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K NEOGEN

Product Instructions

Molecular Detection Assay 2 - Listeria

Product Description and Intended Use
Neogen® Molecular Detection Assay 2 - Listeria is used with the Neogen® Molecular Detection System for the rapid and
specific detection of Listeria species in enriched food and environmental samples.

The Neogen® Molecular Detection Assays use loop-mediated isothermal amplification to rapidly amplify nucleic acid
sequences with high specificity and sensitivity, combined with bioluminescence to detect the amplification. Presumptive
positive results are reported in real-time while negative results are displayed after the assay is completed. Presumptive
positive results should be confirmed using your preferred method or as specified by local regulations'-23,

The Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria is intended for use in a laboratory environment by professionals trained
in laboratory techniques. Neogen has not documented the use of this product in industries other than food or beverage.
For example, Neogen has not documented this product for testing water, pharmaceutical, cosmetics, clinical or veterinary
samples. The Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria has not been evaluated with all possible testing protocols or
with all possible strains of bacteria.

As with all test methods, the source, formulation and quality of enrichment medium can influence the results. Factors
such as sampling methods, testing protocols, sample preparation, handling, and laboratory technique may also influence
results. Neogen recommends evaluation of the method including enrichment medium, in the user’s environment using a
sufficient number of samples with particular foods and/or environmental samples and microbial challenges to ensure that
the method meets the user’s criteria. Neogen has evaluated the Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria with Demi-
Fraser Broth and Fraser Broth containing Ferric Ammonium Citrate. A typical formulation of these media follows below.

Demi-Fraser Broth Base Typical Formula (g/L)  Fraser Broth Base Typical Formula (g/L)
Sodium Chloride 20g  Sodium Chloride 209
Sodium Phosphate, dibasic, anhydrous* 9.6g  Sodium Phosphate, dibasic, anhydrous* 9.6¢g
Beef Extract 50g Beef Extract 50g
Pancreatic Digest of Casein 50g Pancreatic Digest of Casein 50g
Peptic Digest of Animal Tissue 50g Peptic Digest of Animal Tissue 50g
Yeast Extract 5.0g Yeast Extract 50g
Lithium Chloride 3.0g Lithium Chloride 3.0g
Potassium Phosphate, monobasic 1.35g Potassium Phosphate, monobasic 1.35¢g
Esculin 109 Esculin 1.0g
Acriflavin HCI 0.01 ZS Acriflavin HCI 0.025¢g
Nalidixic Acid 0.01g  Nalidixic Acid 0.02g
* Substitute: Sodium Phosphate, dibasic, dihydrate 12049

Fraser Broth Supplement
(Ingredients per 10 mL vial. One vial is added to one liter of basal medium.)

Ferric Ammonium Citrate 0.5g9/10 mL
Final pH 7.2 + 0.2 at 25°C

The Neogen® Molecular Detection Instrument is intended for use with samples that have undergone heat treatment during
the assay lysis step, which is designed to destroy organisms present in the sample. Samples that have not been properly
heat treated during the assay lysis step may be considered a potential biohazard and should NOT be inserted into the
Neogen Molecular Detection Instrument.

Neogen Food Safety is certified to ISO (International Organization for Standardization) 9001 for design and manufacturing.

The Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria test kit contains 96 tests, described in Table 1.
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Table 1. Neogen Molecular Detection Assay Kit Components

Item Identification Quantity Contents Comments
Neogen® Lysis Pink solution in clear | 96 (12 strips of Racked and ready
Solution (LS) tubes 8 tubes) 580 L of LS per tube to use

Neogen® Molecular . Lyophilized specific

Detection Assay 2 Blue tubes g%;zstnps of amplification and Ready to use

Listeria Reagent Tubes detection mix

Extra caps Blue caps 96 (12 strips of 8 caps) Ready to use

Lyophilized control
DNA, amplification Ready to use
and detection mix

16 (2 pouches of
8 individual tubes)

Neogen® Reagent

Control (RC) Clear flip-top tubes

The Negative Control, not provided in the kit, is sterile enrichment medium, e.g., Demi-Fraser Broth. Do not use water as a
Negative Control.

Safety
The user should read, understand and follow all safety information in the instructions for the Neogen Molecular Detection
System and the Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria. Retain the safety instructions for future reference.

A WARNING: Indicates a hazardous situation, which, if not avoided, could result in death or serious injury and/or property
damage.

NOTICE: Indicates a potentially hazardous situation which, if not avoided, could result in property damage.

A WARNING

Do not use the Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria in the diagnosis of conditions in humans or animals.

The Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria method may generate Listeria monocytogenes to levels sufficient to
cause stillbirths and fatalities in pregnant women and the immunocompromised, if exposed.

The user must train its personnel in current proper testing techniques: for example, Good Laboratory Practices,
ISO/IEC 17025“, or ISO 7218©),

To reduce the risks associated with a false-negative result leading to the release of contaminated product:
e Follow the protocol and perform the tests exactly as stated in the product instructions.

e Store the Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria as indicated on the package and in the product instructions.
e Always use the Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria by the expiration date.

e Use the Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria for food and environmental samples that have been validated
internally or by a third party.

e Use the Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria only for surfaces, sanitizers, protocols and bacterial strains that
have been validated internally or by a third party.

e For an environmental sample containing Neutralizing Buffer with aryl sulfonate complex, perform a 1:2 dilution before
testing (1 part sample into 1 part sterile enrichment broth). Another option is to transfer 10 pL of the NB enrichment
into the Neogen Lysis Solution tubes. Neogen® Sample Collection products which include Neutralizing Buffer with aryl
sulfonate complex: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL10NB2G, HS10NB, HS1TONB2G and HS2410NB2G.

To reduce the risks associated with exposure to chemicals and biohazards:
e ltis strongly recommended that female laboratory staff be informed of the risk to a developing fetus resulting from
infection of the mother through exposure to Listeria monocytogenes.

e Perform pathogen testing in a properly equipped laboratory under the control of trained personnel. Incubated
enrichment media and equipment or surfaces that have come into contact with incubated enrichment media may
contain pathogens at levels sufficient to cause risk to human health.

e Always follow standard laboratory safety practices, including wearing appropriate protective apparel and eye protection
while handling reagents and contaminated samples.

e Avoid contact with the contents of the enrichment media and reagent tubes after amplification.
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e Samples that have not been properly heat treated during the assay lysis step may be considered a potential biohazard
and should NOT be inserted into the Neogen Molecular Detection Instrument.

e Dispose of enriched samples according to current industry standards.

To reduce the risks associated with cross-contamination while preparing the assay:
e Always wear gloves (to protect the user and prevent introduction of nucleases).

To reduce the risks associated with environmental contamination:
e Follow current industry standards for disposal of contaminated waste.

To reduce the risks associated with exposure to hot liquids:
e Do not exceed the recommended temperature setting on heater.

e Do not exceed the recommended heating time.

e Use an appropriate, calibrated thermometer to verify the Neogen® Molecular Detection Heat Block Insert temperature
(e.g., a partial immersion thermometer or digital thermocouple thermometer, not a total immersion thermometer.) The
thermometer must be placed in the designated location in the Neogen Molecular Detection Heat Block Insert.

I NOTICE

To reduce the risks associated with cross-contamination while preparing the assay:
Change gloves prior to reagent pellet hydration.

Use of sterile, aerosol barrier (filtered), molecular biology grade pipette tips is recommended.

e Use a new pipette tip for each sample transfer.

Use Good Laboratory Practices to transfer the sample from the enrichment to the lysis tube. To avoid pipettor
contamination, the user may choose to add an intermediate transfer step. For example, the user can transfer each
enriched sample into a sterile tube.

e Use a molecular biology workstation containing germicidal lamp where available. Periodically decontaminate laboratory
benches and equipment (pipettes, cap/decap tools, etc.) with a 1- 5% (v:v in water) household bleach solution or DNA
removal solution.

To reduce the risks associated with a false-positive result:
e Never open reagent tubes post amplification.

e Always dispose of the contaminated tubes by soaking in a 1-5% (v:v in water) household bleach solution or equivalent
solution for 1 hour and away from the assay preparation area.

e Never autoclave reagent tubes post amplification.
Consult the Safety Data Sheet for additional information and local regulations for disposal.

If you have questions about specific applications or procedures, please visit our website at www.neogen.com or contact
your local Neogen representative or distributor.

User Responsibility
Users are responsible for familiarizing themselves with product instructions and information. Visit our website at
www.neogen.com, or contact your local Neogen representative or distributor for more information.

When selecting a test method, it is important to recognize that external factors such as sampling methods, testing
protocols, sample preparation, handling, and laboratory technique may influence results.

It is the user’s responsibility in selecting any test method or product to evaluate a sufficient number of samples with the
appropriate matrices and microbial challenges to satisfy the user that the chosen test method meets the user’s criteria.

It is also the user’s responsibility to determine that any test methods and results meet its customers’ and suppliers’
requirements.

As with any test method, results obtained from use of any Neogen Food Safety product do not constitute a guarantee of
the quality of the matrices or processes tested.

To help customers evaluate the method for various food matrices, Neogen has developed the Neogen® Molecular
Detection Matrix Control kit. When needed, use the Matrix Control (MC) to determine if the matrix has the ability to impact
the Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria results. Test several samples representative of the matrix, i.e., samples
obtained from different origin, during any validation period when adopting the Neogen method or when testing new or
unknown matrices or matrices that have undergone raw material or process changes.
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A matrix can be defined as a type of product with intrinsic properties such as composition and process. Differences
between matrices may be as simple as the effects caused by differences in their processing or presentation for example,
raw vs. pasteurized; fresh vs. dried, etc.

Limitation of Warranties / Limited Remedy

EXCEPT AS EXPRESSLY STATED IN A LIMITED WARRANTY SECTION OF INDIVIDUAL PRODUCT PACKAGING,
NEOGEN DISCLAIMS ALL EXPRESS AND IMPLIED WARRANTIES, INCLUDING BUT NOT LIMITED TO, ANY
WARRANTIES OF MERCHANTABILITY OR FITNESS FOR A PARTICULAR USE. If any Neogen Food Safety Product is
defective, Neogen or its authorized distributor will, at its option, replace or refund the purchase price of the product. These
are your exclusive remedies. Please contact your Neogen representative or authorized Neogen distributor for any further
questions.

Limitation of Neogen Liability

NEOGEN WILL NOT BE LIABLE FOR ANY LOSS OR DAMAGES, WHETHER DIRECT, INDIRECT, SPECIAL, INCIDENTAL
OR CONSEQUENTIAL DAMAGES, INCLUDING BUT NOT LIMITED TO LOST PROFITS. In no event shall Neogen’s liability
under any legal theory exceed the purchase price of the product alleged to be defective.

Storage and Disposal

Store the Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria at 2-8°C. Do not freeze. Keep kit away from light during storage.
After opening the kit, check that the foil pouch is undamaged. If the pouch is damaged, do not use. After opening, unused
reagent tubes should always be stored in the re-sealable pouch with the desiccant inside to maintain stability of the
lyophilized reagents. Store resealed pouches at 2-8°C for no longer than 60 days.

Do not use Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria past the expiration date. Expiration date and lot number are noted
on the outside label of the box. After use, the enrichment medium and the Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria
tubes can potentially contain pathogenic materials. When testing is complete, follow current industry standards for the
disposal of contaminated waste. Consult the Safety Data Sheet for additional information and local regulations for disposal.

Instructions for Use
Follow all instructions carefully. Failure to do so may lead to inaccurate results.

Periodically decontaminate laboratory benches and equipment (pipettes, cap/decap tools, etc.) with a 1- 5% (v:v in water)
household bleach solution or DNA removal solution.

The user should complete the Neogen Molecular Detection System operator qualification training, as described in the
“Installation Qualification (IQ) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for Neogen Molecular Detection
System” document®,

See Section “Specific Instructions for validated methods” for specific requirements:

Table 3 for enrichment protocols according to AOAC® Official Method of Analysis®™ 2016.07 and AOAC® Performance
Tested Method™ Certificate #111501.

Table 4 for enrichment protocols according to NF Validation certificate 3M 01/14-05/16.

Sample Enrichment

Tables 2, 3 or 4 present guidance for the enrichment of food and environmental samples. It is the user’s responsibility to

validate alternative sampling protocols or dilution ratios to ensure this test method meets the user’s criteria.

Foods

1. Allow the Demi-Fraser Broth enrichment medium (includes ferric ammonium citrate) to equilibrate to ambient laboratory
temperature.

2. Aseptically combine the enrichment medium and sample according to Tables 2, 3 or 4. For all meat and highly
particulate samples, the use of filter bags is recommended.

3. Homogenize thoroughly by blending, stomaching, hand mixing for 2 + 0.2 minutes. Incubate at 37 + 1°C according to
Tables 2, 3 or 4.

4. For raw dairy products (see Tables 2 or 4), transfer 0.1 mL of the primary enrichment into 10 mL of Fraser Broth.
Incubate at 37 = 1°C for 20-24 hours.

Environmental Samples
Sample collection devices can be a sponge hydrated with a neutralizing solution to inactivate the effects of the sanitizers.
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Neogen recommends the use of a biocide-free cellulose sponge. Neutralizing solution can be Dey-Engley (D/E)
Neutralizing Broth or Letheen Broth. It is recommended to sanitize the area after sampling.

WARNING: Should you select to use Neutralizing Buffer (NB) that contains aryl sulfonate complex as the hydrating
solution for the sponge, it is required to perform a 1:2 dilution (1 part sample into 1 part sterile enrichment broth) of the
enriched environmental sample before testing in order to reduce the risks associated with a false-negative result leading
to the release of contaminated product. Another option is to transfer 10 L of the neutralizing buffer enrichment into the
Neogen Lysis Solution tubes.

The recommended size of the sampling area to verify the presence or absence of the pathogen on the surface is at least
100 cm? (10 cm x 10 cm or 4"x4"). When sampling with a sponge, cover the entire area going in two directions (left to right
then up and down) or collect environmental samples following your current sampling protocol or according to the FDA
BAM®, USDA FSIS MLG® or ISO 18593 guidelines.

1. Allow the Demi-Fraser Broth enrichment medium (includes ferric ammonium citrate) to equilibrate to ambient laboratory
temperature.

2. Aseptically combine the enrichment medium and sample according to Tables 2, 3 or 4.

3. Homogenize thoroughly by blending, stomaching, hand mixing or vortexing for 2 *+ 0.2 minutes. Incubate at 37 + 1°C for
24-30 hours according to Tables 2, 3 or 4.

Table 2: General enrichment protocols at 37 £ 1°C using Demi-Fraser Broth® and Fraser Broth® as needed.

Enrichment
Sample Sample Broth
Matrix Size Volume
(mL)

Enrichment | Enrichment
Temperature Time
(x1°C) (hours)

Heat-
processed,
cooked, cured
meats, poultry,
seafood and
fish

Heat-

processed /
pasteurized 25¢g 225 37 24-30

dairy products

Produce and
vegetables

Multi-
component
foods

Environmental | 1 sponge | 100 or 225 37 24-30
samples 1 swab 10 37 24-30

Raw meat,
poultry, 25g 475 37 28-32
seafood, fish
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. . . Secondary Enrichment
- (a)
Primary Enrichment (Demi-Fraser Broth) (Fraser Broth)® ) |
Sample Enrichment A::I‘ ps;
Matrix Enrichment | Enrichment Enrichment | Enrichment Y
Sample Broth . Sample . Volume®
. Temperature Time . Temperature Time
Size Volume o Size o
(mL) (x1°C) (hours) (x1°C) (hours)
Transfer
0.1 mL
Raw dairy into
products 25g 225 37 20-24 10mL 37 20-24 10 L
Fraser
Broth

(a) Demi-Fraser and Fraser Broth should always be supplemented with Fraser Broth Supplement (ferric ammonium citrate)
during primary or secondary enrichment.

(b) Volume of enriched sample transferred to the Neogen Lysis Solution tubes. Refer to Step 4.6 of Lysis section.

Specific Instructions for Validated Methods
AOAC® Official Method®™ 2016.07
AOAC® Performance Tested Method*™ #111501

" PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 111501

In AOAC Research Institute OMASM and PTMSM programs, the Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria was found to
be an effective method for the detection of Listeria species. The matrices tested in the study are shown in Table 3.

Table 3. Enrichment protocols using Demi-Fraser Broth® at 37 = 1 °C according to AOAC OMASM 2016.07 and AOAC
PTMSMCertificate #111501.

Enrichment Time

Sample Matrix Sample Size Enrichment Broth Volume (mL) (hours)

Beef hot dogs, queso fresco, vanilla ice
cream, 4% milk fat cottage cheese,
3% chocolate whole milk, romaine 25¢g 225 24-30
lettuce, bagged raw spinach, cold

smoked salmon

Raw chicken 25¢g 475 28-32
Deli turkey 125¢g 1125 24-30
Cantaloupe® Whole melon | Enough volume to allow melon to float 26-30
© Stainless steel 1 sponge 225 24-30
é 3 Sealed concrete 1 sponge 100 24-30
Ea
3
Bl Plastic® 1 swab 10 24-30
L

All samples for the AOAC validation were homogenized by stomaching unless otherwise noted.

(a) Demi-Fraser and Fraser Broth should always be supplemented with Fraser Broth Supplement (ferric ammonium citrate)
during primary or secondary enrichment.

(b) Homogenize sample by hand mixing.

(c) Homogenize sample by vortexing.
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For more information about end of validity, please refer to NF VALIDATION certificate available on the website mentioned

above.

NF VALIDATION certified method in compliance with 1ISO 16140-2® in comparison to 1ISO 11290-1®

Scope of the validation: All human food and environmental samples (excluding primary production samples)

Sample preparation: Samples should be prepared according to ISO 11290-1® and ISO 6887®

Software version: See certificate

Table 4. Enrichment protocols according to NF VALIDATION certified method 3M 01/14-05/16 at 37 = 1 °C using
Demi-Fraser Broth® and Fraser Broth® as needed.

Euychinent Enrichment |Enrichment| Sample | Accepted
General | Sample Broth . .
. Temperature Time Analysis | Interruption
Protocol | Size Volume A b -
(x1°C) (hours) | Volume® Point
(mL)
All food e Demi-
samples Fraser
(excepted Broth
raw up to 72
meats, hours
raw 25¢g 225 37 24-30 20 uL o Lysate at
seafood -20°C
and raw e Lysate at
dairy 4°C up to
products) 72 hours
Environ- zsfvzgai; e lysate at
mental or 1 225 37 24-30 20 uL -90°C
samples .
wipe
e Enrichment . .
Specific Enrichment | Enrichment| Sample | Accepted
Sample Broth . .
Protocol Size Volume Temperature Time Analysis | Interruption
1 (x1°C) (hours) | Volume® Point
(mL)
e Demi-
Fraser
Broth
Raw up to 72
meats hours
and raw 25¢g 475 37 28-32 20 uL o Lysate at
seafood -20°C
e lysate at
4°Cupto
72 hours
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Primary Enrichment (Demi-Fraser Broth)® Secondary Enrichment (Fraser Broth)®
Specific . Accepted
Protocol SUCTIES Enrichment | Enrichment Enrichment | Enrichment Samplf-: Interrup-
Sample Broth Sample . Analysis
2 . Temperature Time . Temperature Time w» | tion Point
Size Volume o Size o Volume®
(mL) (x1°C) (hours) (x1°C) (hours)
e Fraser
Transfer Broth
Raw 0:1 mL up to
dairy | 259 225 37 20-24 into 37 20-24 | 1opL | 2
roducts 10 mL hours
P Fraser e Lysate
Broth at
-20°C

(a) Demi-Fraser and Fraser Broth should always be supplemented with Fraser Broth Supplement (ferric ammonium citrate)
during primary or secondary enrichment.

(b) Volume of enriched sample transferred to the Neogen Lysis Solution tubes. Refer to Step 4.6 of Lysis section.

| Note: Samples larger than 25 g have not been tested in the NF validation study. |

Preparation of the Neogen® Molecular Detection Speed Loader Tray

1. Wet a cloth with a 1-5% (v:v in water) household bleach solution or equivalent solution and wipe the Neogen® Molecular
Detection Speed Loader Tray.

2. Rinse the Neogen Molecular Detection Speed Loader Tray with water.
3. Use a disposable towel to wipe the Neogen Molecular Detection Speed Loader Tray dry.
4. Ensure the Neogen Molecular Detection Speed Loader Tray is dry before use.

Preparation of the Neogen® Molecular Detection Chill Block Insert
Place the Neogen® Molecular Detection Chill Block directly on the laboratory bench. Use the chill block at ambient
laboratory temperature (20-25°C).

Preparation of the Neogen® Molecular Detection Heat Block Insert

Place the Neogen® Molecular Detection Heat Block Insert in a dry double block heater unit. Turn on the dry block heater unit
and set the temperature to allow the Neogen Molecular Detection Heat Block Insert to reach and maintain a temperature of
100 = 1°C.

Note: Depending on the heater unit, allow approximately 30 minutes for the Neogen Molecular Detection Heat Block
Insert to reach temperature. Using an appropriate, calibrated thermometer (e.g., a partial immersion thermometer or
digital thermocouple thermometer, not a total immersion thermometer) placed in the designated location, verify that the
Neogen Molecular Detection Heat Block Insert is at 100 = 1°C.

Preparation of the Neogen® Molecular Detection Instrument

1. Launch the Neogen® Molecular Detection System Software and log in. Contact your Neogen Food Safety representative
to ensure you have the most updated version of the software.

2. Turn on the Neogen Molecular Detection Instrument.

3. Create or edit a run with data for each sample. Refer to the Neogen Molecular Detection System User Manual for details.

Note: The Neogen Molecular Detection Instrument must reach Ready State before inserting the Neogen Molecular
Detection Speed Loader Tray with reaction tubes. This heating step takes approximately 20 minutes and is indicated
by an ORANGE light on the instrument’s status bar. When the instrument is ready to start a run, the status bar will turn
GREEN.

Lysis

Remove the bottom of Neogen Lysis Solution Rack with a screwdriver or spatula before placing in the Neogen Molecular
Detection Heat Block Insert.
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. Allow the Neogen Lysis Solution tubes to warm up by setting the rack at room temperature (20-25°C) overnight (16-
18 hours). Alternatives to equilibrate the Neogen Lysis Solution tubes to room temperature are to set the Neogen Lysis
Solution tubes on the laboratory bench for at least 2 hours, incubate the Neogen Lysis Solution tubes ina 37 + 1°C
incubator for 1 hour or place them in a dry double block heater for 30 seconds at 100 + 1°C.

2. Invert the capped tubes to mix. Proceed to next step within 4 hours.

. Remove the enrichment broth from the incubator.

4. One Neogen Lysis Solution tube is required for each sample and the Negative Control (NC) sample (sterile enrichment

medium).

4.1 Neogen Lysis Solution tube strips can be cut to desired Neogen Lysis Solution tube number. Select the number of
individual Neogen Lysis Solution tubes or 8-tube strips needed. Place the Neogen Lysis Solution tubes in an empty
rack.

4.2 To avoid cross-contamination, decap one Neogen Lysis Solution tube strip at a time and use a new pipette tip for
each transfer step.

4.3 Transfer enriched sample to Neogen Lysis Solution tubes as described below:

Transfer each enriched sample into an individual Neogen Lysis Solution tube first. Transfer the NC last.

4.4 Use the Neogen® Molecular Detection Cap/Decap Tool-Lysis to decap one Neogen Lysis Solution tube strip - one
strip at a time.

4.5 Discard the Neogen Lysis Solution tube cap — if lysate will be retained for retest, place the caps into a clean
container for re-application after lysis.

4.5.1 For processing of retained lysate, see Appendix A.

4.6 Transfer 20 pL of sample into a Neogen Lysis Solution tube unless otherwise indicated in protocols from Tables 2, 3
or 4 (e.g., raw dairy products or when using environmental samples with neutralizing buffer use 10 pL).

20l

000
ol

ol

g

0N

. Repeat step 4.4 to 4.6 until each individual sample has been added to a corresponding Neogen Lysis Solution tube in the
strip.

. When all samples have been transferred, transfer 20 uL of NC (sterile enrichment medium, e.g., Demi-Fraser Broth) into
a Neogen Lysis Solution tube. Do not use water as a NC.

. Verify that the temperature of the Neogen Molecular Detection Heat Block Insert is at 100 = 1°C.

. Place the uncovered rack of Neogen Lysis Solution tubes in the Neogen Molecular Detection Heat Block Insert and heat
for 15 = 1 minutes. During heating, the Neogen Lysis Solution will change from pink (cool) to yellow (hot).

8.1 Samples that have not been properly heat treated during the assay lysis step may be considered a potential
biohazard and should NOT be inserted into the Neogen Molecular Detection Instrument.
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9. Remove the uncovered rack of Neogen Lysis Solution tubes from the heating block and allow to cool in the Neogen

Molecular Detection Chill Block Insert at least 5 minutes and a maximum of 10 minutes. The Neogen Molecular
Detection Chill Block Insert used at ambient temperature should sit directly on the laboratory bench. When cool, the
lysis solution will revert to a pink color.

10.Remove the rack of Neogen Lysis Solution tubes from the Neogen Molecular Detection Chill Block Insert.

00:15:00
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Amplification

1.

One Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria Reagent Tube is required for each sample and the NC.

1.1 Reagent tube strips can be cut to desired tube number. Select the number of individual Neogen Molecular
Detection Assay 2 — Listeria Reagent Tubes or 8-tube strips needed.

1.2 Place Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria Reagent Tubes in an empty rack.
1.3 Avoid disturbing the reagent pellets from the bottom of the tubes.

Select one Neogen Reagent Control (RC) tube and place in rack.

3. To avoid cross-contamination, decap one Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria Reagent Tube strip at a time

and use a new pipette tip for each transfer step.

Transfer lysate to Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria Reagent Tubes and Neogen Reagent Control tube as
described below:

Transfer each sample lysate into individual Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria Reagent Tubes first
followed by the NC. Hydrate the RC tube last.

Use the Neogen® Molecular Detection Cap/Decap Tool-Reagent to decap the Neogen Molecular Detection Assay 2 —
Listeria Reagent Tubes —one Reagent tube strip at a time. Discard cap.

5.1 Transfer 20 pL of sample lysate from the upper 1/2 of the liquid (avoid precipitate) in the Neogen Lysis Solution
tube into corresponding Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria Reagent Tube. Dispense at an angle to
avoid disturbing the pellets. Mix by gently pipetting up and down 5 times.

5.2 Repeat step 5.1 until individual sample lysate has been added to a corresponding Neogen Molecular Detection
Assay 2 — Listeria Reagent Tube in the strip.

5.3 Cover the Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria Reagent Tubes with the provided extra caps and use the
rounded side of the Neogen Molecular Detection Cap/Decap Tool-Reagent to apply pressure in a back and forth
motion ensuring that the cap is tightly applied.

5.4 Repeat steps 5.1 and 5.3 as needed, for the number of samples to be tested.

5.5 When all sample lysates have been transferred, repeat steps 5.1 and 5.3 to transfer 20 uL of NC lysate into a
Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria Reagent Tube.

5.6 Transfer 20 pL of NC lysate into a Neogen Reagent Control tube. Dispense at an angle to avoid disturbing the
pellets. Mix by gently pipetting up and down 5 times.

6. Load capped tubes into a clean and decontaminated Neogen Molecular Detection Speed Loader Tray. Close and latch

the Neogen Molecular Detection Speed Loader Tray lid.

10



7. Review and confirm the configured run in the Neogen Molecular Detection System Software.
8. Click the Start button in the software and select instrument for use. The selected instrument’s lid automatically opens.

9. Place the Neogen Molecular Detection Speed Loader Tray into the Neogen Molecular Detection Instrument and close
the lid to start the assay. Results are provided within 75 minutes, although positives may be detected sooner.

10.After the assay is complete, remove the Neogen Molecular Detection Speed Loader Tray from the Neogen Molecular
Detection Instrument and dispose of the tubes by soaking in a 1-5% (v:v in water) household bleach solution or
equivalent solution for 1 hour and away from the assay preparation area.

NOTICE: To minimize the risk of false positives due to cross-contamination, never open Neogen Molecular Detection Assay
2 — Listeria Reagent Tubes containing amplified DNA. This includes Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria Reagent
Tubes, Neogen Reagent Control and Neogen Molecular Detection Matrix Control tubes. Always dispose of sealed reagent
tubes by soaking in a 1-5% (v:v in water) household bleach solution or equivalent solution for 1 hour and away from the assay
preparation area.

Results and Interpretation

An algorithm interprets the light output curve resulting from the detection of the nucleic acid amplification. Results are
analyzed automatically by the software and are color-coded based on the result. A Positive or Negative result is determined
by analysis of a number of unique curve parameters. Presumptive positive results are reported in real-time while Negative
and Inspect results will be displayed after the run is completed.

Presumptive positive samples should be confirmed as per the laboratory standard operating procedures or by following

the appropriate reference method confirmation-2%, beginning with transfer from the primary enrichment to secondary
enrichment broth (if applicable), followed by subsequent plating and confirmation of isolates using appropriate biochemical
and serological methods.

NOTE: Even a negative sample will not give a zero reading as the system and Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria
amplification reagents have a “background” relative light unit (RLU) reading.

In the rare event of any unusual light output, the algorithm labels this as “Inspect.” Neogen recommends the user to repeat
the assay for any Inspect samples. If the result continues to be Inspect, proceed to confirmation test using your preferred
method or as specified by local regulations.

Table 5: Result symbols for samples and interpretation as provided by the Neogen Molecular Detection System Software.

Well Type | Well Result Symbol Result Interpretation
Sample ‘ Positive The sample is presumptive positive for the target pathogen.
. The sample is negative for the target pathogen.
Sample Negative
The sample matrix was inhibitory to the assay. A re-test may be
Sample @ Inhibited required. Refer to the troubleshooting section and the assay kit
Product Instructions for more information.
The presence or absence of the target pathogen was indeterminate.
Sample @ Inspect A re-test may be required. Refer to the troubleshooting section and
the assay kit Product Instructions for more information.
No bioluminescence was detected. A re-test may be required.
Sample @ Error Refer to the troubleshooting section and the assay kit Product
Instructions for more information.
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Confirmation of Results According to the NF VALIDATION Certified Method
In the context of the NF VALIDATION, all samples identified as positive by the Neogen Molecular Detection Assay 2 -
Listeria must be confirmed by one of the following tests:
Option 1: Using the ISO 11290-1® standard starting from Demi-Fraser enrichment.

Option 2: By isolation on PALCAM agar or on chromogenic agar forming part of a NF VALIDATION certified method for
detection of the Listeria genus. The presence of characteristic colonies is sufficient to confirm the presence of Listeria spp.

Option 3: Using nucleic acid probes as described in ISO 7218® standard, performed on isolated colonies, from selective
agar (see Options 1 or 2).

Option 4: Using any other method certified NF VALIDATION, the principle of which must be different from Neogen
Molecular Detection Assay 2 — Listeria. The complete protocol described for this second validated method must be used.
All steps prior to the start of confirmation must be common to both methods.

In the event of discordant results (presumptive positive with the Neogen Molecular Detection Assay 2 — Listeria, non-confirmed
by one of the means described above) the laboratory must follow the necessary steps to ensure the validity of the results
obtained.

If you have questions about specific applications or procedures, please visit our website at www.neogen.com or contact
your local Neogen representative or distributor.

Appendix A. Protocol Interruption: Storage and re-testing of heat-treated lysates. The storage of lysates at 2 to 8°C for
72 hours does not apply to dairy and environmental samples.

1. To store a heat-treated lysate, re-cap the lysis tube with a clean cap (see “LYSIS”, 4.5)
Store at 2 to 8°C for up to 72 hours.

Prepare a stored sample for amplification by inverting 2-3 times to mix.

Decap the tubes.

Place the mixed lysate tubes on Neogen Molecular Detection Heat Block Insert and heat at 100 = 1°C for 5 + 1 minutes.

o0, wDbd

Remove the rack of Neogen Lysis Solution tubes from the heating block and allow to cool in the Neogen Molecular
Detection Chill Block Insert at least 5 minutes and a maximum of 10 minutes.

7. Continue the protocol at the ‘Amplification’ section detailed above.

References:

1. US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual. Chapter 10: Detection of Listeria monocytogenes
in foods and environmental samples, and enumeration of Listeria monocytogenes in foods. October 31, 2017.

2. US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 8.11. Isolation and identification of
Listeria monocytogenes from red meat, poultry, ready-to-eat siluriformes (fish) and egg products, and environmental
samples. January 2, 2019.

3. NF ENISO 11290-1. Microbiology of the food chain — Horizontal method for the detection and enumeration of Listeria
monocytogenes and of Listeria spp. — Part 1: Detection method.

4. NF EN ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.

5. NF EN ISO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General requirements and guidance for
microbiological examinations.

6. Neogen Installation Qualification (IQ) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for Neogen Molecular
Detection System.

7. NF EN ISO 18593. Microbiology of the food chain — Horizontal methods for surface sampling.

8. NF EN ISO 16140-2 Microbiology of the food chain — Method validation — Part 2: Protocol for the validation of
alternative (proprietary) methods against a reference method.

9. NF EN ISO 6887. Microbiology of the food chain — Preparation of test samples, initial suspension and decimal dilutions
for microbiological examination.

Explanation of Product Label Symbols
info.neogen.com/symbols
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5 NEDGEN

Instructions relatives au produit

Kit de détection moléculaire Listeria sp version 2

Description et utilisation du produit

Le Kit de détection moléculaire Listeria sp Neogen® version 2 s’utilise avec le Systéme de détection moléculaire
Neogen® afin de détecter de maniére rapide et spécifique la présence d’espéces de Listeria dans les aliments enrichis et
les échantillons environnementaux.

Les Kits de détection moléculaire Neogen® utilisent la technique LAMP (loop-mediated isothermal amplification —
amplification isotherme médiée par des boucles) afin d’amplifier rapidement les séquences d’acide nucléique de fagon
extrémement spécifique et sensible, associée a la bioluminescence pour détecter 'amplification. Les résultats présumés
positifs sont visibles en temps réel tandis que les résultats négatifs sont affichés a la fin de I’essai. Les résultats présumés
positifs doivent étre confirmés par la méthode de votre choix ou en utilisant une méthode conforme aux réglementations
locales!>22),

Le Kit de détection moléculaire Listeria sp Neogen version 2 est destiné a étre utilisé au sein de laboratoires, par

des professionnels formés aux techniques s’y rapportant. Neogen n’a pas étudié I'utilisation de ce produit dans des
secteurs autres que I'alimentaire et les boissons. Par exemple, Neogen n’a pas étudié ce produit dans le cadre de tests
sur des échantillons d’eau, pharmaceutiques, cosmétiques, cliniques ou vétérinaires. Le Kit de détection moléculaire
Listeria sp Neogen version 2 n’a pas été évalué en utilisant tous les protocoles de test ou toutes les souches de
bactéries possibles.

Comme avec toutes les méthodes de test, la source, la formulation et la qualité du milieu d’enrichissement

peuvent influencer les résultats. Des facteurs tels que les méthodes d’échantillonnage, les protocoles de test, la
préparation des échantillons, la manipulation et les techniques de laboratoires peuvent également influencer les
résultats. Neogen recommande I’évaluation de la méthode comprenant le milieu d’enrichissement, dans I’environnement
de l'utilisateur en utilisant un nombre suffisant d’échantillons avec des aliments spécifiques et/ou des échantillons
environnementaux et des épreuves microbiennes afin de garantir que la méthode répond aux critéres de l'utilisateur.
Neogen a évalué le Kit de détection moléculaire Listeria sp Neogen version 2 avec un Bouillon demi-Fraser et un Bouillon
Fraser contenant du citrate de fer ammoniacal. Une formulation type de ces milieux est indiquée ci-dessous.

Formule type de la base du bouillon demi-Fraser (g/L) Formule typique de la basse du bouillon Fraser (g/L)
Chlorure de sodium 20g  Chlorure de sodium 20g
Phosphate de sodium dibasique anhydre* 9,69 Phosphate de sodium dibasique anhydre* 9,69
Extrait de boeuf 509 Extrait de boeuf 50g9
Digestat pancréatique de caséine 50g Digestat pancréatique de caséine 50g
Digestat peptique de tissu animal 509 Digestat peptique de tissu animal 50g9
Extrait de levure 509 Extrait de levure 50¢9
Chlorure de lithium 3,0g  Chlorure de lithium 3,049
Phosphate de potassium, monobasique 1,35¢g Phosphate de potassium, monobasique 1,359
Esculine 1,09 Esculine 1,09
Hydrochlorure d’acriflavine 0,0125¢g Hydrochlorure d’acriflavine 0,025¢g
Acide nalidixique 0,01 g  Acide nalidixique 0,02¢g

* Elément de substitution : phosphate de sodium
dibasique dihydraté 12,09

Complément de bouillon Fraser

(Ingrédients par flacon de 10 mL. Ajout d’un flacon par litre de milieu basal.)
Citrate de fer ammoniacal 0,59/10 mL

pH final 7,2 £ 0,2 2 25 °C



(Francais) ﬁ ﬁ

Linstrument de détection moléculaire Neogen® est congu pour étre utilisé avec des échantillons traités thermiquement
pendant I’étape de lyse, procédé qui détruit les organismes présents dans I’échantillon. Les échantillons qui n’ont pas

été soumis a un traitement thermique adéquat pendant I’étape de lyse peuvent étre considérés comme potentiellement
dangereux et ne doivent PAS étre insérés dans I'instrument de détection moléculaire Neogen.

Neogen Sécurité Alimentaire respecte la norme I1SO (International Organization for Standardization) 9001 en matiére de

conception et de fabrication.

Le Kit de détection moléculaire Listeria sp Neogen version 2 contient 96 tests, décrits dans le tableau 1.

Tableau 1. Composants du Kit de détection moléculaire Neogen

Elément Identification Quantité Contenu Commentaires
Solution de lyse Solution rose en 96 (12 barrettesde | 580 pyL de LS Placé sur portoir et
(LS) Neogen® tubes transparents | 8 tubes) par tube prét a 'emploi

sp Neogen® version 2

Tubes de réactifs du Kit de
détection moléculaire Listeria

Tubes bleus

96 (12 barrettes de
8 tubes)

Meélange spécifique
lyophilisé pour
I’amplification et

la détection

Préts a 'emploi

Bouchons supplémentaires

Bouchons bleus

96 (12 barrettes de
8 bouchons)

Préts a 'emploi

Contréle de réactif
Neogen® (RC)

Tubes « Flip-Top »
transparents

16 (2 poches de
8 tubes individuels)

ADN témoin
lyophilisé, mélange
pour 'amplification

Préts a 'emploi

et la détection

Le témoin négatif, non fourni dans le kit, est un milieu d’enrichissement stérile, par exemple du bouillon demi-Fraser. Ne pas
utiliser d’eau comme témoin négatif.

Sécurité

Lutilisateur doit lire, comprendre et suivre toutes les informations de sécurité mentionnées dans les instructions relatives au
Systéme de détection moléculaire Neogen et au Kit de détection moléculaire Listeria sp Neogen version 2. Conserver ces
consignes de sécurité pour référence ultérieure.

A AVERTISSEMENT : indique une situation dangereuse qui, si elle n’est pas évitée, pourrait entrainer un déces, des
blessures graves et/ou des dommages matériels.

AVIS : indique une situation potentiellement dangereuse qui, si elle n’est pas évitée, pourrait entrainer des
dommages matériels.

A AVERTISSEMENT

Ne pas utiliser le Kit de détection moléculaire Listeria sp Neogen version 2 pour diagnostiquer des pathologies chez les
humains ou les animaux.

La méthode du Kit de détection moléculaire Listeria sp Neogen version 2 peut générer des taux de Listeria
monocytogenes suffisamment élevés pour provoquer la mise au monde d’un enfant mort-né ou le décés de femmes
enceintes ou de personnes immunocompromises, si ces derniéres y sont exposées.

Lutilisateur doit former son personnel aux techniques d’analyse actuelles appropriées, par exemple : les bonnes
pratiques de laboratoire, la norme 1SO/CEI 17025“ ou la norme ISO 7218®,

Afin de réduire les risques associés aux faux négatifs, qui peuvent entrainer la diffusion de produits contaminés :
e Se conformer au protocole et effectuer les tests en suivant exactement les instructions relatives au produit.

e Conserver le Kit de détection moléculaire Listeria sp Neogen version 2 conformément aux indications sur ’emballage
et aux instructions relatives au produit.

e Toujours utiliser le Kit de détection moléculaire Listeria sp Neogen version 2 avant la date de péremption.

e Utiliser le Kit de détection moléculaire Listeria sp Neogen version 2 pour des aliments et des échantillons
environnementaux ayant été validés en interne ou par une tierce partie.

o N'utiliser le Kit de détection moléculaire Listeria sp Neogen version 2 que pour des surfaces, des désinfectants, des
protocoles et des souches bactériennes ayant été validés en interne ou par une tierce partie.
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En cas d’échantillon environnemental contenant un tampon neutralisant avec un composé d’aryle sulfonate, diluer
I’échantillon dans un bouillon d’enrichissement stérile 1:2 avant I'analyse (1 volume d’échantillon pour 1 volume de
bouillon). Une autre possibilité consiste & transférer 10 pL d’enrichissement de tampon neutralisant dans les tubes

de solution de lyse Neogen. Produits pour le recueil des échantillons Neogen® comprenant un tampon neutralisant
contenant un complexe d’aryle sulfonate : RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL10NB2G, HS10NB, HS10NB2G
et HS2410NB2G.

Afin de réduire les risques associés a I’'exposition aux produits chimiques et aux dangers biologiques :

Le personnel féminin du laboratoire doit étre informé des risques sur le feetus en développement dus a I'infection de la
meére suite a une exposition a Listeria monocytogenes.

Effectuer les analyses bactériologiques dans un laboratoire correctement équipé et sous la supervision de
professionnels qualifiés. Les milieux et les équipements d’enrichissement incubés ou les surfaces ayant été en contact
avec des milieux d’enrichissement incubés peuvent contenir des agents pathogénes a des niveaux suffisamment élevés
pour entrainer des risques pour la santé humaine.

Toujours respecter les consignes de sécurité courantes du laboratoire, porter des tenues et lunettes de protection
adaptées lors de la manipulation de réactifs et d’échantillons contaminés.

Eviter tout contact avec le contenu du milieu d’enrichissement et les tubes de réactifs apres I'amplification.
Eliminer les échantillons enrichis conformément aux normes du secteur actuelles.

Les échantillons qui n’ont pas été soumis a un traitement thermique adéquat pendant I’étape de lyse peuvent
étre considérés comme potentiellement dangereux et ne doivent PAS étre insérés dans I'instrument de détection
moléculaire Neogen.

Afin de réduire les risques associés a la contamination croisée lors de la préparation de I’analyse :

Toujours porter des gants (afin de protéger I'utilisateur et de prévenir I'introduction de nucléases).

Pour réduire les risques associés a la contamination environnementale :

Respecter les normes en vigueur concernant I’élimination des déchets contaminés.

Afin de réduire les risques associés a I’exposition a des liquides trés chauds :

Ne pas dépasser le paramétre de température recommandé sur le dispositif de chauffe.
Ne pas dépasser le temps de chauffe recommandé.

Utiliser un thermomeétre étalonné adapté pour vérifier la température du support de bloc chauffant pour systéeme de
détection moléculaire Neogen® (p. ex. thermomeétre & immersion partielle ou thermométre & thermocouple numérique
et non un thermomeétre & immersion totale). Le thermométre doit étre placé a I’endroit indiqué du support de bloc
chauffant pour systéme de détection moléculaire Neogen.

AVIS

Afin de réduire les risques associés a la contamination croisée lors de la préparation de I’analyse :

Changer de gants avant I’hydratation des pastilles réactives.
Utiliser de préférence des pipettes de qualité conforme a la biologie moléculaire, stériles et munies d’embouts a filtre.
Utiliser un nouvel embout de pipette pour chaque transfert d’échantillon.

Utiliser les bonnes pratiques de laboratoire pour transférer I’échantillon de I’enrichissement vers le tube de lyse. Pour
éviter toute contamination des pipettes, I'utilisateur peut choisir d’ajouter une étape de transfert intermédiaire. Par
exemple, I'utilisateur peut transférer chaque échantillon enrichi dans un tube stérile.

Utiliser un poste de travail de biologie moléculaire disposant si possible d’une lampe germicide. Décontaminer
régulierement les plans de travail et le matériel du laboratoire (pipettes, outils d’ouverture/de fermeture, etc.) avec une
solution d’eau de Javel 4 1 et 5 % (v:v dans de I’eau) ou avec une solution pour I’élimination de ’ADN.

Afin de réduire les risques associés a un résultat faux positif :

Ne jamais ouvrir les tubes de réactif aprés amplification.

Toujours éliminer les tubes contaminés en les faisant tremper dans une solution d’eau de Javel concentrée a1 et5%
(v:v dans I’eau) ou une solution équivalente pendant 1 heure. Effectuer cette procédure a distance de la zone de
préparation de I’analyse.

Ne jamais stériliser a 'autoclave les tubes de réactifs apres amplification.
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Consulter la fiche de données de sécurité pour obtenir des informations supplémentaires et connaitre la réglementation
locale relative a la mise au rebut.

Pour toute question concernant des applications ou procédures spécifiques, consulter notre site Internet a I’adresse
www.neogen.com ou contacter votre représentant ou distributeur Neogen local.

Responsabilité de I'utilisateur

Ilincombe aux utilisateurs de prendre connaissance des instructions et des informations relatives au produit. Consulter
notre site Web www.neogen.com ou contacter votre représentant ou distributeur Neogen local pour obtenir de plus
amples informations.

Lors du choix d’'une méthode de test, il est important d’admettre que des facteurs externes comme les méthodes
d’échantillonnage, les protocoles d’analyse, la préparation des échantillons, la manipulation et les techniques de laboratoire
peuvent influencer les résultats.

Ilincombe a 'utilisateur de sélectionner une méthode ou un produit d’analyse adapté pour évaluer un nombre suffisant
d’échantillons avec les matrices et les souches microbiennes appropriées, afin de garantir que la méthode d’analyse est
conforme a ses critéres.

Ilincombe également a 'utilisateur de déterminer si une méthode d’analyse et ses résultats répondent aux exigences de ses
clients ou fournisseurs.

Comme pour toute méthode d’analyse, les résultats obtenus avec un produit Neogen Sécurité Alimentaire ne constituent
pas une garantie de la qualité des matrices ou des processus testés.

Dans le but d’aider les clients a évaluer la méthode pour différentes matrices alimentaires, Neogen a élaboré le kit de
contréle de matrice pour systéme de détection moléculaire Neogen®. Lorsque cela est nécessaire, utiliser le contréle

de matrice (MC) pour déterminer si la matrice peut avoir un impact sur les résultats du Kit de détection moléculaire

Listeria sp Neogen version 2. Tester plusieurs échantillons représentatifs de la matrice, c.-a-d. des échantillons d’origines
différentes, au cours de toute période de validation lors de I'adoption de la méthode Neogen ou dans le cadre d’analyses de
matrices nouvelles, inconnues ou ayant subi des modifications de matiéres premiéres ou de processus.

Une matrice peut étre définie comme un type de produit présentant des propriétés intrinséques, telles que la composition
et le processus. Les différences entre les matrices peuvent étre aussi simples que les effets causés par leurs différences de
traitement ou de présentation, par exemple, cru/pasteurisé, frais/sec, etc.

Limitations de garanties/Limites de recours

SAUF SI EXPRESSEMENT ETABLI DANS LA SECTION DE GARANTIE LIMITEE D’UN EMBALLAGE DE PRODUIT
INDIVIDUEL, NEOGEN RENONCE A TOUTE GARANTIE EXPLICITE ET IMPLICITE, Y COMPRIS, MAIS SANS S’Y LIMITER,
TOUTE GARANTIE DE COMMERCIALISATION OU D’ADAPTATION POUR UN USAGE SPECIFIQUE. En cas de défaut

de tout produit Neogen Sécurité Alimentaire, Neogen ou son distributeur agréé s’engage, a son entiére discrétion, au
remplacement ou au remboursement du prix d’achat du produit. Il s’agit de vos recours exclusifs. Merci de contacter votre
représentant Neogen ou votre distributeur Neogen agréé pour toute autre question.

Limitation de responsabilité de Neogen

NEOGEN NE SERA PAS TENUE RESPONSABLE DES PERTES OU DES DOMMAGES EVENTUELS, QU’ILS SOIENT
DIRECTS, INDIRECTS, SPECIFIQUES, ACCIDENTELS OU CONSECUTIFS, Y COMPRIS, MAIS SANS S’Y LIMITER, LES
PERTES DE PROFITS. En aucun cas et en aucune maniére, la responsabilité de Neogen ne sera engagée au-dela du prix
d’achat du produit prétendu défectueux.

Stockage et mise au rebut

Conserver le Kit de détection moléculaire Listeria sp Neogen version 2 a une température comprise entre 2 et 8 °C. Ne pas
congeler. Conserver a I’abri de la lumiére. Une fois le kit ouvert, vérifier que le sachet en aluminium est intact. Si ce sachet
est endommagé, ne pas utiliser le kit. Aprés ouverture, les tubes de réactif non utilisés doivent toujours étre conservés
dans le sachet refermable, en laissant ’'agent déshydratant a I'intérieur afin de maintenir la stabilité des réactifs lyophilisés.
Conserver les poches refermées a une température comprise entre 2 et 8 °C. Ne pas conserver plus de 60 jours.
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Ne pas utiliser le Kit de détection moléculaire Listeria sp Neogen version 2 aprés la date de péremption. La date de
péremption et le numéro de lot sont inscrits sur I'étiquette extérieure de la boite. Apreés utilisation, il est possible que

les tubes de milieu d’enrichissement et du Kit de détection moléculaire Listeria sp Neogen version 2 contiennent des
éléments pathogénes. Lorsque I'analyse est terminée, suivre les normes actuelles du secteur pour I’élimination des déchets
contaminés. Consulter la fiche de données de sécurité pour obtenir des informations supplémentaires et connaitre la
réglementation locale relative a la mise au rebut.

Instructions d’utilisation
Suivre attentivement toutes les instructions. Dans le cas contraire, les résultats obtenus risquent d’étre inexacts.

Décontaminer régulierement les plans de travail et le matériel du laboratoire (pipettes, outils d’ouverture/de fermeture, etc.)
avec une solution d’eau de Javel a4 1 et 5 % (v:v dans de I’eau) ou avec une solution pour I’élimination de ’ADN.

Lutilisateur doit suivre la formation de qualification de I'opérateur du systéme de détection moléculaire Neogen, comme
décrit dans le document intitulé « Protocoles et instructions relatifs a la qualification d’installation (IQ)/qualification
opérationnelle (OQ) pour le systétme de détection moléculaire Neogen »®©,

Se référer a la section « Instructions spécifiques pour méthodes validées » pour connaitre les exigences spécifiques :

Voir le tableau 3 pour les protocoles d’enrichissement selon TAOAC® Official Method of AnalysisS” 2016.07 et
PAOAC?® Performance Tested Method*™ Certificat n® 111501.

Voir le tableau 4 pour les protocoles d’enrichissement selon la méthode de certification NF Validation 3M 01/14-05/16.

Enrichissement des échantillons

Les tableaux 2, 3 et 4 fournissent des indications pour I’enrichissement des échantillons d’aliments et environnementaux. Il
incombe a l'utilisateur de valider des protocoles d’échantillonnage ou des proportions de dilution différents pour garantir
que cette méthode d’analyse est conforme a ses critéres.

Aliments
1. Laisser le milieu d’enrichissement bouillon demi-Fraser (contenant du citrate ferriqgue d’ammonium) s’équilibrer 2 la
température ambiante du laboratoire.

2. Mélanger de maniére aseptique le milieu d’enrichissement et ’échantillon conformément au tableau 2, 3 ou 4. Pour tous
les échantillons de viande et a forte teneur en particules, il est recommandé d’utiliser des sacs avec filtre.

3. Homogénéiser soigneusement par mélange, par digestion ou a la main pendant 2 + 0,2 minutes. Incubera 37 + 1 °C
conformément aux tableaux 2, 3 ou 4.

4. Pour les produits laitiers crus (voir les tableaux 2 ou 4), transférer 0,1 mL du premier enrichissement dans 10 mL de
bouillon Fraser. Incuber a 37 = 1 °C pendant 20 a 24 heures.

Echantillons environnementaux

Le dispositif de prélévement d’échantillons peut étre une éponge hydratée avec une solution neutralisante pour désactiver
les effets des désinfectants. Neogen recommande d’utiliser une éponge en cellulose sans biocide. La solution neutralisante
peut étre un bouillon neutralisant Dey-Engley (D/E) ou un bouillon Letheen. |l est recommandé de désinfecter la zone
apreés I’échantillonnage.

AVERTISSEMENT : si vous choisissez d’utiliser un tampon neutralisant (NB) contenant un complexe d’aryle sulfonate
comme solution hydratante pour I'éponge, il sera nécessaire d’effectuer une dilution de 1:2 (1 volume d’échantillon
pour 1 volume de bouillon d’enrichissement stérile) avant ’analyse, afin de réduire les risques associés aux résultats
faux négatifs pouvant conduire a la libération de produit contaminé. Une autre possibilité consiste a transférer 10 pL
d’enrichissement de tampon neutralisant dans les tubes de solution de lyse Neogen.

La taille minimale recommandée pour la zone d’échantillonnage destinée a vérifier ’'absence ou la présence du pathogéne a la
surface est de 100 cm? (10 cm x 10 cm ou 4 po x 4 po). Lors de I'échantillonnage avec une éponge, couvrir toutes la zone dans
les deux directions (de gauche a droite puis de haut en bas) ou prélever des échantillons environnementaux en suivant votre
protocole d’échantillonnage actuel ou selon les directives de la FDA BAM®, USDA FSIS MLG® ou ISO 18593,

1. Laisser le milieu d’enrichissement bouillon demi-Fraser (contenant du citrate ferrique d’ammonium) s’équilibrer 2 la
température ambiante du laboratoire.

2. Mélanger de maniére aseptique le milieu d’enrichissement et I’échantillon conformément au tableau 2, 3 ou 4.

3. Homogénéiser soigneusement par mélange, par digestion, a la main ou au vortex pendant 2 + 0,2 minutes. Incuber
a 37 =1 °C pendant 24 a 30 heures, conformément aux tableaux 2, 3 ou 4.



les besoins.

Matrice de
I’échantillon

Taille de
I’échan-

Vol

tillon

bouillon
d’enrichis-
sement

ume du

(mL)

Température
d’enrichisse-
ment (£ 1 °C)

d’enrichis-
sement (h)

Durée

Viandes,
volaille et
poisson
transformés
par la
chaleur, cuits
ou séchés

Produits
laitiers
transformés
par la chaleur
ou pasteurisés

Fruits
et légumes

Aliments
multi-
composants

25¢

225

37

24-30

Echantillons
environne-
mentaux

1 éponge | 1

00 ou 225

37

24-30

1 tampon

10

37

24-30

Viande,
volaille,
fruits de mer,
poissons crus

25¢g

475

37

28-32
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Tableau 2 : Protocoles d’enrichissement généraux & 37 = 1 °C avec Bouillon demi-Fraser® et Bouillon Fraser® selon

Enrichissement primaire (bouillon demi-Fraser)®

Enrichissement secondaire
(bouillon Fraser)®

Volume
Matrice de Volume du Tempé- Durée d’échan-
I’échantillon | Taille de bouillon | Température Durée Taille de rature S tillon
ye A e s S e ys yx . s e ys d’enri-
I’échan- | d’enrichis- | d’enrichisse- | d’enrichis- | I’échantil- [ d’enrichis- . d’analyse®
3 ° chisse-
tillon sement | ment(x1°C)| sement (h) lon sement ment (h)
(mL) (x1°C)
Transférer
0,1 mL
Produits dans
laitiers crus 25¢g 225 37 20-24 10 mL de 37 20-24 10 yL
bouillon
Fraser

ammoniacal) lors du premier ou du second enrichissement.
(b) Volume d’échantillon enrichi transféré dans les tubes de solution de lyse Neogen. Consulter I'étape 4.6 de la

section Lyse.

(a) Les Bouillons demi-Fraser et Fraser doivent toujours étre complétés par un supplément de Bouillon Fraser (citrate de fer
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Instructions spécifiques pour méthodes validées
AOAC® Official Methodss™ 2016.07
AOAC® Performance Tested Method®™ #111501
| AOAC
RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 111501
Dans les programmes OMASM et PTMSM de I'Institut de recherche de ’AOAC, il a été démontré que le Kit de détection

moléculaire Listeria sp Neogen version 2 était une méthode efficace de détection d’espéces de Listeria. Les matrices
testées au cours de I’étude sont répertoriées dans le tableau 3.

Tableau 3. Protocoles d’enrichissement au moyen d’un enrichissement avec Bouillon demi-Fraser® 3 37 £ 1 °C
conformément a TAOAC OMASM 2016.07 et au certificat AOAC PTMSMn° 111501.

Taille de Volume du bouillon Durée

Matri I’échantill . . 1. . 1.
Sl el st o I’échantillon d’enrichissement (mL) d’enrichissement (h)

Hot dogs de beeuf, fromage frais,
glace ala vanille, fromage blanc au lait
a4 % de matiéres grasses, lait entier au 25¢g 225 24-30
chocolat 3 %, laitue romaine, épinards

crus en sachet, saumon fumé froid

Poulet cru 25¢g 475 28-32

Dinde préparée 125¢g 1125 24-30

Melon® Melon entier Assez de volume pour permettre au 26-30

melon de flotter

o | Acier inoxydable 1 éponge 225 24-30
C

2 g % Béton verni 1 éponge 100 24-30

86 E Plastique® 1 tampon 10 24-30

Tous les échantillons pour la validation AOAC ont été homogénéisés par homogénéisation mécanique sauf

indication contraire.

(a) Les Bouillons demi-Fraser et Fraser doivent toujours étre complétés par un supplément de Bouillon Fraser (citrate de fer
ammoniacal) lors du premier ou du second enrichissement.

(b) Homogénéiser I’échantillon en mélangeant a la main.

(c) Homogénéiser I’échantillon au vortex.

NF Validation par AFNOR Certification

(RUFICATION
C

NF

K
VALIDATION
EN 1SO 16140

3M 01/14-05/16
METHODES ALTERNATIVES D’ANALYSE POUR LAGROALIMENTAIRE
http://nf-validation.afnor.org/en
Pour plus d’information sur I’expiration de la validité, se reporter au certificat NF VALIDATION disponible sur le site Internet
cité ci-dessus.
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Méthode de certification NF VALIDATION, conformément a la norme 1SO 16140-2® par rapport a la norme
1ISO 11290-1®

Portée de la validation : tous aliments pour I’alimentation humaine et échantillons environnementaux (sauf échantillons de
production primaire)

Préparation de I’échantillon : les échantillons doivent &tre préparés conformément aux normes ISO 11290-1® et ISO 6887
Version de logiciel : voir le certificat

Tableau 4. Protocoles d’enrichissement selon la méthode de certification NF VALIDATION certifiée
3M 01/14-05/16 4 37 £ 1 °C utilisant du bouillon demi-Fraser® et du bouillon Fraser® selon les besoins.

Volume .
dubouil- | TMPE- Volume
Proto- | Taille de . s rature Durée vz Point d’in-
) lond’enri-| ,, . . e B d’échan- .
cole I’échan- . d’enrichis- | d’enrichis- . terruption
ny . chisse- tillon .
général | tillon sement |sement(h)| , | accepté
ment (x1°C) d’analyse
(mL) ~
Tous les
iﬁ::)anr;_ e Bouillon
. demi-
alimen-
. Fraser
taires jusqu’a
(:izl:‘;l: 72 heures
25¢g 225 37 24-30 20 L e Lysata
crues, les 90 °C
fruits de
mer crus * Lysat
etles ?u:qj,:é
plgoig:r':s 72 heures
crus)
Ef:han- 25,
tillons 1 écou- e Lysat
environ- | L U 225 37 24-30 20 uL 5 -20°C
NEMEN 14 lingette
taux 9
Volume .
du bouil- | TeMPS Volume
Proto- | Taille de . e rature Durée yx Point d’in-
o | s londenri-| ,, . . y e 1 d’échan- .
cole spé- | I’échan- . d’enrichis- | d’enrichis- . terruption
o ge . chisse- tillon .
cifique 1| tillon sement |[sement(h)| _, | accepté
ment (1°C) d’analyse®
(mL) 3
e Bouillon
demi-
Fraser
. jusqu’a
::/rlzzgz 72 heures
. 259 475 37 28-32 20 uL e Lysata
fruits de o
-20°C
mer crus
e Lysat
a4°C
jusqu’a
72 heures
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Enrichissement primaire Enrichissement secondaire
(bouillon demi-Fraser)® (bouillon Fraser)®
Volume
Proto- du Tempé- Tempé- Duré Vol Point d’in-
cole spé- | Taille de | bouillon rature Durée Taille de rature d’:rr::ie- d’zct:\:‘:- terruption
cifique 2 | Péchan- | d’enri- | d’enrichis- | d’enrichis- | I’échan- | d’enrichis- . . accepté
. . . chisse- tillon
tillon chisse- sement | sement (h) tillon sement ment (h) | d’analyse®
ment (x1°C) (x1°C) Y
(mL)
Transférer e Bouillon
Produits Oé1a:;L J!:ursacjﬁ’ré
laitiers 25¢g 225 37 20-24 10 mL de 37 20-24 10 L 79 heures
crus . X
bouillon o Lysata
Fraser -20°C

(a) Les Bouillons demi-Fraser et Fraser doivent toujours étre complétés par un supplément de Bouillon Fraser (citrate de fer
ammoniacal) lors du premier ou du second enrichissement.

(b) Volume d’échantillon enrichi transféré dans les tubes de solution de lyse Neogen. Consulter I'étape 4.6 de la
section Lyse.

| Remarque : les échantillons supérieurs a 25 g n’ont pas été testés dans le cadre de I’étude NF Validation.

Préparation du plateau de chargement rapide pour systéme de détection moléculaire Neogen®

1. Humidifier un chiffon a I'aide d’une solution de 1 et 5 % d’eau de Javel (v:v dans de I’eau) ou une solution équivalente et
nettoyer le plateau de chargement rapide pour systéme de détection moléculaire Neogen®.

2. Rincer le plateau de chargement rapide pour systéme de détection moléculaire Neogen a I'eau.
3. Utiliser un chiffon jetable pour sécher le plateau de chargement rapide pour systéme de détection moléculaire Neogen.

4. S’assurer que le plateau de chargement rapide pour systéme de détection moléculaire Neogen est sec avant
toute utilisation.

Préparation du support de bloc refroidissant pour systéme de détection moléculaire Neogen®
Placer le bloc refroidissant pour systéme de détection moléculaire Neogen® sur le plan de travail du laboratoire. Utiliser le
bloc refroidissant & la température ambiante du laboratoire (20 et 25 °C).

Préparation du support de bloc chauffant pour systéme de détection moléculaire Neogen®

Placer le support de bloc chauffant pour systéeme de détection moléculaire Neogen® dans une unité de traitement
thermique a sec double bloc. Allumer I'unité de traitement thermique a sec et régler la température afin que le support de
bloc chauffant pour systeme de détection moléculaire Neogen atteigne et conserve une température de 100 = 1 °C.

Remarque : selon 'unité de traitement thermique utilisée, le support de bloc chauffant pour systéme de détection
moléculaire Neogen atteint la température souhaitée en 30 minutes environ. Utiliser un thermomeétre étalonné adapté
(p. ex., un thermometre & immersion partielle ou un thermométre a thermocouple numérique, et non un thermométre
a immersion totale) placé a I'endroit indiqué du support de bloc chauffant pour systéme de détection moléculaire
Neogen afin de vérifier que sa température est de 100 £ 1 °C.

Préparation de I'instrument de détection moléculaire Neogen®

1. Lancer le logiciel du Systéme de détection moléculaire Neogen® et ouvrir une session. Contacter votre représentant
Neogen Sécurité Alimentaire pour vous assurer d’avoir la version la plus récente du logiciel.

2. Mettre I'instrument de détection moléculaire Neogen sous tension.

3. Créer ou modifier une analyse en saisissant les données pour chaque échantillon. Pour plus de précisions, consulter le
manuel d’utilisation du systéme de détection moléculaire Neogen.
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Remarque : I'instrument de détection moléculaire Neogen doit étre prét avant I'insertion du plateau de chargement
rapide pour systéeme de détection moléculaire Neogen, dans lequel sont placés les tubes de réactif. Cette étape de
chauffage prend environ 20 minutes ; pendant ce processus, un voyant lumineux ORANGE s’allume sur la barre d’état de
I’instrument. Lorsque 'instrument est prét pour I'analyse, la barre d’état passe au VERT.

Lyse
Retirer le portoir pour tubes de solution de lyse Neogen avec un tournevis ou une spatule avant de le placer dans le support
de bloc chauffant pour systéme de détection moléculaire Neogen.

1. Laisser les tubes de solution de lyse Neogen se réchauffer en plagant le support & température ambiante (20 et
25 °C) pendant une nuit (16 & 18 heures). |l est également possible d’amener les tubes de solution de lyse Neogen
a température ambiante en les plagant sur le plan de travail du laboratoire pendant au moins 2 heures, en incubant les
tubes de solution de lyse Neogen dans un incubateur a 37 = 1 °C pendant 1 heure ou en les plagant dans une unité de
traitement thermique a sec double bloc pendant 30 secondes a 100 = 1 °C.

2. Retourner les tubes recouverts d’'un bouchon pour les mélanger. Passer a I'étape suivante dans un délai de 4 heures.
3. Retirer le bouillon d’enrichissement de I'incubateur.

4. Un tube de solution de lyse Neogen est nécessaire pour chaque échantillon et pour le témoin négatif (NC) (milieu
d’enrichissement stérile).

4.1 Les barrettes de tubes de solution de lyse Neogen peuvent étre coupées de maniére a obtenir le nombre de tubes
de solution de lyse Neogen souhaité. Sélectionner le nombre de tubes de solution de lyse Neogen ou de barrettes
de 8 tubes nécessaire. Placer les tubes de solution de lyse Neogen dans un portoir vide.

4.2 Pour éviter toute contamination croisée, ouvrir une barrette de tube de solution de lyse Neogen a la fois et utiliser
un nouvel embout de pipette pour chaque étape de transfert.

4.3 Transférer I’échantillon enrichi dans les tubes de solution de lyse Neogen comme indiqué ci-dessous :

Transférer tout d’abord chaque échantillon enrichi dans des tubes de solution de lyse Neogen individuels.
Transférer le NC en dernier.

4.4 Ouvrir les barrettes de tubes de solution de lyse Neogen une a une a I'aide de 'outil d’ouverture/fermeture pour
systéme de détection moléculaire Neogen® - Lyse.

4.5 Jeter le bouchon du tube de solution de lyse Neogen. Si le lysat doit étre soumis a un nouveau test, placer les
bouchons dans un récipient propre pour réapplication apres la lyse.

4.5.1 Pour le traitement du lysat conservé, voir ’'annexe A.

4.6 Transférer 20 uL d’échantillon dans un tube de solution de lyse Neogen, sauf indication contraire dans les tableaux
de protocole 2, 3 et 4 (exemple : utiliser 10 pL avec les produits laitiers crus ou les échantillons environnementaux

avec tampon neutralisant).
ﬁo'm\ S

5. Répéter les étapes 4.4 et 4.6 jusqu’a ce que chaque échantillon individuel soit ajouté a un tube de solution de lyse
Neogen correspondant sur la barrette.

10
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6. Une fois tous les échantillons transférés, transférer 20 uL de NC (milieu d’enrichissement stérile, p. ex. bouillon demi-
Fraser) dans un tube de solution de lyse Neogen. Ne pas utiliser d’eau comme NC.

7. Vérifier que la température du support de bloc chauffant pour systéme de détection moléculaire Neogen est de
100+ 1 °C.

8. Placer le portoir non couvert de tubes de solution de lyse Neogen dans le support de bloc chauffant pour systeme
de détection moléculaire Neogen et chauffer pendant 15 * 1 minutes. Lors du chauffage, la solution de lyse Neogen
passera de rose (froide) a jaune (chaude).

8.1 Les échantillons qui n’ont pas été soumis a un traitement thermique adéquat pendant I’étape de lyse peuvent
étre considérés comme potentiellement dangereux et ne doivent PAS étre insérés dans I'Instrument de détection
moléculaire Neogen.

9. Retirer le portoir non couvert de tubes de solution de lyse Neogen du bloc chauffant et laisser refroidir dans le support
de bloc refroidissant pour systéeme de détection moléculaire Neogen pendant une durée comprise entre 5 et 10 minutes.
Le support de bloc refroidissant pour systeme de détection moléculaire Neogen utilisé a température ambiante doit étre
posé directement sur le plan de travail du laboratoire. Une fois froide, la solution de lyse retrouvera une couleur rose.

10.Retirer le couvercle des tubes de solution de lyse Neogen du support de bloc refroidissant pour systéme de détection
moléculaire Neogen.

20-25°C

—_—
00:05.00

Amplification
1. ll est nécessaire d’utiliser un tube de réactif du Kit de détection moléculaire Listeria sp Neogen version 2 pour chaque
échantillon et pour le NC.

1.1 Les barrettes de tubes de réactifs peuvent étre coupées de maniére a obtenir le nombre de tubes souhaité.
Sélectionner le nombre de tubes de réactif du Kit de détection moléculaire Listeria sp Neogen version 2 ou de
barrettes de 8 tubes nécessaire.

1.2 Placer les tubes de réactifs du Kit de détection moléculaire Listeria sp Neogen version 2 dans un portoir vide.
1.3 Eviter d’agiter les pastilles réactives se trouvant au fond des tubes.
2. Sélectionner un tube de Contrdle de réactif (RC) Neogen et le placer dans le portoir.

3. Afin d’éviter toute contamination croisée, ouvrir une barrette de tubes de réactif du Kit de détection moléculaire
Listeria sp Neogen version 2 a la fois et utiliser un nouvel embout de pipette pour chaque étape de transfert.

4. Transférer le lysat dans des tubes de réactif du Kit de détection moléculaire Listeria sp Neogen version 2 et dans un tube
de Contréle de réactif Neogen comme décrit ci-dessous :

Transférer d’abord chaque lysat d’échantillon dans les tubes de réactif du Kit de détection moléculaire
Listeria sp Neogen version 2, puis faire de méme avec le NC. Hydrater en dernier le tube de RC.

