bioselfal

Bio-T kit
Staphylococcus spp

Cat. N° BieTK0O13
25 réactions

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

TOUTES ESPECES

Types d'échantillons

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

o  Conservation d 4°C (aves 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: BioSellal - BioExtract * Colurmn Cat. N BECO50 oy 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 Staphyiococcus spp (BraTKO12Y fait partie de la gamms MILK de BiaSellal
Four taus les kits de la gomme MILK, INFC exogéne argouter lors de lextraction est le
marne.

Description du Bio-T kit" Staphylococcus spp

La techmique de PR en temps réel {(gPTR) permet de réveler lo présence dacides
nucléigques (AN) cible de facon préase et rapide. Le Bio-T kit Staphylococcus sep
{(B1oTKO1EY permet de détectar dans le méme essa, 1o présance de bastéries du ganre
Stoephyloceccus ™ {marquage 6-FAMY et d'un IPC exogéne aouté lors de lextroctiaon de
I'&chantillon (marguage Cya).

v Des fests ainclusiyitsd ont permis de volider o délechion des sspéces swvantes ) gureus, hycus,
haemaolylicus. simulons. xylcsus, chromaogenes, intermedius, scivrm, egrdermudis,

Grice & lubihsobon dun ADN standord titre (External Posibive Control, ERCD,
reprodulsant la séquence abilée de Staph. spp. o8 systéme de détection parmet an plus
dune vhilisation de type qualitative (présence/ absencel. de déterminer lo charge
relative (par rapport & une valeur «témaoin » de référence) ou absolue de Slaph. spr
préasente (exprimés en génome equivalent (GEIY par mil de lait™,

Lo coencentrahion de Stach. spp sxprimés on GE par mil de dait st déduite do noembes de copises
detectess car puils of prend en comple ls nombre de cops de ible par génome et 2 randement du
process (prétraifement + exfrochon? valhide por SBioSelial

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

Description des étapes a svivre de ’échantillon jusqu’av résultat de lo
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.
Depdt du Master Mix dans les puits de la plagque ou das barrettes de gPCR et gpaut des
extrats d"ADN.

Etope 4
QPCR en temps réesl . amphhcation et détection simultanes des ADN cibles (AGN
Stephylococcos spp et ADN IPC) aves gquantification relotive cu abisolue.
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Contenu du kit et conditions de conservation

Tableau 1. Descriptif du contenu du kit

Description Référence V;:.I-'ut::e Présentation Canservolion
Ttube . .
) i 230 dlabride la
Master Mix (MM} MMSSP-A 410 i kouchion lurmiers,
prét al'emploi blanc Zone « MI%
Sachel A e "
Internal Positive Control Ttukbe 200
(IPC)* IPC-2 140 pl bouchon raze ) o
=oondeile diarp 1 aabis Sachel B Zene ¢ Eiasiien »
External Positive Control Ttube S20°C
(EPC)* —— kocuchon Zone « Ajoul
= contrdle posilif EFCSSR-A na i d Acide Mucléaigue
d’amplification de Staph. spp Sachel C CAND &
1tube - -
Eau e . - 457 qu <2072
RNase/DNase free ARE-R U ol LCCU‘hOP' [Bllsw Zone ¢ Ajoul d AN»
Sachel C

Wi le carbde ol diaralse pour les

s ow ralarar e,

Les réactifs du kit sont stakles jusqu'd la date d'exprration indiguée sur le sachet, sous
réserve du bon respect des canditions de consarvation.

Liste des consommables et réactifs non fournis dans le kit

Tablegu 2. Consommuables et réactifs non fournis dans le kit pour la partie qPCR

Consoﬂmm(.)ble 4 Description Fournisseur® Cat. N®
Réoctit
Tube 15 mlt Microtuks sofelack PR 1S ml Eppendorf 003120084
Tarmporn ATL Tarmpeon de Lyse BicSellal ATLIZO7E
A= an i ‘0 form ~ .
BicExiract Colurmn kit d'axiraction F‘D,r\if.; Y oo BicSellal BECOS0
calonre (53]
A= an i ! form
EBicExtract Column Kit daxiractian ADN/ERN fermal EicSellal BEC 250
calonrme {283)
) Kt d'axtraction ADNSERN format -

- 23 C <
BicExiract SuperBoll o rreeREpes (4 » 963 BicSellal BES324
Lysing rralrx B, Tube avec billes de silice 0.1mm BicSellal HEONS00
tube 2ml

1 trearchoabid,
sahit

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

. Lors de l'extraction, il st recormmande de travailler sous PSM jusqu'd la fin de

I'&tape de lyse des echantillons.

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

jetables, lunettes de pratection, L.

