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UTILISATION PRÉVUE 
Les sérums d'agglutination Salmonella sont préparés pour l'identification sérologique 
d'organismes appartenant au genre Salmonella selon la classification de Kauffmann-White, à 
l'usage d'un personnel dûment qualifié. 
 
RÉSUMÉ ET EXPLICATION 
Le genre Salmonella contient une grande variété d'espèces pathogènes affectant l'homme et les 
animaux dans le monde entier. L'identification complète des salmonelles nécessite l'isolement de 
la culture, la caractérisation biochimique et l'identification sérologique (sérotypage). 
Les sérums d'agglutination polyvalents « O » (somatiques) de salmonelles sont destinés à faciliter 
la détermination initiale des sérogroupes. L'identification complète des antigènes « O » peut être 
réalisée à l'aide d'antisérums « O » monovalents spécifiques. Le sérotype des isolats de 
salmonelles peut ensuite être déterminé par l'utilisation d'antisérums polyvalents et monovalents 
« H » (flagelles). 
 
PRINCIPE DU TEST 
Le principe de l'identification sérologique des salmonelles consiste à mélanger l'organisme 
suspect avec des sérums d'agglutination contenant des anticorps spécifiques de salmonelles. Les 
bactéries s'agglutinent (agglomérat) en présence de sérums homologues. 
 
MATÉRIEL FOURNI 
Les sérums d'agglutination monovalents et polyvalents de Pro-Lab Diagnostics sur les salmonelles 
« O » et « H » sont préparés chez le lapin à l'aide de souches de référence selon les méthodes 
recommandées par l'Organisation mondiale de la santé (OMS) et absorbées pour éliminer les 
anticorps réagissant de manière croisée. 
Les sérums d'agglutination de salmonelles sont fournis dans des flacons compte-gouttes 
contenant 3,0 ml de sérums d'agglutination dilués prêts à l'emploi avec de l'azoture de sodium ou 
thiomersal comme conservateur. 
 
Antisérums somatiques polyvalents O 
• PL.6000 Polyvalent O A - I + Vi  
• PL.6002 Polyvalent O A-S 
 
Antisérums somatiques monovalents O 
• PL.6010 Groupe A, facteur 2  
• PL.6011 Groupe B, facteur 4  
• PL.6012 Groupe B, facteur 5  
• PL.6013 Groupe C, facteur 6,7  
• PL.6014 Groupe C2, facteur 8  
• PL.6015 Groupe D, facteur 9  
• PL.6016 Groupe B/D, facteur 12 
• PL.6017 Groupe E, facteur 3,10,15,19, 34 
• PL.6018 Groupe E1, facteur 10  
• PL.6019 Groupe E2, facteur 15  
• PL.6020 Groupe E4, facteur 19  
• PL.6021 Groupe E3, facteur 34  
• PL.6022 Groupe F, facteur 11  
• PL.6023 Groupe G, facteur 13,22,23  
• PL.6024 Groupe G1, facteur 22 
• PL.6025 Groupe G2, facteur 23  
• PL.6027 Groupe C3, facteur 20  
• PL.6029 Groupe I, facteur 16  
• PL.6030 Groupe J, facteur 17  

 

• PL.6031 Groupe K, facteur 18 
• PL.6032 Groupe L, facteur 21 
• PL.6033 Groupe M, facteur 28 
• PL.6034 Groupe N, facteur 30 
• PL.6035 Groupe O, facteur 35 
• PL.6036 Groupe P, facteur 38 
• PL.6037 Groupe Q, facteur 39 
• PL.6038 Groupe R, facteur 40 
• PL.6039 Groupe S, facteur 41 
• PL.6040 Vi 
• PL.6041 Facteur 55 
 

Antisérums polyvalents Flagella H 
• PL.6100 Polyvalent H 
• PL.6101 Polyvalent H phase 2, facteurs 1,2,5,6,7,z6 
 