5. Ouvrir les barrettes de tubes de réactif du Kit de détection moléculaire Listeria sp Neogen version 2 une a une a l'aide de
I’Outil d’ouverture/fermeture pour systéme de détection moléculaire Neogen® — Réactif. Jeter le bouchon.

5.1 Transférer 20 pL de lysat d’échantillon prélevé au niveau de la moitié ('2) supérieure du liquide (éviter le
précipité) dans le tube de solution de lyse Neogen du Kit de détection moléculaire Listeria sp Neogen
version 2 correspondant. Incliner la pipette pour ne pas toucher les pastilles. Mélanger en effectuant 5 cycles
d’aspiration/de refoulement avec la pipette.

5.2 Répéter I’étape 5.1 jusqu’a ce que chaque lysat d’échantillon individuel ait été ajouté au tube de réactif du Kit de
détection moléculaire Listeria sp Neogen version 2 correspondant dans la barrette.

11
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5.3 Placer la capsule supplémentaire prévue a cet effet sur les tubes de réactif du Kit de détection moléculaire
Listeria sp Neogen version 2, puis prendre le bord arrondi de I’Outil d’ouverture/fermeture pour systeme de
détection moléculaire Neogen — Réactif et appuyer dans un mouvement de va-et-vient afin de s’assurer que la
capsule est fermement insérée sur le tube.

5.4 Répéter les étapes 5.1 et 5.3 pour tous les échantillons a analyser.

5.5 Lorsque tous les lysats d’échantillons ont été transférés, répéter les étapes 5.1 et 5.3 afin de transférer 20 pL de
lysat de NC dans un tube de réactif du Kit de détection moléculaire Listeria sp Neogen version 2.

5.6 Transférer 20 pL de lysat de NC dans un tube de contréle de réactif Neogen. Incliner la pipette pour ne pas
toucher les pastilles. Mélanger en effectuant 5 cycles d’aspiration/de refoulement avec la pipette.

6. Charger les tubes recouverts d’un bouchon dans un plateau de chargement rapide pour systéme de détection
moléculaire Neogen propre et décontaminé. Fermer et verrouiller le couvercle du plateau de chargement rapide pour
systéme de détection moléculaire Neogen.

20 L

7. Examiner et confirmer I'analyse configurée sur le logiciel du systéeme de détection moléculaire Neogen.

8. Cliquer sur I'icéne « Démarrer » du logiciel et sélectionner I'instrument a utiliser. Le couvercle de I'appareil sélectionné
s’ouvre automatiquement.

9. Placer le plateau de chargement rapide pour systéeme de détection moléculaire Neogen dans I'instrument de détection
moléculaire Neogen et fermer le couvercle pour lancer I’essai. Les résultats sont obtenus en 75 minutes ; toutefois, les
résultats positifs peuvent étre détectés plus tét.

10.Une fois I’'analyse terminée, retirer le plateau de chargement rapide pour systéme de détection moléculaire Neogen de
Pinstrument de détection moléculaire Neogen et tremper les tubes dans une solution d’eau de Javel & 1-5 % (v:v dans de
I’eau) ou une solution équivalente pendant 1 heure, et ce, a I’écart de la zone de préparation des analyses.

AVIS : pour réduire le risque de résultats faux positifs dus a une contamination croisée, ne jamais ouvrir les tubes de
réactifs du Kit de détection moléculaire Listeria sp Neogen version 2 contenant de ’ADN amplifié. Ceci comprend les
tubes de réactif du Kit de détection moléculaire Listeria sp Neogen version 2, les tubes de Controle de réactif Neogen et
les tubes de controle de matrice pour systeme de détection moléculaire Neogen. Toujours éliminer les tubes de réactif
fermés en les faisant tremper dans une solution d’eau de Javel concentrée a 1 et 5 % (v:v dans I’eau) ou une solution
équivalente pendant 1 heure. Effectuer cette procédure a distance de la zone de préparation de 'analyse.

Résultats et interprétation

Un algorithme interpréte la courbe de résultats provenant de la détection de I'amplification de I’acide nucléique par
bioluminescence. Les résultats sont automatiquement analysés par le logiciel et sont codés par couleur en fonction du
résultat. Un résultat positif ou négatif est déterminé par I’analyse d’un nombre de paramétres des courbes individuelles. Les
résultats présumés positifs sont rapportés en temps réel, tandis que les résultats négatifs ou a vérifier sont affichés a la fin
de l'analyse.

Les résultats présumés positifs doivent étre confirmés selon les procédures standard des laboratoires ou en suivant

la confirmation de la méthode de référence appropriée’>23, en commencant par effectuer un transfert du bouillon
d’enrichissement primaire vers le ou les bouillons d’enrichissement secondaires (si applicable), puis en effectuant la mise en
culture et la confirmation des isolats a I'aide des méthodes biochimiques et sérologiques appropriées.

REMARQUE : méme un échantillon négatif ne donnera pas de résultat égal a zéro, car le systéme et les réactifs
d’amplification du Kit de détection moléculaire Listeria sp Neogen version 2 effectuent une lecture d’unité relative de
lumiére (RLU) « de base ».

12
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Dans le cas peu probable d’un résultat lumineux inhabituel, I'algorithme considérera I’échantillon comme « A vérifier ».
Neogen recommande a I'utilisateur de recommencer I’essai pour tout échantillon considéré comme « A vérifier ». Sile
résultat continue a &tre « A vérifier », passer au test de confirmation en utilisant la méthode de votre choix ou en utilisant
une méthode conforme aux réglementations locales.

Tableau 5 : Symboles des résultats des échantillons et interprétation fournis par le logiciel du Systéme de détection
moléculaire Neogen.

Type Symbole du résultat Résultat Interprétation
de puits du puits
Echantillon ‘ Positif Léchantillon est présumé positif pour le pathogéne cible.
. Léchantillon est négatif pour le pathogéne cible.
Echantillon ‘ Négatif gattp P 9

La matrice de I’échantillon est inhibitrice pour le test. Un second
. . o test peut étre nécessaire. Consulter la section de dépannage
Echantill © Inhib . . ; a section de depa

chantition nhibe et les instructions relatives au produit du kit de détection pour
obtenir plus de renseignements.

La présence ou I’'absence du pathogéne cible est indéterminée.
Un second test peut étre nécessaire. Consulter la section de
dépannage et les instructions relatives au produit du kit de
détection pour obtenir plus de renseignements.

Echantillon @ A vérifier

Aucune bioluminescence n’a été détectée. Un second test

. . peut étre nécessaire. Consulter la section de dépannage et les

Echantillon Erreur . . . . . i - .
instructions relatives au produit du kit de détection pour obtenir

plus de renseignements.

Confirmation des résultats selon la méthode de certification NF VALIDATION
Dans le cadre de la NF VALIDATION, tous les échantillons identifiés comme positifs par le Kit de détection moléculaire
Listeria sp Neogen version 2 doivent étre confirmés par I’'un des tests suivants :

Option 1 : utilisation de la norme ISO 11290-1® en commengcant par I’enrichissement demi-Fraser.
Option 2 : par isolement sur une gélose PALCAM ou une gélose chromogéne certifiée dans le cadre d’'une méthode
NF VALIDATION pour la détection du genre Listeria. La présence de colonies caractéristiques est suffisante pour confirmer
la présence du ssp Listeria.
Option 3 : utilisation de sondes nucléiques tel que décrit dans la norme ISO 72189, 3 partir de colonies isolées provenant
de gélose sélective (voir option 1 ou 2).
Option 4 : utilisation de n’importe quelle autre méthode certifiée NF VALIDATION, dont le principe doit étre différent du
Kit de détection moléculaire Listeria sp Neogen version 2. Il convient d’utiliser I'intégralité du protocole décrit pour cette
seconde méthode de validation. Toutes les étapes précédant le début de la confirmation doivent étre communes aux
deux méthodes.
En cas de résultats contradictoires (positif présumé avec le Kit de détection moléculaire Listeria sp Neogen version 2,
non confirmé par I'un des moyens décrits ci-dessus), le laboratoire doit suivre les procédures nécessaires pour garantir la
validité des résultats obtenus.
Pour toute question concernant des applications ou procédures spécifiques, consulter notre site Internet a I’adresse
www.neogen.com ou contacter votre représentant ou distributeur Neogen local.
Annexe A. Interruption du protocole : stockage et nouveau test des lysats soumis a un traitement thermique.
Le stockage de lysats entre 2 et 8 °C pendant 72 heures ne s’applique pas aux produits laitiers et aux
échantillons environnementaux.
1. Pour conserver un lysat soumis a un traitement thermique, refermer le tube de lyse avec un bouchon propre

(voir « Lyse », 4.5).

2. Stocker a une température comprise entre 2 et 8 °C jusqu’a 72 heures.
3. Préparer un échantillon conservé pour amplification en retournant 2 a 3 fois pour mélanger.

4. Ouvrir les tubes.
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Placer les tubes pour lysats mélangés dans le support de bloc chauffant pour systéme de détection moléculaire
Neogen et chauffer a 100 + 1 °C pendant 5 £ 1 minutes.

Retirer le portoir de tubes de solution de lyse Neogen du bloc chauffant et laisser refroidir dans le support de bloc
refroidissant pour systéme de détection moléculaire Neogen pendant une durée comprise entre 5 et 10 minutes.

Poursuivre le protocole a la section « Amplification » détaillée ci-dessus.

Références :

1.

9.

US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual. Chapter 10: Detection of Listeria monocytogenes
in foods and environmental samples, and enumeration of Listeria monocytogenes in foods. October 31,2017.

US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 8.11. Isolation and identification of
Listeria monocytogenes from red meat, poultry, ready-to-eat siluriformes (fish) and egg products, and environmental
samples. January 2,2019.

NF EN ISO 11290-1. Microbiology of the food chain — Horizontal method for the detection and enumeration of Listeria
monocytogenes and of Listeria spp. — Part 1: Detection method.

NF EN ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.

NF EN ISO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General requirements and guidance for
microbiological examinations.

Neogen Installation Qualification (IQ) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for Neogen Molecular
Detection System.

NF EN ISO 18593. Microbiology of the food chain — Horizontal methods for surface sampling.

NF EN ISO 16140-2 Microbiology of the food chain — Method validation — Part 2: Protocol for the validation of
alternative (proprietary) methods against a reference method.

NF EN ISO 6887. Microbiology of the food chain — Preparation of test samples, initial suspension and decimal dilutions
for microbiological examination.

Explication des symboles des étiquettes de produit
info.neogen.com/symbols
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5 Erscheinungsdatum: 2024-01

5 NEDGEN

Gebrauchsanweisungen

Molekulare Detektion 2 — Listerien Nachweis

Produktbeschreibung und Verwendungszweck

Der Neogen® Molekulare Detektion 2 — Listerien Nachweis wird in Verbindung mit dem Neogen® Molekularen
Detektionssystem fiir den schnellen und spezifischen Nachweis von Listerien in angereicherten Proben aus Lebensmitteln
und deren Umgebungen verwendet.

Die Neogen® Molekularen Detektionsnachweise verwenden die mittels einer ,Loop“ initiierte isotherme Amplifikation, um
in Kombination mit der Biolumineszenz die Amplifikation von Nukleinsduresequenzen mit hoher Spezifitat, Sensitivitat und
Geschwindigkeit zu detektieren. Vorlaufige positive Ergebnisse werden in Echtzeit erstellt, wahrend negative Ergebnisse
erst nach Abschluss des Tests dargestellt werden. Die vorlaufig positiven Ergebnisse miissen mithilfe eines Testverfahrens
Ihrer Wahl oder gemaR den jeweils geltenden Richtlinien bestatigt werden("22),

Der Neogen Molekulare Detektion 2 — Listerien Nachweis ist fiir den Gebrauch in Laboren bestimmt und muss von
Fachpersonal angewendet werden, das in Laborverfahren geschult wurde. Neogen verfligt (iber keine Daten zur
Anwendung dieses Produkts in anderen Industrien als der Lebensmittel- und Getrankeindustrie. Zum Beispiel verfiigt
Neogen lber keine Daten zur Verwendung dieses Produkts mit Wasser-, Pharmazeutika-, Kosmetika- oder klinischen
und tiermedizinischen Proben. Der Neogen Molekulare Detektion 2 — Listerien Nachweis wurde nicht fiir alle méglichen
Testprotokolle oder fiir alle mdglicherweise vorkommenden Bakterienstimme evaluiert.

Wie bei allen Testverfahren kénnen die Ergebnisse durch die Quelle, Zusammensetzung und Qualitat des
Anreicherungsmediums beeinflusst werden. Faktoren wie Probennahme, Testprotokolle, Probenaufbereitung,
Handhabung und Labortechnik kdnnen die Ergebnisse beeinflussen. Neogen empfiehlt die Beurteilung der Methode
einschliellich Anreicherungsmedium in der Umgebung des Benutzers mit einer ausreichenden Anzahl an Proben mit
bestimmten Lebensmitteln und/oder Umgebungen und mikrobiellen Pathogenen, um sicherzustellen, dass die Methode
den Anforderungen des Benutzers entspricht. Neogen hat den Neogen Molekulare Detektion 2 — Listerien Nachweis mit
Demi Fraser Bouillon und Fraser Bouillon mit Eisen-Ammonium-Citrat evaluiert. Nachfolgend ist eine typische Formulierung
dieser Medien angegeben.

Typische Formulierung einer Demi Fraser Typische Formulierung einer Fraser

Basis Bouillon (g/1)  Basis Bouillon (g/1)
Natriumchlorid 20g Natriumchlorid 20g
Natriumphosphat, zweibasisch, wasserfrei* 9,69 Natriumphosphat, zweibasisch, wasserfrei* 9,69
Rindfleisch-Extrakt 509 Rindfleisch-Extrakt 50g9
Pankreatisch verdautes Casein 509 Pankreatisch verdautes Casein 50g
Peptisch verdautes tierisches Gewebe 509 Peptisch verdautes tierisches Gewebe 50g
Hefeextrakt 509 Hefeextrakt 50¢9
Lithiumchlorid 3,049 Lithiumchlorid 3,09
Kaliumphosphat, einbasisch 1,359 Kaliumphosphat, einbasisch 1,359
Aesculin 1,0g  Aesculin 1,09
Acriflavin-HCI 0,0125g  Acriflavin-HCI 0,025¢g
Nalidixinsaure 0,01g Nalidixinsaure 0,02¢g
* Ersatz: Natriumphosphat, zweibasisch, Dihydrat 12,09

Fraser Bouillon-Ergéanzung
(Zutaten pro 10-ml-Flaschchen. Ein Flaschchen wird zu einem Liter Basismedium hinzugefiigt.)

Eisen-Ammonium-Citrat 0,5g/10 ml
Finaler pH-Wert 7,2 £ 0,2 bei 25 °C
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Das Neogen® Molekulare Detektion — Gerat ist fiir die Verwendung mit Proben bestimmt, die wahrend der Nachweis-Lyse
wiarmebehandelt wurden, wodurch die in der Probe vorhandenen Organismen zerstért werden sollen. Proben, die wahrend
der Lyse nicht ordnungsgemaR warmebehandelt wurden, stellen mdglicherweise ein biologisches Risiko dar und sollten
NICHT in das Neogen Molekulare Detektion — Gerat eingesetzt werden.

Neogen Food Safety hat fiir die Bereiche Entwicklung und Fertigung die Zertifizierung ISO 9001 der Internationalen
Organisation fiir Normung (ISO) erhalten.

Das Testkit fiir den Neogen Molekulare Detektion 2 — Listerien Nachweis enthélt 96 Tests, die in Tabelle 1 beschrieben sind.

Tabelle 1. Komponenten des Neogen Molekulare Detektion Nachweises

Artikel Kennzeichnung Stiickzahl Inhalt Kommentare

Rosafarbene Lésung

. 96 (12 Streifen mit je
In transparenten

Neogen® Lyselésung Abgefiillt und

580 pl LS pro Gefal3

(LS) GefaRen 8 GefaRen) gebrauchsfertig
Reagenzgefalle Lyophilisierte
fir den Neogen® N 96 (12 Streifen mitje | spezifische .
Molekulare Detektion Blaue Gefalte 8 Gefalen) Amplifikations- und Gebrauchsfertig
2 — Listerien Nachweis Detektionsmischung

- 96 (12 Streifen mit je .
Zusatzliche Kappen Blaue Kappen 8 Kappen) Gebrauchsfertig

Lyophilisierte Kontroll-
DNS, Amplifikations- | Gebrauchsfertig
und Detektionsmatrix

16 (2 Beutel mit 8
einzelnen GefaRen)

Neogen®

Reagenzkontrolle (RC) Durchsichtige GefaRRe

Die Negativkontrolle (nicht im Kit enthalten) ist ein steriles Anreicherungsmedium, z. B. Demi Fraser Bouillon. Als
Negativkontrolle kein Wasser verwenden.

Sicherheit

Der Anwender muss sémtliche in der Gebrauchsanleitung des Neogen Molekularen Detektionssystems und des Neogen
Molekulare Detektion 2 — Listerien Nachweises aufgefiihrten Sicherheitshinweise gelesen und verstanden haben.
Bewahren Sie diese Sicherheitshinweise auf, um spéter auf sie zuriickgreifen zu kénnen.

A WARNUNG: Bezeichnet eine Gefahrensituation, die — wenn sie nicht vermieden wird — zum Tode oder zu schweren
Verletzungen und/oder Sachschaden fiihren kann.

HINWEIS: Bezeichnet eine potenzielle Gefahrensituation, die — wenn sie nicht vermieden wird — zu Sachschaden
fihren kann.

A WARNUNG

Den Neogen Molekulare Detektion 2 — Listerien Nachweis nicht zur Diagnose von Erkrankungen bei Menschen oder
Tieren einsetzen.

Die bei der Methode mit dem Neogen Molekulare Detektion 2 — Listerien Nachweis entstehenden Mengen an Listeria
monocytogenes kénnen ausreichen, um bei schwangeren Frauen und immungeschwichten Menschen Totgeburten
und Todesfille zu verursachen, wenn sie diesen ausgesetzt werden.

Der Anwender muss sein Personal in den entsprechenden Testmethoden unterweisen: z. B. laut den Grundsitzen der
guten Laborpraxis, ISO/IEC 17025“ oder ISO 7218©,

MaBnahmen zur Reduzierung der mit einem falsch negativen Ergebnis verbundenen Risiken, die zur Freigabe eines
kontaminierten Produkts fiihren kénnen:
e Befolgen Sie das Protokoll und fiihren Sie die Tests genau wie in der Gebrauchsanweisung angegeben durch.

e Lagern Sie den Neogen Molekulare Detektion 2 — Listerien Nachweis wie auf der Packung und in den Gebrauchsan-
weisungen beschrieben.

e Verwenden Sie den Neogen Molekulare Detektion 2 — Listerien Nachweis stets vor Ablauf des Verfalldatums.

e Verwenden Sie den Neogen Molekulare Detektion 2 — Listerien Nachweis mit Lebensmittel- und Umweltproben, die
intern oder durch Dritte validiert wurden.
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e Verwenden Sie den Neogen Molekulare Detektion 2 — Listerien Nachweis nur bei Oberflachen, Desinfektionsmitteln,
Protokollen und Bakterienstammen, die intern oder durch Dritte validiert wurden.

e Wenn Sie eine Umgebungsprobe haben, die einen Neutralisationspuffer mit einem Acrylsulfonat-Komplex enthalt,
dann miissen Sie vor dem Testen der Probe eine 1:2 Verdiinnung (1 Teil Probe in 1 Teil steriler Anreicherungsbouillon)
vornehmen. Ebenso kénnen Sie 10 pl NB-Anreicherungsmedium in die Neogen LysegefiaRe ibertragen. Neogen®
Produkte zur Probennahme, die Neutralisationspuffer mit Acrylsulfonat-Komplex enthalten: RS96010NB, RS9604NB,
SSL10NB, SSL10NB2G, HS10NB, HS10ONB2G und HS2410NB2G.

Zur Verminderung der Risiken, die mit der Exposition gegeniiber Chemikalien und biogefahrlichen Stoffen

verbunden sind:

e Es wird dringend empfohlen, das weibliche Laborpersonal iiber das Risiko fiir einen sich entwickelnden Fétus zu
informieren, das sich aus einer Infektion der Mutter durch Kontakt mit Listeria monocytogenes ergibt.

e Fihren Sie die Testverfahren mit Pathogenen in einem entsprechend ausgeriisteten Labor und unter der Aufsicht von
geschultem Fachpersonal durch. Inkubierte Anreicherungsmedien und Arbeitsgerate oder Oberflachen, die in Kontakt
mit inkubierten Anreicherungsmedien gekommen sind, kénnen so stark mit Krankheitserregern belastet sein, dass ein
Risiko fiir die menschliche Gesundheit besteht.

e Befolgen Sie stets die liblichen Labor-Sicherheitsmanahmen und tragen Sie bei der Handhabung von Reagenzien und
kontaminierten Proben angemessene Schutzkleidung und geeigneten Augenschutz.

e \ermeiden Sie nach der Amplifikation den Kontakt mit dem Anreicherungsmedium und den ReagenzgefaRen.
e Die angereicherten Proben sind geméaR Branchenstandards zu entsorgen.

e Proben, die wahrend der Lyse nicht ordnungsgemaB warmebehandelt wurden, stellen méglicherweise ein biologisches
Risiko dar und sollten NICHT in das Neogen Molekulare Detektion — Gerat eingesetzt werden.

Zur Verminderung von Kreuzkontaminationsrisiken bei der Vorbereitung des Tests:
e Tragen Sie stets Handschuhe (sowohl zum Schutz des Anwenders als auch, um ein Einbringen von Nukleasen
zu vermeiden).

Zur Verringerung der Risiken, die mit Umweltkontamination verbunden sind:
e Bei der Entsorgung sind die aktuellen Industrienormen zur Entsorgung von kontaminiertem Abfall zu beachten.

Zur Verminderung der Risiken, die mit der Exposition gegeniiber heiRen Fliissigkeiten verbunden sind:
e Achten Sie darauf, die empfohlene Temperatur des Heizgerats nicht zu tiberschreiten.

e Achten Sie darauf, die empfohlene Anwarmdauer nicht zu tiberschreiten.

e \Verwenden Sie ein geeignetes, kalibriertes Thermometer, um sicherzustellen, dass der Neogen® Molekulare
Detektion — Heizblockeinsatz die richtige Temperatur aufweist (z. B. ein Thermometer zum partiellen Eintauchen
oder ein Digitalthermometer, kein Tauchthermometer). Das Thermometer muss an der vorgesehenen Stelle des
Neogen Molekulare Detektion — Heizblockeinsatzes platziert werden.

HINWEIS

Zur Verminderung von Kreuzkontaminationsrisiken bei der Vorbereitung des Tests:
e Wechseln Sie vor Hydratation der Reagenzpellets die Handschuhe.

e Es wird empfohlen, sterile, hochreine Pipettenspitzen mit Aerosolschutz (Filter) zu verwenden.
e Verwenden Sie fiir jede Probeniibertragung eine neue Pipettenspitze.

e Wenden Sie die Grundsitze der Guten Laborpraxis bei der Ubertragung der angereicherten Probe auf das Lysegefa
an. Um eine Kontamination der Pipette zu vermeiden, sollte der Anwender bei der Ubertragung einen Zwischenschritt
durchfiihren. Beispielsweise kann der Anwender jede angereicherte Probe auf ein steriles GefaR tibertragen.

e Sofern moglich, arbeiten Sie an einer molekularbiologischen Arbeitsstation mit Germizidlampe. Desinfizieren
Sie die Laborbanke und Arbeitsgerite (Pipetten, Cap/Decap-Werkzeuge usw.) regelmaRig mit einer 1-5%igen
Haushaltsbleichmittelldsung (v:v in Wasser) oder DNS-Entfernungslésung.

Zur Verminderung der Risiken, die mit einem falsch positiven Ergebnis verbunden sind:
e Offnen Sie die ReagenzgefiRe niemals nach der Amplifikation.

e Kontaminierte Gefal3e immer aus dem Nachweis-Vorbereitungsbereich entfernen und fir 1 Stunde in einer 1-5%igen
(v:v in Wasser) Haushaltsbleichmittelldsung oder einer gleichwertigen Lésung einweichen und dann entsorgen.

e Autoklavieren Sie die Reagenzgefalle niemals nach der Amplifikation.
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Weitere Informationen sowie die jeweils vor Ort geltenden Richtlinien zur Entsorgung entnehmen Sie bitte
dem Sicherheitsdatenblatt.

Sollten Sie Fragen zu bestimmten Anwendungen oder Verfahren haben, besuchen Sie unsere Website unter
www.neogen.com oder wenden Sie sich an den lokalen Neogen-Verkaufsvertreter oder Handler.

Verantwortung des Anwenders

Anwender missen sich auf eigene Verantwortung mit den Gebrauchsanweisungen und Informationen des Produkts
vertraut machen. Fir weitere Informationen besuchen Sie unsere Website unter www.neogen.com oder wenden Sie sich
an lhren lokalen Neogen Verkaufsvertreter oder Handler.

Bei der Auswahl einer Testmethode ist zu beachten, dass externe Faktoren wie Probenentnahmemethoden, Testprotokolle,
Probenaufbereitung, Handhabung und Labortechnik die Ergebnisse beeinflussen kénnen.

Es liegt in der Verantwortung des Anwenders bei der Auswahl einer Testmethode oder eines Produkts, diese mit einer
ausreichenden Anzahl von Proben und Kontrollen zu evaluieren, um sicherzustellen, dass die gewahlte Testmethode seinen
Anforderungen entspricht.

Der Anwender tragt ebenfalls die Verantwortung dafiir, dass die angewendeten Testmethoden und Ergebnisse den
Anforderungen seiner Kunden und Lieferanten entsprechen.

Wie bei allen Testmethoden, stellen die mit Neogen Lebensmittelsicherheitsprodukten erhaltenen Ergebnisse keine
Garantie fiur die Qualitat der untersuchten Matrices oder Prozesse dar.

Als Unterstiitzung von Kunden bei der Validierung der Methode fiir verschiedene Lebensmittel-Matrices hat Neogen das
Set Neogen® Molekulare Detektion Matrixkontrolle entwickelt. Verwenden Sie bei Bedarf die Matrixkontrolle (MC), um zu
bestimmen, ob die Matrix in der Lage ist, die Ergebnisse des Neogen Molekulare Detektion 2 — Listerien Nachweises zu
beeintrachtigen. Testen Sie mehrere fiir die Matrix reprasentative Proben, d. h. Proben unterschiedlicher Herkunft, wahrend
einer Validierungsphase, wenn die Neogen Methode zum Einsatz kommt oder beim Testen neuer oder unbekannter
Matrices oder Matrices, die Rohmaterial- oder Verfahrensanderungen durchlaufen haben.

Eine Matrix kann als eine Produktart mit spezifischen Eigenschaften, z. B. in Bezug auf ihre Zusammensetzung und
Verarbeitung, definiert werden. Unterschiede zwischen Matricen kénnen so einfach sein wie die Auswirkungen, die von
Unterschieden bei deren Verarbeitung oder deren Présentation (z. B. roh im Vergleich zu pasteurisiert; frisch im Vergleich zu
getrocknet usw.) verursacht werden.

Haftungsbeschriankungen/Beschriankte Rechtsmittel

AUSSER ES WIRD AUSDRUCKLICH ANDERS IM ABSCHNITT DER HAFTUNGSBESCHRANKUNGEN DER VERPACKUNG
DES JEWEILIGEN PRODUKTS ANGEGEBEN, LEHNT NEOGEN ALLE AUSDRUCKLICHEN UND STILLSCHWEIGENDEN
GARANTIEN, EINSCHLIESSLICH, JEDOCH NICHT BESCHRANKT AUF, DIE GEWAHRLEISTUNG DER MARKTGAN-
GIGKEIT ODER DER EIGNUNG FUR EINEN BESTIMMTEN ZWECK AB. Sollte sich ein Produkt von Neogen Food Safety als
defekt herausstellen, wird es von Neogen oder einem autorisierten Vertragshandler nach eigenem Ermessen ersetzt oder
der Kaufpreis zurilickerstattet. Gewahrleistungsanspriiche bestehen nicht. Bei weiteren Fragen wenden Sie sich bitte an
Ihren Neogen-Vertreter oder autorisierten Neogen-Handler.

Haftungsbeschriankungen von Neogen

NEOGEN HAFTET NICHT FUR VERLUSTE ODER SCHADEN, GANZ GLEICH OB MITTELBARE, UNMITTELBARE,
SPEZIELLE, NEBEN- ODER FOLGESCHADEN EINSCHLIESSLICH, ABER NICHT BESCHRANKT AUF ENTGANGENEN
GEWINN. In keinem Fall Gibersteigt die Haftung von Neogen den Kaufpreis des angeblich defekten Produkts.

Lagerung und Entsorgung

Lagern Sie den Neogen Molekulare Detektion 2 — Listerien Nachweis bei 2—8 °C. Nicht einfrieren. Kit lichtgeschitzt lagern.
Vergewissern Sie sich nach dem Offnen des Sets, dass der Folienbeutel unbeschadigt ist. Verwenden Sie das Set keinesfalls
bei beschadigtem Beutel. Nach dem Offnen sollten nicht verwendete ReagenzgefiRe gemeinsam mit dem Trockenmittel
stets im wiederverschlieRbaren Beutel verwahrt werden, um die Stabilitat der lyophilisierten Reagenzien sicherzustellen.
Wieder verschlossene Beutel knnen maximal 60 Tage bei 2—-8 °C aufbewahrt werden.
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Verwenden Sie den Neogen Molekulare Detektion 2 — Listerien Nachweis nicht nach Ablauf des Verfalldatums. Das
Verfalldatum und die Chargennummer sind auf dem dufReren Etikett der Packung angegeben. Nach dem Gebrauch kénnen
das Anreicherungsmedium und die GefaRe des Neogen Molekulare Detektion 2 — Listerien Nachweises pathogene

Stoffe enthalten. Beachten Sie nach Abschluss der Testverfahren die giiltigen Branchennormen fiir die Entsorgung von
kontaminierten Abfallen. Weitere Informationen sowie die jeweils vor Ort geltenden Richtlinien zur Entsorgung entnehmen
Sie bitte dem Sicherheitsdatenblatt.

Gebrauchsanweisung
Befolgen Sie alle Anweisungen genau. Andernfalls werden méglicherweise ungenaue Ergebnisse erzielt.

Desinfizieren Sie die Laborbénke und Arbeitsgerate (Pipetten, Cap/Decap-Werkzeuge usw.) regelmaRig mit einer
1-5%igen Haushaltsbleichmittelldsung (v:v in Wasser) oder DNS-Entfernungslésung.

Der Anwender muss die Funktionsqualifizierung fiir das Neogen Molekulare Detektionssystem absolvieren, wie im
Dokument ,,Protokolle und Anweisungen fiir Installationsqualifizierung (IQ)/Funktionsqualifizierung (OQ) fiir das Neogen
Molekulare Detektionssystem® beschrieben®,

Spezifische Anweisungen finden Sie im Abschnitt ,Spezielle Anweisungen fiir validierte Verfahren®:

Fir Anreicherungsprotokolle gemaR AOAC® Official Method of AnalysisS” 2016.07 und AOAC® Performance Tested
Method*™ Zertifikat Nr. 111501 in Tabelle 3.

Fir Anreicherungsprotokolle gemafR NF Validation-Zertifikat 3M 01/14-05/16 in Tabelle 4.

Probenanreicherung

Tabelle 2, 3 oder 4 enthalten Richtlinien zur Anreicherung fiir Lebensmittel- und Umgebungsproben. Der Anwender ist
selbst fir die Validierung von alternativen Probennahmeprotokollen oder Verdiinnungsverhaltnissen verantwortlich, durch
die sichergestellt werden muss, dass dieses Testverfahren den Anforderungen entspricht.

Lebensmittel
1. Lassen Sie das Demi Fraser Bouillon-Anreicherungsmedium (enthalt Eisen-Ammonium-Citrat) auf die Raumtemperatur
des Labors aufwéarmen.

2. Mischen Sie Anreicherungsmedium und Probe aseptisch geméaR den Tabellen 2, 3 oder 4. Bei der Handhabung von
Fleisch- und partikelreichen Proben wird die Verwendung von Filterbeuteln empfohlen.

3. Homogenisieren Sie griindlich durch Vermischen, Stomachen, Mischen von Hand fiir 2 = 0,2 Minuten. Inkubieren Sie bei
37 £ 1 °C gemal der entsprechenden Zeit aus Tabelle 2, 3 oder 4.

4. Geben Sie bei Rohmilchprodukten (siehe Tabellen 2 oder 4) 0,1 ml der Erstanreicherung in 10 ml der Fraser Bouillon.
Inkubieren Sie 37 + 1 °C fiir 20—24 Stunden.

Umgebungsproben

Ein Instrument zur Probennahme kann ein Schwamm sein, der mit einer neutralisierenden Lésung hydriert ist, um
die Wirkung von Desinfektionsmitteln zu deaktivieren. Neogen empfiehlt die Verwendung eines Biozid-freien
Zelluloseschwamms. Bei der Neutralisierungslésung kann es sich um eine Dey-Engley (D/E)-Neutralisierungs- oder
Letheen-Bouillon handeln. Der Bereich muss nach der Probenahme desinfiziert werden.

WARNUNG: Sollten Sie einen Neutralisationspuffer (NB) mit Acrylsulfonat-Komplex als Hydrierlésung fiir den Schwamm
verwenden, miissen Sie vor dem Testen eine 1:2-Verdiinnung (1 Teil Probe in 1 Teil steriler Anreicherungsbouillon) der
angereicherten Umgebungsprobe vornehmen, um die mit einem falsch negativen Ergebnis verbundenen Risiken, die zur
Freigabe eines kontaminierten Produkts fiihren kénnen, zu verringern. Ebenso kénnen Sie 10 pl Anreicherungsmedium
mit Neutralisationspuffer in die Neogen Lysegeféale libertragen.

Die empfohlene GroRe des Probenbereichs, mit dem die Anwesenheit oder Abwesenheit des Pathogens auf der
Oberflache Uberpriift werden soll, liegt bei mindestens 100 cm? (10 cm x 10 cm oder 4"x4"). Decken Sie bei der
Probennahme mit einem Schwamm den gesamten Bereich in zwei Richtungen (links nach rechts oder oben nach unten)
ab oder sammeln Sie Umgebungsproben gemaR lhrem aktuellen Probennahmeprotokoll oder gemaR den Richtlinien FDA
BAM®, USDA FSIS MLG® oder ISO 18593,

1. Lassen Sie das Demi Fraser Bouillon-Anreicherungsmedium (enthalt Eisen-Ammonium-Citrat) auf die Raumtemperatur
des Labors aufwarmen.

2. Mischen Sie Anreicherungsmedium und Probe aseptisch gemaR den Tabellen 2, 3 oder 4.

3. Homogenisieren Sie griindlich durch Vermischen, Stomachen, Mischen von Hand oder Vortexen fiir 2 = 0,2 Minuten.
Inkubieren Sie bei 37 = 1 °C fir 24—-30 Stunden gemal der entsprechenden Zeit aus Tabelle 2, 3 oder 4.
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Tabelle 2: Allgemeine Anreicherungsprotokolle bei 37 = 1°C unter Verwendung der Demi Fraser Bouillon® und Fraser
Bouillon®, je nach Bedarf.

Anreiche-
Proben- rungs- Anreiche- Anreiche-
Probenmatrix réRe bouillon- | rungstempe- | rungszeit
9 volumen | ratur(x1°C) | (Stunden)
(ml)
Wirmebe-
handeltes,
gekochtes,
gepodkel-
tes Fleisch,
Gefligel,
Meeresfriich-
te und Fisch
Warmebehan-
delte/pasteu- 25g 225 37 24-30
risierte Milch-
produkte
Erzeugnisse
und Gemiise
Lebensmittel
aus mehreren
Zutaten
1 100
Umgebungs- | gchwamm | oder 225 37 24-30
proben
1 Tupfer 10 37 24-30
Rohes Fleisch,
Gefliigel,
Meeresfriich- 25¢ 475 37 28-32
te, Fisch
Erstanreicherung (Demi Fraser Bouillon)® Zweitanreicherung (Fraser Bouillon)® o
roben-
. o e analyse-
Probenmatrix Anrelche. Anreiche- | Anreiche- UL ) Anreiche- volu-
Proben- | rungsbouil- . Proben- | rungstem- . "
réRe | lonvolumen rungstempe- | rungszeit groRe peratur rungszeit men®
9 (ml) ratur (£ 1 °C) | (Stunden) (1°C) (Stunden)
0,1 ml
Rohmilchpro- in 10 m|
dukte 259 225 37 20-24 Fraser 37 20-24 10l
Bouillon
geben

(a) Die Demi Fraser Bouillon und die Fraser Bouillon sollten bei der Erstanreicherung oder Zweitanreicherung immer mit
Fraser Bouillon-Ergénzung (Eisen-Ammonium-Citrat) ergénzt werden.

(b) Volumen der angereicherten Probe, das in Neogen LysegeféRe libertragen wird. Siehe Schritt 4.6 im Abschnitt Lyse.
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Spezifische Anweisungen fiir validierte Verfahren
AOAC® Official Method*™ 2016.07
AOAC® Performance Tested Method*™ Nr. 111501
| AOAC
RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 111501
In den OMASM- und PTMSM-Programmen des AOAC Research Institute erwies sich der Neogen Molekulare

Detektion 2 — Listerien Nachweis als wirksame Methode zur Detektion von Listerien. Die in der Studie getesteten
Matrices sind in Tabelle 3 aufgefiihrt.

Tabelle 3. Anreicherungsprotokolle mit Verwendung der Demi Fraser Basis Bouillon® bei 37 = 1 °C gemaR AOAC
OMASM 2016.07 und AOAC PTMSM Zertifikat Nr. 111501.

Probenmatrix ProbengréRe | Anreicherungsbouillonvolumen (ml) Anre(l;:tl:;r::r?)szen

Rindfleisch-Hotdogs, Frischkase,
Vanilleeis, Huttenkase mit 4 % Milchfett,
Schokolade mit 3 % Vollmilch, 25¢g 225 24-30
Roémersalat, roher Spinat im Beutel, kalt
geraucherter Lachs

Rohes Gefliigelfleisch 25¢g 475 28-32

Feinkost-Putenfleisch 1259 1125 24-30

Cantaloupe® Ganze Soviel Volum.en, dass die Melone 26-30

Melone schwimmen kann

o Edelstahl 1 Schwamm 225 24-30

g’ S Versiegelter Beton 1 Schwamm 100 24-30
ol
U’ S

% o Kunststoff© 1 Tupfer 10 24-30

Samtliche Proben fur die AOAC-Validierung wurden, sofern nicht anders angegeben, mittels Stomacher homogenisiert.

(a) Die Demi Fraser Bouillon und die Fraser Bouillon sollten bei der Erstanreicherung oder Zweitanreicherung immer mit
Fraser Bouillon-Ergénzung (Eisen-Ammonium-Citrat) ergénzt werden.

(b) Probe durch Mischen per Hand homogenisieren.

(c) Probe mit dem Vortexmischer homogenisieren.

NF Validation gema3 AFNOR Certification

(RUFICATION
C

VALIDATION
EN 1SO 16140

3M 01/14-05/16
ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http://nf-validation.afnor.org/en

Fir weitere Informationen zum Ablauf der Validierung siehe NF VALIDATION-Zertifikat unter der oben genannten Website.
NF VALIDATION zertifizierte Methode in Ubereinstimmung mit der ISO 16140-2® im Vergleich zur ISO 11290-1®

Einsatzgebiet der Validierung: Proben von allen fiir den Menschen vorgesehenen Lebensmitteln und deren Umgebung
(auRer Proben aus der Primarproduktion)

Probenvorbereitung: Die Proben miissen gemaR 1ISO 11290-1® und ISO 6887 vorbereitet werden

Softwareversion: Siehe Zertifikat
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Tabelle 4. Anreicherungsprotokolle gemaR NF VALIDATION-zertifizierter Methode 3M 01/14-05/16 bei 37 = 1 °C unter
Verwendung einer Demi Fraser Bouillon® und Fraser Bouillon®, je nach Bedarf.

LI Anreiche- . Proben- | Akzeptierte
Allge- Pro- rungs- Anreiche-
. . rungstem- .. | analyse- | Unterbre-
meines | ben- | bouillon- S rungszeit volu- e
Protokoll | gréBe | volumen (1°C) (Stunden) men® punkte
(ml)
Alle e Demi
Lebens- Fraser
mittelpro- Bouillon
ben (auRer bis zu 72
rohes Stunden
Fleisch, | 25¢g 225 37 24-30 20pul |e Lysatbei
rohe Mee- -20°C
resfriichte e Lysat bei
und Roh- 4 °C bis
milchpro- zu72
dukte) Stunden
25g,
Umge- 1 .
bungspro- | Tupfer| 225 37 04-30 | 20y |® Lysatbei
-20°C
ben oder
1 Tuch
g Al Anreiche- . Proben- | Akzeptierte
Spezifi- | Pro- rungs- Anreiche-
. rungstem- .. | analyse- | Unterbre-
sches Pro-| ben- | bouillon- rungszeit
tokoll1 [ gréRe| volumen peratur (Stunden) vt G
(x1°C) men® punkte
(ml)
e Demi
Fraser
Bouillon
Rohes bis zu 72
Fleisch Stunden
undrohe | 25¢g 475 37 28-32 20l |[e Lysatbei
Meeres- -20°C
frichte o Lysat bei
4 °C bis
zZu72
Stunden
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Erstanreicherung (Demi Fraser Bouillon)® Zweitanreicherung (Fraser Bouillon)® o
zep-
Spez Pro- A::ilc:-e- ATEES Anreiche- (TS Anreiche- HEEAT ere
sches Pro- 'g rungstem- - | Proben- | rungstem- >" | analyse- | Unterbre-
tokoll 2 | ben- | bouillon- rungszeit .. rungszeit chungs-
6R lumen peratur (Stunden) ICES peratur (Stunden) LS
grofRe VO( ) (2 1°C) (x1°C) men® punkte
m
e Fraser
Bouil-
0,1 ml lon bis
Rohmilch- in 10 ml zu72
25¢ 225 37 20-24 Fraser 37 20-24 10 pl Stun-
produkte .
Bouillon den
geben e Lysat
bei
-20°C

(a) Die Demi Fraser Bouillon und die Fraser Bouillon sollten bei der Erstanreicherung oder Zweitanreicherung immer mit
Fraser Bouillon-Ergénzung (Eisen-Ammonium-Citrat) ergénzt werden.

(b) Volumen der angereicherten Probe, das in Neogen LysegeféaRe libertragen wird. Siehe Schritt 4.6 im Abschnitt Lyse.

| Hinweis: Proben von mehr als 25 g wurden in der NF Validation-Studie nicht getestet.

Vorbereitung der Neogen® Molekulare Detektion — Beladehilfe

1. Befeuchten Sie ein Tuch mit einer 1-5%igen Haushaltsbleichmittelldsung (v:v in Wasser) oder einer gleichwertigen
Lésung und wischen Sie die Neogen® Molekulare Detektion — Beladehilfe ab.

2. Spiilen Sie die Neogen Molekulare Detektion — Beladehilfe mit Wasser ab.
3. Trocknen Sie die Neogen Molekulare Detektion — Beladehilfe mit einem Einmalhandtuch.
4. Vergewissern Sie sich, dass die Neogen Molekulare Detektion — Beladehilfe vor dem Gebrauch trocken ist.

Vorbereitung des Neogen® Molekulare Detektion — Kiihlblockeinsatzes
Stellen Sie den Neogen® Molekulare Detektion — Kiihlblock direkt auf die Laborbank. Verwenden Sie den Kiihlblock bei
Laborraumtemperatur (20-25 °C).

Vorbereitung des Neogen® Molekulare Detektion — Heizblockeinsatzes

Legen Sie den Neogen® Molekulare Detektion — Heizblockeinsatz in ein Trocken-Doppelblock-Heizgerat. Schalten Sie das
Trockenblock-Heizgerat ein und stellen Sie die Temperatur fir den Neogen Molekulare Detektion — Heizblockeinsatz auf
100+ 1 °Cein.

Hinweis: Warten Sie je nach Heizgerat etwa 30 Minuten, bis der Neogen Molekulare Detektion — Heizblockeinsatz die
geeignete Temperatur erreicht hat. Stellen Sie mit einem kalibrierten Thermometer (z. B. ein Thermometer zum partiellen
Eintauchen oder ein Digitalthermometer, kein Tauchthermometer) an der vorgesehenen Messposition fest, ob der
Neogen Molekulare Detektion — Heizblockeinsatz die erforderliche Temperatur von 100 + 1 °C erreicht hat.

Vorbereitung des Neogen® Molekulare Detektion — Gerats

1. Starten Sie die Neogen® Molekulares Detektionssystem — Software und loggen Sie sich ein. Setzen Sie sich
mit Ihrem Vertreter von Neogen Food Safety in Verbindung, um sicherzustellen, dass Sie tiber die aktuellste
Softwareversion verfiigen.

2. Schalten Sie das Neogen Molekulare Detektion — Gerat ein.

3. Erstellen oder bearbeiten Sie fiir jede Probe einen Testdurchlauf. Weitere Details entnehmen Sie bitte dem
Benutzerhandbuch zum Neogen Molekularen Detektionssystem.

Hinweis: Das Neogen Molekulare Detektion — Gerat muss bereit sein, bevor die Neogen Molekulare Detektion —
Beladehilfe mit den ReaktionsgefaRen eingesetzt werden kann. Dieses Erwarmungsverfahren nimmt etwa 20 Minuten in
Anspruch und wird durch eine ORANGEFARBENE Leuchte auf der Statusleiste des Gerats angezeigt. Sobald das Gerat
einsatzbereit ist, wechselt die Leuchte der Statusleiste auf GRUN.
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Entfernen Sie die Unterseite des Neogen Lysetragers mit einem Schraubendreher oder Spatel, bevor Sie ihn im Neogen
Molekulare Detektion — Heizblockeinsatz platzieren.

1. Lassen Sie die Neogen Lyselésung im GefaR tiber Nacht (16-18 Stunden) bei Raumtemperatur (20-25 °C) aufwarmen.
Um die Neogen LysegefiaRe auf Raumtemperatur zu erwarmen, kénnen Sie die Neogen Lysegefale fiir mindestens
2 Stunden auf die Laborbank stellen, die Neogen LysegefalRe fir 1 Stunde bei 37 = 1 °C inkubieren oder sie fiir
30 Sekunden bei 100 £ 1 °C in ein Trocken-Doppelblock-Heizgerat setzen.

2. Mischen Sie die mit Kappen verschlossenen GefaRe. Fahren Sie innerhalb von 4 Stunden mit dem n&achsten Schritt fort.

3. Nehmen Sie die Anreicherungsbouillon aus dem Inkubator.

4. Fir jede Probe und die Negativkontrolle (NC) (steriles Anreicherungsmedium) wird jeweils ein Neogen LysegefaR
bendtigt.

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

Die Neogen LysegefaBstreifen konnen auf die gewlinschte Anzahl Neogen LysegeféaRe zurechtgeschnitten werden.
Wabhlen Sie die Anzahl der erforderlichen Neogen LysegefaRRe oder 8er GefaRstreifen aus. Setzen Sie die Neogen
Lysegeféle in einen leeren GefaRtrager.

Um eine Kreuzkontamination zu vermeiden, 6ffnen Sie jeweils nur einen Neogen Lysegefal3streifen und verwenden
Sie bei jeder einzelnen Ubertragung eine neue Pipette.

Ubertragen Sie die angereicherte Probe wie unten beschrieben auf die Neogen LysegefiRe:

Ubertragen Sie zuerst die angereicherten Proben jeweils einzeln in ein Neogen LysegefaR. Ubertragen Sie die
NC zuletzt.

Offnen Sie jeden Neogen Streifen mit LysegefaRen einzeln mit dem Neogen® Molekulare Detektion — Cap/Decap-
Werkzeug — Lyse.

Entsorgen Sie die Kappen der Neogen Lysegefédlle — wenn noch Lysat fiir weitere Tests (ibrig bleibt, bewahren Sie
die Kappen in einem sauberen Container auf, um sie nach der Lyse wieder aufzusetzen.

4.5.1 Informationen zur Verarbeitung von nicht verwendetem Lysat finden Sie in Anhang A.

Ubertragen Sie 20 pl Probe in ein Neogen LysegefaR, sofern in der Protokolltabelle 2, 3 oder 4 nicht anders
angegeben (z. B. bei Rohmilchprodukten oder wenn Sie Umgebungsproben mit Neutralisierungspuffer verwenden,
sind 10 pl zu verwenden).

20 4l

<
——
— ﬁ
4

)y N

5. Wiederholen Sie Schritt 4.4 bis 4.6, bis jede einzelne Probe in ein zugeordnetes Neogen LysegefalRRe im Streifen
gegeben wurde.

6. Sobald Sie alle Proben libertragen haben, tibertragen Sie 20 ul der NC (steriles Anreicherungsmedium, z. B. Demi Fraser
Basis Bouillon) in ein Neogen LysegefaR. Als NC kein Wasser verwenden.

7. Stellen Sie fest, ob der Neogen Molekulare Detektion — Heizblockeinsatz die erforderliche Temperatur von 100 = 1 °C
erreicht hat.

10
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8. Stellen Sie den Trager ohne Deckel mit Neogen LysegefaRRen in den Neogen Molekulare Detektion — Heizblockeinsatz
und erwarmen Sie ihn 15 Minuten * 1 Minute lang. Dabei andert sich die Farbe der Neogen Lysel6sung von rosafarben
(kalt) zu gelb (heiR).

8.1 Proben, die wahrend der Lyse nicht ordnungsgemaR warmebehandelt wurden, stellen méglicherweise ein
biologisches Risiko dar und sollten NICHT in das Neogen Molekulare Detektions — Gerat eingesetzt werden.

9. Nehmen Sie den Trager ohne Deckel mit den Neogen Lysegefaen aus dem Heizblockeinsatz. Lassen Sie ihn maximal
5 bis 10 Minuten lang im Neogen Molekulare Detektion — Kiihlblockeinsatz abkiihlen. Der Neogen Molekulare
Detektion — Kiihlblockeinsatz wird bei Raumtemperatur verwendet und muss direkt auf die Laborbank gesetzt werden.
Wenn die Lyseldsung abgekdihlt ist, nimmt sie wieder eine rosa Farbe an.

10.Nehmen Sie den Trager mit den Neogen LysegefaRen aus dem Neogen Molekulare Detektion — Kiihlblockeinsatz.

—_ 20-25°C
00:05:00

Amplifikation
1. Fir jede Probe und ihre NC ist ein Neogen Molekulare Detektion 2 — Listerien Reagenzgefal erforderlich.

1.1 Die ReagenzgefaRstreifen kdnnen auf die gewiinschte Anzahl der GeféaRe zurechtgeschnitten werden. Wahlen Sie
die Anzahl der erforderlichen Reagenzgefale fiir den Neogen Molekulare Detektion 2 — Listerien Nachweis oder
den 8er GefaRstreifen.

1.2 Stellen Sie die ReagenzgefaRe fiir den Neogen Molekulare Detektion 2 — Listerien Nachweis in einen leeren Trager.
1.3 Vermeiden Sie es, die Reagenzkiigelchen im unteren Teil der GefaRe aufzuriihren.
2. Wibhlen Sie ein GefaR mit Neogen Reagenzkontrolle (RC) und stellen Sie es in den GefaRtrager.

3. Um eine Kreuzkontamination zu vermeiden, 6ffnen Sie jeweils nur einen ReagenzgefaRstreifen des Neogen Molekulare
Detektion 2 — Listerien Nachweises und verwenden Sie bei jedem Ubertragungsschritt eine neue Pipettenspitze.

4. Ubertragen Sie wie nachfolgend beschrieben die einzelnen Lysate in ein ReagenzgefsR fiir den Neogen Molekulare
Detektion 2 — Listerien Nachweis und in ein GefaR mit Neogen Reagenzkontrolle:

Ubertragen Sie jedes Probenlysat zuerst in ein eigenes ReagenzgefaR fiir den Neogen Molekulare Detektion
2 — Listerien Nachweis, gefolgt von der NC. Hydrieren Sie das RC-GefaR zuletzt.

5. Offnen Sie die ReagenzgefiRe fiir den Neogen Molekulare Detektion 2 — Listerien Nachweis mit dem Neogen®
Molekulare Detektion — Cap/Decap-Werkzeug — Reagenz, und zwar immer nur einen ReagenzgefaRstreifen auf einmal.
Werfen Sie die Kappe weg.

5.1 Ubertragen Sie 20 ul des Probenlysats aus der oberen Hilfte der Fliissigkeit (Ablagerungen vermeiden) im
Neogen Lysegefal in das entsprechende Reagenzgefal fiir den Neogen Molekulare Detektion 2 — Listerien
Nachweis. Pipettieren Sie schrédg in die GefaRe, um ein Aufriihren der Kiigelchen zu vermeiden. Mischen Sie
anschlieBend den GeféaRinhalt, indem Sie ihn 5 Mal auf und ab pipettieren.

5.2 Wiederholen Sie Schritt 5.1, bis Sie jedes einzelne Probenlysat einem entsprechenden Reagenzgefal fiir den
Neogen Molekulare Detektion 2 — Listerien Nachweis im Streifen hinzugefiigt haben.

5.3 VerschlieRen Sie die ReagenzgefaRe fir den Neogen Molekulare Detektion 2 — Listerien Nachweis mit den
mitgelieferten zusatzlichen Kappen und liben Sie mit der abgerundeten Seite des Neogen Molekulare Detektion
— Cap/Decap-Werkzeugs — Reagenz in einer Vorwarts- und Riickwartsbewegung Druck aus, um sicherzustellen,
dass die Kappe fest sitzt.

5.4 Wiederholen Sie bei Bedarf die Schritte 5.1 und 5.3 bei allen zu prifenden Proben.

5.5 Sobald Sie alle Probenlysate libertragen haben, wiederholen Sie die Schritte 5.1 und 5.3, um 20 pl des NC-Lysats in
ein Reagenzgefal fir den Neogen Molekulare Detektion 2 — Listerien Nachweis zu tGbertragen.

11



(Deutsch) ﬁ ﬁ

5.6 Ubertragen Sie 20 pl des NC-Lysats in ein GefaR mit Neogen Reagenzkontrolle. Pipettieren Sie schrig in die
GefalRe, um ein Aufriihren der Kiigelchen zu vermeiden. Mischen Sie anschlieBend den GefaRinhalt, indem Sie ihn
5 Mal auf und ab pipettieren.

6. Beladen Sie eine saubere und dekontaminierte Neogen Molekulare Detektion — Beladehilfe mit den mit Kappen
verschlossenen GefaRen. SchlieRen und verriegeln Sie die Klappe der Neogen Molekulare Detektion — Beladehilfe.

7. Uberpriifen und bestitigen Sie die Konfiguration des Durchlaufs in der Software des Neogen Molekularen
Detektionssytems.

8. Klicken Sie auf die Schaltflache ,,Start“ in der Software und wahlen Sie anschlieBend das zu verwendende Gerét aus. Die
Klappe des gewahlten Gerats 6ffnet sich automatisch.

9. Setzen Sie die Neogen Molekulare Detektion — Beladehilfe in das Neogen Molekulare Detektion — Gerat und schlieBen
Sie die Klappe, um mit dem Test zu beginnen. Die Ergebnisse sind innerhalb von 75 Minuten verfiligbar, obgleich positive
Ergebnisse moéglicherweise schneller erfasst werden.

10.Nehmen Sie nach Abschluss des Tests die Neogen Molekulare Detektion — Beladehilfe aus dem Neogen Molekulare
Detektion — Gerat und entsorgen Sie die Geféale, indem Sie sie 1 Stunde lang in ausreichender Entfernung vom
Vorbereitungsbereich in einer 1-5%igen Haushaltsbleichmittelldsung (v:v in Wasser) oder einer gleichwertigen
Losung einweichen.

HINWEIS: Um das Risiko eines falsch positiven Ergebnisses infolge einer Kreuzkontamination zu minimieren, 6ffnen
Sie niemals Reagenzgefalle des Neogen Molekulare Detektion 2 — Listerien Nachweises, die amplifizierte DNS
enthalten. Dies betrifft ReagenzgefalRe fiir den Neogen Molekulare Detektion 2 — Listerien Nachweis sowie Geféal3e
mit Neogen Reagenzkontrolle und Neogen Molekulare Detektion — Matrixkontrolle. Entsorgen Sie die verschlossenen
Reagenzgefélle, indem Sie sie 1 Stunde lang in ausreichender Entfernung vom Vorbereitungsbereich in einer 1-5%igen
Haushaltsbleichmittellésung (v:v in Wasser) oder einer gleichwertigen Lésung einweichen.

Interpretation der Ergebnisse

Die durch die Detektion der Nukleinsdureamplifikation entstehende Lichtkurve wird anhand eines Algorithmus
ausgewertet. Die Ergebnisse werden automatisch von der Software analysiert und je nach Ergebnis farbcodiert. Ein
positives oder negatives Ergebnis wird durch die Analyse einer bestimmten Anzahl an eindeutigen Kurvenparametern
bestimmt. Die vorlaufigen positiven Ergebnisse werden in Echtzeit erstellt, wahrend negative und zu tberprifende
Ergebnisse erst nach Abschluss des Testdurchlaufs dargestellt werden.

Vorlaufig positive Ergebnisse missen anhand der Standardarbeitsanweisung fiir Laboratorien oder durch das
anschlieBende Referenzverfahren-23 bestatigt werden, beginnend mit der Ubertragung aus der Erstanreicherung in die
Zweitanreicherungsbouillon (sofern zutreffend), gefolgt von anschlieBendem Ausplattieren und Bestatigen von Isolaten
mittels geeigneter biochemischer und serologischer Verfahren.

HINWEIS: Selbst ein negatives Ergebnis fiihrt nicht zu einem Ergebnis von null, da das System und die Amplifikati-
onsreagenzien des Neogen Molekulare Detektion 2 — Listerien Nachweises einen ,Hintergrund“ aufweisen, der in
relativem Verhiltnis zur Lichteinheit (RLU) steht.

Falls es in seltenen Fallen zu einer ungewdhnlichen Lichtleistung kommt, wird diese vom Algorithmus als ,,Zu tGiberprifen”
gekennzeichnet. Neogen empfiehlt, den Nachweis der so gekennzeichneten Proben zu wiederholen. Falls das Ergebnis
weiterhin als ,Zu Gberpriifen® gekennzeichnet bleibt, bestatigen Sie das Ergebnis anhand lhres bevorzugten Testverfahrens
oder gemaR den jeweils geltenden Richtlinien.
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Tabelle 5: Ergebnissymbole fiir Proben und deren Interpretation in der Neogen Molekulares Detektionssystem-Software.

Vertiefungstyp | Vertiefungsergebnissymbol Ergebnis Interpretation
.. Die Probe wird vorlaufig positiv fir das
Probe ‘ Positiv Zielpathogen betrachtet.
Prob ‘ N . Die Probe wird negativ fiir das
robe egativ Zielpathogen betrachtet.

Die Probenmatrix hat den Nachweis gehemmt. Ein

@ Inhibiert neuer Test ist erforderlich. Weitere Informationen
finden Sie im Problemlésungsabschnitt und der

Gebrauchsanweisung des Testkits.

Probe

Das Vorhandensein oder Fehlen des
Zielpathogens war nicht ermittelbar. Ein neuer
Probe @ Zu Uberpriifen | Test ist erforderlich. Weitere Informationen
finden Sie im Problemlésungsabschnitt und der
Gebrauchsanweisung des Testkits.

Keine Bioluminszenz festgestellt. Ein neuer

@ Fehler Test ist erforderlich. Weitere Informationen
finden Sie im Problemlésungsabschnitt und der

Gebrauchsanweisung des Testkits.

Probe

Bestatigung der Ergebnisse anhand der zertifizierten NF VALIDATION-Methode
Alle im Rahmen der NF VALIDATION vom Neogen Molekulare Detektion 2 — Listerien Nachweis als positiv identifizierte
Proben missen durch einen der nachfolgenden Tests bestatigt werden:

Option 1: Nach ISO 11290-1® standardmaRig mit Demi Fraser-Anreicherung.

Option 2: Durch Isolation auf PALCAM-Agar oder auf chromogenem Agar als Bestandteil einer zertifizierten NF

VALIDATION-Methode zur Detektion der Listeriengattung. Das Vorhandensein charakteristischer Kolonien ist ausreichend

fiir den Nachweis von Listerien spp.

Option 3: Verwenden Sie die in der Norm ISO 7218® beschriebenen Nukleinsdure-Sonden, die an isolierten Kolonien von

selektivem Agar angewendet werden (siehe Optionen 1 oder 2).

Option 4: Beim Verwenden einer anderen zertifizierten NF VALIDATION-Methode muss sich das grundsétzliche Verfahren

von dem Neogen Molekulare Detektion 2 — Listeria Nachweis unterscheiden. Das gesamte fiir diese zweite gesicherte

Methode beschriebene Protokoll muss befolgt werden. Vor dem Beginn der Bestatigung missen alle Schritte fiir beide

Methoden allgemein bekannt sein.

Bei abweichenden Ergebnissen (vermutlich positiv mit dem Neogen Molekulare Detektion 2 — Listerien Nachweis, nicht

bestatigt durch eines der oben beschriebenen Verfahren) muss das Labor die erforderlichen MaRnahmen befolgen, um die

Richtigkeit der erhaltenen Ergebnisse sicherzustellen.

Sollten Sie Fragen zu bestimmten Anwendungen oder Verfahren haben, besuchen Sie unsere Website unter

www.neogen.com oder wenden Sie sich an den lokalen Neogen-Verkaufsvertreter oder Handler.

Anhang A. Protokoll-Unterbrechungen: Lagerung und erneutes Testen von wiarmebehandelten Lysaten. Die Lagerung

von Lysaten bei 2 bis 8 °C fiir 72 Stunden gilt nicht fiir Milchprodukte- und Umgebungsproben.

1. Um ein warmebehandeltes Lysat zu lagern, setzen Sie eine neue, saubere Kappe auf das LysegefsR (siehe ,Lyse,
Abschnitt 4.5).

Lagern Sie das Lysat bis zu 72 Stunden bei 2 bis 8 °C.
Bereiten Sie eine gelagerte Probe zur Amplifikation vor, indem Sie sie zum Mischen 2—3 Mal umdrehen.
Offnen Sie die GefaRe.

Setzen Sie die gemischten LysatgefaRe in den Neogen Molekulare Detektion — Heizblockeinsatz und erwarmen Sie sie
5 %1 Minuten lang bei 100 = 1 °C.

6. Nehmen Sie den Trager mit den Neogen LysegefaRen aus dem Heizblockeinsatz und lassen Sie ihn maximal 5 bis
10 Minuten lang im Neogen Molekulare Detektion — Kiihlblockeinsatz abkihlen.

o s D

7. Setzen Sie das Protokoll ab dem oben beschriebenen Abschnitt ,Amplifikation® fort.
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1. US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual. Chapter 10: Detection of Listeria monocytogenes
in foods and environmental samples, and enumeration of Listeria monocytogenes in foods. October 31,2017.

Literaturnachweise:

2. US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 8.11. Isolation and identification of
Listeria monocytogenes from red meat, poultry, ready-to-eat siluriformes (fish) and egg products, and environmental
samples. January 2,2019.

3. NFEN ISO 11290-1. Microbiology of the food chain — Horizontal method for the detection and enumeration of Listeria
monocytogenes and of Listeria spp. — Part 1: Detection method.

4. NF EN ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.

5. NF EN ISO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General requirements and guidance for
microbiological examinations.

6. Neogen Installation Qualification (IQ) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for Neogen Molecular
Detection System.

7. NF EN ISO 18593. Microbiology of the food chain — Horizontal methods for surface sampling.

8. NF EN ISO 16140-2 Microbiology of the food chain — Method validation — Part 2: Protocol for the validation of
alternative (proprietary) methods against a reference method.

9. NF EN ISO 6887. Microbiology of the food chain — Preparation of test samples, initial suspension and decimal dilutions
for microbiological examination.

Erklarung der Produktbeschriftungssymbole
info.neogen.com/symbols
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5 Data di pubblicazione: 2024-01

5 NEDGEN

Istruzioni sul prodotto

Analisi molecolare per il rilevamento della Listeria

Descrizione del prodotto e uso previsto
L’Analisi molecolare Neogen® di seconda generazione per il rilevamento di Listeria & utilizzata con il Sistema per 'analisi
molecolare Neogen® per il rilevamento rapido e specifico di specie Listeria in campioni di alimenti e ambientali arricchiti.

Le analisi molecolari Neogen® per il rilevamento utilizzano ’'amplificazione isotermica mediata da loop per amplificare
rapidamente le sequenze di acidi nucleici a elevata specificita e sensibilita, combinata alla bioluminescenza per
rilevare 'amplificazione. | presunti risultati positivi sono riportati in tempo reale, mentre quelli negativi si visualizzano al
completamento dell’analisi. | presunti risultati positivi vanno confermati utilizzando il proprio metodo preferito o come
specificato dalle normative localit'>3,

LAnalisi molecolare Neogen per il rilevamento della Listeria & destinata all’uso in un ambiente di laboratorio, da parte di
professionisti esperti in tecniche di laboratorio. Neogen non ha documentato I'utilizzo del presente prodotto in settori
diversi da quello alimentare e delle bevande. Ad esempio, Neogen non ha documentato il presente prodotto per il test su
campioni d’acqua, di tipo farmaceutico, cosmetico, clinico o veterinario. LAnalisi molecolare Neogen per il rilevamento
della Listeria non é stata valutata con tutti i protocolli di test o tutti i ceppi di batteri possibili.

Come tutti i metodi di test, i risultati possono essere influenzati dall’origine, dalla formulazione e dalla qualita del
terreno di arricchimento. Anche fattori quali i metodi di campionamento, i protocolli di analisi, la preparazione del
campione, la manipolazione e le tecniche di laboratorio possono influenzare i risultati. Neogen consiglia la valutazione del
metodo, compreso il terreno di arricchimento, nell’ambiente dell’utente, utilizzando un numero sufficiente di campioni

con cibi e/o campioni ambientali e caratteristiche microbiche particolari, per assicurarsi che il metodo soddisfi i criteri
dell’'utente. Neogen ha valutato I’Analisi molecolare Neogen per il rilevamento della Listeria con brodo Demi Fraser e brodo
Fraser contenenti citrato ferrico di ammonio. Di seguito & riportata una tipica formulazione di questi terreni di coltura.

Formula tipica del brodo di base Demi-Fraser (g/1) Formula tipica del brodo di base Fraser (g/1)
Cloruro di sodio 20g  Cloruro di sodio 209
Fosfato di sodio, bibasico, anidro* 9,69 Fosfato di sodio, bibasico, anidro* 9,69
Estratto di carne bovina 50g Estratto di carne bovina 50g
Digerito pancreatico di caseina 509 Digerito pancreatico di caseina 50g
Digerito peptico di tessuto animale 5,0g Digerito peptico di tessuto animale 5049
Estratto di lievito 50¢g Estratto di lievito 50g
Cloruro di litio 3,0g Cloruro dilitio 3,049
Fosfato di potassio, monobasico 1,359 Fosfato di potassio, monobasico 1,359
Esculina 1,09 Esculina 1,09
Acriflavina HCI 0,0125g  Acriflavina HCI 0,025¢g
Acido nalidixico 0,01 g  Acido nalidixico 0,02g
*Sostituito: fosfato di sodio, bibasico, biidrato 12,09

Supplemento per brodo Fraser

(Ingredienti per fiala da 10 ml. Viene aggiunta una fiala a un litro di terreno basale.)

Citrato ferrico di ammonio 0,5g9/10 ml

pH finale 7,2 £ 0,2 a 25 °C

Lo Strumento per I'analisi molecolare Neogen® & destinato all’'uso con campioni che sono stati sottoposti a trattamento
termico durante la fase di lisi dell’analisi, atto ad annientare gli organismi presenti nel campione. | campioni non

correttamente trattati termicamente durante la fase di lisi dell’analisi possono essere considerati un potenziale rischio
biologico e NON devono essere inseriti nello Strumento per I’analisi molecolare Neogen.
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Neogen Food Safety & certificata ISO (International Organization for Standardization) 9001 per la progettazione
e la produzione.

Il kit di test per ’Analisi molecolare Neogen per il rilevamento della Listeria € composto da 96 test, descritti nella Tabella 1.

Tabella 1. Componenti del kit di analisi molecolare Neogen

Articolo Identificazione Quantita Contenuto Commenti
Soluzione di lisi Soluzione rosa in 96 (12 strisce da 580 pl di LS In rastrelliera e pronte
(LS) Neogen® provette trasparenti 8 provette) per provetta all’uso
Provette di
reagente per . ..

.. . M la diril t
I’Analisi molecolare 96 (12 strisce da Isce .a. ! r|.evamen ° ,

© 1 Provette blu e amplificazione Pronte all’'uso

Neogen® di seconda 8 provette)

generazione per i specifica liofilizzata

rilevamento di Listeria

. . . 96 (12 strisce da ,
Tappi supplementari Tappi blu 8 tappi) Pronte all’'uso
. Miscela di rilevamento
Controllo reagente Provette trasparenti 16 (2 buste da e amolificazione DNA | Pronte all'uso
Neogen® (RC) con apertura a scatto | 8 provette singole) P

di controllo liofilizzato

Il controllo negativo, non fornito nel kit, & terreno di arricchimento sterile, ad es. Brodo Demi Fraser. Non utilizzare I’'acqua
come controllo negativo.

Sicurezza

Lutente & tenuto a leggere, comprendere e seguire tutte le informazioni per la sicurezza contenute nelle istruzioni del
Sistema per ’analisi molecolare Neogen e dell’Analisi molecolare Neogen per il rilevamento della Listeria. Conservare le
istruzioni di sicurezza per poterle consultare in futuro.

A AVVERTENZA: indica una situazione pericolosa che, se non evitata, potrebbe provocare la morte o lesioni gravi
e/o danni materiali.

AVVISO: indica una situazione potenzialmente pericolosa che, se non evitata, potrebbe provocare danni materiali.

A AVVERTENZA

Non utilizzare I’Analisi molecolare Neogen per il rilevamento della Listeria per la diagnosi delle condizioni patologiche
in esseri umani o animali.

