Gebrauchsinformation ¥ BioChek

A Hygiena® Company

Salmonella Genus DNA Detection Test Kit
vetproof® Salmonella gPCR LyoKit

Revision 5, 14. Februar 2024

Real-time PCR Kit fiir den qualitativen Nachweis von Salmonella spp. in Proben aus der Primarproduktion von Hiihnern.

¥ 96 Reaktionen

Produkt Nr. KIT230197/KIT230198

FLI-Zul.-Nr.: FLI-C 055. Die deutsche Gebrauchsinformation ist nach § 11 Absatz 2 TierGesG zugelassen.
For the English instructions for use please contact info@biochek.com.

Lagerung bei 2 bis 8°C

Nur fiir den tierdrztlichen Gebrauch (fiir Huhn)
Nur fiir den In-vitro-Gebrauch
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1. Produkt Beschreibung

Das Real-time PCR-Kit dient der qualitativen Detektion von Salmonella spp. in Kotproben und Umweltproben aus der
Primarproduktion von Hihnern (z. B. Sockentupfer, Staube, Wischproben, Gewebeproben). Das Kit enthalt alle
notwendigen Reagenzien und Kontrollen, die fiir den Nachweis von Salmonella benétigt werden. Primer und Sonden
ermoglichen eine spezifische Erkennung von Salmonellen-DNA in Veterindrproben. Die interne Kontrolle (IC)
verhindert Fehlinterpretationen von negativen Ergebnissen, welche durch eine Inhibition der PCR-Reaktion entstehen
kénnen. Die IC wird im VIC-Kanal detektiert, wéhrend die Salmonellen-DNA im FAM-Kanal detektiert wird. Bei
Inhibition der PCR wird die Amplifikation der IC ebenfalls unterdriickt. Ein negatives Ergebnis im FAM-Kanal bei
gleichzeitiger Amplifikation der IC zeigt, dass die Proben negativ flir Salmonella sind.

Das vetproof® Salmonella gPCR Lyokit wurde in einem durch die Zertifizierungsorganisation MicroVal benannten
Expertenlabor gemaR DIN EN ISO 16140-2:2016 validiert. Das Zertifikat (Nr. 2011LR42) ist unter www.microval.org
oder unter www.biochek.com einzusehen.

1.1 Anzahl der Tests
Der Kit ist flir 96 Reaktionen mit einem Endvolumen von je 25 pl ausgelegt.
1.2 Lagerung und Stabilitat
:i’Lagerung des Kits bei 2 — 8 °C bis zum auf der Verpackung ausgezeichneten Verfallsdatum. Belassen Sie die

Reaktionsgefalstreifen mit dem Iyophilisierten Reagenz im versiegelten Aluminiumbeutel und schiitzen Sie die
Reagenzien vor Lichteinfall und Feuchtigkeit. VerschlieBen Sie nach dem Gebrauch den Beutel wieder sorgfiltig.

1.3 Kitinhalt
Komponente Format Funktion
1 PCR Plate, with 96 rxn e Aluminiumbeutel mit 96 Well- ¢ ,Ready-to-use” PCR-Reaktionsmix, welcher
— | (lyophilized reaction mix) Plate mit 8er-Streifen PCR-GefdRen Salmonella-spezifische Primer und Sonden, eine
e KIT230197 (LP) mit ,low profile” interne Kontrolle, eine Tag-DNA-Polymerase
8er- Streifen PCR-GefiRen * und eine Uracil-DNA-Glycosylase (UNG,

« KIT230198 (RP) mit ,regular hitzeinstabil) enthalt **
profile” 8er-Streifen PCR-GefaRen * | * Fir die Amplifikation und den Nachweis von

Salmonella-spezifischen Sequenzen
e Vor Licht und Feuchtigkeit schitzen
e 25 ul pro Reaktion.
|i Control Template e GefaB 1 (lila Deckel) * 1x900 ul
¢ Enthalt eine stabilisierte Losung von DNA
e Zur Verwendung als Positivkontrolle fir PCR

Laufe
3 H2 O PCR-grade * GefiR 2 (farbloser Deckel) ¢ 2 x 1 ml nukleasefrei, “PCR-grade” H,0.
E— ¢ Negativkontrolle fur den PCR-Lauf
4 Cap Strips e Plastikbeutel mit 8er ¢ 12 x 8er-Deckelstreifen
— Deckelstreifen e Zum VerschlieRBen der 8er-Streifen nach Zugabe
der Proben.