Antisérums monovalents Flagella H 
• PL.6110 Facteur a 
• PL.6111 Facteur b 
• PL.6112 Facteur c 
• PL.6113 Facteur d 
• PL.6114 E complexe eh, enx, enz15 
• PL.6115 Facteur eh 
• PL.6116 Facteur enx 
• PL.6117 Facteur enz15 
• PL.6118 Facteur h 
• PL.6120 Facteur z15 
• PL.6121 G complexe 
• PL.6122 Facteur gm 
• PL.6123 Facteur gp 
• PL.6124 Facteur p 
• PL.6125 Facteur u 
• PL.6126 Facteur s 
• PL.6127 Facteur m 
• PL.6128 Facteur t 
• PL.6129 Facteur f 
• PL.6131 Facteur q 
• PL.6133 Facteur i 
• PL.6134 Facteur k 
• PL.6135 L complexe 
• PL.6136 Facteur I, w 
• PL.6137 Facteur I, v 
• PL.6138 Facteur w 
• PL.6139 Facteur v 
• PL.6140 Facteur z13 
• PL.6141 Facteur z28 
• PL.6142 Facteur r 
• PL.6143 Facteur y 
• PL.6144 Facteur z 
• PL.6145 Z4 complexe 
• PL.6146 Facteur z23 
• PL.6147 Facteur z24 

 

• PL.6148 Facteur z32 
• PL.6149 Facteur z10 
• PL.6151 Facteur z29 
• PL.6153 Facteur 2 
• PL.6154 Facteur 5 
• PL.6155 Facteur 6 
• PL.6156 Facteur 7 
• PL.6157 Facteur z6 
 

Sérums de diagnostic rapide des salmonelles : 
• PL.6200 Sérums de diagnostic rapide des salmonelles 1  
• PL.6201 Sérums de diagnostic rapide des salmonelles 2  
• PL.6202 Sérums de diagnostic rapide des salmonelles 3 
 

MATÉRIEL NÉCESSAIRE MAIS NON FOURNI 
• Lamelles de verre ou tubes à essai 
• Solution saline normale (solution de NaCl à 0,85 %) 
• Anses jetables ou en fil de fer 
• Bain-marie réglé à 50°C 
 

STABILITÉ ET STOCKAGE 
Les sérums d’agglutination de salmonelles doivent être conservés entre 2 et 8°C. Ne pas congeler. 
Conservés dans ces conditions, les sérums d’agglutination peuvent être utilisés jusqu’à la date de 
péremption indiquée sur l’étiquette du produit. Lors de la conservation, certains sérums 
d’agglutination peuvent devenir légèrement troubles ; cela n’indique pas nécessairement une 
détérioration et les sérums peuvent être clarifiés par centrifugation ou filtration avant d’être utilisés. 
Une turbidité importante indique une contamination et ces sérums doivent être jetés. 
Laisser le sérum atteindre la température ambiante avant de l’utiliser.  
 

PRÉCAUTIONS 
• Ne pas utiliser les sérums d’agglutination après la date de péremption indiquée sur 

l’étiquette du produit. 
• Les sérums auquel est attribué un numéro de lot à 4 chiffres préfixé par la lettre P 

contiennent de l’azoture de sodium, qui est hautement toxique. Bien que la quantité 
d’azoture de sodium dans les sérums soit minime, des précautions de sécurité doivent être 
prises lors de la manipulation, du traitement et de l’élimination du réactif.  

• Les sérums auquel est attribué un numéro de lot à 4 chiffres contiennent du thiomersal, qui 
est un composé hautement toxique à base de mercure à une concentration de 0,01%. Bien 
que la quantité dans les sérums soit minime, des précautions de sécurité doivent être prises 
lors de la manipulation, du traitement et de l’élimination du réactif.  

• Éviter de contaminer le flacon de réactif. 
• L’échantillon de test peut contenir des organismes pathogènes pour l’homme et doit être 

manipulé et éliminé comme du matériel infectieux. 
• Le réactif est destiné uniquement au diagnostic in vitro. 
• Les procédures, les conditions de stockage, les précautions et les limitations spécifiées 

dans ces instructions doivent être respectées afin d’obtenir des résultats de test valides. 
• Le produit contient du matériel d’origine animale et doit être manipulé comme un vecteur 

et un transmetteur potentiel de maladies. 
• L’antigène Vi peut masquer l’identité des antigènes O. Dans ce cas, il peut être nécessaire 

de chauffer une suspension d’antigènes de l’isolat pendant une heure à 100oC ou pendant 
15 minutes à 120oC.  