Il metodo dell’Analisi molecolare Neogen per il rilevamento della Listeria pud generare Listeria monocytogenes a livelli
tali da provocare nati morti e decessi nelle donne in gravidanza e in soggettiimmunocompromessi, se esposti.

Lutente deve addestrare il proprio personale all’esecuzione corretta delle tecniche di test: ad esempio, buone prassi di
laboratorio, ISO/IEC 17025 o 1ISO 7218®),

Per ridurre i rischi associati a risultati falsi negativi che comportano I’emissione di un prodotto contaminato:
e Attenersi al protocollo ed eseguire i test esattamente come descritto nelle Istruzioni sul prodotto.

e Conservare I’Analisi molecolare Neogen per il rilevamento della Listeria come indicato sulla confezione e nelle istruzioni
del prodotto.

e Utilizzare sempre I’Analisi molecolare Neogen per il rilevamento della Listeria entro la data di scadenza.

e Utilizzare I’Analisi molecolare Neogen per il rilevamento della Listeria su campioni ambientali e alimentari che sono stati
validati internamente o da terzi.

e Utilizzare I’Analisi molecolare Neogen per il rilevamento della Listeria solo per superfici, disinfettanti, protocolli e ceppi
batterici validati internamente o da terzi.

e Per un campione ambientale contenente un tampone neutralizzante con il complesso aril solfonato, eseguire una
diluizione in rapporto 1:2 prima di eseguire il test (1 parte di campione in 1 parte di brodo di arricchimento sterile).
Un’altra opzione consiste nel trasferire 10 pl di arricchimento NB all’interno delle provette per Soluzione di lisi Neogen.
Prodotti per la raccolta dei campioni di Neogen® che includono Tampone neutralizzante con complesso aril solfonato:
RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL10NB2G, HS10NB, HS10NB2G e HS2410NB2G.
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Per ridurre i rischi associati all’esposizione a sostanze chimiche e a pericoli biologici:
e Siraccomanda vivamente che il personale di laboratorio femminile sia informato del rischio per un feto in via di sviluppo
derivante dall’infezione della madre dovuta all’esposizione a Listeria monocytogenes.

e Eseguire un test per patogeni in un laboratorio adeguatamente equipaggiato, sotto la supervisione di personale
esperto. Il terreno di arricchimento incubato e le attrezzature o le superfici che sono venute in contatto con il terreno di
arricchimento incubato potrebbero contenere patogeni a livelli sufficienti da comportare rischi per la salute umana.

e Durante la manipolazione di reagenti e campioni contaminati, seguire sempre le pratiche standard di sicurezza di
laboratorio, compreso I'utilizzo di abbigliamento protettivo e protezioni appropriate per gli occhi.

e Evitare il contatto con il contenuto delle provette di reagente e del terreno di arricchimento dopo I’'amplificazione.
e Smaltire i campioni arricchiti in conformita con gli standard di settore vigenti.

e | campioni trattati termicamente in modo non corretto durante la fase di lisi dell’analisi possono essere considerati un
potenziale rischio biologico e NON devono essere inseriti nello Strumento per I’analisi molecolare Neogen.

Per ridurre i rischi associati alla contaminazione crociata durante la preparazione dell’analisi:
e Indossare sempre i guanti (per proteggere 'utente e prevenire I'introduzione di nucleasi).

Per ridurre i rischi associati a contaminazione ambientale:
e Attenersi agli standard di settore vigenti per lo smaltimento di rifiuti contaminati.

Per ridurre i rischi associati all’esposizione a liquidi caldi:
e Non superare I'impostazione di temperatura raccomandata sul riscaldatore.

e Non superare il tempo di riscaldamento raccomandato.

e Utilizzare un termometro calibrato e appropriato per verificare la temperatura dell'Inserto del blocco di calore per il
sistema di rilevamento molecolare Neogen® (ad es., un termometro a immersione parziale o con termocoppia digitale,
non un termometro a immersione totale). || termometro deve essere collocato nella posizione indicata nell'lnserto del
blocco di calore per il sistema di rilevamento molecolare Neogen.

AVVISO

Per ridurre i rischi associati alla contaminazione crociata durante la preparazione dell’analisi:
e Cambiare i guanti prima di idratare le pastiglie di reagente.

e Siconsiglia di utilizzare puntali di pipetta di grado biologico molecolare sterili con barriera contro gli aerosol (filtrate).
e Utilizzare un nuovo puntale di pipetta per ciascun trasferimento di campione.
e Adottare buone prassi di laboratorio per trasferire il campione dall’arricchimento alla provetta di lisi. Per evitare la

contaminazione della pipettatrice, I'utente puo scegliere di aggiungere una fase di trasferimento intermedia. Ad
esempio, 'utente puo trasferire ciascun campione arricchito in una provetta sterile.

e Utilizzare una stazione di lavoro di biologia molecolare contenente una lampada germicida, laddove disponibile.
Decontaminare periodicamente i banchi e I'attrezzatura di laboratorio (pipette, strumenti per chiudere/aprire i tappi,
ecc.) con una soluzione di candeggina per uso domestico all’1-5% (diluita in acqua v:v) o una soluzione per la rimozione
del DNA.

Per ridurre i rischi associati a un risultato falso positivo:
e Non aprire mai le provette di reagente dopo I'amplificazione.

e Gettare sempre le provette contaminate immergendole in una soluzione di candeggina per uso domestico
all’1-5% (diluita in acqua v:v) o in una soluzione equivalente per 1 ora lontano dall’area di preparazione dell’analisi.

e Non sterilizzare mai in autoclave le provette di reagente dopo I'amplificazione.

Per ulteriori informazioni, consultare la Scheda di sicurezza dei materiali e le normative locali per lo smaltimento.

Per qualsiasi domanda su applicazioni o procedure specifiche, visitare il nostro sito web all’indirizzo www.neogen.com,
oppure contattare il distributore o il rappresentante Neogen di zona.

Responsabilita dell’'utente

Gli utenti sono tenuti a leggere e apprendere le istruzioni e le informazioni sul prodotto. Visitare il nostro sito
web all’indirizzo www.neogen.com, oppure contattare il distributore locale o il rappresentante Neogen per
ulteriori informazioni.
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Nella scelta di un metodo di test, &€ importante considerare che fattori esterni quali i metodi di campionamento, i protocolli
di test, la preparazione del campione, la manipolazione e le tecniche di laboratorio possono influenzare i risultati.

E responsabilita dell’utente, nel selezionare un qualsiasi metodo di analisi o prodotto, valutare un numero sufficiente
di campioni con le matrici appropriate e con particolari caratteristiche microbiche per soddisfare i criteri relativi alla
metodologia di analisi scelta dall’utente.

Lutente ha inoltre la responsabilita di accertarsi che tutti i metodi di analisi utilizzati e i risultati ottenuti soddisfino i requisiti
dei propri clienti e fornitori.

Come per qualsiasi metodo di analisi, i risultati ottenuti grazie al prodotto di Neogen Food Safety non costituiscono una
garanzia della qualita delle matrici o dei processi sottoposti a prova.

Per aiutare i clienti nella valutazione del metodo per le varie matrici alimentari, Neogen ha elaborato il kit di Controllo
della matrice di rilevamento molecolare Neogen®. Quando necessario, utilizzare il Controllo della matrice (MC) per
determinare se questa sia in grado di influenzare i risultati dell’Analisi molecolare Neogen per il rilevamento della Listeria.
Durante il periodo di valutazione - in caso di adozione di un metodo Neogen - o durante I’esecuzione di test su matrici
nuove o sconosciute o su matrici che hanno subito modifiche nelle materie prime o nella lavorazione, analizzare numerosi
campioni rappresentativi della matrice, cioé campioni di diversa origine.

Si definisce matrice un tipo di prodotto con proprieta intrinseche quali la composizione e la lavorazione. Le differenze fra le
matrici possono essere semplici come gli effetti causati dalle differenze nella loro lavorazione o presentazione, ad esempio:
crude o pastorizzate, fresche o secche, ecc.

Limitazione di garanzia/Rimedio limitato

SALVO NEI CASI ESPRESSAMENTE INDICATI IN UNA SEZIONE DI GARANZIA LIMITATA DELLA CONFEZIONE DEL
SINGOLO PRODOTTO, NEOGEN NON RICONOSCE ALCUNA GARANZIA ESPLICITA O IMPLICITA, INCLUSE, MA
SENZA LIMITAZIONI, LE EVENTUALI GARANZIE DI COMMERCIABILITA O DI IDONEITA A UNO SCOPO PARTICOLARE.
Qualora un prodotto della Neogen Food Safety sia difettoso, Neogen o il suo distributore autorizzato provvederanno, a loro
discrezione, alla sostituzione o al rimborso del prezzo d’acquisto del prodotto. Questi sono gli unici rimedi a disposizione
del cliente. Per ulteriori domande, contattare il rappresentante Neogen o il distributore autorizzato Neogen.

Limitazione di responsabilita da parte di Neogen

NEOGEN NON SARA RESPONSABILE DI PERDITE O DANNI, DIRETTI, INDIRETTI, SPECIALI, INCIDENTALI

O EMERGENTI, INCLUSA, MA NON IN VIA STRETTAMENTE LIMITATIVA, LA PERDITA DI PROFITTO. In nessun caso la
responsabilita legale di Neogen andra oltre il prezzo d’acquisto del prodotto presunto difettoso.

Conservazione e smaltimento

Conservare I’Analisi molecolare Neogen per il rilevamento della Listeria a 2-8 °C. Non congelare. Conservare il kit lontano
da fonti luminose. Dopo aver aperto il kit, verificare che la busta d’alluminio non risulti danneggiata. Qualora la busta
d’alluminio fosse danneggiata, non utilizzare i prodotti contenuti all’interno. Dopo 'apertura, le provette di reagente
inutilizzate dovranno essere sempre conservate in una busta richiudibile con essiccante all’interno per mantenere la stabilita
dei reagenti liofilizzati. Conservare le buste richiudibili a 2-8 °C per un periodo non superiore a 60 giorni.

Non utilizzare I’Analisi molecolare Neogen per il rilevamento della Listeria oltre la data di scadenza. La data di scadenza e il
numero di lotto sono riportati sull’etichetta esterna della scatola. Dopo I'utilizzo, il terreno di arricchimento e le provette
per I’Analisi molecolare Neogen per il rilevamento della Listeria possono potenzialmente contenere materiali patogeni. Una
volta completato il test, attenersi agli standard di settore vigenti in materia di smaltimento di rifiuti contaminati. Per ulteriori
informazioni, consultare la Scheda di sicurezza dei materiali e le normative locali per lo smaltimento.

Istruzioni per I’'uso
Seguire attentamente tutte le istruzioni. In caso contrario, si rischia di ottenere risultati non precisi.

Decontaminare periodicamente i banchi e Iattrezzatura di laboratorio (pipette, strumenti per chiudere/aprire i tappi, ecc.)
con una soluzione di candeggina per uso domestico all’1-5% (diluita in acqua v:v) o una soluzione per la rimozione del DNA.

Lutente & tenuto a completare la formazione di qualifica operatore per il Sistema per I’analisi molecolare Neogen, come
descritta nel documento “Protocolli di qualifica per I'installazione (IQ)/qualifica operativa (OQ) e istruzioni del Sistema per
I’analisi molecolare Neogen”®,

Per i requisiti specifici, consultare la sezione “Istruzioni specifiche per metodi validati”:
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Tabella 3 per i protocolli di arricchimento secondo AOAC® Official Method of AnalysisS™ 2016.07 e AOAC® Performance
Tested Method®V Certificato #111501.

Tabella 4 per i protocolli di arricchimento secondo il certificato NF Validation 3M 01/14-05/16.

Arricchimento del campione

Nelle Tabelle 2, 3 0 4 sono riportate le indicazioni per I'arricchimento di campioni ambientali e alimentari. E responsabilita
dell’'utente convalidare protocolli di campionamento o rapporti di diluizione alternativi, per assicurare che il presente
metodo di test soddisfi i propri criteri.

Alimenti
1. Lasciare che il terreno di arricchimento Brodo Demi Fraser (comprende citrato ferrico di ammonio) venga equilibrato alla
temperatura ambiente del laboratorio.

2. Unire asetticamente il terreno di arricchimento e il campione in base alle tabelle 2, 3 o 4. Per tutti i campioni di carne
e a elevato numero di particelle, si consiglia I'utilizzo di sacchetti con filtro.

3. Omogeneizzare con cura, miscelando con miscelatore, agitatore o a mano per 2 = 0,2 minuti. Incubarea 37 =1 °Cin
base alle tabelle 2, 3 0 4.

4. Peri prodotti lattiero-caseari crudi (vedi tabelle 2 o 4), trasferire 0,1 ml del brodo di arricchimento primario in 10 ml di
brodo Fraser. Incubare a 37 £ 1 °C per 20-24 ore.

Campioni ambientali

| dispositivi di prelievo dei campioni possono essere spugne idratate con soluzione neutralizzante per disattivare gli effetti

dei disinfettanti. Neogen raccomanda I'utilizzo di spugne di cellulosa senza biocidi. La soluzione neutralizzante puo essere il

brodo neutralizzante Dey-Engley (D/E) o il brodo Letheen. Si raccomanda di disinfettare I'area dopo il campionamento.

AVVERTENZA: se si sceglie di usare un tampone neutralizzante (NB) che contiene complesso aril solfonato come
soluzione idratante per la spugna, & necessario eseguire una diluizione in rapporto 1:2 (1 parte di campione in 1 parte
di brodo di arricchimento sterile) del campione ambientale arricchito prima di eseguire il test, al fine di ridurre i rischi
associati a risultati falsi negativi che comportino I’emissione di un prodotto contaminato. Un’altra opzione consiste nel
trasferire 10 pl di arricchimento del tampone neutralizzante all’interno delle provette per soluzione di lisi Neogen.

Lestensione raccomandata dell’area di campionamento per verificare la presenza o I'assenza del patogeno sulla superficie
& di almeno 100 cm? (10 cm x 10 cm o 4"x4"). Quando si effettua il campionamento con una spugna, coprire 'intera area
in due direzioni (da sinistra a destra, quindi su e giu), oppure raccogliere campioni ambientali attenendosi al protocollo di
campionamento vigente o secondo le linee guida FDA BAM®™, USDA FSIS MLG® o ISO 185937,

1. Lasciare che il terreno di arricchimento Brodo Demi Fraser (comprende citrato ferrico di ammonio) venga equilibrato alla
temperatura ambiente del laboratorio.

2. Unire asetticamente il terreno di arricchimento e il campione in base alle tabelle 2, 3 0 4.

3. Omogeneizzare con cura, miscelando con miscelatore, agitatore, a mano o al Vortex per 2 + 0,2 minuti. Incubare
a 37 =1 °C per 24-30 ore in base alle tabelle 2, 3 0 4.
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Tabella 2: Protocolli di arricchimento generici a 37 = 1 °C con utilizzo di brodo Demi Fraser® e brodo Fraser®
secondo necessita.

Dimen- Volume | Temperatura Ferapoch
Matrice . brodo di di arric- ..
. sione . . arricchi-
campione e arricchi- chimento o)
mento (ml) (x1°C)
Carni,
pollame,
frutti di mare
e pesce
sottoposti
a trattamento
termico, cotti,
affumicati

Prodotti
lattiero-
caseari 25g
sottoposti

a trattamento
termico/
pastorizzati

225 37 24-30

Verdure
e ortaggi

Alimenti mul-
ticomponente

L. 1 spugna | 100 0225 37 24-30
Campioni
ambientali 1

10 37 24-30
tampone
Carne,

pollame,

frutti di mare, | 229 47s 37 28-32
pesce crudi

Arricchimento primario (brodo Demi Fraser)®
Matrice

Arricchimento secondario
campione

(brodo Fraser)®
Dimen-

sione
campio-

Volume
brodo di
arricchi-
ne mento (ml)

Volume

dell’ana-

Tem.per?tura Fegapocl Dl.men- Tem.per':atura Tempo di lisi dfal

di arric- . . sione di arric- . . campio-
. arricchi- . arricchi-

chimento OG0 cam- chimento O ne®

(x1°C) pione (x1°C)

Trasfe-

rire 0,1

mlin

225 37 20-24 10 ml di 37 20-24

brodo

Fraser

(a) Il brodo Demi-Fraser e il brodo Fraser devono essere sempre integrati con il supplemento per brodo Fraser (citrato
ferrico di ammonio) durante l'arricchimento primario o secondario.

Prodotti
lattiero- 25¢g
caseari crudi

10 pl

(b) Volume di campione arricchito trasferito alle provette per Soluzione di lisi Neogen. Fare riferimento al punto 4.6 della
sezione Lisi.
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Istruzioni specifiche per metodi validati
AOAC® Official Method*™ 2016.07
AOAC® Performance Tested Method™ #111501
/| AOAC
RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 111501
Nei programmi OMASM e PTMSM dell’Istituto di ricerca AOAC, I’Analisi molecolare Neogen per il rilevamento della Listeria

e risultata essere un metodo efficace per il rilevamento di specie Listeria. Le matrici testate nello studio sono riportate
nella Tabella 3.

Tabella 3. Protocolli di arricchimento che usano brodo Demi Fraser® a 37 + 1 °C secondo AOAC OMASM 2016.07 e AOAC
PTMSM, Certificato n. 111501.

Matrice campione Dlmen.slone Volume brodo di arricchimento (ml) . Te.mpo oL
campione arricchimento (ore)
Hot dog di manzo, formaggio fresco,
gelato alla vaniglia, formaggio fresco
_ in fiocchi a:l latte 4%, latte mterq al . 254 205 24-30
cioccolato 3%, lattuga romana, spinaci
crudi in busta, salmone affumicato
afreddo
Pollo crudo 25¢ 475 28-32
Affettato di tacchino 125¢g 1125 24-30
Cantalupo® Melone intero Volume suf‘ﬁmen.te per cgnsentlre al 96-30
melone di galleggiare
Acciaio inossidabile 1 spugna 225 24-30
,S g Calcestruzzo sigillato 1 spugna 100 24-30
o
E 5
o E Plastica® 1 tampone 10 24-30

Tutti i campioni per la validazione AOAC sono stati omogeneizzati mediante agitatore, se non diversamente specificato.

(a) I brodo Demi-Fraser e il brodo Fraser devono essere sempre integrati con il supplemento per brodo Fraser (citrato
ferrico di ammonio) durante I'arricchimento primario o secondario.

(b) Omogeneizzare il campione miscelando a mano.

(c) Omogeneizzare il campione agitando al Vortex.

NF Validation concessa dalla AFNOR Certification

t““F‘CATION
3

NF

K
VALIDATION
EN 1SO 16140

3M01/14-05/16
ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http://nf-validation.afnor.org/en

Per maggiori informazioni sulla scadenza, consultare il certificato NF VALIDATION, disponibile sul sito web menzionato
in precedenza.

Metodo certificato NF VALIDATION in conformita a ISO 16140-2® in confronto a ISO 11290-1®

Ambito della validazione: tutti i campioni di alimenti per 'uomo e ambientali (esclusi i campioni di produzione primaria)
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Preparazione del campione: i campioni devono essere preparati secondo ISO 11290-1® ed ISO 6887©®

Versione del software: vedere il certificato

Tabella 4. Protocolli di arricchimento secondo il metodo certificato NF VALIDATION 3M 01/14-05/16a 37 £ 1 °C che
usano brodo Demi Fraser® e brodo Fraser® secondo necessita.

. Volume
Proto- D'.m en Volume. Tem|.:>era.tu- 'I:emr.ao dell’ana- | Punto di
sione brodo di ra di arric- di arric- . . . .
collo . .. . . lisi del interruzio-
enerico cam- arricchi- chimento | chimento campio- | ne aceettato
9 pione [ mento(ml)| (x1°C) (ore) nelz’)
Tuttii
campioni e Brodo
alimen- .
tari Demi
(eccetto Eraser
. fino
carni cru- 272 ore
de, frutti [ 259 225 37 24-30 20 ul .
di mare e Lisato
. a-20°C
crudie .
rodotti e Lisato
Elttiero- a4°Cfino
. a72ore
caseari
crudi)
25¢,
Campioni| 1 tam- e Lisato
ambien- | pone o 225 37 24-30 20 ul a-20°C
tali 1 sal-
vietta
Dimen-| Volume | Temperatu- Tempo el
Protocol-| . . p . . p dell’ana- Punto di
. sione brodo di ra di arric- di arric- . . . .
lo speci- .. . . lisidel | interruzio-
. cam- arricchi- chimento | chimento .
fico 1 q a campio- | ne accettato
pione | mento(ml)| (x1°C) (ore) ne®
e Brodo
Demi
Carne Fraser
fino
cruda a72ore
e frutti 25¢g 475 37 28-32 20 ul .
di mare e Lisato
crudi a'-20 c
e Lisato
a4 °Cfino
a72ore
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Arricchimento primario (brodo Demi Fraser)® Arricchimento secondario (brodo Fraser)®
Proto- Wl Punto
collo |Dimen-| Volume | Temperatu-| Tempo Dimen- |Temperatura . , diinter-
. . . . . . Tempo di | dell’ana-
specifico| sione | brododi | radiarric- di arric- sione di arric- arricchi- lisi del ruzione
2 cam- | arricchi- [ chimento | chimento | campio- | chimento mento (ore)| campio- | accettato
pione [ mento(ml)| (x1°C) (ore) ne (x1°C) nel:’)
. e Brodo
. Trasferire
Prodotti Fraser
lattiero- 0,1 ml finoa
. 25¢g 225 37 20-24 in 10 ml 37 20-24 10l
caseari . 72 ore
. di brodo .
crudi Fraser e Lisatoa
-20°C

(a) I brodo Demi-Fraser e il brodo Fraser devono essere sempre integrati con il supplemento per brodo Fraser (citrato
ferrico di ammonio) durante l'arricchimento primario o secondario.

(b) Volume di campione arricchito trasferito alle provette per Soluzione di lisi Neogen. Fare riferimento al punto 4.6 della
sezione Lisi.

| Nota: i campioni superiori ai 25 g non sono stati testati nello studio NF Validation.

Preparazione del Vassoio per caricamento rapido per il sistema di rilevamento molecolare Neogen®

1. Inumidire un panno con una soluzione di candeggina per uso domestico all’1-5% (diluita in acqua v:v) o una soluzione
equivalente e pulire il Vassoio per caricamento rapido per il sistema di rilevamento molecolare Neogen®.

2. Sciacquare con acqua il Vassoio per caricamento rapido per il sistema di rilevamento molecolare Neogen.

3. Utilizzare un panno usa e getta per asciugare il Vassoio per caricamento rapido per il sistema di rilevamento
molecolare Neogen.

4. Assicurarsi che il Vassoio per caricamento rapido per il sistema di rilevamento molecolare Neogen sia asciutto prima
dell’'uso.

Preparazione del Blocco di raffreddamento estraibile per il sistema di rilevamento molecolare Neogen®
Posizionare il Blocco di raffreddamento estraibile per il sistema di rilevamento molecolare Neogen® direttamente sul banco
di laboratorio. Utilizzare il blocco di raffreddamento alla temperatura ambiente del laboratorio (20-25 °C).

Preparazione dell’Inserto del blocco di calore per il sistema di rilevamento molecolare Neogen®

Posizionare I'Inserto del blocco di calore per il sistema di rilevamento molecolare Neogen® in un’unita riscaldante a secco
con doppio blocco. Accendere I'unita riscaldante a secco con blocco e impostare la temperatura per consentire all'Inserto
del blocco di calore per il sistema di rilevamento molecolare Neogen di raggiungere e mantenere una temperatura di
1001 °C.

Nota: a seconda dell’unita riscaldante, attendere circa 30 minuti affinché I'lnserto del blocco di calore per il sistema

di rilevamento molecolare Neogen raggiunga la temperatura. Utilizzando un termometro adeguatamente calibrato (ad
es., un termometro a immersione parziale o un termometro digitale con termocoppia, non un termometro a immersione
totale) inserito nella posizione designata, verificare che I'Inserto del blocco di calore per il sistema di rilevamento
molecolare Neogen siaa 100 = 1 °C.

Preparazione dello Strumento per I’analisi molecolare Neogen®

1. Awvviare il software del Sistema per I’analisi molecolare Neogen® ed eseguire ’'accesso. Contattare il proprio
rappresentante Neogen Food Safety per verificare che la versione del software in uso sia quella piu aggiornata.

2. Accendere lo Strumento per I’'analisi molecolare Neogen.

3. Creare o modificare un’esecuzione con i dati per ciascun campione. Fare riferimento al Manuale per I'utente del Sistema
per I'analisi molecolare Neogen per i dettagli.

Nota: lo Strumento per I’'analisi molecolare Neogen deve raggiungere lo stato Pronto prima di inserire il Vassoio per
caricamento rapido per il sistema di rilevamento molecolare Neogen con provette di reazione. Tale fase di riscaldamento
dura 20 minuti circa ed é indicata da una spia ARANCIONE sulla barra di stato dello strumento. Quando lo strumento

& pronto per avviare I’analisi, la barra di stato diventa VERDE.
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Lisi

Rimuovere la parte inferiore della rastrelliera per la soluzione di lisi Neogen con un cacciavite o con una spatola prima di
posizionarla nell’Inserto del blocco di calore per il sistema di rilevamento molecolare Neogen.

1. Farriscaldare i tubi per Soluzione di lisi Neogen lasciando la rastrelliera a temperatura ambiente (20-25 °C) per una
notte (16-18 ore). Le alternative per equilibrare le provette per Soluzione di lisi Neogen a temperatura ambiente sono:
posizionare le provette per soluzione di lisi Neogen sul banco di laboratorio almeno per 2 ore; incubare le provette per
soluzione di lisi Neogen in un incubatore a 37 + 1 °C per 1 ora oppure posizionarle in un’unita riscaldante a secco con
doppio blocco per 30 secondia 100 £ 1 °C.

2. Capovolgere le provette provviste di tappo per miscelare. Procedere con la fase successiva entro 4 ore.
3. Rimuovere il brodo di arricchimento dall’incubatore.

4. E necessaria una provetta per Soluzione di lisi Neogen per ciascun campione e per il campione Controllo Negativo (NC)
(terreno di arricchimento sterile).

4.1 Le strisce di provette per Soluzione di lisi Neogen possono essere tagliate nel numero di provette per Soluzione di
lisi Neogen desiderato. Selezionare il numero necessario di provette per Soluzione di lisi Neogen singole o di strisce
da 8 provette. Posizionare le provette per Soluzione di lisi Neogen in una rastrelliera vuota.

4.2 Al fine di evitare la contaminazione crociata, stappare una striscia di provette per soluzione di lisi Neogen alla volta
e utilizzare una nuova punta di pipetta per ciascuna fase di trasferimento.

4.3 Trasferire il campione arricchito nelle provette per Soluzione di lisi Neogen come descritto di seguito:

Trasferire innanzitutto ciascun campione arricchito in una singola provetta per Soluzione di lisi Neogen.
Trasferire 'NC per ultimo.

4.4 Utilizzare lo Strumento di inserimento/rimozione del tappo per il rilevamento molecolare Neogen® - Lisi per
rimuovere il tappo da una striscia di provette per Soluzione di lisi Neogen, una striscia alla volta.

4.5 Gettare il tappo della provetta per Soluzione di lisi Neogen; se il lisato viene conservato per effettuare nuovamente
il test, posizionare i tappi in un contenitore pulito per consentirne nuovamente I'applicazione dopo la lisi.

4.5.1 Per I’elaborazione del lisato conservato, consultare ’Appendice A.

4.6 Trasferire 20 pl di campione in una provetta con Soluzione di lisi Neogen se non diversamente specificato nei
protocolli delle tabelle 2, 3 0 4 (ad es., prodotti lattiero-caseari crudi o quando si utilizzano campioni ambientali con
tampone neutralizzante, utilizzare 10 pl).

|

000

X
O

5. Ripetere i punti da 4.4 a 4.6 finché ciascun singolo campione non & stato aggiunto alla provetta di Soluzione di lisi
Neogen corrispondente nella striscia.

6. Quando tutti i campioni sono stati trasferiti, trasferire 20 ul di NC (terreno di arricchimento sterile, ad es., brodo Demi
Fraser) in una provetta per Soluzione di lisi Neogen. Non utilizzare 'acqua come NC.

7. Verificare che la temperatura dell’Inserto del blocco di calore per il sistema di rilevamento molecolare Neogen sia
a100+1°C.

10
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8. Posizionare la rastrelliera per provette per soluzione di lisi Neogen, scoperta, nell’Inserto del blocco di calore per il
sistema di rilevamento molecolare Neogen e riscaldare per 15 = 1 minuti. Durante il riscaldamento, la Soluzione di lisi
Neogen virera dal rosa (freddo) al giallo (caldo).

8.1 | campioni non trattati termicamente in modo corretto durante la fase di lisi dell’analisi possono essere considerati
un potenziale rischio biologico e NON devono essere inseriti nello Strumento per I’analisi molecolare Neogen.

9. Rimuovere la rastrelliera portaprovette della Soluzione di lisi Neogen scoperta dal pozzetto di riscaldamento e lasciarla
raffreddare nel Blocco di raffreddamento estraibile per il sistema di rilevamento molecolare Neogen per almeno 5 minuti
e per un massimo di 10 minuti. Il Blocco di raffreddamento estraibile per il sistema di rilevamento molecolare Neogen,
utilizzato a temperatura ambiente, deve essere posto direttamente sul banco del laboratorio. Quando & fredda, la
soluzione di lisi torna a essere di colore rosa.

10.Rimuovere la rastrelliera portaprovette per Soluzione di lisi Neogen dal Blocco di raffreddamento estraibile per il sistema
di rilevamento molecolare Neogen.

00:15:00

20-25°C

=

Amplificazione
1. Erichiesta una provetta di reagente per I’Analisi molecolare Neogen per il rilevamento della Listeria per ciascun
campione e per I'NC.

1.1 Le strisce delle provette di reagente possono essere tagliate nel numero di provette desiderato. Selezionare il
numero necessario di provette di reagente singole o di strisce da 8 provette per I’Analisi molecolare Neogen per il
rilevamento della Listeria.

1.2 Posizionare le provette di reagente per I’Analisi molecolare Neogen per il rilevamento della Listeria in una
rastrelliera vuota.

1.3 Evitare di spostare le pastiglie di reagente poste sul fondo delle provette.
2. Selezionare una provetta di Controllo reagente Neogen e posizionarla nella rastrelliera.

3. Alfine di evitare la contaminazione crociata, rimuovere i tappi da una striscia di provette di reagente per I’Analisi
molecolare Neogen per il rilevamento della Listeria alla volta e utilizzare un nuovo puntale per pipetta per ciascuna fase
di trasferimento.

4. Trasferire il lisato in provette di reagente per I’Analisi molecolare Neogen per il rilevamento della Listeria e in una
provetta di Controllo reagente Neogen come indicato di seguito:

Trasferire innanzitutto ciascun lisato campione in singole provette di reagente per I’Analisi molecolare Neogen per il
rilevamento della Listeria, quindi trasferire ’NC. Idratare la provetta di RC per ultima.

5. Utilizzare lo Strumento per chiudere/aprire i tappi dei pozzetti contenenti il reagente per il rilevamento molecolare
Neogen® per rimuovere i tappi dalle provette di reagente per I’Analisi molecolare Neogen per il rilevamento della
Listeria; una striscia di provette di reagente alla volta. Gettare il tappo.

5.1 Trasferire 20 pl di lisato campione dalla meta superiore del liquido (evitare il deposito) di una provetta per
soluzione di lisi Neogen nella corrispondente provetta di reagente per I’Analisi molecolare Neogen per il
rilevamento della Listeria. Inclinare durante I’erogazione per evitare lo spostamento delle pastiglie. Miscelare
pipettando delicatamente su e giu per 5 volte.

5.2 Ripetere il punto 5.1 finché ciascun lisato campione non é stato aggiunto a una provetta di reagente per ’Analisi
molecolare Neogen per il rilevamento della Listeria corrispondente nella striscia.

11



@ (Italiano) ﬂﬁ ﬁ

5.3 Chiudere le provette di reagente per I’Analisi molecolare Neogen per il rilevamento della Listeria con i tappi
supplementari forniti e utilizzare il lato arrotondato dello Strumento per chiudere/aprire i tappi dei pozzetti
contenenti il reagente per il rilevamento molecolare Neogen al fine di applicare pressione con un movimento in
avanti e all’indietro, accertandosi di stringere bene il tappo.

5.4 Ripetere i puntida 5.1 a 5.3 secondo necessita, per il numero di campioni da testare.

5.5 Quando tutti i lisati sono stati trasferiti, ripetere i punti 5.1 e 5.3 per trasferire 20 pl di lisato NC in una provetta di
reagente per I’Analisi molecolare Neogen per il rilevamento della Listeria.

5.6 Trasferire 20 pl di lisato NC in una provetta di Controllo reagente Neogen. Inclinare durante I’erogazione per
evitare lo spostamento delle pastiglie. Miscelare pipettando delicatamente su e gil per 5 volte.

6. Caricare le provette provviste di tappo su un Vassoio per caricamento rapido per il sistema di rilevamento molecolare
Neogen pulito e decontaminato. Chiudere saldamente il coperchio del Vassoio per caricamento rapido per il sistema di
rilevamento molecolare Neogen.

7. Controllare e confermare I’esecuzione configurata sul software del Sistema per I’analisi molecolare Neogen.

8. Fare clic sul pulsante Start nel software e selezionare lo strumento da utilizzare. Il coperchio dello strumento selezionato
si apre automaticamente.

9. Posizionare il Vassoio per caricamento rapido per il sistema di rilevamento molecolare Neogen nello Strumento per
I’analisi molecolare Neogen e chiudere il coperchio per avviare I'analisi. | risultati sono forniti entro 75 minuti, sebbene
quelli positivi possano essere rilevati prima.

10.Una volta completata I’analisi, rimuovere il Vassoio per caricamento rapido per il sistema di rilevamento molecolare
Neogen dallo Strumento per ’analisi molecolare Neogen e smaltire le provette immergendole in una soluzione di
candeggina per uso domestico 1-5% (diluita con acqua v:v) per 1 ora e lontano dall’area di preparazione dell’analisi.

AVVISO: per ridurre al minimo il rischio di falsi positivi dovuti alla contaminazione crociata, non aprire mai le provette di
reagente per I’Analisi molecolare Neogen per il rilevamento della Listeria contenenti DNA amplificato. Queste includono
le provette di reagente per I’Analisi molecolare Neogen per il rilevamento della Listeria, le provette di Controllo reagente
Neogen e le provette di Controllo della matrice per il sistema di rilevamento molecolare Neogen. Gettare sempre le
provette di reagente sigillate immergendole in una soluzione di candeggina per uso domestico all’1-5% (diluita in acqua
v:v) o in una soluzione equivalente per 1 ora lontano dall’area di preparazione dell’analisi.

Risultati e interpretazione

Un algoritmo interpreta la curva di emissione luminosa risultante dal rilevamento dell’amplificazione degli acidi nucleici.

| risultati sono analizzati automaticamente dal software e codificati mediante un colore in base all’esito. Un risultato positivo
o negativo & determinato dall’analisi di un numero di parametri unici della curva. | risultati presunti positivi sono riportati in
tempo reale, mentre i risultati Negativi e Da esaminare sono visualizzati al completamento dell’analisi.

| campioni presunti positivi vanno confermati in base alle procedure operative standard del laboratorio o seguendo
il metodo di conferma appropriato!-29, iniziando dal trasferimento dal brodo di arricchimento primario al brodo di

arricchimento secondario (se pertinente), seguito dalla piastratura e dalla conferma degli isolati utilizzando metodi

biochimici e sierologici adeguati.

NOTA: anche un campione negativo non fornira una lettura zero, poiché il sistema e i reagenti di amplificazione
dell’Analisi molecolare Neogen per il rilevamento della Listeria riportano un valore di “background” dell’unita di luce
relativa (RLU).

Nel raro caso di emissione luminosa insolita, I’algoritmo la classifica come “Da esaminare”. Neogen consiglia all’utente di
ripetere I’analisi per qualsiasi campione da esaminare. Se il risultato continua a essere Da esaminare, procedere con il test di
conferma utilizzando il proprio metodo di elezione o come specificato dalle normative locali.
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Tabella 5: Simboli dei risultati per i campioni e interpretazione forniti dal software del Sistema per I'analisi
molecolare Neogen.

Tipo Simbolo del Risultato Interpretazione
di pozzetto risultato
del pozzetto
Campione ‘ Positivo Il campione & presunto positivo per il patogeno bersaglio.
. . Il campione & negativo per il patogeno bersaglio.
Campione Negativo

La matrice del campione & stata inibitoria dell’analisi. Puo essere
. i richiesta una ripetizione del test. Per maggiori informazioni, fare
Campione Inibito e . . . . . .
riferimento alla sezione relativa alla risoluzione dei problemi e alle
Istruzioni sul prodotto del kit di analisi.

La presenza o I’'assenza del patogeno bersaglio & stata
indeterminata. Puo essere richiesta una ripetizione del test. Per
Campione @ Da esaminare | maggiori informazioni, fare riferimento alla sezione relativa alla
risoluzione dei problemi e alle Istruzioni sul prodotto del kit

di analisi.

Non é stata rilevata alcuna bioluminescenza. Puo essere
. richiesta una ripetizione del test. Per maggiori informazioni, fare
Campione Errore e . . . . . .
riferimento alla sezione relativa alla risoluzione dei problemi e alle
Istruzioni sul prodotto del kit di analisi.

Conferma dei risultati secondo il metodo certificato NF VALIDATION
Nel contesto del’NF VALIDATION, tutti i campioni identificati come positivi dall’Analisi molecolare Neogen per il
rilevamento della Listeria devono essere confermati da uno dei seguenti test:

Opzione 1: utilizzo dello standard ISO 11290-1® a partire dall’arricchimento in Demi Fraser.

Opzione 2: mediante isolamento su PALCAM agar o su agar cromogeno facente parte di un metodo certificato
NF VALIDATION per il rilevamento del genere Listeria. La presenza di colonie caratteristiche é sufficiente per confermare la
presenza di Listeria spp.

Opzione 3: utilizzo di sonde di acido nucleico come descritto nello standard ISO 7218®, con esecuzione su colonie isolate,
da agar selettivo (vedere opzione 1 o 2).

Opzione 4: utilizzo di un altro metodo certificato NF VALIDATION, il cui principio deve essere differente da quello dell’Analisi
molecolare Neogen per il rilevamento della Listeria. Deve essere utilizzato il protocollo completo descritto per questo secondo
metodo validato. Tutti i passaggi precedenti all’inizio della conferma devono essere comuni a entrambi i metodi.

Nel caso di risultati discordanti (presunto positivo con I’Analisi molecolare Neogen per il rilevamento della Listeria,

non confermato da uno dei mezzi suindicati), il laboratorio deve agire di conseguenza per garantire la validita dei

risultati ottenuti.

Per qualsiasi domanda su applicazioni o procedure specifiche, visitare il nostro sito web all’indirizzo www.neogen.com,
oppure contattare il distributore o il rappresentante Neogen di zona.

Appendice A. Interruzione del protocollo: Conservazione e ripetizione del test dei lisati termotrattati. La conservazione
dei lisati a 2-8 °C per 72 ore non si applica ai campioni di prodotti lattiero-caseari e ambientali.

1. Per conservare un lisato termotrattato, richiudere la provetta di lisi con un tappo pulito (vedere la sezione “Lisi”, 4.5)
Conservare a 2-8 °C finoa 72 ore.
Preparare il campione conservato per 'amplificazione capovolgendolo 2-3 volte per miscelarlo.

Togliere il tappo alle provette.

o s D

Posizionare le provette di lisato miscelato sull'lnserto del blocco di calore per il sistema di rilevamento molecolare
Neogen e riscaldare a 100 = 1 °C per 5 = 1 minuti.

6. Rimuovere la rastrelliera portaprovette per Soluzione di lisi Neogen dal pozzetto di riscaldamento e lasciarla raffreddare
nel Blocco di raffreddamento estraibile per il sistema di rilevamento molecolare Neogen per almeno 5 minuti e per un
massimo di 10 minuti.

7. Proseguire con il protocollo descritto nella sezione “Amplificazione” di cui sopra.
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5 NEDGEN

Instrucciones del Producto

Ensayo de Detecciéon Molecular 2 para Listeria

Descripciéon del producto y uso adecuado
El Ensayo de Deteccion Molecular 2 para Listeria Neogen® se utiliza con el Sistema de Deteccion Molecular Neogen® para
la deteccion rapida y especifica de Listeria en muestras enriquecidas de alimentos y ambientes.

Los Analisis de Deteccion Molecular Neogen® usan amplificacion isotérmica mediada por asas para amplificar rapidamente
las secuencias de acidos nucleicos con alta especificidad y sensibilidad, combinadas con bioluminiscencia para detectar

la amplificacidn. Los resultados presuntamente positivos se reportan en tiempo real, mientras que los resultados negativos
se revelan una vez terminado el ensayo. Los resultados presuntamente positivos se deben confirmar con su método de
preferencia, o segun se especifique en las regulaciones locales293,

El Ensayo de Deteccion Molecular 2 para Listeria Neogen esta previsto para el uso en laboratorios por profesionales
capacitados en el empleo de técnicas de laboratorio. Neogen no documento el uso de este producto en otras industrias
que no sean la alimentaria o la de bebidas. Por ejemplo, Neogen no documenté este producto para el andlisis de muestras
de agua, farmacéuticas, cosméticas, clinicas o veterinarias. El Ensayo de Deteccién Molecular 2 para Listeria Neogen no ha
sido evaluado con todos los protocolos de analisis ni con todas las cepas bacterianas posibles.

Como con todos los métodos de prueba, el origen, la formulacién y la calidad del medio de enriquecimiento pueden
influir sobre los resultados. Factores tales como los métodos de muestreo, los protocolos de andlisis, la preparacion de

la muestra, la manipulacién y la técnica de laboratorio también pueden afectar los resultados. Neogen recomienda la
evaluacién del método lo que incluye el medio de enriquecimiento usando un niimero suficiente de muestras en alimentos
representativos o muestras ambientales y con exposicion a ciertas cepas o bacterias desafiantes para garantizar que el
método satisface los criterios del usuario en su propio entorno. Neogen ha evaluado el Ensayo de Deteccién Molecular

2 para Listeria Neogen con Base de Caldo Demi Fraser y base de Caldo Fraser que contiene citrato de amonio férrico.

A continuacion, se proporciona una formulacién tipica de estos medios.

Férmula Tipica de Base de Caldo Demi Fraser (g/L) Férmula Tipica de Base de Caldo Fraser (g/L)
Cloruro de sodio 20g  Cloruro de sodio 20g
Fosfato de sodio, dibasico, anhidro* 9,69 Fosfato de sodio, dibasico, anhidro* 9,69
Extracto de carne 509 Extracto de carne 50¢9
Hidrolizado pancreatico de caseina 509 Hidrolizado pancreatico de caseina 50g
Hidrolizado péptico de tejido animal 5,0g Hidrolizado péptico de tejido animal 509
Extracto de levadura 50¢g Extracto de levadura 50g
Cloruro de litio 3,0g Cloruro de litio 3,049
Fosfato de potasio, monobasico 1,359 Fosfato de potasio, monobasico 1,359
Esculina 1,09 Esculina 1,09
Acriflavina HCI 0,0125g  Acriflavina HCI 0,025¢g
Acido nalidixico 0,01g  Acido nalidixico 0,029
* Sustituir: Fosfato de sodio, dibasico, dihidrato 12,09

Suplemento de Caldo de Fraser

(Ingredientes por vial de 10 mL. Se agrega un vial a un litro de medio basal).

Citrato de amonio férrico 0,5g/10 mL

pH final 7,2 £ 0,2 a 25 °C

El Equipo de Deteccién Molecular Neogen® estéa previsto para ser utilizado con muestras que hayan sido tratadas con calor
durante el paso de lisis del ensayo, que se disefi6 para destruir los microorganismos presentes en la muestra. Las muestras

que no se hayan tratado debidamente con calor durante el paso de lisis del ensayo pueden considerarse un posible riesgo
biolégico y NO deben introducirse en el Equipo de Deteccion Molecular Neogen.
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Neogen Food Safety cuenta con certificacién de la Organizacion Internacional para la Estandarizacion (ISO) 9001 de
disefio y fabricacion.

El kit de prueba para el Ensayo de Deteccion Molecular 2 para Listeria Neogen contiene 96 pruebas que se describen en
la Tabla 1.

Tabla 1. Componentes del Kit para el Ensayo de Deteccién Molecular Neogen

Articulo Identificacion Cantidad Contenido Comentarios
Solucién de Lisis Solucién rosada en 96 (12 tiras de En gradilla y lista
(LS) Neogen® tubos transparentes 8 tubos) 580 pL de LS por tubo para usar

Tubos de reactivos
para el Ensayo de 96 (12 tiras de
Deteccion Molecular 2 Tubos azules 8 tubos)

para Listeria Neogen®

Mezcla de deteccién
y amplificacién Listo para usar
especifica liofilizada

Tapas adicionales Tapas azules 96 (12 tiras de 8 tapas) Listo para usar
Mezcla de deteccion
Control de Reactivos | Tubos transparentes 16 (2 bolsas de y amplificacién de Listo para usar
Neogen® (RC) con tapa de bisagra 8 tubos individuales) | control liofilizado P
de ADN

El Control Negativo, no provisto en el kit, es un medio de enriquecimiento estéril, p. ej., Caldo Demi Fraser. No use agua
como Control Negativo.

Seguridad

El usuario debe leer, comprender y seguir la informacién de seguridad incluida en las instrucciones para el Sistema de
Deteccion Molecular Neogen y el Ensayo de Deteccion Molecular 2 para Listeria Neogen. Guarde las instrucciones de
seguridad para consultas futuras.

A ADVERTENCIA: Indica una situacion peligrosa que, si no se evita, podria ocasionar la muerte, lesiones graves,
o dafios materiales.

ATENCION: Indica una situacion potencialmente peligrosa que, si no se evita, podria ocasionar dafios materiales.

A ADVERTENCIA

No utilice el Ensayo de Detecciéon Molecular 2 para Listeria Neogen para el diagnéstico de afecciones en seres
humanos ni animales.

El método de Ensayo de Deteccion Molecular 2 para Listeria Neogen puede generar Listeria monocytogenes en niveles
suficientes para causar abortos y muertes de mujeres y personas inmunocomprometidas, si estan expuestas.

El usuario debe capacitar a su personal en lo que respecta a las técnicas de prueba adecuadas actuales, por ejemplo,
Buenas practicas de laboratorio, ISO/IEC 17025 o ISO 7218®,

Para reducir los riesgos relacionados con un resultado falso negativo que provoque la liberacion de
productos contaminados:
e Siga el protocolo y realice las pruebas exactamente como se indica en las instrucciones del producto.

e Almacene el Ensayo de Deteccién Molecular 2 para Listeria Neogen como se indica en el empaque y en las
instrucciones del producto.

e Use siempre el Ensayo de Deteccién Molecular 2 para Listeria Neogen antes de su fecha de vencimiento.

e Use el Ensayo de Deteccion Molecular 2 para Listeria Neogen con muestras ambientales y de alimentos que hayan sido
validadas internamente o por un tercero.

e Use el Ensayo de Deteccion Molecular 2 para Listeria Neogen solo con superficies, desinfectantes, protocolos y cepas
de bacterias que hayan sido validadas internamente o por un tercero.
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En el caso de las muestras ambientales que contengan una solucién amortiguadora neutralizante con complejo aril
sulfonato, prepare una dilucién en una proporcion de 1:2 (1 parte de muestra en 1 parte de caldo de enriquecimiento
estéril) antes de realizar la prueba. Otra opcidn es transferir 10 pL de la muestra del caldo neutralizante de
enriquecimiento a los tubos de Solucion de Lisis Neogen. Productos para la Recoleccién de Muestras Neogen® que
incluyen una solucién amortiguadora neutralizante con el complejo aril sulfonato: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB,
SSL10NB2G, HS10NB, HS10NB2G y HS2410NB2G.

Para reducir los riesgos relacionados con la exposicion a productos quimicos y riesgos biolégicos:

Se recomienda enfaticamente informar al personal femenino de laboratorio sobre el riesgo asociado al desarrollo del
feto, en caso de estar embarazada, que se genera por la infeccién de la madre por exposicién a Listeria monocytogenes.

Realice las pruebas de patégenos en un laboratorio debidamente equipado, bajo la supervisién de personal capacitado.
El medio de enriquecimiento incubado y el equipo o las superficies que hayan entrado en contacto con el medio

de enriquecimiento incubado podrian contener patdgenos en niveles suficientes para provocar un riesgo para la

salud humana.

Siempre proceda segun las practicas estandar de seguridad del laboratorio. Eso incluye usar la ropa de proteccion
adecuada y proteccién para los ojos al manipular reactivos y muestras contaminadas.

Evite el contacto con el contenido del medio de enriquecimiento y de los tubos de reactivos después de
la amplificacién.

Deseche las muestras enriquecidas conforme a los estandares de la industria.

Las muestras que no se hayan tratado debidamente con calor durante el paso de lisis del ensayo pueden considerarse
un posible riesgo biolégico y NO deben introducirse en el Equipo de Deteccidon Molecular Neogen.

Para reducir los riesgos relacionados con contaminacién cruzada mientras se prepara el ensayo:

Use siempre guantes (para proteger al usuario y evitar que se introduzcan nucleasas).

Para reducir los riesgos relacionados con la contaminacién ambiental:

Proceda segun los estandares de la industria para el desecho de residuos contaminados.

Para reducir los riesgos relacionados con la exposicion a liquidos calientes:

No exceda la temperatura recomendada al configurar el calentador.
No exceda el tiempo de calentamiento recomendado.

Utilice un termémetro calibrado adecuado para verificar la temperatura del Bloque de Calor para el Sistema de
Deteccién Molecular Neogen® (p. ej., un termdmetro de inmersién parcial o un termémetro digital termopar y no un
termémetro de inmersiodn total). El termémetro debe colocarse en la ubicacién designada en el Bloque de Calor para
el Sistema de Deteccion Molecular Neogen.

ATENCION

Para reducir los riesgos relacionados con contaminacién cruzada mientras se prepara el ensayo:

Cambiese los guantes antes de hidratar los granulos reactivos.
Se recomienda usar puntas de pipetas estériles de calidad de biologia molecular con barrera para aerosoles (con filtro).
Use una nueva punta de pipeta para cada transferencia de muestra.

Use las Buenas Practicas de Laboratorio para transferir la muestra del enriquecimiento al tubo de lisis. Para evitar la
contaminacién de la pipeta, el usuario puede elegir agregar un paso de transferencia intermedia. Por ejemplo, el usuario
puede transferir cada muestra enriquecida a un tubo estéril.

Use una estacién de trabajo de calidad de biologia molecular con una ldmpara germicida, siempre que disponga de una.
Descontamine periédicamente las mesas y el equipo de laboratorio (pipetas, herramientas para tapar/destapar, etc.) con
una solucién de cloro de uso doméstico del 1% al 5% (v:v en agua) o en una solucién para eliminacién de ADN.

Para reducir los riesgos relacionados con un resultado falso positivo:

Nunca abra los tubos de reactivos después de la amplificacion.

Siempre deseche los tubos contaminados dejandolos inmersos en una solucién de cloro de uso doméstico del 1% al 5%
(v:v en agua) durante 1 hora y lejos del drea en que se prepara el ensayo.

Nunca esterilice en autoclave los tubos de reactivos después de la amplificacion.

Consulte la Hoja de Datos de Seguridad para obtener mas informacién y conocer las normativas locales para el desecho
de materiales.
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Si tiene preguntas acerca de los procedimientos o las aplicaciones especificas, visite nuestro sitio web en
www.neogen.com o comuniquese con su representante o distribuidor local de Neogen.

Responsabilidad del usuario

Los usuarios son responsables de familiarizarse con las instrucciones e informacién del producto. Visite nuestro sitio
web en www.neogen.com o péngase en contacto con su representante o distribuidor local de Neogen para obtener
mas informacién.

Al seleccionar un método de prueba, es importante reconocer que factores externos, tales como los métodos de muestreo,
los protocolos de prueba, la preparacion de la muestra, la manipulacién y la técnica de laboratorio, pueden afectar
los resultados.

Al seleccionar cualquier método de prueba o producto, es responsabilidad del usuario evaluar un nimero suficiente de
muestras con exposicién microbiana y matrices apropiadas para satisfacer al usuario en cuanto a que el método de prueba
cumple con los criterios necesarios.

Ademas, es responsabilidad del usuario determinar que cualquier método de prueba y sus resultados cumplen con los
requisitos de sus clientes y proveedores.

Como sucede con cualquier método de prueba, los resultados obtenidos del uso de cualquier producto de Neogen Food
Safety no constituyen una garantia de calidad de las matrices ni de los procesos analizados.

Para ayudar a los clientes a evaluar el método para varias matrices de alimentos, Neogen ha desarrollado el kit de Control
de Matriz para Deteccién Molecular Neogen®. Cuando sea necesario, utilice el Control de Matriz (MC) para determinar si
la matriz puede afectar los resultados del Ensayo de Deteccién Molecular 2 para Listeria Neogen. Analice varias muestras
representativas de la matriz, es decir, las muestras obtenidas de diferente origen, durante cualquier periodo de validacién al
adoptar el método de Neogen, al analizar matrices nuevas o desconocidas, o matrices que hayan sido sometidas a cambios
en el proceso o la materia prima.

Una matriz se puede definir como un tipo de producto con propiedades intrinsecas, tales como composicion y proceso. Las
diferencias entre las matrices pueden ser tan simples como los efectos causados por las diferencias en su procesamiento
o presentacién, por ejemplo, productos crudos versus pasteurizados; alimentos frescos versus secos, etc.

Limitacion de garantia/Recurso limitado

SALVO LO EXPRESAMENTE ESTIPULADO EN UNA SECCION DE GARANTIA LIMITADA O EN EL EMBALAJE DE UN
PRODUCTO ESPECIFICO, NEOGEN RENUNCIA A TODAS LAS GARANTIAS EXPRESAS Y TACITAS INCLUIDA, ENTRE
OTRAS, CUALQUIER GARANTIA DE COMERCIABILIDAD O IDONEIDAD PARA UN USO EN PARTICULAR. Si un producto
de Neogen Food Safety es defectuoso, Neogen o su distribuidor autorizado reemplazara el producto o reembolsara el
precio de compra del producto, a su eleccidn. Estos son sus recursos exclusivos. Pdngase en contacto con su representante
de Neogen o distribuidor autorizado de Neogen para que se le responda cualquier otra pregunta.

Limitacion de responsabilidad de Neogen

NEOGEN NO SERA RESPONSABLE DE NINGUNA PERDIDA O DANO, YA SEA DIRECTO, INDIRECTO, ESPECIAL,
DANOS ACCIDENTALES O CONSECUENCIAS, INCLUIDOS ENTRE OTROS, LA PERDIDA DE BENEFICIOS. En
ningun caso la responsabilidad de Neogen conforme a ninguna teoria legal excedera el precio de compra del producto
supuestamente defectuoso.

Almacenamiento y desecho

Almacene el Ensayo de Deteccion Molecular 2 para Listeria Neogen a una temperatura entre 2 °C y 8 °C. No lo congele.
Durante el almacenamiento, mantenga el kit fuera del alcance de la luz. Después de abrir el kit, verifique que la bolsa de
aluminio no esté dafiada. Si la bolsa esta dafiada, no use el producto. Después de abrir el embalaje, los tubos de reactivo
no utilizados se deberan guardar siempre en la bolsa resellable junto con el desecante para conservar la estabilidad de los
reactivos liofilizados. Almacene las bolsas cerradas a una temperatura entre 2 °C y 8 °C durante 60 dias como maximo.

No utilice el Ensayo de Deteccion Molecular 2 para Listeria Neogen después de su fecha de vencimiento. La fecha de
vencimiento y el nimero de lote estén impresos en la etiqueta externa de la caja. Después de utilizarlos, el medio de
enriquecimiento y los tubos del Ensayo de Detecciéon Molecular 2 para Listeria Neogen podrian contener materiales
patégenos. Una vez terminada la prueba, proceda segun los estandares actuales de la industria para el desecho de residuos
contaminados. Consulte la Hoja de Datos de Seguridad para obtener mas informacién y conocer las normativas locales
para el desecho de materiales.
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Instrucciones de uso

Siga todas las instrucciones atentamente. De lo contrario, los resultados obtenidos podrian llegar a ser incorrectos.

Descontamine periédicamente las mesas y el equipo de laboratorio (pipetas, herramientas para tapar/destapar, etc.) con
una solucién de cloro de uso doméstico del 1% al 5% (v:v en agua) o en una solucién para eliminacién de ADN.

El usuario debe completar la capacitacion de calificacidn del operador del Sistema de Deteccion Molecular Neogen

segun se describe en el documento “Protocolos de Calificacion para la Instalacion (1Q)/Calificacién Operativa (OQ)
e Instrucciones para el Sistema de Deteccién Molecular Neogen”®,

Consulte la seccion “Instrucciones especificas para métodos validados” para obtener requisitos especificos:

La Tabla 3 para conocer los protocolos de enriquecimiento segun el Official Method of Analysis™ 2016.07 de AOAC® y el
certificado n.° 111501 del Performance Tested Method*™ de AOAC®.

La Tabla 4 para conocer los protocolos de enriquecimiento segun el certificado NF Validation 3M 01/14-05/16.

Enriquecimiento de la muestra

En las Tablas 2, 3 0 4 se presenta una guia para el enriquecimiento de muestras ambientales y de alimentos. Es
responsabilidad del usuario validar protocolos alternativos de muestreo o proporciones de dilucién para garantizar que este
método de prueba satisface los criterios del usuario.

Alimentos

1. Deje que el medio de enriquecimiento de Caldo Demi Fraser (adicionado con citrato de amonio férrico) se equilibre a la
temperatura ambiente de laboratorio.

2. Combine asépticamente el medio de enriquecimiento y la muestra seguin las Tablas 2, 3 o 4. Para todas las muestras con
alto contenido de particulas y carne, se recomienda utilizar bolsas con filtro.

3. Homogenice cuidadosamente mediante un homogeneizador peristaltico, licuadora o mezclado manual durante
2 £ 0,2 minutos. Incube a una temperatura de 37 °C = 1 °C segun las Tablas 2, 3 0 4.

4. En cuanto a los productos lacteos crudos (consulte las Tablas 2 o 4), transfiera 0,1 mL del enriquecimiento primario
a 10 mL de Caldo Fraser. Incube a una temperatura de 37 °C = 1° C entre 20 y 24 horas.

Muestras ambientales

Los dispositivos de recoleccién de muestras pueden ser esponjas hidratadas con una solucién neutralizante para desactivar
los efectos de los desinfectantes. Neogen recomienda el uso de una esponja de celulosa sin biocidas. La solucién
neutralizante puede ser el caldo neutralizante Dey-Engley (D/E) o el caldo Letheen. Se recomienda desinfectar el 4rea
después de la toma de muestras.

ADVERTENCIA: Si decidiera utilizar una solucién amortiguadora neutralizante (NB) que contenga el complejo aril
sulfonato como solucién hidratante para la esponja, debera preparar una dilucién en una proporcién de 1:2 (1 parte
de muestra en 1 parte de caldo de enriquecimiento estéril) de la muestra ambiental enriquecida antes de realizar la
prueba para reducir los riesgos relacionado con un resultado falso negativo que resultara en la liberacién del producto
contaminado. Otra opcién es transferir 10 pL de la solucién amortiguadora neutralizante enriquecida a los tubos de
Solucién de Lisis Neogen.

El tamafo recomendado del drea de muestra para verificar la presencia o ausencia del patégeno en la superficie es de no

menos de 100 cm? (10 cm x 10 cm o 4 in. X 4 in.). Cuando realice el muestreo con una esponja, cubra toda el 4rea en dos

direcciones (de izquierda a derecha, luego, de arriba hacia abajo) o recolecte las muestras ambientales segun el protocolo
de muestreo actual o con los lineamientos de FDA BAM®, USDA FSIS MLG® o la norma ISO 18593™,

1. Deje que el medio de enriquecimiento de Caldo Demi Fraser (adicionado con citrato de amonio férrico) se equilibre a la
temperatura ambiente de laboratorio.

2. Combine asépticamente el medio de enriquecimiento y la muestra segun las Tablas 2, 3 o 4.

3. Homogenice cuidadosamente mediante un homogeneizador peristaltico, licuadora, mezclado manual o batidora
durante 2 = 0,2 minutos. Incube a una temperatura de 37 °C = 1 °C durante entre 24 y 30 horas segun las Tablas 2, 3 0 4.
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Tabla 2: Protocolos generales de enriquecimiento a 37 °C = 1 °C con Caldo Demi Fraser® y Caldo Fraser®, segln

sea necesario.

Matriz de
la muestra

Tamaiio
dela
muestra

Volumen
del caldo
de enrique-
cimiento
(mL)

Temperatura
de enrique-
cimiento
(£1°C)

Tiempo de
enrique-
cimiento

(horas)

Procesados
térmicamente,
cocinados,
carnes
curadas,
carnes de
aves, mariscos
y pescados

Productos
lacteos pas-
teurizados,
procesados

por calor

Frutas,
hortalizas y
vegetales

Alimentos
multicompo-
nentes

25¢g

225

37

24-30

Muestras
ambientales

1 esponja

100 0 225

37

24-30

1 hisopo

10

37

24-30

Carne de res
cruda, carne
de aves cruda,
mariscos
y pescados
crudos

25¢g

475

37

28-32
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. .. . . Enriquecimiento secundario
(a)
Enriquecimiento primario (Caldo Demi Fraser) (Caldo Fraser)® Volumen
Matriz de Volumen de
~ Temperatura | Tiempo de . | Temperatura | Tiempo de | analisis
la muestra Tamaiio | del caldo . . Tamaio . .
. de enrique- enrique- de enrique- | enrique- dela
dela de enrique- .. . dela .. ..
muestra cimiento cimiento cimiento muestra cimiento cimiento | muestra®
(x1°C) (horas) (x1°C) (horas)
(mL)
Trans-
fiera
Productos 0,1 mL
. 25¢g 225 37 20-24 al0mL 37 20-24 10 uL
lacteos crudos de
Caldo
Fraser

(a) El Caldo Demi Fraser o el Caldo Fraser siempre deben adicionarse con el suplemento de Caldo Fraser (citrato de amonio
férrico) en el enriquecimiento primario o secundario.

(b) Volumen de muestra enriquecida transferida a los tubos de Solucién de Lisis Neogen. Consulte el Paso 4.6 de la
seccion Lisis.

Instrucciones especificas para métodos validados
AOAC® Official Methodss™ 2016.07
AOAC® Performance Tested Method®*™ n.° 111501

" PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 111501

En los programas de AOAC Research Institute OMASMy PTMSM, se determiné que el Ensayo de Deteccién Molecular 2 para
Listeria Neogen es un método eficaz para la deteccién de las especies de Listeria. Las matrices evaluadas en el estudio
se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3. Protocolos de enriquecimiento en los que se utiliza Caldo Demi Fraser® a 37 °C = 1 °C segun AOAC OMASM
2016.07 y el certificado AOAC PTMSM n.° 111501.

. Tamaio de Volumen del caldo de '!'lemp.o <.ie
Matriz de la muestra . .. enriquecimiento
la muestra enriquecimiento (mL)
(horas)
Salchicha de carne de vaca, queso
fresco, helado de vainilla, queso
cottage con 4% de g:asa, leche entera 25 005 24-30
chocolatada con 3% grasa, lechuga
romana, espinaca cruda en bolsa,
salmén ahumado frio
Pollo crudo 25¢g 475 28-32
Embutidos de pavo 1259 1125 24-30
. g , Volumen suficiente para que
Melén cantaloupe® Melén entero . 26-30
el meldn flote
% Acero inoxidable 1 esponja 225 24-30
» O
2= Concreto sellado 1 esponja 100 24-30
35
29
=€ Plastico® 1 hisopo 10 24-30
@

Todas las muestras para la validacion de AOAC se homogeneizaron mediante homogeneizador peristéltico, a menos que se

indique lo contrario.

(a) El Caldo Demi Fraser o el Caldo Fraser siempre deben adicionarse con el suplemento de Caldo Fraser (citrato de amonio
férrico) en el enriquecimiento primario o secundario.

(b) Homogeneizar la muestra mediante mezclado manual.

(c) Homogeneizar la muestra mediante agitador eléctrico.

NF Validation por AFNOR Certification

RUFICATION
c!

VALIDATION
EN 1SO 16140

3M01/14-05/16
ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http://nf-validation.afnor.org/en

Para mas informacién acerca del final de la validez, consulte el certificado de NF VALIDATION disponible en el sitio web
mencionado anteriormente.

Método certificado de NF VALIDATION en cumplimiento de la norma ISO 16140-2® comparada con la norma
1ISO 11290-1®

Alcance de la validacién: todas las muestras ambientales y de alimentos para humanos (excluidas las muestras de la
produccién primaria)

Preparacién de la muestra: las muestras deben prepararse segun las normas ISO 11290-1® e ISO 6887®

Version de Software: consulte el certificado
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Tabla 4. Protocolos de enriquecimiento segun el método certificado NF VALIDATION 3M 01/14-05/16a37°C =1 °C
en los que se utiliza Caldo Demi Fraser® y Caldo Fraser®, segln sea necesario.

Volumen T
Protoco- | Tamaio e Temperat.u i de Volumfan Punto de in-
caldode | rade enri- . de ana- . .
los gene-| dela . . . enrique- | ... terrupcion
enrique- | quecimien- | . ., lisis de la
rales |muestra| . . o cimiento aceptado
cimiento | to (x1°C) muestra®
(horas)
(mL)
Todas las e Caldo
muestras ;
de Demi
alimentos Eraier
(excepto asta
carnes 72 horas
crudas 25¢9g 225 37 24-30 20pL |e Lisado
mariscos a_—20 C
crudosy * Lisado
ad°C
prouctos
[ hasta
53:;5 72 horas
Muestras | 254, 1 e Lisado
ambien- | hisopo 225 37 24-30 20 L _20°C
tales o1 toalla a
Volumen Tiempo
. del Temperatu- P Volumen Punto de
Protoco- | Tamaiio . de e s .
caldode | rade enri- . de analisis | interrup-
lo espe- dela . .. enrique- ..
ree enrique- | quecimien- .. dela cién
cifico1l | muestra| . . ° cimiento
cimiento | to(x1°C) (horas) muestra® | aceptado
(mL)
e Caldo
Demi
Fraser
hasta
Carnesy 72 horas
mariscos | 25¢g 475 37 28-32 20puL |e Lisado
crudos a-20°C
e Lisado
ad°C
hasta
72 horas
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Enriquecimiento primario
0 . . 0 (a)
(Caldo Demi Fraser)® Enriquecimiento secundario (Caldo Fraser)
Volumen . Punto de
Protoco- . Tempe- Tiem- .
. del Temperatu- | Tiempo de . Volumen | Interrup-
lo espe- | Tamaiio . . Tamafio | raturade po de e qe
o caldode | radeenri- | enrique- . . de andli- | cion acep-
cifico2 | dela . e . dela enrique- | enrique- .
enrique- | quecimien- | cimiento . . . . sisdela tado
muestra| . . a muestra | cimiento | cimiento b
cimiento | to(x1°C) (horas) i muestra®
(x1°C) (horas)
(mL)
[
Transfiera Caldo
Pro- Fraser
ductos 0,1 mL hasta
, 25¢g 225 37 20-24 al0OmL 37 20-24 10 pL
lacteos 72 horas
de Caldo .
crudos Fraser e Lisadoa
-20°C

(a) El Caldo Demi Fraser o el Caldo Fraser siempre deben adicionarse con el suplemento de Caldo Fraser (citrato de amonio
férrico) en el enriquecimiento primario o secundario.

(b) Volumen de muestra enriquecida transferida a los tubos de Solucién de Lisis Neogen. Consulte el Paso 4.6 de la
seccién Lisis.

| Nota: Las muestras de mas de 25 g no han sido sometidas a prueba en el estudio de NF Validation.

Preparacién de la Bandeja de Carga Rapida para el Sistema de Deteccién Molecular Neogen®

1. Humedezca un pafio con una solucién de cloro de uso doméstico del 1% al 5% (v:v en agua) y limpie la Bandeja de Carga
Répida para el Sistema de Detecciéon Molecular Neogen®.

2. Enjuague la Bandeja de Carga Réapida para el Sistema de Deteccidén Molecular Neogen con agua.
3. Utilice una toalla desechable para secar la Bandeja de Carga Répida para el Sistema de Deteccion Molecular Neogen.

4. Antes de utilizarla, asegurese de que la Bandeja de Carga Rapida para el Sistema de Deteccion Molecular Neogen
esté seca.

Preparacién del Bloque de Frio para el Sistema de Deteccién Molecular Neogen®
Coloque la Insercién del Bloque de Frio para el Sistema de Deteccién Molecular Neogen® directamente sobre la mesa de
laboratorio. Use el bloque de frio a temperatura ambiente de laboratorio (20 °C y 25 °C).

Preparacién del Bloque de Calor para el Sistema de Deteccién Molecular Neogen®

Coloque el Bloque de Calor para el Sistema de Deteccién Molecular Neogen® en la unidad calentadora seca de bloques
doble. Encienda la unidad calentedora seca de bloques y ajuste la temperatura para permitir que el Bloque de Calor para el
Sistema de Deteccién Molecular Neogen alcance y mantenga una temperatura de 100 °C = 1 °C.

Nota: Segun la unidad de calentamiento, espere aproximadamente 30 minutos para que el Bloque de Calor para el
Sistema de Deteccién Molecular Neogen alcance la temperatura deseada. Con un termémetro calibrado adecuado (p. €j.,
un termémetro de inmersidn parcial o un termémetro digital termopar, no un termémetro de inmersién total) colocado en
la ubicacion designada, verifique que el Bloque de Calor para el Sistema de Deteccién Molecular Neogen se encuentre
al00°C+1°C.

Preparacién del Equipo de Detecciéon Molecular Neogen®

1. Inicie el software del Sistema de Deteccion Molecular Neogen?® e inicie sesién. Contacte a su representante de Neogen
Food Safety para asegurarse de que tiene la Gltima versidn del software.

2. Encienda el Equipo de Deteccién Molecular Neogen.

3. Cree o edite un ensayo con datos para cada muestra. Para obtener detalles, consulte el Manual del Usuario del Sistema
de Deteccion Molecular Neogen.

