bioselfal

Bio-T kit

Enterobacteriaceae

Cat. N° BioTKQO09
25 réactions

Détection et quantification des bactéries
Enterobacteriaceae 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 technique pour plus
d'informations.

Réscrve g lusage voterinaire
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PRESENTATION

Gamme MILK

Le Bio-T kit Enterobacteriocecs (BicTKODE) foit partie de la gomme MILK de BioSellal.
Four taus les kits de la gomme MILK, INFC exogéne argouter lors de lextraction est le
marne.

Description duv Bio-T kit" Enterobacteriaceae
La techmique de POR en temps réel {(gPCR) permet de réveler lo présence dacides
nucléiques (AN) aible de fagen précise et rapide. Le Bie-T kit" Enterobacieriaceas
{(BioTKZQ9) permet de détecter dans le méme essal, la présence dentérabactanas
{margquage 5-FAMY et dun IPC exogéne gouté lors de lextraction de I'échantillen
{marguage Tyl
Y Des tesis dinciusivite ont parmus de valider lo déleclion des genres suivonis | Escharichia, Kiebsielio,
Serraha. Saolimonelia, Enfersbacter.
Grice & lubihsobon dun ADN standord titre (External Posibive Control, ERCD,
reproduisant la séquence aiblée de Enterobacterioceas, ce systéme de detection
permet en plus d'une utihsation de type gualitative (présence/ absence), de déterminer
I charge relative (par rapport @ une valsur « témain » de référenca) au absolus en
Enterobacierioceons présente (exprimées en genamse équivalant (GEX par mil de lont™.
"Lz concentrotion en Enterobacienoceae exprimés en GE par mil ge it est deduite du nombre de
copies détectées par pulls f prand en compie le nombre de copie de oible por genome af e
50

rendarment du process (prétraifemeant + extraction) volidéd par SicSeiial

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

Description des étapes @ suivre de 'échantillon jusqu’au résultat de la
qPCR

Etape 1:

Préparation des échantillens et Lyse des cellules incluant les bacténies |l s'agt de I'stape
de Prétraternant.

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.

Etape 4:

QPCR en temps réesl . amphhcation et détection simultanes des ADN cibles (AGN
Enterobacierioceasg et ADN IPC) aves quantification relative cu absolus.
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Contenu du kit et conditions de conservation

Takleay 1. Descriptif duv contenu du kit

Valume

Hube Canservolion

Description Référence Présentation

Ttube ouchon 230 dlabride la

Master Mix (MM} MMETR-& 410 pl blanc lurmiers,

prét al'emploi

Sachel A Zone ¢ MK &
Ini2rnal Positive Cantrol Ttuke bouchon 20
IPC-2 140 pl rase - s Exd - Al
sl a1t e Sachel B ene « bxiracticn »

External Positive Control
(EPC)* Ttuke bouchon
= contrale posilif EFCETB-A Nna pl

S20°C
Zone « Ajoul
d Acide Mucléaigue

d'amplification Sachel C AN

d'Enterocbacteriaoceas LANL =

Eal ABqua- & Tl HIJLJel::tljeGuL“:hOrI 4%c au 207

RNase/DNase free &4 ' - Zone ¢ Ajoul d ANs
Sachel C

W le carbiln ol dharalse poer les walaors ag raldrar e

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

Tablegu 2. Consommuables et réactifs non feurnis dans le kit pour la partie gPCR

Consehrmmells 7 Fournisseur® Cat. N*

Description

Réactit
Tube 15 mlt Microtuka safelack PR 1LE mil Eppenderf Q033200846
Tampor ATL Tampon de Lyse BizSellal ATLIGOVE

od'a ; Y ) o _ o
BioExtroct Calurnn it dexiract an F‘D,r\i’_; AN fermal BicSellal BECOAD
calonre (53]

~{'a : A ! o T
BioExtract Colurmn Kt dexiraction ADN/ERN fermal EicSellal BEC250
calonrme {283)

; kit desiroction ADMNAERN formal -
2 (4 o il
BioExiract SuperBoll bulEe MraenSiEmes (4 » 963 BizSellal BES3E4

Lysimg rmairnx B,

tube 2ml NESNS00

Tube oves billes de silice O.1rmm BicSellal

o brearchaoohd,
el atli,

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

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

I'etape de lyse des echantillons.

. Forter les équipements de protection indiryaiduslle appropnes (blouse, gants

jetables, lunettes de pratection, L.

