bioselfal

Bio-T kit Staphylococcus aureus

Cat. N° BioTK0OO7
25 réactions

Détection et quantification des bactéries
Staphylococcus aureus dans le lait
par PCR en temps réel
avec contréle positif interne (IPC) exogéne

TOUTES ESPECES

Types d'échantillons

o Lait avec ou sans conservateur/stabilisateur (exemple tbronopeol cu glycérol 10%
final)

o  Congervation & 4°C (avec bronopol) ou congelé (avec glycérol ou sans)

Extractions d’ADN recommandées
e Billes magnétiques (ex: BioSellal - BioExtract ' SuperBall’ Cat. N” BES384)
o Colonnes de silice (ex: BioSelal - BioExtract * Colurmn Cat. N® BECO50 ou BEC250)

C'autres kits d'extrachion sont utihsables : contacter le support techrigue pour plus
d'informations.

Réscrve g lusage voterinaire
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PRESENTATION

Gamme MILK

Le Bio-T kit Staphylococous aureus (BioTKOD7) foit partie de la gomme MILK de
BioSeallal. Pour tous les kits de la gamme MILK, NPC excgéne arajcuter lors de lextraction
a5t le mame.

Description du Bio-T kit” Staphylococcus aureus

La techmique de POR en temps réel {(gPTR) permet de révéler la présence d'acides
nucléigques (AN} cible de fogon préaise et rapida. Le Bio-T kit” Staphylococous aureus
{(BioTKOODT7Y parmet de détecter dans le méme essan, o présence de Stophyfoconous
cureus (marquage 5-FAM) et d'un IPC exagéne aouté lars de lextraction de léchantillon
{marguage Tyl

Grice & lubihsobon dun ADN standord titre (External Posibive Control, ERCD,
reproduisant lo séquence aiblée de S aursus ce systéme de détechion permet en plus
diune utiization de type qualtative (présence / absencel de déterminer la charge
relotive (par rapport & une valeur « témain » de référence} ou absolue de 5 aureus
préasente (exprimés en génome equivalent (GEIY par mil de lait™,

Tla concentration de Sogursus sxprimeés en GE par omif de ot est déduiie du noimbre de copies
deteciées por pwils et prend en comple le ncmbirs de copre de cible par génome el la rendement du
process (prétraifement + exfrochon? valhide por SBioSelial

Ce kit est utihsable pour Fonalyse de laits de quartiers cu de mélange.

Description des étapes a suivre de Péchantillon jusqu’au résultat de la
qPCR

Etape 1:
Fréparaticn des échantillons et Lyse des cellules maluant les bactenes. Il sagit de 'Stape
de Prétronternent.

Etape 2
Extraction/Punfication des Acides Nucléiques {(AN].

Etape 3.
Cépat du Master Mix dans les puits de la ploque ou des barrettes de qPCR ef ojout des
axtrats o’ ADN.

Etope 4
qPCR en termps résl . omphiication et détection simultangs des ADN cikles {(ADN
Stephylococcus oureus ot ADN IPC) aves quantification relative cu abisalus.
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Contenu du kit et conditions de conservation

Takleay 1. Descriptif duv contenu du kit

Description Référence Yalvame Présentation Canservolion
Hube
Ttube o .
Master Mix [MM] MMEAL-A 410 ul bouchon 20 Lluﬁ;g‘iil dela
prét al'emploi - H blanc Zone « MTX
Sachel A ¥ "
Internal Positive Control Ttuke 200
(IPC)* IPC-8 140 pl kocuchon rase ) o
=oond el darg 1 sabis geagars Sachel B Zone « Exfracticn »
External Positive Control Ttuke S20°C
(EPC)* T bouchon Zone « Ajoul
= contrale posilif EFCSAL-A Na pl d'Acide Nucldigque
d’amplification de 5. gureus Sachel B CANT »
Eau Aqua- & Tl bc-ulrf“.ilrc“}.ebleu 4 au -QOC.C
RNase/DMNaze free B o Zone ¢ Ajoul d AN»
Sachel B
Swnn le carbde ol diacal se oo les valeurs de réldrens g

Les réactifs du kat sont stables jusqu'd la dote d'expiration indiquée sur le sachet, scus
réserve du bon respect des canditions de consarvation.