Nota: El Equipo de Deteccion Molecular Neogen debe alcanzar el estado de Listo antes de insertar la Bandeja de Carga
Rapida para el Sistema de Deteccién Molecular Neogen con los tubos de reaccién. Este paso de calentamiento lleva unos
20 minutos y aparece indicado por una luz NARANJA en la barra de estado del equipo. Una vez que el equipo esté listo
para iniciar un ensayo, la barra de estado se cambiara a color VERDE.
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Lisis

Retire la parte inferior de la Gradilla para Solucion de Lisis de Neogen con un destornillador o una espatula antes de
colocarla en el Bloque de Calor para el Sistema de Deteccion Molecular Neogen.

1. Permita que los tubos de Solucién de Lisis Neogen se calienten colocando la gradilla a temperatura ambiente
(20 °Cy 25 °C) durante la noche (16-18 horas). Las alternativas para que los tubos de Solucion de Lisis Neogen
alcancen temperatura ambiente son colocar los tubos de Solucién de Lisis Neogen sobre la mesa de laboratorio durante
por lo menos 2 horas, incubar los tubos de Soluciéon de Lisis Neogen en una incubadora a 37 °C £ 1 °C durante 1 hora
o colocarlos en una unidad calentadora seca dos bloques durante 30 segundos a 100 = 1 °C.

2. Invierta los tubos tapados para mezclarlos. Proceda con el paso siguiente dentro de 4 horas.
3. Retire el caldo de enriquecimiento de la incubadora.

4. Se requiere un tubo de Solucién de Lisis Neogen para cada muestra y uno como control negativo (NC) (medio de
enriquecimiento estéril).

4.1 Las tiras de tubos de Solucidn de Lisis Neogen pueden cortarse para obtener la cantidad deseada de tubos de la
Solucién de Lisis Neogen. Seleccione la cantidad de tubos de Solucién de Lisis Neogen individuales o tiras de 8
tubos necesarias. Coloque los tubos de Solucién de Lisis Neogen en una gradilla vacia.

4.2 Para evitar la contaminacion cruzada, destape una tira de tubo de Solucién de Lisis Neogen por vez y use una
nueva punta de pipeta para cada paso de transferencia.

4.3 Transfiera la muestra enriquecida a los tubos de Solucién de Lisis Neogen como se describe a continuacion:

Transfiera cada muestra enriquecida a un tubo de Solucién de Lisis Neogen individual primero. Transfiera el NC
al final.

4.4 Utilice la Herramienta para Encapuchado/Desencapuchado del Sistema de Deteccién Molecular — Lisis Neogen®
para destapar una tira de tubos de Solucién de Lisis Neogen, una tira por vez.

4.5 Deseche la tapa del tubo de Solucion de Lisis Neogen; si se conservara el lisado para repetir la prueba, coloque las
tapas en un envase limpio para reutilizarlas luego de la lisis.
4.5.1 Para ver como procesar el lisado conservado, consulte el Apéndice A.

4.6 Transfiera 20 pL de la muestra en un tubo de Solucidn de Lisis Neogen a menos que se indique lo contrario en
los protocolos de las Tablas 2, 3 0 4 (p. ej., productos lacteos crudos o si se emplean muestras ambientales con
solucién amortiguadora neutralizante, utilice 10 pL).

DOV000

O

5. Repita los pasos 4.4 al 4.6 hasta que cada muestra individual se haya agregado al correspondiente tubo de Solucién de
Lisis Neogen de la tira.

6. Cuando se hayan transferido todas las muestras, transfiera 20 uL del NC (medio de enriquecimiento estéril, p. ej., Caldo
Demi Fraser) a un tubo de Solucién de Lisis Neogen. No use agua como un NC.

7. Verifique que la temperatura del Bloque de Calor para el Sistema de Deteccion Molecular Neogen sea de 100 °C £ 1 °C.

11



@ (Espafiol) ﬁ ﬁ

8. Coloque la gradilla descubierta de tubos de Solucién de Lisis Neogen en el Bloque de Calor para el Sistema de
Deteccion Molecular Neogen y caliente durante 15 + 1 minutos. Durante el calentamiento, la Solucion de Lisis Neogen
cambiara de rosado (frio) a amarillo (caliente).

8.1 Las muestras que no se hayan tratado debidamente con calor durante el paso de lisis del ensayo pueden
considerarse un posible riesgo biolégico y NO deben introducirse en el Equipo de Deteccién Molecular Neogen.

9. Retire la gradilla descubierta de tubos de Solucién de Lisis Neogen del bloque de calor y deje que se enfrie en la Insercion
del Bloque de Frio para el Sistema de Deteccién Molecular Neogen al menos durante 5 minutos y durante un maximo de
10 minutos. Cuando se utiliza el Insercion del Bloque de Frio para el Sistema de Deteccion Molecular Neogen a temperatura
ambiente, debe colocarse directamente sobre la mesa de laboratorio. Cuando esté fria, la solucidn de lisis revertira a un
color rosado.

10.Retire la gradilla de tubos de Solucién de Lisis Neogen de la Insercién del Bloque de Frio para el Sistema de Deteccién
Molecular Neogen.

00:15:00

—_ 20-25°C
D D D D 00:05:00
Amplificacion

1. Se necesita un Tubo de Reactivo del Ensayo de Deteccién Molecular 2 para Listeria Neogen por cada muestra y el NC.

1.1 Las tiras de tubos de reactivo pueden cortarse para obtener la cantidad de tubos deseada. Seleccione la cantidad
de Tubos de Reactivos del Ensayo de Deteccidon Molecular 2 para Listeria Neogen o tiras de 8 tubos, segtn
sea necesario.

1.2 Coloque los Tubos de Reactivos del Ensayo de Deteccion Molecular 2 para Listeria Neogen en una gradilla vacia.
1.3 Evite mover las perlas de reactivo del fondo de los tubos.
2. Seleccione un tubo de Control de Reactivos (RC) Neogen y coléquelo en la gradilla.

3. Para evitar la contaminacién cruzada, destape un Tubo de Reactivo del Ensayo de Deteccidn Molecular 2 para Listeria
Neogen por vez y utilice una punta de pipeta nueva para cada paso de transferencia.

4. Transfiera el lisado a un Tubo de Reactivo del Ensayo de Deteccién Molecular 2 para Listeria Neogen y a un tubo de
Control de Reactivos Neogen como se describe a continuacién:

Transfiera el lisado de cada muestra a los Tubos de Reactivo del Ensayo de Deteccidon Molecular 2 para Listeria
Neogen primero, seguido por el NC. Hidrate el tubo RC al final.

5. Utilice la Herramienta para Encapuchado/Desencapuchado del Sistema de Deteccién Molecular — Reactivo Neogen®
para destapar el Tubo de Reactivo del Ensayo de Deteccion Molecular 2 para Listeria Neogen, una tira a la vez. Deseche
la tapa.

5.1 Transfiera 20 pL del lisado de muestra de la ¥z superior del liquido (evite el precipitado) en el tubo de Solucién
de Lisis Neogen que corresponde al Tubo de Reactivo del Ensayo de Deteccién Molecular 2 para Listeria
Neogen. Dispense en un angulo que evite movimientos en las perlas. Mezcle pipeteando suavemente hacia
arriba y hacia abajo 5 veces.

5.2 Repita el paso 5.1 hasta que se haya afiadido una muestra individual del lisado a un Tubo de Reactivos del Ensayo
de Deteccién Molecular 2 para Listeria Neogen en la tira.

5.3 Cubra los Tubos de Reactivo del Ensayo de Deteccién Molecular 2 para Listeria Neogen con las tapas adicionales
provistas y utilice el lado redondeado de la Herramienta para Encapuchado/Desencapuchado del Sistema de
Deteccion Molecular, Reactivo Neogen para aplicar presidn con un movimiento hacia adelante y hacia atras para
asegurarse de que la tapa quede bien ajustada.

5.4 Repita los pasos 5.1 y 5.3, seguin sea necesario, para la cantidad de muestras que se deben analizar.
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5.5 Cuando se hayan transferido todos los lisados de la muestra, repita los pasos 5.1 y 5.3 para transferir 20 L de
lisado NC a un Tubo de Reactivo del Ensayo de Deteccion Molecular 2 para Listeria Neogen.

5.6 Transfiera 20 pL del lisado NC a un tubo de Control de Reactivos Neogen. Dispense en un angulo que evite
movimientos en las perlas. Mezcle pipeteando suavemente hacia arriba y hacia abajo 5 veces.

6. Cargue los tubos tapados en una Bandeja de Carga Répida para el Sistema de Deteccién Molecular Neogen
limpia y descontaminada. Cierre y trabe la tapa de la Bandeja de Carga Rapida para el Sistema de Deteccion
Molecular Neogen.

7. Revise y confirme la serie configurada en el software del Sistema de Deteccién Molecular Neogen.

8. Haga clic en el botén de inicio del software y seleccione el equipo que usara. La tapa del equipo seleccionado se
abrird automaticamente.

9. Coloque la Bandeja de Carga Réapida para el Sistema de Deteccién Molecular Neogen en el Equipo de Deteccidn
Molecular Neogen y cierre la tapa para comenzar con el ensayo. Obtendra los resultados al cabo de 75 minutos, aunque
los positivos pueden detectarse antes.

10.Después de completar el ensayo, retire la Bandeja de Carga Réapida para el Sistema de Deteccién Molecular
Neogen del Equipo de Deteccion Molecular Neogen y deseche los tubos dejandolos inmersos en una soluciéon de cloro
de uso doméstico del 1% al 5% (v:v en agua) durante 1 hora y lejos del 4rea en que se prepara el ensayo.

ATENCION: Para minimizar el riesgo de falsos positivos a causa de la contaminacion cruzada, nunca abra los tubos de
reactivo que contengan ADN amplificado para el Ensayo de Deteccidén Molecular 2 para Listeria Neogen. Esto incluye un
Tubo de Reactivo del Ensayo de Deteccidn Molecular 2 para Listeria Neogen, el Control de Reactivos Neogen y los Tubos
de Control de Matriz para Deteccion Molecular Neogen. Siempre deseche los tubos contaminados dejandolos inmersos
en una solucién de cloro de uso doméstico del 1% al 5% (v:v en agua) durante 1 hora y lejos del drea en que se prepara

el ensayo.

Resultados e Interpretacion

Un algoritmo interpreta la curva de produccién de luz que se obtiene de la deteccién de acido nucleico amplificado. El
software analiza automaticamente los resultados y se codifican por color segun el resultado. Los resultados Positivo

o Negativo se determinan mediante el andlisis de una cantidad de pardmetros caracteristicos de la curva. Los resultados
presuntivos positivos se informan en tiempo real, mientras que los resultados Negativo e Inspeccionar se muestran una vez
terminado el analisis.

Las muestras con resultados presuntamente positivos deben confirmarse segin los procedimientos operativos estandar
del laboratorio o mediante la confirmacién del método de referencia apropiado‘-2®, comenzando con la transferencia
del caldo de enriquecimiento primario al secundario (si corresponde), seguido del posterior sembrado en placay la
confirmacidn de aislados, mediante métodos bioquimicos y serolégicos apropiados.

NOTA: Incluso una muestra negativa no arrojara una lectura de cero, ya que los reactivos de amplificacion del Ensayo de
Deteccién Molecular 2 para Listeria Neogen tienen una lectura de unidades relativas de luz de fondo (RLU).

En el raro caso de que haya una interrupcion inusual del suministro eléctrico, el algoritmo lo sefialara como “Inspeccionar”.
Neogen recomienda al usuario repetir el ensayo para aquellas muestras etiquetadas como Inspeccionar. Si el resultado
sigue siendo Inspeccionar, continte con la prueba de confirmacién usando su método preferido o segun se especifique en
las reglamentaciones locales.
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Tabla 5: Simbolos de los resultados para las muestras y su interpretacidn, segin se proporcionan por el software del
Sistema de Deteccién Molecular Neogen.

Tipo de pozo Simbolo del Resultado | Interpretacion
resultado del pozo
.. L iti | 5 jetivo.
Muestra ‘ Positiva a muestra es presuntamente positiva para el patégeno objetivo
. La muestra es negativa para el patégeno objetivo.
Muestra Negativa

La matriz de la muestra fue inhibidora para el ensayo. Es posible
Muestra @ Inhibida gue se regmera una repet|C|0|.f1,de la pruet.Jfa. Para obtener mas

informacidn, consulte la seccién de solucién de problemas y las
instrucciones del producto del kit de ensayo.

No se pudo determinar la presencia o ausencia del patdégeno
objetivo. Es posible que se requiera una repeticion de la prueba.
Para obtener mas informacién, consulte la seccion de solucién de
problemas y las instrucciones del producto del kit de ensayo.

Muestra @ Inspeccionar

No se detectod bioluminiscencia. Es posible que se requiera una
repeticion de la prueba. Para obtener mas informacion, consulte
Muestra Error ., ., . .
la seccidn de solucién de problemas y las instrucciones del
producto del kit de ensayo.

Confirmacion de los resultados segtin el Método Certificado de NF VALIDATION
En el contexto de NF VALIDATION, todas las muestras identificadas como positivas por el Ensayo de Deteccién Molecular
2 para Listeria Neogen deben ser confirmadas mediante una de las siguientes pruebas:

Opcién 1: Mediante la norma ISO 11290-1® a partir del enriquecimiento de Caldo Demi Fraser.

Opcidn 2: Mediante el aislamiento en agar PALCAM o en agar cromogénico que forman parte de un método certificado

NF VALIDATION para la detecciéon del gen de Listeria. La presencia de colonias caracteristicas es suficiente para confirmar

la presencia de la especie Listeria.

Opcidn 3: Mediante uso de sondas de 4cido nucleico, tal como se describe en la norma ISO 7218®, en colonias aisladas de

agar selectivo (consulte las Opciones 1 o 2).

Opcidén 4: Mediante el empleo de cualquier otro método certificado por NF VALIDATION, cuyo principio debe ser

diferente del Ensayo de Deteccion Molecular 2 para Listeria Neogen. Se debe utilizar el protocolo completo descrito

para este segundo método validado. Todos los pasos previos al comienzo de la confirmacién deben ser comunes para

ambos métodos.

En caso de que haya resultados discordantes (presuntamente positivos con el Ensayo de Deteccién Molecular 2 para

Listeria Neogen, no confirmados por alguno de los medios descritos anteriormente) el laboratorio debe seguir los pasos

necesarios para garantizar la validez de los resultados obtenidos.

Si tiene preguntas acerca de los procedimientos o las aplicaciones especificas, visite nuestro sitio web en

www.neogen.com o comuniquese con su representante o distribuidor local de Neogen.

Apéndice A. Interrupcién por protocolo: Almacenamiento y repeticion de pruebas de lisados tratados térmicamente.

El almacenamiento de los lisados entre 2° C y 8° C durante 72 horas no se aplica a las muestras lacteas y ambientales.

1. Para almacenar un lisado tratado térmicamente, vuelva a tapar el tubo de lisis con una tapa limpia (consulte “Lisis”,
seccién 4.5)

Almacene entre 2 °C y 8 °C durante hasta 72 horas.
Prepare la muestra almacenada para amplificacion invirtiéndola 2 a 3 veces para mezclar.

Destape los tubos.

o s D

Coloque los tubos de lisado mezclados en el Bloque de Calor para el Sistema de Deteccion Molecular Neogen
y caliéntelos a 100 °C = 1 °C durante 5 = 1 minutos.

6. Retire la gradilla de tubos de Solucién de Lisis Neogen del bloque de calor y deje que se enfrie en la Insercion del
Bloque de Frio para el Sistema de Deteccién Molecular Neogen al menos durante 5 minutos y durante un maximo de
10 minutos.

7. Siga el protocolo en la seccién “Amplificacion” que se detalla arriba.
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1. US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual. Chapter 10: Detection of Listeria monocytogenes
in foods and environmental samples, and enumeration of Listeria monocytogenes in foods. October 31,2017.

Referencias:

2. US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 8.11. Isolation and identification of
Listeria monocytogenes from red meat, poultry, ready-to-eat siluriformes (fish) and egg products, and environmental
samples. January 2,2019.

3. NFEN ISO 11290-1. Microbiology of the food chain — Horizontal method for the detection and enumeration of Listeria
monocytogenes and of Listeria spp. — Part 1: Detection method.

4. NF EN ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.

5. NF EN ISO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General requirements and guidance for
microbiological examinations.

6. Neogen Installation Qualification (IQ) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for Neogen Molecular
Detection System.

7. NF EN ISO 18593. Microbiology of the food chain — Horizontal methods for surface sampling.

8. NF EN ISO 16140-2 Microbiology of the food chain — Method validation — Part 2: Protocol for the validation of
alternative (proprietary) methods against a reference method.

9. NF EN ISO 6887. Microbiology of the food chain — Preparation of test samples, initial suspension and decimal dilutions
for microbiological examination.

Explicacion de los Simbolos de la Etiqueta del Producto
info.neogen.com/symbols
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5 NEDGEN

Productinstructies

Moleculair detectie assay 2 Listeria

Productbeschrijving en beoogd gebruik
Neogen® Moleculair detectie assay 2 Listeria wordt gebruikt met het Neogen® Moleculair Detectiesysteem voor de snelle
en specifieke detectie van Listeria-soorten in verrijkte voedings- en omgevingsmonsters.

De Neogen® Moleculair detectie assays maken gebruik van lusgebonden isothermische amplificatie voor de snelle
amplificatie van nucleinezuurschakels met een hoge specificiteit en gevoeligheid, in combinatie met bioluminescentie
om de amplificatie te detecteren. Vermoedelijk positieve resultaten worden onmiddellijk gerapporteerd, terwijl negatieve
resultaten pas worden weergegeven nadat de analyse voltooid is. Vermoedelijk positieve resultaten moeten door middel
van een door u gewenste methode of conform de lokale wet- en regelgeving!->® worden bevestigd.

De Neogen Moleculair detectie assay 2 Listeria is bestemd voor gebruik in een laboratoriumomgeving door professionals
die zijn geschoold in laboratoriumtechnieken. Neogen heeft het gebruik van dit product niet gedocumenteerd in andere
sectoren dan de voedings- of drankensector. Neogen heeft dit product bijvoorbeeld niet gedocumenteerd voor het testen
van water-, farmaceutische, cosmetica-, klinische of veterinaire monsters. De Neogen Moleculair detectie assay 2 Listeria
is niet geévalueerd met alle mogelijke testprotocollen of alle mogelijke bacteriestammen.

Zoals bij alle testmethoden, kunnen de bron, de formulering en de kwaliteit van het verrijkingsmedium de

resultaten beinvloeden. Factoren als bemonsteringsmethoden, testprotocollen, monstervoorbereiding, hantering en
laboratoriumtechniek kunnen tevens de resultaten beinvioeden. Neogen beveelt evaluatie van de methode aan, met
inbegrip van het verrijkingsmedium, in de omgeving van de gebruiker aan de hand van een voldoende aantal monsters met
specifieke voedingsmiddelen en/of omgevingsmonsters en microbiéle uitdagingen om ervoor te zorgen dat de methode
aan de criteria van de gebruiker voldoet. Neogen heeft de Neogen Moleculair detectie assay 2 Listeria aan de hand

van Demi Fraser bouillon en Fraser bouillon met ijzerammoniumcitraat geévalueerd. Hieronder wordt een gebruikelijke
samenstelling van deze media gegeven.

Gebruikelijke samenstelling Demi Fraser Gebruikelijke samenstelling Fraser bouillon

bouillon (basis) (g71) (basis) (g/1)
Natriumchloride 20g Natriumchloride 20g
Natriumfosfaat, dibasisch, watervrij* 9,69 Natriumfosfaat, dibasisch, watervrij* 9,69
Rundvleesextract 509 Rundvleesextract 50¢9
Pancreatisch verteringsproduct van caseine 509 Pancreatisch verteringsproduct van caseine 50g
Peptisch verteringsproduct van dierlijk weefsel 509 Z;Zﬁf;jskccv;/:gjlngSprOdUCt van 509
Gistextract 5,0g Gistextract 50g
Lithiumchloride 3,049 Lithiumchloride 3,049
Kaliumfosfaat 1,35g  Kaliumfosfaat 1,359
Aesculine 1,0g  Aesculine 1,09
Acriflavine HCI 0,0125g  Acriflavine HCI 0,025¢g
Nalidixinezuur 0,01g Nalidixinezuur 0,02¢g

* Vervangende stof: Natriumfosfaat,
dibasisch, dihydraat 12,09

Fraser bouillon-supplement
(Ingrediénten per buisje van 10 ml. Per liter basismedium wordt één buisje toegevoegd.)

IJzerammoniumcitraat 0,5g/10ml
Definitieve pH-waarde 7,2 + 0,2 bij 25 °C
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Het Neogen® Moleculair Detectieinstrument is bedoeld voor gebruik bij monsters die tijdens de lyseanalysestap een
warmtebehandeling hebben ondergaan, die ontwikkeld is om de in het monster aanwezige organismen te vernietigen.
Monsters die tijdens de lyseanalysestap niet de juiste warmtebehandeling hebben ondergaan, kunnen als een potentieel
biologisch gevaar worden beschouwd en mogen NIET in het Neogen Moleculaire Detectieinstrument worden geplaatst.

Neogen Food Safety is ISO (Internationale Organisatie voor Standaardisatie) 9001-gecertificeerd voor het ontwerp en
de productie.

De Neogen Moleculair detectie assay 2 Listeria -testset bevat 96 tests, beschreven in tabel 1.

Tabel 1. Onderdelen Neogen Moleculair detectie assay-set

Artikel Identificatie Hoeveelheid Inhoud Opmerkingen
Neogen® Lyse- Roze oplossing in 96 (12 stroken van . . In rek en klaar
oplossing (LS) doorzichtige buisjes 8 buisjes) SBOILS per buisje voor gebruik
Neogen® Moleculair Gevriesdroogde
detectie assay . . 96 (12 stroken van specifieke .
5 | isteria- Blauwe buisjes 8 buisjes) amplificatie- Klaar voor gebruik
reagensbuisjes en detectiemix
96 (12 stroken van .

Extra doppen Blauwe doppen 8 doppen) Klaar voor gebruik

Gevriesdroogd
Neogen® Doorzichtige buisjes 16 (2 zakjes met controle-DNA, Klaar voor aebruik
Reagenscontrole (RC) | met kliksluiting 8 individuele buisjes) | amplificatie- 9

en detectiemix

De negatieve controle, die niet in de set is meegeleverd, is een steriel verrijkingsmedium, zoals Demi Fraser bouillon.
Gebruik geen water als negatieve controle.

Veiligheid

De gebruiker moet alle veiligheidsinformatie in de instructies van het Neogen Moleculaire Detectiesysteem en de
Neogen Moleculair detectie assay 2 Listeria lezen, begrijpen en in acht nemen. Bewaar de veiligheidsinstructies om deze
later te kunnen raadplegen.

A WAARSCHUWING: Geeft een gevaarlijke situatie aan die, indien deze niet wordt vermeden, de dood, ernstig letsel
en/of materiéle schade tot gevolg zou kunnen hebben.

KENNISGEVING: Geeft een mogelijk gevaarlijke situatie aan die, indien deze niet wordt vermeden, materiéle schade
tot gevolg kan hebben.

A WAARSCHUWING

Gebruik de Neogen Moleculair detectie assay 2 Listeria niet voor het diagnosticeren van aandoeningen bij mensen
of dieren.

Met de Neogen Moleculair detectie assay 2 Listeria-methode kan mogelijk een hoeveelheid Listeria monocytogenes
worden geproduceerd die, indien zwangere vrouwen hieraan worden blootgesteld, doodgeboorten en miskramen tot
gevolg kan hebben.

De gebruiker moet zijn personeel scholen in de huidige en juiste testtechnieken, zoals goede laboratoriumpraktijken
(GLP), ISO/IEC 17025“ of ISO 7218®),

Op de volgende wijze kunt u de risico's beperken van een vals negatief resultaat dat tot vrijgave van een besmet
product leidt:
e \olg het protocol en voer de tests exact uit zoals aangegeven in de productinstructies.

e Bewaar de Neogen Moleculair detectie assay 2 Listeria zoals wordt aangegeven op de verpakking en in
de productinstructies.

o Gebruik de Neogen Moleculair detectie assay 2 Listeria altijd voordat de vervaldatum verstreken is.

o Gebruik de Neogen Moleculair detectie assay 2 Listeria voor voedings- en omgevingsmonsters die intern of door een
derde partij zijn gevalideerd.
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o Gebruik de Neogen Moleculair detectie assay 2 Listeria alleen voor oppervlakken, reinigingsmiddelen, protocollen en
bacteriestammen die intern of door een derde partij zijn gevalideerd.

e \oor een omgevingsmonster dat een neutraliserende bufferoplossing bevat met een arylsulfonaatcomplex, verdunt
u 1:2 voorafgaand aan het testen (1 deel monster op 1 deel steriele verrijkingsbouillon). Ook kan 10 pl van de
neutraliserende bufferverrijking naar de buisjes met Neogen Lyse-oplossing worden overgebracht. Neogen® producten
voor monsterverzameling, waaronder een neutraliserende buffer met arylsulfonaatcomplex: RS96010NB, RS9604NB,
SSL10NB, SSL10NB2G, HS10NB, HS10ONB2G en HS2410NB2G.

Op de volgende wijze kunt u de risico's van blootstelling aan biologische en chemische gevaren beperken:
e Het wordt ten zeerste aanbevolen om vrouwelijke laboranten op de hoogte te stellen van het risico dat blootstelling aan
Listeria monocytogenes voor een foetus in de ontwikkelingsfase kan vormen als gevolg van een infectie van de moeder.

e \oer de pathogeentests uit in een goed uitgerust laboratorium onder het toezicht van opgeleid personeel. Geincubeerde
verrijkingsmedia en -apparatuur of oppervlakken die met geincubeerde verrijkingsmedia in contact zijn gekomen,
bevatten mogelijk voldoende pathogenen om een gevaar voor de menselijke gezondheid te vormen.

e \Volg bij de hantering van reagentia en besmette monsters altijd de standaard veiligheidsvoorschriften voor laboratoria
op, met inbegrip van het dragen van toepasselijke beschermende kleding en oogbescherming.

e \ermijd contact met de inhoud van de verrijkingsmedia en reagensbuisjes na amplificatie.
e \oer verrijkte monsters af conform de in de branche geldende normen.

e Monsters die tijdens de lyseanalysestap niet de correcte warmtebehandeling hebben ondergaan, kunnen als een
potentieel biologisch gevaar worden beschouwd en mogen NIET in het Neogen Moleculaire Detectieinstrument
worden geplaatst.

Op de volgende wijze kunt u tijdens de voorbereiding van de test het risico op kruisbesmetting beperken:
e Draag altijd handschoenen (om de gebruiker te beschermen en de introductie van nucleases te voorkomen).

Op de volgende wijze kunt de risico's van milieuverontreiniging beperken:
e Volg de van kracht zijnde industrienormen betreffende de afvoer van besmet afval.

Op de volgende wijze kunt u de risico's van blootstelling aan hete vioeistoffen beperken:
e Overschrijd de aanbevolen temperatuurinstelling op de verwarmer niet.

e Overschrijd de aanbevolen verwarmingstijd niet.

e Gebruik een geschikte, gekalibreerde thermometer om de temperatuur van het Neogen® Moleculaire Detectie
- Verwarmingsblokinzetstuk te controleren (zoals een gedeeltelijk ondergedompelde thermometer of digitale
thermokoppelthermometer, geen volledig ondergedompelde thermometer). De thermometer moet op de aangewezen
locatie in het Neogen Moleculaire Detectie - Verwarmingsblokinzetstuk worden geplaatst.

KENNISGEVING

Op de volgende wijze kunt u tijdens de voorbereiding van de test het risico op kruisbesmetting beperken:
e \erwissel uw handschoenen alvorens reagenspellets te hydrateren.

e Het gebruik van steriele pipettips geschikt voor moleculaire biologie met spuitbusbarriére (gefilterd) wordt aanbevolen.
o Gebruik een nieuwe pipettip bij elke monsteroverdracht.

e Maak gebruik van goede laboratoriumpraktijken (GLP) bij de monsteroverdracht van de verrijking naar het lysebuisje.
Ter voorkoming van pipetbesmetting kan de gebruiker ervoor kiezen een extra overdrachtsstap toe te voegen. De
gebruiker kan bijvoorbeeld elk verrijkt monster naar een steriel buisje overbrengen.

o Gebruik waar mogelijk een moleculair biologiewerkstation met een kiemdodende lamp. Ontsmet regelmatig
laboratoriumtafels en apparatuur (pipetten, Cap/Decap gereedschap, enz.) met een bleekwateroplossing van 1-5%
(volumeconcentratie in water) of DNA-verwijderingsoplossing.

Op de volgende wijze kunt u het risico op fout-positieve resultaten beperken:
e U dient reagensbuisjes nooit na amplificatie te openen.

e \Voer de verontreinigde buisjes altijd af door ze gedurende 1 uur onder te dompelen in een
huishoudbleekmiddeloplossing van 1-5% (volumeconcentratie in water) of een vergelijkbare oplossing, uit de buurt van
de testbereidingsruimte.

e U dient reagensbuisjes nooit na amplificatie te autoclaveren.
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Raadpleeg het veiligheidsinformatieblad voor aanvullende informatie en lokale wet- en regelgeving inzake afvalverwerking.

Als u vragen hebt over specifieke toepassingen of procedures, kunt u onze website www.neogen.com bezoeken of contact
opnemen met uw plaatselijke vertegenwoordiger of distributeur van Neogen.

Verantwoordelijkheid van de gebruiker

Gebruikers worden geacht zich vertrouwd te maken met de productinstructies en -informatie. Bezoek onze website
www.neogen.com of neem contact op met uw plaatselijke Neogen-vertegenwoordiger of -distributeur voor

meer informatie.

Bij het kiezen van een testmethode is het belangrijk om te erkennen dat externe factoren zoals bemonsteringsmethoden,
testprotocollen, monstervoorbereiding en -behandeling en laboratoriumtechniek invioed op de resultaten kunnen hebben.

De gebruiker is verantwoordelijk voor de selectie van een testmethode of product waarbij een voldoende aantal monsters
met gepaste matrices en microbiéle uitdagingen wordt onderzocht, zodat de gekozen testmethode aan de criteria van de
gebruiker voldoet.

Het is ook de verantwoordelijkheid van de gebruiker om te bepalen of testmethoden en resultaten aan de vereisten van
klanten en leveranciers voldoen.

Zoals bij elke testmethode vormen de verkregen resultaten van het gebruik van een Neogen Food Safety-product geen
garantie voor de kwaliteit van de geteste matrices of processen.

Om klanten te helpen bij het evalueren van de methode voor verschillende matrices heeft Neogen de Neogen® Moleculaire
Detectie - Matrix-controleset ontwikkeld. Gebruik indien nodig de Matrix controle (MC) om te bepalen of de matrix de
resultaten van het Neogen Moleculair detectie assay 2 Listeria beinvloeden. Test meerdere monsters die representatief

zijn voor de matrix, zoals monsters met een verschillende oorsprong, tijdens een willekeurige validatieperiode bij het
aannemen van de Neogen-methode of bij het testen van nieuwe of onbekende matrices of matrices die grondstof- of
procesveranderingen hebben ondergaan.

Een matrix kan worden gedefinieerd als een soort product met intrinsieke eigenschappen, zoals samenstelling en
proces. Verschillen tussen de matrices hangen af van hun verwerking of presentatie, bijvoorbeeld rauw ten opzichte van
gepasteuriseerd; vers ten opzichte van gedroogd enzovoort.

Beperkte garantie / beperkt verhaal

BEHALVE WAAR UITDRUKKELIJK VERMELD IN EEN SECTIE MET BETREKKING TOT DE BEPERKTE GARANTIE VAN EEN
AFZONDERLIJKE PRODUCTVERPAKKING, WIJST NEOGEN ALLE UITDRUKKELIJKE EN IMPLICIETE GARANTIES AF,
MET INBEGRIP VAN, MAAR NIET BEPERKT TOT, ELKE GARANTIE MET BETREKKING TOT DE VERHANDELBAARHEID
EN DE GESCHIKTHEID VOOR EEN BEPAALD DOEL. Als een Neogen Food Safety-product gebrekkig is, zal Neogen of zijn
gevolmachtigde distributeur naar eigen keuze het product vervangen of de aankoopprijs van het product terugbetalen. Dit
is het enige rechtsmiddel waarover u beschikt. Neem contact op met uw Neogen-vertegenwoordiger of erkende Neogen-
distributeur voor verdere vragen.

Beperking van Neogen aansprakelijkheid

NEOGEN IS NIET AANSPRAKELIJK VOOR ENIG(E) VERLIES OF SCHADE, ONGEACHT OF HET GAAT OM DIRECTE,
INDIRECTE, SPECIALE, INCIDENTELE OF GEVOLGSCHADE, MET INBEGRIP VAN, MAAR NIET BEPERKT TOT
WINSTDERVING. In geen geval zal de wettelijke aansprakelijkheid van Neogen onder om het even welke juridische
theorie de aankoopprijs van het vermeend gebrekkige product overschrijden.

Opslag en afvalverwerking

Sla de Neogen Moleculair detectie assay 2 Listeria op bij 2-8 °C. Niet invriezen. Bewaar de set tijdens opslag uit het licht.
Controleer na het openen van de set of het foliezakje niet beschadigd is. Gebruik het product niet als het zakje beschadigd
is. Na opening moeten de ongebruikte reagensbuisjes altijd worden bewaard in de hersluitbare zak met droogmiddel om de
stabiliteit van de gevriesdroogde reagentia te behouden. Bewaar opnieuw verzegelde zakjes tussen 2-8 °C en niet langer
dan 60 dagen.

Gebruik de Neogen Moleculair detectie assay 2 Listeria niet nadat de vervaldatum verstreken is. De vervaldatum en het
batchnummer zijn terug te vinden op het etiket aan de buitenzijde van de doos. Na gebruik kunnen het verrijkingsmedium
en de buisjes van de Neogen Moleculair detectie assay 2 Listeria pathogeen materiaal bevatten. Zodra de tests zijn
afgerond, dient u de van kracht zijnde industrienormen betreffende de afvoer van besmet afval op te volgen. Raadpleeg het
veiligheidsinformatieblad voor aanvullende informatie en lokale wet- en regelgeving inzake afvalverwerking.
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Gebruiksaanwijzingen

Volg alle instructies zorgvuldig op. Wanneer dit niet gebeurt, kan dit onnauwkeurige resultaten tot gevolg hebben.

Ontsmet regelmatig laboratoriumtafels en apparatuur (pipetten, Cap/Decap gereedschap, enz.) met een
bleekwateroplossing van 1-5% (volumeconcentratie in water) of DNA-verwijderingsoplossing.

De gebruiker dient de kwalificatietraining voor de bediener van het Neogen Moleculair Detectiesysteem te voltooien, zoals
beschreven in het document 'Installatiekwalificatie (IQ) / operatiekwalificatie (OQ) protocollen en instructies voor het
Neogen Moleculair Detectiesysteem'®,

Raadpleeg voor de gedetailleerde eisen het gedeelte 'Specifieke instructies voor gevalideerde methoden':

Tabel 3 voor verrijkingsprotocollen conform AOAC® Official Method of AnalysisS™ 2016.07 en AOAC® Performance Tested
MethodM, certificaatnr. 111501.

Tabel 4 voor verrijkingsprotocollen conform het NF Validation-certificaat 3M 01/14-05/16.

Monsterverrijking

Tabel 2, 3 of 4 biedt advies voor de verrijking van voedings- en omgevingsmonsters. Het is de verantwoordelijkheid van
de gebruiker om alternatieve bemonsteringsprotocollen of verdunningsverhoudingen te valideren om ervoor te zorgen dat
deze testmethode aan de criteria van de gebruiker voldoet.

Voedingsmiddelen
1. Laat het verrijkingsmedium, de Demi Fraser bouillon, (met inbegrip van ijzerammoniumcitraat) tot de
omgevingstemperatuur van het laboratorium opwarmen.

2. Voeg het monster op steriele wijze aan het verrijkingsmedium toe en neem monsters volgens de aanwijzingen in tabel 2,
3 of 4. Voor alle vlees- en hoge-partikelmonsters is het gebruik van filterzakken aanbevolen.

3. Homogeniseer grondig met een blender, stomacher of handmixer gedurende 2 + 0,2 minuten. Incubeer bij 37 = 1 °C
zoals vermeld in tabel 2, 3 of 4.

4. Breng bij rauwe zuivelproducten (zie tabel 2 of 4) 0,1 ml van de primaire verrijking over naar 10 ml Fraser bouillon.
Incubeer gedurende 20-24 uur bij 37 £ 1 °C.

Omgevingsmonsters

Voor het verzamelen van een monster kan een spons met neutraliserende oplossing worden gehydrateerd om het

effect van de reinigingsmiddelen te inactiveren. Neogen raadt het gebruik van een biocodevrije cellulosespons aan. Als
neutraliserende oplossing kan Dey-Engley (D/E) neutraliserende bouillon of letheenbouillon worden gebruikt. Het wordt
aanbevolen om na gebruik de ruimte te reinigen.

WAARSCHUWING: Mocht u gebruik maken van een neutraliserende buffer (NB) die arylsulfonaatcomplex bevat als
hydraterende oplossing voor de spons, verdunt u het verrijkte omgevingsmonster 1:2 voorafgaand aan het testen (1 deel
monster op 1 deel steriele verrijkingsbouillon) om de risico's te beperken van een fout-negatief resultaat dat tot vrijgave
van een besmet product leidt. Ook kan 10 ul van de neutraliserende bufferverrijking naar de buisjes met Neogen Lyse-
oplossing worden overgebracht.

Het wordt aanbevolen een monstergebied van ten minste 100 cm? (10 cm x 10 cm of 4 in x 4 in) aan te houden om de aan-
of afwezigheid van een pathogeen op het oppervlak te verifiéren. Als u aan de hand van een spons een monster neemt,
dient u het volledige gebied in twee richtingen met de spons af te nemen (van links naar rechts en vervolgens van boven
naar beneden) of omgevingsmonsters te nemen in overeenstemming met uw huidige bemonsteringsprotocollen of de
volgende richtlijnen: FDA BAM®, USDA FSIS MLG® of ISO 18593,

1. Laat het verrijkingsmedium, de Demi Fraser bouillon, (met inbegrip van ijzerammoniumcitraat) tot de
omgevingstemperatuur van het laboratorium opwarmen.

2. Voeg het monster op steriele wijze aan het verrijkingsmedium toe en neem monsters volgens de aanwijzingen in
tabel 2, 3 of 4.

3. Homogeniseer grondig met een blender, stomacher, handmixer of vortexer gedurende 2 + 0,2 minuten. Incubeer
gedurende 24-30 uur bij 37 = 1 °C zoals vermeld in tabel 2, 3 of 4.
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Tabel 2: Algemene verrijkingsprotocollen bij 37 = 1 °C met gebruikmaking van Demi Fraser bouillon® en Fraser bouillon®,
waar nodig.

e Verrijkings-
Monster- Monster- | verrijkings- tem jera tguur Verrijkings-
matrix grootte bouillon P o tijd (uur)
(ml) (x1°C)
Verhit(te),
gekookt(e)
of gezouten
vlees, gevo-
gelte,
zeevruchten
en vis
Verhitte/ge-
pasteuriseer-
de zuivelpro- 25¢g 225 37 24-30
ducten
Verse
producten en
groenten
Samengestel-
de voedings-
middelen
Omgevings- 1 spons | 100 of 225 37 24-30
monsters 1 staafje 10 37 24-30
Rauw(e) vlees,
gevogelte, 254 475 37 28-32
zeevruchten,
vis
Primaire verrijking Secundaire verrijking
(Demi Fraser bouillon)® (Fraser bouillon)® Volume
MonSt'er- VT Verrijkings- Mon- | Verrijkings- o
matrix Monster- | verrijkings- JKing Verrijkings- JKing Verrijkings- sterana-
rootte bouillon temperatuur tijd (uur) ster- | temperatuur tijd (uur) lyse®
9 (ml) (x1°C) grootte (x1°C)
Breng
0,1 ml
Rauwe zuivel- over
roducten 25¢g 225 37 20-24 naar 37 20-24 10l
P 10 ml
Fraser
bouillon

(a) Demi Fraser en Fraser bouillon dienen tijdens de primaire of secundaire verrijking te worden aangevuld met een Fraser
bouillon-supplement (ijzerammoniumcitraat).

(b) Volume van verrijkt monster dat naar de buisjes met Neogen Lyse-oplossing wordt overgebracht. Raadpleeg

stap 4.6 'Lyse"
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Specifieke instructies voor gevalideerde methoden
AOAC® Official Method*™ 2016.07
AOAC® Performance Tested Method™ nr. 111501
* PERFORMANCE TESTED
AOAC
LICENSE NUMBER 111501
Uit de OMASM- en PTMSM-programma'’s van het AOAC Research Institute blijkt dat de Neogen Moleculair detectie assay

2 Listeria een effectieve methode is om Listeria-soorten op te sporen. De in de studie geteste matrices worden getoond
in Tabel 3.

Tabel 3. Verrijkingsprotocollen waarbij wordt gebruikgemaakt van Demi Fraser bouillon® bij 37 = 1 °C, conform AOAC
OMASM 2016.07 en AOAC PTMSM, certificaatnr. 111501.

Monstermatrix Monstergrootte | Volume verrijkingsbouillon (ml) Verrijkingstijd (uur)

Rundvleeshotdogs, queso fresco (verse
kaas), vanille-ijs, cottage cheese met
4% melkvet, chocolademelk met 3% 25¢ 225 24-30
vet, bindsla, rauwe spinazie, koud
gerookte zalm

Rauwe kip 25¢g 475 28-32

Kalkoenvleeswaren 1259 1125 24-30

Cantaloupe® Hele meloen Voldoende volume om de meloen 26-30

te laten drijven

5 Roestvrij staal 1 spons 225 24-30

2 g Afgedicht beton 1 spons 100 24-30
g @
22

cE> € Kunststof®© 1 staafje 10 24-30

Alle monsters voor de AOAC-validatie werden aan de hand van een Stomacher gehomogeniseerd, tenzij

anders aangegeven.

(a) Demi Fraser en Fraser bouillon dienen tijJdens de primaire of secundaire verrijking te worden aangevuld met een Fraser
bouillon-supplement (ijjzerammoniumcitraat).

(b) Homogeniseer het monster in de handmixer.

(c) Homogeniseer het monster in de vortexer.

NF Validation door AFNOR Certification

(RUFICATION
C

NF

K
VALIDATION
EN 1SO 16140

3M 01/14-05/16
ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http://nf-validation.afnor.org/en

Voor meer informatie over het einde van de geldigheid kunt u het NF VALIDATION-certificaat op de hierboven vermelde
website raadplegen.

NF VALIDATION-gecertificeerde methode conform ISO 16140-2® in vergelijking met ISO 11290-1®



@ (Nederlands) ﬁ ﬁ

Toepassingsgebied van de validatie: Alle monsters van voedingsmiddelen voor menselijke consumptie en
omgevingsmonsters (met uitzondering van primaire productiemonsters)

Monstervoorbereiding: Monsters moeten worden voorbereid conform ISO 11290-1® en ISO 6887®
Softwareversie: Zie certificaat

Tabel 4. Verrijkingsprotocollen conform de NF VALIDATION-gecertificeerde methode 3M 01/14-05/16 bij 37 £ 1 °C
waarbij wordt gebruikgemaakt van Demi Fraser bouillon® en Fraser bouillon®, waar nodig.

Volume Volume Geac-
Alge- Mon- verrij- | Verrijkings- Verrij-
. . .. mon- cepteerd
meen ster- kings- tempera- kingstijd
. o sterana- | onderbre-
protocol | grootte | bouillon | tuur (1 °C) (uur) ®) .
(ml) lyse kingspunt
Alle voe-
dings-
monsters .
(met e Demi
uitzonde- Fras.er
fing van bouillon
mogsters maximaal
van rauw 72 uur .
viees 25¢9 225 37 24-30 20l | e Lysaat bij
rauwe ~20°C
see- ° L)./.saat
vruchten bij 4. c
on rauwe maximaal
zuivel- 72 uur
produc-
ten)
O.mge- 1 sztig"je e Lysaat bij
m\g:gts;rs of 225 37 24-30 20 pl 290 °C
1 doekje
. VOIUTe oo .. Volume Geac-
Speci- Mon- verrij- | Verrijkings- Verrij-
. . . .. mon- cepteerd
fiek pro- | ster- kings- tempera- kingstijd
. o sterana- | onderbre-
tocol 1 | grootte | bouillon | tuur(x1°C) (uur) ®) .
(ml) lyse kingspunt
e Demi
Fraser
bouillon
Rauw maximaal
vlees en 72 uur
rauwe 25¢g 475 37 28-32 20l |e Lysaat bij
zee- -20°C
vruchten e lysaat
bij4 °C
maximaal
72 uur
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Primaire verrijking (Demi Fraser bouillon)® Secundaire verrijking (Fraser bouillon)® .
eac-
Speci-
fiek pro- | Mon- chl.u.m © Verrijkings- [  Verrij- Mon- | Verrijkings- o Volume | cepteerd
verrijkings- . .. Verrijkings-| mon- | onderbre-
tocol2 | ster- (* ‘. o | tempera- kingstijd ster- |temperatuur tijd (uur) | sterana- | i .
£1° £1° - | kingspun
grootte (ml) tuur (= 1 °C) (uur) grootte (x1°C) lyse®
e Fraser
Breng bouillon
Rauwe 0,1 ml maxi-
zuivel- over naar maal
produc- 259 225 37 20-24 10ml 37 20-24 10l 79 uur
ten Fraser e lysaat
bouillon bij
-20°C

(a) Demi Fraser en Fraser bouillon dienen tijdens de primaire of secundaire verrijking te worden aangevuld met een Fraser
bouillon-supplement (ijzerammoniumcitraat).

(b) Volume van verrijkt monster dat naar de buisjes met Neogen Lyse-oplossing wordt overgebracht. Raadpleeg
stap 4.6 'Lyse'

| Opmerking: Monsters groter dan 25 g zijn niet getest in de NF validation-studie.

Voorbereiding van de Neogen® Moleculaire Detectie - Speed Loader Tray

1. Maak een doek vochtig met een bleekmiddeloplossing van 1-5% (volumeconcentratie in water) of een vergelijkbare
oplossing en reinig de Neogen® Moleculaire Detectie - Speed Loader Tray.

2. Spoel de Neogen Moleculaire Detectie - Speed Loader Tray met water.
3. Veeg de Neogen Moleculaire Detectie - Speed Loader Tray met een wegwerpdoekje droog.
4. Zorg ervoor dat de Neogen Moleculaire Detectie - Speed Loader Tray droog is voor gebruik.

Voorbereiding van het Neogen® Moleculaire Detectie - Koelblokinzetstuk
Plaats het Neogen® Moleculaire Detectie - Koelblokinzetstuk rechtstreeks op de laboratoriumtafel. Gebruik het koelblok op
de omgevingstemperatuur van het laboratorium (20-25 °C).

Voorbereiding van het Neogen® Moleculaire Detectie - Verwarmingsblokinzetstuk

Plaats het Neogen® Moleculaire Detectie - Verwarmingsblokinzetstuk in een droge dubbelblokverhitter. Schakel de
droge blokverwarmer in en stel de temperatuur zo in dat het Neogen Moleculaire Detectie - Verwarmingsblokinzetstuk
100 = 1 °C kan bereiken en aanhouden.

Opmerking: Afhankelijk van de verhitter laat u het Neogen Moleculaire Detectie - Verwarmingsblokinzetstuk
ongeveer 30 minuten op temperatuur komen. Gebruik een geschikte, gekalibreerde, op de aangewezen locatie
geplaatste thermometer (zoals een gedeeltelijk ondergedompelde thermometer of digitale thermokoppelthermometer,
niet een volledig ondergedompelde thermometer) om te controleren of het Neogen Moleculaire Detectie -
Verwarmingsblokinzetstuk zich op 100 £ 1 °C bevindt.

Voorbereiding van het Neogen® Moleculair Detectieinstrument

1. Start de Neogen® Moleculair Detectieysteem-software en meld u aan. Neem contact op met uw vertegenwoordiger
voor Neogen Food Safety om ervoor te zorgen dat u de nieuwste versie van de software hebt.

2. Zet het Neogen Moleculaire Detectieinstrument aan.

3. Maak of bewerk een run met de gegevens van elk monster. Raadpleeg de handleiding van het Neogen Moleculair
Detectiesysteem voor meer informatie.

Opmerking: Het Neogen Moleculair Detectieinstrument moet de status Klaar bereiken voordat u de Neogen Moleculaire
Detectie - Speed Loader Tray met reagensbuisjes invoert. Deze verwarmingsstap duurt ongeveer 20 minuten en wordt
met een ORANJE lampje op de statusbalk van het instrument aangeduid. Wanneer het instrument klaar is voor een run,
wordt de statusbalk GROEN.
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Lyse

Verwijder de bodem van het rek met Neogen Lyse-oplossing met een schroevendraaier of spatel voordat u het in het
Neogen Moleculaire Detectie - Verwarmingsblokinzetstuk plaatst.

1. Laat de buisjes met Neogen Lyse-oplossing opwarmen door het rek gedurende 16-18 uur op kamertemperatuur
(20-25 °C) te plaatsen. U kunt de buisjes met Neogen Lyse-oplossing eveneens op kamertemperatuur brengen door de
buisjes met Neogen Lyse-oplossing ten minste 2 uur lang op de laboratoriumtafel te plaatsen, de buisjes met Neogen
Lyse-oplossing 1 uur lang op een temperatuur van 37 = 1 °C in een incubator te incuberen of ze 30 seconden lang op
een temperatuur van 100 = 1 °C in een droge dubbelblokverhitter te plaatsen.

2. Keer de buisjes met dop om om ze te mengen. Ga binnen 4 uur verder met de volgende stap.
3. Haal de verrijkingsbouillon uit de incubator.

4. Eris een buisje met Neogen Lyse-oplossing vereist voor elk monster, evenals het negatieve controle-monster (NC;
steriel verrijkingsmedium).

4.1 Stroken met buisjes met Neogen Lyse-oplossing kunnen worden afgesneden tot het gewenste aantal buisjes met
Neogen Lyse-oplossing. Selecteer het benodigde aantal individuele buisjes met Neogen Lyse-oplossing of stroken
met 8 buisjes. Plaats de buisjes met Neogen Lyse-oplossing in een leeg rek.

4.2 Haal de stroken van de buisjes met Neogen lyse-oplossing een voor een uit de verpakking en gebruik een nieuwe
pipettip voor elke overdrachtsstap om zo kruisbesmetting te voorkomen.

4.3 Breng het verrijkte monster over naar de buisjes met Neogen lyse-oplossing zoals hieronder beschreven:

Breng eerst elk verrijkt monster over naar een individueel buisje met Neogen Lyse-oplossing. Breng de NC als
laatste over.

4.4 Gebruik de lyse van het Neogen® Moleculaire Detectie Cap/Decap gereedschap - Lyse om één voor één een
strook van een buisje met Neogen lyse-oplossing open te maken.

4.5 Gooide dop van het buisje met Neogen Lyse-oplossing weg — als er lysaat voor een hertest wordt bewaard, dienen
de doppen in een schone bak te worden geplaatst om deze na de lyse opnieuw aan te brengen.

4.5.1 Zie Appendix A voor de verwerking van bewaard lysaat.

4.6 Breng 20 pl van het monster over in een buisje met Neogen Lyse-oplossing, tenzij in de protocollen in tabel
2, 3 en 4 anders wordt aangegeven (bij monsters van rauwe zuivelproducten of omgevingsmonsters met een
neutraliserende buffer moet bijvoorbeeld 10 pl worden gebruikt).

DOV000

O

5. Herhaal stap 4.4 tot 4.6 totdat elk individueel monster aan het bijhorende buisje met Neogen Lyse-oplossing in de strook
toegevoegd is.

6. Wanneer alle monsters overgebracht zijn, brengt u 20 ul NC (steriel verrijkingsmedium, zoals, Demi Fraser bouillon) over
naar een buisje met Neogen Lyse-oplossing. Gebruik geen water als NC.

7. Controleer of de temperatuur van het Neogen Moleculaire Detectie - Verwarmingsblokinzetstuk zich op
100 = 1 °C bevindt.
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8. Plaats het onbedekte rek met buisjes met Neogen lyse-oplossing in het Neogen Moleculaire Detectie -
Verwarmingsblokinzetstuk en verwarm 15 = 1 minuten. Tijdens de verwarming verandert de Neogen Lyse-oplossing
van roze (koel) naar geel (heet).

8.1 Monsters die tijdens de lyseanalysestap niet de juiste warmtebehandeling hebben ondergaan, kunnen als een
potentieel biologisch gevaar worden beschouwd en mogen NIET in het Neogen Moleculaire Detectieinstrument
worden geplaatst.

9. Haal het onbedekte rek met buisjes met Neogen Lyse-oplossing uit het verwarmingsblok en laat het minimaal
5 minuten en maximaal 10 minuten afkoelen in het Neogen Moleculaire Detectie - Koelblokinzetstuk. Het
Neogen Moleculaire Detectie - Koelblokinzetstuk wordt op omgevingstemperatuur gebruikt en moet rechtstreeks op de
laboratoriumtafel geplaatst zijn. Zodra de lyse-oplossing koel is, krijgt deze een roze kleur.

10.Haal het rek met buisjes met Neogen Lyse-oplossing uit het Neogen Moleculaire Detectie - Koelblokinzetstuk.

00:15:00

99-101°C

—_ 20-25°C
D D D D 00:05:00
Amplificatie

1. Voor elk monster en de NC is één Neogen Moleculair detectie assay 2 Listeria-reagensbuisje vereist.

1.1 Reagensbuisstrookjes kunnen tot op het gewenste aantal buisjes worden afgesneden. Selecteer het aantal vereiste
individuele Neogen Moleculair detectie assay 2 Listeria-reagensbuisjes of -8-buisstroken.

1.2 Plaats de Neogen Moleculair detectie assay 2 Listeria-reagensbuisjes in een leeg rek.
1.3 Zorg ervoor dat het reagens op de bodem van de buisjes niet wordt verstoord.
2. Selecteer één buisje voor Neogen Reagenscontrole (RC) en plaats dit in het rek.

3. Open de stroken van de Neogen Moleculair detectie assay 2 Listeria-reagensbuisjes een voor een en gebruik een
nieuwe pipettip voor elke overdrachtsstap om zo kruisbesmetting te voorkomen.

4. Breng lysaat over naar Neogen Moleculair detectie assay 2 Listeria-reagensbuisjes en een buisje voor Neogen
Reagenscontrole zoals hieronder beschreven:

Breng als eerste elk lysaatmonster over naar een individueel Neogen Moleculair detectie assay 2 Listeria-
reagensbuisje, gevolgd door de NC. Hydrateer het RC-buisje als laatste.

5. Gebruik het Neogen® Moleculaire Detectie Cap/Decap gereedschap - Reagens om de reagensbuisstroken van de
Neogen Moleculair detectie assay 2 Listeria een voor een open te maken. Gooi de dop weg.

5.1 Breng 20 pl van het lysaatmonster uit de bovenste helft van de vloeistof (voorkom bezinksel) in het buisje met
Neogen Lyse-oplossing over naar het bijbehorende Neogen Moleculair detectie assay 2 Listeria-reagensbuisje.
Laat het mengsel in een hoek uitlopen om de pellets niet te verstoren. Meng het mengsel door voorzichtig 5
keer op en neer te pipetteren.

5.2 Herhaal stap 5.1 totdat elk individueel lysaatmonster aan het bijoehorende Neogen Moleculair detectie assay
2 Listeria-reagensbuisje in de strook is toegevoegd.

5.3 Bedek de Neogen Moleculair detectie assay 2 Listeria-reagensbuisjes met de bijgeleverde extra doppen en gebruik
de afgeronde zijde van het Neogen Moleculaire Detectie Cap/Decap gereedschap - Reagens om in een voor- en
achterwaartse beweging druk uit te oefenen om ervoor te zorgen dat de dop goed vastzit.

5.4 Herhaal waar nodig stap 5.1 en 5.3 voor alle monsters die moeten worden getest.

5.5 Zodra alle lysaatmonsters zijn overgebracht, herhaalt u stappen 5.1 en 5.3 om 20 pl NC-lysaat over te brengen naar
een Neogen Moleculair detectie assay 2 Listeria-reagensbuisje.

5.6 Breng 20 pl NC-lysaat over naar een buisje voor Neogen Reagenscontrole. Laat het mengsel in een hoek uitlopen
om de pellets niet te verstoren. Meng het mengsel door voorzichtig 5 keer op en neer te pipetteren.

11
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6. Plaats de buisjes met dop in een schone en ontsmette Neogen Moleculaire Detectie - Speed Loader Tray. Sluit en
vergrendel het deksel van de Neogen Moleculaire Detectie - Speed Loader Tray.

20 L

7. Controleer en bevestig de geconfigureerde run en start de Neogen Moleculaire Detectiesysteem-software.

8. Klik op de startknop van de software en selecteer het te gebruiken instrument. Het deksel van het geselecteerde
instrument wordt automatisch geopend.

9. Plaats de Neogen Moleculaire Detectie - Speed Loader Tray in het Neogen Moleculaire Detectieinstrument en sluit het
deksel om de analyse te beginnen. De resultaten zijn binnen 75 minuten beschikbaar, maar positieve resultaten kunnen
sneller worden gedetecteerd.

10.Nadat de test is afgerond, haalt u de Neogen Moleculaire Detectie - Speed Loader Tray uit het Neogen Moleculaire
Detectieinstrument en verwijdert u de buisjes door ze eerst gedurende 1 uur in een bleekmiddeloplossing van 1-5%
(volumeconcentratie in water) of een vergelijkbare oplossing te dompelen, uit de buurt van de testbereidingsruimte.

KENNISGEVING: Om het risico op fout-positieve resultaten door kruisbesmetting te beperken, mag u nooit

Neogen Moleculair detectie assay 2 Listeria-reagensbuisjes met daarin geamplificeerd DNA openen. Dit

geldt voor Neogen Moleculair detectie assay 2 Listeria-reagensbuisjes, Neogen Reagenscontrole-buisjes en

Neogen Moleculaire Detectie - Matrix controle-buisjes. Voer de verzegelde reagensbuisjes altijd af door ze gedurende 1
uur onder te dompelen in een huishoudbleekmiddeloplossing van 1-5% (volumeconcentratie in water) of een vergelijkbare
oplossing, uit de buurt van de testbereidingsruimte.

Resultaten en interpretatie

Een algoritme interpreteert de lichtuitvoercurve die het resultaat is van de nucleinezuuramplificatie. De software analyseert
de resultaten automatisch en deze worden op basis van het resultaat met een kleurencode aangegeven. Een positief of
negatief resultaat wordt bepaald door de analyse van een aantal unieke curveparameters. Vermoedelijk positieve resultaten
worden onmiddellijk gerapporteerd, terwijl de negatieve- en inspectieresultaten pas na de afronding van de analyse
worden weergegeven.

Vermoedelijk positieve monsters moeten worden bevestigd aan de hand van de standaard werkmethoden van het
laboratorium of door de gepaste methode voor bevestiging te volgen(-%3, te beginnen met het overbrengen van de
primaire naar de secundaire verrijkingsbouillon (indien van toepassing), gevolgd door een lagenkweek en verificatie van
isolaten met gebruik van toepasselijke biochemische en serologische methoden.

OPMERKING: Zelfs een negatief monster heeft geen nulmeting tot gevolg, want het systeem en de Neogen Moleculair
detectie assay 2 Listeria-amplificatiereagentia geven achtergrond-relatief resultaat met betrekking tot Relative Light
Units (RLU).

In het onwaarschijnlijke geval van ongebruikelijke lichtuitvoer definieert het algoritme dit als 'Inspecteren. Neogen
beveelt de gebruiker aan om de test voor de te inspecteren monsters opnieuw uit te voeren. Als het resultaat nog steeds
'Inspecteren’ is, voert u een bevestigingstest uit aan de hand van uw voorkeursmethode of volgens de lokale wet-

en regelgeving.

12
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Tabel 5: Symbolen die de resultaten en interpretatie van monsters aangeven, zoals deze door de software van het
Neogen Moleculair Detectiesysteem worden verstrekt.

Well-type Symbool Resultaat | Interpretatie
well-resultaat
Monster ‘ Positicf Het monster van het doelpathogeen is vermoedelijk positief.
) Het monster van het doelpathogeen is negatief.
Monster Negatief

De monstermatrix heeft een remmend effect op de assay. Er

Monster @ Geremd dient mogeluI'( een hertest te word'en U|tgeYoerd. Raadpleeg
het gedeelte 'Problemen oplossen' en de bij de assay-set

meegeleverde productinstructies voor meer informatie.

De aan- of afwezigheid van een doelpathogeen kon niet worden

vastgesteld. Er dient mogelijk een hertest te worden uitgevoerd.

Raadpleeg het gedeelte 'Problemen oplossen’ en de bij de assay-
set meegeleverde productinstructies voor meer informatie.

Monster @ Inspecteren

Er is geen bioluminescentie gedetecteerd. Er dient mogelijk
Monster @ Fout 'een hertest te wordet\ mtgevoﬂerd. Raadpleeg het gedeelte

Problemen oplossen' en de bij de assay-set meegeleverde
productinstructies voor meer informatie.

Verificatie van resultaten conform de NF VALIDATION-gecertificeerde methode
In het kader van de NF VALIDATION moeten alle monsters die door de Neogen Moleculair detectie assay 2 Listeria als
positief worden aangemerkt, met een van de onderstaande tests worden bevestigd:

Optie 1: Gebruik van de ISO-norm 11290-1©®), te beginnen met de Demi Fraser-verrijking.

Optie 2: Isolatie op PALCAM-agar of chromogeen agar, als onderdeel van een NF VALIDATION-gecertificeerde methode
voor de detectie van de Listeria-genus. De aanwezigheid van karakteristieke kolonies is voldoende om de aanwezigheid van
Listeria-soorten vast te stellen.

Optie 3: Gebruik van nucleinezuursondes zoals beschreven in ISO-norm 72189, uitgevoerd op geisoleerde kolonies vanaf
een selectief agar (zie optie 1 of 2).

Optie 4: Gebruik van een andere NF VALIDATION-gecertificeerde methode, waarvan het principe moet verschillen van

de Neogen Moleculair detectie assay 2 Listeria. Het volledige protocol van deze tweede gevalideerde methode moet
nauwkeurig worden gevolgd. Alle stappen voorafgaand aan de bevestiging moeten voor beide procedures hetzelfde zijn.
In geval van tegenstrijdige resultaten (vermoedelijk positief met de Neogen Moleculair detectie assay 2 Listeria, niet
geverifieerd met een van de hierboven beschreven methoden) moet het laboratorium de noodzakelijke stappen nemen om
de validiteit van de verkregen resultaten te garanderen.

Als u vragen hebt over specifieke toepassingen of procedures, kunt u onze website www.neogen.com bezoeken of contact
opnemen met uw plaatselijke vertegenwoordiger of distributeur van Neogen.

Appendix A. Protocolonderbreking: Warmtebehandelde lysaten opslaan en hertesten. De opslag van lysaten
gedurende 72 uur bij een temperatuur van 2 tot 8 °C geldt niet voor zuivelproducten en omgevingsmonsters.

1. U kunt een warmtebehandeld lysaat opslaan door opnieuw een schone dop op het buisje met lyse-oplossing te plaatsen
(zie 4.5, 'Lyse').

Sla maximaal 72 uur op bij een temperatuur van 2 tot 8 °C.

Bereid een opgeslagen monster voor op de amplificatie door het 2-3 keer om te keren om het te mengen.

Verwijder de doppen van de buisjes.

o s D

Plaats de gemengde lysaatbuisjes op het Neogen Moleculaire Detectie - Verwarmingsblokinzetstuk en verwarm
gedurende 5 = 1 minuten op een temperatuur van 100 = 1 °C.

6. Haal het rek met buisjes met Neogen Lyse-oplossing uit het verwarmingsblok en laat het minimaal 5 minuten en
maximaal 10 minuten afkoelen in het Neogen Moleculaire Detectie - Koelblokinzetstuk.

7. Ga verder met het protocol in het hierboven beschreven gedeelte 'Amplificatie’.
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1. US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual. Chapter 10: Detection of Listeria monocytogenes
in foods and environmental samples, and enumeration of Listeria monocytogenes in foods. October 31,2017.

2. US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 8.11. Isolation and identification of
Listeria monocytogenes from red meat, poultry, ready-to-eat siluriformes (fish) and egg products, and environmental
samples. January 2,2019.

Referenties:

3. NFEN ISO 11290-1. Microbiology of the food chain — Horizontal method for the detection and enumeration of Listeria
monocytogenes and of Listeria spp. — Part 1: Detection method.

4. NF EN ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.

5. NF EN ISO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General requirements and guidance for
microbiological examinations.

6. Neogen Installation Qualification (IQ) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for Neogen Molecular
Detection System.

7. NF EN ISO 18593. Microbiology of the food chain — Horizontal methods for surface sampling.

8. NF EN ISO 16140-2 Microbiology of the food chain — Method validation — Part 2: Protocol for the validation of
alternative (proprietary) methods against a reference method.

9. NF EN ISO 6887. Microbiology of the food chain — Preparation of test samples, initial suspension and decimal dilutions
for microbiological examination.

Verklaring van de symbolen op productetiketten
info.neogen.com/symbols
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5 Datum fér utgava: 2024-01

5 NEDGEN

Produktinformation

Molecular Detection Assay 2 - Listeria

Produktbeskrivning och avsedd anvandning
Neogen® Molecular Detection Assay 2 - Listeria anvands med Neogen® Molekylart Detektionssystem for snabb och
specifik detektion av Listeria-arter i prover som tagits i anrikade livsmedel och miljén.

Neogen® Molekylar detektionsanalys anviander LAMP-teknik (Loop-Mediated Isothermal Amplification) for att snabbt
amplifiera nukleinsyrasekvenser med hég specificitet och sensitivitet kombinerat med bioluminiscens fér att detektera
amplifieringen. Presumtivt positiva resultat rapporteras i realtid medan negativa resultat visas nar analysen har slutforts.
Presumtivt positiva resultat bér bekréftas med hjalp av egen vald metod eller som specificeras av lokala féreskrifter':-23),

Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria ar avsedd att anvandas i laboratoriemiljo av yrkespersoner som ar utbildade
i laboratorietekniker. Neogen har inte dokumenterat anvandningen av denna produkt inom andra industrier an livsmedels-
och dryckesindustrin. Till exempel har Neogen inte dokumenterat denna produkt for testning av vatten, lakemedel,
kosmetika, kliniska eller veterinarprover. Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria har inte utvarderats med alla
mojliga testprotokoll eller med alla mojliga bakteriestammar.

Precis som fé6r alla testmetoder kan killan beredningen av och kvaliteten pa anrikningsmediet paverka resultaten.
Faktorer som provtagningsmetoder, testprotokoll, provpreparering, hantering och laboratorieteknik kan ocksé paverka
resultaten. Neogen rekommenderar att metoden, inklusive anrikningsmediet, utvarderas i anvandarens miljé med tillrackligt
manga prover av sarskilda livsmedel och/er miljdprover samt mikrobiella utmaningar for att sékerstélla att metoden
uppfyller anvandarens kriterier. Neogen har utvarderat Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria med Halv Fraser
buljong innehallande ferriammoniumcitrat. En typisk formulering av dessa medier foljer nedan.

Halv Fraser buljongbas typisk sammanséttning (g/1) Fraser buljongbas typisk sammansittning (g/1)
Natriumklorid 20g Natriumklorid 209
Natriumfosfat, dibasiskt, vattenfritt* 9,69 Natriumfosfat, dibasiskt, vattenfritt* 9,69
Oxkottsextrakt 5,0g  Oxkoéttsextrakt 50g
Pankreasmassa av kasein 509 Pankreasmassa av kasein 50g9
Peptisk matsmaltning av djurvavnad 50g Peptisk matsmaltning av djurvavnad 50g
Jastextrakt 50g  Jastextrakt 50g
Litiumklorid 3,09 Litiumklorid 3,09
Kaliumfosfat, monobasiskt 1,359 Kaliumfosfat, monobasiskt 1,359
Eskulin 1,09 Eskulin 1,09
Acriflavin HCI 0,0125g  Acriflavin HCI 0,025¢g
Nalidixinsyra 0,01g Nalidixinsyra 0,02g
* Ersattning: Natriumfosfat, dibasiskt, dihydrat 12,09

Fraser buljongerséattning

(Ingredienser per 10 ml injektionsflaska. En injektionsflaska tillsatts till 1 liter basalt medium.)

Ferriammoniumcitrat 0,5g/10 ml

Slutligt pH-vérde 7,2 + 0,2 vid 25°C

Neogen® Molekylart Detektionsinstrument &r avsett att anvandas med prover som har varmebehandlats under
analysens lyseringssteg, vilket ar utformat for att férstdra organismer i provet. Prover som inte har vdirmebehandlats

korrekt under analysens lyseringssteg bor betraktas som en potentiell biologisk fara och ska INTE féras in
i Neogen Molekylért Detektionsinstrument.

Neogen Food Safety &r certifierat enligt den internationella standardiseringsorganisationen (ISO) 9001 avseende
konstruktion och tillverkning.

Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria testsats innehaller 96 tester, s& som beskrivs i tabell 1.
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Tabell 1. Neogen Molekylar Detektionsanalys-kitkomponenter

Artikel Identifikation Antal Innehall Kommentarer
Neogen® Rosa I6sning 96 (12 remsor . | stéll och klara
Lyseringsldsning (LS) | i genomskinliga rér med 8 rdr) 580 uILS per ror att anvandas
° -
Ne°9ef‘ Molecular - 96 (12 remsor Spec]flk frystorkad .
Detection Assay 2 Bla ror med 8 rér) amplifierings- och Klara att anvandas
Listeria Reagensror detektionsblandning
Extra lock Bla lock 96 (12 remsor Klara att anvandas
med 8 lock)

Neogen® Genomskinliga ror 16 (2 pasar Frystorkad .kfnn'_croll— i
Reagenskontroll (RC) | med knapplock med 8 enskilda rér) DNA, amplifierings- och | Klara att anvéndas

9 PP detektionsblandning

Den negativa kontrollen, som inte tillhandahalls i satsen, ar ett sterilt anrikningsmedium, t.ex. Halv Fraser buljong. Anvand
inte vatten som negativ kontroll.

