komplex jelenlétét az Anti-Salmonella H:1 ( [ReF] TR1437, TR1437-01) reagenssel kell
vizsgalni.

Ha a préba pozitiv, a torzset ezutdn monospecifikus Anti-Salmonella H tesztreagensekkel kell agglutindlni a tovabbi szero-
tipizaldshoz. Ezek a készitmények a sifin vallalattol beszerezheték (1asd a terméklistat vagy a www.sifin.de honlapot).
Kiértékelés

A proba csak akkor értékelhetd, ha a negativ kontroll (NC) tejszerden attetsz6 marad.

Pozitiv: szemmel I4that6 agglutindcié, ha a mintat kevesebb, mint 20 alkalommal el6re-hatra billentjik. Kifejezett pozitiv
reakcid (PR) esetén az agglutindcié (durva vagy finom pelyhesedés) azonnal megjelenik, amikor a baktériumtémeget
bekeverjik. Gyenge pozitiv reakcié esetén az agglutindcié csak akkor jelentkezik, ha a térgylemezt 10-20-szor elére-hatra
billentjik.

Negativ: ha a szuszpenzio tejszerGien dttetsz6 marad, vagy a reakcid csak azutan kezd fellépni, ha mar tobb mint 20
alkalommal el6re-hatra billentettiik a targylemezt, az eredmény negativ (NR).

Minésegbiztositas a teszt elvegzesekor

A Salmonella torszek H-antigenjei szerologiai kimutatasanak targylemezes agglutinacio utjan tortend
mindsegellendrzesehez fontos, hogy az ehhez alkalmazott torzsek antigenjei a sejtfeluleten jol expresszalodjanak.

Ezert ajanlatos korvizsgalatokbol szarmazo torzseket vagy extern teljesnek jellemzett, meghatarozott eredet( kornyezeti
torzseke, vagy megfeleld, kereskedelmileg kaphaté Salmonella-tesztantigéneket alkalmazni a mingsegellendrzeshez.

A moédszer korlatai

A tesztreagensek olyan Salmonella torzsekkel lépnek reakcioba, amelyek a H-fazis poolban megnevezett specificitasu
antigéneket tartalmazzak. A Salmonella genus biokémiai vizsgalata zarhatja ki az Enterobacteriaceae csaldd mas genusaival
fellépg ritka keresztreakciokat.

Az alkalmazott jelek magyarazata

Sarzsszam g
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Anti-Salmonella ansa nynos aHtureHos H-¢asbl
TecT-peareHT ANS PeakLny arrNTUHALMW HA NPeAMeTHOM CTekne

NHOOPMALMA ANA NPOGECCUMOHANBHOTO NPUMEHEHNA

w C€ [vo]

Nyn anTureHos H-asbl  06bem

TR1181, TR1181-01  Anti-Salmonella HMA a3, b, ¢, d, i, z1, 729 1ml, 3 ml
TR1183, TR1183-01  Anti-Salmonella HMB E, G 1ml, 3ml
TR1185, TR1185-01  Anti-Salmonella HMC  k,y, z, L, Zs, 1 1ml, 3 ml

HasHaueHue: TeCT-peareHTbl NpeHa3HaUYeHbl AN CEPONOTYecKoi AEHTUDNKALMN H-aHTUTeHOB LITaMMOB
Salmonella, n30nVPOBaHHbIX 13 NCCNEAYEMOTO MATEPUANa PA3NNYHOTO NPOMCXOXKAEHUS, METOAOM arTMOTUHALMM Ha
npeAMeTHOM cTekne. [JonoNHUTENbHO TpebyeTcs BbIMONHATL Ceponornyeckyto AnddepeHumaLmio ¢ Ncnonb3osaHnem
MoHocneunduyeckux Tect-peareHTos Anti-Salmonella H 8 cooteTcTBIm co cxemoi KaydbmaHa-YaiiTta-Nle-MuHopa
(cxemoit KaydmaHa-YaiTa).