Liste des consommables et réactifs non fournis dans le kit

Tableau 2. Consommables et réactifs non fournis dans le kit

Consommable /

AR q L3 Cl
Réoctit Description Fournisseur Cat. N

Tube 15 ml” Microtuks sofelack PR 1S ml Eppenderf 003120084

Tarmporn ATL Tarmpeon de Lyse BicSellal ATLIZO7E

A ADMN S form = .
BioExiroct Calurnn Kt efextraction F‘D,r\if.; AN fermat EicSellal BEC GOS0
calanne (53]

~'a ; A ! £ o r
EicExtract Celumn Kit efextraction ADN/ARN fermal EicSellal BEC250
calanne {283)

AA'a an ADMNAERM formal ki ~
BicBxiras) SusarBel i) erexiveeian AN fermral Bl BicSelal BESTR4
rmagqrietiquas (4 « 96]

Lysirg rmatex B,

Tube avac bulles de sihics Olmim BicSellal NESN500
tube 2l

1 trearchoabid,
sahit

Pour les consormmables 1és au thermacycleur, se reporter au manuel d'utilisation de
lapparel.
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Principales précavtions a appliquer

. Lors de lextraction il est recommandg de travailler scus FPEM Jusgu'a o fin de

I'&tape de lyse des echantillons.

. Forter les quipaments de protection indiraiduelle appraopnés (blouse, gants

jetables, lunettes de pratection, L.

. Travonller  daons  des zonss  dadides et sépardes aofin digviter toute
contarmination @« Extraction » {stocckage des chantilicns nan extraits, zane
aves matérnel dextraction), « MIX » (stockage des MM préts & lemplon
préparation de plagues gPCR). « Aout d'AN » (stockage et additicn des AN
extraits et des contréles dans la plague qFCR), « PCR » (zane finale, contenant

lels) thermacycleur{s]].

° Utiiser des gquipements dédigs pour chagque Zane de travanl {gants, blouse,

pipettes, vartax, L)
. Décongeler tous les réactifs stockés 4 -207°C avant utilisation.

. Vortexer et centrnifuger rapidement (centnfugeuse de pallasse) tous les

régctifs avant ohihsation.
. Liihser des paintes 4 filtre.

. IIest recommandg de ne pas excéder 3 cycles de congélaticn-décongélation
des réactifs, des &chantillans, des lusats et des AN extrots. Survant votre
utilisation, maus vous precomsoens de foire des fractians aliquetes de volume

adéguot.
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PRETRAITEMENT DU LAIT

La premigre phase de cette étape concerne le prétraitement de Fachantillen « lait » et
a pawr but de lyser les parais des cellules incluant celles des bacteries dintérét.

Nous recommandcns dutiiser un valume de prise d'essai de 800 pl de lait.
Une &tope de broyage est nécessaire (ex - utilsatian d'un brayeur FostPrap 24 7 et de
billes adaptées telles que Lysing matrix B de MP Biomedicals).

Le protocale de prétratement necessite lutihsaticn du tampon « ATL » vendu
séparément (BioSellal Cat. NP ATLIG076).

Il ast oblhgatare dinclure un échantillon « contréle négatif » (NCS) afin de vahder
I'obsence dinter-coentarmination des echantillans sur Fensemitale du process.

Pour ce contrdle, le lait est remplace par de I'sau (RMase/DNase free) et sera tranté en
parallele des échantillons « lait » dintérét depuis I'étape de prétraitement jusgual'étape

dextraction d"ADN incluse.

MU/QSALU/OC2/FR
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Figure 1. Schémuo présentant le protocole de prétraitement du lait avant extroction

/ PRETRAITEMENT \

Prélevement

de lait
1 Transfert de 800ul de lait dans un tube
de 2ml contenant des billes de
o broyage (ex: silice 0,1mm)
couche 2 Centrifuger 5 min & 10 000 xg
graisseuse
— it
biles e A *1
T, et 3 Eliminer= 600 ul de surnageant
bactérien
~ 6004l surageant 4 Ajouter 300 ul de tampon ATL

+ 300pItampon ATL

5 Broyage: 2x 455 & 6.5 m/s

& Centrifuger 1 minda 10 000 xg

7 Prélever 200 ul de surnageant *2 et
transférer dans un tube 1.5 mi
= prise dessai pour [I'étape
d'extraction - purification des ADN

‘ % ip \génomiques libérés. j

c Eliminer le maximum de la couche graisseuse autant que possible, prélever le surnageani

*

sans assecher le culot/billes, laisser vne pellicule de liquide au-dessus du niveau des billes.