. Travonller  dans  des zonss dédides et zéparéss ofin d'éwiter 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 contrélas dans 1o plague gFCR), « 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 stockéds 4 -207°C avant utisation,

. 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 réachfs, des échantillans, des lusats ef des AN extrants. Suvant votre
utilisation, maus vous precomsoens de foire des fractians aliquetes de volume

adéguot.
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PRETRAITEMENT DU LAIT

La premigre phose de cette etape concerng le prétraterment de Féchantillon «lont » et a
pour but de lyser les parois des cellulas incluant celles des bactérnies dintérét.

Nous recommandcns dutiiser un valume de prise d'essai de 800 pl de lait.
Une &tape de brayage ast nécessaire (ex tutilsatian 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. N® ATLIGOTS].

Il est oblgaotaire dinclure un échantillon « contrdle négatif» (NCSY afin de valider
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 traité en
paralléle des &chantillons « lont » dintéerét depuis 'étaps de prétratement jusquia lNétape
dextraction d"ARN incluse.

MU/qSSP/O02/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
~ 600yl surnageant 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 surnageand

*

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

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

dans la partie havte du surnageant.

MU/qSSP/O02/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.

imrz TLIPC exogéne (tube IPC-A, bouchon rose) fourni dans le Bio-T kit® Staphylococcus

spp, doit &tre utilisé é cette étape.

MU/qSSP/O02/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 [fournie)
200 pl d’eéchondillon post prétraitement. Eamplacer par 200p d'eav pour le NCS.
100 pl de solution lyse LA-carrier + IPC prépareés comme mmdiguas dans le Tableao 3

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

Asoctil Noembre d'échantillons
soett 1 6 122 24* 30°

Bedfer LA (o) 100 pl 660 pl 1.32ml 2.64ml 3.3 ml
Carnier BNATC gl
G e FNAC ikl 1wl 6.6 4l 13.2 4l 26.4 4 33l
IPC excqéne

1 le B oo bt ] 33 ul 66 pl 132 ul 165l

rle valane depp e Lt 1829% e valus el e o capport o

Vartexer &t incuber 15 min a 20-25%C (& température ambiantel Centrifuger brigvement
(centrifugeuse de pallasse ).

Ajouler 350 pl de Buffer LB.

Vortexer puis centrifuger krievament (centrifugeuse de paillazse).

2.  Adsorptlion sur lo membrane de silice
Tronsférer délicalement o totalilé du lysat (ernv. 70 ul) sur la colonne BioExtraci® Mini Spin
Column (d&)a plocda dans un tuba collectsur da 2 mil) puiz boucher.

Centrifuger &8 000 x g pendani 1 min. Changer d2 fube collacteur (Mattre la colonne BicExiroct
dans un rouvadu ube collecteur e jater 12 fube collecteur contenant le fillrat].

3. Lavoges et Séchage de la membrane de silice
Sjouter 800 pl de Buffer W,
Centrifuger 46 000 x g pendani 1 min. Changsr de tuke collecieur.
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 BioExlract® Mini Spin Column dans un nouveau tube de 1.5 ml (ron fourr ), et jeler
le tube collecteur conlenant le filtrat.

Ejouter 90 pul de Buffer EL (d1z2mperaturs ambiante ou préachavffé & 70°Ch délicatermant au centre
da la mermbrane.

Incuber g température ambionle (15-25°C) pendant 1 min.
Centrifuger 420 000 x g pendoni 1 min.

Conserver Féluot contenu |e tube de 15 mil et jater la colonne.

MU/qSSP/O02/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.
Dua:1ploque Dasp-weall et 1barrette d 2lulion.
mbl: 1 barreita por 2chardillon. Sortir le ploteau cavlissant de lautornaie et 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 préteaité prealatblament vortexé
500 pul de solution de lyse LAB-SMB-carrier + IPC, préalatlament vortexée vigourausament (30s].

Le Tableau 4 ci-dassous prasante la composition de la solution LAB-SMEB-carnier +IPZ

Tableau 4. Solution de lyse LAE-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
CnpeBall Magnehe Seads): 25 ul 137.5 ul 275yl 330 ul 412.5 ul 1.32ml 2.64 ml
‘Carrier RMA (7 pp/pl 1 pl 5.5yl 11l 13.2 i 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 l 264l 528 l

L b ol

: e e %
o 8 &R e [y

Sanclad 1% e valurrz el e

Chtnod assirer s
: & uhiliss 8

e T e be poue les uhilisabions sevasdes,

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 Canfiguration des aulomates KingFisher™ Flex, Duo et mL

Posilion sur la barrette cu la plaque EEmoent @ alsuier Yolume par

Flex Duo* mL puits (ul)
Leepmers |yt Ligie A P b A Lol ® A
Leep-well wiash 1 Ligine Fasibion 5 Buatler 21 00
Laep-well wias Ligine b Fogibiorn O Bedfer Wil A0
Leep-we | winsh 3 Ligr P E1 g (-6 -1005%) st
s kLA on Bl cre st Fasibion = BoaHer =L 201
Ligine B Fege -

b LAB-2ME- o e+l

MU/qSSP/O02/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 programme. récupérar les éluals (mucroplogue Eloticn pour KF 96/Flex Eluvhian strip poor
KF Duo cuw puils E pour KF

rrl}.