* Die Kompatibilitdt der PCR-GefaBe mit Real-time PCR-Instrumenten wird von BioChek B.V. bereitgestellt:
www.biochek.com

**Der PCR-Reaktionsmix enthalt Tag-Polymerase fiir die PCR und Uracil-DNA-Glycosylase fiir einen effizienten Abbau
von zuvor amplifizierter DNA. Das Real-time PCR-Kit enthdlt anstelle von dTTP dUTP, welches wdhrend der
Amplifikation eingebaut wird. Das produzierte PCR-Produkt enthalt in beiden Strangen Uracilreste und unterscheidet
sich auf diese Weise von jeder zu amplifizierenden Ausgangs-DNA. Nach dem Verdau mit UNG wird zuvor amplifizierte
DNA in Bruchstiicke gespalten und somit ein Kontaminationsrisiko vermindert.
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1.4 Erkldrung zur Anwendbarkeit

Dieses Kit ist mit allen real-time PCR-Geraten kompatibel, die fiir den Nachweis von FAM- und VIC-Fluorophoren
geeignet sind.

1.5 Zusdtzlich bendtigte Ausriistung und Reagenzien

* Real-time PCR-Cycler, geeignet fiir den Nachweis von FAM- und VIC-markierten Sonden
* DNA-Extraktionsverfahren (siehe: Vorbereitung der Proben > DNA-Extraktion)

* Zentrifuge fur 8-strip PCR-GefdRe (150 x g)

* Pipetten

* Nuklease-freie Filterspitzen

* Puderfreie Einweghandschuhe

* Schere

1.6 Vorbereitung der Proben

Anreicherung der Proben

Relevantes Probenmaterial (z. B. Sockentupfer, Staub- oder Kotproben) wird in dem wie in der ISO 6579 vorgegeben
Volumenverhaltnis in gepuffertem Peptonwasser (BPW) fir 18 + 2 Stunden bei 37 + 1 °C angereichert. Die
Anreicherung in Beuteln von Stomacher® mit Filtern wird empfohlen.

Flr Kotproben sowie Probenmaterial mit einem hohen Anteil an Erde wird eine zweite Anreicherung empfohlen.
Hierzu wird nach der Anreicherungin BPW die Probe in einem Volumenverhaltnis von 1:10 in vorgewarmter MOSSEL -
Bouillon (z. B. 1 ml Voranreicherung + 9 ml MOSSEL) tuberfihrtund fiir mindestens 5h +/-0.5 h bei37 +/-1°C und 150
rpm inkubiert.

DNA-Extraktion

Fiir die DNA-Extraktion wird das foodproof” StarPrep Three Kit (Produkt Nr. KIT230187) oder das foodproof® StarPrep
One Kit (Produkt Nr. KIT230175, oder KIT230176 fir die Verwendung mit 8-Kanal-Pipetten) empfohlen. Fiir den
gleichzeitigen Nachweis und die Differenzierung von Impfstammen (SE Vaccine Detection Kit 1, Produktnr.
KIT230193/KIT230194) aus einer Extraktion sollte das foodproof® StarPrep Three Kit verwendet werden.

2. Wie man dieses Produkt verwendet
2.1 Gute Laborpraxis fiir PCR

* Die Tests diirfen nur von qualifiziertem Laborpersonal durchgefiihrt werden.

* Tragen Sie in jeder Phase der Testdurchfiihrung und/oder Probenvorbereitung puderfreie Einweghandschuhe.
Wechseln Sie die Handschuhe, wenn Sie den Arbeitsbereich wechseln oder wenn Sie vermuten, dass sie kontaminiert
sind.

* Behandeln Sie alle biologischen Materialien als potenziell biologisch gefdhrlich, einschlieflich aller Feldproben.

* Vermeiden Sie es, die gefriergetrocknete Reaktionsmischung Giber einen ldngeren Zeitraum direktem Licht und
Feuchtigkeit auszusetzen.