*
cPrélever 200 yl de surnageant, éviter de pipeter les bulles ow las reliquats de graisse situés

dans la partie havte du surnageant.

MU/QSALU/OC2/FR
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EXTRACTION D’ADN

BioSellol propose deux kits d'extroction

. BioExtract’ Column {Cat. N® BEC0O50 ou BEC250) bosé sur 'utilisation de
colenne de gihice, préconisé pouwr lextraction de 1 4 12-20 echantillons an

paralléle.

. BioExtroct” SuperBoll® (Cat. N° BES384) baosé sur lutibsation de killes
magnetiques et Tutiisation d'outemates tels gue le KingFisher ™ Cuo, mL au

Flex, précanisé pour lextracticn en paralléla de 12 &chontillans ou plus.

Ln protocole simplifié powr chagque meéthadse vous est propase ci-apres. Pour plus
dinformatians, contocter notre suppert techmigue cu se reporter au manusl d'utihsation

dédig sur www.biosellalcom.

fierz D LIPC exogéne (tube IPC-A, bouchoen rose) fourni dans le Bie-T kit® Staphylococcus

aureus, doit &tre utilisé d cetie étape.

MU/QSALU/OC2/FR
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Extraction sur colonnes

Kit BioExtract® Column
Cat. N® BECO50 ou BEC250

Se reporter ou protocols du i S extraction pour lo gréeporation des salotfions

1 Lyse et Ajusternent des conditions d’adsorption
Dans un tube de 15 ml {nan fourmi) ajcuter :
20 ul de Protéinose K (focurrie)
200 pt d’échondillon post prétraitement. Rernplocer par 200 pl d'eavw pour le NCS.

100 pl de solution lyse LA-carrier + IPC préparés comme mndigués dans e takleae 3 ¢

Tableau 3. Selution de lyse LA-carrier + |PC

Réocti Nombre d'échantillons
soch 1 6 120 24 30*

Buffer LA (o) 100 pl 660 1.32ml 2.64 ml 3.3ml

e B e A i 6.6 4l 13.2 4l 26.4 33l

IFC 2xogéns

Clonrrn dasg e Bao- dat ] 33 ul 66 pl 132 ul 165
B VT I walame de g i e L 102% de valun : STR]¥IalR NS THRYES
FEL I,

Vortexer et incuber 15 min a 20-25°C (& température ambiantel. Centrifuger brigvement
(centrifugeuse de pallazse].
sauter 350 pl de Buffer LB.

Vortexer puis centrifeoer Brigvament (centrifugeuse de paillassel.

2.  Adsorptlion sur lo membrane de silice
Transférer délicatemend la 1olalité du lysat (=nviran 70 pl} sur ko colonne BioExtracl® Mini Spin
Column (déd plocés dans un tubs collectsur d2 2 mil) puis koucher.

Ceninfuger & 6 300 x g pendant 1 min. Chonger de tube collecteur (Mattre la calorne BioExtract
dans un nouvaav fube collecteur &1 j2ter |2 fube collecteur contenant le fillrat].

3. Lavoges et Séchage de la membrane de silice
Ejouter 800 pl de Buffer W1
Centrifuger @48 000 x g pendani 1 min. Chongsr de tul:e callecieur.
Ejouter 800 pl de Buffer W2,
Centrifuger @48 000 x g pendani 1 min. Chongsr de tul:e callecieur.

Centrifuger 420 000 x g pendond 2 min pour séchar la mermbrane.

4. Elution des acides nucléiques

Meitre la colonne BioExtracl® Mini Spin Column dons un nouveau tube de 15 ml (ncn faurni} el jeter
le tube collecteur conlenant le filtrat.

sjouter 90 ul de Buffer EL (& 1ampérature ambionte ou préchauffe & 75507 dalicaternent ou centre
da la rmembransa.

Incuber & température ambionie (15-25°C) pendant 1 min.
Centrifuger 420 000 x g pendoni 1 min.
Conserver I'éluot contenu le tube de 1.5 ml et jster la colonne.

MU/QSALU/OC2/FR
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LADN extrait psui étre conservé o 4°C si la gPCR est réalisée dans la journée, sinon il esl

recommandé de le conserver 4 {-20°C.