. Travonller  dans  des zonss  dadides et sépardes aofin digviter toute
contarmination @« Extraction » (stockage des &chantilicns nan extraits, zene
aves matérnel dextraction), « MIX » (stockage des MM préts & lemplon
préparation de plagues gPCR). « Aout d'AN » (stockage et additicn des AN
extraits et des contrdles dans la plague qPFCR], « 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 centnfuger rapidement (centrnfugeuse 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
utiisation, nous vous préconisens de fare des fractians aliquetes de volume

adéguot.

MU/QETB/OO2/FR
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PRETRAITEMENT DU LAIT

La premigre phose de cette etape concerng le prétratement 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 preteccle de prétrotement nécessite lubihsation du tampon « ATL » vendu
séparément (BioSellal Cat. N® ATLIGOTS].

Il est obhgatore dlinclure un échontillon « contrdle négatifn (NCS) afin de valider
I'atsence dinter-contamination des echantillaons sur Nensemble du process.

Pour ce contrdle, le lait est remplace par de I'sau (RMase/DNase free) et sera traité en
paralléle des &chantillons « loit » dintéerdt depuis 'étape de prétratement jusquia lNétape

dextraction d"ADN incluse.

MU/QETB/OO2/FR
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Figure 1. Schéma présentant le protocole de prétraitement du lait avant extraction

/ 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 surnageand

*

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

*
cPrélever 200 pl de surnageant, éviter de pipeler les bulles ov les reliquals de graisse silués

dans la partie havte du surnageant.

MU/QETB/OO2/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.

ere 0 LIPC exegéne {(tube IPC-A, bouchon rose) fourni dans le Bie-T kit’

Enterobacteriacease, doit étre ulilisé d cette étape.

MU/QETB/OO2/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

Réoctil Nembre d'échantillons
soeh 1 6 12 24* 30°
Buffer LA Cour-al 100 pl 660 pl 1.32ml 2.64ml 3.3 ml
Carrier RNa (T ng b 1l 66 132u 264y 33l
IFZ 2x0géns
Camirs don 1 B o- kb ) 5ul 33 ul 66 132 ul 165
R TL N rar g volaine de oo Iz walame pregsore oLl 102% de volures sopp drmesdomes por rsppon o e orme

Vartexer &t incuber 15 min a 20-25%C (& température ambiantel Centrifuger brigvement
(centrifugeuse de pallazse].
Ajouler 350 pl de Buffer LB.

Vortexer puis centrifeoer Brigvament (centrifugeuse de paillassel.

2.  Adsorptlion sur lo membrane de silice
Tronsférer délicatement la totalilé du lysat (erv. 670 pl) sur la colonne BioExtroct™ Mini Spin Column
(d2)a plocge dons un tube collecteur da 2 ml) puis oucher,

Cerinfuger & 6 000 x g pendant 1 min. Chonger de tube collecteur (Mattra lo colonne BioExtract
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.
Sjouter 800 pl de Butfer W2,
Centrifuger 46 000 x g pendani 1 min. Changsr de tuke collecieur.
Centrifuger 420 000 x g pendond 2 min pour séchar la mermbrane.

4. Elution des acides nucléiques

Meltre lo colonne BioExtracl® Mini Spin Column dons un nouveau tube de 1.5 ml (ncn fourni} el jetar
le tube cellecteur contenant le filtrat.

Ejouter 90 pl de Bufler EL (4 fampérature ambionte ou préchavife a 75°C) délicatemnient ou centre
da la rmembransa.

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/QETB/OO2/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

MU/QETB/OO2/FR
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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'2lément 4 ojouter.
Cuao 1 plogque Desp-wsall el 1 barrette d 2lulion.

mbl: 1 borrette por 2chandillon. Sortir e ploteau covlissant de lautormals st positionner les
barreties dessus.

Déposer au fond des puits d2 o « Deep-well Lusal » (Flex). des puits d2 la ligne & {Dua) ou des puits
en posthon & des barrettes (mil)

20 ul de proléinase K
200 pl d’échantillon prétraité preéalablament vortexsé
500 pl de solution de lyse LAB-SMB-carrier + IPC, préalablemeant vortexée vigoursuzament (30s].