• Tout incident grave se produisant en lien avec l’appareil devra être signalé au fabricant 
ainsi qu’à l’autorité compétente de l’État membre dans lequel cet incident s’est produit. 
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STOCKAGE ET PRÉLÈVEMENT DES ÉCHANTILLONS 
Pour les procédures spécifiques concernant la collecte des échantillons et la préparation des 
cultures primaires, se référer à un manuel de microbiologie standard. Les colonies isolées sur des 
milieux gélosés différentiels entériques et suspectées d’être des salmonelles doivent être 
confirmées par des tests biochimiques conventionnels. En général, il convient d’utiliser un milieu 
peu sélectif, par exemple une gélose au sang ou une gélose nutritive, pour cultiver des colonies 
en vue de l’identification de l’antigène somatique « O ». Pour l’identification de l’antigène flagellaire 
« H », il est préférable de préparer la culture à partir d'une croissance en phase liquide. 
 
PROCÉDURE D'ESSAI 
 
A. Identification de l'antigène somatique et de l'antigène Vi de salmonelles (test sur 
lamelle) : 
1. Placer deux anses distinctes de solution saline normale (chlorure de sodium à 0,85 %) sur 

une lamelle de verre propre. 
2. Émulsionner une petite partie d'une colonie suspecte de salmonelles provenant d'une 

plaque de culture d'une nuit dans chacune des gouttes de solution saline. Mélanger 
soigneusement pour obtenir une suspension bactérienne homogène. Jeter la lamelle et 
recommencer si une auto-agglutination (agglomérat) se produit.  

3. Ajouter une anse de Sera à l'une des gouttes de suspension bactérienne. Ajouter une 
cuillerée de solution saline à l'autre ; cette solution servira de contrôle. 

4. Mélanger les sérums d'agglutination avec la suspension bactérienne à l'aide d'une anse 
stérile. 

5. Incliner doucement la lamelle d'avant en arrière pendant une minute. Dans des conditions 
normales d'éclairage, observer l'agglutination (agglomérat) de la suspension avec les 
sérums et l'éclaircissement de la suspension saline.  

 
B. Identification de l'antigène flagellaire (H) de salmonelles (test sur lamelle) : 
La procédure est la même que pour l'identification des antigènes somatiques, à l'exception de 
l'utilisation de la croissance en phase liquide à partir d'un milieu semi-solide avec un tube de 
Craigie ou de la croissance dans le liquide d'une pente d'agar. Si la culture en milieu liquide est 
utilisée, il n'est pas nécessaire de préparer des suspensions salines. La détection des antigènes 
flagellés peut normalement être réalisée par des tests d'agglutination sur lamelle ; toutefois, 
certaines souches sont peu flagellées et ne peuvent être identifiées que par des tests 
d'agglutination sur tube. 
 
C. Identification des antigènes somatiques, VI et H de salmonelles (test en tube) : 
1. Préparation des suspensions cellulaires pour les tests : Préparer une suspension dense de 

bactéries dans une solution saline normale et la faire bouillir pendant 10 minutes ou utiliser 
des cellules déshydratées à l'alcool remises en suspension dans une solution saline 
normale dans le tube Browns 2 pour l'identification des antigènes somatiques. Préparer 
une culture en bouillon tué formalisée pour l'identification de l'antigène « H ». Suspendre 
les colonies suspectes de « Vi » dans une solution saline formelle à 0,5 % dans le tube 2 
de Brown pour l'identification des antigènes « Vi ». 

2. Dilution du sérum : Afin d'utiliser les sérums d'agglutination de salmonelles dans un tube à 
essai, chaque sérum doit être dilué dans une proportion de 1:5 dans une solution saline 
normale avant d'être utilisé.  

3. Ajouter 150 ul de solution saline normale dans un tube à essai en verre et, dans un autre 
tube, un volume égal de sérum d'agglutination dilué. 