* Verwenden Sie nukleasefreie Laborgeréte (z. B. Pipetten, Pipettenspitzen, Reaktionsgefalie).

* Um eine Kreuzkontamination von Proben und Reagenzien zu vermeiden, sollten Sie Pipettenspitzen mit
Aerosolschutz verwenden.

¢ Die strikte Einhaltung des Testprotokolls fiihrt zu den besten Ergebnissen.

e Trennen Sie die Arbeitsplatze fiir die DNA/RNA-Extraktion, das PCR-Setup (Arbeitsbereich 2) und die PCR-
Amplifikation raumlich voneinander.

(Arbeitsbereich 3), um das Risiko einer Kontaminationsverschleppung zu minimieren.

* Verwenden Sie fir alle Pipettierschritte eine PCR-Haube. Da der Kit als gebrauchsfertige lyophilisierte Mischung

geliefert wird, ist ein spezieller Arbeitsbereich fiir das Reagenzien-Setup (Arbeitsbereich 1) nicht erforderlich.
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* Bewegen Sie niemals Materialien von Arbeitsbereich 3 nach Arbeitsbereich 2 oder von Arbeitsbereich 2 und 3 nach
Arbeitsbereich 1.

* Dekontaminieren Sie PCR-Labors mit Bleichmittel oder einem alternativen DNA-Dekontaminationsmittel und UV-
Licht (optional) nach den Tests.

2.2 Verfahren

Real-Time-PCR Zeit-Temperatur-Protokoll

Das folgende Protokoll ist optimiert fir ein Real-Time PCR-Gerat mit einem FAM- (fir Salmonella) und einem VIC-
(interne Kontrolle) Detektionskanal.

Die Programmierung des Zeit-Temperatur-Protokolls sollte vor der Probenvorbereitung erfolgen. Folgendes Real-

Time PCR-Protokoll wird fiir das vetproof® Salmonella Detection Kit eingesetzt (die Programmierung des jeweilige
Real-Time PCR-Gerates bitte der entsprechenden Gebrauchsanweisung entnehmen).

Vorinkubation 1 Zyklus

Schritt 1: 37 °C fur 4 Minuten
Schritt 2: 95 °C fir 5 Minuten
Amplifikation 50 Zyklen

Schritt 1: 95 °C fir 5 Sekunden
Schritt 2*: 60 °C fur 60 Sekunden

* Fluoreszenznachweis in Schritt 2

Anmerkung:
e  Fiir Echtzeit-PCR-Gerate ohne VIC-Detektionskanal kann HEX verwendet werden.

e Beieinigen Real-Time PCR-Gerdten muss der Typ des Sonden-Quenchers sowie die Verwendung eines passiven
Referenzfarbstoffes spezifiziert werden. Das vetproof® Salmonella qPCR LyoKit enthélt Sonden mit einem nicht-
fluoreszierenden ("dunklen") Quencher und keinen passiven Referenzfarbstoff.

Vorbereitung der PCR-Mischung

Gehen Sie wie unten beschrieben vor, um eine 25 pl Standardreaktion vorzubereiten.

Tragen Sie bei der Handhabung der PCR-GefaRRe stets Handschuhe. Das Probenmaterial sollte hinsichtlich Reinheit,
Konzentration und Vorhandensein von Hemmstoffen fiir die PCR geeignet sein.

Hinweis: Die gefriergetrocknete Reaktionsmischung ist nur dann stabil, wenn die PCR-Streifen in dem mitgelieferten
Aluminiumbeutel mit den Kieselgel-Pads aufbewahrt werden, um eine Fliissigkeitsaufnahme zu vermeiden.

1. Nehmen Sie die bendtigte Anzahl an Reaktionen aus dem Aluminiumbeutel. Nutzen Sie zum Zerschneiden der
Streifen eine Schere. VerschlieRen Sie anschliefend den Beutel wieder.

2. Stellen Sie die PCR-Streifen mit dem lyophilisierten Reagenz in ein dafiir passendes PCR-Rack. Uberpriifen Sie, ob
sich das Reagenzpellet auf dem Boden des GefaRes befindet. Sollte dies nicht der Fall sein, zentrifugieren oder
schnipsen Sie kurz das Pellet runter, bevor Sie fortfahren.