Le Tableau 4 ci-dessous prézante la compeosition de la salution LAB-SMEB-carrier +IPLC :

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

— Noembre d'échantillons*
socth 1 5 10 12 15 48 96

Buffer L& 100 pl 550 pl 1.1 ml 1.32ml 1.65 ml 5.28 ml 10.56 mi

Buffer LB 400 pl 2.2ml 4.4 ml 5.28 ml 6.6 ml 21.12ml 4224 ml

SMB

CoupeBall Maanetic 5 25 ul 137.5 ul 275 ul 330 ul 412.5 1.32ml 2.64 ml

‘Carrier RNA (7 ppspl) 1l 5.5l 11l 132l 16.5 pl 52.8 ul 105.6 yl

IFC 2z0g&na 5y 2750 55 s6ul 8254 264p 5284l
Tots arngndine p an vl

voann B pors oo Il s elle

e T e be poue les uhilisabions sevasdes,

Disiribuer les ouires réactifs, en suivant les indicolions présentées dans le Tobleou 5 ci-dessaus :
& faira externporanémant cu d fermer pour &vitar toute &vaparation ou conlaminaticn.

Tobleou 5. Volume des réactifs et Configuration des aulomates KingFisher™ Flex, Duo et mL

Posilion sur la barrette cu la plaque . L. Volume par
Flex Duo* Elément a ajouter puits ()

Lrmerp-wee |y st Ligine A Lyl A0t
Leep-weall wiash 1 Ligine Fasibion 5 Buatler 21 00
Leep-well wiags 2 Ligine b Fasibion Bedfer Wil A00
Leepmws awish 3 Liggns 5 B (48 -100019%) 50

e kL on Bl cre st Fasibion = BoaHer =L 201

;. : g P -

0l d & Posdillzs et el g et OO pl o

b bie LAR-S2MEB- o

CRE 10N

12 424
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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 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 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 pregrarmme KingFisher

adéqguot selon la varsion de l'auicmate

vaulllez cantacter notre suppart techmgue (tech@ biossllalcom).

MU/QETB/OO2/FR
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DETECTION d’Enterobacteriaceae par qPCR
avec le kit Bio-T kit® Enterobacteriaceae

Procédure globale d suivre

ETaPE 1

Etabklir un plan de plaque défimssant la positicn de chagque £chantillen 2t incloant 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 recommande lors de la 197 uhihsahion du kit ou pour vénfier l'absence
de contarmination du master rmix suite doun résultat non conforme avec le NCS.

=  Conirdle positif de détection de Entérobactéries (EPC - tube EPCETB-A bouchon
) ADRN syunthétigue fourm, tiiré, aves une valeur de TH/Cq attendus (se
reporter au certificot d'analyse (CA)).
Ce contrile est obligataire.

O ATTEMTICN @ Lz mompoichen de ce lobe représente wn risgue de conformination i est
recommandd de ne lovverr of de ne e mompuler gue dans one fone delimités, alsignée des
autras camposonts et de prendre les précootions nécessorss pour aviler Toute contormination

sroisée avec des achantillons fors do dendt sur ploque.

MU/QETB/OO2/FR
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ETaPE 2

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

Chone 1 Quantification relative

L'EPC titré (tube ERPZETE-A bouchan } daot £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 référence fixée 8107 GE /milde lait est ung valeur informative selon
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 poge 19 (vaoir § Interprétation des
résuitats - Lacture des échonilions axtroits).

Choix 2 Quantification absolue

L'EPC titrég deat étre dilug comme indigué ci-dessous {voir § Procedure de dilution de
FEFC et Figure 31 pour produirs une gamme étalon de ronsan 10 cemprenant 5 points de
concentration décrossante de 107 410° GE /mil 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

Facteur de dilutan de [EFC Noq 10! 02 10° 101
dilué
Cancantraticn 7 5 2 F] I
GE Entéerchactéries Sl lant 10 10° 10 10 10
Quantification relative - - - %
Cuontificaticn aksolua % % % % %
MU/QETB/CO2/FR
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Procédure de dilution de FEPC en vue d'vne quantification relative ou absolve
O ATTEMTICHN : risgue de cantarminoticn

. I fout realser 3 {guantification relative} ou 4 (quantification absolue] dilutions 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.