Figure 2. Extraction avec le kit BioExtroct’ Celomn (Cat, N° BECO50 ov BEC250)

Lyse et Ajustement des
conditions d’adsorption

[

20 pl de Protéinase K
200 ul d'&chantillon prétraité

100 pl de solution de lyse LA-carrier +IPC

{pour 1 ¢ch. 10 0pl Buifer LA + lul carrier + 5l IPC
exogéne)

Température ambiante (TA)
15 min

350 pl de Buffer LB

Adsorption sur la
membrane de silice

Charger la colonne BioExtract™ Mini Spin

Calumn délicatement

_{”_“‘3 6000 xgqg
~ 1min

3

Lavages

Séchage de la membrane
de silice

l=r Lavage 600 pl wi = 6000xg

1 min

2r Lavage 600 pl w2 s 6000 xqg

1 min

£ 20000 x g
= 2 min

Elution des acides
nucléiques

90 i de Buffer EL (TA)
TA

1T min

20000 xg
1 min
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Extraction avec billes magnétiques

Kit BioExtract™ SuperBall®
Pour utilisation avec KingFisher™ Flex, Duo ou mL
Cat. N° BES384

Se reporter ou protocols du i S extraction pour lo gréeporation des salotfions

1. Préparation des plagues ou barrettes

Préparer les consommables pour la série d’extraction (voir Takleou &)
Flex : 4 plaques Deep-wells 2t 2 microplagues. Les anncter en fonclion de I'eélément 4 ajouter.
Cua 1 ploque Dasp-wall el 1 barrette d 2lution.
mbl: 1 barrstte par échantillen. Sortir le plateou covlissant de lavtornala 2t positionner les
barreties dessus.

Déposer au fond des puits d= la « Deep-well Lusal » (Flex) des puits da la ligne A(Dua) ou des puits
en position A& des barrettes (mbL)

20 pl de proléinase K
200 pl d’échantillon prétraité prealablament vortexé
500 ul de solution de lyse LAB-SMB-carrier + IPC, prealablerment vortexde vigoureusermsant (33s].

Le Tableau 4 ci-desscus présente lo compasition de la soluticn LAB-SMB-carrisr+IPC

Tableou 4. Solution de lyse LAB-SMB-carrier + IPC

Réoctit Nombre d'échantillons*®
sact! 1 5 10 12 15 48 96

Buffer L& 100 550 pl 1.1ml 1.32ml 1.65 ml 5.28 ml 10.56 ml
Buffer LB 400 2.2 ml 4.4 ml 5.28 ml 6.6 ml 21.12ml 4224 ml
SMB
G Boll Magnehc Smads): 254 137.5u0 275u 330u 41254 1.32ml 264ml
‘Corrier ENA (7 piu 1l 5.5 ul 11 4l 13.2 ul 16.5 ul 52.8 pl 105.6 pl
IFZ 2x0géns
Comer do i o lat ) 5l 27.5 ul 55l 66 pl 82.5 i 264l 528 l

Tt nod assrer 2

r

word o crerrére philsshon oo et e poee ks olihsal

Distribuer les oulres réoctifs, en suivant les indicolions présentées dans le Tobleou 5 ci-dezsaus :
& faire externporangmant cu a fermer pour &vitar toute évapaoraticn ou confaminaticn.

Tableou 5. Volume des réactifs et Configuration des avtomates KingFisher™ Flex, Duo et mL

Posilion sur la barrette cu la plaque . - Yolume par
Elex Duo* Elément a ajouter puits (ul)
Ureepmers | _ysat Ligine A Lused BV
Leep-weall wiash 1 Ligine Fasibion 5 Buatler 21 00
Leep-well wiags 2 Fasibion Bedfer Wil A00
Leepows wiash 3 8 -1171%) 5]
Bl cre st BoaHer =L 201
Ligine B Fege -

b LAB-2ME- o e+l

MU/QSALU/OC2/FR
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2. Lancement du KingFisher™

Plocer les plagues dans lauvtamate en auant séleclionné le programme « BioExtroct_KF_Flexs,
« BioExiract_KF_Duo » ou « BicExtroct_KF_mlL » et démarrer.

