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1. INFORMACIJE OGOLNE

Zestawy sa przeznaczone do wykrywania wymienionych zywych szczepdéw szczepionkowych (dalej "SEV", lub "SEV2")
Salmonella Enteritidis (SE) i ich réznicowanie od szczepdw terenowych (SEf):

= Nazwa szczepu: Sm24/Rif12/Ssq

Nazwa dostepnej na rynku szczepionki: AviPro SALMONELLA VAC E (i AviPro SALMONELLA DUO, prosze zwrdci¢

uwage na ponizsze informacje, Nazwa producenta: Elanco (Lohmann Animal Health GmbH))

Charakterystyka

Nazwa artykutu

Organizm

Czasteczka docelowa
Technologia

Gatunek zwierzecia

Wstepne testy z wykorzystaniem

Rodzaj prébki

Kanat FAM docelowy (520 nm)
Kanat Cy5 docelowy (670 nm)
Kanat TXR docelowy (620 nm)

Profil temperatury

Nazwa szczepu: CAL 10 Sm+/Rif+/Ssqg-

Nazwa dostepnej na rynku szczepionki: Primun Salmonella E (Nazwa producenta: CALIER)

Opis

Kylt® SE DIVA 2 LD 100, Kylt® SE DIVA2 LD 25
Bakteria

DNA

Real-Time PCR

Droéb (kurczak, indyk)

Salmonella spp. 2.0

= préobki wstepnie wzbogacone, przetestowane pozytywnie na obecnosé
Salmonella spp. (Ct < 25), materiatu kolonii przetestowanego pozytyw-
nie na obecnos¢ Salmonella spp., otrzymanego w procesie hodowla-
nym (np. DIN EN ISO 6579), W przypadku prébek z dodatnim wynikiem
Ct > 25 w badaniu przesiewowym Salmonella spp. nalezy przeprowadzic¢
drugi etap wzbogacania lub powtdrzy¢ analize przy uzyciu materiatu
kolonii z hodowli mikrobiologiczne;.

Salmonella Enteritidis

SE Sm24/Rif12/Ssq i CAL 10 Sm+/Rif+/Ssqg-
Szczep terenowy SE

Kylt® Profil | lub Kylt® Profil Il

KYLT

Zestawy te zostaty opracowane do uzytku przez przeszkolony personel laboratoryjny zgodnie ze standardowymi
procedurami. Nalezy scisle przestrzegac niniejszej instrukcji uzytkowania.

Zestaw moze by¢ réwniez uzywany z pewnymi ograniczeniami do analizy wstepnie wzbogaconych prébek
z dodatnim wynikiem badania na obecnos¢ Salmonella spp. w buforowanej wodzie peptonowej. W tym
przypadku istotne jest tylko wykrycie szczepu szczepionkowego, wszelkie wskazania na obecnos¢ szcze-
pu terenowego SE nalezy potwierdzi¢ metodami izolacji, np. ISO 6579 i aglutynacji Kauffmanna-White'a.
Uwaga: Jesli zestaw ma by¢ uzywany do badania stad, ktére zostaty zaszczepione szczepionka AviPro SALMONELLA
DUO mozna go stosowac wytgcznie na materiale kolonii przetestowanym pozytywnie na obecnos¢ Salmonella
spp., otrzymanym w procesie hodowlanym.
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2. DETEKCIJA METODA PCR W CZASIE RZECZYWISTYM

Amplifikowane fragmenty gendéw docelowych sa wykrywane w czasie rzeczywistym za pomoca fluorescencyjnie
znakowanych sond podczas reakcji PCR (Real-Time PCR). Ich emitowana fluorescencja jest oddzielnie mierzona
optycznie przez termocykler do analizy PCR w czasie rzeczywistym. Status probki pod katem obecnosci konkret-
nego patogenu mozna ocenic, biorac pod uwage wszystkie amplifikowane cele w kazdej prdbce oraz kontrole
negatywne i pozytywne w kazdym przebiegu. Podczas PCR w czasie rzeczywistym geny docelowe amplifikowane
przez odpowiednie pary starteréw w reakcji tanncuchowej polimerazy (PCR).