Las diluticns doivent étre préparéas de fagon extermporanes 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
{vorr Tableau §) seront vlilisés pour la gPCR, selon le 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 ou absolue,

Saule la dilution 13 ° (2ncadréa dans la figure) correspondant @ une concentralion de 137 GE
Entersboctéries S millot sera vhilisée (1 point) pauvr tne quardificatian relotiva. Les 5 charges d'EPC
produites davrant &tre vhilisées {5 points) 2n guontification absclue pour okdamr une drote ds
calibration raliont les valeurs de CtiZg ala concentralion d Enferobactéries (GE/ml) camme mantraa
dans cette figure.

EAU
. ANAse/DNAse free
Transfert
chaque tu

45yl d’eav dans
«dilution »

2. Dilut e 'EPC 410
transfert de 5 pl y EPC
3. Dilutio \/ \ \ \ . Détection Enterobacteriaceae P
Dil 1\0 1 1\0 2 3 |10 - {ra) o 105
Dilutio ! - 10~ -
EPC non dilvé feen N A Dil. 10-4

v »~,vmnu‘,‘mr\,‘.,,l‘”,‘
L ans e 5 pl/puits
/ /
~—_ /
4. Ajoul ADN  ~_ / //
ins la plague gPCR ~—_ Al gl < o
5ul/ puits

‘Stanoard Cinve.

Droite de calibration
C;=a.log [ADN Enterobact.] +b

MU/QETB/OO2/FR
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ETaPE 3

Préparation de lo plague

Cans 1o zone réservés au «MIX »

1. Aprés décongélatian, vortex et rapide centrifugation, transférer 15l de Moster Mix
MMETB-A (:ouchan blane) dans chague puits dintérgt (&chantillans et contréles).

Cons o zong dedige & Fagjout de AN

Z. Ajouter 5 pl I’ADN extrait {ou 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, 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.

Cons o pigce déedide & lamphfication PCR

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

Il ast recommandé de centrifuger la ploque avant de la positionner dans le
thermecyclevr, c2q permeattra d'éwiter lo présence de gouttes sur las paras ef
d'glirminegr au maximum les bulles.

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 I e cordasbey nodrs sopoon tesbn e,
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Tableau 7. Parameétres de réglage du thermocycleur

Détecteurs i
Cible Yolume linolf puits
Fepariar Querncher
b
Enterobact. FamM MFC H(‘J‘B
ou Mane 20 PI
IPC cvs NF&MGB =15yl MM + 5 ul ADN
ou Nane® . ~
extrait ou controlest
aattribuer aux achantillons et conirélest

e ol therrnos g0 e, s besor cosdodern k2 Soppaet Techrases

aoRCE L= sadvnded el EROCCALN b e 2o

eI XN

Tablegu 8. Paramétrage dv 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 30 4

. HQ°C
+ acquisition des donndas b0

aburabisr

1t arpahible aves Faesenble des Boo-|

NB : la réalisation d'une étape de transcription-reverse (RT) préalakle @ la PCR pour
Famphfication des génames & ARN n'a pos dincidencs sur Fefficoaité do Bio-T kit
Enterobacieriocecs.

MU/QETB/OO2/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 Ot < 35

davent &tre considérés positifs,

E coli {entérobacténe] est largement utiisée pour exprimer des enzymes impliquées

dans les etapes dextroction et d'ampehfication PCR dons malgré des précautions lars de

It purification de ces enzymes, lo prabakihité de detecter lo présence de traces ADN par

natre kit est & considérer. Pour gviter toute interprétation errcnge due & des foux-

posthitsal fout considérar comme posihifs urngueament les échantillons présentant des Ct

< E5.

Lecture des Contréles

Tableau 9. Différents scénarios de résultats concernant les contréles

Cibles
Enterobact IPC Interprétation
exogene
(FAM) R
NCS Neg Pos* Validé
= Cantréle Ne s Cubkl dajout 9ADN IFC lors de Fextraction 7
rtlggohf_de ”1}?‘ Neg = Prokléme lors de la PCR: Errzur de rmastar mig ?
processus L1223 veoir |[EPC et le NC
CRLIGATOIRE Pos Pos* = Cantarminotion avec un echanhillan posihif lors de
CHCER I'exiroctian ou de la préparochion de plague.
Neg s
NC o Neg Validé
Tty 3
= Cantréle ces
HNégalif
damplificaticn Pos = Cantarmination avec un achantillon positif ou EPC
Cezs Neg/Pos lors de  la préporaticn de  la plague oo
FACULTATIE S contarmination du Mastar Mix.
EPC Pos* Neg Validé
= Cantréle
f = Precbléme lors de lo FCR : Erreur de mastar max 7
Paszitif d
detection de Neg Neg Qubli de IEFC 7
Eiifercboct.
Pos Pos = Contarmination aves un chardillon lars de la
CRLIGATOIRE préparaiion de lo plague.
Lo el G SN o g ol Shee ge aroosd avsn D ovaiess affas ol e ses DUAL
MU/QETB/CO2/FR
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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
Enterobact. IPC exogéne Interprétation
L&) [0y