En fin de proorarmms, récupérer les 2luals (microplogue Eldticn paur KingFishar
strip pour KingFishar ™ Duc ou puits E pour KingFishar

Q& /Flex, Elutian

mil ).

L ADN extrail (plague ou puits ferma ou micratulze] peot &tre conservé a 4°C si lo gPCR est réalisée
dans lg journée, sinon il est recommandé de le conserver a £-20°C.

Figure 2. Extraction d’ADN avec le kit BioExtract” SuperBall’ (Cat. N° BES384)

KingFisher™
Flex

KingFisher™
Duo

KingFisher™
mL

Elément a ajouter

1

Préparation
des plaques
ou barrettes

Deep-well Lysat

Deep-well Wash 1

Deep-well Wash 2

Deep-wellWash 3

microplaque
Elution

microplaque
Peigne

Ligne A

Ligne E

Ligne F

Ligne G

Elution strip

Ligne B

(LignesC,DetH
vides)

Position A

u

Position B

Position C

L

Position D

ﬁ =

Position E

=

Le peigne est
placé
manvellement

Lysat
20 pl de Protéinase K
200 pl d’échantillon
500 ul de solution de lyse LAB-SMB-carrier et IPC

700 pl de Buffer W1

700 pl de Buffer W2

750 ul d’éthanol (96-100%)

90 pl de Buffer EL

Peigne (Rod Cover)

2

KingFisher™

Allumer le KingFisher™ Flex, Duo ou mL.

* Quyvrir la porte du couvercle protecteur.

* Sélectionner le programme BioExtract’ SuperBall® souhaité a l'aide des touches fléchées.

* Appuyersur START (Démarrer) et suivre les messages pour charger I'appareil.

Pour avoeir le programma KingFisher

adaguaot selon la varsion de l'avicmate

vaulllez cantacter notre suppart techmgue (tech@ biossllalcom).

MU/QSALU/OC2/FR
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DETECTION de Staphylococcus aureus par qPCR
avec le kit Bio-T kit® Staphylococcus qureus

Procédure globale d suivre

ETaPE 1

Etablir un plan de ploque défimssant la positicn de chagque &chantilicn et incluant les
contrdles décnits ci-dessous:

=  Contiréle négatif de processus (NCS) : I'eau remplaze I'échantillon depuis e stade
imtial dextracticn.
Ce contrdle est obligataire pour chagque série dextraction et sera pasitionne an fin
de sérnie.

=  Contrdle négatif d’amplification (NC) : I'eau remplace l'extrait ADN au maoment du
dépat sur plague gPCR. Le tulke Aqua-d (bouchon blewd faurm peut dtre utiliss.
Ce contréle est recommandé lors de la 197 uhihsahion du kit ou pour vénfier l'absence

- B

de contarmination du master rmix suite doun résultat non conforme avec le NCS.

= Contiréle positif de détection de 5. aurevs (EPC = tube EPCSAU-A bouchon ):
ADN synthétique fourn, hitré, aves une valeur de CHADg attenduse (52 reparter au
certificat dlanalyse (TA)).
Ce contrle est obligataire.

ivation, 1 est

A ATTEMTIZN @ Lo mompoixhen de ce fubs représente on risgue de conlo
recommandd de ne lovverr of de ne e mompuler gue dans one fone delimités, alsignée des
avtres composonts et de prendre les précavtions nécessolres cour eviler Touts contorminolion

croisgs avec dges echantilons lors du decdt sur plogue.

MU/QSALU/OC2/FR
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ETAPE 2

Choisir la méthoede de quantification du nombre de bactéries / ml de lait et préparation
de FEPC.

Chone 1 Quantification relative

L'EPC titré {tube EPCSAL-A bauchon } dait &tre dilue pour atteindre une
concentratian de 104 GE / ml ¢t étre utilisé sous forme dun peint unique (1 cupule)
wtémain » o ce pont de dilution correspond au matériel de référance (MR

La concentration ds référence fixgée 4107 GE / ml de lont est une valeur infarmative :
selonnotre expenence, cette valeur carrespond dla hmite entre une charge bactérienneg
sigmificative et une charge hacténenne fakle.

Le protocole de préparaticn de 'EPC est decnt dans le Tablsaw 6 et la Figure 3 cr-aprés.

Une grille de lecture des résultats est présentée en page 19 {vair § Interprétation des
résuitats - Lacture des échonilions axtroits).

