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SUROWICA DO AGLUTYNACJI SZKIELKOWEJ
BAKTERII SALMONELLA

Instrukcja uzywania

Zastosowanie
Surowice do aglutynacji szkietkowej bakterii Salmonella sg wyrobem medycznym do diagnostyki in vitro stuzacym do jakos$ciowych badan
serologicznych szczepdw bakterii Salmonella pobranych od ludzi, zwierzat lub innego materiatu badawczego.

Opis

Surowice do aglutynacji szkietkowej bakterii Salmonella sg absorbowanymi surowicami kréliczymi poliwalentnymi lub monowalentnymi. Zawierajg
przeciwciata dla grupowych i pojedynczych faktoréw antygenéw somatycznych, rzeskowych i antygenu otoczkowego Vi. Pozwalajg one na
identyfikacje serologiczng szczepdw bakterii Salmonella wystepujacych w Polsce i na $wiecie. Surowice do hamowania faz sg przeznaczone do
indukcji niewyksztatconej fazy rzeskowej, ktérg mozna przeprowadzi¢ poprzez hodowle na migkkim podtozu agarowym, w przypadku szczepéw
dwufazowych, w ktérych jedna faza jest dominujgca, a druga utajona.

Surowice znajduja sie w szklanych butelkach z zakraplaczem. Sg przygotowane w postaci gotowej do uzycia.

Surowice nalezy stosowaé do diagnostyki serologicznej bakterii rodzaju Salmonella.

Produkt przeznaczony jest wytgcznie do profesjonalnego zastosowania laboratoryjnego przez przeszkolony personel z zachowaniem podstawowych
zasad antyseptyki i aseptyki.

Sktad

Surowice do aglutynacji szkietkowej pateczek Salmonella sg wykonane z przeciwciat poliklonalnych pozyskanych od zwierzgt immunizowanych
inaktywowanymi szczepami bakterii, absorbowane w celu uzyskania wybranych przeciwciat i rozcienczone 0,85% NaCl. Sg one kontrolowane z
zestawem ponad 180 szczepow. Surowice sg jatowe, konserwowane 0,01% tiomersalem.

Wiasciwosci

Identyfikacja szczepu polega na ustaleniu struktury antygenowej badanego szczepu. Opiera sie na wykrywaniu antygenéw somatycznych ,O” i
antygenow rzeskowych ,H”. Szczepy S. Typhi najczesciej posiadajg antygen powierzchniowy ,Vi”, ktéry jest wykrywany w aglutynacji z surowicg
anty-Vi. Antygeny powierzchniowe bakterii tworzg widzialne gotym okiem kompleksy ze swoistymi przeciwciatami zawartymi w surowicy (reakcja
aglutynaciji).

Surowice do aglutynacji szkietkowej bakterii Salmonella przeznaczone do identyfikacji antygenéw somatycznych: A(O:2); B(O:4); C(0:7,0:8);
D(0:9,46); E(0O:3,10,15) E.(0:1,3,19); G(0:13,22,23); 0:2; O:3; 0:3,10; O:4; 0:6,, 0:6,7; 0:7; 0:8; 0:8,20; 0:9; 0:10; O:11; 0:12; 0:13(0G) 0:13,22;
0:13,23; 0:14(H); 0O:14,24; 0:15; 0:18; 0:19; 0:20; 0:21; 0:22; 0:23; 0:28; 0:35; 0:41; 0:46; surowica przeznaczona do identyfikacji antygenu
otoczkowego: Vi; surowice przeznaczone do identyfikacji antygenéw rzgskowych: H:a; H:b; H:c; H:d; H:i; H:g,m; H:g,p; H:f,g; H:g, H:m; H:p; H:f;
H:qg; H:s; H:it; H:u; H:eh; H: h; H: e,nx; H: n; H: x; H: k; H: Lv; H: v; H: Lw; Hiw; Hir, Hiy; H:1,2,5; H:2; H:5; H:6; H:7; H:z; H:z,; H:z,; H:z. Hin,z,;
H: z.,z..; H:z.,; H:z.,; H:z.,; Hizoo; Hizo; Hizs; Hiz; Hizs; Hiz.,; Hiz.; Hiz.,; surowice do hamowania: H:i, H:r, H:2, poliwalentne surowice: HM (zawierajaca
przeciwciata przeciw wszystkim znanym antygenom rzgskowym), OM (zawierajgca przeciwciata przeciw wszystkim znanym antygenom
somatycznym), OMA (O:A,B,D.D.E.E.); OMB (O:C.C.C.11,13,6,14); HE (eh,enx,enz.,); HG (fg,fgs,gm,gmq,gmt,gp,gpu,at,gst, gq) ; HL (Iv,Iw,|z.,1z.,);
HZ. (z.z.,,z.z..); H1 (1,2,5,6,7); Hg,s,t,p,u.