Neg (Ct>35) Pos Négatif ou Non détecté
Pos (Ct<35) :

Positit ou Délecte

Positit ov Délecte

Pos. Neg o. Ct»35  * Présence d'inhibiteurs - La quantification
(Cte3s = Prokléme lors de l'ojout da I'TPC relative ou absolve
» Campetition avac la aible ¥ n'est pas possible
Ininterprétable
Neg . s Oubli dadahiticn d'2DN sxtrat lors de la préparation de lo
(o1 35) Neg o, Ct >35 claque 2

* Prazance dinhikilaurs dons I'achantillon 7

S wanre o 17 arg o N,

e Rendu des résultats

En Quantification Relative

Ancilyse comparative des valeurs de O Enterobact. obitenues pour les echantillens par rappart & o
valeur de Ct Enteroboct, obitenue pour le maténel de référence (MR} au seul de 107 GE/ml.

Tableau N. Interprétation des résultats qPCR Entérobact. en quantification relative

Résultats gPCR Interprétation
PP Non détecté
Négatif (Ct>35) Quantité de GE € LDwn
Positif Ct =2 Ct MR au seuil v seimi Pasitif : +
(Ct¢3E) Ct < Ct MR ou seuil 1 aeimi 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,

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

MU/QETB/OO2/FR
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En Quantification Absoclue

Paur estimer la concentraticn o' Enterobacténes dans Iechantillon analysé, exprimse en GBI 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 »

= Lalogoelvaautomatguernent trocer 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 telle dait &tre comprise entre 85 1 115%.

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 valsur de O correspondant aux ADN echontillons, le lcaiisl attritbhuera une
concentration en GEATL Cette valeur peut étre recalcules dpartir de Féquation de 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
wowews i csellal.oorm,

MU/QETB/OO2/FR
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Grille de validation des EPC des Bio-T kits” de la gamme MILK de BioSellal

Quantification Quantification
relative absolve
Harmkzre de
Surccjlsl:J_Lli_D_r; au Narmkre de
Carcenitration C?géglr:;c\:;:m 151-3:6: ;-ai:e Garmme de - rccjlllJ_!iC..r: o
. pa . Py ATl < o 1 . _ A CC2ESIVES
Bio T klil Ml_lk“ f du 1:be FEITLH IEPC & on LTIE;:Eb_hlsnlr LODE%PIT\DLIOH e & faire
valence dintérét | faurnidarsle k valeur de dla (GEimbde |\ 0 retablr o
[GEfml) Afarencat valeur de IEPZ droile da
reterence rétérance an . [l.cg 81. -
Quantificaticn coiiaratien
rekitive
Staphylococcus
aureus 0 107 3 W0 aln’ 4
(SAU) - BioTKDO7
Slaphylococcus spp - - 5 g e
{SSP) - BioTKD13 10 10 3 10alo 4
Sireptococcus vberis . - e
{SUB) - BinTKOT 10 10 3 10°alo 4
Sireptococcus ) ) )
dysgalactice 0 o 3 10 Ao’ 4
(5D} - BioTKO12
Entérobaciéries . K e
(ETB} - BioTKOO9 10 10 3 10°alo 4
Escherichio coli B 4=
(ECY - BinTKOOB o] 1] 4 wral 4
Klebsiella spp . - T
{(KSP) - BioTKO10 10 10 4 10710 4
Pseudomaonas spp - - B
(PSP) - BioTKO25 10 10 3 10alo 4
Trueperelln pyogenes . - oo qm
(TPY) - BioTKO14 10 10 4 107ato 4
Mycoplasma bovis . ® T
(MYB) - BioTKO15 10 10 . 107410 4
Strepiocaccus
agolactice W jog 4 W0 aln” 4

(SAG) - BioTKD26

' Se reporter au Certifical donalse (CA) de chacun das lats pour connaitra les valeurs de Tt attenduoes.
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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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