3. ZAWARTOSC ZESTAWU

. . 100 reakg;ji 25 reakgcji Przechowywacé
Odczynnik Kolor pokrywki Nr art. 31161 Nr art. 31162 w temp.
Mieszanina reakcyj- . Fioletowy 4x 450 pl 1x 450 pl <=-18°C
na

Kontrola dodatnia 4n Czerwono-biaty 2x Lyoph.afinal 50 ul 1= Lyoph.afinal 50 pl  <=-18°C

SEf w

Kontrola dodatnia . Czerwony 2x Lyoph. a final 50 yl  1x Lyoph.a final 50 pyl  <=-18°C
SEV2

Kontrola ujemna . Niebieski Tx 1T ml Tx 1ml <=-18°C

4. WARUNKI PRZECHOWYWANIA

m  Przygotowac porcje odczynnikdw w taki sposdb, aby cykle zamrazania-rozmrazania zostaty ograniczone do
maksymalnie trzech

s Komponenty zestawu nalezy zuzy¢ w ciaggu wskazanego okresu trwatosci (patrz etykieta na pudetku).
= Nie miesza¢ komponentdw pochodzacych z réznych partii.

= Mieszanine reakcyjng nalezy przechowywac poza zasiegiem intensywnego swiatta.

5. PRZYGOTOWANIE ODCZYNNIKOW

= Przed pierwszym uzyciem nalezy rozpusci¢ odczynniki do kontroli dodatniej: doda¢ 50 pl odczynnika kontroli
ujemnej do fiolki, krétko inkubowac w temperaturze pokojowej i doktadnie wymieszac¢ przez kilkukrotne wor-
teksowanie.

6. WYMAGANE WYPOSAZENIE, URZADZENIA | MATERIALY EKSPLOATACYINE

s Termocyklery do analizy PCR w czasie rzeczywistym, ktdre wykrywaja emitowana fluorescencje (Nalezy pamietac,
ze domyslna opcja normalizacji wzgledem ROX (np. przy uzyciu cykleréow ABI) musi by¢ wytaczona)

s Kompatybilne probdéwki lub ptytki PCR.

m  Zestaw do oczyszczahia zapewhniajgcy wystarczajgco wysokie stezenie DNA/RNA wolhego od inhibitoréw (np.
akcesoria Kylt RNA / DNA Purification)

= Mikrowirdwka stotowa.

= \ortex.

s Mikropipety z regulacja objetosci w odpowiednim zakresie.

»  Dopasowane koncéwki pipetowe PCR-clean z filtrami.

s Certyfikowane materiaty jednorazowe niezawierajace nukleaz ("PCR-clean").

= Bezpudrowe rekawice ochronne. Rekawice nalezy nosi¢ podczas catej procedury badawczej. Rekawice nalezy
regularnie zmieniac, zwitaszcza po ich zachlapaniu lub gdy podejrzewane jest zanieczyszczenie.
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7. REAKCIJE KONTROLNE

= Kontrola dodatnia umozliwia kontrole specyficznosci i wydajnosci odczynnikéw oraz samej reakcji, m.in. wydajnosci
analizy PCR w czasie rzeczywistym oraz termocyklera PCR.

= Kontrola ujemna pozwala na wykluczenie zanieczyszczen. Badanie prébki jest wazne tylko wtedy, gdy wykonana
zostanie zaréwno kontrola dodatnia, jak i ujemna i zostanie przeprowadzona weryfikacja pod katem prawidtowosci
kazdego przebiegu badania PCR w czasie rzeczywistym.

8. KONFIGURACIJA REAKCIJ

s Uwaga: Przed uzyciem zestawu nalezy wykonac badanie przesiewowe probek pod katem obecnosci Salmonella
spp., dodatkowe informacje mozna znalez¢ w odpowiednich instrukcjach uzytkowania. Tylko potwierdzone prébki
Salmonella spp.-dodatnie moga by¢ analizowane za pomoca zestawu. Wstepne wzbogacanie kultur i ekstrakcje
DNA nalezy przeprowadzi¢ zgodnie z instrukcja wiasciwa dla stosowanej metody PCR potwierdzajgcej obecnos¢
Salmonella spp. W ten sposdb sprawdzana i potwierdzana jest rowniez jakos¢ ekstraktu DNA wykorzystywanego
w tej metodzie.

m  Przed kazdym uzyciem nalezy krétko wymieszac i odwirowac¢ uzywane odczynniki.

s Aby okresli¢ catkowita liczbe potrzebnych reakcji, nalezy policzy¢ liczbe probek i dodac co najmniej dwie kolejne:
jedna dla kontroli ujemnej i jedna dla kazdej kontroli dodatniej.