Sposob uzycia

Przygotowanie prébek
Proébki nalezy pobraé do sterylnych pojemnikdw, przetransportowaé do laboratorium oraz przetwarza¢ zgodnie z wytycznymi dla danego rodzaju
prébek. Nalezy wybiera¢ wyraznie odgraniczone, typowe kolonie. Do testow nalezy uzywa¢ niezanieczyszczonych hodowli bakteryjnych.

Przygotowanie badanych szczepéw

Badane szczepy hodowaé w temperaturze od +34 do +38:C przez 2443 godziny na podtozach statych (dla okreslenia antygenéw somatycznych —
agar 1,5%, antygendéw rzeskowych - agar 0,5%). (Rekomendowane: agar 1,5% - Immunolab, nr katalogowy PG002, PGS02 oraz podtoze agarowe
miekkie wg Garda 0,5%- Immunolab, nr katalogowy PG001, PGS01).

Wykonanie odczynu aglutynacji szkietkowej

Przed uzyciem surowice doprowadzi¢ do temperatury pokojowej (od +18 do +25°C), a w przypadku zmetnienia odwirowac.

W celu zachowania jatowosci produktu (ktérej brak moze uniemozliwi¢ wykonanie oznaczenia lub wtasciwa interpretacje wynikéw), wykonanie testu

powinno odbywac¢ sie w warunkach uniemozliwiajgcych kontaminacje lub skazenie produktu.

Przed wykonaniem testu aglutynacji szkietkowej badanego szczepu z uzyciem surowic, nalezy w pierwszej kolejnosci wykona¢ kontrole z uzyciem

3% roztworu chlorku sodu. Wystgpienie aglutynacji w 3% roztworze NaCl wskazuje na to, ze badany szczep jest w fazie R (szczep szorstki) i nie

nadaje si¢ do identyfikacji serologicznej w odczynie aglutynacji szkietkowej.

1. Na odttuszczonym szkietku podstawowym umiescié kroplg surowicy.

2. Jalowa eza/bagietkg pobra¢ szczep z podtoza i umiesci¢ obok kropli. Rozetrze¢ szczep na szkietku i potaczy¢ z surowica tak, aby powstata
jednolita zawiesina.

3. Kotyszac lekko szkietkiem, ruchem kolistym przez 10 — 30 sekund (najdtuzej do 1 minuty!), obserwowa¢ wynik reakcji. Uwazaj, aby kropla
nie Sciekta ze szkietka!

Aglutynacja jest lepiej widoczna, jezeli wynik reakcji obserwuje sie nad ciemnym ttem z uzyciem lupy o 5-cio krotnym powigkszeniu.

Odczyt i interpretacja wynikéw

W celu okreslenia serotypu badanego szczepu nalezy okresli¢ sktad antygenowy szczepu przy pomocy surowic zawierajgcych przeciwciata
przeciwko antygenom somatycznym i rzeskowym zgodnie ze schematem White’a-Kauffmanna-Le Minora. Nalezy uwzgledni¢ charakter odczynu:
aglutynacja drobno-grudkowa charakterystyczna dla antygenéw somatycznych i antygenu Vi, obtoczkowa dla antygendw rzeskowych. Wystgpienie
aglutynaciji jest dodatnim wynikiem reakcji. Brak aglutynacji jest ujemnym wynikiem reakcji.
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Odczytu aglutynacji nalezy dokona¢ wg nastepujgcej skali:

+++ obecne aglutynaty rozmieszczone w catej przezroczystej kropli lub na jej obwodzie,

+

++ obecne aglutynaty rozmieszczone w potprzezroczystej kropli,

obecne drobne aglutynaty na obrzezu lub na dnie kropli, kropla mlecznobiata. Wynik taki nie pozwala na ustalenie rozpoznania. Najczgsciej

wystepuje w szczepach dwufazowych z silnie rozwinietg jedng z faz. W celu ustalenia sktadu antygenéw rzgskowych nalezy zahamowac faze
silnie rozwinieta.