4. Ajouter un volume égal de suspension cellulaire préalablement préparée dans chaque tube. 
5. Incuber au bain-marie à 37 °C pendant 2 heures dans le cas de l'identification de l'antigène 

flagellaire ou pendant 5 à 18 heures dans le cas de l'identification de l'antigène somatique 
ou « Vi ». Pour certaines bactéries, une incubation à 50oC est préférable. 

 

 
6. Laisser reposer les tubes sur la paillasse pendant 30 minutes. Observer l'agglutination. Il 

peut être nécessaire de faire tourner les tubes pour remuer les granulés dans le dépôt, 
mais ne pas les agiter. 

7. Aucune agglutination ne doit être visible dans le tube de contrôle. Si une auto-agglutination 
s'est produite dans le contrôle, jeter tous les tubes et répéter le test. 

 
D. Identification de l'antigène flagellaire (H) de salmonelles à l'aide du sérum de diagnostic 
rapide de salmonelles : 
Les sérums de diagnostic rapide des salmonelles sont utilisés en combinaison pour déterminer le 
groupe flagellaire. 
1. Pour la procédure d'identification de l'antigène flagellaire (H) de salmonelles à l'aide du test 

sur lamelle, se référer à la procédure B. 
2. Pour la procédure d'identification de l'antigène flagellaire (H) de salmonelles à l'aide du test 

en tube, se référer à la procédure C. 
 
 

PROCÉDURE DE CONTRÔLE DE LA QUALITÉ 
Se référer au certificat d'analyse spécifique au lot. 
 
 

INTERPRÉTATION DES RÉSULTATS 
1. Pour la procédure A ou B : 

Une agglutination distincte (agglutination granulaire) dans les 60 secondes, sans auto-
agglutination dans le contrôle salin, est considérée comme un résultat positif. Les résultats 
positifs peuvent être confirmés par des tests d'agglutination en tube. 

2. Pour la procédure C : 
Les « agglomérats » granuleux observés dans le tube sont considérés comme un résultat 
positif pour l'identification de l'antigène « O », tandis qu'un aspect plus floconneux observé 
à l'aide d'une lumière vive sur un fond sombre est considéré comme un résultat positif pour 
l'identification de l'antigène « H ». 

3. Pour la procédure D : 
i) Les résultats positifs sont interprétés pour le test sur lamelle comme dans le point 

1. 
ii) Les résultats positifs sont interprétés pour le test en tube comme au point 2. 
iii) Pour l'interprétation des résultats des sérums de diagnostic rapide de salmonelles 

1, 2 et 3 en tant que panel, se référer au tableau suivant : 
 

 Groupe flagellaire de 
salmonelles  

Sérums b d E G k L r 
Sérums de diagnostic rapide des 
salmonelles 1 

+ + + - - - + 

Sérums de diagnostic rapide des 
salmonelles 2 

+ - + - + + - 

Sérums de diagnostic rapide des 
salmonelles 3 

- + + + + - - 

 
 
LIMITES DE LA PROCÉDURE 
• Les sérums d'agglutination ne doivent être utilisés que pour l'identification de cultures qui 

ont été préalablement caractérisées biochimiquement comme des salmonelles. La 
présence d'antigènes similaires à la surface de bactéries autres que les salmonelles n'a 
pas été testée et peut fausser les résultats. 

 

 
• Les souches grossières s'auto-agglutinent, ce qui donne des résultats faussement positifs. 

C'est pourquoi un contrôle de la solution saline normale doit être inclus dans chaque test 
afin de garantir la spécificité de la réaction. 

• Il est recommandé de vérifier l'activité des sérums d'agglutination des salmonelles à l'aide 
de cultures mères dont la structure antigénique est connue. 

• Bien que la majorité des souches de salmonelles possédant les antigènes appropriés 
agglutinent avec l'antisérum homologue, l'agglutination ne peut être garantie dans tous les 
cas en raison de légères différences, par exemple, dans l'expression antigénique entre les 
souches d'un même sérotype et les colonies individuelles en raison de la variation de la 
forme (5). 

• La sensibilité du test sur lamelle peut être réduite si des volumes supérieurs à 10 µl sont 
utilisés.  
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