Choix 2 Quantification absolue

L'EPC titré deat étre dilug comme indigué ci-dessous {vair § Procedure de dilution de

FERC et Figure 3) pour produire une gamme étaleon de rorsan 10 comprenant 5 points de
concentration décrossante de 107 410° GE / ml comme indiqué dans le Tablaau 6.

Les 5 puts correspondonts aux 5 poiints de gamme devront &tre quabfiés comme
« standard » lors du parametrage du logiciel du thermaooyclaur.

Tableau &, Relation entre le nivegu de dilution de 'EPC et
concentration en GE / ml de lait

Focteur sV Ien g | Non dilve 10! 10 2 10° 10 1
Cancantraticn H 5 3 4 3
GE 5. curews S mil lait 10 10 10 10 10
Quantification relative - - - %
Cuantificaticn aksolus X X % x X
MU/QSAUSOO2/FR
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Procédure de dilution de FEPC en vue d'vne quantification relative ou absolve
O ATTEMTICHN : risgue de cantarminoticn

. Il fawt réahser 3 (quantification relative} ou 4 (quantification absalue] dilutiens en
cascade, chacune au 1102 {ex & pul dans 4% pl d'eau (tube bouchon blew) cu TE 1X),
an ptilisant le tube TEFPC non dilug (houchan }comme tube de départ.

Les dilutions davent &tre prépardes de fagon extemparanes d partr du tube ERFC fourn.

. Frendre soin de vortexer et centrifuger rapidement chaque tube, entre choque
dilution,

o 5l de la ou des dilutions diintérét en fonction du type de quantification désirés
{varr Tableau &) seront utilisés pour la qPCR, selon |2 plan de plague défini.

La Figure 3 schématise o procédure de diluticns de 'EPC en voe d'une quantification
absclua cu ralative.

Figure 3. Schéma de la procédure a svivre pour la préparation de 'EPC en vue d’une
quantification relative cu absolue.

Sevle la dilutian 10 *(encadrée dans la figure) correspondant dune concentralion de 12" GE 5. ovreus
Sl lait sera vtilizge (1 peind) pour une quardificaticn relative. Les 5 charges d'EFC produites davrant
gire vhlisées {5 points) en quantification absclue pour obterur une droite de calibraticn reliant les
valeurs de 21/Cq ala concantration de 5. gurews (GE/ml} comme monirée dans cette figure.

EAU
RNAse/DNAse f
1. Transfert de 45ul d’eav dans ° e

chague tube « dilution »

2. Dilution de IEPC 4101
7 transfertde 5l

3. Dilutions en cascade K \ k \
de pas 10 / EPC

L Dilutien107 102 [103 | 10
EPC non dilué \ A " A

(A

Détection S. aureus

vortex et centrifugation rapide
(FAM)

transfert de 5 ul/tube

Dil. 10-2

‘ Dil. 10-4

4. Ajout d'ADN

ans la plague gPCR
5ul/ puits

P——

Droite de calibration
Cr=a.log [ADNS. aureus] + b

MU/QSALU/OC2/FR
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ETaPE 3

Préparation de lo plague

Cans o zone résarvée au «MIX »

1. Aprés décongélatian, vortex et rapide centrifugation, transférer 15l de Moster Mix
MMSAU-A (bouchen blanc) dans chague puits dintéarégt (échantillans et contréles).

Cons o zong dedige & Fagjout de AN

Z. Ajouter 5 pl I’ADN extrait {ouw NCS ou eau ou EPC) / puits diintérét, en velllant & les
dépcser bien au fand du puits, dans le Master Mix et an evitant de faire des bulles.

MNote © dans le cos o0 IIPC excgéne n'ourait pos &té gjouté lors de Pextraction des
échantillons, 1| est passible de l'gjcuter au mament de la préparation de la plogue gPCR
ajouter 1pl A'IPC (bouchon rese) en plus de FADN extrait.

3. Filmer la plaque aves lg film ou fermer les tubes aves les capuchons ophiques adaptés.

Cans o péce dédige 4 lamplification PCR

1. Paramétrer le thermocycleur (vair § Paraméives de réglage du thermocycieur,
Toblegux 7 et &)

Il ast recommandé de centrifuger la ploque avant de la positionner dans le
thermocycleur, cect permettra d'éviter la presence de gauttes sur les poros et
d'ehrminer au maximum les bulles.