(-) brak aglutynatéw, kropla mlecznobiata.

! Nie dopuszcza¢ do wyschniecie kropli, poniewaz daje to wynik fatszywie pozytywny.

Na naszej stronie http://immunolab.com.pl/film zamieszczono film instruktazowy zawierajacy instrukcje wykonania badania i interpretacji wynikow.

Wykonanie hamowania fazy
W przypadku szczepéw dwufazowych, gdy badany szczep wykazuje reakcje pozytywna tylko z surowica przeciwko antygenom jednej z faz (faza
dominujgca), a druga faza jest niewykrywalna (faza utajona), nalezy przeprowadzi¢ hamowanie fazy dominujgcej w celu indukcji fazy utajonej.
W tym celu nalezy:
1.  Schiodzi¢ przygotowane, ptynne podtoze agarowe migkkie 0,5% wg Garda do temperatury ~ +45°C.
2. Nakropi¢ na $rodek dna matej, sterylnej ptytki Petriego (& ok.5 cm) 100-200ul surowicy do hamowania. Nalezy zachowac¢ ostrozno$¢, aby
nie dotykaé¢ podtoza koncoéwka zakraplacza.
3. Do nakropionej surowicy doda¢ ok. 10 ml podtoza agarowego migkkiego 0,5% wg Garda i wymieszac¢ delikatnie kotyszac ptytka.
4. Pozostawi¢ ptytke w temperaturze pokojowej, az do stezenia agaru. (Nie suszyc!)
5 Za pomocg jatowej ezy pobra¢ hodowle szczepu do hamowania (z ptytki agarowej 0,5%) i zaszczepi¢ na podtozu agarowym w centralnej
czesci ptytki.
6. Inkubowaé przez noc w temperaturze od +34 do +38:C.
Nie odwracac¢ ptytki wieczkiem do dotu!
7. Materiat z peryferyjnych czesci ptytki jest odpowiedni do wykonania aglutynacji szkietkowe;j.

Wykonanie hamowania fazy- metoda alternatywna
1. Przygotowa¢ matg ptytke Petriego (& ok.5 cm) z ok. 10ml sterylnego, zestalonego podtoza agarowego migkkiego 0,5% wg Garda. Plytke
przechowywac¢ w pozycji wieczkiem do gory. Nie suszy¢!
2. Nakropi¢ na $rodek ptytki z agarem 100-200pul surowicy do hamowania. Nalezy zachowac¢ ostroznos$é, aby nie dotyka¢ plytki koncéwkag
zakraplacza.
3. Wetrze¢ surowice w powierzchnie agaru za pomoca jatowej gtaszczki.
4.  Za pomocy ezy pobra¢ hodowle szczepu do hamowania (z ptytki agarowej 0,5%) i zaszczepi¢ na podtozu agarowym w centralnej czesci
plytki.
5. Inkubowaé przez noc w temperaturze od +34 do +38:C. Nie odwracac ptytki wieczkiem do dotu!
6. Materiat z peryferyjnych czesci ptytki jest odpowiedni do wykonania aglutynacji szkietkowe;j.
| Zahamowanie fazy rzeskowej nie zawsze zostaje osiggniete przy pierwszej probie. Jezeli dominujgca faza H nie zostata zahamowana, nalezy
powtérzy¢ procedure hamowania przed stwierdzeniem, ze druga faza nie wystepuje (szczepy jednofazowe). Materiat do zaszczepienia nalezy
pobrac z plytki, na ktérej przeprowadzano wcze$niejsze hamowanie.
Przyktad:
S.Typhimurium 1,4,[5],12:i:1,2
Faza dominujgca H2 — uzy¢ surowicy H:2 do hamowania, wzmocnienie ekspresji fazy H:i
Faza dominujgca H:i — uzy¢ surowicy H:i do hamowania, wzmocnienie ekspresji fazy H:2

Kontrola jakosci przez uzytkownika

W trakcie stosowania surowicy zaleca si¢ testowanie kontrolne z uzyciem wzorcowych szczepéw Salmonella (zaréwno kontroli dodatnich jak i
ujemnych), w celu zweryfikowania poprawnosci wykonania metody i dziatania surowic, postgpujac analogicznie jak w przypadku szczepéw
badanych.