Sikerhet
Anvandaren ska lasa, forstad och félja all sakerhetsinformation i anvisningarna till Neogen Molekylart detektionssystem och
Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria. Behall sakerhetsanvisningarna fér framtida bruk.

AVARNING: Indikerar en farlig situation som, om den inte undviks, kan resultera i dodsfall eller allvarliga personskador
och/eller materiella skador.

OBSERVERA: Indikerar en potentiellt farlig situation som, om den inte undviks, kan resultera i materiella skador.

A VARNING

Anvind inte Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria fér diagnostisering av tillstdnd hos méanniskor eller djur.

Metoden Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria metoden kan generera Listeria monocytogenes till nivaer som
ar tillrackliga for att orsaka dédfédda barn och dédsfall hos gravida kvinnor med reducerat immunférsvar om de utsétts
for bakterien.

Anviandaren maste utbilda sin personal i aktuella korrekta testmetoder: exempelvis Good Laboratory Practices,
ISO/IEC 17025% eller ISO 7218,

Fo6r att minska riskerna som férknippas med ett falskt negativt resultat som leder till utgivning av
kontaminerad produkt:
e Folj protokollet och utfor testerna exakt s som anges i produktinformationen.

e Forvara Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria s som anges pa forpackningen och i produktanvisningarna.
e Anvand alltid Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria fére utgdngsdatumet.

e Anvand Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria med livsmedels- och miljéprover som har validerats internt eller
av en tredje part.

e Anvand endast Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria med ytor, desinficeringsmedel, protokoll och
bakteriestammar som har validerats internt eller av tredje part.

e For miljdprov innehallande neutraliseringsbuffert med arylsulfonatkomplex, spad till 1:2 innan testet utférs
(1 del prov till 1 del steril anrikningsbuljong). Ett annat alternativ &r att féra éver 10 pl av Nb-anrikningen
i Neogen Lyseringslésningsréren. Neogen® Provsamlingsprodukter som inkluderar neutraliseringsbuffert med
arylsulfonatkomplex: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL10NB2G, HS10NB, HS10NB2G och HS2410NB2G.

For att minska riskerna som forknippas med exponering for kemikalier och biologiska smittorisker:
e Det rekommenderas starkt att kvinnlig laboratoriepersonal informeras om risken fér fosterskador till f6ljd av infektion
hos modern genom exponering for Listeria monocytogenes.

e Utfor tester av patogener i ett valutrustat laboratorium under 6verinseende av utbildad personal. Inkuberat
anrikningsmedium och utrustning eller ytor som har haft kontakt med inkuberat anrikningsmedium kan innehélla
patogener vid nivaer som &r tillrdckliga for att utgéra en halsorisk for manniskor.
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e Folj alltid praxis for standardiserad laboratoriesékerhet, inklusive anvandning av [ampliga skyddskléader och
skyddsglasdgon vid hantering av reagenser och kontaminerade prover.

e Undvik kontakt med innehallet i anrikningsmediet och reagensréren efter amplifiering.
e Kassera de anrikade proverna enligt géllande branschstandarder.

e Prover som inte har virmebehandlats korrekt under analysens lyseringssteg bér betraktas som en potentiell biologisk
fara och ska INTE foras in i Neogen Molekylért Detektionsinstrument.

For att minska riskerna for korskontaminering vid analysférberedelserna:
e Bar alltid handskar (for att skydda anvandaren och férhindra inférsel av nukleaser).

For att minska riskerna som ar forbundna med miljéféroreningar:
e Folj gallande branschstandarder for kassering av férorenat avfall.

For att minska riskerna som férknippas med exponering for heta vatskor:
o Overskrid inte rekommenderad temperaturinstalining pa uppvarmningsanordningen.

e Overskrid inte den rekommenderade uppvarmningstiden.

e Anviand en lamplig, kalibrerad termometer (t.ex. en termometer fé6r delvis nedséankning eller en digital
viarmeelementtermometer, inte en termometer for fullstiandig nedséankning) for att kontrollera temperaturen
i Neogen® Molekylar Detektions, Insats for varmeblock. Termometern maste placeras pa anvisad plats i Neogen
Molekylar Detektion, Insats for varmeblock.

OBSERVERA

For att minska riskerna for korskontaminering vid analysférberedelserna:
e Byt handskar innan reagens-pelletarna vats.

e Anvandning av sterila pipettspetsar med aerosolbarriar (filtrerade) fé6r molekylarbiologiskt bruk rekommenderas.
e Anvand en ny pipettspets for varje provoverféring.

e Folj god laboratoriepraxis vid 6verféringen av provet fran anrikningsroret till lyseringsréret. Fér att undvika
kontaminering av pipetten kan anvandaren vilja att lagga till ett mellanliggande 6verféringssteg. Exempelvis kan
anvandaren féra Over varje anrikat prov till ett sterilt ror.

e Anvand en arbetsstation avsedd fér molekylarbiologi med bakteriedédande lampa om sadan finns tillganglig.
Dekontaminera laboratoriebéankar och utrustning (pipetter, verktyg fér att fasta och ta av lock o.s.v.) regelbundet med en
1-5 % (volym i vatten) blekmedelslésning eller DNA-borttagningslésning.

For att minska riskerna som férknippas med ett falskt positivt resultat:
e Oppna aldrig reagensror efter amplifieringen.

e Kasta alltid de férorenade réren genom att blétlagga i en 1-5 % (volym i vatten) hushéllsblekmedel eller motsvarande
[6sning i 1 timme pa avstand fran analysberedningsomradet.

e Autoklavera aldrig reagensrér efter amplifieringen.

Se sakerhetsdatabladet for ytterligare information och lokala féreskrifter for kassering.

Om du har fragor om specifika tillampningar eller procedurer kan du beséka var hemsida pa www.neogen.com eller
kontakta din lokala representant eller aterforsaljare for Neogen.

Anvandaransvar
Det dligger anvandarna att bekanta sig med produktinstruktioner och produktinformation. Besdk var hemsida pa
adressen www.neogen.com eller kontakta din lokala Neogen-representant eller -leverantdr fér mer information.

Vid val av testmetod &r det viktigt att kdnna till att externa faktorer som provtagningsmetod, testprotokoll, provpreparering,
hantering och laboratorieteknik kan paverka resultat.

Det dligger anvandaren att vid val av testmetoder utvéardera tillrackligt manga prover med lampliga matriser och
utmaningar, for att 6vertyga anvandaren att den valda metoden uppfyller kraven.

Det aligger ocksa anvandaren att faststélla att en testmetod och dess resultat uppfyller kraven fran dennes kunder
och leverantérer.

Liksom med alla testmetoder utgér inte resultat som erhéllits fran anvandning av ndgon produkt fran Neogen
Livsmedelshygien en garanti for kvaliteten hos de matriser eller processer som testats.
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For att hjalpa kunder att utvardera metoden for olika livsmedelsmatriser har Neogen utvecklat satsen Neogen® Molekylar
Detektion Matris Kontroll. Vid behov kan Matriskontroll (MC) anvandas fér att avgéra om matrisen férmaér paverka
resultaten hos Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria. Testa flera prover som ar representativa for matrisen, dvs.
prover som inhamtats fran olika kallor, vid varje valideringstillfalle nar Neogen-metoden anvands eller nér nya eller okénda
matriser eller matriser som har genomgatt ramaterial- eller bearbetningséndringar testas.

En matris kan definieras som en typ av produkt med sarskilda egenskaper, sésom sammanséttning eller bearbetning.
Skillnaderna mellan matriser kan orsakas av nadgot sé enkelt som effekter av skillnader i bearbetning eller utformning,
till exempel ra kontra pastériserad, farsk kontra torkad, osv.

Garantibegransningar/begransad ersittning

MED UNDANTAG AV VAD SOM UTTRYCKLIGEN ANGES | AVSNITT OM GARANTIBEGRANSNING FOR INDIVIDUELLA
FORPACKNINGAR, FRANSAGER SIG NEOGEN ALLA UTTRYCKLIGA OCH UNDERFORSTADDA GARANTIER,
INKLUSIVE, MEN INTE BEGRANSAT TILL, ALLA GARANTIER BETRAFFANDE SALJBARHET ELLER LAMPLIGHET

FOR ETT VISST ANDAMAL. Om nagon produkt fran Neogen Livsmedelshygien r defekt kommer Neogen eller dess
auktoriserade leverantér att efter eget gottfinnande ersatta produkten eller aterbetala produktens inkdpspris. Detta &r den
enda ersattning som ges. Kontakta din Neogen-representant eller en godkand Neogen-distributér om du har fler fragor.

Begransning av Neogen:s ansvar

NEOGEN KOMMER INTE ATT PATA SIG NAGOT ANSVAR FOR FORLUST ELLER SKADOR, VARE SIG DIREKTA,
INDIREKTA, SARSKILDA, TILLFALLIGA ELLER EFTERFOLJANDE SKADOR, INKLUSIVE, MEN INTE BEGRANSADE TILL,
FORLORADE VINSTER. Under inga omstandigheter ska Neogen:s ansvar i ndgot som helst lagrum 6verskrida inkdpspriset
for den pastatt defekta produkten.

Foérvaring och kassering

Férvara Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria vid 2—8°C. Féar inte frysas. Férvara satsen pa en mérk plats.
Kontrollera att foliepasen ar oskadad nér satsen har 6ppnats. Anvand inte om pasen ar skadad. Efter att pasen har 6ppnats
ska oanvanda reagensror alltid forvaras i den aterforslutningsbara pasen med torkmedlet inuti for att bevara de frystorkade
reagensernas stabilitet. Forvara aterforslutna pasar vid 2-8°C i hégst 60 dagar.

Anvand inte Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria efter utgdngsdatumet. Utgdngsdatum och partinummer anges
pa etiketten pa ladans utsida. Efter anvandning kan anrikningsmedlet och réren till Neogen Molecular Detection Assay

2 - Listeria potentiellt innehalla patogena material. F6lj gallande branschstandarder fér kassering av kontaminerat avfall
nar testen har genomférts. Se sdkerhetsdatabladet for ytterligare information och lokala foreskrifter for kassering.

Bruksanvisning
Folj alla anvisningar noggrant. Underlatenhet att gora detta kan leda till felaktiga resultat.

Dekontaminera laboratoriebankar och utrustning (pipetter, verktyg fér att fasta och ta av lock o.s.v.) regelbundet med
en 1-5 % (volym i vatten) blekmedelslésning eller DNA-borttagningsldsning.

Anvandaren méste genomga utbildningen i driftkvalifikation for Neogen Molekylart Detektionssystem, enligt beskrivningen
i dokumentet ”Protokoll fér installationskvalifikation (1Q)/driftkvalifikation (OQ) och anvisningar fé6r Neogen Molekylart
Detektionssystem”®,

Se avsnittet "Specifika anvisningar fér validerade metoder” for sarskilda krav:

Tabell 3 for anrikningsprotokoll enligt AOAC® Official Method of AnalysisS™ 2016.07 och AOAC® Performance Tested
Method*™ Certifikat 111501.

Tabell 4 for anrikningsprotokoll enligt NF Validation-certifikatet 3M 01/14-05/16.

Anrikning av provet

| tabell 2, 3 eller 4 visas en vagledning till anrikning av livsmedels- och miljoprover. Anvandaren ansvarar for att
validera alternativa provtagningsprotokoll eller spaddningsforhallanden for att sékerstélla att testmetoden uppfyller
anvandarens kriterier.

Livsmedel
1. Lat anrikningsmediet for Halv Fraser buljong (inklusive jarnammoniumcitrat) balanseras enligt laboratoriets
omgivande temperatur.

2. Kombinera anrikningsmediet och provet aseptiskt enligt tabellerna 2, 3 eller 4. Fér prover med kétt och som innehéller
en stor mangd partiklar rekommenderas att filterpasar anvands.
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3. Homogenisera noggrant genom att mixa, anvdnda stomacher eller blanda manuellti 2 + 0,2 minuter. Inkubera vid
37 = 1°C enligt tabell 2, 3 eller 4.

4. For rda mejeriprodukter (se tabell 2 eller 4), f6r dver 0,1 ml av den priméra anrikningen till 10 ml Fraser buljong. Inkubera
vid 37 £ 1°C i 20—-24 timmar.

Miljoprover

Provinsamlingsenheter kan vara en svamp som hydrerats med en neutraliserande 16sning for att inaktivera effekterna hos

desinficeringsmedlen. Neogen rekommenderar att man anvander en biocidfri cellulosa-svamp. Neutraliseringslésningen

kan vara Dey-Engley (D/E) neutraliseringsbuljong eller Letheen-buljong. Det &r rekommenderat att man sanerar omradet
efter provtagning.

VARNING: Om du viljer att anvanda neutraliseringsbuffert (NB) som innehéller arylsuffonatkomplex som

hydrerande |8sning fér svampen maste man ha en 1:2-spadning (1 del prov i 1 del steril anrikningsbuljong) fér
anrikningsmiljéprovet innan det testas for att minska riskerna som forknippas med ett falskt negativt resultat som
leder till utslapp av kontaminerad produkt. Ett annat alternativ ar att féra 6ver 10 pl av neutraliserande buffertanrikning
i Neogen Lyseringslosningsroret.

Den rekommenderade storleken pa provtagningsomradet for att verifiera forekomsten eller franvaron av patogenener pa
ytan dr minst 100 cm? (10 cm x 10 cm eller 4"x4"). Nar du provtar med en svamp, svabba dver hela omrédet i tvéa riktningar
(vanster till héger och sedan upp och ner) eller samla miljéprover enligt ditt nuvarande provtagningsprotokoll eller enligt
riktlinjerna i FDA BAM®™, USDA FSIS MLG® eller ISO 18593,

1. L&t anrikningsmediet fér Halv Fraser buljong (inklusive jarnammoniumcitrat) balanseras enligt laboratoriets
omgivande temperatur.

2. Kombinera anrikningsmediet och provet aseptiskt enligt tabellerna 2, 3 eller 4.

3. Homogenisera noggrant genom att mixa, anvédnda stomacher eller blanda manuellt eller vortexrér i 2 = 0,2 minuter.
Inkubera vid 37 = 1°C i 24-30 timmar enligt tabell 2, 3 eller 4.
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Tabell 2: Allmanna anrikningsprotokoll vid 37 = 1°C med anvéandning av Halv Fraser buljong® och Fraser buljong®

Anriknings- | Anriknings- A
. . Anriknings-
Provmatris | Provstorlek | buljongvo- | temperatur tid ()
lym (ml) (x1°C)
Vérme-
behand-
lat, kokt,
marinerat
kott, fagel,
skaldjur och
fisk
Varmebe-
handlade/
pastorisera- 254 225 37 24-30
de mejeri-
produkter
Produkter
och
gronsaker
Flerkompo-
nentslivs-
medel
100
1 svam 37 24-30
Miljoprover P eller 225
1 svabb 10 37 24-30
Ratt kott,
fagel, 259 475 37 28-32
skaldjur, fisk
Primé&ranrikning Sekundar anrikning
(Halv Fraser buljong)® (Fraser buljong)®
Prova-
Provmatris o o R nalysens
Provstor- Anr!knlngs Anriknings Anrik- Prov- Anriknings Anriknings- | volym®
lek buljongvo- | temperatur st ()| el temperatur tid ()
lym (ml) (x1°C) (x1°C)
Overfor
Réa mejeri- 0,1 ml
J 25¢g 225 37 20-24 till 10 ml 37 20-24 10 pl
produkter Fraser
buljong

(a) Halv Fraser och Fraser buljong bér alltid kompletteras med Fraser buljongtillskott (ferriammoniumcitrat) under den
priméara eller sekundara anrikningen.

(b) Provvolym éverfdrd till Neogen Lyseringslésningsréren. Se steg 4.6 i avsnittet om lysering.
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Specifika anvisningar for validerade metoder
AOAC® Official Method*™ 2016.07
AOAC® Performance Tested Method™ #111501

/| AOAC
RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 111501

| AOAC Research Institute OMASM och PTM®M studier, befanns Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria vara en
effektiv metod for att upptéacka Listeria-arter. Matriserna som testades i studien visas i tabell 3.

Tabell 3. Anrikningsprotokoll med Halv Fraser buljong® vid 37 = 1°C enligt AOAC OMASM 2016.07 och AOAC PTM®M
Certifikat 111501.

Provmatris Provstorlek Anrikningsbuljongvolym (ml) Anrikningstid (h)

Notkottskorvar, farskost, vaniljglass,
farskost med 4 % fetthalt, choklad

med standardmjoélk med 3 % fetthalt, 259 225 24-30
romansallat, rd spenat i pase, kallrékt lax

Ra kyckling 25¢g 475 28-32

Delikatesskalkon 1259 1125 24-30

Tillracklig volym for att lata

Cantaloupmelon® Hel melon melonen flyta 26-30
e Rostfritt stal 1 svamp 225 24-30
)
3 Forseglad betong 1 svamp 100 24-30
g
5 Plast® 1 svabb 10 24-30

Alla prover for AOAC-valideringen homogeniserades med stomacher om inte annat anges.

(a) Halv Fraser och Fraser buljong bér alltid kompletteras med Fraser buljongtillskott (ferriammoniumcitrat) under den
priméra eller sekundara anrikningen.

(b) Homogenisera provet med manuell blandning.

(c) Homogenisera provet genom att anvianda ett vortexrér.

NF Validation av AFNOR Certification

(RUFICATION
C

VALIDATION
EN 1SO 16140

3M 01/14-05/16
ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http://nf-validation.afnor.org/en

For ytterligare information om valideringsslut, I1as NF VALIDATION-certifikatet som finns tillgangligt pa ovan
angivna webbsida.

NF VALIDATION-certifierad metod i enlighet med ISO 16140-2® i jamférelse med 1ISO 11290-1®
Omfattning av valideringen: Alla livsmedels- och miljéprover (exklusive prover fér primar produktion)
Provberedning: Prover bér beredas enligt ISO 11290-1® och ISO 6887®

Mjukvaruversion: Se certifikat
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Tabell 4. Anrikningsprotokoll som utférs enligt NF VALIDATION certifierad metod 3M 01/14-05/16 vid 37 = 1°C Halv
Fraser buljong® och Fraser buljong® enligt behov.

Anrik- A
Allméant | Prov- | ningsbul- Anriknings- Anrik- GudCh G
rotokoll | storlek | jongvo- temperatur ningstid (h) BELCIE LI
P ijmg(ml) (x1°C) 9 volym® | brottspunkt
Alla e Halv
i Fraser
livsmed- .
ols buljong
prover upp till
ré(:ttﬁ(’r)‘r':t 72 timmar
. ’ 25¢g 225 37 24-30 20yl |e Lysatvid
raa skal-
djur och ~20°C
oJu . e Lysat
raameje vid 4°C
riproduk- .
ter) upp till
72 timmar
259,
1 svabb .
Milidpro-1 = jjer 225 37 24-30 ool | Lysatvid
ver 1 tork- -20°C
duk
Specifikt .An"k- Anriknings- . Prova- Accepte-
Prov- | ningsbul- Anrik-
protokoll storlek | ionavo- temperatur ningstid (h) nalysens rad av-
1 ijmg(ml) (x1°C) 9 volym® | brottspunkt
e Halv
Fraser
buljong
upp till
Ratt 72 timmar
kott och 25¢9 475 37 28-32 20yl |e Lysatvid
ra sjomat -20°C
o Lysat
vid 4°C
upp till
72 timmar
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Primaranrikning (Halv Fraser buljong)® Sekundir anrikning (Fraser buljong)®
o ge Accep-
Specifikt Anrik- o - terad
protokoll | proy. | ningsbul- GILTIEES | o || AL A Prova- o e
2 storlek | jongvolym temperatur ningstid (h) | storlek temperatur ningstid (h) BELEDIS k
(ml) (x1°C) (z1°C) volym® | Punkt
e Fraser
Overfor buljong
R&a me- 0,1 ml :IF;F;Z
jeripro- 25¢g 225 37 20-24 till 10 ml 37 20-24 10l .
timmar
dukter Fraser o Lysat
buljong vid
-20°C

(a) Halv Fraser och Fraser buljong bér alltid kompletteras med Fraser buljongtillskott (ferriammoniumcitrat) under den
priméara eller sekundara anrikningen.

(b) Provvolym éverférd till Neogen Lyseringslésningsréren. Se steg 4.6 i avsnittet om lysering.

| Obs: Prover storre an 25 g har inte testats i NF Validation-studien.

Forberedelse av Neogen® Molekylar Detektion, Snabbladdningslada

1. Vat en trasa med en 1-5 % (volym i vatten) hushallsblekmedel eller motsvarande 16sning och torka av Neogen® Molekylar
Detektion, Snabbladdningslada.

2. Skolj Neogen Molekylar Detektion, Snabbladdningsladda med vatten.
3. Torka av Neogen Molekylar Detektion, Snabbladdningslada med en pappershandduk.
4. Sakerstall att Neogen Molekylar Detektion, Snabbladdningslada &r torr innan den anvands.

Foérberedning av Neogen® Molekylar Detektion, Insats for Kylblock
Placera Neogen® Molekylar Detektion, Kylblockslédda direkt pé laboratoriebénken. Anvand kylblocket vid laboratoriets
omgivningstemperatur (20-25°C).

Forberedelse av Neogen® Molekylar Detektion, Insats fér virmeblock

Lagg Neogen® Molekylar Detektion, Insats for varmeblock i en torr dubbelblocksvarmare. Aktivera den torra
blockvarmaren och stéll in temperaturen sa att Neogen Molekylar Detektion, Insats for varmeblock tillats uppna och
bibehalla en temperatur pa 100 = 1°C.

Obs: Beroende péa varmaren tar det cirka 30 minuter for Neogen Molekylar Detektion, Insats for varmeblock att uppna
ratt temperatur. Anvand en lamplig, kalibrerad termometer (t.ex. en termometer fér delvis nedsénkning eller en digital
varmeelementtermometer, inte en termometer fér fullstandig nedsénkning) placerad pé den avsedda platsen och
kontrollera att Neogen Molekylar Detektion, Insats fér Varmeblock har en temperatur pa 100 = 1°C.

Beredning av Neogen® Molekylart Detektionsinstrument

1. Oppna Neogen® Molekylir Detektionssystem-programvara och logga in. Kontakta din Neogen-representant for
livsmedelssakerhet for att sékerstélla att du har den senaste versionen av programvaran.

2. Aktivera Neogen Molekylart Detektionsinstrument.

3. Skapa eller redigera en datakorning for varje prov. Se anvandarhandboken till Neogen Molekylart Detektionssystem fér
detaljerad information.

Obs: Neogen Molekylart Detektionsinstrument méaste forsattas i redotillstdnd innan Neogen Molekylar Detektion,
Snabbladdningslada med reagensrér fors in. Detta uppvarmningssteg tar cirka 20 minuter och indikeras av en
ORANGE lampa i instrumentets statusfalt. Nar instrumentet 4r redo att starta en kdrning blir statusfaltet GRONT.
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Lysering

Avlagsna nedre delen av Neogen Provrorsstéll for lyseringslosning med en skruvmejsel eller spatel innan du placerar det
i Neogen Molekylar Detektion, Insats for varmeblock.

1. L&t Neogen Lyseringsldsningsrér virmas upp genom att placera stéllet i rumstemperatur (20—-25°C) éver natten
(16-18 timmar). Alternativa metoder fér att virma Neogen Lyseringsldsningsréren till rumstemperatur ar att stalla
Neogen Lyseringsldsningsréren pa laboratoriebanken i minst 2 timmar, inkubera Neogen Lyseringslésningsréren vid
37 £ 1°C i1 timme eller placera dem i en torr dubbelblockvarmare i 30 sekunder vid 100 + 1°C.

2. Invertera de lockférsedda réren for att blanda. Fortsatt till ndsta steg inom 4 timmar.
3. Taut anrikningsbuljongen fran inkubatorn.
4. Ett Neogen Lyseringslésningsror kravs for varje prov samt det negativa kontrollprovet (NC) (sterilt anrikningsmedium).

4.1 Remsor med Neogen Lyseringslosningsror kan klippas for 6nskat antal Neogen Lyseringslésningsror. Valj
det antal individuella Neogen Lyseringslosningsror eller remsor om 8 rér som behévs. Placera Neogen
Lyseringsldsningsréren i ett tomt stall.

4.2 Undvik korskontaminering genom att dppna ett lock pa en remsa med Neogen Lyseringslésningsrér i taget och
anvand en ny pipettspets vid varje 6verféringssteg.

4.3 For 6ver det anrikade provet till Neogen Lyseringslésningsréren enligt beskrivningen nedan:

For 6ver varje anrikat prov till ett enskilt Neogen Lyseringslésningsror forst. Overfér NC sist.

4.4 Anvand Neogen® Molekylar Detektion, Cap/Decap Redskap - Lysering for att 6ppna en remsa med
Neogen Lyseringsldsningsroér, en remsa i taget.

4.5 Kassera locket till Neogen Lyseringslésningsroret — om lysatet ska behallas for omprov ska locken placeras i en ren
behallare for teranvandning efter lysering.

4.5.1 Se bilaga A foér information om behandling av forvarat lysat.

4.6 Overfor 20 pl prov till ett Neogen Lyseringsldsningsror sdvida inte annat anges i protokollen i tabell 2, 3 och 4
(t ex. rda mejeriprodukter eller dd@ man anviander miljdprover med neutraliseringsbuffer pa 10 pl).

Q000!
X

TN

5. Upprepa steg 4.4 till 4.6 tills varje enskilt prov har tillsatts i ett motsvarande Neogen Lyseringslésningsror i remsan.

6. Nar alla prover har dverférts ska 20 ul NC (sterilt anrikningsmedium, t.ex. buffrad Halv Fraser buljong) éverféras till ett
Neogen Lyseringslésningsror. Anvand inte vatten som NC.

7. Kontrollera att temperaturen pa Neogen Molekylar Detektion, Insats for varmeblock ar 100 £ 1°C.

8. Placera det oovertackta stallet med Neogen Lyseringslosningsror i Neogen Molekylar Detektion, Insats for varmeblock
och varm i 15 = 1 minuter. Under uppvarmningen kommer Neogen Lyseringslésningen att andra farg fran rosa (kall) till
gul (varm).

8.1 Prover som inte har vairmebehandlats korrekt under analysens lyseringssteg bér betraktas som en potentiell
biologisk fara och ska INTE féras in i Neogen Molekylart Detektionsinstrument.
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9. Ta ut det odvertackta stallet med Neogen Lyseringslésningsror fran varmeblocket och 1at det svalna i Neogen Molekylar
Detektion, Insats for Kylblock under minst 5 minuter men hogst 10 minuter. Neogen Molekylar Detektion, Insats for
Kylblock som anvands vid omgivningstemperatur ska placeras direkt pa laboratoriebéanken. Nar lyseringslésningen
svalnar atergér dess férg till rosa.

10.Ta ut stallet med Neogen Lyseringslésningsror fran Neogen Molekylar Detektion, Insats fér Kylblock.

00:15:00

il YA

Amplifiering
1. Ett Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria reagensror kravs for varje prov och fér NC.

1.1 Reagensrérens remsor kan klippas till 6nskat antal rér. Valj antalet enskilda Neogen Molecular Detection
Assay 2 - Listeria reagensror eller remsor med 8 rér som behdvs.

1.2 Placera Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria reagensror i ett tomt stall.
1.3 Undvik att réra upp reagens-pelletarna fran provrérens botten.
2. Valj ett ror for Neogen Reagenskontroll och placera det i stallet.

3. Undvik korskontaminering genom att 6ppna ett lock pa en remsa med Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria
reagensror i taget och anvand en ny pipettspets vid varje 6verforingssteg.

4. For over lysat till ett Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria reagensror och ett ror fér Neogen Reagenskontroll
enligt beskrivningen nedan:

Overfor varje provlysat till enskilda Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria reagensror férst, foljt av NC.
Hydrera RC-roret sist.

5. Anvind Neogen® Molekylar Detektion, Cap/Decap Redskap-Reagens for att 6ppna Neogen Molecular Detection Assay
2 - Listeria reagensror - en reagensrérremsa i taget. Kassera locket.

5.1 For éver 20 pl av provlysat fran den évre hilften av vitskan (undvik utféllning) i Neogen Lyseringslésningsroret
till motsvarande Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria reagensroér. Dispensera i en vinkel for att
undvika att pelletsarna rérs upp. Blanda genom att pipettera upp och ned 5 génger.

5.2 Upprepa steg 5.1 tills enskilda provlysat har lagts till i ett motsvarande Neogen Molecular Detection Assay 2 -
Listeria reagensror i remsan.

5.3 Tack Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria reagensrér med medféljande extralock och anvand den
rundade sidan av Neogen Molekylar Detektion, Cap/Decap Redskap - Reagens och pressa fram och tillbaka for att
stanga locket ordentligt.

5.4 Upprepa efter behov steg 5.1 till 5.3 fér det antal prover som ska testas.

5.5 Nar alla provlysat har 6verférts upprepar du 5.1 till 5.3 for att fora Gver 20 pyl NC-lysat i ett Neogen Molecular
Detection Assay 2 - Listeria reagensror.

5.6 For 6ver 20 pl av NC-lysat i ett rér for Neogen Reagenskontroll. Dispensera i en vinkel for att undvika att
pelletsarna rérs upp. Blanda genom att pipettera upp och ned 5 génger.

11
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6. Ladda de forslutna provréren i en ren och dekontaminerad Neogen Molekylar Detektion, Snabbladdningslada. Stang
och las locket pd Neogen Molekylar Detektion, Snabbladdningslada.

20 L

7. Granska och bekrafta den konfigurerade korningen i Neogen Molekylart Detektionssystem-programvara.

8. Klicka pa startknappen i programmet och valj vilket instrument som ska anvéandas. Det valda instrumentets lock
Oppnas automatiskt.

9. Placera Neogen Molekylar Detektion, Snabbladdningslada i Neogen Molekylart Detektionsinstrument och stang locket
for att starta analysen. Resultaten ges inom 75 minuter, men positiva resultat kan detekteras tidigare.

10.Ta ut Neogen Molekylar Detektion, Snabbladdningsladda fran Neogen Molekylart Detektionsinstrument nar
analysen har slutférts och kassera réren genom att blétlagga demien 1-5 % (volym i vatten) blekmedelslsning for
hushallsanvéndning i 1 timme pé avstand fran analysberedningsomradet.

OBSERVERA: For att minimera risken for falskt positiva resultat pa grund av korskontaminering ska man aldrig 6ppna
Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria Reagensrér som innehaller amplifierad DNA. Detta inkluderar rér for
Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria Reagensror, Neogen Reagenskontroll och Neogen Molekylar Detektion,
Matris Kontroll rér. Kasta alltid de férorenade réren genom att blétlagga i en 1-5 % (volym i vatten) hushallsblekmedel
eller motsvarande l6sning i 1 timme pé& avstand fran analysberedningsomradet.

Resultat och tolkning

En algoritm tolkar ljusutstralningskurvan som genereras genom detektion av nukleinsyraamplifiering. Resultaten analyseras
automatiskt av programmet och fargkodas baserat péa resultatet. Ett positivt eller negativt resultat faststalls genom analys
av ett antal unika kurvparametrar. Presumtivt positiva resultat rapporteras i realtid medan resultat som &r negativa och
sddana som &r markta Inspektera visas nar kérningen har slutférts.

Presumtivt positiva resultat bér konfirmeras enligt laboratoriets standardrutiner eller genom referensmetod->%, bérjar med
dverféring fran den primara anrikningen till den sekundéra anrikningsbuljongen (om tillampligt), féljt av utspridning och
bekraftelse av isolat med anvandning av Iampliga biokemiska och serologiska metoder.

OBS: Ett negativt prov ger inte ett noll-resultat vid avlasning eftersom systemet och Neogen Molecular Detection Assay
2 - Listeria amplifieringsreagenser har en “bakgrund” med en RLU-avl&sning.

Skulle ovanlig ljusutstralning férekomma, vilket ar sallsynt, marker algoritmen detta med ”Inspektera”. Neogen
rekommenderar att anvandaren upprepar analysen av prover som resulterar i Inspektera. Om resultatet fortsatter att vara
Inspektera ska du ga vidare till testbekréftelse med den metod du féredrar eller sa som anges i lokala foreskrifter.

12
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Tabell 5: Resultatsymboler for prover och tolkning som tillhandahalls av Neogen Molekylart Detektionssystem-
programvaran.

Typ av brunn | Brunnresultatsymbol Resultat | Tolkning
Prov ‘ Positiv Provet ar antagligen positivt fér malpatogenen.
. Provet ar negativt fér malpatogenen.
Prov Negativ

Provmatrisen hammade analysen. Ett omtest kan behovas. Se
Prov @ Spéarrad | avsnittet felsokning och produktinstruktioner for analyspaketet
for mer information.

Narvaron eller franvaron av mélpatogenen var obestamd.
Prov @ Inspektera | Ett omtest kan behévas. Se avsnittet felsékning och
produktinstruktioner for analyspaketet fér mer information.

Ingen bioluminescens detekterades. Ett omtest kan behdvas. Se
Prov @ Fel avsnittet felsékning och produktinstruktioner fér analyspaketet
for mer information.

Bekriftelse av resultat enligt NF VALIDATION-certifierad metod

| samband med NF VALIDATION maste alla prover som har identifierats som positiva av Neogen Molecular Detection
Assay 2 - Listeria bekréaftas med ett av foljande tester:

Alternativ 1: Anvinda ISO 11290-1®-standarden fran Halv Fraser anrikningen.

Alternativ 2: Genom isolering pad PALCAM-agar eller pd kromogen agar som ingér i en NF VALIDATION-certifierad
metod foér detektion av Listeria-arten. Forekomsten av karakteristiska kolonier ar tillracklig for att bekrafta forekomsten av
Listeria spp.

Alternativ 3: Anvanda nukleinsyrasonder som beskrivs i ISO 7218® standarden och som utférs pé isolerade kolonier, fran
selektiv agar (se alternativ 1 eller 2).

Alternativ 4: Anvand nagon annan certifierad NF VALIDATION-metod, vars princip méaste vara annorlunda dn den som
anvands i Neogen Molecular Detection Assay 2- Listeria. Hela protokollet fér denna andra validerade metod maste
anvandas. Alla steg fore starten av bekraftelsen méaste vara gemensamma fér bada metoderna.

| fall av icke dverensstammande resultat (presumtivt positiva med Neogen Molecular Detection Assay 2 - Listeria, inte
bekraftas med n&dgon av de ovan beskrivna metoderna) maste laboratoriet félja de obligatoriska stegen for att sékerstélla
validiteten f6r de erhéllna resultaten.

Om du har fragor om specifika tillampningar eller procedurer kan du besdka var hemsida pa www.neogen.com eller
kontakta din lokala representant eller aterforsaljare for Neogen.

Bilaga A. Protokollavbrott: Férvaring och omprovning av virmebehandlade lysater. Férvaringen av lysat vid 2 till 8°C
i 72 timmar géller inte fér prover fran mejerivaror och miljéprover.

1. For att lagra ett varmebehandlat lysat, tack lyseringsréret igen med ett rent lock (se ”Lysering”, 4.5).
Férvara vid 2 till 8°C i upp till 72 timmar.
Forbered ett forvarat prov for amplifiering genom att vanda det upp och ned 2-3 génger sa att det blandas.

Avlagsna locken fran réren.

o s Db

Placera de blandade lysatréren i Neogen Molekylédr Detektion, Insats for varmeblock och varm vid 100 = 1°C
i5 %1 minuter.

6. Ta bort stéllet med Neogen Lyseringslosningsrér fran varmeblocket, och lat det svalna i Neogen Molekylar Detektion,
Insats for Kylblock i minst 5 minuter och hégst 10 minuter.

7. Fortsatt enligt protokollet i avsnittet "Amplifiering” som beskrivs ovan.
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1. US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual. Chapter 10: Detection of Listeria monocytogenes
in foods and environmental samples, and enumeration of Listeria monocytogenes in foods. October 31,2017.

Referenser:

2. US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 8.11. Isolation and identification of
Listeria monocytogenes from red meat, poultry, ready-to-eat siluriformes (fish) and egg products, and environmental
samples. January 2,2019.

3. NFEN ISO 11290-1. Microbiology of the food chain — Horizontal method for the detection and enumeration of Listeria
monocytogenes and of Listeria spp. — Part 1: Detection method.

4. NF EN ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.

5. NF EN ISO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General requirements and guidance for
microbiological examinations.

6. Neogen Installation Qualification (IQ) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for Neogen Molecular
Detection System.

7. NF EN ISO 18593. Microbiology of the food chain — Horizontal methods for surface sampling.

8. NF EN ISO 16140-2 Microbiology of the food chain — Method validation — Part 2: Protocol for the validation of
alternative (proprietary) methods against a reference method.

9. NF EN ISO 6887. Microbiology of the food chain — Preparation of test samples, initial suspension and decimal dilutions
for microbiological examination.

Forklaring av symbolerna pa produktetiketten
info.neogen.com/symbols
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5 Udstedelsesdato: 2024-01

JXNEOGEN
Produktvejledning

Molekylzer Detektions Analyse 2 Listeria

Produktbeskrivelse og tilsigtet brug
Neogen® Molekyleer Detektions Analyse 2 Listeria anvendes sammen med Neogen® Molekylzaert Detektions System til
hurtig og preecis detektion af Listeria-arter i berigede fedevareprever og miljgpraver.

Neogen® Molekylaer Detektions Analyse bruger loop-medieret isotermisk amplifikation til hurtigt at amplificere
nukleinsyresekvenser med hgj specificitet og falsomhed, kombineret med bioluminescens for at detektere amplifikationen.
Formodede positive resultater bliver rapporteret i realtid, mens negative resultater bliver vist, nar analysen er gennemfgart.
Formodede positive resultater skal bekraeftes ved hjaelp af din foretrukne metode eller som foreskrevet i de lokale
vedtaegter(293,

Neogen Molekyleer Detektions Analyse 2 Listeria er beregnet til brug i laboratorieomgivelser af professionelle, der er
uddannet i laboratorieteknikker. Neogen har ikke dokumenteret brugen af dette produkt i andre brancher end fade- og
drikkevarer. For eksempel har Neogen ikke dokumenteret dette produkt til test af vand, medicinalvarer eller kosmetiske,
kliniske eller veterinzere prgver. Neogen Molekylzer Detektions Analyse 2 Listeria er ikke blevet evalueret med alle mulige
testprotokoller eller med alle mulige bakteriestammer.

Som for alle testmetoder kan kilden, sammensaetningen og kvaliteten af opformeringsmediet pavirke resultatet.
Faktorer sdsom prgvetagningsmetoder, testprotokoller, praveforberedelse, hdndtering samt laboratorieteknik kan
ligeledes pavirke resultaterne. Neogen anbefaler, at metoden inklusive opformeringsmedium evalueres i brugerens eget
miljg med et tilstraekkeligt antal prgver af bestemte madvarer og/eller miljgprever og mikrobielle udfordringer for at sikre,
at metoden opfylder brugerens kriterier. Neogen har evalueret Neogen Molekyleer Detektions Analyse 2 Listeria med
Demi-Fraser bouillion og Fraser bouillon, der indeholder ferriammoniumcitrat. Nedenfor ses en typisk sammenseetning for
disse medier.

Typisk sammensatning af Demi Typisk sammensaetning af

Fraser Basis Bouillon (g/1)  Fraser Basis Bouillon (g/1)
Natriumklorid 20g Natriumklorid 20g
Natriumfosfat, dibasisk, vandfri* 9,69 Natriumfosfat, dibasisk, vandfri* 9,69
Oksekgdsekstrakt 5,0g  Oksekgdsekstrakt 50g
Pankreatisk fordgjelsesprodukt af casein 50g9 Pankreatisk fordgjelsesprodukt af casein 50g
Peptisk fordejelsesprodukt af animalsk veev 5049 Peptisk fordejelsesprodukt af animalsk veev 5049
Geerekstrakt 5,0g  Geerekstrakt 50g
Lithiumklorid 3,09 Lithiumklorid 3,049
Kaliumfosfat, monobasisk 1,359 Kaliumfosfat, monobasisk 1,359
Esculin 1,09 Esculin 1,09
Acriflavin HCI 0,0125g  Acriflavin HCI 0,025¢g
Nalidixinsyre 0,01g Nalidixinsyre 0,02¢g
* Erstatning: Natriumfosfat, dibasisk, dihydrat 12,09

Suppleret med Fraser Bouillon
(Ingredienser i et 10 ml haetteglas. Et glas tilszettes til én liter basismedie).

Ferriammoniumcitrat 0,5g/10 ml
Slut-pH 7,2 £ 0,2 ved 25°C

Neogen® Molekyleer Detektions Instrument er beregnet til brug sammen med prgver, der har gennemgaet
varmebehandling under analysens lysinbehandlingstrin, som er designet til at destruere organismer, der optreeder i praven.
Praver, som ikke er blevet korrekt varmebehandlet under analysens lysinbehandlingstrin, kan udgere en vaesentlig
miljgrisiko og ber IKKE anvendes pa Neogen Molekylzer Detektions Instrument.
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Neogen Food Safety er ISO 9001 -certificeret (International Organisation for Standardisering) med hensyn til design

Neogen Molekyleer Detektions Analyse 2 Listeria testkittet indeholder 96 test, beskrevet i tabel 1.

Tabel 1. Neogen Molekylaer Detektions Analyse-kittets komponenter

Artikel Identifikation Kvantitet Indholdsfortegnelse | Kommentarer
Neogen® Lyserad oplgsning 96 (12 strimler med 580 pl LS Pa holder og klar
Lysinoplasning (LS) i klare reagensglas 8 reagensglas) pr. reagensglas til brug
° —
Neogep Molekyleer . 96 (12 strimler med Fryse.tfarrgt, specifik '
Detektions Analyse Bla reagensglas 8 reagensglas) amplifikations- og Klar til brug
2 Listeria reagensglas gensg detektionsblanding
Ekstra haetter Bla haetter 96 (12 strimler med Klar til brug
8 heetter)
Neogen® Reagens Klare reagensglas med 16.5 (2. poser med Frysetgzsrret.lfont.rol- 3
Kontrol (RC) flip-top 8 individuelle DNA, amplifikations- | Klar til brug
reagensglas) og detektionsblanding

Den negative kontrol, der ikke medfalger i kittet, er sterilt opformeret medium f.eks., Demi Fraser Bouillon. Der ma ikke
anvendes vand som en negativ kontrol.

Sikkerhed

Brugeren skal leese, veere indforstdet med og falge alle sikkerhedsoplysninger i vejledningen til Neogen Molekyleer
Detektions System og Neogen Molekylaer Detektions Analyse 2 Listeria. Gem sikkerhedsvejledningen til

fremtidig reference.

A ADVARSEL: Indikerer en farlig situation, som kan resultere i dgdsfald eller alvorlig personskade og/eller skade pa
ejendele, hvis den ikke undgas.

BEMARK: Indikerer en potentielt farlig situation, som udger en risiko for beskadigelse af ejendom, hvis den
ikke undgaés.

A ADVARSEL

Du ma ikke anvende Neogen Molekylaer Detektions Analyse 2 Listeria til diagnosticering af sygdomme pa mennesker
eller dyr.

Neogen Molekylzer Detektions Analyse 2 Listeria-metoden kan generere Listeria monocytogenes pa niveauer, der kan
forarsage dedfadsler og dedsfald hos gravide kvinder og immunkompromitterede personer, hvis de eksponeres.

Brugeren skal uddanne sit personale i de testteknikker: for eksempel god laboratoriepraksis, ISO/IEC 17025@
eller ISO 7218®),

For at reducere risiciene forbundet med et falsk-negativt resultat, der forer til frigerelse af kontaminerede produkter:
e Fglg protokollen, og udfer test preecis som angivet i produktvejledningen.

e Opbevar Neogen Molekylaer Detektions Analyse 2 Listeria som angivet pa pakken og i produktvejledningen.
e Anvend altid Neogen Molekyleer Detektions Analyse 2 Listeria inden udlgbsdatoen.

e Anvend Neogen Molekylaer Detektions Analyse 2 Listeria til fedevare- og miljgpraver, der er blevet godkendt internt
eller af en tredjepart.

e Anvend udelukkende Neogen Molekylzer Detektions Analyse 2 Listeria med overflader, desinfektionsmidler, protokoller
og bakteriestammer, der er blevet evalueret internt eller af tredjepart.

e Til en miljgpreve, der indeholder neutraliserende buffer med arylsulfonatkompleks, skal du lave en 1:2 fortynding
inden testning (1 del prgve i 1 del steril opformeringsbouillon). En anden mulighed er at overfgre 10 pl af NB-
opformeringsmediet til Neogen LS-reagensglassene. Neogen®-produkter til prgvehandtering, som omfatter
neutraliserende buffer med arylsulfulfonatkompleks: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL10NB2G, HS10NB,
HS10NB2G og HS2410NB2G.
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For at reducere risiciene forbundet med eksponering med kemikalier og biologiske farer:
e Det anbefales kraftigt, at kvindeligt laboratoriepersonale informeres om risikoen for fosterets udvikling som falge
af infektion hos moderen ved eksponering med Listeria monocytogenes.

e Foretag patogentestning i et korrekt udstyret laboratorium under uddannet personales kontrol. Inkuberet
opformeringsmedie og udstyr eller overflader, der har veaeret i kontakt med inkuberet opformeringsmedie, kan
indeholde patogenniveauer, der er tilstreekkelige til at udggre en risiko for menneskelig sundhed.

o Folg altid sikkerhedspraksis for et standardlaboratorium, inklusive brug af passende beskyttelsesudstyr og
beskyttelsesbriller under handtering af reagenser og kontaminerede praver.

e Undgé kontakt med indholdet af opformeringsmediet og reagensglas efter amplifikationen.
e Bortskaf opformerede praver i overensstemmelse med geeldende branchestandarder.

e Prgver, som ikke er blevet korrekt varmebehandlet under analysens lysinbehandlingstrin, kan udgere en vaesentlig
miljgrisiko og bar IKKE anvendes pd Neogen Molekylzer Detektions Instrumentet.

Overhold fglgende forholdsregler for at reducere risiciene i forbindelse med krydskontaminering under klargering
af analysen:
e Brug altid handsker (for at beskytte brugeren og undgé introduktion af nukleaser).

For at reducere risici forbundet med miljgkontaminering:
e Fglg de geeldende branchestandarder for bortskaffelse af kontamineret affald.

For at reducere risici forbundet med eksponering med varme vaesker:
e Overskrid ikke den anbefalede temperaturindstilling pa varmeelementet.

e Overskrid ikke den anbefalede opvarmningstid.

e Brug et passende, kalibreret termometer til at verificere temperaturen for Neogen® Molekylser Detektions Varmeblok
Indleeg (f.eks. et termometer til delvis nedsaenkning eller et digitalt termoelementtermometer, ikke et termometer
til hel nedsaenkning). Termometeret skal anbringes pé det dertil indrettede sted i Neogen Molekyleer Detektions
Varmeblok Indleeg.

BEMAZRK

Overhold felgende forholdsregler for at reducere risiciene i forbindelse med krydskontaminering under klargering
af analysen:
o Skift handsker fgr reagenskuglehydrering.

e Der anbefales brug af sterile, aerosol-barriere (filtrerede), molekyleerbiologiske pipettespidser.
e Brug en ny pipettespids til hver prgveoverfarsel.

e Anvend god laboratoriepraksis til overfarsel af praven fra opformeringsglasset til lysinreagensglasset. For at undga
kontaminering af pipetterne kan brugeren veelge at tilfgje et mellemliggende overfarselstrin. For eksempel kan brugeren
overfgre hver enkel opformerede prave til et sterilt reagensglas.

e Anvend om muligt en molekyleerbiologisk arbejdsstation, der inkluderer en bakteriedraebende lampe. Dekontaminer
med jeevne mellemrum laboratoriets arbejdsborde og udstyr (pipetter, luknings-/&bningsredskaber osv.) med en 1-5 %
(v:v i vand) husholdningsklorinoplasning eller DNA-renseoplgsning.

For at reducere risiciene i forbindelse med et falsk-positivt resultat:
e Reagensglas mé aldrig dbnes efter amplifikation.

e For bortskaffelse af de kontaminerede reagensglas skal de altid iblgdlzegges i en 1-5 % (v:v i vand)
husholdningsklorinoplgsning eller en tilsvarende oplasning i 1 time og holdes vaek fra omradet for analyseforberedelse.

e Reagensglas ma aldrig autoklaveres efter amplifikation.
Se sikkerhedsdatabladet for yderligere oplysninger og lokale vedtaegter for bortskaffelse.

Hvis du har spargsmal til specifikke anvendelser eller procedurer, bedes du besage vores websted pd www.neogen.com
eller kontakte din lokale Neogen-repreesentant eller -distributer.
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Brugerens ansvar

Brugeren er ansvarlig for at gere sig bekendt med produktvejledninger og -oplysninger. Besgg vores hjemmeside pa
www.neogen.com, eller kontakt din lokale Neogen-repraesentant eller -distributgr for at f& yderligere oplysninger.

Nar der veaelges en testmetode, er det vigtigt, at man er klar over, at eksterne faktorer sdsom prgveudtagningsmetoder,
testprotokoller, praveforberedelse, hdndtering samt laboratorieteknikker kan pavirke resultaterne.

Det er brugerens eget ansvar at vaelge en testmetode eller et produkt, som evaluerer et tilstraekkeligt antal prgver med
de passende matricer og mikrobielle udfordringer for derved at sikre brugeren, at den valgte testmetode lever op til
brugerens krav.

Det er ogsa brugerens eget ansvar at kontrollere, at alle testmetoder og resultater lever op til kundernes og
leveranderernes krav.

Som med alle andre testmetoder geelder det, at de resultater, der opnas med dette Neogen Food Safety-produkt, ikke giver
garanti for kvaliteten af de testede matricer og processer.

For at hjeelpe kunder med at evaluere metoden til flere forskellige fedevarematricer har Neogen udviklet Neogen®
Molekylzer Detektions Matrix Kontrol-kit. Efter behov kan Matrix Kontrol (MC) anvendes til at afggre, om matricen har
evnen til at pavirke resultaterne af Neogen Molekyleer Detektions Analyse 2 Listeria. Test flere forskellige repraesentative
prever fra matricen, dvs. pr@ver hentet fra forskellige kilder, fra enhver valideringsperiode under anvendelse af Neogen-
metoden eller under testning af nye eller ukendte matricer eller matricer, der har gennemgéet aendringer i ramaterialet eller
i processen.

En matrice kan defineres som en produkttype med iboende egenskaber sdésom sammensaetning og proces. Forskelle
mellem matricer kan veere sa simple som effekterne forarsaget af forskelle i deres bearbejdning eller preesentation,
f.eks. ra vs. pasteuriseret, frisk vs. tarret osv.

Begraensning af garantier/begraenset retsmiddel

BORTSET FRA HVAD DER ER UDTRYKKELIGT ANF@RT | DEN BEGRZANSEDE GARANTI PA DEN INDIVIDUELLE
PRODUKTEMBALLAGE, FRASIGER NEOGEN SIG ALLE UDTRYKKELIGE OG UNDERFORSTAEDE GARANTIER,
HERUNDER, MEN IKKE BEGRANSET TIL, ENHVER SALGBARHEDSGARANTI ELLER EGNETHED TIL EN BESTEMT
ANVENDELSE. Hvis et Neogen Food Safety-produkt er behzaeftet med fejl eller mangler, vil Neogen eller en af dennes
autoriserede distributerer efter dennes eget skan erstatte produktet eller refundere kabsprisen. Dette er det eneste til
radighed veerende retsmiddel. Kontakt venligst din Neogen-repraesentant eller autoriserede Neogen-distributer for
yderligere spgrgsmal.

Begraensning af Neogen's ansvar

NEOGEN KAN IKKE HOLDES ANSVARLIG FOR NOGEN TAB ELLER SKADER, UANSET OM DET DREJER SIG OM
DIREKTE, INDIREKTE, SARSKILT DOKUMENTEREDE, HANDELIGE SKADER ELLER FOLGESKADER, HERUNDER, MEN
IKKE BEGRANSET TIL MISTET FORTJENESTE. Under ingen omsteendigheder skal Neogen's erstatningsansvar kunne
overstige kabsprisen for det produkt, der efter sigende er behzeftet med fejl.

Opbevaring og bortskaffelse

Opbevar Neogen Molekyleer Detektions Analyse 2 Listeria ved 2-8°C. M4 ikke fryses. Opbevar kittet pa et mearkt sted. Efter
abning skal det kontrolleres, at folieposen er intakt. Hvis posen er beskadiget, ma produktet ikke anvendes. Efter &bning bear
ubenyttede reagensglas altid opbevares i den genlukkelige pose med terremidlet indeni for at opretholde de frysetarrede
reagensers stabilitet. Opbevar de forseglede poser ved temperaturer mellem 2-8°C i hgjst 60 dage.

Du ma ikke anvende Neogen Molekylzer Detektions Analyse 2 Listeria efter udlgbsdatoen. Udlgbsdato og lotnummer findes
péa seskens udvendige maerkat. Efter brug kan det berigede medie og reagensglas med Neogen Molekyleer Detektions
Analyse 2 Listeria muligvis indeholde sygdomsfremkaldende materialer. Nar testning er fuldfgrt, bedes du falge de
geeldende branchestandarder for bortskaffelse af kontamineret affald. Se sikkerhedsdatabladet for yderligere oplysninger
og lokale vedteegter for bortskaffelse.

Brugsanvisning
Felg omhyggeligt alle vejledninger. Hvis dette ikke overholdes, kan det medfere ungjagtige resultater.

Dekontaminer med jeevne mellemrum laboratoriets arbejdsborde og udstyr (pipetter, luknings-/abningsredskaber osv.) med
en 1-5 % (v:v i vand) husholdningsklorinopl@sning eller DNA-renseoplasning.
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Brugeren skal fuldfere undervisningen til brugerkvalifikation til Neogen Molekyleer Detektions System som beskrevet
i dokumentet “Installation Qualification (IQ) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for Neogen
Molecular Detection System”®,

Se afsnittet “Specifikke instrukser for validerede metoder” for specifikke krav:

Tabel 3 for opformeringsprotokoller ifalge AOAC® Official Method of Analysis®” 2016.07 og AOAC® Performance
Tested Method*M Certificate #111501.

Tabel 4 for opformeringsprotokoller ifalge NF Validation-certifikat 3M 01/14-05/16.

Prgveopformering

Tabel 2, 3 og 4 viser retningslinjer for opformering af fadevare- og miljgpraver. Det er brugerens ansvar at evaluere

alternative prgveprotokoller eller blandingsforhold for at sikre, at denne testmetode im@dekommer brugerens kriterier.

Fedevarer

1. Lad Demi Fraser Bouillon opformeringsmedie (med ferriammoniumcitrat) stabilisere til laboratorietemperatur.

2. Kombiner opformeringsmediet og praven aseptisk iht. tabel 2, 3 eller 4. Til alle kad- og hajpartikelprgver anbefales brug
af filterposer.

3. Homogeniser grundigt ved blendning, centrifugering eller hdndmiksning i 2 £ 0,2 minutter. Inkuber ved 37 + 1°C iht.
tabel 2, 3 eller 4.

4. For ra mejeriprodukter (se tabel 2 eller 4) overfares 0,1 ml af den primzaere opformering til 10 ml Fraser Bouillon. Inkuber
ved 37 £ 1°C i 20-24 timer.

Miljgpraver
Prgveindsamlingsanordningen kan veere en svamp fugtet med en neutraliserende oplasning til inaktivering af

desinfektionsmidlerne. Neogen anbefaler brug af en biocidfri cellulosesvamp. Den neutraliserende oplgsning kan veere
Dey-Engley (D/E) neutraliserende bouillon eller Letheen bouillon. Det anbefales at desinficere omréadet efter prgvetagning.

ADVARSEL: Hvis | veelger at bruge neutraliserende buffer (NB) med arylsulfonatkompleks til hydreringsoplasningen
til svampen, skal der foretages fortynding 1:2 (1 del prave i 1 del steril opformeringsbouilllon) af den opformerede
miljgpreve inden testning for at reducere risiciene forbundet med et falsk-negativt resultat, der ferer til frigerelse

af kontaminerede produkter. En anden mulighed er at overfgre 10 pl af den neutraliserende opformeringsbuffer til
Neogen LS-reagensglassene.

Den anbefalede stgrrelse pa prevetagningsomradet til bekraeftelse af forekomst eller fraveer af patogenet pa overfladen er
mindst 100 cm? (10 cm x 10 cm eller 4"x4"). Ved pravetagning med en svamp skal hele omrédet daekkes ved at bevaege den
i to retninger (venstre mod hajre og derefter op og ned) for at tage miljgpraver ifslge den geeldende pravetagningsprotokol
eller iht. retningslinjerne i FDA BAM®, USDA FSIS MLG® eller ISO 18593,

1. Lad Demi Fraser Bouillon opformeringsmedie (med ferriammoniumcitrat) stabilisere til laboratorietemperatur.
2. Kombiner opformeringsmediet og preven aseptisk iht. tabel 2, 3 eller 4.

3. Homogeniser grundigt ved blendning, centrifugering, handmiksning eller pa en Vortex-maskine i 2 + 0,2 minutter.
Inkuber ved 37 £ 1°C i 24-30 timer iht. tabel 2, 3 eller 4.




Tabel 2: Generelle opformeringsprotokoller ved 37 + 1°C ved brug af Demi Fraser Bouillon® og Fraser Bouillon®

efter behov.
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Opforme-
ringsbouil- [ Opforme- Opforme-
. Prove- . . o
Prgvematrice starrelse lonens ringstempe- ringstid
volumen | ratur(x 1°C) (timer)
(ml)
Varmebehand-
let, tilberedt,
konserveret
kad, fjerkree,
skaldyr og fisk
Varmebehand-
lede/pasteuri-
serede meelke-
produkter 25¢g 225 37 24-30
Landbrugs-
produkter og
grentsager
Fedevarer
med flere
komponenter
100
- 1 svamp cller 225 37 24-30
Miljgpraver
1 pode- 10 37 24-30
pind
Rat ked,
fierkree, 259 475 37 28-32
skaldyr, fisk
Primzer opformering Sekundaer opformering
(Demi Fraser Bouillon)® (Fraser Bouillon)®
Prove-
. Opforme- analy-
Prevematrice P _ | ringsbouil- Opforme- Opforme- | Prove- Opforme- Opforme- | sevolu-
st;:"glase lonens ringstempe- ringstid starrel- | ringstempe- ringstid men®
volumen | ratur(z 1°C) (timer) se ratur (= 1°C) (timer)
(ml)
Overfor
R& maelkepro- 0,1 ml
25¢g 225 37 20-24 til 10 ml 37 20-24 10l
dukter
Fraser
Bouillon

(a) Demi-Fraser og Fraser Bouillon skal altid suppleres med Fraser Bouillon (ferriammoniumcitrat) under primaer eller
sekundaer opformering.

(b) Volumen af opformeret prave overfart til Neogen LS-reagensglassene. Se trin 4.6 i afsnittet Lysinbehandling.
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Specifikke instruktioner for validerede metoder
AOAC® Official Method*™ 2016.07
AOAC® Performance Tested Method™ #111501
/| AOAC
RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 111501
| OMASM- og PTMSM-programmer udfgrt af AOAC Research Institute har Neogen Molekyleer Detektions Analyse 2 Listeria

vist sig at veere en effektiv metode til detektion af Listeria-arter. Matricerne, der er testet i denne undersggelse, er vist
i Tabel 3.

Tabel 3. Opformeringsprotokoller med Demi Fraser Bouillon® ved 37 + 1°C iht. AOAC OMASM 2016.07 og AOAC PTMSM-
certifikat nr. 111501.

. Prave- Opformeringsbouillonens volumen Opformeringstid
Prevematrice q
storrelse (ml) (timer)
Hotdogs med oksekgd, queso fresco,
vanilleis, hytteost med 4 % maelkefedt,
sedmaelkskakaomaelk 3 %, romainesalat, 259 225 24-30
ra spinat i pose, koldrgget laks
Ra kylling 25¢g 475 28-32
Kalkunpalaeg 1259 1125 24-30
Cantaloupemelon® Hel melon Tilstraekkelig volumen til 26-30
at melonen kan flyde
e Rustfrit stal 1 svamp 225 24-30
)
8 Forseglet beton 1 svamp 100 24-30
o3
&
E Plast® 1 podepind 10 24-30

Alle prgver til AOAC-valideringen blev homogeniseret med centrifugering, medmindre andet er angivet.

(a) Demi Fraser og Fraser Bouillon skal altid suppleres med Fraser Bouillon (ferriammoniumcitrat) under primeer eller
sekundeer opformering.

(b) Homogeniser prgven ved handmixning.

(c) Homogeniser prgven pa en Vortex-maskine.

NF Validation med AFNOR Certification

t““F‘CATION
3

VALIDATION
EN 1SO 16140

3M 01/14-05/16
ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http://nf-validation.afnor.org/en

For yderligere oplysninger om validering henvises der til NF VALIDATION-certifikatet, der er tilgaengeligt pa det ovenfor
naevnte websted.

NF VALIDATION-certificeret metode i overensstemmelse med ISO 16140-2® sammenlignet med 1ISO 11290-1®
Valideringsomradet: Alle prgver af humane fedevarer samt miljgpraver (med undtagelse af prgver fra primaer produktion)
Preveforberedelse: Praver skal forberedes i henhold til ISO 11290-1® og ISO 6887®

Softwareversion: Se certifikat
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Tabel 4. Opformeringsprotokoller iht. NF VALIDATION-certificeret metode 3M 01/14-05/16 ved 37 + 1°C med Demi

Fraser Bouillon® og Fraser Bouillon® efter behov.

Opforme- S
Prgve- | ringsbouil- | Opforme- | Opforme- Accepteret
Generel . . . analy-
storrel-| lonens [ringstempe-| ringstid afbrydelses-
protokol o . sevolu-
se volumen |ratur(x1°C)| (timer) men® punkt
(ml)
Alle e Demi
fedeva-
repraver Fras'er
(undta- Bou!IIon
2 op til
gen rat 72 timer
ked, ra 25¢g 225 37 24-30 20 ul
skaldyr e Lysat ved
o rg -20°C
maelke- ¢ Lysajc ved.
roduk- 4°Ciiop til
P 72 timer
ter)
259,
- 1 po-
Miligpra- | 4eoind | 225 37 04-30 | 2ou |* Lysatved
ver -20°C
eller 1
serviet
Opforme- Prove-
Specifik | Preve- | ringsbouil- [ Opforme- | Opforme- analy- Accepteret
proto- |sterrel-| lonens |ringstempe-| ringstid sevol);- afbrydelses-
kol 1 se volumen |ratur(x1°C)| (timer) men® punkt
(ml)
e Demi
Fraser
Bouillon
o
ogra 25¢g 475 37 28-32 20 pl
skaldyr e Lysatved
4 -20°C
e Lysatved
4°Ciop til
72 timer
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Primzer opformering (Demi Fraser Bouillon)® Sekundzer opformering (Fraser Bouillon)®
Specifik Opforme- Prove. | CoeP"
o - teret
proto- | Preve- | ringsbouil- [ Opforme- | Opforme- Opforme- | Opforme-
. . . Preve- | . . . analy- | afbrydel-
kol2 |sterrel-| lonens |ringstempe-| ringstid starrelse ringstempe- | ringstid sevolu-
se volumen [ratur(x 1°C)| (timer) ratur (£ 1°C) | (timer) en® sespunkt
(ml)
e Fraser
Overfer iB(())uﬂIon
R& meel- 0,1 ml il ?2
kepro- 259 225 37 20-24 til 10 ml 37 20-24 10l .
timer
dukter Fraser
. e Lysat
Bouillon
ved
-20°C

(a) Demi Fraser og Fraser Bouillon skal altid suppleres med Fraser Bouillon (ferriammoniumcitrat) under primaer eller
sekundeer opformering.

(b) Volumen af opformeret prave overfart til Neogen LS-reagensglassene. Se trin 4.6 i afsnittet Lysinbehandling.

| Bemaerk: Progver sterre end 25 g er ikke testet i NF validation-undersagelsen.

Forberedelse af Neogen® Molekyleer Detektions Bakke til hurtig pafyldning

1. Fugt en klud med en 1-5 % (v:v i vand) husholdningsklorinoplasning eller en tilsvarende oplgsning, og after
Neogen® Molekyleer Detektions Bakke til hurtig pafyldning.

2. Skyl Neogen Molekyleer Detektions Bakke til hurtig pafyldning med vand.
3. Brug et engangshandklaede til at afterre Neogen Molekyleer Detektions Bakke til hurtig pafyldning.
4. Sgrg for, at Neogen Molekyleer Detektions Bakke til hurtig pafyldning er ter inden brug.

Forberedelse af Neogen® Molekylaer Detektions Kaleblok Indlzeg
Anbring Neogen® Molekyleer Detektions Kaleblok direkte pa laboratoriebordet. Brug keleblokken ved
laboratorietemperatur (20-25°C).

Forberedelse af Neogen® Molekyleer Detektions Varmeblok Indlag

Anbring Neogen® Molekyleer Detektions Varmeblok Indleeg pé en ter dobbelt varmeenhed. Teend for den tgrre
varmeenhed, og indstil temperaturen, s Neogen Molekylzer Detektions Varmeblok Indlzeg kan na og opretholde en
temperatur pa 100 = 1°C.

Bemaerk: Afhaengigt af varmeenheden skal man paregne ca. 30 minutter, far Neogen Molekyleer Detektions Varmeblok
Indleeg opnar temperaturen. Ved hjzelp af et passende, kalibreret termometer (f.eks. et termometer til delvis nedsaenkning
eller et digitalt termoelementtermometer, men ikke et termometer til fuld nedszenkning) anbragt pé det dertil indrettede
sted skal det verificeres, at Neogen Molekylaer Detektions Varmeblok Indlaeg er pa 100 £ 1°C.

Forberedelse af Neogen® Molekylaer Detektions Instrument

1. Start softwaren til Neogen® Molekyleer Detektions System, og log pa. Kontakt din Neogen Food Safety-repraesentant for
at sikre, at du har den mest opdaterede version af softwaren.

2. Teend for Neogen Molekylaer Detektions Instrument.

3. Opret, eller rediger en kgrsel med data for hver prave. Se brugsanvisningen til Neogen Molekylzer Detektions System for
flere oplysninger.

Bemaerk: Neogen Molekylaer Detektions Instrument skal opné Klar-tilstanden inden der indszettes reagensglas i Neogen
Molekyleer Detektions Bakke til hurtig pafyldning. Dette opvarmningstrin varer ca. 20 minutter og bliver angivet med et
ORANGE lys pa instrumentets statussgijle. Nar instrumentet er klar til en karsel, lyser statussgjlen GRONT.
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Lysinbehandling

Fjern bunden af stativet til Neogen Lysinbehandlingsoplgsning med en skruetraekker eller en spatel, far den placeres
i Neogen Molekyleer Detektions Varmeblok Indleeg.

1. Lad Neogen LS-reagensglassene varme op ved at indstille stativet p& stuetemperatur (20-25°C) natten over (16-18 timer).
Alternativer til at stabilisere Neogen LS-reagensglassene til stuetemperatur er at seette Neogen LS-reagensglassene pa
arbejdsbordet i mindst 2 timer, inkubere Neogen LS-reagensglassene i en inkubator ved 37 + 1°C i 1 time eller stille dem
i en tar, dobbelt varmeblok i 30 sekunder ved 100 = 1°C.

2. Vend de lukkede reagensglas pa hovedet for at blande. Ga til naeste trin inden for 4 timer.
3. Fjern opformeringsbouillonen fra inkubatoren.
4. Et Neogen LS-reagensglas er pakraevet til hver prave og til den negative kontrolprgve (NC) (sterilt opformeringsmedie).

4.1 Neogen LS-reagensglasstrimler kan skeeres til det gnskede antal reagensglas til Neogen
Lysinbehandlingsoplgsning. Veelg antallet af individuelle Neogen LS-reagensglas eller -strimler med 8 reagensglas
efter behov. Seet Neogen LS-reagensglas i en tom holder.

4.2 Abn én Neogen LS-reagensglasstrimmel ad gangen for at undgé krydskontaminering, og brug en ny pipette til
hvert overfgrselstrin.

4.3 Overfar opformeret prave til Neogen LS-reagensglas som beskrevet nedenfor:

| Overfar hver opformeret prave til et individuelt Neogen LS-reagensglas ferst. Overfgr NC til sidst.

4.4 Brug Neogen® Molekyleer Detektions Veerktgj til Cap/Decap (lukning/abning) — Lysin-behandling til at &bne én
Neogen LS-reagensglasstrimmel ad gangen.

4.5 Smid Neogen LS-reagensglassets lag veek — hvis lysat skal gemmes til gentestning, sa placer lagene i en ren
beholder til genpaseetning efter lysinbehandlingen.

4.5.1 Ved behandling af gemt af lysat, se bilag A.

4.6 Overfer 20 pl prave til et Neogen LS-reagensglas, medmindre andet er angivet i protokollerne fra tabel 2, 3 eller 4
(ved f.eks. rd meelkeprodukter eller ved brug af miljgpraver med neutraliserende buffer anvendes 10 pl).

Q000!
X

TN

5. Gentag trin 4.4 til 4.6, indtil hver enkelt prave er blevet tilfgjet til et tilsvarende Neogen LS-reagensglas i strimlen.

6. Nar alle praver er blevet overfart, skal der overfares 20 ul of NC (sterilt opformeringsmedie, f.eks. Demi Fraser Bouillon)
til et Neogen LS-reagensglas. Brug ikke vand som en NC.

7. Kontroller, at Neogen Molekyleer Detektions Varmeblok Indleeg har en temperatur pa 100 = 1°C.

8. Anbring glasholderen med Neogen LS-reagensglas i Neogen Molekylzer Detektions Varmeblok Indlaeg, og opvarm
i 15 = 1 minutter. | Isbet af opvarmningen vil Neogen Lysinoplasningen skifte farve fra lyserad (kalig) til gul (varm).

8.1 Prgver, som ikke er blevet korrekt varmebehandlet under analysens lysinbehandlingstrin, kan udgere en veesentlig
miljgrisiko og bar IKKE seettes ind i Neogen Molekyleer Detektions Instrument.