= Mieszanina reakcyjna jest gotowa do uzycia - umiesci¢ 16 pl w kazdej probdéwce PCR lub studzience (zagtebieniu) na
ptytce.

= Mieszanina reakcyjna powinna mie¢ mozliwie jak najkrotszy kontakt ze Swiattem (stonecznym). Zaraz po uzyciu nalezy
umiescic ja w odpowiedniej temperaturze przechowywania.

s Podczas pipetowania probek i kontroli nalezy unikac tworzenia sie pecherzykdéw powietrza.
= Umiesci¢ 4 pl kontroli ujemnej w odpowiedniej studzience, zamykajac studzienki pojedynczo, o ile to mozliwe.
s Umiescic¢ 4 pl preparatu DNA w odpowiedniej studzience, zamykajac studzienki pojedynczo, o ile to mozliwe.

s Umiesci¢ 4 pl roztworu kontroli dodatniej SEf w odpowiedniej studzience i zamknac¢ studzienke. Nastepnie
umiesci¢ 4 pl kontroli dodatniej SEV2 w odpowiedniej studzience i zamknad studzienke

s Po przygotowaniu wszystkich reakcji nalezy zamknac studzienki i krotko odwirowac.

= Umiesé ptytke/probéwki w termocyklerze do PCR w czasie rzeczywistym i przeprowadz test za pomoca Kylt
Profile Il lub Kylt Profile I.

s Kylt Profile Il umozliwia jednoczesne wykonywanie badania z uzyciem tego i wiekszosci innych zestawow Kylt
do analizy gPCR.

= Kylt Profile | umozliwia jednoczesne wykonywanie badania z uzyciem tego i wiekszosci innych zestawoéw Kylt do
analizy gPCR, a takze zestawow Kylt do analizy RT-gPCR.

= W przypadku potgczonego badania Real-Time (RT-)PCR nalezy upewnic sig, ze wykrywane sg wszystkie wymagane
kanaty.

= Nalezy postepowac zgodnie z zaleceniami producenta termocyklera Real-Time PCR.

Kylt® Profile Il
Krok Opis Temperatura Czas trwania
1 Aktywacja polimerazy 95°C 10 min
2 Denaturacja 95 °C 15s
3 Hybrydyzacja i wydtuzenie 60 °C 1min 42 cykle
4 Wykrywanie fluorescencji kanaty / dtugosci fal patrz strona 2
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Kylt® Profile |

Krok Opis Temperatura Czas trwania

1 Odwrotna transkrypcja 50°C 10 min

2 Aktywacja polimerazy 95 °C 1 min

3 Denaturacja 95°C 10s

4 Hybrydyzacja i wydtuzenie 60 °C 1min 42 cykle
5 Wykrywanie fluorescencji kanaty / dtugosci fal patrz strona 2

9. OGOLNA OCENA PRZEBIEGU PCR | KONTROLA JAKOSCI

= |dealna dodatnia krzywa PCR rozpoczyna sie faza liniowa, nastepnie przechodzi w faze wzrostu wykfadniczego
i konczy sie faza plateau.

= Linia bazowa (baseline) w reakcji PCR w czasie rzeczywistym opisuje ten odcinek krzywej amplifikacji, w ktérym
nie jest jeszcze widoczna specyficzna amplifikacja produktu - a wiec przed poczatekiem fazy wyktadniczej PCR.

= Mozna korzysta¢ z automatycznej analizy w oprogramowaniu termocyklera. Prosze jednak zwréci¢ uwage na
mozliwos¢ wystepowania artefaktéw, aby je zidentyfikowac.

= Wartos¢ progu (threshold) przy ustawieniu recznym powinna znajdowac sie wystarczajgco blisko linii bazowej, aby
obejmowata wszystkie krzywe wykazujgce wyrazna faza wyktadnicza, a jednoczesnie wykluczata niespecyficzne
przyrosty fluorescencji.

= Punkt przeciecia krzywej z linig progu to wartos¢ Ct. Im nizsza wartos¢ Ct, tym wyzsze jest poczatkowe stezenie
czasteczek docelowych w prébce na poczatku testu.