3. Démarrer le programme (voir Tablaau &) Durge de run approximaotive de 65 min.

(R

Parametres de réglage du thermocycleur

Ce kit aété développd sur ABI PRISM 75G0 Fast (Appled BioSystern} en mode Standard
et vahdé sur ABI FRISM" 7500 Fast {Apphed BicSystem] en made Fast et sur AriaMx
{Agilant ).

ABI PRISM* 7500 Fast ABI PRISM* 7500 AriaMx™
Cuontitation - Standard Cuontitation - Slandard Quantitativa PCR.
Mode I - - -
CUrve CUrve Fluarszcence Probe
. Fomipzing Standard Farnping Standard par - _ . 8
Romping on CamEing Fas Tt Fomping Fast par défout
Retérence ROX RO RO
passive

Foar v bres s I e cordasbey nodrs sopoon tesbn e,
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Tableau 7. Parameétres de réglage du thermocycleur

Détecteurs
Cible Yolume linolf puits
Fepariar Querncher
b
S.aureus Far MFC H(‘J‘B
ou Mane 20 PI
IPC cvs NF&MGB =154l MM + 5 pl ADN
ou Nane® . ~
extrait ou controlest
aattribuer aux achantillons et conirélest

Tablegu 8. Paramétrage duv PROGRAMME CLASSIQUE

e ABI PRISM® 7500 Fast
Thermocycleurs e ABI PRISM® 7500
o ArigMx™

PROGRAMME CLASSIQUE
Ramping Standard ou Fast

Tycles Temps Termpératurs
Toycle 5 omin EER
198" [5°C
A0 cycles -
: 304 60°C

+ acquisition des donndas

s enasmiola des Bl

cohion st Cormpabe

NB : la réalisation d'une étape de transcription-reverse (RT) préalakle @ la PCR pour
Famphhication des génomes & 4RN n'a pas diincdence sur Pefficocité du Bio-T kat -

Stephylecocous aurens.
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INTERPRETATION DES RESULTATS

Principaux cas de figures

Lecture des Contréles

Tableau 9. Différents scénarios de résultats concernant les contrbles

CBLIGATOIRE

Cibles
5. aureus IPC excgene Interpretctlon
(EAMY 7o)
NCS Neg Pos* Validé
= Cantrele = Oukl d'ajout 'ADN IFC lors de lextraction 7
Megalif d= Neg Neg * Prokléme lors de la PCR : Errsur de mastar mix 7
processus voir [EPC et le MC
CBLIGATOIRE Pos Pos* = Cantarmunation avec un échantillan positif lors de
l'extractiocn ou de la préparatian da plogue.
NC Neg Neg Validé
= Cantreéle
Hégaiif
darnplificaticn = Zantamimation avec un 2chantillon positif ou EFC
Pos Neg/Pos lors de g préporaticn de o plague  cu
FACULTATIE contarmination du Mastar Mix.
EPC Pos* Neg Validé
= Cantreéle
i = Preblerme lors de lo FCR : Erreur da master mix 7
Paszitif de Neg Neg ) ity
et ectian de Cobli de 'EFC 7
Soauress )
Pos Pos = Contarmination avas un dchandillon lars de la

préeparalion de lo plague.

DL v e SO

R
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Lecture des Echantillons extraits

e Analyse qualitative ;lecture des signaux

Tableau 10. Différents types de résultats peuvant &tre obtenus pour les échantillens

Cibles

Interprétation
S.aurevs(+a)  IPC exogéne (1175)
Neg Pos Négatif ou Non détecté
Pos : Positit o Délecté
Positit ou Délecte
Pos Neg ». Ct >35 = Présence d'inhibiteurs 7= La quantificolion
= Prokléme lors ds l'ojoul da I'TPC relative ouv absolue
= ZCompelilion avec la cikxle 7 n'est pas possible
Ininterprétable
Neg Neg o. Ct >35 = Jubli dadaibicn d'aDM 2xtrant lors de la preparabion de lo

plogue 7
Prazance dinhikzitaurs dons 'achaniillon 7

crés-cilnosd AR exdra b oo U vorrs g TA000 o (BT

3 LR &
s Lextron A o

e Rendu des résultats

En Quantification Relative

Anclyse comparative des valeurs de CH 5 aureus obtenues paur les échantillens par rappert 4 la
valeur de Ct 5. gureus obtenug pour le moténel de référence (MR} au seul de 107 GE/ml.