Ograniczenia metody

W wyjatkowych przypadkach istnieje mozliwo$¢ reakcji krzyzowych z innymi gatunkami bakterii z rodziny Enterobacteriaceae (np. szczepy
Citrobacter spp., Hafnia alvei, Proteus spp., E. coli lub Shigella spp.) ze wzgledu na wysokie podobiefstwo migdzy antygenami lub ich
pokrewienstwo. Z tego powodu niezbedne jest badanie biochemiczne w celu ustalenia przynaleznosci badanego szczepu do rodzaju Salmonella.
Surowice nalezy stosowaé do diagnostyki serologicznej wytgcznie czystych hodowli bakterii rodzaju Salmonella.

Materiaty potrzebne do pracy, ktére nie wchodza w sktad zestawu
Ciemne tto, eza do posiewoéw bakteriologicznych, lupa, szkietka podstawowe, 3% roztwér NaCl, pojemnik na skazone materiaty, gtaszczka, szalka
Petriego, schemat White’a-Kauffmanna-Le Minora, film instruktazowy (dostepny na stronie http://immunolab.com.pl/film)

Weryfikacja i walidacja metody

czutos¢ 97% (363/376) ilo$¢ wynikéw prawdziwie dodatnich/ suma ilosci wynikéw prawdziwie dodatnich i fatszywie ujemnych

swoistos¢é 99% (594/598) (ilos¢ wynikow prawdziwie ujemnych/ suma ilosci wynikéw prawdziwie ujemnych i fatszywie dodatnich)

powtarzalnos¢ | 98% (795/810) (ilo$¢ powtdrzonych zgodnych wynikéw reakcji/catkowita liczba wynikéw)

odtwarzalnosé | 98% (792/810) (ilo$¢ odtworzonych zgodnych wynikéw reakcji/ catkowita ilos¢ wynikow

Warunki przechowywania

Surowice nalezy przechowywac¢ w temperaturze od +2:C do +8:C.

Transport do 3 dni w temperaturach dodatnich nieprzekraczajgcych +25:C nie zmienia wtasciwosci produktu.
NIE ZAMRAZAC!

Chroni¢ od $wiatta.

Nie stosowaé po uptywie terminu waznosci zamieszczonego na opakowaniu.

Surowica jest produktem wielokrotnego uzytku.


http://immunolab.com.pl/film
http://immunolab.com.pl/film
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Data waznos$ci dotyczy produktu w nienaruszonym opakowaniu, przechowywanego zgodnie z instrukcjg oraz produktu po otworzeniu,
uzywanego zgodnie z przewidzianym zastosowaniem, w warunkach opisanych w instrukcji oraz przechowywanym po otwarciu zgodnie z
instrukcja.

Nie stosowac¢ surowicy o zmienionych cechach fizykochemicznych wskazujacych na zanieczyszczenie mikrobiologiczne.
Nie sterylizowa¢ surowicy do uzycia.

W surowicy moze pojawi¢ sie zmetnienie i/lub osad nie spowodowany zanieczyszczeniem mikrobiologicznym. Surowica nadal nadaje si¢ do
uzytku, ale konieczne jest jej odwirowanie (8000rpm., przez 15 min.), w celu uzyskania prawidtowych wynikéw aglutynaciji.

rodki ostroznosci

Produkt nie stanowi zagrozenia dla zdrowia cztowieka i $rodowiska, jezeli jest uzytkowany zgodnie z instrukcja.

Nalezy przestrzega¢ aseptycznej techniki pracy i stosowac¢ $rodki ostroznosci w kwestii zagrozenia mikrobiologicznego podczas wykonywania
wszystkich procedur.

Nalezy $cisle przestrzegac¢ instrukcji uzycia.