10
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9. Fjern den utildeekkede holder med Neogen LS-reagensglas fra varmeblokken, og lad den kgle i Neogen Molekyleer

Detektions Kaleblok Indleeg i mindst 5 minutter og i hgjst 10 minutter. Neogen Molekyleer Detektions Kgleblok Indleeg
brugt ved stuetemperatur ber sta direkte pa laboratoriebordet. Nar det er koldt, skifter lysinoplasningen farve tilbage
til lysergd.

10.Fjern holderen med Neogen LS-reagensglas fra Neogen Molekylaer Detektions Kaleblok Indleeg.

00:15:00

il YA

Amplifikation

1.

Et Neogen Molekyleer Detektions Analyse 2 Listeria-reagensglas er pakreevet til hver prave og NC.

1.1 Reagensglasstrimler kan skeeres til det anskede antal reagensglas. Veelg antallet af individuelle Neogen Molekyleer
Detektions Analyse 2 Listeria-reagensglas eller 8-reagensglasstrimler efter behov.

1.2 Placer Neogen Molekyleer Detektions Analyse 2 Listeria-reagensglas i en tom holder.
1.3 Undga at forstyrre reagenskuglerne pa bunden af reagensglassene.

Vaelg ét Neogen Reagens Kontrol (RC)-reagensglas, og anbring det i holderen.

3. For at undga krydskontaminering dbnes én Neogen Molekylaer Detektions Analyse 2 Listeria-reagensglasstrimmel ad

gangen, og der bruges en ny pipettespids til hvert overfgrselstrin.

Overfor lysat til Neogen Molekylzaer Detektions Analyse 2 Listeria-reagensglas og et Neogen Reagens Kontrol-
reagensglas som beskrevet nedenfor:

Overfer hver prevelysat til individuelle Neogen Molekyleer Detektions Analyse 2 Listeria-reagensglas farst, efterfulgt
af NC. Hydrer RC-reagensglasset sidst.

Brug Neogen® Molekyleer Detektions Veerktgj til Cap/Decap (lukning/abning) - Reagens til at 8bne Neogen Molekyleer
Detektions Analyse 2 Listeria-reagensglas - én reagensglasstrimmel ad gangen. Bortskaf haetten.

5.1 Overfer 20 pl provelysat fra den gverste halvdel af vaesken (undgé praecipitat) i Neogen LS-reagensglasset til et
tilsvarende Neogen Molekylzer Detektions Analyse 2 Listeria-reagensglas. Doser med en skréa hzeldning for at
undga at forstyrre kuglerne. Bland forsigtigt ved at pipettere op og ned 5 gange.

5.2 Gentag trin 5.1, til individuelt pravelysat er blevet tilfgjet til et tilsvarende Neogen Molekyleer Detektions Analyse
2 Listeria-reagensglas i strimlen.

5.3 Tildeek Neogen Molekylzer Detektions Analyse 2 Listeria-reagensglassene med de medfglgende ekstra hzetter,
og benyt den afrundede side af Neogen Molekyleer Detektions Vaerktgj til Cap/Decap (lukning/dbning) - Reagens
til at pafare tryk i en frem- og tilbagegaende bevaegelse, der sikrer, at haetten sidder godt fast.

5.4 Gentag trin 5.1 og 5.3 efter behov for det antal praver, der skal testes.

5.5 Nér alle provelysater er blevet overfgrt, gentages trin 5.1 og 5.3 for at overfgre 20 pl NC-lysat til et
Neogen Molekyleer Detektions Analyse 2 Listeria-reagensglas.

5.6 Overfar 20 pl NC-lysat til et Neogen Reagens Kontrol-reagensglas. Doser med en skra hzeldning for at undgéa
at forstyrre kuglerne. Bland forsigtigt ved at pipettere op og ned 5 gange.

11
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6. Seet reagensglassene med lag pasat i en ren og dekontamineret Neogen Molekyleer Detektions Bakke til hurtig
pafyldning. Luk og las laget til Neogen Molekyleer Detektions Bakke til hurtig pafyldning.

20 L

7. Gennemga og bekreeft den konfigurerede karsel i softwaren Neogen Molekylzer Detektions System.
8. Klik pa startknappen i softwaren, og veelg det instrument, du vil bruge. Det valgte instruments lag dbnes automatisk.

9. Anbring Neogen Molekylzer Detektions Bakke til hurtig pafyldning i Neogen Molekyleer Detektions Instrument, og
luk laget for at pabegynde analysen. Resultaterne fremkommer inden for 75 minutter, skant positive resultater kan
fremkomme hurtigere.

10.Nar analysen er faerdig, fijernes Neogen Molekyleer Detektions Bakke til hurtig pafyldning fra Neogen Molekylzer
Detektions Instrument, reagensglassene bortskaffes ved at lade dem ligge i blgd i en 1-5 % (v:v i vand)
husholdningsklorinoplgsning eller en tilsvarende oplgsning i 1 time og pa god afstand af analyseklarggrelsesomradet.

BEMAERK: For at minimere risikoen for falsk-positiver pga. krydskontaminering ma du aldrig 8bne Neogen Molekylzer
Detektions Analyse 2 Listeria-reagensglas, der indeholder forstaerket DNA. Dette omfatter Neogen Molekylaer
Detektions Analyse 2 Listeria-reagensglas samt Neogen Reagens Kontrol- og Neogen Molekylaer Detektions Matrix
Kontrol-reagensglas. De forseglede reagensglas skal altid bortskaffes ved at iblgdleegge dem i en 1-5 % (v:v i vand)
husholdningsklorinoplgsning eller en tilsvarende oplasning i 1 time og pa god afstand af analyseklarggrelsesomradet.

Resultater og fortolkning

En algoritme fortolker lyseffektkurven, der er et resultat af detektionen af nukleinsyreamplifikation. Resultaterne bliver
automatisk analyseret af softwaren og bliver farvekodet baseret pa resultatet. Et positivt eller negativt resultat bliver
fastslaet ved at analysere et antal unikke kurveparametre. Formodede positive resultater bliver rapporteret i realtid, mens
negative resultater og inspektionsresultater bliver vist, efter karslen er gennemfgart.

Formodede positive prever skal bekraeftes ifglge laboratoriets standarddriftsprocedurer eller ved at fglge den relevante
referencemetodebekraeftelse-%3, der begynder med overfarsel fra den primaere opformeringsbouillon til den sekundzere
opformeringsbouillon (hvis relevant) efterfulgt af udpladning og bekraeftelse af isolater ved hjeelp af passende biokemiske
og serologiske metoder.

BEMAERK: Selv en negativ prave vil ikke give en nulafleesning, idet systemet og Neogen Molekylzer Detektions Analyse
2 Listeria har en “baggrundsafleesning” af relative lysenheder (RLU).

| sjeeldne tilfeelde af en usaedvanlig lyseffekt vil algoritmemaerkaterne kategorisere dette som “Inspektion”. Neogen
anbefaler brugeren at gentage analysen for alle inspektionspraver. Hvis resultatet fortsat markeres til Inspektion, skal du
fortseette til bekraeftelsestest ved brug af din foretrukne metode eller som specificeret i lokale forskrifter.

12
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Tabel 5: Resultatsymboler for prgver og aflaesning, der visers af Neogen Molekyleer Detektions System-softwaren.

Brendtype Symbol Resultat Afleesning
for brendresultat
Prove ‘ Positiv Prgven er formodet positiv for malpatogenet.
. Preven er negativ for malpatogenet.
Prgve ‘ Negativ

Prevematricen var heemmende for analysen. En ny test kan veere
Prgve @ Heemmet | nedvendig. Se afsnittet om fejlfinding og produktvejledningen til
analysesaettet for at f& flere oplysninger.

Forekomst eller fraveer af patogenet kunne ikke fastslas. En
Prgve @ Inspicer ny test kan veere ngdvendig. Se afsnittet om fejlfinding og
produktvejledningen til analysesaettet for at f& flere oplysninger.

Der blev ikke registreret bioluminescens. En ny test kan veere
Prove @ Fejl ngdvendig. Se afsnittet om fejlfinding og produktvejledningen til
analysesaettet for at fa flere oplysninger.

Bekraeftelse af resultater ifolge NF VALIDATION-certificeret metode
Inden for rammerne af NF VALIDATION skal alle prgver, der er identificeret som positive med Neogen Molekyleer
Detektions Analyse 2 Listeria, bekraeftes med en af fglgende test:

Valgmulighed 1: Brug ISO 11290-1®-standarden begyndende med Demi Fraser opformering.

Valgmulighed 2: Ved isolering pd PALCAM-agar eller pd kromogen agar, som udger en del af den NF VALIDATION-
certificerede metode til detektion af Listeria-genus. Forekomsten af karakteristiske kolonier er tilstraekkelig til at bekraefte
forekomst af Listeria spp.

Valgmulighed 3: Brug nukleinsyreprober som beskrevet i ISO 7218®-standarden udfert pa isolerede kolonier fra selektiv
agar (se Valgmulighed 1 eller 2).

Valgmulighed 4: Brug NF VALIDATION certificeret med en anden metode, og hvor princippet er et andet end
Neogen Molekylzer Detektions Analyse 2 Listeria. Den komplette protokol, der er beskrevet for denne anden validerede
metode, skal anvendes. Alle trin fgr bekraeftelsen startes skal vaere feelles for begge metoder.

Hvis resultaterne ikke stemmer overens (formodet positive med Neogen Molekyleer Detektions Analyse 2 Listeria,
ikke bekraeftet ved en af ovenstdende mader) skal laboratoriet fglge de n@dvendige trin for at sikre gyldigheden af det
opnaede resultat.

Hvis du har spgrgsmal til specifikke anvendelser eller procedurer, bedes du besage vores websted pd www.neogen.com
eller kontakte din lokale Neogen-repreesentant eller -distributer.

Bilag A. Protokolafbrydelse: Opbevaring og gentestning af varmebehandlede lysater. Opbevaring af lysat ved 2-8°C
i 72 timer geelder ikke for prever af maelkeprodukter og miljgprever.

1. Til opbevaring af varmebehandlet lysat pasaettes en ren heette pa LS-reagensglasset (se “Lysinbehandling”, afsnit 4.5).
Opbevar ved 2-8°C i op til 72 timer.
Forbered en opbevaret prave til amplifikation ved at vende den pé hovedet 2-3 gange for at blande.

Tag lagene af reagensglassene.

IS S A

Placer de blandede lysatreagensglas pa Neogen Molekyleer Detektions Varmeblok Indleeg, og varm op til 100 = 1°C
i5 = 1 minutter.

6. Fjern holderen med Neogen LS-reagensglas fra varmeblokken, og lad den kale i Neogen Molekyleer Detektions Kaleblok
Indlaeg i mindst 5 minutter og i hgjst 10 minutter.

7. Fortseet protokollen i afsnittet “Amplifikation” som angivet ovenfor.

13
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1. US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual. Chapter 10: Detection of Listeria monocytogenes
in foods and environmental samples, and enumeration of Listeria monocytogenes in foods. October 31,2017.

Litteraturhenvisninger:

2. US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 8.11. Isolation and identification of
Listeria monocytogenes from red meat, poultry, ready-to-eat siluriformes (fish) and egg products, and environmental
samples. January 2,2019.

3. NFEN ISO 11290-1. Microbiology of the food chain — Horizontal method for the detection and enumeration of Listeria
monocytogenes and of Listeria spp. — Part 1: Detection method.

4. NF EN ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.

5. NF EN ISO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General requirements and guidance for
microbiological examinations.

6. Neogen Installation Qualification (IQ) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for Neogen Molecular
Detection System.

7. NF EN ISO 18593. Microbiology of the food chain — Horizontal methods for surface sampling.

8. NF EN ISO 16140-2 Microbiology of the food chain — Method validation — Part 2: Protocol for the validation of
alternative (proprietary) methods against a reference method.

9. NF EN ISO 6887. Microbiology of the food chain — Preparation of test samples, initial suspension and decimal dilutions
for microbiological examination.

Beskrivelser af eksempler pa symbolforklaring
info.neogen.com/symbols
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ANEI]EEN"
Produktveiledning

Molekylzer deteksjonstest 2 for Listeria

Produktbeskrivelse og tiltenkt bruk
Neogen® Molekyleer deteksjonstest 2 for Listeria brukes sammen med Neogen® System for molekyleer deteksjon for rask
og spesifikk deteksjon av Listeria-arter i oppformerte mat- og miljgpraver.

Neogen® Molekyleer deteksjonstester bruker slayfe-mediert isotermisk amplifikasjon for hurtig amplifikasjon av
nukleinsyresekvenser med hay spesifisitet og sensitivitet, kombinert med bioluminescens for & detektere amplifikasjonen.
Antatte positive testresultater rapporteres i sanntid, mens negative resultater vises etter at testen er fullfgrt. Antatte
positive resultater skal bekreftes ved hjelp av din foretrukne metode eller som spesifisert av lokale forskrifter23),

Neogen Molekyleer deteksjonstest 2 for Listeria er ment for bruk i et laboratoriemiljg av fagpersoner med oppleering

i laboratorieteknikker. Neogen har ikke godkjent dette produktet for bruk i andre industrier enn mat og drikke. Neogen
har for eksempel ikke godkjent dette produktet for testing av vann, farmasaytiske, kosmetiske og kliniske prever eller
veterinaerprever. Neogen Molekyleer deteksjonstest 2 for Listeria er ikke evaluert med alle mulige testprotokoller eller
med alle mulige bakteriestammer.

Som for alle testmetoder kan kilden, formuleringen og kvaliteten til anrikningsmediet pavirke resultatene. Faktorer
som prgveinnsamlingsmetoder, testprotokoller, praveforberedelse, handtering og laboratorieteknikk kan ogsé pavirke
resultatet. Neogen anbefaler & evaluere metoden, inkludert anrikningsmediet, i brukerens miljg ved bruk av et tilstrekkelig
antall prgver ved spesielle mat- og/eller miljgpraver og mikrobielle utfordringer for & sikre at metoden oppfyller brukerens
kriterier. Neogen har evaluert Neogen molekylzer deteksjonstest 2 for Listeria med Fraser 1/2 buljong og Fraser buljong
som inneholder jernammoniumsitrat. En typisk formel for disse mediene fglger nedenfor.

Typisk formel for Fraser 1/2 buljong base (g/L) Typisk formel for Fraser buljong base (g/L)
Natriumklorid 20g Natriumklorid 209
Natriumfosfat, dibasisk, vannfritt* 9,69 Natriumfosfat, dibasisk, vannfritt* 9,69
Storfekjgttekstrakt 50g  Storfekjattekstrakt 509
Pankreatisk sammendrag av kasein 509 Pankreatisk ssammendrag av kasein 50g9
Peptisk sammendrag av dyrevev 50¢9 Peptisk sammendrag av dyrevev 509
Gjeerekstrakt 50g  Gjeerekstrakt 50g
Litiumklorid 3,0g Litiumklorid 3,09
Kaliumfosfat, monobasisk 1,359 Kaliumfosfat, monobasisk 1,359
Eskulin 1,09 Eskulin 1,09
Akriflavin HCI 0,0125g  Akriflavin HCI 0,025¢g
Nalidixinsyre 0,01g Nalidixinsyre 0,02g
* Erstatning: Natriumfosfat, dibasisk, dihydrat 12,09

Fraser buljong-supplement
(Ingredienser per 10 mL flaske. En flaske tilsettes en liter basalt medium.)

Jernammoniumsitrat 0,59/10 mL
Endelig pH 7,2 + 0,2 ved 25 °C

Neogen® Instrument for molekyleer deteksjon er ment for bruk med prever som har gjennomgatt varmebehandling

i testens lyseringstrinn, som er konstruert for & adelegge organismer som finnes i praven. Prgver som ikke har blitt
ordentlig varmebehandlet under testlyseringstrinnet, kan vurderes som en potensiell biologisk fare og skal IKKE settes inn
i Neogen Instrument for molekylzer deteksjon.

Neogen Food Safety er ISO (International Organization for Standardization) 9001 -sertifisert for utforming og produksjon.

Neogen Molekylzer deteksjonstest 2 for Listeria inneholder 96 tester, beskrevet i tabell 1.
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Tabell 1. Komponenter i Neogen Molekyleer deteksjonskit

Artikkel Beskrivelse Mengde Innhold Kommentarer
Neogen® . s
. . Rosa oppl@sning 96 (12 rekker med Plassert i stativ og klar
E_Z/;)erlngsopplzsnlng i gjennomsiktige rer 8 rar) 580 L LS perror til bruk
Reagensrar for - -
Neogen® Molekylaer . 96 (12 rekker med Lyoﬁ!ls:ert §pe3|ﬁkk .
. BIa ror amplifikasjon og Klar til bruk
deteksjonstest 2 8 rar) . .
. deteksjonsblanding
for Listeria
. 96 (12 rekker med .
Ekstra lokk Bla lokk 8 lokk hver) Klar til bruk
Neogen® Gjennomsiktige rer 16 (2 poser med Lyofilisert k.o'ntro.ll— .
. L DNA, amplifikasjon og [ Klar til bruk
Reagenskontroll (RC) | med vippelokk 8 individuelle rer hver) . .
deteksjonsblanding

Den negative kontrollen, som ikke medfalger i kittet, er et sterilt anrikningsmedium, for eksempel Fraser 1/2 buljong. Ikke
bruk vann som negativ kontroll.

Sikkerhet
Brukeren ma lese, forsta og falge all sikkerhetsinformasjon i instruksjonene for Neogen System for molekyleer deteksjon og
Neogen Molekylzer deteksjonstest 2 for Listeria. Behold sikkerhetsveiledningen for fremtidig referanse.

A ADVARSEL: Indikerer en farlig situasjon som, om den ikke unngas, kan resultere i dad eller alvorlig personskade og/eller
materielle skader.

MERKNAD: Indikerer en potensielt farlig situasjon som, om den ikke unngas, kan fere til materielle skader.

A ADVARSEL

lkke bruk Neogen Molekylzer deteksjonstest 2 for Listeria i diagnostisering av tilstander hos mennesker eller dyr.

Neogen Molekylzer deteksjonstest 2 for Listeria-metoden kan generere Listeria monocytogenes til nivder som
er tilstrekkelig til & forarsake dedfedsler og dedsfall hos gravide kvinner, og dem som har darlig immunforsvar,
hvis de eksponeres.

Brukeren ma gi oppleering i korrekte testteknikker til sitt personell: for eksempel Good Laboratory
Practices, ISO/IEC 17025 eller ISO 7218©),

For & redusere risikoene forbundet med et falskt negativt resultat som kan fare til utslipp av kontaminert produkt:
e Fglg protokollen og utfer testene akkurat slik de beskrives i produktveiledning.

e Oppbevar Neogen Molekyleer deteksjonstest 2 for Listeria slik som beskrevet pa pakning og i produktveiledning.
e Bruk alltid Neogen Molekyleer deteksjonstest 2 for Listeria far utlgpsdatoen.

e Bruk Neogen Molekyleer deteksjonstest 2 for Listeria for mat- og miljgprgver som er godkjent internt eller av
en tredjepart.

e Bruk kun Neogen Molekyleer deteksjonstest 2 for Listeria for overflater, desinfeksjonsmidler, protokoller og
bakteriestammer som har blitt validert internt eller av en tredjepart.

e For en miljgpreve som inneholder ngytraliserende buffer med arylsulfonatkompleks, skal du utfere en 1:2 fortynning
for testing (1 del preve i 1 del steril anrikningsbuljong). Et annet alternativ er & overfgre 10 uL av NB-anrikningen inn
i Neogen lyseringsopplgsningsrarene. Prgvetakingsprodukter fra Neogen® som inkluderer naytraliserende buffer med
arylsulfonatkompleks: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL10NB2G, HS10NB, HS10NB2G og HS2410NB2G.
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For & redusere risikoene forbundet med eksponering for kjemikalier og biologiske farer:
o Det anbefales sterkt at kvinnelig laboratoriepersonell blir informert om risikoen for et foster i utvikling som resultat av
infeksjon hos moren gjennom eksponering for Listeria monocytogenes.

e Utfer patogentesting i et laboratorium som er korrekt utstyrt, under oppsyn av fagopplaert personell. Inkubert
anrikningsmedium og utstyr eller overflater som har veert i kontakt med inkubert anrikningsmedium, kan inneholde
patogener pa et niva som kan innebaere helserisiko for mennesker.

e Fglg alltid standard praksis for laboratoriesikkerhet, inkludert bruk av egnet personlig verneutstyr og gyevern ved
handtering av reagensrgr og kontaminerte prgver.

e Unngé kontakt med innholdet i anrikningsmediet og reagensrar etter amplifikasjon.
e Kast anrikede prever i henhold til gjeldende industristandarder.

e Prgver som ikke har blitt ordentlig varmebehandlet under testlyseringstrinnet, kan vurderes som en potensiell biologisk
fare og skal IKKE settes inn i Neogen Instrument for molekyleer deteksjon.

For a redusere risikoene forbundet med krysskontaminering ved klargjering av test:
e Bruk alltid hansker (for & beskytte brukeren og forhindre innfgring av nukleaser).

For a redusere risikoen forbundet med miljgforurensning:
e Fglg gjeldende industristandarder for avhending av kontaminert avfall.

For a redusere risiko forbundet med eksponering for varme vaesker:
o |kke overstig den anbefalte temperaturinnstillingen pa varmeblokken.

o lkke overstig den anbefalte oppvarmingstiden.

e Bruk et passende, kalibrert termometer til & kontrollere temperaturen pd Neogen® Varmeblokkinnsats for molekylzer
deteksjon (f.eks. delvis nedsenket termometer eller digitalt termoelement-termometer, ikke et helt nedsenket
termometer). Termometeret mé plasseres pa det angitte stedet pd Neogen Varmeblokkinnsats for molekyleer deteksjon.

MERKNAD

For a redusere risikoene forbundet med krysskontaminering ved klargjering av test:
e Skift hansker fer hydrering av reagens-pellet.

e Det anbefales & bruke pipettespisser med sterile, spraybaserte barrierer (filtrerte), av molekyleerbiologi-karakter.
e Bruk en ny pipettespiss for hver prgveoverfgring.

e Bruk god laboratoriepraksis til & overfgre praven fra anrikningen til lyseringsrgret. For & unngéa kontaminering av pipetter
kan brukeren velge & legge til et mellomtrinn under overfgring. Brukeren kan for eksempel overfare hver anriket prave til
et sterilt rer.

e Dersom tilgjengelig, bgr brukeren bruke en arbeidsstasjon for molekyleer biologi som har en bakteriedrepende lampe.
Utfer periodisk dekontaminering av benker og utstyr (pipetter, verktay for lukking/&pning, osv.) i laboratoriet med en
1-5 % (volumandel i vann) oppl@sning av husholdningsblekemiddel eller opplgsning for fjerning av DNA.

For & redusere risikoene forbundet med falskt positivt resultat:
o Apne aldri reagensrarene etter amplifikasjon.

e Kast alltid de kontaminerte rgrene ved 8 blatlegge dem i en 1-5 % (volumandel i vann) opplasning av eller tilsvarende
i 1 time og borte fra testens forberedelsesomréade.

o Autoklaver aldri rerene etter amplifikasjon.
Se HMS-databladet for ytterligere informasjon og lokale forskrifter for avhending.
Hvis du har sparsmél om spesifikke bruksomrader eller prosedyrer, kan du besake vart nettsted pd www.neogen.com eller

ta kontakt med en lokal Neogen-representant eller -forhandler.

Brukeransvar
Brukere er ansvarlige for & sette seg inn i produktveiledningen og informasjon om produktet. Besgk nettsiden var
www.neogen.com eller kontakt din lokale Neogen-representant eller -distributer for mer informasjon.

Ved valg av testmetode er det viktig & ta hensyn til at eksterne faktorer som metoder for stikkprgver, testprotokoller,
preparering av prgver, hdndtering og laboratorieteknikk kan pavirke resultatene.
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Ved valg av testmetode er det brukerens ansvar & vurdere et tilstrekkelig antall praver med passende matriks og mikrobielle
utfordringer for 4 tilfredsstille brukeren om at den valgte prevemetoden oppfyller brukerens kriterier.

Det er ogsa brukerens ansvar a fastsla at alle preavemetoder og resultater tilfredsstiller kundens og leverandarens krav.

Som med alle testmetoder utgjer ikke resultatene som oppnas ved bruk av noe Neogen Food Safety-produkt, noen garanti
om kvaliteten av matriksene eller prosessene som testes.

For & hjelpe kunder med & evaluere metoden for forskjellige matmatriks, har Neogen utviklet Neogen® Matrisekontrollsett
for molekylzer deteksjon. Bruk matrikskontroll (MC) ved behov for & avgjare om matrikset har evne til & pavirke resultatene
for Neogen Molekylzer deteksjonstest 2 for Listeria. Test flere prgver som representerer matrikset, dvs. prgver innhentet fra
forskjellige opphav, i lzpet av en hvilken som helst valideringsperiode nadr Neogen-metoden brukes, ved testing av nye eller
ukjente matriks, eller matriks som har gjennomgatt endringer i rdvaremateriale eller prosess.

Et matriks kan defineres som en produkttype med indre egenskaper, slik som sammensetning og prosess. Forskjeller
mellom matriks kan veere sa enkle som effekter som skyldes forskjeller i prosessering eller presentasjon, for eksempel
ra i forhold til pasteurisert, fersk i forhold til tgrket osv.

Begrensing av garantier / begrensede rettigheter

MED MINDRE DET ER UTTRYKKELIG SKREVET | EN BEGRENSET GARANTI PA EN PRODUKTPAKNING, FRASKRIVER
NEOGEN SEG ALLE DIREKTE OG INDIREKTE GARANTIER, INKLUDERT MEN IKKE BEGRENSET TIL, ENHVER GARANTI
OM SALGBARHET ELLER ANVENDELSE TIL ET BESTEMT FORMAL. Hvis noe Neogen Food Safety-produkt er defekt,

vil Neogen eller dets autoriserte distributer erstatte eller refundere produktets kjgpesum etter eget skjgnn. Dette er dine
ubetingede rettigheter. Kontakt Neogen-representanten din eller den autoriserte Neogen-distributaren hvis du har flere
sparsmal.

Begrensning av Neogens ansvar

NEOGEN VIL IKKE VAERE ANSVARLIG FOR NOE TAP ELLER SKADE, DIREKTE ELLER INDIREKTE, SPESIELL, TILFELDIG
ELLER FOLGESKADE, INKLUDERT, MEN IKKE BEGRENSET TIL, TAPT FORTJENESTE. Ikke under noen omstendighet
skal Neogens ansvar, under noen juridisk teori, overstige kjgpesummen for et produkt som antas & veere defekt.

Oppbevaring og avhending

Oppbevar Neogen Molekylzer deteksjonstest 2 for Listeria ved 2-8 °C. Ma ikke fryses. Hold kitet borte fra lys under
oppbevaring. Etter at kitet er apnet, skal folieposen undersgkes for skader. Ma ikke brukes dersom posen er skadet. Etter
apning skal ubrukte reagensrgr alltid oppbevares i den gjenlukkbare posen med tgrkemiddelet inni, for & opprettholde
stabiliteten til de lyofiliserte reagensene. Ikke oppbevar reforseglede poser ved 2-8 °C i mer enn 60 dager.

Ikke bruk Neogen Molekyleer deteksjonstest 2 for Listeria etter utlgpsdatoen. Utlepsdato og partinummer er angitt pa
etiketten pa utsiden av esken. Etter bruk kan rarene med anrikningsmediet og Neogen Molekyleer deteksjonstest 2 for
Listeria inneholde potensielt patogent materiale. Nar testingen er fullfart, falger brukeren gjeldende industristandarder for
avhending av kontaminert avfall. Se HMS-databladet for ytterligere informasjon og lokale forskrifter for avhending.

Bruksanvisning
Falg alle instruksjonene ngye. Dersom dette ikke blir gjort, kan det fare til ungyaktige resultater.

Utfer periodisk dekontaminering av benker og utstyr (pipetter, verktay for lukking/&pning, osv.) i laboratoriet med en
1-5 % (volumandel i vann) oppl@sning av husholdningsblekemiddel eller opplasning for fjerning av DNA.

Brukeren maé fullfare oppleeringen for operatarer av Neogen System for molekyleer deteksjon, som beskrevet
i dokumentet «Installasjonskvalifikasjon (IQ) / Driftskvalifikasjon (OQ) Protokoller og instruksjoner for Neogen System
for molekyleer deteksjon»®©.

Se avsnittet «Spesifikke veiledninger for validerte metoder» for spesifikke krav:

Tabell 3 over anrikningsprotokoller i henhold til AOAC?® Official Method of AnalysisS™ 2016.07 og AOAC® Performance
Tested Method*M-sertifikat #111501.

Tabell 4 for anrikningsprotokoller i henhold til NF Validation-sertifikat 3M 01/14-05/16.

Prgveanrikning

Tabell 2, 3 eller 4 viser veiledning for anrikning for mat- og miljgpraver. Det er brukerens ansvar a validere alternative
preveprotokoller eller fortynningsforhold for & sikre at testmetoden mgter brukerens krav.

Mat

1. La anrikningsmediet Fraser 1/2 buljong (inneholder jernammoniumsitrat) stabiliseres til laboratoriets romtemperatur.
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2. Kombiner anrikningsmediet og praven aseptisk i henhold til tabell 2, 3 eller 4. For alt kjatt og sveert oppdelte praver
anbefales det & bruke filterposer.

3. Homogeniser grundig ved & blande, knuse, blande for hand i 2 = 0,2 minutter. Inkuber ved 37 = 1 °C i henhold til
tabell 2, 3 eller 4.

4. For rd meieriprodukter (se tabell 2 eller 4) overfares 0,1 mL av den primaere anrikningen inn i 10 mL av Fraser buljong.
Inkuber ved 37 = 1 °C i 20-24 timer.

Miljgpraver

Prevetakingsutstyr kan veere en svamp fuktet med en ngytraliserende lgsning for & motvirke effektene av

desinfeksjonsmidlene. Neogen anbefaler a bruke en giftfri cellulosesvamp. Ngytraliseringslgsningen kan veere Dey-Engley

(D/E) ngytraliserende buljong eller letheen-buljong. Det anbefales & desinfisere omradet etter prgvetakingen.

ADVARSEL: Hvis man velger & bruke ngytraliserende buffer (NB) som inneholder arylsulfonatkompleks, ma man blande
ut den berikete miljgpraven i forholdet 1:2 (1 part prave til 1 del steril anrikningsbuljong) fer testing, for & kunne redusere
risikoer forbundet med falskt negativt resultat som ferer til at det kontaminerte produktet slippes ut. Et annet alternativ er
& overfgre 10 pL av den ngytraliserende buffer-anrikningen inn i Neogen lyseringsoppl@sningsrgrene.

Den anbefalte stgrrelsen pa prevetakingsomradet for & kontrollere neerveeret eller fraveeret av patogenet pa overflaten, er
minst 100 cm? (10 cm x 10 cm eller 4"x4"). Ved pravetaking med en svamp mé hele omrédet dekkes, ved bevegelse i to
retninger (fra venstre mot hgyre og deretter ovenfra og ned) eller ved innsamling av miljgpraver i samsvar med gjeldende
pravetakingsprotokoll eller i henhold til retningslinjene fra FDA BAM®, USDA FSIS MLG® eller ISO 18593,

1. La anrikningsmediet Fraser 1/2 buljong (inneholder jernammoniumsitrat) stabiliseres til laboratoriets romtemperatur.
2. Kombiner anrikningsmediet og prgven aseptisk i henhold til tabell 2, 3 eller 4.

3. Homogeniser grundig ved & blande, knuse, blande for hand eller bruke en virvelbevegelse i 2 + 0,2 minutter. Inkuber ved
37 £ 1 °Ci24-30 timer i henhold til tabell 2, 3 eller 4.

Tabell 2: Generelle anrikningsprotokoller ved 37 = 1°C ved bruk av Fraser 1/2 buljong® og Fraser buljong® etter behov.

An-
rikningstem- | Anriknings-
peratur tid (timer)
(x1°C)

Provestor- Anriknings-
Prgvematriks buljong

|
reise volum (mL)

Varmebehandlet,
tilberedt, rokt
kjatt, fjeerfe,
skalldyr og fisk

Varmebehand-
lede /
pasteuriserte

meieriprodukter 254 205 37 24-30

Jordbruks-
produkter og
grennsaker

Matvarer
med flere
komponenter

1 svamp | 100 eller 225 37 24-30
1 svaber 10 37 24-30

Miljeprever

Ratt kjatt,
fjeerfe, 25¢9 475 37 28-32
skalldyr, fisk
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Primzer anrikning (Fraser 1/2 buljong)® Sekundaer anrikning (Fraser buljong)®
Prave-
Prevematriks Anriknings: An- An- An- An- analyse-
Prove- . rikningstem- | . ", Pregvestor- | rikningstem- | . . volum®
buljong riknings- riknings-
storrelse el peratur tid (timer) relse peratur tid (timen)
(x1°C) (x1°C)
Overfer
R& meieripro- 0,1 mL
P 259 225 37 20-24 i10mL 37 20-24 10 uL
dukter
Fraser
buljong

(a) Fraser 1/2 buljong og Fraser buljong mé alltid suppleres med Fraser- buljongsupplement (jernammoniumsitrat) under
primeer eller sekundaer anrikning.

(b) Volum av anriket prave overfart til Neogen lyseringsopplagsningsragrene. Se trinn 4.6 i lyseringsdel.

Spesifikke veiledninger for validerte metoder
AOAC® Official Method™ 2016.07
AOAC® Performance Tested Method™ #111501

" PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 111501

| AOAC Research Institute OMASM- og PTMSM-programmene ble Neogen Molekyleer deteksjonstest 2 for Listeria funnet &
veere en effektiv metode for & pavise Listeria-arter. Matriksene som ble testet i studien, er vist i tabell 3.

Tabell 3. Anrikningsprotokoller som brukte Fraser 1/2 buljong® ved 37 = 1 °C i henhold til AOAC OMAS™ 2016.07 og
AOAV PTMSM-sertifikatet #111501.

Prgvematriks Provestarrelse Anrikningsbuljong volum (mL) Anrikningstid (timer)

Grillpglse av storfekjgtt, queso fresco,
vaniljeiskrem, 4 % cottage cheese
med melkefett, 3 % sjokolademelk av 25¢g 225 24-30
helmelk, romanosalat, ra spinat i pose,
kaldrgkt laks

Ré& kylling 25¢g 475 28-32

Delikatessekalkun 1259 1125 24-30

Kantalupp® Hel melon Nok volum til at melonen flyter 26-30

. Rustfritt stal 1 svamp 225 24-30

% Forseglet betong 1 svamp 100 24-30
S
S

S Plast© 1 svaber 10 24-30

Alle pravene til AOAC-validering ble homogenisert ved knusing hvis ikke annet er oppgitt.

(a) Fraser 1/2 buljong og Fraser buljong mé alltid suppleres med Fraser- buljongsupplement (jernammoniumsitrat) under
primeer eller sekundaer anrikning.

(b) Homogeniser praven ved blanding for hand.

(c) Homogeniser praven ved virvelbevegelse.
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For mer informasjon om utlgp av validitet, henvises det til NF VALIDATION-sertifikat tilgjengelig pa nettstedet nevnt over.
NF VALIDATION-sertifisert metode i samsvar med ISO 16140-2® sammenlignet med ISO 11290-1®

Omfang av godkjenningen: Alle praver av human mat og alle miljgprgver (unntatt prgver fra primaer produksjon)
Prgvepreparering: Praver skal klargjares i henhold til ISO 11290-1® og ISO 6887

Programvareversjon: Se sertifikat

Tabell 4. Anrikningsprotokoller i henhold til NF VALIDATION-sertifisert metode 3M 01/14-05/16 ved 37 = 1 °C ved bruk
av Fraser 1/2 buljong® og Fraser buljong® ved behov.

Prgve- | . A.n- . .An- An- Prave- Akseptert
Generell riknings- | rikningstem-| . .
starrel- . riknings- | analyse- | avbrytel-
preetel se SRl peratur tid (timer) | volum® | sespunkt
volum (mL) (x1°C)
Alle
prever av e Fraser 1/2
human buljong
mat (unn- inntil
tatt ratt 72 timer
kistt,rd | 25¢g 225 37 24-30 20puL |[e Lysatved
skalldyr -20°C
ogra e Lysatved
meieri- 4 °Cinntil
produk- 72 timer
ter)
259g,1
Miljgpre- | svaber, e Lysatved
ver oller 225 37 24-30 20 uL 290 °C
1 klut
Spesifikk | Prave- | . A.n- . .An- An- Prave- Akseptert
riknings- | rikningstem-| . .
protokoll | sterrel- . riknings- | analyse- [ avbrytel-
1 se Elices peratur tid (timer) [ volum® | sespunkt
volum (mL) (x1°C)

e Fraser1/2
buljong
inntil

Ratt kjott 72 timer
ogra 25¢g 475 37 28-32 20puL [e Lysatved
skalldyr -20°C

e Lysatved
4 °Cinntil
72 timer
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Primaer anrikning (Fraser 1/2 buljong)® Sekundzer anrikning (Fraser buljong)®
Spesifikk An- An- An- Akseptert
protokoll | Prove- riknings- | rikningstem- | . An- Prove- [ rikningstem- | . An- | Preve- | avbrytel-
2 starrel- . riknings- rikningstid | analyse- | sespunkt
e buljong peratur tid (timer) storrelse peratur hicss) volum®
volum (mL) (x1°C) (x1°C)
e Fraser
Overfar buljong
R& mei- 0,1 mL inntil 72
eripro- 25¢g 225 37 20-24 i10mL 37 20-24 10 uL timer
dukter Fraser e Lysat
buljong ved
-20°C

(a) Fraser 1/2 buljong og Fraser buljong mé alltid suppleres med Fraser- buljongsupplement (jernammoniumsitrat) under
primeer eller sekundaer anrikning.

(b) Volum av anriket prave overfart til Neogen lyseringsopplagsningsragrene. Se trinn 4.6 i lyseringsdel.

| Merk: Prgver som er starre enn 25 g er ikke blitt testet i NF Validation-studien.

Klargjering av Neogen® Hurtiglastebrett for molekylaer deteksjon

1. Vaet en klut med 1-5 % (volumandel i vann) husholdningsblekemiddel eller tilsvarende opplasning, og tark av
Neogen® Hurtiglastebrett for molekyleer deteksjon.

2. Skyll Neogen Hurtiglastebrett for molekylzaer deteksjon med vann.
3. Bruk en engangsklut til 8 terke Neogen Hurtiglastebrett for molekyleer deteksjon.
4. Sgrg for at Neogen Hurtiglastebrett for molekylaer deteksjon er tart for bruk.

Klargjering av Neogen® Kjgleblokkinnsats for molekylaer deteksjon
Plasser Neogen® Kjgleblokk for molekyleer deteksjon direkte pa laboratoriebenken. Bruk kjgleblokken ved laboratoriets
romtemperatur (20-25 °C).

Klargjering av Neogen® Varmeblokkinnsats for molekylaer deteksjon

Plasser Neogen® Varmeblokkinnsats for molekyleer deteksjon i en t@rr, dobbelblokkvarmeenhet. Sla pa den tarre
blokkvarmeenheten og still inn temperaturen slik at Neogen Varmeblokkinnsats for molekyleer deteksjon nér og
opprettholder en temperatur pa 100 = 1 °C.

Merk: Avhengig av varmeenheten, skal Neogen Varmeblokkinnsats for molekyleer deteksjon bruke omtrent 30
minutter pé & nd temperaturen. Bruk et passende, kalibrert termometer (f.eks. et delvis nedsenket termometer eller
et digitalt termoelement-termometer, ikke et helt nedsenket termometer) plassert pa angitt sted og kontroller at
Neogen Varmeblokkinnsats for molekyleer deteksjon er ved 100 £ 1 °C.

Klargjering av Neogen® Instrument for molekylaer deteksjon

1. Start programvaren for Neogen® System for molekyleer deteksjon og logg inn. Kontakt Neogen Food Safety-
representanten for a fa bekreftet at du har den nyeste versjonen av programvaren.

2. Sla pa Neogen Instrument for molekyleer deteksjon.

3. Opprett eller endre en gjennomkjering med data for hver prave. Se brukermanualen for Neogen System for molekylzer
deteksjon for mer informasjon.

Merk: Neogen Instrument for molekyleer deteksjon ma na klar tilstand fgr innsetting av Neogen Hurtiglastebrett for
molekylaer deteksjon med reagensrgr. Dette varmetrinnet tar omtrent 20 minutter og indikeres av et ORANSJE lys
pé instrumentets statuslinje. Nar instrumentet er klart for & starte en gjennomkjaring, vil statuslinjen lyse GR@NT.
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Fjern bunnen av stativet med Neogen lyseringsoppl@sningsrgr med en skrutrekker eller spatel fgr du plasserer den
i Neogen Varmeblokkinnsats for molekyleer deteksjon.

Lysering

1. La Neogen lyseringsoppl@sningsrgrene varmes opp ved & sette stativet i romtemperatur (20-25 °C) over natten
(16-18 timer). Alternativer til & stabilisere Neogen lyseringsoppl@sningsrarene til romtemperatur er & sette Neogen
lyseringsopplgsningsrarene pa laboratoriebenken i minst 2 timer, inkubere Neogen lyseringsoppl@sningsrgrene i en
inkubator ved 37 £ 1 °C i 1 time, eller plassere dem i en t@rr dobbelblokkvarmeenhet i 30 sekunder ved 100 £ 1 °C.

2. Vend rgrene med hetten pa for & blande. Fortsett til neste trinn innen 4 timer.
3. Fjern anrikningsbuljongen fra inkubatoren.
4. Ett Neogen lyseringsopplasningsrer kreves for hver prgve og Negativ kontroll (NC)-prave (sterilt anrikningsmedium).

4.1 Rekker med Neogen lyseringsopplgsningsraer kan klippes til gnsket antall Neogen lyseringsopplgsningsrer.
Velg ngdvendig antall enkeltstdende Neogen lyseringsopplasningsrer eller rekker med 8 rar. Plasser Neogen
lyseringsoppl@sningsrgrene i et tomt stativ.

4.2 For a unnga krysskontaminering skal kun én rekke med Neogen lyseringsopplgsningsrer apnes om gangen og en ny
pipettespiss brukes for hvert overfgringstrinn.

4.3 Overfer anriket preve til Neogen lyseringsopplasningsrgrene som beskrevet under:

Overfar hver anriket prave til enkeltstdende Neogen lyseringsoppl@sningsrer farst. Overfer NC-praven til sist.

4.4 Bruk Neogen® Verktgy for lukking/apning av lyseringsrgr for molekylaer deteksjon for & &pne én rekke med
Neogen lyseringsopplgsningsrer - én rekke om gangen.

4.5 Kast lokket pa Neogen lyseringsoppl@sningsrgret - dersom lysatet skal oppbevares for ny test, plasseres lokkene
i en ren beholder for & sette dem pé igjen etter lysering.

4.5.1 Se vedlegg A for prosessering av tilbakeholdt lysat.

4.6 Overfgr 20 pL av preven inn i et Neogen lyseringsopplgsningsrar hvis ikke annet er oppgitt i protokollene fra tabell
2, 3 eller 4 (bruk f.eks. 10 pL for r& meieriprodukter eller ved bruk av miljgprgver med ngytraliserende buffer).

Q000!
X

TN

5. Gjenta trinn 4.4 til 4.6 til alle individuelle praver er lagt til et korresponderende Neogen lyseringsopplgsningsrer i rekken.

6. Nar alle pravene er overfart, overfares 20 uL av NC (sterilt anrikningsmedium, f.eks. Fraser 1/2 buljong) i et
Neogen lyseringsopplgsningsrer. Ikke bruk vann som NC.

7. Verifiser at Neogen Varmeblokkinnsats for molekylaer deteksjon har en temperatur pa 100 = 1 °C.

8. Plasser det utildekkede stativet med Neogen lyseringsopplgsningsrar i Neogen Varmeblokkinnsats for molekylzer
deteksjon og varm opp i 15 = 1 minutter. Under oppvarmingen vil Neogen lyseringsopplasningen endre farge fra rosa
(kald) til gul (varm).

8.1 Prgver som ikke har blitt tilstrekkelig varmebehandlet under testlyseringstrinnet, kan vurderes som en potensiell
biologisk fare og skal IKKE settes inn i Neogen Instrument for molekyleer deteksjon.
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9. Fjern det utildekkede stativet med Neogen lyseringsopplasningsrer fra varmeblokken og la det avkjgles i Neogen

Kjgleblokkinnsats for molekyleer deteksjon i minst 5 minutter og maksimum 10 minutter. Nar Neogen Kjgleblokkinnsats
for molekylaer deteksjon brukes ved romtemperatur, skal den plasseres direkte pa laboratoriebenken. Nar den er avkjalt,
vil lyseringsopplasningen endre farge tilbake til rosa.

10.Fjern stativet med Neogen lyseringsopplgsningsrar fra Neogen Kjeleblokkinnsats for molekyleer deteksjon.

00:15:00

il YA

Amplifikasjon

1.

Ett reagensrgr for Neogen Molekyleer deteksjonstest 2 for Listeria kreves for hver prave og for NC.

1.1 Rekker med rgr kan klippes til ansket antall rgr. Velg det nadvendige antallet enkeltstdende reagensrar eller rekker
med 8 rgr for Neogen Molekyleer deteksjonstest 2 for Listeria.

1.2 Plasser reagensrgrene for Neogen Molekyleer deteksjonstest 2 for Listeria i et tomt stativ.
1.3 Unnga a forstyrre reagenspelletene i bunnen av rgrene.

Velg ett Neogen Reagenskontroll (RC)-rgr og plasser det i stativet.

3. For & unnga krysskontaminering, ta av lokket pa én rarrekke for Neogen Molekyleer deteksjonstest 2 for Listeria om

gangen, og bruk ny pipette ved hver prgveoverfering.

Overfar lysat til reagensrar og Neogen reagenskontroll-rar for Neogen Molekylaer deteksjonstest 2 for Listeria som
beskrevet nedenfor:

Overfer hvert prgvelysat til individuelle reagensrgr for Neogen Molekyleer deteksjonstest 2 for Listeria ferst etterfulgt
av NC. Hydrer RC-raret sist.

Bruk Neogen® Verktay for lukking/apning av reagensrer for molekyleer deteksjon for & &pne reagensrgr for Neogen
Molekylzer deteksjonstest 2 for Listeria - én rgrrekke om gangen. Kast lokket.

5.1 Overfer 20 pL av provelysatet fra den gverste 1/2 av vaesken (unnga presipitat) i Neogen
lyseringsopplasningsraret til det korresponderende reagensreret for Neogen Molekylzer deteksjonstest 2 for
Listeria. Hold i vinkel under overfering for & unnga a forstyrre pelletene. Bland ved & bevege pipetten forsiktig
opp og ned 5 ganger.

5.2 Gjenta trinn 5.1 til individuelt prgvelysat har blitt lagt til i et korresponderende reagensrgr for Neogen Molekyleer
deteksjonstest 2 for Listeria i rekken.

5.3 Dekk til reagensrgrene for Neogen Molekyleer deteksjonstest 2 for Listeria med de medfelgende ekstra lokkene, og
bruk den avrundede siden av Neogen Verktay for lukking/apning av reagensrgr for molekyleer deteksjon til & presse
i en fram-og-tilbake-bevegelse slik at lokket festes godt.

5.4 Gjenta trinn 5.1 og 5.3 etter behov, for antall prgver som skal testes.

5.5 Nér alt pravelysatet er overfgrt, gjentas trinn 5.1 og 5.3 for & overfare 20 uL med NC-lysat inn i et reagensrgr for
Neogen Molekyleer deteksjonstest 2 for Listeria.

5.6 Overfar 20 yL med NC-lysat inn i et Neogen Reagenskontroll-rgr. Hold i vinkel under overfgring for & unnga
a forstyrre pelletene. Bland ved & bevege pipetten forsiktig opp og ned 5 ganger.

10
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6. Sett lukkede rgr over i et rent og dekontaminert Neogen Hurtiglastebrett for molekylaer deteksjon. Lukk og las lokket til
Neogen Hurtiglastebrett for molekyleer deteksjon.

20 L

7. Seigjennom og bekreft den konfigurerte gjennomkjgringen i programvaren for Neogen System for molekylzer deteksjon.

8. Klikk pa startknappen i programvaren og velg instrumentet som skal brukes. Det valgte instrumentets lokk
apnes automatisk.

9. Plasser Neogen Hurtiglastebrett for molekylaer deteksjon inn i Neogen Instrument for molekylzer deteksjon og lukk
lokket for a starte testen. Resultatene er klare innen 75 minutter, mens positive resultat kan bli oppdaget raskere.

10.Etter at testen er fullfert, fiern Neogen Hurtiglastebrett for molekylzer deteksjon fra Neogen Instrument for
molekyleer deteksjon, og kvitt deg med rgrene ved & senke dem i en 1-5 % (volumandel i vann) opplasning av
husholdningsblekemiddel eller tilsvarende opplgsning i 1 time og borte fra testens forberedelsesomrade.

MERKNAD: For & minimere risikoen for falske positive resultater pa grunn av krysskontaminering, skal man aldri
apne reagensrgr for Neogen Molekyleer deteksjonstest 2 for Listeria som inneholder amplifisert DNA. Dette
inkluderer reagensrgr for Neogen Molekyleer deteksjonstest 2 for Listeria, Neogen Reagenskontroll-rer og Neogen
Matrisekontrollrgr for molekyleer deteksjon. Kast alltid de forseglede reagensrgrene ved & blgtlegge dem i en

1-5 % (volumandel i vann) oppl@sning av husholdningsblekemiddel eller tilsvarende opplasning i 1 time og borte fra
testens forberedelsesomrade.

Resultater og tolkning

En algoritme tolker lyseffektskurven som er resultatet av deteksjonen av nukleinsyre-amplifikasjon. Resultatene analyseres
automatisk av programvaren og er fargekodet basert pa resultatet. Et positivt eller negativt resultat fastslas av analysen

av flere unike kurveparametere. Antatt positive resultater rapporteres i sann tid, mens negative og «Inspect» (inspiser)-
resultater vil vises etter at gjennomkjgringen er fullfgrt.

Antatte positive praver ma bekreftes i henhold til laboratoriets standard operasjonsprosedyrer eller ved & falge den
aktuelle referansemetoden for bekreftelse!2%), som begynner med overfaring fra den primzere anriknings- til sekundaer
anrikningsbuljong (hvis relevant), etterfulgt av pafelgende inokulering og bekreftelse av isolater ved hjelp av egnede
biokjemiske og serologiske metoder.

MERK: Ikke engang en negativ preve vil gi et null-resultat ettersom systemet og amplifikasjonsreagensene til
Neogen Molekyleer deteksjonstest 2 for Listeria har en «bakgrunns»-, relativ lysenhet (RLU).

| et sjeldent tilfelle av eventuelle uvanlige lyseffekter, merker algoritmen dette som «Inspect». Neogen anbefaler brukeren
& gjenta testen for alle «Inspect»-praver. Dersom resultatet fortsatt er «Inspect», fortsett til bekreftelsestesten og bruk
din foretrukne metode eller som oppgitt av lokale forskrifter.
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Tabell 5: Resultatsymboler for prever og tolkning som angitt av programvaren for Neogen System for molekylzaer deteksjon.

Brenntype Symbol Resultat Tolkning
for brgnnresultat
Prove ‘ Positiv Prgven er antatt positiv for malpatogenet.
Prove . Negativ Preven er antatt negativ for malpatogenet.

Prevematriksen var hemmet til testen. Det kan bli nedvendig
Prgve @ Hemmet med en ny test. Se feilsgkingsdelen og produktveiledningen for
analysesettet for mer informasjon.

Neerveer eller fravaer av malpatogenet var ubestemmelig.
Prgve @ Inspiser Det kan bli ngdvendig med en ny test. Se feilsgkingsdelen og
produktveiledningen for analysesettet for mer informasjon.

Ingen bioluminescens ble detektert. Det kan bli nedvendig
Prgve @ Feil med en ny test. Se feilsgkingsdelen og produktveiledningen for
analysesettet for mer informasjon.

Bekreftelse av resultatene i henhold til sertifiseringsmetoden NF VALIDATION

| konteksten til NF VALIDATION mé alle prgver som identifiseres som positive av Neogen Molekyleer deteksjonstest 2 for
Listeria, bekreftes av en av de felgende testene:

Alternativ 1: Bruke ISO 11290-1®-standarden som starter fra Fraser 1/2-anrikningen.

Alternativ 2: Ved isolasjon pa PALCAM agar eller pa kromogent agar, som inngar i en NF VALIDATION-sertifisert metode
for deteksjon av Listeria genus. Neerveeret av karakteristiske kolonier er tilstrekkelig til 8 bekrefte naervaeret av Listeria spp.

Alternativ 3: Bruk av nukleinsyre-prober som beskrevet i ISO 7218®-standarden, utfart pé isolerte kolonier fra selektivt
agar (se alternativ 1 eller 2).

Alternativ 4: Bruke enhver annen metode sertifisert av NF VALIDATION, der prinsippet méa veere forskjellig fra
Neogen Molekylzer deteksjonstest 2 for Listeria. Hele protokollen som er beskrevet for denne andre validerte metoden
ma brukes. Alle trinnene far start av bekreftelse ma veere felles for begge metodene.

| tilfelle forskjellige resultater (antatt positiv med Neogen molekylaer deteksjonstest 2 for Listeria, ikke bekreftet av én av
metodene beskrevet ovenfor) ma laboratoriet falge de ngdvendige trinnene for & sikre validitet til resultatene som er oppnéadd.

Hvis du har spgrsmal om spesifikke bruksomrader eller prosedyrer, kan du besgke vart nettsted pad www.neogen.com eller
ta kontakt med en lokal Neogen-representant eller -forhandler.

Vedlegg A. Avbrytelse av protokoll: Oppbevaring og ny testing av varmebehandlede lysater. Oppbevaringen av lysater
ved 2 til 8 °C i 72 timer gjelder ikke for prever av meieriprodukter og miljgprever.

1. For & oppbevare et varmebehandlet lysat, sett lokket péa lyseringsraret igjen, bruk et rent lokk (se «Lysering», 4.5).
Oppbevar ved 2 til 8 °C i opptil 72 timer.
Bland en oppbevart prgve ved & vende den 2-3 ganger for a forberede den pa amplifikasjon.

Apne rorene.

o D

Plasser de blandede lysatrarene pa Neogen Varmeblokkinnsats for molekyleer deteksjon og varm ved 100 = 1 °C
i5 £ 1 minutter.

6. Fjern stativet med Neogen lyseringsopplasningsrer fra varmeblokken og la det avkjgles i Neogen Kjaleblokkinnsats for
molekylzaer deteksjon i minst 5 minutter og maksimum 10 minutter.

7. Se delen ‘Amplifikasjon’ beskrevet ovenfor for & fortsette protokollen.
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1. US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual. Chapter 10: Detection of Listeria monocytogenes
in foods and environmental samples, and enumeration of Listeria monocytogenes in foods. October 31,2017.

Referanser:

2. US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 8.11. Isolation and identification of
Listeria monocytogenes from red meat, poultry, ready-to-eat siluriformes (fish) and egg products, and environmental
samples. January 2,2019.

3. NFEN ISO 11290-1. Microbiology of the food chain — Horizontal method for the detection and enumeration of Listeria
monocytogenes and of Listeria spp. — Part 1: Detection method.

4. NF EN ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.

5. NF EN ISO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General requirements and guidance for
microbiological examinations.

6. Neogen Installation Qualification (IQ) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for Neogen Molecular
Detection System.

7. NF EN ISO 18593. Microbiology of the food chain — Horizontal methods for surface sampling.

8. NF EN ISO 16140-2 Microbiology of the food chain — Method validation — Part 2: Protocol for the validation of
alternative (proprietary) methods against a reference method.

9. NF EN ISO 6887. Microbiology of the food chain — Preparation of test samples, initial suspension and decimal dilutions
for microbiological examination.

Forklaring pa produktetikettsymboler
info.neogen.com/symbols
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5 NEDGEN

Tuoteseloste

Molekylaarinen testisetti 2 - Listeria

Tuotteen kuvaus ja kayttotarkoitus
Neogen® Molekylaarinen testisetti 2 - Listeria on tarkoitettu kaytettavaksi yndessd Neogen® Molekylaarisen
testijarjestelman kanssa Listeria-lajien nopeaan ja tasmalliseen tunnistamiseen rikastetuista elintarvike- ja rehunaytteista.

Neogen® Molekylaariset testisetit perustuvat nukleiinihapposekvenssien nopeaan, tasmélliseen ja herkkaan
silmukkavilitteiseen isotermiseen monistamismenetelmaan ja kdyttavat monistuksen havaitsemiseen bioluminesenssia.
Oletetut positiiviset tulokset ilmoitetaan reaaliaikaisesti, kun taas negatiiviset tulokset ndytetaan testin valmistumisen
jalkeen. Oletetut positiiviset tulokset on vahvistettava kayttamalla itse parhaaksi katsomaasi tai paikallisten maaraysten
mukaista menetelmaa‘'-23,

Neogen Molekyladrinen testisetti 2 - Listeria on tarkoitettu laboratoriotekniikoihin koulutettujen ammattilaisten
kaytettavaksi laboratorioymparistossa. Neogen ei ole osoittanut tuotetta kaytettavaksi muilla kuin elintarvike- ja
juomateollisuuden aloilla. Neogen ei esimerkiksi ole osoittanut tuotetta vesi-, ladke- tai kosmetiikkanaytteiden testaamiseen
eika kliinisten tai elainlasketieteellisten ndytteiden testaamiseen. Neogen Molekylaarista testisettia 2 - Listeria ei ole arvioitu
kaikkien mahdollisten testauskaytantojen eika kaikkien mahdollisten bakteerikantojen suhteen.

Kuten kaikkien testausmenetelmien tapauksessa, rikastusalustan lahde, koostumus ja laatu voivat vaikuttaa tuloksiin.
Esimerkiksi ndytteenottomenetelmat, testausprotokollat, ndytteiden valmistus, kasittely ja laboratoriotekniikka saattavat
myds vaikuttaa tuloksiin. Neogen suosittelee menetelmén seka rikastusalustan arviointia kayttajan ymparistossa kayttaen
riittdvan suurta ndytemaaraa ja tiettyja elintarvike- ja/tai ympéristonaytteita ja mikrobisisalt6ja sen varmistamiseksi, etta
menetelmat vastaavat kayttajan vaatimuksia. Neogen on arvioinut Neogen Molekylaérisen testisetin 2 - Listeria kdyttéden
ferriammoniumsitraattia sisaltdvaa Demi Fraser -lienté ja ferriammoniumsitraattia siséltdvaa Fraser-lienta. Aineiden
tyypillinen koostumus on kuvattu seuraavassa.

Demi Fraser Elatusainejauheen tyypillinen kaava (g/1)  Fraser Elatusainejauheen tyypillinen kaava (g/1)
Natriumkloridi 20g Natriumkloridi 209
Dinatriumfosfaatti, vedeton* 9,69 Dinatriumfosfaatti, vedeton* 9,69
Naudanlihauute 509 Naudanlihauute 50g
Kaseiinin pankreaattinen digesti 509 Kaseiinin pankreaattinen digesti 509
Eldinkudoksen peptinen digesti 5,0g  Eldinkudoksen peptinen digesti 509
Hiivauute 509 Hiivauute 50g
Litiumkloridi 3,0g Litiumkloridi 3,09
Monokaliumfosfaatti 1,359 Monokaliumfosfaatti 1,359
Eskuliini 1,09 Eskuliini 1,09
Akriflaviinihydrokloridi 0,0125g  Akriflaviinihydrokloridi 0,025¢g
Nalidiksiinihappo 0,01g Nalidiksiinihappo 0,02g
* Korvike: Dinatriumfosfaattidihydraatti 12,09

Fraser-liemen rikastussuplementti
(Valmistusaineet 10 ml:n ampulliin. Yksi ampulli lisétaan litraan peruselatusainetta.)

Ferriammoniumsitraatti 0,5g/10ml
Lopullinen pH 7,2 + 0,2 lampdatilassa 25 °C

Neogen® Molekylaarinen testi-instrumentti on tarkoitettu kaytettavaksi sellaisten naytteiden kanssa, jotka on
lampokasitelty testin lyysivaiheen aikana ndytteesséa olevien organismien tuhoamiseksi. Jos naytteita ei ole asianmukaisesti
lampokasitelty testin lyysivaiheen aikana, ne saattavat muodostaa biologisen vaaratekijan, jolloin niita El saa asettaa
Neogen Molekylaariseen testi-instrumenttiin.
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Neogen Food Safety -osaston suunnittelu- ja valmistusmenetelmat on ISO (International Organization for Standardization)
9001 -sertifioitu.

Neogen Molekylaérinen testisetti 2 - Listeria siséltaa 96 testid, jotka on kuvattu taulukossa 1.

Taulukko 1. Neogen Molekylaérisen testisetin osat

Nimike Tunnusmerkki Maara Sisalto Kommentit

Neogen® Lyysiliuos Vaaleanpunainen liuos | 96 (12 kpl 580 pl lyysiliuosta/ Telineessa

(LS) lapinakyvissa putkissa | 8 putken liuskoja) putki ja kayttévalmis
®

Neogen Lyofilisoitu

96 (12 kpl
8 putken liuskoja)

Molekylaarisen
testisetin 2 - Listeria
-reagenssiputket

Siniset putket spesifi monistus- Kayttovalmis

ja tunnistusyhdistelma

96 (12 kpl

Lisasuojukset Siniset korkit 8 suojuksen liuskoja) Kayttovalmis
. el o 16 (2 pussia, joissa Lyofilisoitu kontrolli-
® -tob- ’
Neogen® Reagenssin | Lapinakyvat flip-top kummassakin DNA, monistus- Kayttovalmis

valvonta (RC) putket

8 yksittaista putkea) ja tunnistusyhdistelma

Negatiivinen kontrolli, jota ei toimiteta paketin mukana, on steriili rikastusalusta, esim. Demi Fraser -liemi. Ala kiyts vetta
negatiivisena kontrollina.

Turvallisuus
Kayttajan on luettava ja ymmarrettava kaikki Neogen Molekylaarista testijarjestelmaa ja Neogen Molekylaarista testisettia
2 - Listeria koskevat turvallisuusohjeet ja noudatettava niita. Sailyta turvallisuusohjeet myohempaa kayttoéa varten.

A VAROITUS: Osoittaa vaarallisen tilanteen, joka saattaa johtaa kuolemaan tai vakavaan loukkaantumiseen ja/tai
omaisuusvahinkoon, jos tilannetta ei valteta.

HUOMAUTUS: Osoittaa mahdollisesti vaarallisen tilanteen, joka saattaa johtaa aineelliseen vahinkoon, jos tilannetta
ei valteta.

A VAROITUS

Als kiaytid Neogen Molekylairists testisettia 2 - Listeria ihmisten tai eldinten diagnosointiin.

Neogen Molekylairisen testisetin 2 - Listeria menetelma saattaa tuottaa siind méaarin Listeria monocytogenesid,
etta se riittda aiheuttamaan raskaana oleville naisille sikidkuolleisuutta ja immuunipuutteisille kuolemantapauksia
altistumisen yhteydessa.

Kayttajan on jarjestettdva henkilokunnalleen koulutusta asianmukaisista testausmenetelmists, joita ovat esimerkiksi:
hyvit laboratoriokaytéannét, ISO/IEC 17025 tai ISO 7218),

Vadrien negatiivisten tulosten vuoksi markkinoille voi paasta kontaminoituneita tuotteita. Voit vahentaa tahan liittyva
riskeja toimimalla seuraavasti:
e Noudata kdytant6a ja tee testit tdsmalleen tuoteselosteessa esitetylla tavalla.

e Siilyta Neogen Molekylaarista testisettia 2 - Listeria pakkausmerkintojen ja tuoteselosteen mukaan.
o Kayta Neogen Molekylaarinen testisetti 2 - Listeria aina ennen viimeista kayttopaivaa.

e Kayta Neogen Molekylaarista testisettia 2 - Listeria sellaisiin elintarvike- ja ymparistonaytteisiin, jotka on validoitu
sisdisesti tai ulkopuolisen tahon toimesta.

e Kayta Neogen Molekylaarista testisettia 2 - Listeria vain sellaisten pintojen, puhdistusaineiden, kdytantdjen ja
bakteerikantojen kanssa, jotka on validoitu sisdisesti tai kolmannen osapuolen toimesta.

e Laimenna ymparistonaytteet, joissa kaytetaan aryylisulfonaattikompleksia sisaltavaa neutraloivaa puskuria,
suhteessa 1:2 ennen testausta (1 osa naytetts 1 osaan steriilia rikastusliuosta). Toinen vaihtoehto on siirtda 10 pl
neutraloivaa puskuririkastusliuosta Neogen-lyysiliuosputkiin. Neogen®-naytteiden kerdystuotteet, jotka sisaltavat
aryylisulfonaattikompleksia siséltavaa neutraloivaa puskuria, ovat seuraavat: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB,
SSL10NB2G, HS10NB, HS10NB2G ja HS2410NB2G.
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Kemikaaleille ja biologisille vaaratekijéille altistumiseen liittyvien riskien viahentdminen:
e On erittain suositeltavaa, ettd naispuoliselle laboratoriohenkildstélle tiedotetaan, etté kehittyvalle sikidlle aiheutuu
vaaraa aidin Listeria monocytogenes -altistuksen aiheuttamasta tartunnasta.

e Testaa taudinaiheuttajat asianmukaisesti varustetussa laboratoriossa koulutetun henkil6ston valvonnassa. Inkuboitu
rikastusaine ja laitteet tai pinnat, jotka ovat joutuneet kosketuksiin inkuboidun rikastusaineen kanssa, saattavat sisaltaa
taudinaiheuttajia maaran, joka riittaa aiheuttamaan vaaran ihmisten terveydelle.

e Noudata aina laboratorioiden vakioturvallisuuskaytéantja, joihin kuuluu asianmukaisten suojavaatteiden ja
silmésuojainten kayttaminen reagensseja ja kontaminoituja néytteita kasiteltdessa.

o Vilta kosketusta rikastusalustan ja reagenssiputkien sisallon kanssa monistuksen jalkeen.
e Havita rikastetut naytteet alan voimassa olevien standardien mukaisesti.

e Jos naytteita ei ole asianmukaisesti lampokasitelty testin lyysivaiheen aikana, ne saattavat muodostaa biologisen
vaaratekijan, jolloin niita El saa asettaa Neogen Molekylaériseen testi-instrumenttiin.

Testisetin valmistelun aikana tapahtuvaan ristikontaminaatioon liittyvien riskien vihentaminen:
e Kayta aina suojakasineits (kdyttajan suojaamiseksi ja nukleaasien siirtymisen estamiseksi).

Ympariston kontaminoitumiseen liittyvien riskien vahentaminen:
e Noudata havittamisessa voimassa olevia kontaminoituneen jatteen havittamista koskevia alan standardeja.

Jotta voit vahentaa kuumille nesteille altistumisesta aiheutuvia riskeja, noudata seuraavia ohjeita:
o Ala ylitéd lammityslaitteeseen merkittya suositeltua lampétila-asetusta.

e Ala ylita suositeltua kuumennusaikaa.

e Tarkasta Neogen® Molekylaarisen testilampoélohkon pistokkeen lampétila tarkoituksenmukaisella kalibroidulla
lampdmittarilla (esim. osittain upotettavalla lampdmittarilla tai digitaalisella termoparimittarilla, ei kokonaan
upotettavalla lampdmittarilla.) Lampdmittari on asetettava sille maarattyyn paikkaan Neogen Molekylaarisen
testilampdlohkon pistokkeessa.

HUOMAUTUS

Testisetin valmistelun aikana tapahtuvaan ristikontaminaatioon liittyvien riskien vihentaminen:
e Vaihda kasineet ennen reagenssipelletin kastelemista.

e Steriilien aerosoliesteen muodostavien molekyylibiologiaan soveltuvaa laatua olevien pipetinkérkien (suodatinkarkien)
kaytto on suositeltavaa.

e Kayta jokaisen naytteen siirtamiseen uutta pipetinkarkea.

o Kayta naytteiden siirtamiseen rikastamisesta lyysiputkeen hyvia laboratoriokaytantoja. Pipetoijan kontaminoitumisen
valttamiseksi kayttaja voi halutessaan lisata ylimaaraisen siirtovaiheen. Jokaisen rikastetun naytteen voi esimerkiksi
siirtaa steriiliin putkeen.

e Jos mahdollista, kdyta molekyylibiologista tybasemaa, jossa on bakteerintuholamppu. Steriloi laboratorion tyotasot
ja vélineet (pipetit, sulku- ja avaustydkalut jne.) sdannéllisesti 1-5-tilavuusprosenttisella (veteen laimennetulla)
talouskayttoisella valkaisuaineliuoksella tai DNA:n poistoliuoksella.

Vahenna vaariin positiivisiin tuloksiin liittyvia riskeja toimimalla seuraavasti:
e Al3 koskaan avaa reagenssiputkia monistuksen jalkeen.

e Havitd kontaminoituneet putket aina liottamalla niitd 1-5-tilavuusprosenttisessa (veteen laimennetussa)
valkaisuaineliuoksessa tai vastaavassa liuoksessa 1 tunnin ajan et&aalla testin valmistelualueelta.

e Ala koskaan autoklavoi reagenssiputkia monistuksen jalkeen.
Katso lisatietoja havittamisesta ja paikallisista maarayksista kayttoturvallisuustiedotteesta.
Jos sinulla on jotain tiettya sovellusta tai menetelmaéa koskevia kysymyksia, kay verkkosivuillamme osoitteessa

www.neogen.com tai ota yhteytta paikalliseen Neogen-edustajaan tai -jalleenmyyjaan.

Kayttajan vastuu
Kayttajan vastuulla on tutustua tuoteselosteeseen ja -tietoihin. Lisatietoja saat verkkosivustolla osoitteesta
www.neogen.com tai ottamalla yhteytta paikalliseen Neogen-edustajaan tai -jalleenmyyjaan.

Testausmenetelmaa valitessa on tarkeaa ottaa huomioon, etta ulkoiset tekijat, kuten naytteenottomenetelmat,
testausprotokollat, ndytteiden valmistus, kasittely ja laboratoriotekniikat, voivat vaikuttaa testaustuloksiin.
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Kayttéja on aina testausmenetelmaa tai tuotetta valitessaan vastuussa siitd, ettd han arvioi riittdvan maaran naytteita
kyseisista elintarvikkeista ja mikrobialtistuksista kayttdjan kriteerien tayttymisen varmistamiseksi.