10. OCENA BADANIA - REAKCIJE KONTROLNE

= Wynik badania PCR w czasie rzeczywistym jest prawidtowy tylko jesli krzywe reakcji kontrolnych mozna ocenic
W nastepujacy sposob:

= Aby prawidtowo zinterpretowac uzyskane wyniki, konieczne jest ustalenie, ktdra szczepionka zostata zastosowana

w stadzie.

= Uwaga: W prébkach z wynikiem dodatnim w kanale TXR lub Cy5 oraz ujemnym w kanale FAM nie mozna wykry¢
serotypu Salmonella Enteritidis, ani szczepu szczepionkowego SE. Jednak w prébce moze by¢ obecny inny
serotyp bakterii z rodzaju Salmonella.

Reakcje Kanaty specyficzne dla patogenéw
kontrolne FAM TXR Cy5
Kontrola ujemna ujemny Ct>35 ujemny Ct>35 ujemny Ct>35
Kontrola dodatnia SEF dodatni Ct=<35 dodatni Ct=<35 ujemny Ct>35
Kontrola dodatnia SEV2 dodatni Ct=<35 ujemny Ct>35 dodatni Ct=<35
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1. OCENA BADANIA - PROBKI

Cel Kanat Sygnat
Salmonella Enteritidis (SE) FAM dodatni dodatni dodatni ujemny
. . : dodatni/
E (SEf)* TXR .
Szczep terenowy SE (SEf) ujemny dodatni ujemny e
SEV2 (szczep szczepionkowy SE Sm24/ . ) ) dodatni/
RIif12/Ssq lub CAL 10 Sm+/Rif+/5sq-) Cys dodatni wemny wemny ujemny
Préobka to Salmonella Enteritidis dodatni dodatni ) ‘dOdatm, - ujemny
nie mozna okresli¢ typu
Probka to SEf* ujemny dodatni ujemny ujemny
Probka est szczep szczepionkowy SE Sm24/Rif12/ . . ) .
dodatni ujemny ujemny ujemny

Ssq lub CAL 10 Sm+/Rif+/Ssq-

* Obejmuje to rowniez wykrywanie szczepdw terenowych SE, a takze zywych szczepdw szczepionkowych innych niz Sm24/Rif12/
Ssg lub CAL 10 Sm+/Rif+/Ssq-. W przypadku bezposredniego uzycia préobek wzbogaconych w buforowang wode peptonowa
prawidtowe s3 tylko wyniki wykrywania szczepow szczepionkowych Sm24/Rif12/Ssq i CAL 10 Sm+/Rif+/Ssqg-. Kazde wskazanie
szczepu terenowego musi zostac potwierdzone metodami hodowlanymi i biochemicznymi.

= Prébka ma wynik ujemny dla SE, SEf i SEV2 jesli jej krzywa FAM, Cy5 i TXR jest ujemna.

= Prébka ma wynik dodatni dla serotypu Salmonella Enteritidis jesli jej krzywa FAM jest dodatnia, niezaleznie
od przebiegu krzywych Cy5 i TXR. Jesli wynik probki jest dodatni w kanale FAM i ujemny w kanatach Cy5 i TXR,
nie mozna dalej zréznicowac szczepu SE obecnego w prébce. W takim przypadku analize nalezy powtérzy¢ przy
uzyciu materiatu kolonii otrzymanego w procesie hodowlanym wg. standardu ISO 6579.

= Prébka ma wynik dodatni dla SEV2 (szczep szczepionkowy Sm24/Rif12/Ssq lub CAL 10 Sm+/Rif+/Ssq-) jesli jej
krzywe FAM i Cy5 sg dodatnie (Ct < 30).

= Prébka ma wynik dodatni dla SEf jesli jej krzywe FAM i TXR sa dodatnie (Ct < 30).

= Uwaga: Wynik ten obejmuje réwniez wykrycie szczepdw terenowych SE, a takze zywych szczepdw szczepionkowych
innych niz SE Sm24/Rif12/Ssq lub CAL 10 Sm+/Rif+/Ssg-.

= Jesli ta metoda wykrywania uzywa sie bezposrednio do badania prébek wzbogaconych o buforowana wode
peptonowa, prawidtowy wynik uzyskuje sie tylko w przypadku wykrywania szczepu szczepionkowego. Kazde
wskazanie zakazenia bakteriami SEf trzeba potwierdzi¢ metodami hodowlanymi i biochemicznymi (np. 1ISO 6579
i aglutynacji Kauffmanna- White'a).