Tableau 1. Interprétation des résultats qPCR S, aureus en quantification relative

Résultats gPCR Interprétation
s Non détecté
Négatif Quantité de GE < LDper
Ct =2 Ct MR au seuil v seimi Positif : +
Positif
Ct < Ct MR au sevil v serme Fort Positif ; ++

Un document onnexe propese des conduites dtenir an tarmes de survaillance ef de trafemeant des
vaches infactées en fonchon des résultats obtenus. Ce docurment ast disponible sur notre site
wowew i osellal.oarm,

a5t possible de suvre le MR ou seul an carte de contrdle pour s'assurer de ko idéhté du process
cdamphfication.
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En Quantification Absolue

Paur eshmer o concentration de 5 cureus dans léchantillon analysé, exprimés en GE/mL il fout
tablr la drarte de calbration & Fade du leagioel du thermaonycleor de PCR en tarnps résl dosavor

= Attribuer les valeurs de gquantihication (GE/m powr les B points de o garmme EPC défirig
comme « standards ».

= Le gl va automatiquament tracer la droite de callbration et indiquer Féquation de droite
reliant les valsurs de Ct en fanchien du lagonthme de I concentration de GEAIL

La valeur diefficacita E ds o PCR va 2galement &tre calculée felle dait &tre comprise entre 85 et 115%.

Mote 2ilest possibie que e derniar pomt da gonime ne sarte pas ou sorta mol o ot alors laxciure
cle i droite en suppricnant sa qualficotion de « standords ».

= Pour chogue valeur de Ct correspandant aux ADN echantillens, le logqoiel attribauera une
cencantratian en GEAML Cette volzur peut étre recaloulés & partir de Féquation da droite.

Four linterpratation des résultats de fogon simphifiée, | est possile de se référer au Toblaou 1,
Un document onnexe propese des conduites dtenir an tarmes de survaillance ef de trafemeant des

vaches infactées en fonchon des résultats obtenus. Ce docurment ast disponible sur notre site
wiwiw B csallalcorm,

MU/QSALU/OC2/FR
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Grille de validation des EPC des Bio-T kits” de la gamme MILK de BioSellal

Quantification Quantification
relative absolye
Harmkzre de
dulu_il.c-.ns Marmizre de
) SuCCassives au A
: Carcentration R P 5 chilulicns
Corcentration (B d 11Ze afaire Garnme de cuceazsives AU
Bio-T kit* Milk du fube EPC I\JEP& aen pour obtenir | concentration Lll:1-'“:d ;-aiare
valence d'intérdt fourm doms le kit o ) IEPC &la [GEAml} de e )
(GEr)” valeur de valeur de [EPC pavr elabliv k
b reférence’ e droite d=
reférence 2n calibration
Quantificalicn -
rekitive
Staphylococcus
aureus 0 jog 3 W0 @’ 4
(SAU) - BioTKO Q7
Slaphylococcus spp - - B
{SSP) - BioTKD13 10 10 3 10alo 4
Sireptococcus uberis - B e
(SUB) - BioTKO T 0 o] 3 0 alo 4
Sireptococcus
dysgalactice 0 [ 3 0@’ 4
(50D} - BioTK012
Entérobaciéries . - s
(ETB) - BioTK0OOO 0 o] 3 0 4o 4
Escherichio coli ; B 2 Qe
(EC} - BioTKCOS o] 0 4 0 ald 4
Klebsiella spp . - g
(KSP) - BiaTKO10 10 10 4 107ato 4
Pseudomaonos spp - - B
(PSP) - BioTKO25 10 10 3 10alo 4
Trueperelio pycgenes . - T
(TPY) - BioT K014 o] o] 4 0410 4
Mycoplasma bovis & - PP
{MYR) - BiaTKQ15 10 10 4 107ato 4
Strepiococcus
agolaciice W 107 4 W0 aln” 4

(SAG) - BioTKD26

*Se reporter au Certificat danaluse (CAY de chiocun des kits poor connaitrs les valeurs de Ot attendues.
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www . bicsellal.com

Support Technique
tech@bicsellal.com +33(0)42678 47 62
Renseignements et commandes

contact@biosellal.com +33(0)4 2678 47 60
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