Kayttajan vastuulla on myds varmistaa, ettéd testausmenetelmat ja tulokset tayttavat hanen asiakkaidensa tai
toimittajiensa vaatimukset.

Kuten kaikkien testausmenetelmien kohdalla, minka tahansa Neogen Food Safety -tuotteen kaytdsta saavutetut tulokset
eivat ole takuu matriisien tai testattujen prosessien laadusta.

Voidakseen auttaa erilaisten elintarvikematriisien arvioinnissa Neogen on kehittanyt Neogen® Molekylaarisen testitaulukon
valvontasarjan. Maarita tarvittaessa testitaulukon hallinnan avulla, vaikuttaako matriisi Neogen Molekylaarisen

testisetin 2 - Listeria tuloksiin. Testaa validointivaiheiden aikana useita matriisia edustavia naytteita, ts. eri |ahteisté saatuja
naytteitd, kun olet ottamassa kaytt66n Neogen-menetelméaa tai kun olet testaamassa uusia tai tuntemattomia matriiseja tai
matriiseja, joiden raaka-aineita tai valmistustapoja on muutettu.

Matriisi voidaan maarittaa tuotetyypiksi, jolla on sisdisid ominaisuuksia, kuten koostumus ja valmistustapa. Matriisien
valiset erot voivat johtua niinkin yksinkertaisista tekijoista kuin eroista niiden kasittelyssa tai jalostusasteessa, esim. raaka tai
pastéroitu, tuore tai kuivattu.

Takuun rajoitus / rajoitettu korvausvelvollisuus

NEOGEN KIISTAA KAIKKI NIMENOMAISET JA EPASUORAT TAKUUT, MUKAAN LUKIEN KAIKKI TAKUUT
KAYPYYDESTA TAI SOPIVUUDESTA TIETTYYN KAYTTOTARKOITUKSEEN, PAITS| JOS TUOTEPAKKAUKSEN
TAKUUOSIOSSA TOISIN MAINITAAN. Jos mika tahansa Neogen Food Safety -tuote on viallinen, Neogen tai sen
valtuutettu jélleenmyyja joko korvaa tuotteen tai palauttaa sen ostohinnan. Nadmé ovat ainoat mydnnetyt korvaukset. Ota
yhteyttd Neogen-edustajaasi tai valtuutettuun Neogen-jalleenmyyjaéan, jos sinulla on kysyttavaa.

Neogen:n vastuun rajoitukset

NEOGEN EI OLE VASTUUSSA MENETYKSISTA TAI VAHINGOISTA, OLIVAT NE SITTEN SUORIA, EPASUORIA,
ERITYISLAATUISIA, SATUNNAISIA TAI VALILLISIA, MUKAAN LUKIEN VOITONMENETYKSET. Missain tapauksessa
Neogen:n vastuu ei minkaan laillisen perusteen mukaan ole suurempi kuin vialliseksi vaitetyn tuotteen hinta.

Sailytys ja havittaminen

Sailyta Neogen Molekylaarista testisettia 2 - Listeria 2—8 °C:n lampétilassa. Suojattava jaatymiselta. Sailyta paketti valolta
suojattuna. Kun olet avannut paketin, tarkista, etta foliopussi on ehja. Ei saa kayttaa, jos pussi on vahingoittunut. Avaamisen
jalkeen kayttamattomat reagenssiputket on aina séailytettdva uudelleensuljettavassa pussissa, jonka sisalla on kuivausainetta
lyofilisoitujen reagenssien stabiliteetin yllapitamiseksi. Sailytd uudelleensuljettuja pusseja 2—8 °C:n lampétilassa enintaén
60 paivan ajan.

Ala kayta Neogen Molekylaarista testisettia 2 - Listeria viimeisen kayttopaivan jalkeen. Viimeinen kiyttopaiviys
ja eréanumero on merkitty pakkauksen ulkopuolelle. Kayton jalkeen rikastusaine ja Neogen Molekylaarisen
testisetin 2 - Listeria putket voivat siséltdad mahdollisesti patogeenisia aineita. Kun testi on suoritettu loppuun,
noudata saastuneen jatteen havittamisessa alan nykykaytantoja. Katso lisatietoja havittamisesta ja paikallisista
maarayksista kayttoturvallisuustiedotteesta.

Kayttéohjeet
Noudata huolellisesti kaikkia ohjeita. Jos ohjeita ei noudateta, tulokset saattavat olla epatarkkoja.

Steriloi laboratorion tyétasot ja vilineet (pipetit, sulku- ja avaustydkalut jne.) sdannéllisesti 1-5-tilavuusprosenttisella
(veteen laimennetulla) talouskayttdisella valkaisuaineliuoksella tai DNA:n poistoliuoksella.

Kayttajan on suoritettava Neogen Molekylaarisen testijarjestelman kayttajakoulutus, kuten asiakirjassa ”Installation
Qualification (IQ) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for Neogen Molecular Detection
System”® kuvataan.

Katso erityisvaatimukset kohdasta Erikoisohjeet validoituja menetelmia varten:

Taulukko 3 sisaltaa rikastuskaytannot seuraavien mukaisesti: AOAC® Official Method of Analysis™ 2016.07 ja AOAC®
Performance Tested Method®" -sertifikaatti #111501.

Taulukko 4 sisaltda NF Validation -sertifikaatin 3M 01/14-05/16 mukaisen rikastuskdytannon.
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Taulukossa 2, 3 tai 4 on rikastuskaytéantdjen ohjeet elintarvike- ja ymparistonaytteille. Kayttajan vastuulla on vahvistaa
vaihtoehtoisten naytteenottokaytantdjen ja laimennussuhteiden soveltuvuus sen varmistamiseksi, etta testimenetelmé
vastaa kayttajan kriteereita.

Elintarvikkeet

1. Anna (ferriammoniumsitraattia sisaltdvan) Demi Fraser -rikastusalustan lammeta laboratorion ilman lampétilaan.

Naytteen rikastus

2. Yhdista rikastusalusta ja ndyte aseptisesti taulukoiden 2, 3 tai 4 mukaisesti. Kaikkien lihanaytteiden ja erittain
hiukkaspitoisten naytteiden yhteydessa suositellaan kayttamaan suodatinpusseja.

3. Homogenoi huolellisesti sekoittamalla, vatsasekoituksella, kdsin sekoittamalla 2 + 0,2 minuuttia. Inkuboi
37 £ 1 °C:ssa taulukoiden 2, 3 tai 4 mukaisesti.

4. Raakoja maitotuotteita varten (katso taulukot 2 tai 4) siirrd 0,1 ml ensisijaista rikastuslientd 10 ml:aan Fraser-lienta.
Inkuboi 37 £ 1 °C:ssa 20—24 tunnin ajan.

Ymparistondytteet

Naytteenkerayslaitteena voidaan kéyttda puhdistusaineiden vaikutusten kumoamiseksi neutraloivalla liuoksella kosteutettua
sienta. Neogen suosittaa kayttamaan biosiditonta selluloosasienta. Neutraloivana liuoksena voidaan kayttaa neutraloivaa
Dey-Engleyn (D/E) -lient4 tai Letheen-lienta. Suosittelemme puhdistamaan alueen néytteenoton jalkeen.

VAROITUS: Mikali paatat kayttaa sienen hydratointiliuoksena aryylisulfonaattikompleksia sisaltavaa neutraalia puskuria,
rikastettu ympéristdnayte on laimennettava suhteessa 1:2 (1 osa naytettéd 1 osaan steriilia rikastusliuosta) ennen testausta
sellaisten vaarien negatiivisten tulosten riskien véhentamiseksi, joiden vuoksi markkinoille voi paésté kontaminoituneita
tuotteita. Toinen vaihtoehto on siirtda 10 pl neutraloivaa puskuririkastusliuosta Neogen-lyysiliuosputkiin.

Naytteenottoalueen suositeltava koko patogeenin esiintymisen tai puuttumisen havaitsemiseksi pinnalla on vahintaan
100 cm? (10 cm x 10 cm tai 4 tuumaa x 4 tuumaa). Sienella naytetts ottaessasi kay lapi koko alue kahdessa suunnassa
(vasemmalta oikealle ja sen jalkeen ylhaalta alas) tai kerda ympéristonaytteet voimassa olevia naytteenottokdytantoja
noudattaen tai asiakirjojen FDA BAM®, USDA FSIS MLG® tai standardin ISO 18593 ohjeiden mukaisesti.

1. Anna (ferriammoniumsitraattia sisaltavan) Demi Fraser -rikastusalustan lammeté laboratorion ilman lampétilaan.
2. Yhdista rikastusalusta ja ndyte aseptisesti taulukoiden 2, 3 tai 4 mukaisesti.

3. Homogenoi huolellisesti sekoittamalla, vatsasekoituksella, kasin sekoittamalla tai vortex-sekoituksella 2 £ 0,2 minuuttia.
Inkuboi 37 £ 1 °C:ssa 24—30 tunnin ajan taulukoiden 2, 3 tai 4 mukaisesti.
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Taulukko 2: Yleiset rikastuskaytannét 37 = 1 °C:ssa Demi Fraser -lientad® ja Fraser-lienta® tarpeen mukaan.

Nayt- Rikastus- Rikastus-

Naytematriisi teen liemen tila- lampétila Rll.(astus-
koko vuus (ml) (x1°C) aika (h)
Lampokasi-
telty, keitetty,
suolattu tai
savustettu

liha, siipikarja,
dyriaiset ja kala

Lampokasitel-

lyt/pastéroidut | o5 9 205 37 24-30
maitotuotteet

Hedelmat ja
vihannekset

Moni-
komponentti-
elintarvikkeet
L 1 sieni | 100 tai 225 37 24-30
Ymparisto- ]
naytteet tossu- 10 37 24-30
nayte
Raaka liha,
siipikarjanliha, 25¢g 475 37 28-32
ayriaiset ja kala
Ensisijainen rikastusliemi Toissijainen rikastusliemi
(Demi Fraser -liemi)® (Fraser-liemi)® .
Naytteen
Naytematriisi : ; : ; . _ analyysi-
Naytteen .R|kastu.s I'ilkas.t'u.s Rikastus- | Naytteen Iﬁlkas‘t.u's Rikastus- | tilavuus®
koko liemen tila- lampétila aika (h) koko lampétila aika (h)
vuus (ml) (x1°C) (x1°C)
Siirra
Raa’at 0,1 ml
. 25¢g 225 37 20-24 10 ml:aan 37 20-24 10 pl
maitotuotteet
Fraser-
lienta

(a) Demi Fraser- ja Fraser-liemiin on aina lisattava Fraser-liemen rikastussuplementtia (ferriammoniumsitraattia) ensi- tai
toissijaisen rikastuksen aikana.

(b) Neogen-lyysiliuosputkiin siirrettéva rikastetun naytteen tilavuus. Katso Lyysi-osion vaihe 4.6.
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Erikoisohjeet validoituja menetelmia varten
AOAC® Official Method™ 2016.07
AOAC® Performance Tested Method®™ #111501

/| AOAC
RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 111501

Tutkimuslaitos AOAC:n OMASM- ja PTMSM -ohjelmissa Neogen Molekylaarinen testisetti 2 - Listeria todettiin tehokkaaksi
Listeria-lajien havaitsemismenetelmaksi. Tutkimuksessa testatut matriisit nakyvat taulukossa 3.

Taulukko 3. Rikastuskaytannét, joissa kaytetaan Demi Fraser -lientd® 37 = 1 °C:ssd AOAC OMASM 2016.07:n ja AOAC
PTMSM -sertifikaatin #111501 mukaisesti.

Niytematriisi Naky:It;en Rikastusliemen tilavuus (ml) Rikastusaika (h)
Hot dogit naudanlihasta, queso
fresco, vaniljakermajaatelo,
4-prosenttinen tuorejuusto maidosta,
3-prosenttinen kaakao tdysmaidosta, 259 225 24-30
romaine-sidesalaatti, pakattu tuore
pinaatti, kylmasavulohi
Raaka broileri 25¢g 475 28-32
Kalkkunaleike 1259 1125 24-30
Cantaloupenmeloni® Koko meloni Riittavasti, jotta meloni kelluu 26-30
. Ruostumaton teras 1 sieni 225 24-30
j*g § Pinnoitettu betoni 1 sieni 100 24-30
£ c Muovi® 1 tossuniyte 10 24-30

Kaikki AOAC-validointiin tarkoitetut ndytteet homogenoitiin vatsasekoituksella, jollei muuta mainita.

(a) Demi Fraser- ja Fraser-liemiin on aina lisattava Fraser-liemen rikastussuplementtia (ferriammoniumsitraattia) ensi- tai
toissijaisen rikastuksen aikana.

(b) Homogenoi nayte sekoittamalla kasin.

(c) Homogenoi nayte vortex-sekoituksella.

AFNOR Certification myontama NF Validation -sertifikaatti

t““F‘CATION
3

VALIDATION
EN 1SO 16140

3M 01/14-05/16
ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http://nf-validation.afnor.org/en

Lisatietoja validointiajan paattymisesta on NF VALIDATION -sertifikaatissa, joka on saatavissa edella
mainitulta verkkosivustolta.

NF Validation -sertifioitu ISO 16140-2® -standardin mukainen menetelmi verrattuna ISO 11290-1® -standardiin

Validoinnin soveltamisala: Kaikki ihmisravinnoksi tarkoitetut elintarvikenédytteet ja ympéristénaytteet (alkutuotannon
naytteita lukuun ottamatta)
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Naytteiden valmistaminen: Naytteiden valmistamisessa on noudatettava standardeja ISO 11290-1@ ja ISO 6887

Ohjelmistoversio: Katso sertifikaatista

Taulukko 4. Rikastuskaytannot NF VALIDATION -sertifioidun menetelman 3M 01/14-05/16 mukaisesti 37 + 1 °C:ssa
kayttaen Demi Fraser-® ja Fraser-liemia® tarpeen mukaan.

. Rikastus- . Nayt-

. Nayt- . Rikastus- . teen . -
Yleinen liemen e Rikastus- . | Hyvaksyttava
kaytianto teen tilavuus [Impeie aika (h) AEAEE keskeytyspiste

koko (x1°C) tila-
(ml) vuus®
Kaikki e Demi Fraser
elintar- -liemessa
vike- enintaan
naytteet 72 tunnin
(paitsi ajan
raaka | g 205 37 oa-30 | 20 |® yseatt
liha, 9 H -20 °C:ssa
raa’at e Lysaatti
ayriaiset 4 °C:ssa
jaraa’at enintaan
maito- 72 tunnin
tuotteet) ajan
259,
1 tos-
Ympéris- [ sundyte e Lysaatti
tonayt- tai 225 37 24-30 20 pl 4 o
-20 °C:ssa
teet 1 pyy-
hinta-
nayte
. Nayt-

Erityinen | Nayt- R'.k astus Rikastus- . teen .. -
s as aae liemen e Rikastus- . | Hyvaksyttava
EPAEITD | e tilavuus it aika (h) EHEL A keskeytyspiste
1 koko (x1°C) tila- YEYER

(ml) vuus®
uus
e Demi Fraser
-liemessa
enintaan
72 tunnin
Raaka ajan
liha ja o Lysaatti
raa’at 25¢g 475 37 28-32 20yl -90 °Cissa
ayriaiset e Lysaatti
4 °C:ssa
enintaan
72 tunnin
ajan
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Ensisijainen rikastusliemi .. . .. s
. IS Toissijainen rikastusliemi (Fraser-liemi) . .
. (Demi Fraser -liemi) Hyvaksytta-
Erityinen Rikastus vi
kéytanto lkastus- | p. - : ) "
yt2 Naytteen | liemen ::;rl:‘aps;:;a Rikastus- | Naytteen glrl:‘a:;:;a Rikastus- I::th;;eirj keskeytys-
i i i iste
koko tilavuus (£1°C) aika (h) koko (1°C) aika (h) tilavuus® P
(ml)
e Fraser-lie-
Siirra messa
Raa’at 0,1 ml enintaan
maito- 259 225 37 20-24 | 10 ml:aan 37 20-24 10l 72 tunnin
tuotteet Fra- ajan
ser-lienta e Lysaatti
-20 °C:ssa

(a) Demi Fraser- ja Fraser-liemiin on aina lisattava Fraser-liemen rikastussuplementtia (ferriammoniumsitraattia) ensi- tai

(

toissijaisen rikastuksen aikana.

b) Neogen-lyysiliuosputkiin siirrettava rikastetun naytteen tilavuus. Katso Lyysi-osion vaihe 4.6.

Huomautus: Yli 25 g:n naytteité ei ole testattu NF validation -tutkimuksessa.

Neogen® Molekylairisen testinopeuden latausalustan valmistelu

1.

Kostuta liina 1-5-tilavuusprosenttisella (veteen laimennetulla) talouskayttoisella valkaisuliuoksella tai vastaavalla
liuoksella ja pyyhi Neogen® Molekylaarisen testinopeuden latausalusta.

2. Huuhtele Neogen Molekylaarisen testinopeuden latausalusta vedella.

3. Pyyhi Neogen Molekylaarisen testinopeuden latausalusta kuivaksi kertakayttoisella liinalla.

4. Varmista ennen kayttoa, ettd Neogen Molekylaarisen testinopeuden latausalusta on kuiva.

Neogen® Molekylairisen testijadhdytyslohkon pistokkeen valmistelu
Aseta Neogen® Molekylaarinen testijadhdytyslohko suoraan laboratorion tyétasolle. Kayta jaahdytyslohkoa laboratorion
ilman lampétilassa (20-25 °C).

Neogen® Molekylairisen testilampdlohkon pistokkeen valmistelu
Aseta Neogen® Molekylaarisen testilampolohkon pistoke kaksilohkoiseen kuivalammityslaitteeseen. Kytke
kuivalohkolammitin paalle, aseta Iampdétila ja anna Neogen Molekylarisen testilampdolohkon pistokkeen lammeta

1

00 £ 1 °C:n lampatilaan niin, ettd saavutettu lampatila pysyy samana.

Huomautus: Anna Neogen Molekylaarisen testilampodlohkon pistokkeen lammeta asetuslampdtilaan noin 30 minuuttia
lammityslaitteen mukaan. Varmista tarkoituksenmukaisen kalibroidun Iampémittarin avulla (esim. osittain upotettava
lampdmittari tai digitaalinen termoparimittari, ei kokonaan upotettava lampdmittari), joka on asetettu sille maarattyyn
paikkaan, ettd Neogen Molekylaarisen testilampdélohkon pistokkeen lampétila on 100 = 1 °C.

Neogen® Molekylaarisen testi-instrumentin valmistelu

1.

Kaynnista Neogen® Molekylaarisen testijarjestelman ohjelmisto ja kirjaudu sisaan. Varmista Neogen Food
Safety -edustajaltasi, ettad kaytdssasi on ohjelmiston uusin versio.

2. Kytke Neogen Molekylaarinen testi-instrumentti paille.

3. Luo tai muokkaa ajo kunkin naytteen tiedoille. Katso tarkemmat tiedot Neogen Molekylaarisen

testijarjestelman kayttdoppaasta.

Huomautus: Neogen Molekylaarisen testi-instrumentin on saavutettava Valmis-tila ennen Neogen Molekylaarisen
testinopeuden latausalustan ja reaktioputkien asettamista laitteeseen. Lammitysvaihe kestda noin 20 minuuttia, ja sen
merkiksi instrumentin tilarivilla palaa ORANSSI valo. Kun instrumentti on valmis ajon kdynnistamista varten, tilarivin valo
muuttuu VIHREAKSI.




Lyysi
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Poista Neogen Lyysiliuostelineen pohja ruuvimeisselill3 tai lastalla, ennen kuin asetat sen Neogen Molekylaarisen
testilampdlohkon pistokkeeseen.

1. Anna Neogen Lyysiliuosputkien lammeta jattamalla teline huoneenlampoén (20-25 °C) ydn yli (16—18 tunnin ajaksi).
Neogen Lyysiliuosputket voi lammittda huoneenlampé6n myds asettamalla ne laboratorion ty6tasolle vahintaan
2 tunniksi, inkuboimalla Neogen Lyysiliuosputkia inkubaattorissa 37 = 1 °C:ssa 1 tunnin ajan tai asettamalla Neogen
Lyysiliuosputket kaksilohkoiseen kuivalammittimeen 100 £ 1 °C:n lampdtilaan 30 sekunniksi.

2. Sekoita suljetut putket kdantamalla ne yl6salaisin. Siirry seuraavaan vaiheeseen 4 tunnin kuluessa.

3. Poista rikastusliemi inkubaattorista.

4. Jokaiselle naytteelle ja negatiiviselle kontrollinaytteelle (NC) (steriili rikastusaine) tarvitaan yksi Neogen Lyysiliuosputki.

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

Neogen Lyysiliuosputkiliuskat voidaan leikata haluttuun Neogen Lyysiliuoksen putkimaaraan. Valitse
tarvittava yksittaisten Neogen Lyysiliuosputkien tai 8 putken liuskojen maara. Aseta Neogen Lyysiliuosputket
tyhjaan telineeseen.

Ristikontaminaation valttdmiseksi poista suojus yhdestd Neogen Lyysiliuosputkiliuskasta kerrallaan ja kayta
jokaiseen siirtovaiheeseen uutta pipettia.

Siirra rikastettu ndyte Neogen Lyysiliuosputkiin seuraavien ohjeiden mukaisesti:

Siirra jokainen rikastettu nayte ensin erilliseen Neogen Lyysiliuosputkeen. Siirrd negatiivinen kontrolli
(NC) viimeiseksi.

Kayta Neogen® Molekylaarisen testin cap/decap-tydkalua — Lysis yhden Neogen Lyysiliuosputkiliuskan
avaamiseen — yksi liuska kerrallaan.

Heita Neogen Lyysiliuosputken suojus pois — jos lysaatti sailytetdan uudelleentestausta varten, laita suojukset
puhtaaseen astiaan lyysin jélkeista uudelleenkaytt6a varten.

4.5.1 Sailytetyn lysaatin kasittelyyn liittyvat ohjeet ovat liitteessa A.

Siirra 20 pl naytetta Neogen Lyysiliuosputkeen, jollei ndytteenottokaytantétaulukoissa 2, 3 tai 4 muuta mainita
(esim. raa’at maitotuotteet tai kidytettdessa ympéristénaytteitd ja neutraloivaa puskuririkastusliuosta, kayta 10 pl).

5. Toista vaihe 4.4—4.6, kunnes kukin yksittdinen nayte on lisatty vastaavaan Neogen Lyysiliuosputkeen liuskassa.

Kun kaikki naytteet on siirretty, siirréd 20 ul negatiivista kontrollia (steriilia rikastusainetta, Demi Fraser -liuosta)

Neogen Lyysiliuosputkeen. Ala kiyta vettd negatiivisena kontrollina.

7. Varmista, ettd Neogen Molekylaarisen testilampolohkon pistokkeen lampdtila on 100 = 1 °C.

Aseta peittamaton Neogen Lyysiliuosputkiteline Neogen Molekylaarisen testilampoélohkon pistokkeeseen ja kuumenna

15 £ 1 minuuttia. Kuumennuksen aikana Neogen Lyysiliuoksen vari muuttuu vaaleanpunaisesta (viilea) keltaiseksi
(kuuma).

8.1

Jos néytteita ei ole asianmukaisesti lampdokasitelty testin lyysivaiheen aikana, ne saattavat muodostaa biologisen
vaaratekijan, jolloin niitd El saa asettaa Neogen Molekylaariseen testi-instrumenttiin.

10
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9. Poista peittdamatén Neogen Lyysiliuosputkiteline Ilammityslohkosta ja anna sen viilentyd Neogen Molekylaarisen
testijaadhdytyslohkon pistokkeessa vahintaan 5 minuuttia ja enintdan 10 minuuttia. Neogen Molekylaarisen
testijadhdytyslohkon pistoke, jota kdytetdan ympariston lampdisen3, asetetaan suoraan laboratorion tyétasolle. Viileana
lyysiliuoksen véri palaa vaaleanpunaiseksi.

10.Poista Neogen Lyysiliuosputkiteline Neogen Molekylaarisen testijaahdytyslohkon pistokkeesta.

00:15:00

il YA

Monistaminen
1. Jokaiselle naytteelle ja negatiiviselle kontrollindytteelle tarvitaan yksi Neogen Molekylaarisen testisetin
2 - Listeria -reagenssiputki.
1.1 Reagenssiputkiliuskat voidaan leikata haluttuun maaraan putkia. Valitse tarvittava yksittaisten
Neogen Molekylaarisen testisetin 2 - Listeria -reagenssiputkien tai 8 putken liuskojen maara.

1.2 Aseta Neogen Molekylaarisen testisetin 2 - Listeria -reagenssiputket tyhjaan telineeseen.
1.3 \Valta liikuttamasta reagenssipelletteja putkien pohjalta.
2. Valitse yksi Neogen Reagenssin valvontaputki (RC) ja aseta telineeseen.

3. Ristikontaminaation valttamiseksi poista suojus yhdestd Neogen Molekylaarisen testisetin 2 - Listeria
-reagenssiputkinauhasta kerrallaan ja kayta uutta pipetin karkeé jokaisessa siirtovaiheessa.

4. Siirra lysaatti Neogen Molekylaérisen testisetin 2 - Listeria -reagenssiputkeen ja Neogen Reagenssin
valvontaputkeen seuraavasti:

Siirra jokainen naytelysaatti yksittdiseen Neogen Molekylaarisen testisetin 2 - Listeria -reagenssiputkeen ensin ja sitten
negatiivinen kontrolli. Hydratoi RC-valvontaputki viimeisena.

5. Avaa Neogen Molekylaarisen testisetin 2 - Listeria -reagenssiputki kayttamalla Neogen® Molekylaérisen testin cap/
decap-tyokalua - Reagenssi — yksi reagenssiputken putkiliuska kerrallaan. Heita suojus pois.

5.1 Siirra 20 ul ndytelysaattia Neogen Lyysiliuosputkessa olevan nesteen ylemmisti puoliskosta (vilta sakkaa)
vastaavaan Neogen Molekylaérisen testisetin 2 - Listeria -reagenssiputkeen. Annostele vinossa kulmassa,
jotta et liikuta pelletteja. Sekoita pipetoimalla varovasti ylos ja alas 5 kertaa.

5.2 Toista vaihe 5.1, kunnes kaikki yksittadiset ndytelysaatit on lisatty vastaavaan Neogen Molekylaarisen
testisetin 2 - Listeria -reagenssiputkeen liuskassa.

5.3 Peita Neogen Molekylaarisen testisetin 2 - Listeria -reagenssiputket mukana toimitetuilla lisdsuojuksilla ja
varmista, ettd ne ovat tiukasti paikoillaan painamalla niitd Neogen Molekylaarisen testin cap/decap-tyodkalun -
Reagenssi pyoristetylla puolella eteen- ja taaksepéain suuntautuvalla liikkeella.

5.4 Toista tarvittaessa vaiheet 5.1-5.3 testattavien naytteiden maaran mukaan.

5.5 Kun kaikki ndytelysaatit on siirretty, siirrd 20 pl negatiivista kontrollilysaattia Neogen Molekylaarisen
testisetin 2 - Listeria -reagenssiputkeen toistamalla vaiheet 5.1-5.3.

5.6 Siirra 20 pl negatiivista kontrollilysaattia Neogen Reagenssin valvontaputkeen. Annostele vinossa kulmassa,
jotta et liikuta pelletteja. Sekoita pipetoimalla varovasti yl6s ja alas 5 kertaa.

11
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6. Aseta suojuksella suljetut putket puhtaaseen ja steriloituun Neogen Molekylaarisen testinopeuden latausalustaan.
Sulje ja lukitse Neogen Molekylaarisen testinopeuden latausalustan kansi.

20 L

7. Tarkasta ja vahvista maaritetty ajo Neogen Molekylaarisen testijarjestelman ohjelmistossa.

8. Napsauta ohjelmiston Start (Kaynnista) -painiketta ja valitse kaytettiava instrumentti. Valitun instrumentin kansi
aukeaa automaattisesti.

9. Aseta Neogen Molekylaarisen testinopeuden latausalusta Neogen Molekylaariseen testi-instrumenttiin ja aloita testi
sulkemalla kansi. Saat tulokset 75 minuutin kuluessa, positiiviset tulokset saatetaan kuitenkin havaita jo aikaisemmin.

10.Kun testi on suoritettu loppuun, ota Neogen Molekyladarisen testinopeuden latausalusta Neogen Molekylaarisesta testi-
instrumentista ja havita putket liottamalla niitd 1—5-tilavuusprosenttisessa (veteen laimennetussa) talouskayttdisessa
valkaisuaineliuoksessa tai vastaavassa liuoksessa 1 tunnin ajan ja etdalla testin valmistelualueelta.

HUOMAUTUS: Jotta ristikontaminaation aiheuttamien vaarien positiivisten riski olisi mahdollisimman pieni, 414 koskaan
avaa monistettua DNA:ta sisdltavid Neogen Molekylaarisen testisetin 2 - Listeria -reagenssiputkia. Tama koskee Neogen
Molekylaarisen testisetin 2 - Listeria -reagenssiputkia, Neogen Reagenssin valvontaputkia ja Neogen Molekylaarisen
testitaulukon valvontaputkia. Havitd kontaminoituneet putket aina liottamalla niitd 1-5-tilavuusprosenttisessa (veteen
laimennetussa) valkaisuaineliuoksessa tai vastaavassa liuoksessa 1 tunnin ajan etaalla testin valmistelualueelta.

Tulokset ja tulkinta

Algoritmi tulkitsee nukleiinihappojen monistuksen tunnistuksesta saatavaa valon sirontakdyraa. Ohjelmisto analysoi tulokset
automaattisesti, ja tulokset varikoodataan tuloksen mukaan. Positiivinen tai negatiivinen tulos maéritetdan analysoimalla
useita yksilollisia kdyraparametreja. Oletetut positiiviset tulokset ilmoitetaan reaaliaikaisesti, kun taas negatiiviset ja
tarkastettavat tulokset ndytetaan ajon valmistumisen jalkeen.

Oletetut positiiviset ndytteet on vahvistettava laboratorion vakiotoimintamenetelmien mukaisesti tai noudattamalla
asianmukaista vertailumenetelmaa(-2? aloittamalla ndytteen siirrosta ensisijaisesta rikastusliemesta toissijaiseen
rikastusliemeen (jos kaytdssa), mité seuraa kasvatusalustaan asettaminen ja isolaattien vahvistaminen asianmukaisilla
biokemiallisilla ja serologisilla menetelmilla.

HUOMAUTUS: Negatiivinenkaan néyte ei anna nollalukemaa, silla jarjestelmall ja Neogen Molekylaarisen
testisetin 2 - Listeria -monistusreagensseilla on tausta-RLU-lukema (suhteellinen valoyksikké).

Joissain harvoissa tapauksissa valon sironta voi olla epatavallinen, jolloin algoritmi merkitsee sen tarkastettavaksi. Neogen
suosittelee testin uusimista tarkastettavaksi merkittyjen naytteiden osalta. Jos tulokseksi tulee jatkuvasti Inspect (Tarkasta),
tee varmistustesti kayttamalla itse parhaaksi katsomaasi menetelmaa tai paikallisten maardysten mukaista menetelmaa.
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Taulukko 5: Neogen Molekylaarisen testijarjestelman ohjelmistossa kaytetyt naytteiden tulossymbolit ja niiden tulkinta.

Putk . .
u er.1 Putken tulossymboli Tulos Tulkinta
tyyppi
Nayte ‘ Positiivinen Oletettu positiivinen ndyte kohdepatogeenin osalta.
. . Negatiivinen nadyte kohdepatogeenin osalta.

Nayte Negatiivinen
Naytematriisi inhiboi testin. Uusintatestaus voi olla

Nayte @ Estetty valttamaton. Katso lisatietoja vianmaarityskohdasta ja
testisetin tuoteselosteesta.
Kohdepatogeenin esiintymista tai sen puuttumista ei voitu

Nayte @ Tarkasta maaritella. Uusintatestaus voi olla valttamaton. Katso lisatietoja
vianmaarityskohdasta ja testisetin tuoteselosteesta.
Bioluminesenssia ei havaittu. Uusintatestaus voi olla

Nayte @ Virhe valttamaton. Katso lisatietoja vianmaarityskohdasta ja
testisetin tuoteselosteesta.

Tulosten vahvistaminen NF VALIDATION -sertifioidun menetelmén mukaisesti

NF VALIDATIONiIn yhteydessa kaikki Neogen Molekylaarisella testisetilla 2 - Listeria maaritetyt positiiviset naytteet tulee
vahvistaa jollain seuraavista testeista:

Vaihtoehto 1: Kayttamalla 1SO 11290-1® -standardia aloittaen Demi Fraser -rikastamisesta.

Vaihtoehto 2: Eristaminen PALCAM-agarilla tai kromogeenisella agarilla osana NF VALIDATION -sertifioitua
Listeria-suvun havaitsemismenetelmaa. Tunnusomaisten pesdkkeiden esiintyminen riittda vahvistamaan Listeria spp.
-bakteerien esiintymisen.

Vaihtoehto 3: Kayttamalla ISO 7218® -standardissa kuvattuja DNA-koettimia selektiiviselta agarlevylts eristettyihin
pesikkeisiin (katso vaihtoehdot 1 tai 2).

Vaihtoehto 4: Kayttamalla jotain muuta NF VALIDATION -sertifioitua menetelma4, jonka periaatteen on oltava erilainen
kuin Neogen Molekylaarisessa testisetissa 2 - Listeria. On kaytettava télle toiselle validoidulle menetelmaélle kuvattua koko
kaytantoa. Kaikkien vahvistamisen alkua edeltavien vaiheiden on oltava kummallekin menetelmalle yhteisia.

Jos tulokset ovat ristiriitaisia (Neogen Molekylaarisen testisetin 2 - Listeria saatu oletettu positiivinen tulos, jota
ei saada vahvistettua jollakin edelld kuvatuista tavoista), laboratorion on tehtéva tarvittavat toimenpiteet saadun
tuloksen validoimiseksi.

Jos sinulla on jotain tiettya sovellusta tai menetelmaa koskevia kysymyksia, kdy verkkosivuillamme osoitteessa
www.neogen.com tai ota yhteytta paikalliseen Neogen-edustajaan tai -jélleenmyyjaan.

Liite A. Kaytannon keskeytys: Lampokasiteltyjen lysaattien sailyttaminen ja uudelleentestaus. Lysaattien sailytys
2-8 °C:ssa 72 tunnin ajan ei koske maitotuote- ja ymparistonaytteita.

1. Sailyta lampokasitelty lysaatti sulkemalla lyysiputki uudelleen puhtaalla suojuksella (katso "Lyysi”, 4.5).
Sailyta 2—-8 °C:ssa enintdan 72 tuntia.

Valmistele sailytetty ndyte monistamista varten kaantelemalla sitd 2—3 kertaa, jotta se sekoittuu.
Poista suojukset putkista.

o Db

Aseta sekoitetut lyysiputket Neogen Molekylaarisen testilampdlohkon pistokkeeseen ja kuumenna 100 £ 1 °C:ssa
5 + 1 minuuttia.

6. Poista Neogen Lyysiliuosputkiteline Iammityslohkosta ja anna sen viilentyd Neogen Molekylaarisen testijaahdytyslohkon
pistokkeessa vahintdan 5 minuuttia ja enintdan 10 minuuttia.

7. Jatka kdytantoa edelld olevasta kohdasta ”Monistaminen”.
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2. US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 8.11. Isolation and identification of
Listeria monocytogenes from red meat, poultry, ready-to-eat siluriformes (fish) and egg products, and environmental
samples. January 2,2019.

3. NFEN ISO 11290-1. Microbiology of the food chain — Horizontal method for the detection and enumeration of Listeria
monocytogenes and of Listeria spp. — Part 1: Detection method.

4. NF EN ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.

5. NF EN ISO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General requirements and guidance for
microbiological examinations.

6. Neogen Installation Qualification (IQ) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for Neogen Molecular
Detection System.

7. NF EN ISO 18593. Microbiology of the food chain — Horizontal methods for surface sampling.

8. NF EN ISO 16140-2 Microbiology of the food chain — Method validation — Part 2: Protocol for the validation of
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Turvallisuussymbolien selitys
info.neogen.com/symbols
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5 NEDGEN

Instrucdes do produto

Ensaio para Deteccido Molecular de Listeria 2

Descrigcao e uso recomendado do produto
O Neogen® Ensaio para Detecgdo Molecular de Listeria 2 é usado com o Neogen® Sistema de Detecgdo Molecular para
a detecgao rapida e especifica de espécies de Listeria em amostras enriquecidas de alimentos e ambientais.

O Neogen® Ensaio para Detecg¢do Molecular utiliza amplificagdo isotérmica mediada por loop para amplificar rapidamente
sequéncias de acidos nucleicos com alta especificidade e sensibilidade, combinadas com bioluminescéncia para detectar
a amplificagdo. Os resultados positivos presuntivos séo relatados em tempo real. Ja os resultados negativos sdo exibidos
apos a conclusdo do ensaio. Os resultados positivos presuntivos devem ser confirmados por meio do seu método preferido
ou conforme especificado pelos regulamentos locais2 9,

O Neogen Ensaio para Detecg¢édo Molecular de Listeria 2 se destina ao uso em ambiente laboratorial por profissionais
treinados em técnicas laboratoriais. A Neogen ndo documentou o uso deste produto em outros setores além do de
alimentos e bebidas. Por exemplo, a Neogen ndo documentou este produto para testar amostras farmacéuticas,
cosmeéticas, clinicas, veterinarias ou de agua. O Neogen Ensaio para Detecg¢édo Molecular de Listeria 2 nédo foi avaliado com
todos os possiveis protocolos de teste nem com todas as linhagens de bactérias possiveis.

Assim como em todos os métodos de teste, a fonte, a formulacdo e a qualidade do meio de enriquecimento podem
influenciar os resultados. Fatores como métodos de amostragem, protocolos de teste, preparagdo de amostras, manuseio
e técnica de laboratério também podem influenciar os resultados. A Neogen recomenda a avaliagdo do método, inclusive
do meio de enriquecimento, no ambiente do usuario com o uso de um nimero suficiente de amostras com alimentos
especificos e/ou de amostras ambientais e desafios microbianos para garantir que o método atende aos critérios do
usuario. A Neogen avaliou o Neogen Ensaio para Detec¢do Molecular de Listeria 2 com Demi Fraser Caldo e Fraser Caldo
contendo citrato férrico amoniacal. Uma formulac&o tipica desses meios pode ser vista abaixo.

Férmula tipica de Demi Fraser Caldo Base (g/L)  Férmula tipica de Fraser Caldo Base (g/L)
Cloreto de sodio 20g  Cloreto de sédio 20g
Fosfato de sédio, dibasico, anidro* 9,69 Fosfato de sédio, dibasico, anidro* 9,69
Extrato de carne 50¢9 Extrato de carne 509
Digestdo pancreatica de caseina 509 Digestdo pancreatica de caseina 50g
Digestéo péptica de tecido animal 5,0g Digestéo péptica de tecido animal 509
Extrato de levedura 50g Extrato de levedura 50g
Cloreto de litio 3,0g Cloreto de litio 3,049
Fosfato de potassio, monobasico 1,359 Fosfato de potassio, monobasico 1,359
Esculina 1,09 Esculina 1,09
Cloridrato de acriflavina 0,0125g  Cloridrato de acriflavina 0,025¢g
Acido nalidixico 0,01g  Acido nalidixico 0,029
* Substituto: Fosfato de sddio, dibasico, di-hidrato 12,09

Suplemento de Fraser Caldo

(Ingredientes por frasco de 10 mL. (Um frasco é adicionado a um litro de meio basal.)

Citrato férrico amoniacal 0,5g/10 mL

pH final de 7,2 + 0,2 a 25 °C

O Neogen® Equipamento de Detecgdo Molecular destina-se ao uso com amostras que passaram por tratamento térmico
durante a etapa de lise do ensaio, projetado para destruir organismos presentes na amostra. Amostras que ndo foram

tratadas com aquecimento de forma adequada durante a etapa de lise do ensaio podem ser consideradas um risco
biolégico potencial e NAO devem ser inseridas no Neogen Equipamento de Detecgio Molecular.
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A Neogen Food Safety é certificada pela Organizagéo Internacional de Normalizacéo (ISO) 9001 para projeto e fabricacéo.
O kit de testes do Neogen Ensaio para Deteccao Molecular de Listeria 2 contém 96 testes, descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Componentes do kit Neogen Ensaio de Detecg¢édo Molecular

Item Identificagdo Quantidade Conteudo Comentarios
Neogen® Solugdo Solugéo rosa em 96 (12 tiras de Armazenada na grade
de Lise (LS) tubos transparentes 8 tubos) 580 L de LS por tubo e pronta para uso

Tubos de reagente do
Neogen® Ensaio para . 96 (12 tiras de
Deteccgédo Molecular Tubos azuis 8 tubos)

de Listeria 2

Mistura de detecgéo
e amplificagédo Pronto para uso
especifica liofilizada

96 (12 tiras de

Tampas adicionais Tampas azuis 8 tampas)

Pronto para uso

Mistura de DNA de
controle, amplificagdo | Pronto para uso
e deteccgdo liofilizada

Neogen® Controle de | Tubos transparentes 16 (2 embalagens de 8
Reagentes (RC) com tampa articulada | tubos individuais)

O Controle Negativo, nao fornecido no kit, ¢ um meio de enriquecimento estéril, por exemplo, Demi Fraser Caldo. Nao
utilize &gua como Controle Negativo.

Segurancga

O usuério deve ler, compreender e seguir todas as informagdes de seguranga presentes nas instrugdes do Neogen Sistema
de Detecgdo Molecular e do Neogen Ensaio para Detecgdo Molecular de Listeria 2. Guarde as instrugdes sobre seguranca
para consulta posterior.

A ADVERTENCIA: indica uma situagéo de perigo que, se ndo evitada, pode resultar em morte ou ferimentos graves e/ou
danos materiais.

AVISO: indica uma situagdo potencialmente perigosa que, se ndo evitada, pode resultar em danos materiais.

A ADVERTENCIA

Nao use o Neogen Ensaio para Detecgdo Molecular de Listeria 2 no diagnéstico de problemas de saiide em humanos
ou animais.

O método Neogen Ensaio para Detecgdo Molecular de Listeria 2 pode gerar Listeria monocytogenes em nivel suficiente
para causar a ocorréncia de natimortos e a morte de mulheres gravidas e imunocomprometidos, em caso de exposigao.

O usuario deve treinar sua equipe com técnicas de testes atuais apropriadas: por exemplo, Boas Praticas de
Laboratério, ISO/IEC 17025“, ou ISO 7218®,

Para reduzir os riscos associados a um resultado falso-negativo levando a liberacdo do produto contaminado:
e Siga o protocolo e realize os testes exatamente conforme especificado nas instrugdes do produto.

e Armazene o Neogen Ensaio para Detecgdo Molecular de Listeria 2 conforme indicado na embalagem e nas instrugdes
do produto.

e Sempre use o Neogen Ensaio para Detecgdo Molecular de Listeria 2 antes do vencimento.

e Utilize o Neogen Ensaio de Detecgédo Molecular de Listeria 2 em amostras alimentares e ambientais validadas
internamente ou por um terceiro.

e Utilize o Neogen Ensaio para Detec¢cdo Molecular de Listeria 2 apenas com superficies, desinfetantes, protocolos
e linhagens de bactérias que tenham sido aprovados internamente ou por um terceiro.

e Para uma amostra ambiental que contém um tampé&o neutralizante com complexo de sulfonato de arila, faga uma
diluicdo de 1:2 antes de testar (1 parte da amostra em 1 parte do caldo de enriquecimento estéril). Outra opgdo
é transferir 10 uL do enriquecimento do tampé&o neutralizante (NB) para os tubos de Neogen Solucéo de Lise. Produtos
Neogen® Sample Collection que incluem tamp&o neutralizante com complexo de sulfonato de arila: RS96010NB,
RS9604NB, SSL10NB, SSL10NB2G, HS10NB, HS10NB2G e HS2410NB2G.
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Para reduzir os riscos de exposi¢do a produtos quimicos e agentes biolégicos nocivos:
e E altamente recomendavel que a equipe de mulheres do laboratério seja informada sobre o risco para
o desenvolvimento do feto resultante da infecgdo da méae pela exposigdo a Listeria monocytogenes.

e Execute testes de agentes patogénicos em um laboratério adequadamente equipado, sob o controle de pessoal
bem treinado. O meio de enriquecimento incubado e equipamentos ou superficies que tenham entrado em contato
com o meio de enriquecimento incubado podem conter patégenos em niveis suficientes para apresentar riscos
a satde humana.

e Sempre adote as praticas de seguranga padrdo em laboratdrios, como usar trajes de protecédo adequados e dculos de
protecdo ao manipular reagentes e amostras contaminadas.

e Evite o contato com o conteldido do meio de enriquecimento e dos tubos de reagentes apds a amplificagao.
e Descarte amostras enriquecidas de acordo com as normas vigentes do setor.

e Amostras que ndo foram tratadas com aquecimento de forma adequada durante a etapa de lise do ensaio podem ser
consideradas um risco bioldgico potencial e NAO devem ser inseridas no Neogen Equipamento de Detecg¢édo Molecular.

Para reduzir os riscos de contaminacéao cruzada ao preparar o ensaio:
e Sempre use luvas (para proteger o usuério e evitar a introdugédo de nucleases).

Para reduzir os riscos associados a contaminagédo ambiental:
e Siga as normas vigentes do setor referentes ao descarte de residuos contaminados.

Para reduzir os riscos de exposic¢ao a liquidos quentes:
o Na&o exceda a temperatura recomendada ao ajustar o aquecedor.

e Naio exceda o tempo de aquecimento recomendado.

e Utilize um termémetro calibrado adequado para verificar a temperatura do Neogen® Bloco de Aquecimento para
Deteccgao Molecular (por exemplo, um termdmetro de imerséo parcial ou termémetro termopar digital, e ndo um
termdémetro de imerséo total). O termdémetro deve ser colocado no local indicado do Neogen Bloco de Aquecimento
para Detecgédo Molecular.

AVISO

Para reduzir os riscos de contaminagao cruzada ao preparar o ensaio:
e Troque de luvas antes da hidratagéo do pellet dos reagentes.

e Recomenda-se o uso de ponteiras de pipeta estéreis, com barreira aerossol (filtros) e nivel de biologia molecular.
e Utilize uma nova ponteira de pipeta para cada transferéncia de amostra.

e Utilize Boas Praticas Laboratoriais para transferir a amostra do meio de enriquecimento para o tubo de lise. Para evitar
a contaminagéo da pipeta, o usudrio pode decidir adicionar uma etapa de transferéncia intermediaria. Por exemplo,
o usuério pode transferir cada amostra enriquecida para um tubo estéril.

e Utilize uma estagéo de trabalho de biologia molecular contendo lampada germicida sempre que possivel.
Periodicamente, descontamine as bancadas e os equipamentos do laboratério (pipetas, ferramentas de
tampar/destampar etc.) com uma solucédo de 1-5% (viv em agua) de dgua sanitaria ou solucdo de remocéao de DNA.

Para reduzir os riscos de um resultado falso-positivo:
e Nunca abra tubos de reagentes apds a amplificagéo.

e Sempre descarte os tubos contaminados mergulhando-os em uma solugéo de dgua sanitaria de 1-5% (viv em dgua) ou
solugdo equivalente por 1 hora, longe da area de preparagéo de ensaio.

e Nunca submeta os tubos de reagentes a autoclave apés a amplificagao.

Consulte a Planilha de Dados de Seguranca para obter informagdes adicionais e informagdes sobre os regulamentos locais
para descarte.

Em caso de duvidas sobre aplicagdes ou procedimentos especificos, acesse nosso site www.neogen.com ou entre em
contato com o seu representante ou distribuidor local Neogen.
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Responsabilidade do usuario

Os usudrios sdo responsaveis por se familiarizar com as informacdes e instrugdes do produto. Visite nosso site
www.neogen.com ou entre em contato com o representante ou distribuidor Neogen mais préximo para obter
mais informacdes.

Ao selecionar qualquer método de teste, é importante considerar que fatores externos, como métodos de amostragem,
protocolos de teste, preparo de amostras, manipulagdo e técnica laboratorial utilizada, podem influenciar os resultados.

E de responsabilidade do usuério, ao selecionar qualquer método de teste ou produto, avaliar um nimero suficiente de
amostras com as matrizes e testes microbioldgicos que permitam assegurar que o método escolhido atenda aos critérios
por ele estabelecidos.

Também é de responsabilidade do usuario determinar se o método de teste e os resultados atendem as exigéncias de seus
clientes e fornecedores.

Como em qualquer outro método de teste, os resultados obtidos com qualquer produto da Neogen Food Safety néao
constituem garantia de qualidade das matrizes ou processos com eles testados.

Para ajudar os clientes a avaliar o método para diversas matrizes de alimentos, a Neogen desenvolveu o kit Neogen®
Controle de Matriz para Deteccéo Molecular. Quando necessario, utilize o Controle de Matriz (MC) para determinar se

a matriz pode influenciar os resultados do Neogen Ensaio para Detecgédo Molecular de Listeria 2. Teste diversas amostras
representativas da matriz, ou seja, amostras obtidas a partir de diferentes origens, durante qualquer periodo de validagao
quando adotar o método da Neogen, ou quando testar matrizes novas ou desconhecidas ou matrizes que tiverem passado
por mudangas de processo ou matéria-prima.

Uma matriz pode ser definida como um tipo de produto com propriedades intrinsecas, tais como composi¢édo
e processamento. As diferengas entre matrizes podem ser tdo simples quanto os efeitos causados pelas diferengas
em seu processamento ou apresentagdo, como, por exemplo, cru x pasteurizado, fresco x desidratado etc.

Limitagcdo de garantias/recurso limitado

SALVO CONFORME DECLARADO EXPRESSAMENTE EM UMA SECAO DE GARANTIA DE EMPACOTAMENTO DE
PRODUTO INDIVIDUAL, A NEOGEN REJEITA TODAS AS GARANTIAS EXPRESSAS E IMPLICITAS, INCLUINDO, ENTRE
OUTRAS, QUAISQUER GARANTIAS DE COMERCIALIZAGAO OU ADEQUAGCAO PARA UM DETERMINADO USO. Se ficar
provado que qualquer produto da Neogen Food Safety se encontra defeituoso, a Neogen ou seu distribuidor autorizado
procedera a respectiva substituigdo ou, se assim o decidir, restituird o dinheiro da compra do produto. Estes sdo os seus
Unicos termos de recurso. Entre em contato com seu representante da Neogen ou distribuidor autorizado da Neogen para
qualquer divida adicional.

Limitagcdes de responsabilidade da Neogen

A NEOGEN NAO SE RESPONSABILIZARA POR QUAISQUER DANOS, SEJAM DIRETOS, INDIRETOS, ESPECIAIS,
ACIDENTAIS OU SUBSEQUENTES, INCLUINDO, ENTRE OUTROS, PERDA DE LUCROS. Em nenhuma circunstancia nem
ao abrigo seja de qualquer teoria juridica, a responsabilidade da Neogen devera exceder o preco de compra dos produtos
supostamente defeituosos.

Armazenamento e descarte

Armazene o Neogen Ensaio para Detecg¢do Molecular de Listeria 2 entre 2—8 °C. Nao o congele. Mantenha o kit longe de
luz durante o armazenamento. Apds abrir o kit, verifique se a embalagem de aluminio ndo esta danificada. Se a embalagem
estiver danificada, néo utilize. Apds a abertura, os tubos de reagentes nio utilizados devem sempre ser armazenados na
embalagem resselavel, juntamente com o dessecante para manter a estabilidade dos reagentes liofilizados. Armazene as
embalagens resseladas a 2—8 °C por, no maximo, 60 dias.

N3ao utilize o Neogen Ensaio para Detecc¢do Molecular de Listeria 2 ap6s o vencimento. A data de validade e o nimero do
lote estdo anotados no rétulo externo da caixa. Apds o uso, o meio de enriquecimento e os tubos do Neogen Ensaio para
Deteccgdo Molecular de Listeria 2 podem conter materiais potencialmente patogénicos. Quando o teste for concluido, siga
os regulamentos padrio vigentes da industria para descarte de residuos contaminados. Consulte a Planilha de Dados de
Segurancga para obter informacgdes adicionais e informagdes sobre os regulamentos locais para descarte.

Instrugdes de uso
Siga todas as instrugdes com atengdo. Caso contrario, pode haver resultados imprecisos.

Periodicamente, descontamine as bancadas e os equipamentos do laboratério (pipetas, ferramentas de tampar/destampar
etc.) com uma solucéo de 1-5% (v:v em &gua) de dgua sanitaria ou solucédo de remocéao de DNA.
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O usudrio deve concluir o treinamento de qualificagdo do operador do Neogen Sistema de Detecg¢édo Molecular, conforme
descrito no documento “Protocolos e Instrucdes de Qualificacio de Instalacéo (IQ)/Qualificagdo Operacional (OQ)
para o Neogen Sistema de Detecgdo Molecular”®,

Consulte a se¢do “Instrucdes especificas para métodos comprovados” para obter os requisitos especificos:

Tabela 3 para protocolos de enriquecimento de acordo com o AOAC® Official Method of AnalysisS™ 2016.07 e Certificado
AOAC® Performance Tested Method®" #111501.

Tabela 4 para protocolos de enriquecimento conforme o certificado NF Validation 3M 01/14-05/16.

Enriquecimento de amostra

As Tabelas 2, 3 e 4 apresentam orientagdes sobre o enriquecimento de amostras de alimentos e ambientais.

E responsabilidade do usuério validar os protocolos alternativos de amostragem ou taxas de diluicio para garantir que este
método de teste atenda aos critérios do usuario.

Alimentos
1. Deixe que o meio de enriquecimento Demi Fraser Caldo (incluindo o citrato férrico amoniacal) equilibre & temperatura
ambiente do laboratério.

2. Misture assepticamente o meio de enriquecimento e a amostra conforme as Tabelas 2, 3 ou 4. Para carnes e amostras
altamente particuladas, recomenda-se o uso de sacos de amostra com filtro.

3. Homogeneize totalmente por meio de fusdo, do stomacher ou de mistura manual por 2 = 0,2 minutos. Incube
a 37 =1 °C conforme as Tabelas 2, 3 ou 4.

4. Para laticinios crus (consulte as Tabelas 2 ou 4), acrescente 0,1 mL do enriquecimento primario em 10 mL de Fraser
Caldo. Armazene a 37 £ 1 °C por até 20-24 horas.

Amostras ambientais

Os dispositivos de coleta de amostra podem ser uma esponja hidratada com uma solugéo neutralizante para desativar

os efeitos dos desinfetantes. A Neogen recomenda o uso de uma esponja de celulose livre de biocidas. A solugao

neutralizante pode ser Caldo Neutralizante Dey-Engley (D/E) ou Caldo Letheen. Recomenda-se desinfetar a area apds
a amostragem.

ADVERTENCIA: Caso escolha utilizar tamp#o neutralizante (NB) que contém complexos de sulfonato de arila como
a solucéo hidratante para a esponja, sera necessario que vocé execute uma diluicdo de 1:2 (1 parte da amostra em

1 parte do caldo de enriquecimento estéril) da amostra ambiental enriquecida antes de testar para reduzir os riscos
de um resultado falso-negativo que levaria a liberagdo de produtos contaminados. Outra opgéo é transferir 10 uL do
enriquecimento do tampé&o neutralizante para os tubos de Neogen Solugéo de Lise.

O tamanho recomendado da drea de amostragem para confirmar a presenca ou auséncia do patégeno na superficie é de,
no minimo, 100 cm? (10 cm x 10 cm ou 4” x 4"). Caso a amostragem seja realizada com uma esponja, toda a drea deve

ser coberta em duas direcdes (esquerda e direita, depois para cima e para baixo) ou as amostras ambientais devem ser
coletadas em conformidade com o protocolo de amostragem vigente ou de acordo com as diretrizes do FDA BAM®™, USDA
FSIS MLG® ou ISO 185931,

1. Deixe que o meio de enriquecimento Demi Fraser Caldo (incluindo o citrato férrico amoniacal) equilibre & temperatura
ambiente do laboratério.

2. Misture assepticamente o meio de enriquecimento e a amostra conforme as Tabelas 2, 3 ou 4.

3. Homogeneize totalmente por meio de fusédo, do stomacher, de mistura manual ou de vortexizagéo por 2 * 0,2 minutos.
Incube a 37 £ 1 °C por 24-30 horas conforme as Tabelas 2, 3 ou 4.
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Tabela 2: Protocolos gerais de enriquecimento a 37 = 1 °C usando o Demi Fraser Caldo® e o Fraser Caldo®

Volume do | Temperatura | Tempo de
. Tamanho . .
Matriz Caldo de de enrique- Enrique-
da amos- . . . .
de amostra tra Enriqueci- cimento cimento
mento (mL) (x1°C) (horas)
Carnes
termopro-
cessadas,
cozidas,
curadas, aves,
pescados
e peixes
Produtos
lacteos 259 225 37 24-30
termopro-
cessados/
pasteurizados
Hortifruti
e vegetais
Alimentos
compostos
Amostras 1 esponja 100 ou 225 37 24-30
ambientais | 1 swab 10 37 24-30
Carnes
cruas, aves, 1 254 475 37 28-32
pescados
e peixes
Enriquecimento primario Enriquecimento secundario
(Demi Fraser Caldo)® (Fraser Caldo)®
Volume
Matriz Tamanho Volume do | Temperatura | Tempo de Tamanho T::::Z':- Tempo de ’gle
de amostra Caldo de de enrique- Enrique- . . Enrique- anélise da
da amos- . X . . da enriqueci- . amostra®
tra Enriqueci- cimento cimento amostra mento cimento
mento (mL) (x1°C) (horas) (£1°C) (horas)
Transfira
0,1 mL
Laticinios crus 25¢g 225 37 20-24 para10OmL 37 20-24 10 L
de Fraser
Caldo

(citrato férrico amoniacal) durante o enriquecimento primario ou secundéario.

(b) Volume de amostra transferido para tubos de Neogen Solugdo de Lise. Consulte a etapa 4.6 da secgéo Lise.

(a) O Demi Fraser Caldo e o Fraser Caldo devem sempre ser suplementados com suplemento de Fraser Caldo
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Instrugcdes especificas para métodos comprovados
AOAC® Official Method™ 2016.07
AOAC® Performance Tested Method®™ #111501
| AOAC
RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 111501
Nos programas OMASM e PTM®M do Instituto de Pesquisa AOAC, foi constatado que o Neogen Ensaio para Detecgéo

Molecular de Listeria 2 € um método eficiente para a detecgéo de espécies de Listeria. As matrizes testadas no estudo sdo
apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3. Protocolos de enriquecimento usando o Demi Fraser Caldo® a 37 = 1 °C de acordo com o AOAC OMASM 2016.07
e com o AOAC PTM®M Certificado #111501.

. Tamanho Volume do Caldo de Enriquecimento Temp? de
Matriz de amostra Enriquecimento
da amostra (mL) (horas)

Salsicha de carne bovina, queijo fresco,

sorvete de baunilha, queijo cottage de
leite com 4% de gordura, achocolatado de 25¢g 225 24-30
leite integral 3%, alface romana, espinafre

cru ensacado, salmao defumado a frio

Carne de frango crua 25¢g 475 28-32

Embutido de peru 1259 1125 24-30

Melao® Meldo inteiro | Volume suficiente para o meldo flutuar 26-30

w i Aco inoxidavel 1 esponja 225 24-30

@®

2 *% Concreto selado 1 esponja 100 24-30
g5

< E Plastico® 1 swab 10 24-30

Todas as amostras para a validacdo da AOAC foram homogeneizadas no stomacher, salvo indicagdo em contrario.

(a) O Demi Fraser Caldo e o Fraser Caldo devem sempre ser suplementados com suplemento de Fraser Caldo
(citrato férrico amoniacal) durante o enriquecimento primario ou secundario.

(b) Homogeneize a amostra por mistura manual.

(c) Homogeneize a amostra por vértex.

NF Validation da AFNOR Certification

(RUFICATION
C

VALIDATION
EN 1SO 16140

3M 01/14-05/16
ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http://nf-validation.afnor.org/en

Para obter mais informagdes sobre o término da validade, consulte o certificado NF VALIDATION disponivel no
site supracitado.

Método certificado NF VALIDATION em conformidade com a ISO 16140-2® em comparagdo com a ISO 11290-1®
Escopo da validacdo: Amostras ambientais e de alimentos humanos (com excecéo de amostras de produgéo primaria)
Preparo da amostra: As amostras devem ser preparadas conforme a ISO 11290-1® e a ISO 6887®

Versao do software: Consulte o certificado
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Tabela 4. Protocolos de enriquecimento conforme o método certificado NF VALIDATION 3M 01/14-05/16
a 37 = 1 °C usando Demi Fraser Caldo® e Fraser Caldo® conforme necessario.

Volume
Volume
do Temperatu- [ Tempo de .
Tama- . K de ana- Ponto de
Protoco- Caldode | rade enri- Enrique- . . ~
nho da . . . liseda | interrupcao
lo geral Enrique- | quecimento| cimento .
amostra| o amos- aceitavel
cimento (x1°C) (horas) ®)
tra
(mL)
Todas as
amos- e Demi
tras de Fraser
alimentos Caldo até
(exceto 72 horas
carnes 259 225 37 24-30 20puL |e Lisado
cruas, a-20°C
pescados e Lisado
crus e ad°Caté
laticinios 72 horas
crus)
Amostras 12:\3Nz’b e Lisado
ambien- 225 37 24-30 20 pL o
. ou a-20°C
tais
1 lengo
Volume Volume
Protoco- | Tama- Gl Temperatfj i Tem.po = de ana- Ponto de
do de ra de enri- Enrique- . . ~
lo espe- | nhoda . . . liseda | interrupcao
i Enrique- | quecimento| cimento s
cifico1 |amostra| . o amos- aceitavel
cimento (x1°C) (horas) ®)
tra
(mL)
e Demi
Fraser
Carnes Caldo até
cruas e 72 horas
escados 25¢g 475 37 28-32 20pL |e Lisado
i crus a-20°C
e Lisado
ad°Caté
72 horas
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. . . L. . Enriquecimento secundario
(a)
Enriquecimento primario (Demi Fraser Caldo) (Fraser Caldo)®
Volume Ponto
Protoco- .
lo espe- Tama- Vé):::;e dio Temperatu- | Tempo de Tama- Temperatura| Tempo de de de inter-
cifico 2 | nhoda Enrique- | ™ de enri- | Enrique- nho da de enrique- | Enrique- | analise rupgao
amos- cim:n e quecimento | cimento B cimento cimento da aceitavel
tra L (x1°C) (horas) (x1°C) (horas) | amos-
Transfira e Fraser
0,1 mL Caldo
Laticinios para até
crus 25¢g 225 37 20-24 10 mL 37 20-24 10 L 79 horas
de Fraser e Lisadoa
Caldo -20°C

(a) O Demi Fraser Caldo e o Fraser Caldo devem sempre ser suplementados com suplemento de Fraser Caldo
(citrato férrico amoniacal) durante o enriquecimento primario ou secundario.

(b) Volume de amostra transferido para tubos de Neogen Solucéo de Lise. Consulte a etapa 4.6 da secéo Lise.

| Nota: Amostras mais pesadas que 25 g ndo foram testadas no estudo NF Validation.

Preparo da Neogen® Bandeja de Carga Rapida para Detec¢do Molecular

1. Umedeca um pano em uma solugéo de 1-5% (v:v em dgua) de dgua sanitaria ou solugéo equivalente e limpe
a Neogen® Bandeja de Carga Répida para Detecgdo Molecular.

2. Enxague a Neogen Bandeja de Carga Rapida para Detecgdo Molecular com agua.
3. Utilize uma toalha descartavel para secar a Neogen Bandeja de Carga Réapida para Deteccdo Molecular.
4, Certifique-se de que a Neogen Bandeja de Carga Réapida para Detecgdo Molecular esteja seca antes de utiliza-la.

Preparagdo do Neogen® Bloco de Resfriamento para Detec¢do Molecular
Coloque o Neogen® Bloco de Resfriamento para Detecgdo Molecular diretamente sobre a bancada do laboratério. Utilize
o bloco & temperatura ambiente do laboratério (20-25 °C).

Preparo do Neogen® Bloco de Aquecimento para Detec¢do Molecular

Coloque o Neogen® Bloco de Aquecimento para Detecgdo Molecular em uma unidade de aquecimento com bloco seco
duplo. Ligue a unidade de aquecimento de bloco a seco e defina a temperatura para permitir que o Neogen Bloco de
Aquecimento para Detecgao Molecular alcance e mantenha a temperatura de 100 = 1 °C.

Nota: dependendo da unidade de aquecimento, aguarde aproximadamente 30 minutos até que o Neogen Bloco de
Aguecimento para Detecgdo Molecular alcance a temperatura. Utilizando um termémetro calibrado adequado (por
exemplo, um termdmetro de imerséo parcial ou um termémetro termopar digital, ndo um termémetro de imerséo total)
colocado no local indicado, verifique se o Neogen Bloco de Aquecimento para Detecgdo Molecular estda a 100 = 1 °C.

Preparo do Neogen® Equipamento de Detec¢do Molecular

1. Inicie o Software Neogen® Sistema de Detecg¢do Molecular e faga log in. Entre em contato com o representante Neogen
Food Safety para garantir que vocé possui a versdo mais atualizada do software.

2. Ligue o Neogen Equipamento de Detecgédo Molecular.

3. Crie ou edite uma execugédo com dados para cada amostra. Consulte o Manual do Usuério do Neogen Sistema de
Detecgdo Molecular para obter mais detalhes.

Nota: o Neogen Equipamento de Detecc¢do Molecular deve estar pronto para o uso antes de inserir a Neogen Bandeja
de Carga Réapida para Detecgdo Molecular com os tubos de reag3o. Esta etapa de aquecimento leva aproximadamente
20 minutos e é indicada por uma luz LARANJA na barra de status do instrumento. Quando o equipamento estiver pronto
para iniciar uma execugéo, a barra de status ficara VERDE.
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Lise

Remova o fundo da Neogen Grade para Solugéo de Lise com uma chave de fenda ou espatula antes de inserir o Neogen
Bloco de Aquecimento para Detecgdo Molecular.

1. Deixe que os tubos de Neogen Solucéo de Lise cheguem a temperatura ambiente (20-25 °C), deixando as grades
fora de refrigeragédo de um dia para o outro (16—18 horas). A alternativa para equilibrar os tubos Neogen Solugdo de
Lise a temperatura ambiente é posiciona-los na bancada do laboratério durante pelo menos 2 horas, incuba-los em
uma incubadora de 37 = 1 °C por 1 hora ou coloca-los em um aquecedor com bloco seco duplo por 30 segundos
a1l00+1°C.

2. Inverta os tubos com tampa para misturar. Prossiga para a préxima etapa em até 4 horas.
3. Remova o caldo de enriquecimento da incubadora.

4. Um tubo de Neogen Solugéo de Lise é necessario para cada amostra e para a amostra do Controle Negativo (NC) (meio
de enriquecimento esterilizado).

4.1 As tiras de tubos Neogen Solugéo de Lise podem ser cortadas para obter o nimero desejado de tubos. Selecione
o numero de tubos de Neogen Solugéo de Lise individuais ou as tiras de 8 tubos necessérias. Coloque os tubos de
Neogen Solugéo de Lise em uma grade vazia.

4.2 Para evitar contaminacao cruzada, destampe uma tira de tubo Neogen Solucgdo de Lise de cada vez e utilize uma
nova ponteira de pipeta para cada etapa da transferéncia.

4.3 Transfira a amostra enriquecida para os tubos Neogen Solugdo de Lise conforme descrito abaixo:

Primeiro, transfira cada amostra enriquecida para um tubo Neogen Solugéo de Lise individual. Por altimo,
transfira o NC.

4.4 Utilize a Neogen® Ferramenta de Tampar/Destampar para Detecgdo Molecular — Lise para destampar uma tira de
tubos Neogen Solucao de Lise — uma tira de cada vez.

4.5 Descarte a tampa do tubo Neogen Solucao de Lise — se o lisado for mantido para novo teste, coloque as tampas
em um recipiente limpo para reutilizagdo apés a lise.

4.5.1 Para processar o lisado mantido, consulte o Apéndice A.

4.6 Transfira 20 puL da amostra para um tubo Neogen Solugdo de Lise, exceto se houver outra indicagdo nos protocolos
das Tabelas 2, 3, ou 4 (por exemplo, para laticinios crus ou quando as amostras com tamp3&o neutralizante usarem
10 pL).

|

DOV000

O

5. Repita da etapa 4.4 a 4.6 até que todas as amostras individuais tenham sido adicionadas a um tubo Neogen Solugdo de
Lise correspondente na tira.

6. Quando todas as amostras tiverem sido transferidas, transfira 20 uL de NC (meio de enriquecimento estéril, por
exemplo, Demi Fraser Caldo) para um tubo Neogen Solucéo de Lise. Ndo use 4gua como um NC.

7. Verifique se a temperatura do Neogen Bloco de Aquecimento para Detecgcado Molecular esta a 100 = 1 °C.

10
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8. Coloque a grade descoberta de tubos Neogen Solucdo de Lise no Neogen Bloco de Aquecimento para Detecgéo
Molecular e aqueca por 15 = 1 minutos. Durante o aquecimento, a Neogen Solucéo de Lise mudaréa da cor rosa (frio)
para amarelo (quente).

8.1 Amostras que ndo foram tratadas com aquecimento de maneira adequada durante a etapa de lise do ensaio
podem ser consideradas um risco biolégico potencial e NAO devem ser inseridas no Neogen Equipamento de
Detecgédo Molecular.

9. Retire a grade descoberta de tubos Neogen Solugdo de Lise do bloco de aquecimento e deixe esfriar no Neogen
Bloco de Resfriamento para Detecgdo Molecular por pelo menos 5 minutos e no maximo 10 minutos. O Neogen Bloco
de Resfriamento para Deteccdo Molecular usado em temperatura ambiente deve ser colocado diretamente sobre
a bancada do laboratério. Quando resfriada, a Solucédo de Lise voltara a cor rosa.