NpUHUMNBI UCCNepoBaHMA: [PV HAAMYMK Y U30NMPOBAHHOTO LWUTaMMA Salmonella H-aHTureHa, cnoco6Horo
BCTYNaTb B PEaKLMIO € TeCT-peareHTom, MPONCXOANT CBA3bIBAHIE 3TOMO aHTUIeHa Co CrelndUYecknm aHTUTenom
NPpY UX CMeLUMB3HWW. B pe3ynbTaTte peakuun aHTUreH-aHTUTeNo HabnAaeTcs YeTKO BUANMAS arrTUHALNS
MUKPOOPraHM3MOB.

CocraB: TeCT-peareHTbl NPeACTaBNAOT CO60/ CMeCy MOHOKNOHANbHBIX aHTUTEN. OHW NOYYeHbl N3 CYyNepHATaHToB
KYNbTYp MMOPUAHBIX KNETOUHBIX /IMHWIA, CEKPETUPYIOLLMX AHTUTENa MPOTUB COOTBETCTBYIOLLUMX H-aHTureHos Salmonella.
[INsi BKNIOUYEHNSI aHTUTEN K H-aHTUTeHY 729 N KOMMNEKCY Z4 H-aHTureHa, TecT-peareHT Anti-Salmonella HMA nnm tect-
peareHT Anti-Salmonella HMC co0TBeTCTBEHHO AOMONHNTENLHO COAEPXKAT CbIBOPOTKY MMMYHN3VUPOBAHHbLIX KPONMKOB,
OUMLLIEHHYIO OT HecneundrUYecknx arrTUHUHOB NyTem abcopoumm.

KoHcepBaHT: Hatpus asuna (NaN;) 0,9 mr/mn

®opma BblINycka, CPOK FTOAHOCTH U YCI0BUSA XPaHeHUs:: TeCT-peareHTbl BbINYCKAOTCA B KMAKOI hopme 1 roToBbl
K NpyMeHeHuto. Mpy xpaHeHy Npy Temnepatype 2...8 °C A0 M MOCAE BCKPLITHS MX MOXHO NCMONb30BATL 0 AT,
YKa33aHHOW Ha 3TUKeTKe. Mocne NpumMeHeHus cneayeT HAANEXALLMM 06pa30oM 3aKpbIBaTbL (GAKOH. VIHOMA] B TecT-
peareHTax MoXXHO 06HapYXXUTb MOMYTHEHNe, He (BS3aHHOe C MUKPOGHbLIM 3arpsisHeHrem. MoMyTHeHMe He BNKseT Ha
3QhEKTUBHOCTL, U AN OTAENEHWS OT MPUMeceit peareHTbl MOXHO LIeHTpUdYrMpoBaTb MM oTGUNLTPOBaTL. Mepes
1ICM0b30BaHNEM HEOOXOANMO A0KAATHCSA, UTOObI TeCT-peareHTbl NPYHSAN KOMHATHY0 Temnepatypy (18...26 °C).

MpepynpexneHns U Mepbl NPeAoCTOPOXKHOCTH: POV3BOACTBO TECT-PE3reHTOB NPV NOMOLLY 61OTEXHONOTUI
baKTUeCKn NCKNOY3ET PUCK KOHTaMUHALMY BO36YANTENSIMU MHbEKLMOHHbIX 33601eBaHNI. B (BA3M ¢ conepXKaHnem
MaTepranos >KMBOTHOTO MPONCXOKAEHNS (CbIBOPOTK3 IMOPMOHOB KOPOB, CTabNNN3aTOp) U A06aBNEHNEM CbIBOPOTKY
KPO/IMKOB, C HUMM CNeflyeT 06paLLaTbCs HAANEXKALLMM 06pa3oM KaK ¢ MOTEeHLMaNbHO MHBEKLMOHHBIM M3Tep1anom.

B €BA3M C copep>kaHvem a3uaa HATpKs cnefyeT U3beraTb KOHTAKTa 3TUX PeareHToB € KOXel 1 CU3NCTbIMM
060/104KamMu! B C/lyyae KOHTAKTa NPOMONTE MopaXKeHHble 06113CTN 6ONbLIMM KOMMYeCTBOM BOAbI. Tak KaK nposefeHne
peakumm arrioTUH3LUUK HA MPeAMETHOM CTeK/e COMpsKeHO ¢ UCMob30BaHNEM HATUBHOTO MaTOreHHOro Matepuana,
cnepyet co6n01aTb BCe HEOOXOAMMble MPABWNA TeXHUKY 6€30MacHOCTY HA paboyem mecTe (PUCK MHOULIMPOBAHMS)!

