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Zastsowanie

Zestaw Salmonella Sero-Quick ID Kit przeznaczony jest do petnego, kompletnego
serotypowania S. Enteritidis (1,9,12:g,m:-) i S. Typhimurium (1,4,[5],12:i:1,2).
Oba serotypy stanowia 80% wszystkich szczepéw Salmonella izolowanych od
ludzi na catym $wiecie®.

Opis

Surowica Salmonella O i surowica H sa kroliczymi surowicami poliwalentnymi,
wyizolowanymi poprzez specyficzna absorbcje. Wszystkie surowice sa
konserwowane w 0.09% azydku sodu. Zestaw zawiera 8 buteleczek z
zakraplaczem: O:4 - 0:9 - H:i - H:im - H:2 - H:q,s,t,p,u — SG2 (zawiera wysokie
stezenie H:i) i SG6 (zawiera wysokie stezenie H:1,2). Kazda buteleczka zawiera 2
ml surowicy, wystarczajace dla przeprowadzenia okoto 100 testow.

Zasada

Podczas mieszania koloni bakteryjnej ze specyficzna surowica skierowana
przeciw antygenom powierzchniowym, komorki sa sieciowane poprzez wiazanie
kompleksu antygen-przeciwciato, tworzac widoczne straty (tzw.aglutynacja).
Zjawisko aglutynacji antygenu jest zwykle widoczne gotym okiem, w postaci
stratow w badanej zawiesinie.

Ograniczenia

Brak reakcji moze by¢ spowodowany szczepem posiadajacym ekspresje antygenu
Vi, szczepem nie wykrytym przez zastosowane surowice lub szczepem nie
nalezacym do pateczek z rodzaju Salmonella.

Materialy wymagane nie dolaczone do zestawu
Nie-selektywna pozywka agarowa (np.beef extract agar)
Eza do zaszczepienia lub wykataczka

Szklane szkietka podstawowe

Roztwor fizjologiczny soli, pH 7.4

Dodatkowe materialty wymagane do hamowania fazy dominujacej:
Sterylne ptytki Petriego ($rednica 6 cm)

Kuchenka mikrofalowa lub faznia wodna (100 °C)

Agar migkki (np. Swarm agar)

Termometr

Pipeta

Cieplarka 35-37°C

Procedura

Pozywka hodowlana

Inkubowac¢ Salmonella przez cala noc na odpowiedniej pozywce hodowlanej, np.
beef extract agar. Agar migkki jest z wyboru najlepsza pozywka stuzaca do oceny
antygenow rzgskowych H, mozna ewentualnie oznacza¢ antygeny rzgskowe z
pozywki twardej np. beef extract agar, ale tylko w przypadku, kiedy sa one bardzo
wyraznie. Agar migkki nalezy zawsze stosowa¢ do hamowania fazy dominujace;j.

Kolejno$¢ wykonywanych oznaczen (patrz schemat postepowania)

Jesli badany szczep aglutynuje z roztworem soli fizjologicznej, oznacza to, iz
mamy do czynienia ze szczepem szorstkim majacym zdolno$¢ do autoaglutynacji.
Szczep szorstki nie nadaje si¢ do serotypownia.

Zbadaj szczep surowicg O:4 i/lub O:9 poprzez metode aglutynacji szkietkowej.

» Reakcja dodatnia dla surowicy O:9: kontynuuj badanie z surowica H:m i
H:q,s,t,p,u. Reakcja dla H:m musi by¢ dodatnia, a reakcja dla H:q,s,t,p,u
ujemna dla szczepu, ktorym ma by¢ S. Enteritidis.

» Reakcja dodatnia dla surowicy O:4: kontynuuj z surowicg H:i i H:2, aby
potwierdzi¢ fazg pierwsza antygenu H. Jesli reakcja dla H:i jest dodatnia
oznacza to pierwsza faz¢. Druga faz¢ znajduje si¢ przez hamowanie fazy
dominujacej H i dodanie surowicy SG2 do agaru migkkiego tak, aby
powstrzymac wyrazisto$¢ antygenu H:i. Nastepnie przeprowadz test przy
zastosowaniu surowicy H:2.Jesli reakcja jest dodatnia badanym szczepem jest
S. Typhimurium. Jesli pierwsza faza bylo H:2 nalezy wowczas doda¢ SG6 do
agaru migkkiego tak, aby powstrzymac¢ wyrazisto$¢ antygenu H:1,2.

Aglutynacja szkielkowa z surowicami O i H
Natoz mala krople (okoto 20 pL) surowicy na szkietko podstawowe.
2. Przenie$ hodowle do kropli surowicy i dobrze wymieszaj.
Tlos¢ hodowli powinna by¢ wystarczajaca, aby utworzy¢ wyrazng mleczng
zawiesing. Zastosuj ez¢ lub wykataczke.
Obracaj delikatnie szkietko i odczytaj reakcje w ciagu 5 - 10 sekund.
Reakcje odezytuje si¢ gotym okiem, trzymajac ptytke pod zrodlem swiatta na
ciemnym tle (o$wietlenie posrednie).
5. Reakcja dodatnia okre$lona jest jako widoczna aglutynacja. Ujemna reakcja
uwidocznia si¢ jako homogenna, mleczna zawiesina. P6zna lub staba
aglutynacja powinna by¢ uznawana jako wynik ujemny.
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Hamo;vanie fazy dominujacej na plytkach z agarem mi¢kkim (metoda S.

Gard)

1. Uptynni¢ agar migkki w kuchence mikrofalowej lub w fazni wodnej (100 °C)
nastgpnie Schiodzi¢ do temperatury 45°C.

2. Doda¢ 100 pul surowicy H hamujacej, stuzacej do indukcji fazy dominujacej

(odpowiadajacej fazie, ktora zostata juz zidentyfikowana) w centralnej czgsci

malej, sterylnej ptytki Petriego.

Doda¢10 ml agaru migkkiego do surowicy, co da rozcienczenie 1:100.

4. Pozostawi¢ ptytki do stgzenia, w temperaturze pokojowej (22-25°C) przez 10-15
minut.

5. Za pomoca ezy, zaszczepi¢ plytke w jej centralnej czg$ci, $wiezo pobrang

hodowla z ptytki agarowej lub z bulionu hodowlanego.

Poddac¢ inkubacji przez noc w temperaturze 35-37°C.

7. Materiat z peryferyjnych czgsci plytki jest odpowiedni do wykonania aglutynacji
szkietkowej.
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Jesli dominujaca faza H nie zostata zahamowana, nalezy zwigkszy¢ ilo$¢ surowicy
hamujacej dodawanej do podtoza migkkiego.

Przechowywanie i okres przydatnosci

Przechowywaé¢ w ciemnym miejscu, w temperaturze 2-8°C. Data waznosci
wydrukowana jest na opakowaniu. Czasami po przedtuzonym okresie
przechowywania widoczna jest mgtnos¢ spowodowana wytraceniem lipoproteiny.
Wytracenie i/lub skazenie mozna usuna¢ poddajac surowicg wirowaniu (10 000g), a
nastgpnie sterylnej filtracji (0.22 um).
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