= Jesli krzywe FAM, TXR i Cy5 maja przebieg dodatni (CT<30), mozliwe jest podwéjne zakazenie SEV2 i SEf lub SEV2
i innym serotypem Salmonella. Podwéjna infekcje potwierdza sie metodami hodowlanymi i biochemicznymi
(np. 1ISO 6579 i aglutynacji Kauffmanna-White'a).

= Wprowadzanie danych probki, analize PCR w czasie rzeczywistym, koncowa analize jakosciowa oraz przygotowanie
dokumentacji utatwia oprogramowanie Kylt - aby uzyskac wiecej informacji, prosimy o kontakt.
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12. INFORMACIJE DOTYCZACE ZAMAWIANIA

Obowigzujg ogdlne warunki handlowe SAN Group Biotech Germany GmbH (www.anicon.eu). Zamowienia nalezy
przesyfta¢ na adres orders.kylt-de@san-group.com, podajac nastepujace informacje:

m  Adres do faktury

= Adres dostawy

= Numer telefonu kontaktowego nabywcy

= Nazwa uzytkownika koncowego i numer telefonu (jesli jest inny)
= Numer zamowienia

= Nazwa produktu i numer katalogowy

s [los¢ i wielkos¢ produktdow

m  Okresl, czy jestes zwolniony z podatku VAT

13. HISTORIA ZMIAN

Nr wersji. (Rev)  Status Zmiany

Rev010 Jul 2023 obowigzuje od O1 sierpnia 2023 r.:usuniecie Kylt® DNA Extraction-Mix I,
nowy uktad do oceny testu.

RevOT1 Jan 2024 dodanie szczepu szczepionki CAL 10 Sm+/Rif+/Ssg- (obecnego w dostep-
nej na rynku szczepionce Primun Salmonella E), ktéry bedzie rowniez
wykrywany w kanale SEV2 (kanat Cy5) wraz ze szczepionka AviPro Salmo-
nella, pokrywka SEf PC ma kolor czerwono-biaty.

Rev012 June 2025 Nowy uktad/wyglad; stan aktualizacji i tre$¢ wszystkich dostepnych
jezykoéw dostosowane do wersji angielskiej; poprawiono btedny numer
artykutu w rozdziale ,2. Zawarto$c¢ zestawu”, zmieniono logo TUV

Producent: SAN Group Biotech Germany GmbH - Muehlenstrasse 13 - 49685 Hoeltinghausen - Niemcy
www.kylt.eu - kylt-de@san-group.com

. . . . . o TUVNORD TUVNORD
Opracowywanie, produkcja i dystrybucja produktéw diagnostycznych invitro jest 10V NORD CERT G TOV NORD CERT GmbH

objeta certyfikatem ISO 9001:2015 i ISO 14001:2015.

KYLT® jest zastrzezonym znakiem towarowym. DINEN1SO14001 DINEN1S0 9001

tuev-nord.de tuev-nord.de

Whytacznie do uzytku weterynaryjnego. Wytgcznie do uzytku in vitro. Wymogi prawne
réznia sie w zaleznosci od kraju. Nie wszystkie produkty opisane w niniejszym dokumencie moga by¢ dostepne w
danym regionie geograficznym.

© 2025 SAN Group Biotech Germany GmbH. Wszelkie prawa zastrzezone. Wymienione znaki towarowe sg wiasnoscia
SAN Group Biotech Germany GmbH lub ich odpowiednich wtascicieli.
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KYLT

PROTOKOL W SKROCIE
KONFIGURACJA ANALIZY REAL-TIME PCR

Wirowani= pulsacyine i izalacia

Wirowsanie

S

Cdrnierzyd misszaning reakoying | umisscic 4 pl MEC, preparatu DRASRMA, PC

+16 pl Mieszanina + & ul NC,przygotowanie DNAS

‘% '\ reakeyina ‘/_ \—_U RMA , PC

-

M = kantrala ujamna
FC = kantrola dodatnia

Famkngs studzienki, odwirowa & (zalecans] i uruchamid cyklar

Tt — @)

Analiza

LD FESCENC D

faza

T / wyktadnicza
préq e

linia bazawa an-ik u-_ien:m'_-.-'

cykl

Fnormaliacwana
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