Martepuansbi n 060pynosaHune, He BXoasLMe B KOMNNEKT NOCTABKM: [IpeMeTHble CTeKNa, MAaNoukn Ans
nepemeLLnBaHus, GU3NONOTNYECKIA PACTBOP, KOHTENHEPLI AN C60Pa 0TX0A08 AN MH(PEKLMOHHOIO M3Tepuana, Cxema
KaydmaHa-Yainta-/le-MuHopa.

WUcchepyemblini Matepuan m MeToamKa

1. OT6epuTe HebONbLLIOE KONMYECTBO 6aKTepUanbHON Macchl 13 16—20-4acoBol Cy6KYNLTYPbI (POCT HA MUTATENLHOM
cpene Knmrnepa nnm Ap.) U3 HKHEN, Hanbonee BNAXKHOM YaCTU CKOLIEHHOrO arapa. MepeHecuTe ee Ha NpeAMeTHoe
CTEKNO W TLIATENbHO MepemelLaiiTe ¢ Kannei (0KONOo 25 MKN) TecT-peareHTa 10 06pa30BaHNs TOMOTEHHOM, Cnerka
«MONOYHOM» CyCrneH3nn. NpeaMeTHOe CTeKNO AO0/IKHO HAXOAUTLCA HAa TEMHOW NMOBEPXHOCTU. Pe3yNnbTaT OLeHBaeTcs
HeBOOPY>KEHHbIM [N330M, NyTem yAepXXMBAHWS NPeAMETHOT0 CTeKNa nepef UCTOYHMKOM CBETa Ha YepHoM (oHe

1 MOK3UMBaHMs NpeAMeTHOro CTekna (Bnepea-Hasaa). AN UCKNIOYEHUS CNOHTAHHON arrl0TMHALMM HEO6XOAMMO
0f\HOBPEMEHHO MOCTaBUTb OTPULIATENbLHbIN KOHTPONb, MCMONbL3YS HU3NONOTMYECKIl PACTBOP BMECTO TeCT-peareHTa.
2. ECv He YyAanocb 06HapYX1Tb H-aHTUreH OMMUCAHHLIM Bblllie MeTOZOM, LUTAMM Heo6X0AVMMO NepeceaTb Ha arap
poeHus, 4To6bI CTYMYNPOBATL 06PA30BaHMe XIYTUKOBbIX aHTUIeHOB. B KayecTBe arapa poeHns Mbl peKoMeHayem
1CNONb30BATH FOTOBYHO K MPUMEHEHI0 NuTaTenbHyto cpeay [REF sifin TN1702. 3anerite yatuky MeTpu (AMameTpom 6 cm)
arapom poeHus B konnyectse 10 MA NOC/e ero pacniasneHus. NMocne 3acTbiBaHKA arapa opocnTe ero NoBEPXHOCTb
npumepHo 100 MKN CTepPUNLHON ANCTUNIMPOBAHHON BOAbI M B LIGHTP YaLLKK 3aCeiTe LTAMM B B KTOUKNY.
VHKy61pyiTe YaLiky Metpu B nepeBepHyTOM COCTOSHUM B TeUeHne Houn npu Temneparype 35...37 °C. ina nposeaeHns
peakuyy arriTUHALWM HA NMPpeAMEeTHOM CTeK/1e MaTepuan cobrpaetcs ¢ Kpaes YallKK Metpu.

Npoueaypa nccnepoBaHus: iccnenoBaHue ¢ UCNoNb30BaHWe nonvcneumduyeckux Tect-peareHtos Anti-Salmonella
HMA, Anti-Salmonella HMB nnu Anti-Salmonella HMC no3sonseT BbINONHWTL CEPONOTNYecKYH MaeHTUdUKaLMI
Hanbonee pacnpocTpaHeHHbIX H-aHTUreHoB 1N KOMNNEKCOB H-aHTUreHa Wwrammos Salmonella. lanee Tpebyetcs
BbINONHWTL MPOBEPKY HA MPUCYTCTBIUE aHTUreHoB Komnnekca H:1 npu nomowum Anti-Salmonella H:1 ( [REF] TR1437, TR1437-01).
ECnu peakums 6yneT NoNoXUTeNbHOM, 3aTeM Heo6X0AMMO NOCTaBUTL PeaKLMI0 arrTUHALWMK ANS AAHHOTO LWTaMM3
€ MoHoCTeuudryecknmu TecT-peareHtamm Anti-Salmonella H aons panbHeiiwero cepotMnmpoBanms. NepeyncnerHsle
BblLLE peareHTbl NpeAnaratoTcs Komnanme sifin (cm. nperckypaHT unu Be6-canT www.sifin.de).