Kazdy powazny incydent zwigzany z wyrobem nalezy zgtosi¢ producentowi i wlasciwemu organowi panstwowemu, w ktérym uzytkownik ma
miejsce zamieszkania lub siedzibe.

Srodki ostroznosci przy pracy z materiatem zakaznym:

Surowice krélicze zawierajg materiat pochodzenia zwierzecego i nalezy je traktowac jako materiat potencjalnie zakazny, odpowiednio sig z
nimi obchodzac.

Wykonanie testu aglutynacji szkietkowej wigze sie z pracg z bakteriami chorobotworczymi, w zwigzku z tym nalezy przestrzega¢ wszystkich
niezbednych zasad obowigzujgcych przy pracy z zakaznym materiatem mikrobiologicznym. Stosowaé odziez ochronng i rekawice ochronne.
Pobrany materiat do badan oraz materiat na szkietku zabezpieczyé przed dostepem oséb trzecich, z uwagi na mozliwo$¢ zakazenia os6b
trzecich. Zuzyte szkietka z surowicg i materiatem zakaznym, oraz inne materialy skazone nalezy poddac¢ sterylizacji w autoklawie lub
postepowac zgodnie z obowigzujgcymi zasadami w laboratorium.

Zawartos¢ jednostkowego opakowania
1 butelka surowicy z zakraplaczem zawiera:

5 ml surowicy - mozliwo$¢ wykonania ok. 125 oznaczen lub
3 ml surowicy - mozliwo$¢ wykonania ok. 75 oznaczen lub
2 ml surowicy - mozliwo$¢ wykonania ok. 50 oznaczen lub
1 ml surowicy - mozliwo$¢ wykonania ok. 25 oznaczen.

butelka surowicy do hamowania z zakraplaczem zawiera:

5 ml surowicy do hamowania - mozliwos$¢ przeprowadzenia ok. 25 reakcji hamowania lub
3 ml surowicy do hamowania - mozliwos$¢ przeprowadzenia ok. 15 reakcji hamowania lub
2 ml surowicy do hamowania - mozliwos$¢ przeprowadzenia ok. 10 reakcji hamowania lub
1 ml surowicy do hamowania - mozliwosé przeprowadzenia ok. 5 reakcji hamowania.

uProducent

Zaktad Badawczo-Wdrozeniowy Os$rodka Salmonella ,IMMUNOLAB” Sp. z o.0.
Adres: ul. Ktadki 24, 80-822 Gdansk, Polska

Tel./Fax: 58 781-44-91

E-mail: info@immunolab.com.pl

www.immunolab.com.pl

Wyjasnienie uzytych symboli:
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gowy E Zakres temperatury przechowywania

gData waznosci: XXX-YY-Z (rok-miesigc-dzien)

Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro

‘akres temperatury transportu w czasie do 3 dni
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ANTISERUM FOR SLIDE AGGLUTINATION
OF SALMONELLA

Instruction for Use

Intended use
The antisera for Salmonella slide agglutination assay are an in vitro diagnostic medical device. The antisera are used for qualitative identification tests
of Salmonella serotypes isolated on bacteriological media from human or animal samples or other materials.

Description

The antisera for Salmonella slide agglutination assay are composed of the absorbed polyvalent or monovalent rabbit antisera, which contain
antibodies against group and single factors of somatic, flagellar or capsular Vi antigens. The antisera allow for serological identification of Salmonella
serovars occurring in Poland and worldwide. Antisera for phase inversion are designed for the phase induction in 2-phase bacteria with inhibited
expression of one phase of H-antigens. It can be obtained by culturing Salmonella on swarm agar containing antisera for phase inversion.

The ready to use antisera are sterile and sold in glass bottles with a dropper.

Antisera are designed for serological diagnostics of bacteria belonging to Salmonella genus.

Product for professional laboratory application, should only be used by qualified personnel following basic aseptic and antiseptic principles.

Composition

Antisera for slide agglutination of rod shaped Salmonella are produced from polyclonal antibodies obtained from animals vaccinated with inactivated
bacterial strains. In order to contain only specific antibodies, they undergo the process of absorption and are suspended in 0,85% NaCl. Quality
control is carried out with a set of over 180 Salmonella strains. Antisera are sterile and preserved with 0,01% thiomersal.