3. OffnenSie die PCR-Streifen vorsichtig und verwerfen Sie die Deckelstreifen. Hinweis: Die Streifen diirfen nichtliangere
Zeit offen stehen. Um ungewollte Flissigkeitsabsorption durch das lyophilisierte Reagenz zu vermeiden, 6ffnen Sie
die Streifen erst kurz vor dem Befiillen.
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4. Fillen Sie jeweils 25 pl der extrahierten Proben-DNA in ein ReaktionsgefdR. Das Pellet muss vollstandig durch
vorsichtiges hoch- und runterpipettieren resuspendiert werden.
¢ VVon jeder Probe werden 25 pl zum lyophilisierten Reagenz gegeben. Wenn weniger Volumen genutzt wird, muss
das Volumen auf 25 pl mit PCR-grade H20 aufgefiillt werden.
 Fiir die Negativkontrolle werden 25 pl PCR-grade H20 (farbloser Deckel) zum Reagenz gegeben.
e Fiir die Positivkontrolle werden 25 pl vom Control Template (lila Deckel) zum Reagenz gegeben.

5. SchlielRen Sie die GefaBe mit den neuen, mitgelieferten farblosen Deckelstreifen.
Hinweise: Alternativ kann das Pellet nach dem VerschlieRen der GefaRe durch griindliches Schitteln resuspendiert
werden. Um das Kreuzkontaminationsrisiko zu vermindern, sollte jeweils nur ein PCR-Streifen bearbeitet werden.
Bei der Verwendung der RP PCR-GefdRe sollte bei dem Losen der Pellets durch Schitteln auf die Dichtheit der
Deckelstreifen geachtet werden.

6. Zentrifugieren Sie die PCR-Streifen kurz (5 Sekunden) in einer entsprechenden Zentrifuge bei ca. 150 x g.

7. Stellen Sie die Proben in den PCR-Cycler starten Sie das Programm wie oben beschrieben.
Hinweis: Fir einige PCR-Gerate ist es wichtig, die Proben gleichmaRig im Block des Cyclers zu verteilen. Zum Beispiel
kdénnen zwei Streifen auf die Spalten 1 und 12 positioniert werden.

Arbeitsablauf-Diagramm fiir die Real-Time PCR

Programm einrichten: Richten Sie das PCR-Gerat ein, bevor Sie die Proben vorbereiten. Weisen Sie diese Kanale zu:
FAM (Salmonellen) und VIC (Interne Kontrolle)

|
95°C /
|

( ! n Vorinkubation: 1 Zyklus

60 G : I Schritt 1: 37 °C fiir 4 Minuten

J | Schritt 2: 95 °C fur 5 Minuten
|
|
|
|

Amplifikation: 50 Zyklen

a7 °C
) ) 5 60 sec” Schritt 1: 95 °C fur 5 Sekunden
4min | 5min sec| 60 sec Schritt 2*: 60 °C fiir 60
1 cycle 50 cycles Sekunden

* Messung in Schritt 2

Durchfiihrung: Real-Time-PCR

Treffen Sie geeignete VorsichtsmaBnahmen, um eine Kontamination zu vermeiden, z. B. durch Verwendung
von Filterspitzen und Tragen von Handschuhen.

1. STREIFEN IN GESTELL LEGEN

Nehmen Sie die benotigte Anzahl von PCR-GefdRRen aus dem Aluminiumbeutel.
Wichtig: VerschlieBen Sie den Beutel anschlieBend wieder fest. Legen Sie die
Streifen in ein geeignetes PCR-GefadlRgestell. Falls erforderlich, die Gefalle
vorsichtig schiitteln, um die gefriergetrockneten Pellets auf den Boden aller
GefaRe zu bringen.

2. OFFNEN DER PCR-STREIFEN
Die Streifen kurz vor dem Beflillen vorsichtig 6ffnen und die Deckel wegwerfen.

Nicht langer als notig offen lassen.
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3. PROBEN UND KONTROLLEN HINZUFUGEN

Pipettieren Sie 25 ul der Proben, der Negativkontrolle (durchsichtige Kappen)
oder der Control Template (lila Kappe) in die jeweiligen Vertiefungen.