OLeHKa pe3ynbTaTos: OLEeHK3 Pe3ynbTaTos MCCNef0BaHUA AOMYCKALTCS, TONbKO e OTPULATeNbHbIA KOHTPOAL (OK)
0CT3EeTC MONOYHO-MYTHBIM.

NonoXuTenbHasn peakums: BUANMAA ArMHTUHALKA NOCNe NOKAYMB3HWA NPo6bI BiepeA-Ha3aa meHee 20 pas. B ciyyae
BbIPAKEHHO! MONOXNTENbHOV peakuny (TMP) arrnoTMHALMA (KpYMHble MK MeNKe XNoMbst) MPOUCXOANT CPasy ke nocne
nepemeLLVBaHna ¢ 6aKTepUaNbHOM MACCOit. ECM pe3ynbTaT CnabononokUTeNbHbIN, ArTHTUHALMS NPOUCXOAUT TONLKO
nocne NokauMeaHys NpeAMETHOro CTekNa Bnepea-Hasaa 10—20 pas.

O @ -

0TpULATeNbHAA PeaKUMA: eC/I CYCNeH3KA 0CTAeTC MOMI0YHO-MYTHON, UK eCIN PeaKLms HAYNHAeTCA TONbKO nocne
MOKauMBaHA NPeAMETHOro CTekna Brepe/-Hasagn 6onee 20 pas, pe3ynbrar aBAseTCs 0TpuLaTenbHbImM (OP).

06ecneyeHne KayecTsa Npu BbIMNONNHEHUN Te(Ta

JANa KOHTPONA KayecTsa CepOl’lOI'VILIECKOI;I VI,E\EHTVId)VIKaLlVIVI H-aHTUreHOoB LUTAMMOB Ca/IbMOHe/IIbl NyTem arrniThHALMN
Ha NpeAMeTHOM CTeKNne BaXHO, 4T06bI ncnonb3yemble ANA 3TOro WTamMmmMbl XOPOLLIO 3KCNpeccnpoBany CBON aHTUIeHbl Ha
NoBepXHOCTM KNeTKW. Mo3ToMy AN KOHTPONA KAauecTBa peKOMeHAYeTCa UCMo/1b30BaTh LTAMMbI 13 Me)KﬂaﬁOpaTOprlX
VCNBIT3HWIA UM NONHOCTHIO 0XapaKTepunsoBaHHble B He3aBnCMoN naﬁopaTopMM nonesble WTaMMbl YTOYHEHHOTO
reHesa nnm nmeromeca B npoaake NOAXoAdALMe TeCT-aHTUreHbl CaNbMOHeNbI.

H

;

OrpaHnyeHns metona: TecT-peareHTbl AT PeaKLyio co LWTammamu Salmonella, copepX<alyymm 3asBneHHble aHTUTeHbI
NS HA6OPOB K aHTMUreHam H-(hasbl. BUoxmmnyeckoe nccnepoBaHme Ha xapakTepucTuki poaa Salmonella nosonnt
UCKNIOYNTD PeAKYHD NepeKkpecTHYH PeakTMBHOCTH O WTaMMamy 6aKTepuin Apyrvx pofos cemeiictea Enterobacteriaceae.

Pa3bAcHeHne Ucnonb3yembix CMMBON0B

Kon naptun (cepum) g Mcnonb3osatb Ao MTT-MM (MM = KoHel, MecsiLa)
Homep no Katanory /i/
MeAnuMHCKoe YCTPOCTBO ANS
NMArHOCTUKM in vitro

BepxHuin TemnepaTypHbI npeaen

I::EJ CM. MHCTPYKLUIO MO NpYMEHEeHo

R TeCT-peareHT arrmTUHaUNA Ha NpeAMeTHOM CTeKne
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