Properties

Identification of Salmonella serovars relies on the recognition of the antygen structure of the tested strain. Serological characterization is based upon
the detection of 3 antigenic components: somatic “O” antigens, flagellar “H” antigens or capsular “Vi” antigen. Capsular “Vi” antigen can be found only
in certain strains e.g S. Typhi, and can be detected by slide agglutination assay with anty-Vi antiserum. Bacterial surface antigens form visible complexes
with specific antibodies in the serum (agglutination reaction).

The antisera designed for the identification of Salmonella somatic antigens in slide agglutination assay consists of: A(O:2); B(0:4); C(0:7,0:8);
D(0:9,46); E(0:3,10,15); E4(0:1,3,19); G(0:13,22,23); 0:2, O:3, O:4; 0:6,, 0:6,7; 0:7; 0:8; 0:8,20; 0:9; 0:10; O:11; 0:12, 0:13(0G); 0:13,22;
0:13,23; 0:14 (O:H), 0:14,24; 0:15; 0:18; 0:19; 0:20; 0:21; 0:22; 0:23, 0:28; 0O:35; 0:41; 0:46; antiserum Vi used for identification of capsular
antigen Vi; antisera used for identification of flagellar antigens: H:a; H:b; H:c; H:d; H:i; H:g,m; H:g,p; H:f,g; H:m; H:p; H:f; H:q; H:s; H:t; H:u; H:e,h; H:h;
H:e,n,x; H:n; H:x; Hik; H:Lv; Hiv; Hilw; Hiw; Hir; Hiy; H:1,2,5; H:2; H:5; H:6; H:7; H:z; H:z6; H:z10; H:z13 H:n,z15; H:z4,223; H:223; H:z24; H:228;
H:z29; H:z35; H:z36; H:z38; H:z39; H:z42; H:z52; H:z53; H:z57; antisera for phase inversion: H:i, H:2, H:r; polyvalent antisera: HM (containing
antibodies against all known flagellar antigens), OM (containing antibodies against all known somatic antigens), OMA (O:A,B,D.D.E.E,); OMB
(O:C.C.C.11,13,6,14); H:E (eh,enx,enz..); H:G (fg,fgs,gm,gmq,gmt,gp,gpu,gt,gst,gq); H:L (Iv,lw,lz.,,|1z.,); H:Z4 (z.z..,z.z..); and H:1 (1,2,5,6,7); Hq,s,t,p,u.

Method

Preparation of samples
Samples should be collected in sterile containers, transported to the laboratory and processed according to the guidelines for required type of samples.
Clearly distant, typical colonies with no signs of contamination should be chosen to perform the slide agglutination assay.

Preparation of tested strains

Culture the tested strains at the required temperature, ranging from +34°C to +38°C for 24+3 hours on nutrient agar media (for identification of somatic
antigens use 1,5% solid medium, for flagellar antigens use 0,5% semi-solid medium). (1,5% agar medium produced by Immunolab, catalog No. PG002,
PGS02 and 0,5% Sven Gard swarm agar by Immunolab, catalog No. PG001, PGS01 are recommended).

Performance of slide agglutination assay
Antisera should be brought to room temperature (from +18 to +25°C) prior to using them. If turbidity of antiserum is observed, it should be centrifuged.
In order to maintain the sterility of the product (the lack of which could make it impossible to perform the assay or make correct interpretation of the
results), the test should be performed in conditions that prevent any contamination of the product.
First of all, before performing slide agglutination assay, a negative control of tested strain with 3% NacCl solution should be carried out. The occurrence
of agglutination in a 3% NaCl solution indicates that the tested strain is in phase R (rough strain) and it is not suitable for serological identification in
slide agglutination assay.
1. Place a drop of antiserum on the degreased glass slide.
2. With the use of a sterile wire loop/baguette, collect bacteria from the medium and place them next to the drop. While spreading the strain on
the slide, mix it with the serum to form a homogeneous suspension.
3. While gently rocking the slide with circular motions for 10 - 30 seconds (max. till 1 minute!), observe the reaction. Be careful that the drop
does not drip from the slides.
Agglutination is more visible if the reaction is observed against a dark background with a magnifying glass with 5-fold magnification.
Interpretation of the results
To define the serotype of the tested strain, its antigenic formula needs to be determined with the use of antisera containing antibodies against somatic
and flagellar antigens according to the White-Kauffmann Le Minor-classification scheme.
Nature of the reaction should be taken into account: agglutination visible as little lumps is characteristic for the somatic antigens and Vi antigen, as
cloudlets for flagellar antigens. Presence of agglutination is a positive reaction. Lack of agglutination is a negative reaction.
Interpretation of agglutination should be made according to the following scale:

+++ agglutination present, distributed throughout the transparent drop or on its periphery,

++ agglutination present, distributed in a semitransparent drop,

+ small agglutination present on the drop's periphery or at the bottom in a milky white drop. Such results cannot be interpreted as positive in serological
diagnostics. Such a situation occurs mostly with biphasic strains that have one strongly developed phase and mainly dominant phase is expressed. In
order to determine antigens’ composition, the dominant phase should be inhibited,

(-) lack of agglutination, milky white drop.
! Do not let the drop dry out, as it may be interpreted as a false negative result.
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An instructional video with detailed information how to perform the test and how to interpret the obtained results is available on our website:
http://immunolab.com.pl/film

Performance of a phase inversion
In the case of diphasic strains, when the tested strain gives a positive reaction with only one out of two phases (dominant phase) and the second
phase cannot be determined (latent phase), it is necessary to perform phase inversion in order to impede the dominant phase and induce the latent
phase.
In order to do that, the following steps should be taken:
1. Prepare the semi-solid 0,5% Sven Gard swarm agar and allow it to cool to ~45°C,
2. Place a couple of drops (100-200ul) of inhibitory antiserum into the middle of a small Petri dish (& approx. 5 cm). It is necessary to pay
attention and not to touch the surface of a Petri dish with a dropper.
3.  Add approximately 10 ml of 0,5% Sven Gard swarm agar and mix gently with an antiserum by circular motions.
4. Allow the medium to cool and solidify at room temperature. Do not dry the medium!
5 With the use of a sterile wire loop, inoculate the strain to be inverted, at a single point in the center of a Petri dish. For inversion use bacteria
previously grown on 0,5% Sven Gard swarm agar.
6. Incubate the inoculated plate overnight, at temperatures ranging from +34 to +38°C. Do not place the Petri dish upside down!
7.  The swarmed strain from the peripheral parts of a plate can be used to identify the second phase in slide agglutination assay.

Performance of a phase inversion - an alternative method
1. Prepare a small Petri dish (& approx. 5 cm) with approx. 10 ml of sterile, semi-solid 0,5% Sven Gard swarm agar. Store the plate with the
lid up. Do not dry the medium!
2. Add a couple of drops (100-200ul) of inhibitory antiserum into the middle of a plate with a nutrient medium. It is necessary to pay attention
and not to touch the surface of a medium with a dropper.
3. Spread the antiserum over the surface with a sterile (glass) spatula.
4. With the use of a sterile wire loop, inoculate the strain to be inverted at a single point in the center of a dish. For inversion use bacteria
previously grown on 0,5% Sven Gard swarm agar.
5. Incubate the inoculated plate overnight, at temperatures ranging from +34 to +38°C. Do not place the Petri dish upside down!
6.  The swarmed strain from the peripheral parts of a plate can be used to identify the second phase in slide agglutination assay.
! Phase inversion is not always achieved at the first attempt. When necessary, the procedure should be repeated before concluding that the
organism has no alternative phase 2 (monophasic strains). The bacteria for further inoculation should be collected from the plate used during the
first attempt.
An example:
S.Typhimurium 1,4,[5],12:i:1,2
Dominant H2 phase — use antiserum H:2 for phase inversion to suppress dominant phase and, enhance expression of phase H:i
Dominant H:i phase — use antiserum H:i for phase inversion to suppress dominant phase and enhance expression of phase H:2

User quality control
When using the antiserum, it is recommended to test control the method with the reference Salmonella strains (both positive and negative controls) in
order to verify the correctness of the method and the reactions of the antiserum, proceeding in the same way as in the case of tested strains.