L ADN extrail (plague ou puits ferms ou microlubse) peut &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 BieExtract® SuperBall’ (Cat. N°® BES384)

KingFisher™
Flex

KingFisher™
Duo

KingFisher™
mL

Elément a ajouter

1

Préparation
des plaques
ov 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

0

Position B

11 2

Position C

-

Position D

.:Qn'

Position E

Le peigne est
placé
manuellement

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 ul de Buffer EL

Peigne (Rod Cover)

2

KingFisher™

* Allumer le KingFisher™ Flex,Duo ou mL.
* Ouvrir la porte du couvercle protecteur.
+ Sélectionner le programme BioExtract’ SuperBall’ souhaité & l'aide des touches fléchées.

* Appuyer sur START (Démarrer) et suivre les messages pour charger l'appareil.

Pour avoir le pregrarmms KingFisher

adéqguot selon la version de l'autornats,

vaulllez cantacter notre suppart techmgue (tech@ biossllalcom).

MU/qSSP/O02/FR
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DETECTION de Staphylococcus spp par qPCR
avec le kit Bio-T kit® Staphylococcus spp

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.

=  Contréle positif de détection de Staph. spp (EPC - tube EPCSSP-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/qSSP/O02/FR
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ETaPE 2

Choisir la méthoede de quantification du nombre de bactéries / ml de lait et préparation
de 'EPC

Chon 1 Quantification relative

L'EPC titré (tube EPCSEP-A houchon 1 dait &tre dilué pour atteindre une
concentratian de 104 GE /ml ot 2tre vtilsé sous forme d'un point unique (1 cupule)
wtémain » o ce pont de dilution correspond au matériel de référance (MR

La concentration de rétérence fixde & 107 GE fmil de lat st une valeur informative T sslon
notre axpéarence, cette valeur carrespond & la hrmite entre une charge bactérienne
sigmificative et une charge hacténenne fakle.

Le protacole de préparation de FEPC est décnit dans le Tabkleauw 6 et la Figured cr-aprés,

Lne grille de lacture des résultats est présentés en page 19 (vaoir § Interprétation des
résuitats - Lacture des échonilions axtroits).

Choix 2 Quantification absolue

L'EPC titré doit étre dilug comme indigqué ci-desscus (voir § Srocedure de dilution de

FEFC et Figure 31 pour produirs une gamme étalon de ronsan 10 cemprenant 5 points de
concentration décreissante de 107 4107 GE /mil comme indiqué dans le Taklseau 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

Facteur ?Epriilluh-:m de Non dilué 101 1002 1073 104
Cancantraticn 7 5 3 4 3
GE Stoph. spp Sl lait 10 10 10 10 10
Quantification relative - - - %
Cuontificaticn aksolus X X % x X
MU/QSSP/O02/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.

. Prendre somn 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 chlution 10 (encadrée dans la figura) correspendant @ une concantratlicn de 107 GE Stoph.
sop £oml lait sera vtilisge (1 paint) pour vne quantificotion relative. Les 5 chargss d EPC produites
devrant stra utilisées {5 poinls) 2n quantification absclue pour akenir vns droite de calibraticn

reliand les valeurs de Ct/Cqg & lo cancantraticn de Stoph. spo (GE/ml} comme mentrée dons cette
figure.

EAU
RNAse/DNAse Iree

ert de 45ul d’eav dan
1que tube « dilution »

2. Dilution de I'EPC 4107
transfert de 5 ul

. EPC
3. Dilution en cade \ \' / : Détection Staphylococcus spp
e Dilution 107 102 | 103 | 104 ” L)
Jilution s . .
EPC non dilué foten A : , Dil. 10-2
vortex et centrifugation rapide .10
transfert de 5 pl/puits : Dil. 10-4
~ / /
T~ /[ / :
\\\ Al Bl 1 [I/ gt

Standard Curve

Droite de calibration
Cr=a.log [ADN Staph. spp] + b

MU/qSSP/O02/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
MMSSP-A (bouchan blane) dans chague puits dintérét (achantilicns et contrales).

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 ¢as o0 PIPC excgéne n'aurait pos &té gjouté lors de Pextraction des
échantillons, 1l est possible de lojcuter au moment de la préparation de la plague gqPCR ¢
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 thermocycieour,
Toblegux 7 et &)

Il ast recommandé de centrifuger la plogque avant de lo positionner dans le
thermocycleur, cect permettra d'éviter la presence de gauttes sur les poros et
déhrminer au maximum les bullas.