Bei Verwendung eines geringeren Probenvolumens fiigen Sie PCR-grade H, O
auf ein Gesamtvolumen von 25 plL hinzu.

4. VERSCHLIESSEN DER PCR-STREIFEN

VerschlieRen Sie die Rohrchen mit den 8er-Streifen sorgfaltig.

5. MISCHEN UND ZENTRIFUGIEREN

Das Pellet muss vollstandig mit der Proben-FlUssigkeit gelost werden. Hierfir
kann das Pellet vor dem VerschlieBen durch vorsichtiges Hoch- und
Runterpipettieren resuspendiert werden. Alternativ kann das Pellet nach dem
VerschlieRen der Gefale durch griindliches Schitteln resuspendiert werden.
Zentrifugieren Sie die PCR-Streifen kurz (5 Sekunden) in einer entsprechenden
Zentrifuge bei ca. 150 x g.

6. REAL-TIME-PCR-LAUF STARTEN

Proben wie oben beschrieben zyklisieren. Die Streifen gleichmafig im Cycler-
Block verteilen (z. B. kbnnen zwei Streifen in Spalte 1 und 12 platziert werden).

www.biochek.com INS-KIT230197-98-REV-5
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2.3 Interpretation der Daten

Die Amplifizierung der Salmonella-DNA wird im FAM-Detektionskanal analysiert und die interne

Amplifikationskontrolle im VIC-Detektionskanal. Um PCR-Inhibition auszuschliefen, muss bei einem negativen Ergebnis
im FAM-Kanal die Amplifikation im VIC-Detektionskanal tiberprift werden.

Auswertung der Ergebnisse

Kanal FAM Kanal VIC Ergebnisse
Positiv (Ct-Wert: 10 - 50) Positiv oder negativ Positiv flir Salmonella spp.
Negativ Positiv (Ct-Wert: 25 - 40) Negativ fur Salmonella spp.
Negativ Negativ Ungliltig
Abbildung 1 Abbildung 2
FAM-Kanal (Salmonella-Detektion) VIC-Kanal (interne Amplifikationskontrolle)
Amplification Curves Amplification Curves
25,858 48,437 _—
23358 43937 /—‘
20,858 39,437
S 18,358 g 34,037
& 15058 & 30437
< 13358 < 25097
g 10,858 g 21437
e [
* 388 % 7037
08581, _,,o"""“““ 5‘*:: S
10 20 30 40 50 10 20 30 40 50

Legende:

Dreieck: hohe Konzentration von Salmonella-DNA
Kreis: geringe Konzentration von Salmonella-DNA
Linie: Probe ohne Salmonella-DNA

Positives Ergebnis: Anwesenheit von Salmonella spp. (Feldstamm oder Impfstamm) in der Probe. Ein positives
Ergebnis erfordert weitere mikrobiologische Untersuchungen zum Nachweis, zur Typisierung und Differenzierungvon
Salmonella-Feld und Salmonella Impfstimmen.

Abbildung 1 zeigt ein Beispiel fiir eine Amplifikationskurve fiir Proben mit hohen und niedrigen Konzentrationen von
Salmonella-DNA. Ebenfalls dargestellt ist die Kurve einer Probe, die keine Salmonella-DNA enthalt. Fir diese Probe
ergibt nur die interne Kontrolle eine positive Signalkurve (Abbildung 2), was ein wirklich negatives Ergebnis fir
Salmonella spp. darstellt.

Hinweis: Eine geeignete Kalibrierung der FAM- und VIC-Kandle in Ihrem Real-Time-PCR-Gerdt ist fur die
Unterscheidung von Salmonellen und der internen Kontrolle erforderlich. Befolgen Sie die Anweisungen fir Ihren
Real-Time PCR-Cycler.
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3. Ergdnzende Informationen

Symbole Glossar

REF Produkt-Nummer g Verwendbar bis:
W KitgroRe/Reaktionszahl ‘T Vor Feuchtigkeit schiitzen
e Vor Hitze und direkter
Z
/l/ Lagern unter ’-‘I\ Sonneneinstrahlung schiitzen
Lot Chargen Bezeichnung d Hersteller

Qualitatskontrolle

Alle Produkte werden von unserer Qualitdtskontrolle von Charge zu Charge tiberwacht. Ein Analysezertifikat (CoA) ist bei
BioChek erhaltlich.