Limitations of the method
In exceptional cases, there is a possibility of cross-reactions with other species of Enterobacteriaceae (e.g. strains of Citrobacter spp., Hafnia alvei,
Proteus spp. , E. coli or Shigella spp.) due to their high similarity between antigens or their phylogenetic relationship. For this reason, biochemical
tests are necessary to determine whether the tested strain belongs to the Salmonella genus. Only pure cultures of Salmonella should be used for
serological diagnostics.

Materials required to perform the assay, which are not included in the set
Dark background, inoculation loop, magnifying glass, glass slides, solution of 3% NaCl, container for contaminated materials, sterile (glass) spatula, Petri
dish, the White-Kauffmann-Le Minor classification scheme, an instructional video (available on our website: http://immunolab.com.pl/film).

Validation and verification of the method

sensitivity 97% (363/376) (number of true positive results/ sum of true positive and false negative results)
specificity 99% (594/598) (number of true negative results/ sum of true negative and false negative results)
repeatability 98% (795/810) (number of repeated compatible results/total number of results)

reproducibility | 98% (792/810) (number of reproduced compatible results/ total number of results)

Storage conditions and precautions
o Antisera should be stored at temperatures ranging from 2°C to 8°C.

o Transport up to 3 days in temperatures not exceeding 25°C does not deteriorate the properties of the product.

° DO NOT FREEZE!

o Protect from light.

o Do not use after the expiration date stated on the package.

o The antiserum is a reusable product.

o The expiration date applies to the product in intact packaging, stored in accordance with the instructions, and the product after opening, used in
accordance with the intended use, in the conditions described in the instructions and stored after opening in accordance with the instructions.

L] Do not use antiserum with altered physico-chemical characteristics indicating microbiological contamination.

o Do not sterilize antiserum prior to use.

Turbidity and/or precipitates not caused by microbiological contamination may appear in the antiserum. The antiserum is still suitable to be used,
but must be centrifuged (8000rpm, 15 min) in order to give correct agglutination results.
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Precautions

The product does not pose a health threat to humans and the environment, when used according to the instructions.

Aseptic working conditions must be observed and precautions against microbiological hazards should be taken during all procedures.

The instructions for use must be strictly followed.

Any serious incident involving the device should be reported to the manufacturer and the competent authority of the Member State in which the user
resides or has his place of business.

Precautions when working with infectious material:

o Rabbit antisera contain material of animal origin and should be handled as potentially infectious.

o Performing a slide agglutination assay involves working with pathogenic bacteria, therefore all necessary rules applicable when working with
infectious microbiological material must be observed. Wear protective clothing and gloves. Samples collected to perform the assay as well as
the material from the slides should be protected against access by third parties, due to the possibility of infection. Slides used in the assay
containing antiserum and infectious material, as well as other contaminated materials, should be autoclaved or handled in accordance with
applicable laboratory rules.

The content of the package unit
A single antiserum bottle with a dropper contains:

o 5 milliliters of antiserum allowing to perform approx. 125 tests, or
o 3 milliliters of antiserum allowing to perform approx. 75 tests, or
o 2 milliliters of antiserum allowing to perform approx. 50 tests, or

o 1 milliliter of antiserum allowing to perform approx. 25 tests.
A single phase inversion antiserum bottle with a dropper contains:

o 5 milliliters of inhibitory antiserum allowing to perform approx. 25 phase inversion tests, or
o 3 milliliters of inhibitory antiserum allowing to perform approx. 15 phase inversion tests, or
° 2 milliliters of inhibitory antiserum allowing to perform approx. 10 phase inversion tests, or
o 1 milliliter of inhibitory antiserum allowing to perform approx. 5 phase inversion tests.

“Manufacturer

Research and Development Department of Salmonella Center
"IMMUNOLAB" Ltd.

Address: ul. Ktadki 24, 80-822 Gdansk, Poland

Phone/Fax: 0048 58 781-44-91

E-mail: info@immunolab.com.pl

www.immunolab.com.pl

Explanation of the symbols used

“Manufacturer E -

Expiration date : YYYY-XX-Z (year-month-day)
- Batch code (Lot) EE:' Consult instructions for use
Catalogue number

Storage temperature limit

In vitro diagnostic medical device X -
ransport temperature limit up to 3 days
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