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

(R

Parametres de réglage du thermocycleur

Ce kit aété développd sur ABI PRISM 75G0 Fast (Appled BioSystern} en mode Standard
et valdé sur ABI FRIGM™ 7500 Fast (Apphed BioSystemn) en made Fast et sur AniaMx’
{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 leura, sordasbey nodrs sopoond tesbn e,
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Tableau 7. Parameétres de réglage du thermocycleur

Détecteurs
Cible Yolume linolf puits
Fepariar Querncher
NFZ-HMGE
hy
Staph. spp F &M o0 Nane® 20 4l
IPC cvs NFEMGB =15yl MM + 5 ul ADN
au Mana® . ~
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

MNEB o réahsation d'une étape de transcripticn-reverse (RT) préalakle & la PCR pouwr
Famphhication des génomes & 4RN n'a pas dinadence sur lefficoaité do Bio-T kit

Stophylecoccus spp.

MU/qSSP/O02/FR
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INTERPRETATION DES RESULTATS

Principaux cas de figures

Paur I'mterprétation des volaurs de Ot seuls les échantillans donnant heu éun O < 35
davent &tre considérés positifs,

Le genre Stophylcceccus regroupe plus de 50 espéces qui sont largement retrouvés
dans environnameant et notamrment portés par les hommes {peaw, nez, cheveux,
expectaraticns, ). La prebabiité de détacter la présence de traces ADN par netre kit
est d considérer. Pour éviter toute interprétation errcnége due & des faux-pasihifsal fouwt
censidérer comme positifs uniquament les échantillons présentant des C € 250

Lecture des Contrbles

Tableau 9. Différents scénarios de résultats concernant les contrbles

Cibles
IPC Interprétation
stoph. spp exogeéne P
(FAM} R
Neg M s
NCS Cty S Pos Validé
;g:'o']fl;cd'i Ne = Cukh d'ajoot 40N IFC lars de lextraction 7
ARl = ~ 9 Neg = Prokléeme lors de la PCR : Erraur de masier mix 7
PIOSEELE €135 veir [EPC ef le NC
CBLIGATOIRE Pas Pos* = Cantormunation avec un échantillan positif lors de
CHCER I'exiroctian ou de la préparochion de plague.
NC Neg Neg Validé
= Cartréle Ct>3E5
HNégalif
darmplificaticn
A Pos = Zantarminotion avec on Schantillen positif ou ERC
_ Neg/Pos lors da ld préporaticn de  la plague oo
A Tte 3
FACULTATIE Ciess cantarnination du Mastar Mix.
EPC Pos* Neg Validé
= Cantréle N N = Probléme lors de lo FCR  Erreur da masier mix 7
Pasitif de €g &9 Outli de [EPC 7
détectian de
Stoph. spe
= Cantarnination ovas un 2chandillon lars de la
CRLIGATOIRE Pos Pos préeparalion de lo plague.

ases DUAL

Tl eliEs S SN I e O virgL aftand
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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

Pos (Ct<35)

Pos )

(C1{35) Neg o, Ct >35
Neg .

(1> 35) Neg o, Ct >35

Cibles
Interprétation
Sfalgfz\.ﬂspp. IPC exogéne (& v4; P
Neg (Ct>35) Pos Négatif ou Mon détecté

Positit ov Délecte

Positit ov Délecte

Prézence dlinhibiteurs #° La quantificalion

Prokléme lors ds l'ojoul da I'NPC relative ov absolve

Campétiticn avac la cble 7 n'est pas possible
Ininterprétable

Oubli d'addibien d'a4DN sxtrant lors de lo préporation de la

ploque 7
Prézance dinhuk:itzurs dans I'2chantillon 7

e Rendu des résultats

dilaaet AN st eond o W0 v o 1400 danes de Teou

En Quantification Relative

Anclyse comparative des valeurs de CH Stogh. sper obtenues pour les 2chantillons par rapeort 4o
valeur de Ct Staph. spe abtenue pour le rmaténel de rétérence (MR) au seul de 107 GESml

Tableau 1. Interprétation des résultats qPCR Staph. spp en guantification relative

Résultats qPCR

Interprétation

Négatif (Ct>35)

Positif
[Ct{35)

Ct 2 Ct MR au sevil v g Positif ; +

Ct < Ct MR gu sevil v geimi Fort Positif ; ++

Non détecté
CQoantite de GE € LDww

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

wiwwe i csellaloorm,

Ilest pasable de suvre le MR ou seul en carte de contrdle pour sossurar de ko fidélté du process

cdamphfication.

MU/qSSP/O02/FR
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En Quantification Absoclue

Pour estimer la concentration de Stoph. spe dans [Bchanhillon analysé, expnmés en GEAnl il faut
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/qSSP/O02/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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