Informationen zur Bestellung

Dieses Kit und die dazugehérigen Produkte sind bei BioChek erhiltlich. Fiir eine vollstindige Ubersicht und weitere
Informationen besuchen Sie bitte unsere Website unter www.biochek.com.

Markenzeichen

vetproof ® und foodproof ® sind Marken der Hygiena Diagnostics GmbH.

Garantie und Haftungsausschluss

"Eingeschrankte Garantie" und "Haftungsausschluss": BioChek B.V. garantiert, dass dieses Produkt bis zu
dem auf dem Etikett aufgedruckten Verfallsdatum frei von Material- und Verarbeitungsfehlern ist, und
zwar nur, wenn die folgenden Bedingungen erfiillt sind:

1.Das Produkt wird gemal} den in der Produktliteratur angegebenen Richtlinien und Anweisungen verwendet;

2.Die BioChek B.V. Ubernimmt keine Garantie flr ihr Produkt, wenn: der Defekt eine Folge von Material oder
Verarbeitung ist, die nicht von der BioChek B.V. geliefert wurde; Defekte, die durch unsachgemdfen Gebrauch oder
Gebrauch entgegen der mitgelieferten Anweisungen verursacht wurden, oder unsachgemdfe Lagerung oder
Handhabung des Produkts;

3. Alle schriftlichen, mindlichen, ausdriicklichen oder stillschweigenden Garantien der Marktgéangigkeit und Eignung fir
einen bestimmten Zweck gelten nur fiir einen Zeitraum von einem Jahr ab dem Herstellungsdatum. Es gibt keine
weiteren Garantien, die liber die auf der Vorderseite dieser Garantie beschriebenen hinausgehen;

4.BioChek B.V. lbernimmt gegeniber dem Ké&ufer ihrer Produkte keine Verantwortung fiir irgendwelche
Verpflichtungen, Zusicherungen oder Garantien, die von Handlern oder Verteilern, die ihre Produkte verkaufen,
abgegeben werden, es sei denn, sie werden von einem leitenden Angestellten von BioChek B.V. schriftlich bestatigt;

5.BioChek B.V. libernimmt keine Verantwortung fir beildufig entstandene Schdaden oder Folgeschaden, einschliefilich,
aber nicht beschrankt auf die Verantwortung fiir den Verlust der Nutzung dieses Produkts, Entfernung oder
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Ersatzarbeit, Zeitverlust, Unannehmlichkeiten, Kosten fiir Telefongesprdche, Versandkosten, Verlust oder
Beschadigung von Eigentum oder Einkommensverluste, Personenschiaden oder widerrechtliche Tétung;

6.BioChek B.V. behilt sich das Recht vor, Module, die im Rahmen dieser Garantie zuriickgegeben werden, zu ersetzen
oder eine Gutschrift zu gewdhren.

Regulatorische Haftungsausschliisse
Nur fur den tierarztlichen Gebrauch (fir Huhn). Nur fir den In-vitro-Gebrauch.

Die gesetzlichen Bestimmungen variieren von Land zu Land; dieses Produkt ist moglicherweise in lhrer Region nicht
erhaltlich. Fiir Informationen zur Verfligbarkeit wenden Sie sich bitte an BioChek B.V.

4, Revisionsindex

Version 1: Version vor der Markteinfiihrung

Version 2: Endgiiltige Fassung nach Konsultationen mit der deutschen Zulassungsstelle

Version 3: Hinweis zur Validierung nach DIN EN 16140-2:2016 hinzugefigt

Version 4: Gednderter Kit-Name, Produktcode, Layout, Produktanweisungen und Lieferanteninformationen

Version 5: Endgiiltige Fassung nach Konsultationen mit der deutschen Zulassungsstelle
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5. Informationen fur Lieferanten

EC (REP

BioChek B.V.
Fokkerstraat 14
2811ER Reeuwijk
Niederlande
Telefon +31 (0) 331 2300-200
Website: www.biochek.com
E-Mail: info@biochek.com

wl

Hygiena Diagnostics GmbH
Hermannswerder 17
14473 Potsdam - Deutschland

www.biochek.com
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