10.Retire a grade de tubos Neogen Solugéo de Lise do Neogen Bloco de Resfriamento para Detecg¢édo Molecular.

00:15:00

99-101°C

—_ 20-25°C
D D D D 00:05.00
Amplificagéo

1. E necessario um Tubo de Reagente do Neogen Ensaio para Deteccdo Molecular de Listeria 2 para cada amostra
e parao NC.

1.1 Astiras de tubos de reagentes podem ser cortadas para obter o nimero de tubos desejado. Selecione o nimero de
Tubos de Reagente ou de tiras de 8 tubos individuais necessarios para o Neogen Ensaio para Detecg¢do Molecular
de Listeria 2.

1.2 Coloque os Tubos de Reagente do Neogen Ensaio para Detecgdo Molecular de Listeria 2 em uma grade vazia.
1.3 Evite agitar os pellets reagentes da parte inferior dos tubos.
2. Selecione um tubo para Neogen Controle de Reagentes (RC) e coloque-o na grade.

3. Para evitar contaminagéo cruzada, destampe uma tira de Tubo de Reagente do Neogen Ensaio de Detecgao Molecular
de Listeria 2 de cada vez e utilize uma ponteira de pipeta nova para cada etapa de transferéncia.

4. Transfira o lisado para os Tubos de Reagente e para o tubo Neogen Controle de Reagentes do Neogen Ensaio para
Deteccgdo Molecular de Listeria 2 conforme descrito abaixo:

Primeiro, transfira cada amostra de lisado para Tubos Reagente individuais do Neogen Ensaio de Detec¢do Molecular
de Listeria 2 e, depois, o NC. Hidrate o tubo RC por tltimo.

5. Use a Neogen® Ferramenta de Tampar/Destampar para Detec¢do Molecular — Reagente para destampar os Tubos de
Reagente do Neogen Ensaio para Detecgdo Molecular de Listeria 2 (uma tira de cada vez). Descarte a tampa.

5.1 Transfira 20 pL da amostra de lisado extraidos da metade superior do liquido (evite o precipitado) no tubo
de Neogen Solugao de Lise para o Tubo Reagente do Neogen Ensaio de Detecgao Molecular de Listeria 2
correspondente. Dispense em um angulo que evite a agitagdo dos pellets. Misture pipetando gentilmente para
cima e para baixo 5 vezes.

5.2 Repita a etapa 5.1 até que a amostra de lisado individual tenha sido adicionada a um Tubo de Reagente do
Neogen Ensaio para Detecgédo Molecular de Listeria 2 correspondente na tira.

5.3 Cubra os Tubos de Reagente do Neogen Ensaio para Deteccdo Molecular de Listeria 2 com as tampas extras
fornecidas e utilize o lado arredondado da Neogen Ferramenta de Tampar/Destampar para Detecgdo Molecular —
Reagente para apertar com um movimento de vaivém, garantindo que a tampa fique bem apertada.

5.4 Repita as etapas 5.1 e 5.3, conforme necessario, para o nimero de amostras a serem testadas.

11
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5.5 Quando todas as amostras de lisado tiverem sido transferidas, repita as etapas 5.1 e 5.3 para transferir 20 pL
de lisado do NC para o Tubo de Reagente do Neogen Ensaio para Detecgcdo Molecular de Listeria 2.

5.6 Transfira 20 uL de lisado NC para um tubo Neogen Controle de Reagentes. Dispense em um angulo que evite
a agitacdo dos pellets. Misture pipetando gentilmente para cima e para baixo 5 vezes.

6. Carregue os tubos tampados em uma Neogen Bandeja de Carga Réapida para Detecgdo Molecular limpa
e descontaminada. Feche e trave a tampa da Neogen Bandeja de Carga Rapida para Detecgdo Molecular.

7. Analise e confirme a execugado configurada no Software do Neogen Sistema de Detecgdo Molecular.

8. Clique no botao Iniciar do software e selecione o instrumento a utilizar. A tampa do instrumento selecionado
abre automaticamente.

9. Posicione a Neogen Bandeja de Carga Réapida para Detecgédo Molecular no Neogen Equipamento de Detecgéo
Molecular e feche a tampa para iniciar o ensaio. Os resultados sdo fornecidos em 75 minutos, embora os positivos
possam ser detectados ainda mais cedo.

10.Depois que o ensaio estiver concluido, remova a Neogen Bandeja de Carga Réapida para Detecg¢édo Molecular do
Neogen Equipamento de Deteccdo Molecular e descarte os tubos mergulhando-os em uma solucédo de 1-5% (v: vem
&gua) de agua sanitaria ou solucéo equivalente por 1 hora, fora da area de preparacéo do ensaio.

AVISO: Para minimizar o risco de falsos-positivos causados por contaminagdo cruzada, nunca abra Tubos de Reagente
do Neogen Ensaio para Detecgdo Molecular de Listeria 2 que contenham DNA amplificado. Isso inclui Tubos de
Reagente, Neogen Controle de Reagentes e Tubos de Neogen Controle de Matriz para Detecgdo Molecular do Neogen
Ensaio para Detecgdo Molecular de Listeria 2. Sempre descarte os tubos de reagente selados mergulhando-os em uma
solugdo de 1-5% (viv em dgua) de dgua sanitaria ou solugdo equivalente por 1 hora, fora da area de preparagdo do ensaio.

Resultados e Interpretagdo

Um algoritmo interpreta a curva de saida de luz que resulta da detecg¢édo da amplificagdo do acido nucleico. Os resultados
séo analisados automaticamente pelo software e sdo codificados em cores de acordo com o resultado. Um resultado

é determinado positivo ou negativo pela analise de diversos parametros exclusivos das curvas. Resultados positivos
presuntivos sdo relatados em tempo real, enquanto resultados Negativos e Inspecionar serado exibidos apds a concluséo
da execugéo.

Amostras positivas presuntivas devem ser confirmadas de acordo com os procedimentos operacionais padréo de
laboratério ou seguindo o método de confirmacéo de referéncia apropriadot’->%, comecando com a transferéncia do
enriquecimento primario para o caldo de enriquecimento secundario (se aplicavel), seguida pelo plagueamento e pela
confirmagéo dos isolados por meio de métodos bioquimicos e sorolégicos adequados.

NOTA: Nem mesmo uma amostra negativa resultara em leitura zero uma vez que o sistema e os reagentes de
amplificacdo do Neogen Ensaio para Deteccdo Molecular de Listeria 2 tém uma leitura de unidade de luz relativa (RLU)
em “plano de fundo”.

Em casos raros de saida de luz fora do comum, o algoritmo rotula o caso como “Inspecionar”. A Neogen recomenda
que o usudrio repita o ensaio para todas essas amostras. Se o resultado continuar a ser “Inspecionar’, faga o teste de
confirmagéo utilizando o método de sua preferéncia ou conforme especificado pelos regulamentos locais.
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Tabela 5: Simbolos de resultado para amostras e interpretacdo conforme fornecidos pelo software do Neogen Sistema de
Deteccao Molecular.

Tipo de poco Simbolo de Resultado | Interpretagido
resultado do pogo
.. A : iti i 5 Ivo.
Amostra ‘ Positivo amostra é positiva presuntiva para o patogeno alvo
. A amostra é negativa presuntiva para o patégeno alvo.
Amostra Negativo

A matriz da amostra foi inibitoria para o ensaio. Pode ser
e necessario um novo teste. Consulte a segdo de resolugédo de
Amostra Inibido . ~ ;
problemas e o kit de Instru¢cdes do Produto do ensaio para obter
mais informacgdes.

A presencga ou auséncia do patdgeno alvo foi indeterminada.
Pode ser necessario um novo teste. Consulte a segéo de
resolucédo de problemas e o kit de Instrugdes do Produto do
ensaio para obter mais informacgdes.

Amostra @ Inspecionar

Nao foi detectada bioluminescéncia. Pode ser necessario um
Amostra @ Erro novo teste. Consulte a secédo de resolugdo de problemas e o kit
de Instrugdes do Produto do ensaio para obter mais informacgdes.

Confirmacgao de resultados segundo o método certificado NF VALIDATION
No contexto do NF VALIDATION, todas as amostras identificadas como positivas pelo Neogen Ensaio para Detec¢éo
Molecular de Listeria 2 devem ser confirmadas por um dos seguintes testes:

Opcéo 1: Uso da norma ISO 11290-1® a partir do enriquecimento de Demi Fraser.

Opcéo 2: Por isolamento em dgar PALCAM ou dgar cromogénico que faga parte de um método certificado do NF
VALIDATION para a detecgdo do género Listeria. A presenca de coldnias caracteristicas € suficiente para confirmar

a presenca de espécies de Listeria.

Opciéo 3: Utilizacdo de sondas de acido nucleico, conforme descrito na norma ISO 7218®, em colénias isoladas, a partir de
agar seletivo (consulte as Opgdes 1 ou 2).

Opcao 4: Utilizagao de algum outro método certificado pelo NF VALIDATION, cujo principio seja diferente do Neogen
Ensaio para Detecgédo Molecular de Listeria 2. Deve ser usado o protocolo completo descrito para esse segundo método
comprovado. Todas as etapas anteriores ao inicio da confirmagédo devem ser comuns a ambos os métodos.

Na ocorréncia de resultados divergentes (positivo presuntivo com o Neogen Ensaio para Deteccdo Molecular de Listeria 2,
nédo confirmado por um dos meios acima descritos), o laboratério deve seguir as etapas necessérias para garantir a validade
dos resultados obtidos.

Em caso de duvidas sobre aplicages ou procedimentos especificos, acesse nosso site www.neogen.com ou entre em
contato com o seu representante ou distribuidor local Neogen.

Apéndice A. Interrupgao de protocolo: armazenamento e reteste de lisados tratados termicamente. O armazenamento
de lisados entre 2 e 8 °C por 72 horas nao se aplica a amostras de laticinios e ambientais.

1. Para armazenar um lisado tratado termicamente, tampe novamente o tubo de lise com uma tampa limpa (consulte
“Lise”, 4.5).

Armazene entre 2 e 8 °C por até 72 horas.

Prepare uma amostra armazenada para amplificagdo invertendo de 2 a 3 vezes para misturar.

Destampe os tubos.

o wDbd

Coloque os tubos de lisado misturados no Neogen Bloco de Aquecimento para Detecgdo Molecular e aquega
a100 =1 °C por 5 £ 1 minuto.

6. Retire a grade de tubos Neogen Solugido de Lise do bloco de aquecimento e deixe esfriar no Neogen Bloco de
Resfriamento para Detecgédo Molecular por pelo menos 5 minutos e no méaximo 10 minutos.

7. Continue o protocolo na se¢édo “Amplificacédo”, detalhada acima.
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1. US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual. Chapter 10: Detection of Listeria monocytogenes
in foods and environmental samples, and enumeration of Listeria monocytogenes in foods. October 31,2017.

Referéncias:

2. US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 8.11. Isolation and identification of
Listeria monocytogenes from red meat, poultry, ready-to-eat siluriformes (fish) and egg products, and environmental
samples. January 2,2019.

3. NFEN ISO 11290-1. Microbiology of the food chain — Horizontal method for the detection and enumeration of Listeria
monocytogenes and of Listeria spp. — Part 1: Detection method.

4. NF EN ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.

5. NF EN ISO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General requirements and guidance for
microbiological examinations.

6. Neogen Installation Qualification (IQ) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for Neogen Molecular
Detection System.

7. NF EN ISO 18593. Microbiology of the food chain — Horizontal methods for surface sampling.

8. NF EN ISO 16140-2 Microbiology of the food chain — Method validation — Part 2: Protocol for the validation of
alternative (proprietary) methods against a reference method.

9. NF EN ISO 6887. Microbiology of the food chain — Preparation of test samples, initial suspension and decimal dilutions
for microbiological examination.

Explicagdo dos simbolos dos rétulos de produtos
info.neogen.com/symbols
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Huepopnvia ékdoong: 2024-01
5 NEOGEN
MAnpowopieg TtpoiovTog
AokLpacia MopLakng Avixveuong Listeria 2
MepLypawr Tou TTPOLOVTOG KAL OKOTIOG XPHONG
H Neogen® Aokipacia MopLakng Avixveuong Listeria 2 xpnotpotoleitat pe to Neogen® Zuotnua MopLlakig

AviXVeuong yLa tn ypriyopn Kat eL8LKr avixveuon tou €l8oug Listeria o€ ePTAOUTLOPEVA Selypata Tpo@ipwy Kat
TepLBarlovtika Selypara.

O Neogen® Aokipaocieg MopLakrg Avixveuong xpnoLUoTiololV LooBep LK evioxuon pe pecoAdpnon Bpoxou yLa
TN ypryyopn evioxuon aAANAOUX LWV VOUKAEIVLKWY 0&EWV PE uPNAD €L8LKOTNTA KAl evalcBnotia, og cuvduacpod pe
BLopwTtavyela yLa tnv avixveuon tng evioxuong. Ta UTTOBETIKA BETLKA ATOTEAECHATA AVAPEPOVTAL OE TIPAYHATLKO
XPOVO, EVW TA ApvNTLKA amoteAéopata epgavidovtal JeTd Tnv oAokARpwaon tng Soklpaoiag. Ta uTtoBeTIkA BeTIKA
ATIOTEAEOPATA TIPETIEL VA ETILRERALWVOVTAL XPNOLUOTIOLWVTAG TN HEBOSO TIOU TIPOTLPATE 1} OTwG Kabopiletal amo
TOUG TOTILKOUG KaVOVLopPoUc! 23,

H Neogen Aokipacia Moplakng Avixveuong Listeria 2 ipoopidetat yLa xprion o€ epyactnplakd mepLBaiov armo
ETIAYYEAPATIEG, EKTIALSEVPEVOUG OTLG EPYAOCTNPLAKEG TEXVLKEG. H Neogen Sev £xeL TEKUNPLWOEL TN XPron autou
TOU TIpOldVTOG o€ Blopnyavieg AANEG aTtO EKEVEG TWV TPOWIPWY Kal TTOTWV. MNa tapddetypa, n Neogen Sev €xel
TEKPNPLWOEL AUTO TO TIPOLOV yLa TOV EAEYXO SELYPATWY VEPOU, PAPHAKEUTIKWV TIPOTOVTWY, KAAAUVTLIKWY, KALVLIKWVY
I KTNVLATPLKWY Setypatwy. H Neogen Aokipaoia Moplakng Avixveuong Listeria 2 €xel a&loAoynBel pe 6Aa ta
TLOavA TIPWTOKOAAA EAEyXOU 1 YE OAa Ta TiLBavA Baktnplakd oTeAEXN.

‘OTtWG Kal M€ OAEG TLG SOKLPAOTLKEG PEOOSOUG, N TTPoEAEUGN, | CUVOECT KaL N TIOLOTNTA TOU HEGOU
EUTIAOUTLOMOU PTIOPEL VA ETNPEACEL TA atoTEAETHATA. [TapAyoVTEG OTIWG oL PEBoSoL SetypatoAndiag, ta
TIPWTOKOAAA EAEYXOU, N TIPOETOLUACLA TWV SELYHATWY, 0 XELPLOMOG KAL N EPYACTNPLAKN TEXVLKN PTIOPOUV £TTLONG
va eEMNpeacouy ta anoteAéopata. H Neogen cuviotd a&loAoynon tng pebosdou, cupmeplAapBavopévou Tou

MEOOU EUTIAOUTLOMOU, 0TO TIEPLBAAAOV XPrOTN HE ETIAPKI apLOUO SELYUATWY, JE CUYKEKPLUEVA SElypata Tpo@ipwy
r/kat TtepLBaAAoVTIKA Selypata Kat PLKPOBLAKEG TIPOKANCELG, yLa va SLacaAloTel 0TL N pEBodog mAnpol ta
KpLtrpla tou xprotn. H Neogen €xeL aloloyrostl tnv Neogen Aokipacia MopLaknig Avixveuong Listeria 2 pe Zwpo
Demi-Fraser kat Fraser TIoU TIEPLEXEL EVAPPWVLO KLTPLKO 6lénpo. Eva TUTILKO TTapaokKeVACHA AUTWY TWV HECWV
0KOAOUBEL TTapaKATW.

Tumikn cUVOeon Baong Zwpou Demi-Fraser (9/L)  Tutukn ocOvBeon Baong Zwpou Fraser (g9/L)
XAwpLouyo vatpLo 20g  XAwpLouxo vatplo 20g
dwoPopPLKO VATPLO, SLBACLKO, Avuspo* 96g Dwooplkd vaTplo, SLBactkd, avudpo* 9649
EkxUALopa BogLlou KpEATog 509 EkyUAlopa Boglou KpEatog 5049
Maykpeatikn mePn Kadeivng 50g MNaykpeatkn méyn Kalelvng 5049
Memtikn TEYn ZwikoL Lotou 509 Memtikn mEYn Zwikou Lotou 5049
EkxUALopa ZOpng 509 ExxUAwopa Zopng 5049
XAwpLouxo AlBLo 3,0g XAwploUxo AiBLo 30¢g
PwoPopPLKO KAALO, LOVOPBACLKO 1,35g Dwooptkd KAALo, povoBactkd 1,35¢g
EokouAivn 1,0g EokouAivn 1,09
Y&poxAwptkn akplBAaBivn 0,0125g  Y&poxAwpikn akplPAaBivn 0,025¢g
NaALSLELKO 0EU 0,01 g  NaASLEKO o0&V 0,02g

* Yriokatdotato: PwoopLko vatpLo, SLBactko, stevudpo 12,0 g

ZupmAnpwpa Zwpou Fraser

(Zuotatikd ava @Laiidio 10 mL. ‘Eva @Laiidio ipootiBetal o€ Eva Altpo Bactkol BpeTTLKOU UALKOU.)
EVappwvLog KLTPLKOG oiénpog 0,59/10 mL

TeAko pH 7,2 + 0,2 otoug 25°C
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To Neogen® ‘Opyavo MopLakng Avixveuong ipoopidetat yla xprion pe Selypata mou €xouv uttoANBel og BepuLkn
enefepyaoia katd tn StdpkeLa tou otadiou AUong tng SokLpaoiag, To omolo elval oxeSLaopEVo yLa TNV Kataotpown
TWV 0PYAVLOPWV TIOU Elval Ttapovteg oto Selypa. Aslypata ou gv €xouv UTtoANBEL TNV KATAAANAN BEpULKN
enefepyaoia katd tn StdpkeLa tou otadiou AUong tng SokLpaciag propolv va BewpnBolv wg TiBavog BLOAOYLKOG
Klvduvog kat AEN Tpéret va elodlyovtat oto Neogen Opyavo Moplakng Avixveuonc.

H Neogen Food Safety @épeL TiLoTomolnon cUPPWVA PE To TIPOTUTIO TOU AteBvoug Opyaviopou Tutottoinong (ISO)
9001 yLa oxedlaopd Kat tapaywyn.

To kit eAéyxou Neogen Aokipaoiag Moplakrg Avixveuong Listeria 2 TiEpLEXEL 96 SOKLPEG TTOU TIEPLYPAPOVTAL OTOV

Mivaka 1.

NMivakag 1. Emipépoug otolxela tou Kt Neogen Aokiurg Moplakng Avixveuong

EiSog Tautomoinon Mocodtnta NepLexopeva Zx0ALa
Pol StaAupa , .
Neogen® Atdhupa o€ SLayaveig 96 (12 TOLVLEG TWY 580 pL LS ava TOT[O?E'EF]}JEVOL o€
. . 8 SOKLPAoTIKWY . . OTATW KL ETOLHOL
Auong (LS) SOKLUAOTLKOUG GWARVRV) SOKLUAOTIKO CWANVa 00 '
OWAAVEC n poG xpnon
Neogen® Aoklpacia
M()’pLGKr]C L . 196 (12 tawieg Twv AUOLP,L}\O?OLHWVO
Avixveuong Listeria | MTIAE SoKLpaoTikol . ELOIKO pelypa \ ,
, . 8 SOKLPAOTIKWY . Etowpo mpog xprion
2 Aokipaotikol OWANVEG . TTIOAQTTAOCLAC OV
. OWANVWV) ,
OWANVEG KaL avixveuong
avtspaotnplou
ErumAgov wpata MTAE Twpata 96 (12 Tawie Twy ‘EtoLpo mpo 10
H H 8 TIWHATWY) HO TIPOG Xpnon
Atagavelg 16 (2 cakoUuAdkLa AUO@LAOTIOLNPEVOG
Neogen® EAeyxog SOoKLaoTikol TWV 8 ATOPLKWY €AeyxoG DNA, petypa |, ,
Avtipaotnpiou (RC) | cwAnveg pe SOKLUOAOTIKWY TIOAATIAQGLACHOU EtouHo mpog xpnon
apBpwTo WA OWANVWV) Kat aviyveuong

O ApvnTLkog EAEYXOG, TIOU S€V TIAPEXETAL OTO KLT, Elval éva OTELPO PECO EUTTAOUTLONOU, TL.X. ZWPOG Demi-Fraser.

Mn xpnotpotoLeite vepo wg Apvntikd EAeyxo.

AcpdaAeLa

O xpnoTng TPETIEL Va SLABACEL, KATAVOIrOEL KAl AKOAOUBNOEL OAEG TLG TIANPOWOPLEG AoPaAELag OTLG 08NyleC yLa To
Neogen Zuotnua Moplaknig Avixveuong kat tnv Neogen Aokipacia Moplakng Avixveuong Listeria 2. PUAAETE TLG

0ényleg aodAeLag yla peAoOVTLKN avagopd.

A NMPOEIAOMOIHZH:

ZHMEIQZH:

oe avBpwToug ) {wa.

YTIOSELKVUEL pLa eTiLkivEuvn Katdotaon, n otola, eav Sgv amoPeuxBel, EVEEXETAL VA EXEL WG
anotéAeopa Bdvato r coBapo TpauPaATLopd r)/Kat UALKEA {nuLa.

YTIoSELlKVUEL pLa SuvnTLkA Tiikivéuvn Kataotaon, n omola, eav §ev amo@euxOel, evdéxetal
Va €XEL WG ATTOTEAECHA UALKE {nuLd.

A TPOEIAOMOIHZH

Mn xpnotpotoLeite tnv Neogen AokLpacia MopLakng Avixveuvong Listeria 2 yLa tn SLAyvworn KATtaoTAGEWV

H Neogen Aokipacia MopLakig Avixveuong Listeria 2 prtopel va tapayetl Listeria monocytogenes o€ €TtinedSa
EMAPKI YLA VA TIPOKAAECOUV OVNGOLYEVELEG KAL BAVATOUG GE £YKUEG YUVALKEG KOL GE AVOGOKATACTAAMEVA

datopa, eav eKteBoUV.

O XPHOTNG TIPETIEL VA EKTIALEEVGEL TO TIPOCWTILKO TOU GTLG TPEXOUCEG KATAAANAEG TEXVLKEG EAEYXOU: yLA
napasdeypa, KaAég Epyaoctnplakég NMpaktikeEg, ISO/IEC 17025 1) ISO 7218©),
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M va PELWOETE TOUG KLVEUVOUG TtoU oxeTidovTal PE Eéva PEUSWG apvnNTLKO ATIOTEAECHA TIOU 08NYEL 6TNV

aTMoS€CHEVCT HOAUGHEVOU TIPOLOVTOG:

+  AkoAouBeite TO TIPWTOKOAAO KaL SLevepyelTE TOUG EAEYXOUG AKPLBWG OTIWG TIEPLYPAPETAL OTLG TIANPOYOPLES
TOU TIPOLOVTOC.

«  ®uAdooete Tnv Neogen Aokipaoia MopLakrg Avixveuong Listeria 2 OTIWG UTTIOSELKVUETAL 0TI CUCKEUAOLA Kal
OTLG TTANPOYOPLEG TOU TIPOLOVTOG.

+ Xpnotlpotoleite mavtote tnv Neogen Aokipacia Moplakng Avixveuong Listeria 2 péxpL tnv nuepounvia Anénc.

«  Xpnotpototeite tnv Neogen Aokipacia Moplakng Avixveuong Listeria 2 pévo pe epLBarloviika Setlypata mou
€XOUV ETILKUPWOEL EoWTEPLKA i Ao Tpito PEPOG.

« Xpnotpototeite tnv Neogen Aokipacia Moplakrig Avixveuong Listeria 2 HOVO PE ETTLPAVELEG, ATIOOTELPWTLKA,
TIPWTOKOAAA KL BAKTNPLAKA OTEAEXN TIOU £XOUV ETILKUPWOEL E0WTEPLKA ) amtd Tpito pEPOG.

« T éva epLBaroVTLKO Selypa Ttou TiEpLEXEL PUBUILOTIKO AldAupa OudetepoTiolnong HE APUA-COUAPOVLKO
oUMTIAOKO, TpaypatoTioliote apaiwaon 1:2 pLv tov €Aeyxo (1 pépog Selypatog os 1 pépog otelpou {wuou
EUTIAOUTLOMOU). MLa dAAN eTthoyn elvat va petagepete 10 pL eumAoutiopol NB péoa 0Toug SOKLPAOTLKOUG
owAnveg Neogen AlaAupatog Avong. Mpoiovta Zuloyrg Astypdtwy tng Neogen® Ttou TiepLléXouv PUBULOTLKO
Atd\upa Oubetepotoinong e apUA-COUAYOVLKO cUUTIAOKO: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL10NB2G,
HS10NB, HSTONB2G kat H52410NB2G.

Ma va JELWoETE ToV KivEuvo Ttou oxetidetal He TNV €KBECN G XNHLKEG OUGLEG Kal BLOAOYLKOUG KLVSUVOUG:
«  JUOTHVETAL £VTOVA TO YUVALKELO EPYAOTNPLAKO TIPOCWTILKO VA EVNUEPWOEL OXETLKA PE TOV KiVSUVO yLa
avamtuoodpeva EUBpua TToU TIPOKUTITEL aTtd AoLPWEN TNG PNTEPAG PECW €KBEONG OTO Listeria monocytogenes.

« Alevepyeite tov éAeyxo TtaBoydvwy o€ KATAAMNAQ EEOTIALOPEVO EPYAOTAPLO UTIO TOV EAEYXO EKTIALSEUPEVOU
TIPOCWTILKOU. EMwaopéva p€oa EUTTAOUTLOPOU Kal EE0TIALOPOG ) ETILYAVELEG TIOU €X0UV EPOEL O€ ETTaWn PE
ETIWACPEVA HECA EPTIAOUTLOPOU PTIOPEL Va TIEPLEXOLV TTaBOoYOVa O€ ETITIESA ETIAPKI] WOTE VA TIPOKAAECOUV
Klvéuvo ylLa tnv avBpwrivn vyeia.

+  Tnpeite MAVTOTE TIG OUVNOEC TIPAKTLKEG EPYACTNPLAKNG ACPAAELAG, OTIWG XPMON KATAAANANG TIPOCTATEUTLKNAG
evéupaoctiag kal Tpootaciag patiwy, otav xelplleote avitdpaothpLla Kat JoAucpeva Selypata.

¢« ATIOQEUYETE TNV ETIAYPN PE TA TIEPLEXOPEVA TWV PECWY EUTIAOUTLOPOU KAL E TOUG SOKLPATTIKOUG CWANVEG
avtépactnplou PETA TOV TTOAAATIAQCLACHO.

« Amnopplimtete Ta PmAOUTLIOPEVA Selypata oUPPWVA PE TA TPEXOVTA TIPOTUTIA TNG Blopnxaviag.

+ Aelypata ou Sev €xouv UTIORANBEL oTNV KATAANAN BepuLkn eme€epyactia katd tn StdpkeLa tou otadiou AUong
NG Soklpaoiag umopouv va BewpnBouv wg TiBavdg BLoAoytkdg kivéuvog kal AEN TIpETIEL va eLodyovTal 6To
Neogen ‘Opyavo MopLakng Avixveuong.

Ma va HELWOETE TOUG KLVEUVOUG TIoU oXETL{ovTal PE SLaGTAUPOUHEVN HOAUVGON KATA TNV TIPOETOLPAGia
™G SoKlpaciag:
«  ®opdrte Avtote ydvtia (yLa TNV Tpootacia Tou Xprjotn Kat Tnv poAnyn eLoaywyrg VOUKAEQOWV).

MNa tn peiwon twv Kvduvwyv Ttou oxetifovtat pe tn p6Auveon tou epLBAaAAovtog:
+ AkolouBeite ta TpgxovTa poTUTIA TNG Plopnxaviag yta tnv anoppupn HOAUCHEVWY ATtOBANTWV.

Ma va JELWOETE Toug KLVSUVOUG TIou oxetidovtal e TNV éKBeoN o€ KauTA vypa:
«  Mnv uttepBaivete Tn cuvloTweVn pubuLon Beppokpaciag otov Beppavtripa.

«  Mnv untepBaivete Tov CUVLOTWHEVO XPOVO BEppavong.

«  XpnolpoTioLeite éva KataAAnAo, Babuovopnuévo BepPOPETPO yLa va etaAnBeloete tn Bepuokpacia tou
Neogen® EvBetou yLa Ytodoxr ZwAnvwv Ogppavtr)pog MopLakrg Avixveuong (.. BEPUOUETPO PHEPLKNG
EMPBLBLONG N YNnYLakO BepudpeTpo BeppooToLyelou, OXL BEPPOPETPO OALKNAG EPPUBLONG). To BepUOPETPO
TpEMEL va ToTtoBeteltal otnv ipoBAemiopevn B€on oto Neogen ‘EvBeto yla YtoSoxr ZwAnvwy Bepuavtripa
Moptlaknig Avixveuong.
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Ma va JELWOETE TOUg KLVSUVOUG TIOU GXETL{oVTaAL JE SLAGTAUPOUHEV HOAUVGH KATdA TNV TIPOETOLHacia
™G SoKLpaciag:
«  AMETe ydvtia ipLy armo tnv evusdtwon Twy ogalpldiwv avtidpaotnplou.

«  ZuvlotdTtal va XpnoLPoTIoLouvTal ATTOOTELPWHEVQ, HE PAYHO yla agEpOoAUUaTa (UE PIATPO), pUYXN TILTTETAG
katnyoplag popLakng Broloylag.

+  XpnolpoTioLelte VEO pUYXOG TILIIETAG YLa KABE petawopd Selypartog.

«  XpnotpotoLeite KaAég EpyaotnpLlakeg MPakKTLKEG yLa T HETAPOPA TOU SelypaTog atto ToV SOKLPAOTLKO CWANVaA
EUTTAOUTLOHOU OTOV SOKLPAOTIKO owArva AUonG. MNa va amo@euyBel n pdéAuvon Tng TILETAG, 0 XProTng pTopet
va €TAEEEL va TIPOOBEDEL €va eVELAPEDO Bripa HETaWOopdg. MNa apadeLlypa, o Xprotng UTopel va JETaPEPEL
KABE EPTIAOUTLOPEVO Selypa HECA O€ EVAV ATIOOTELPWHEVO SOKLUAOTLKO CWANVA.

«  Xpnolpotoleite otabuo epyaciag popLakng BloAoylag TTou va TIEPLEXEL PLKPOBLOKTOVO Auxvia, 6Ttou elvatl
SLabeoLpn. ATTOAUPALVETE TTIEPLOSLKA TOUG TIAYKOUG KAl TOV EE0TIALOHO TOU £pyactnplou (TILETEG, epyaleia
oppdylong/amooppdyLong KTA.) Je SLAAUPA okLakng xAwpivng 1-5% (0yko kat' dyko o€ vePO) | PE SLAAUpA
armopdakpuvong DNA.

Ma va peELwoETE Toug KLVSUVoUG Ttou oxetidovtal pe Peudwg BETLKO amotéAeopa:
«  Mnv avolyete TOTE TOUG SOKLPAOTIKOUG OCWANVEG QVTLEpaotnplou PETA TOV TIOAAATIAQCLACHO.

«  AmoppimrteTe MAVTOTE TOUG HOAUCHEVOUG SOKLUAOTLKOUG CWARVEG JOUALAOVTAG TOUG O€ SLAAUMA OLKLAKIG
¥Awpilvng n avtiotolyo SLaAupa 1-5% (0yko Kat' dyko o€ vepO) yla T wpa Kal Pakpld amod tnv epLoxn
TposTolpactag tng Sokipactag.

«  Mnv KALBavioeTe TIOTE TOUG SOKLPAOTIKOUG CWANVEG avTLépaotnpiou JETA TOV TIOANATIAQCLACHO.

Ma eTrtAéov TIANPoWopileg cuPPBoUAEUBEiTE TO PUANO AcSopEVY ACPAAELOG KAL TOUG TOTILKOUG KAVOVLOHOUG
OXETIKA PE TNV amoppLyn.

EQv €XETE EPWTNOELG OXETIKA PE CUYKEKPLUEVEG EQAPUOYEG I SLASLKACLEG, TTAPAKANOUE ETILOKEPDE(TE TNV
LOTOOEALSa www.neogen.com 1 ETILKOWVWVIOTE PE TOV TOTILKO 0ag avTlpdowTo ) Stavopéa tng Neogen.

EuBuvn tou xpRotn

OL xprjoteg elvat utteuBuvoL va E0LKELWBOUV PE TLG 08NYLEG KaL TLG TTANPOWOopLeg Tou TIpolovTog. EmlokepBeite tnv
LOTOCEALSA Pag 0TO www.neogen.com I) ETILKOLVWVIOTE € TOV TOTILKO aag avTlmpoowto ) Stavopéa tng Neogen
yLO TIEPLOCOTEPEG TIANPOPOPLEG.

Katd tnv emloyn plag pebddou eheyyou, elval onpavtikéd va avayvwpilete 0Tl eEwtepLKol TTapAyovTeg, OTIWG
pEBoSOoL SetypatoAnPiag, TTPWTOKOANA EAEYXOU, TIPOETOLUAGCLA KAL XELPLOPOG SELYPATWY KAL N EPYACTNPLAKN
TEXVLKI PTIOPOUV VA ETTNPEACOUV TA ATIOTEAECUATA.

ATttoteAel euBLVN ToU XprioTn N eTAoyr} otoLacSTote PeBOSOU 1 TIPOIOVTOC EAEYXOU, yLa va a&LoAOYOEL Evav
ETIAPKI aPLOUO SeLyUATWY Pe KAaTAAMNAA €L6N TPOPIHWY KAl PLKPOPBLAKEC TIPOKANCELG, WOTE N ETILAEYHEVN PEBOSOG
Va LKAVOTIOLEL Ta KPLTAPLA TOU XproTN.

AttoteAel emtiong euBuvn tou xprjotn va kaboploetl OTL OAeG oL peBodol Sokipaoiag Kat Ta amoteAeopata
QVTATIOKPLVOVTAL OTLG ATIALTHOELG TWV TIEAATWV KAL TV TIPOUNBEUTWVY Tou.

‘OTWG Kal pe KABe PEB0SO EAEyXOU, TA ATIOTEAECHATA TIOU AApBAVOVTAL ATIO TN XPrOn OTIOLOUSKTIOTE TIPOLOVTOG
Neogen Food Safety 6ev cuviloToUv gyyunan TG TToLOTNTAG TWV OXETIKWY TPOPLPWV ) TwV SLadLKacLwy TIoU
uttoBaAAovtal o€ €Aey)oO.

MNava Bondnoet toug teAdteg va a&loAoyrjoouv tn peBodo yla TLg SLAPopeg PATPES TPoWiuwy, N Neogen €xeL
avantuéel to Kt Neogen® Mivakag EAgyxou Moprakrig Avixveuong. Otav yxpelaletal, xpnoLyototiote tov Mivaka
EAéyxou (MC) yLa va TtpoadLoploete €Av N PNTpa €XEL TN SUVATOTNTA VA ETINPEACEL TA ATIOTEAECUATA ATIO TNV
Neogen Aokipacia Moplakng Avixveuong Listeria 2. EAéy&te SLdpopa Selypata Tmou elval avTLTpOCWTIEUTIKA TNG
pATPag, SnA. Selypata mou AapBdavovtal amod SLagopeTLKN TIPOEAEUON, KATA TN SLAPKELA OTIOLACSHTIOTE TIEPLOSOU
ETKUPpWONG 6tav uloBeteite tn peBodo tng Neogen, ) OTav EAEYXETE VEEG 1] AYVWOTEG PATPEG ] MATPEG TTIOU £XOLV
UTTOBANBEL o€ aA\aYEG OTLG TIPWTEG UAEG 1) oTtnv emegepyaata.
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Mua prtpa propel va opLotel wg Evag TUTIOG TIPOLOVTOG PE EVEOYEVELG LELOTNTEG OTIWG oUVBEDN Kal emegepyaatia.
OL 8Lapopeg PETAEY TWV PNTPWV UTIOPEL va elval amA&g, OTIWG oL ETILEPATELG TIOU TipoKaAouvTaL amd SLaPopES
otnv enefepyaania ) otnv tapouciacr] Toug, yLa MapASELYa, OKATEPYAOTO EVAVTL TIACTEPLWHEVOU, PPECKO EVAVTL
amo&npapévou KIA.

MNepLopLopdg eyyunoewyv / NMEPLOPLOPEVN ATIOKATACTAGH

EKTOX EAN AHAQNETAI PHTA XTON OPO THX MEPIOPIXMENHZX EIMYHZHX £THN ATOMIKH ZYZKEYAZIA

TOY NPOIONTOZX, H NEOGEN MAPAITEITAI ANO OAEX TIZ PHTES KAI ENNOOYMENES EMTYHZEIS,
>YMMNEPINAMBANOMENQN ENAEIKTIKA AAAA OXI MEPIOPIXTIKA, ONMOIQNAHMOTE EIMYHXEQN
EMMNOPEYZIMOTHTAZ 'H KATAAAHAOTHTAZ 'A MIA ZYTKEKPIMENH XPHZH. Edv ottoloérjmote poiov Neogen
Food Safety elval eAattwpatiko, n Neogen rj o e§ouclodotnpeVog SLavopeag Ttng, cUPPWVA PE TNV Kplon Toug,
Ba avtikataotr)oouyv ) emLoTpEPouv TNV agla ayopdg tou poldvtog. Autol lval oL amokAELOTIKOL TpoTIoL
armokatdotaong. EMkowwvniote Pe Tov avitmpoowTo tng Neogen rj tov e§ouctodotnpévo stavopéa tng Neogen
yLa TIEEPALTEPW EPWTHOELG.

MeprLopLopdg tng evBUvVNG tng Neogen

H NEOGEN AEN EYOYNETAI I'TA ONMOIAAHMOTE ANQAEIA 'H ZHMIA, EITE AMEZH, EMMEZH, EIAIKH, ZYMINTQMATIKH
'H ANOBGETIKH ZHMIA, ZYMTIEPIAAMBANOMENQN ENAEIKTIKA, AAAA OXI MEPIOPIZTIKA, AIA®YTONTQN KEPAQN.
H euBlvn tng Neogen &ev uttepBaivel o€ kapia epimtwon Kat uTto Kapia vopkn Bewpla tnv a&la ayopdg tou
TIPOLOVTOC TTOU €LKAZETAL OTL E(VAL EAATTWHATLKO.

Amto0rikeuon Kat amoppLyn

®uAdooete tnv Neogen Aokipacia Moplakrg Avixveuong Listeria 2 otoug 2-8°C. Na pnv katauxetal. ATToYeUyETE
TNV €KBEON TOU KLT OTO (PWG KATA TN SLAPKELA TNG aTtoBrKeLoNG. APoU aVOLEETE TO KLT, EAEYETE OTL TO AAOUHLVEVLO
OOKOUAAKL €lval aBLkto. EAv To aAOUPLVEVLO OAKOUAAKL £xEL UTTOOTEL {NULd, PNV XPNOLUOTIOLOETE TO TIPOLOV.
MeTd to dvolypa, oL axpnoLUOTIOINTOL SOKLPACTLKOL CWANVEG aVTLEPACTNPLWY TIPETEL TIAVTOTE VA PUAdooovTal
OTO €MaVAcPPayL{OPEVO CAKOUAAKL JE TO AYUYPAVTLKO PHECO, WOTE va Slatnpeital N otabepdtnta Twv
AUO@LAOTIOLNHEVWY AVTLEPACTNPLWVY. PUAACCETE TA EMAVACYPPAYLOPEVA CAKOUAAKLA 0TOUG 2-8°C yLa XPOVLKO
Sldotnpa oxL peyaAutepo armo 60 nuEPES.

Mn xpnotporoleite tnv Neogen Aokipacia Moplakrg Avixveuong Listeria 2 petd tnv nuepopnvia Angng.

H nuepopnvia Angng kat o aplBpog maptidag emtonuatlvovtal otnv e§WTEPLKN ETLKETA TOU KOUTLoU. Metd tn xprion,
TO MECO EUTTAOUTLOMOU Kat oL SoKLpaoTtikol cwArveg tng Neogen Aokipaciag Moplakng Avixveuong Listeria 2
MTIOPEL EVEEXOUEVWE VA TIEPLEXOUV TTIABOYOVA UALKA. META TNV OAOKANPWON TOU EAEYXOU, TNPELTE TA TPEXOVTA
BLOPNXAVLKA TIPOTUTIA YLA TNV aTtOppLPn HOAUCHEVWY attoBARTWV. MNa emuTAEov TTANpowopleg cupBouAsubeite To
®UMo Aedopévwv Acpalelag Kal TOUG TOTILKOUG KAVOVLOPOUG OXETLKA PE TNV artoppudn.

O8nyieg xpriong

Tnpelte TPOOEKTLKA OAEG TLG 08NYLeC. H pn TpNnon Twv o8nyLwv Pmopel va 08nyroeL o avakpLPBr] amoteAéopata.
ATIOAUPALVETE TIEPLOSLKA TOUG TIAYKOUG Kal ToV EOTIALOPO TOU epyactnplou (TILIETEG, Epyaleia oppayLong/
amoo@payLong KTA.) he SLAAUPA oLKLakAG xAwpivng 1-5% (0yko kat' dyko o€ vePO) ) Pe SLAAupa

aropakpuvong DNA.

O xproTNng TIPETIEL VA OAOKANPWOEL TNV eKTtatdguon mLotomoinong xeLpLotr ya to Neogen Zuotnua MopLakng

Avixveuong, OTIwG TIEPLYPAYPETAL OTO £yypapo «MpwTdKOAAa Kat 08nyleg TiLotoTolnong eykataotaong (IQ) /
TLotomnoinong Asttoupyiag (OQ) ya to Neogen ZUotnpa MopLakrg Avixveuong»©.

BAETIE TNV evOTNTa «ELELIKEG 08NYLEG YLA ETILKUPWUEVEG HEBOSOUG» YLA TLG ELOLKEG ATIALTAOELG:

Mivakag 3, yLa TipWTOKOAAA EYTIAOUTLOHOU cUH@WVA HE Tn HEBoSo AOAC® Official Method of Analysis™ 2016.07 kat
To Miotomointkd AOAC® Performance Tested MethodS™ #111501.

Mivakag 4 yLa ta TpWTOKOAAA EPTIAOUTLOPOU UMWV PE To TitotototnTko NF Validation 3M 01/14-05/16.

EPTTAOUTLOHOG TOU Seiypatog

OL Nivakeg 2, 3} 4 Tapouctdlouv 08nyLeg yLa TOV EUTTAOUTLOHNO SELYHATWY TPOPLHWV KAl TIEPLBAANOVTLKWV
Selypdtwv. ATIOTEAEL EUBUVN TOU XPNOTN N ETILKUPWON EVAAAOKTIKWY TIPWTOKOAMWY SeLypatoAniag r} avaioyLwv
apatlwong, TPoKELUEVOU Va Slac@allotel 0tL autr N HEBoSog eEAEyxou TIANpoL Ta KpLTrpLa Tou Xprotn.
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TpopLpa

1. EmitpéPte 0to PECO EUTIAOUTLONOU ZwHOg Demi-Fraser (TepAauBAVEL EVAPPWVLO KLTPLKO olénpo) va
eELooppotinBel og Bepuokpacia epyaotnplakol TiepLBAAovToc.

2. ZuvdudoTte AonTTa TO HECO EPTIAOUTLONOU Kal To Selypa, cuppwva pe toug Mivakeg 2, 3 A 4. MNa 0Aa ta
Selypata kpeatog kal ta Selypata e UPNAR TIEPLEKTLKOTNTA O€ CWHATLSLAKH VAN, cuvioTtdtal n Xprion
aoKWV Q\Tpapiopatog.

3. Opoyevotolote Pe avdapLén, Xwveuon ) avapeLlgn e to XEpL, TANPpWG ya 2 + 0,2 Aetttd. Enwdote otoug 37 + 1°C
oUpP@wva Pe toug Mivakeg 2, 31 4.

4. Mo aKaTEPYaota yaAaKToKouLkd tpotdvta (BA. Mivaka 2 A 4), petapépete 0,1 mL Tou TpWTELOVTOG
gumAoUTIOPOL o€ 10 mL Zwpou Fraser. Emwdote otoug 37 + 1°C yua 20-24 wpEG.

NMepBailovtika Seiypata

OL OUOKEUEC CUAAOYNG SELYPATWY UTtopel va elval éva opouyydpl eVUSATWHEVO E Eva SLAAUpA ousstepoTioinong
yla tnv adpavotoinon tng entdpacng twv amoAupaviikwy. H Neogen cuviotd tn xprjon omodyyou Kuttapivng
xwplg Bloktdva. To StaAupa oudetepoTolinong PTtopel va elvat évag oudetepoTolnTikdg (wpog Dey-Engley (D/E)

N évag (Wpog Letheen. Zuviotdtal N amoAUpaveon Tng TEPLOXNG HETA TN SelypatoAnyia.

MPOEIAOMOIHZH: 3¢ tepinmtwon Tou eTUAEEETE va XpnolpoTioloste OUSETEPOTIOLNTIKO PUBULOTIKO

Atd\upa (NB) Tou TtepLexel apUA-COUAPOVLIKO CUPTIAOKO WG EVUSATIKO SLAAUMA yLd ToV OTtdyYyo, amalteltat

va Tipaypatomolioste apaiwon 1:2 (1 pépog detypatog o€ 1 p€pog otelpou {WHPOU EUTTAOUTLOHOU) TOU
EUTIAOUTLOPEVOU TIEPLRAANOVTIKOU SELYUATOG TIPLV ATIO TOV EAEYXO, £TOL WOTE VA PHELWOETE TOUG KLVSUVOUG TIOU
oxetifovtal pe éva Peudwg apvnTkO aTOTEAECHA TTIOU Ba UTIOPOUCE Va 08Ny OEL O ATIOSECPEVUON HOAUCHEVOU
TpoldvTog. Mia dAAN emdoyn elval va peta@épete 10 Pl oudetepoTOLNTIKOU PUBULOTIKOU SLAAUPATOG
EUTIAOUTLOHOU PECA OTOUG SOKLPAOTLKOUG owArveg Neogen AlaAupatog Avong.

To cuvioTwpEVO PeyeBOG TNG TIEPLOXNG SelypatoAnyiag yla tnv emaArfeuon tng mapouoiag rj anouasiag tou
aboyovou otnyv emLpavela eivat touAdytotov 100 cm? (10 cm x 10 cm 1} 4"x4"). Katd tn SetypatoAndia pe xprion
OTIOYyouU, KAAUYTE OAGKANPN TNV TIEPLOXT TIPOG SVO0 KATEUBUVOELG (apLoTepd TIPog SeELA KaL, 0TN CUVEXELD, ETTAVW
KAl KATW) 1] CUAAEETE TIEPLBAANOVTLKA Selypata cUPQWVA PE TO TPEXOV TIPWTOKOANO SetypatoAndiag oag ) Baoet
Twv 08nyLtwv FDA BAM®™, USDA FSIS MLG® ) ISO 185937,

1. EmutpéYte 0TO PECO EUTTAOUTIONOU ZwHbg Demi-Fraser (TeEpAAPBAVEL EVAUPWVLO KLTPLKO 6iénpo) va
eElooppotinBel o€ Bepuokpacia epyactnpLakol TEPLBAAOVTOG.

2. YuvbudoTe AaonTta To PECO EPTIAOUTLOMOU Kal To Selypa, cupYwva P toug Mivakeg 2,3 7 4.

3. Opoyevotolr)ote pe avaplén, e Stadikaota stomaching ) Ye To xepL 1 P TEpLSivnon, TARPwWE yla 2 + 0,2 AeTtd.
Enwdote otoug 37 + 1°C yia 24-30 wpeg, cUPPWVA P Toug MNivakeg 2, 31 4.
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NMivakag 2: MpwTtOkoAa YEVIKOU EUTTAOUTLOPOU PE Xprion Zwpou EpmAoutiopou Demi Fraser® kat Zwpou Fraser@
otoucg 37 + 1°C OTw¢ amatteltal.

Nivakag
SeLypdatwy

Még-
y€Bog
Seiypa-
TOG

‘Oykog
{wpov
EUTTAOUTL-
GpoU (mL)

Oeppokpa-
ola gpmAov-
TLopOU
(x1°C)

Xpovog
EUTIAOUL-
TLopOoU
(wpeg)

Ene€epya-
opéva pe
Beppotnra,
payelpepéva,
aAlraota
KPEATLKA,
TIOUAEPLKA,
Baiaocowa
kat papLa

Ene€epyaope-
va e
Beppotnra/
TIaoTEPLW-
HEva yaha-
KTOKOMLKQA
Tmpolovta

Aaxavikda

MoAu-tunpa-
TIKA TPOYLUA

25¢

225

37

24-30

MepLBaiio-
VTLIKA Sely-
pata

1
OTIOYYOGq

1001 225

37

24-30

1 paktpo

10

37

24-30

Nwrda
Kpeata,
TIOUAEPLKA,
BaAaoowva,

YapLa

25¢

475

37

28-32
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MpwTtoyevAG EUTTAOUTLOHOG AEUTEPOYEVIG EPTIAOUTLOHMOG )
(Zwpog Demi-Fraser)® (Zwpog Fraser)@ OVK'OC
. ava-
Jbetesgely Mé- 'Oykog | @sppokpa- | Xpdvog Mé- @sppo- Xpévog | Aueng
delypatwv y€Bog {wpoV | oia gpmAou- | epmAou- | ye00g Kpaocia gumiov- | Seiypa-
Seilypa- | epmAovtL- TLopou Twopou | delypa- | epmAouTL- TLopoU tog®
T0G oMoV (mL) (x1°C) (wpeg) ToG |opou (x1°C)| (wpeg)
Meta-
NwTtd yoAa- (gﬁpf;f
KTOKOULKA 259 225 37 2024 | ol 37 20-24 10 pL
Tpoilovta .
ZWwHo
Fraser

(a) O Zwpog Demi-Fraser kat 0 Zwpog Fraser TIPETEL TIAVTA VA CUUTIANPWVOVTAL PIE CUPTIANPpWHA ZwuoU Fraser
(EVAPHPWVLOG KLTPLKOG 0ldNpog) Katd Tn SLAPKELA TIPWTOYEV 1] SEUTEPOYEVH EUTIAOUTLOHOU.

(B) Oykog Selypatog TIoU PETaWEPETAL O SOKLPAOTIKOUG cWANVeG Neogen AtaAUpatog Auong. Avatpegte oto Bripa
4.6 TnG evoTnTag «AUoNG».

ELSLKEG 08Nnyieg yLa EMLKUpWHEVEG pEBOSOUG
AOAC® Official Method*™ 2016.07
AOAC® Performance Tested Method*™ #111501

" PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 111501

2t1G peAeteg AOAC Research Institute OMASM kat PTM®M, n Neogen Aokipactia Moplakrg Avixveuong Listeria 2

amnodeixOnke pLa amoteAeopatikn EB0S0G yla TNV aviyveuon tou idoug Listeria. OL PATPEG TTIOU EAEYXONKav 0Tn
HEAETN Ttapouactadovtat otov MNivaka 3.

Mivakag 3. MpwTOKOAAA EYTIAOUTLOHOU HE XPrjon Tou ZwpoL Demi-Fraser® otoug 37 + 1°C oUp@wva pe tn hebodo
AOAC OMA®M 2016.07 kat to MNiototmotntikd AOAC PTMSM #111501.

Méye6o poRes
MNivakag SeLypdatwv sei YEvos 'OykoG {wHov EPTTAOUTLGHOU (ML) EUTTAOUTLOMOU
glypatog (Wpeg)

Bo&wd Aoukavika, Tupt Queso
Fresco, taywto Baviiia, Tupt
Cottage He 4% \utapq, 1’1}\rﬁpsq y;i)xa 25 275 24-30

pE ookoAata 3%, JapoUAL romaine,
OUOKEUAOPEVO WO OTIAVAKL, KPUOG
KATIVLOTOG COAOHOG

NwTtd KoTOTIOUAO 25¢ 475 28-32
FaAOTIOUAQ VTEALKATEDEV 125¢g 1125 24-30
Neroul® O)\OK?\,F] po APKETOCG OYKOG TIPOKELPEVOU VOl 26-30

TIETIOVL ETITAEEL TO TIETIOVL
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Méye6o s
Nivakag delypdtwy Ssiypatoqq ‘'OykoG {WHOU EUTIAOUTLGHOU (ML) spnt\?uuc)rpo()
WPEG

xS Avo&eldwtog xaAuBag 1 oToyyog 225 24-30
]
2 8 ZTEYAVOTIOLNHEVO .
ok -
2 S OKUPOSENT 1 oToyyoq 100 24-30
3 >
T3
Iu:Qu' MAQOTIKOY) 1 pdktpo 10 24-30

‘OAa ta Setypata yia tnv emkUpwon AOAC opoyevoTioliBnkav e OPoyevVoTIolnon EKTOG €AV CNUELWVETAL AAAWG.

(a) O Zwpog Demi-Fraser kat 0 Zwpog Fraser TPETEL TTAVTA VA CUPTIANPWVOVTAL HE CUPTIARPpWHA ZwpoU Fraser
(EVAPPWVLOG KLTPLKOG 0idnpog) Katd tn SLAPKELA TIPWTOYEVH 1) SEUTEPOYEVH EUTIAOUTLOHOU.

(B) Opoyevotolrote To Selypa pe avapelén pe to xepL.

(y) Opoyevotolrote To Selypa pe avadsutrpa.

NF Validation a6 tnv AFNOR Certification

t““F‘CATION
3

VALIDATION
EN 1SO 16140

3M 01/14-05/16
ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http://nf-validation.afnor.org/en

Ma TiEpLOCOTEPEG TIANPOWPOPLEG OXETLKA HE TN ANEN TNG ETILKUPWONG, TIAPAKAAOUHE AVATPEETE OTO TILOTOTIOLNTLKO
NF VALIDATION Ttou SLatiBetal oTov LOTOTOTIO TTOU AVAPEPETAL TTAPATIAVW.

Muotomownpévn péBodog NF VALIDATION os cuppopypwon pe to ISO 16140-2® ge cUykpLon pe to ISO 11290-1®

NMedio eykupotntag: OAa ta mpoiovta avhpwTivng SLatpo@rg Kat Ta TePLBAAOVTIKA Selypata (EKTOg amod ta
Selypata kupLag apaywyng)

NMpoetolpacia Seiypatog: H postolpacia twv Selypdtwy TPETEL va yiveTal cUP@WVA PE TA TPOTUTIA
EN ISO 11290-1® kat ISO 6887®

'EK&00N AOYLOULKOU: BA. TILOTOTIOLNTLKO
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NMivakag 4. NMpwTtoKoAAA EPTIAOUTLOPOU CUPPWVA HE TNV TILoToToLtnpévn pEBodo NF VALIDATION 3M 01/14-05/16

otoug 37 + 1°C pe xprjon Zwpou Demi-Fraser@ kat Zwpou Fraser®@ BAcEL TWV AMALTHOEWV.

'0OyKog ©zppio- Xpovog '0OyKog
Feviko , : Kpacia , ATTIOSEKTO
: Méye0Bog {wpou EUTAOUL- | avdaAucng :
TIPWTOKOA- sei EUTTAOU- - : onpeio ma-
elypatog | gymAoutt- - TLOHOU Selypa- :
Ao 5 (mL TLOpOU z ® pPEPBaong
Gpou (mL) (£1°C) (wpeg) oG
} Zwpog
OAa ta Demni-
SsLyHata Fraser €wg
Tpopipwy 72 Gpec
\Eiﬁ:gﬁ} Atadikaota
KPEATWV Adparog
P , 25¢ 225 37 24-30 20 L OTOUG
vwTiwv Ba- 20°C
MOOWQV Atadikaota
KAl VWTIWV AOpATOC
YOAQKTOKO- orguq
MKWV TIpo- 4°C £uc
ovtwv) 72 Gpee
25¢, Atadikaota
MepBar- | de%po A0patog
AOVTLKA , 225 37 24-30 20 pL
Selypata n1 , oTous
pHavtnAakL -20°C
‘Oyko Osppo- |y o6vo ‘Oyko
EL8LkO . YOS Kpacia povos YKOS AToSeKTO
; MeyeBog {wpov €UTAOL- | avaAucng s
TIPWTOKOA- |  , EUTAOUL- , , onpeio ta-
delypatog | epmtAouTt- . TLopOU Sdelypa- .
Ao 1 - TLopoU ; pEpBacng
opoU (mL) A (wpeg) ToGg®
(x1°C)
Zwpog
Demi-
Fraser £wg
72 Wpeg
Atadikaota
Qud kpéata AUpatog
Kat WP 25¢ 475 37 28-32 20 pL atouqg
Balaoowvad -20°C
Atadikaota
AUpatog
oToug
4°C €wcg
72 wpeg

10
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MPWTOYEVIG EYTTAOUTLOMOG AgUTEPOYEVIIG EUTIAOUTLOHOG
(Zwpog Demi-Fraser)® (Zwpog Fraser)@ P )
. ToSEKTO
ELS1ko , y ;
npwto- | Mé- ‘Oykog (Ka:ggfa Xpévog Mé- Ogppo- Xpdvog oa‘c:,:g B
koAho 2 | YE@0G | {wpou curthou. | EMTAOU- | yEBog kpacia | epmdou- |, - napeppa-
Sely- | epmAoutt- t‘:.chl'J Twopov | Seiypa- [ epmAoutt- | TLoHOUL Saiy:;- ong
patog | opou (mL) (£1°C) (wpeg) ToGg |opoU (£1°C)| (wpeg) toc®
* Zwpog
MeTa- Fraser
Nwmd ¢oEte £WG
YQAQKTO- Pep 72 Wpeg
0,17 mL
KOUkd | 25g 225 37 20-24 02'1 0mL 37 20-24 10l |+ Awadt-
Tpoio- Zwud kaola
vta FraSer AUpatog
oTOoug
-20°C

(a) O Zwpdg Demi-Fraser kaL 0 Zwpog Fraser TIPETEL TIAVTA VA CUPTIANPWVOVTAL HE CUPTIANpWHA ZwpoU Fraser
(EVAPPWVLOG KLTPLKOG 0ldNpog) Katd T SLAPKELA TIPWTOYEV 1] SEUTEPOYEVH EUTIAOUTLOHOU.

(B)Oykog Selypatog ou petapepetal o€ SOKLPAoTkoug owArveg Neogen AtaAUpatog Auong. Avatpé&te oto Bripa
4.6 tnG evoTnTag «AUCNG».

Znpeiwon: Aslypata peyaAltepa Twy 25 g Sev €xouv eAeyxBel otn peheétn NF Validation.

Mpostotpacia touv Neogen® Alokou Taxeiag Poptwaong Mopraknig Avixveuong

1. Bpéte éva mavi pe StdAupa olklakng xAwpivng rj avtiotolyo StdAupa 1-5% (0yko Kat' OyKo o€ VEPO) Kat
okourttiote tov Neogen® Atoko Taxetag Poptwong Moplakrg Avixveuong.

2. =ZemA\Uvete Tov Neogen Aloko Tayelag Poptwaong Moplakng Avixveuong pe vepo.

3. XpnOLPOTIOLAOTE PLla TIETOETA Plag xpriong yLa va oteyvwoete tov Neogen Atoko Taxelag doptwong
MopLakng Avixveuong.

4. Awaoypaliote 0tL o Neogen Alokog Taxelag @dptwong Moplakrg Avixveuong eivat oteyvog TipLv tn xprion.

MpostoLpacia tou Neogen® EvOeTou YTToS0)X1 G ZWARVWY yLa WOEn MopLaknig Avixveuong

TomtoBetriote to Neogen ‘EvBeto Yodox g ZwAnvwy yla Wugn Moplakng Avixveuong ameubeiag emavw otov
TIAYKO TOU EPyacTnPLOU. XpNOLUOTIOLOTE TO €VBETO UTI0S0X NG CWARVWV yla PUEN oe Bepuokpacia tepBAaiovtog
gpyaotnpiou (20-25°C).

MpostoLpacia tou Neogen® EvOeToU yLa YTtoSox ZWARVWV Oeppavtipog MopLakrg Avixveuong
TomtoBetrjote to Neogen® EvBeto yla Ytodoxr ZwArvwy Ogpuavtrpa Moplakrg Avixveuong o€ pla SUmAn povasda
uTtoS0x NG cWARVWV &npng BEppavong. Evepyomorote tn povada §nprg B€ppavong kat pubpiote tn Beppokpacia
yla va emittpéete oto Neogen ‘EvBeto yla Yiodoxn ZwAnvwy Ospuavirpa Moplakig Avixveuong va pBdaoel kal va
SlatnprioeL Beppokpacia 100 + 1°C.

Znpeiwon: Avdloya pe tn povdada Bépuavang, agprjote to Neogen EvBeto yla YroSoxr ZwAnvwy Ogppavirpa
MopLakng Avixveuong va Bdacel otnv KatdAAnAn Beppokpacia yia epimou 30 AeTrtd. XpnoLPoTIoLwvTag

€va KatdAANAo, Babpovopnpuévo BepUOUETPO (T.X. BEPUOPETPO PEPLKNG EPPUOLONG N PNYLaKO BepPOpETPO
Beppootolyeiou, OxL BepUOUETPO OALKNG EPBUBLONG) ToTIOBETNEVO OTNV KaBopLopévn B€on, emaAnBeVoTe OTL TO
Neogen EvBeto yLa Yrodoxn ZwAnvwy Oeppavtripa Moplakrig Avixveuong Bploketat otoug 100 + 1°C.

MpogtoLpacia tou Neogen® Opydvou MopLakng Avixveuong

1. Ekkwnote to Neogen® Zuotnua Moplakng Avixveuong kat cuvSeBeite. ETILKOLVWVOTE UE TOV TOTILKO
oag avtimpoowTo tng Neogen Food Safety wote va Stacpalioste 0Tl Stabetete TNV TeAeutala €kSoon
TOU AOYLOMLKOU.

2. Evepyottoujote to Neogen ‘Opyavo MopLakrig Avixveuong.
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3. Anploupynote ) enefepyaoteite pla Stadikaoia pe Sedopeva yla kabe Selypa. Avatpegte oto eyxeLpidLo xpriong
Tou Neogen ZUotnua MopLakrg AvVixveuong yLa AETTTOEPELEG.

Znpeiwon: To Neogen Opyavo MopLaknig Avixveuong TipEmeL va pBdoeL o€ katdotaon Etolpdtntag mpotou
eLoayBel o Neogen Atokog Tayelag Poptwong MopLakrg Avixveuong PE TOUG SOKLPAOTLKOUG CWARAVEG
avti&paong. Auto to otddlo BEppavang Slapkel epimou 20 Aetttd kat uttodetkvuetat pe éva NMOPTOKAAIL pwg
0Tn Ypappn Katdotaong Tou cuotripatog. ‘Otav to cuotnua elvat £Tolpo yia va ekvrosL pua Stadikaota,

n ypappn katdotaong Ba yivel MPAZINH.

Auon
Aypatpgaote Tov uBpeva tou otatw Neogen AtaAUpatog AUong Pe éva katoaBisL fj pla oTiatouAa TipLV To
tomoBetroete oto Neogen EvBeTo yla Ytodoxn ZwAnvwy Ogpuavirpa MopLakrg Avixveuong.

1. Agprote Toug SoKLpaoTtikoug owAnveg Neogen AtaAupatog Avong va BeppavBolv agprjvovtag To oTaTw o€
Beppokpacia Swpatiou (20-25°C) katd tn SLdpkela TNG vuxtag (16-18 wpeg). EVAANAKTIKEG AUCELG yLa TNV
€ELOOPPOTINGN TWV SOKLPACTIKWY CWANRVWY Neogen ZA og Beppokpacia Swuatiou elvat va B€oete Toug
SoKLpaoTIkoUg owArveg Neogen ZA €AVw OTOV TIAYKO TOU £pYAcTnPLou yLa TOUAAXLOTOV 2 WPEG, VA ETTWACETE
TOUG SOKLPAoTIKOUG owAnveG Neogen ZA o€ emwaoctripa 37 + 1°Cyla 1 wpa A va Toug TOTIoBETHOETE O€ SLTIANR
povdada uttodoxng cwARVWV &npng BEppavong yla 30 SeutepoAemta otoug 100 + 1°C.

2. AvaotpgPte TOUG TWHATLOPEVOUG SOKLPJAOTIKOUG CWANVEG yLa va avapi&ete. MpoxwproTte oTo eMOPEVO OTASLO
EVTOG 4 WPWV.

3. BydAte tov {wud EUTIAOUTLOMOU aTIo TOV EMwacthpa.

4. Anatteital évag SoKLpaoTtikog owAnvag Neogen AtaAUpatog AUong yla kabe Selypa kat Sslypa Apvntikou
EA€yxou (NC) (otelpo p€CO EPTIAOUTLOWOV).

4.1 Ol OELPEC TWV SOKLUAOTIKWY OWANVWY Neogen AtaAUpatog AUoNG UTtopoUV va KOTIouV 0Tov ETILOUPNTO
apLBpo Sokpaotikwy cwAnvwy Neogen AtaAUpatog AUong. ETIAEETE TOV apLlBPO TWV HEPOVWHEVWY
SOKLpaoTKWY cwARVwv Neogen AtaAUpatog AUoNG 1 TLG ATTALTOUPEVEG OELPEG TWV 8 SOKLHUACTLKWY
OWANRVWV. ToTtoBeTHOTE TOUG SOKLPAOTIKOUG CWANVeG Neogen AtaAUpatog AUoNG o€ €va Kevo otatw.

4.2 Twava ano@uyete tn SLaotaupoUpevn HOAuvorn, anoo@payilete pia oeLpd SOKLHACTIKWY CWANVWY
Neogen AlaAUpatog AUong KABE popd, Kal XprOLUOTIOLELTE VEO pUYXOG TILTIETAG yLa KABE Bripa HETaPopdc.

4.3 METAPEPETE TO EPTIAOUTLOPEVO SElya 0TOUG SOKLPAOTIKOUG oWANVeEG Neogen AlaAUpatog AUong OTiwG
TIEPLYPAYPETAL TIAPAKATW:

Metapépete KABE EUTTAOUTLONEVO Selypa o€ peEpovwpEvo owAriva Neogen AlaAUpatog AUong ipwta.
Metapépete tov NC teAeutaio.

4.4 Xpnowuototrjote to Neogen® EpyaAeio Zgpaylong / AltoopdyLong - Along Moptaknig Avixveuong yla va
anooypayioete pla oelpd SoKLpaoTikwy cwAvwy Neogen AltaAUpatog AUong - pila oglpd Kabe opa.
4.5 Amnoppidte To WA Tou SokLpaotikou cwArjva Neogen AtaAUpatog Auong - EQv to AUpa TipokeLtaL va
SltatnpnBetl yla emavéleyyo, TOTIOBETAOTE Ta TWHATA PE€oa o€ €va kaBapd Soxelo, yLa ek VEou epappoyn
META TN AUon.
4.5.1 Ta tnV enefepyacia tou Statnpnpévou Avpatog, BA. Mapdptnua A.

4.6 Metayepete 20 pL Selypatog peoa o€ Evav SoKLPAoTko owArva Neogen AlaAUpatog AUong, EKTOG Qv
avaépetat SLawopeTikd ota MpwtokoAa armd toug MNivakeg 2, 3 i 4 (TL.X. VWTIA YOAAKTOKOMLKA Ttpoiovta
f KAtd tn Xprion MePLBAANOVTIKWY SELYHATWY PE OUSETEPOTIOLNTIKO PUBULOTLIKO SLAAUPA, XpNOLYoTIoLELTE
10 pL).
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5. EmavaAdfBete ta Bripata 4.4 €wg 4.6 PEXPL TO KABE eTLPEPOUC Selypa va €xeL TpooteBel o€ €vav avtioTtolyo
SoKLuaoTiko cwAriva Neogen AtaAUpatog AUcng TG CELPAG.

6. Otav €xouv petaywepbel OAa ta Selypata, petapépete 20 b NC (otelpo pECO EUTAOUTLIONOU, TL.X. ZWHOG Demi-
Fraser) péoa o€ évav SokLpaotikd cwArjva Neogen AlaAUpatog Auong. Mnv xpnotpotioLleite vepd wg NC.

7. EmaAnBelote 0tL n Beppokpacia tou Neogen EvBetou yla Yooy ZwAnvwy Ogpuavtripa MopLakrg
Avixveuong Bploketat otoug 100 + 1°C.

8. ToTtoBeTroTE TO AKAAUTITO OTATW SOKLPACTIKWY oWwArvwy Neogen AtaAupatog Auong oto Neogen EvBeto yLa
Yrodoxn ZwAnvwyv Beppavtripa MopLakrg Avixveuong kat Beppdvete yla 15 + 1 Aemttd. Katd tn SLtapkela tng
B¢ppavaong, to Neogen AtdAupa Avong Ba aA\dgeL amd pol (Puyxpod) o€ kitpvo (Beppo).

8.1 Aelypata mou Sev €xouv UTIoBANBEeL TNV KATtdAANAN BeppuLkn emeepyacia katd tn StdpkeLla tou otadiou
AUoNG TG SokLpaotag Prtopouv va BewpnBouv wg TiLBavog BLoAoytkog kivuvog kat AEN TipEmeL va
gLoayovtal oto Neogen ‘Opyavo MopLakrg Avixveuong.

9. AQaLPEOTE TO AKAAUTITO 0TATW TWV SOKLPMACTIKWY cwAvwv Neogen AlaAUpatog AUong amd to evBeTo
B€ppavong Kat a@riote To va Kpuwaoel oto Neogen ‘EvBeto Yodoxng ZwAnvwy yia WUEn Moplakng Avixveuong
yla ToUAdyLotov 5 Aemttd kal peyloto 10 Aemrtd. To Neogen ‘EvBeto YtoSoxrg ZwAnvwy yia YOEn Moplakng
Avixveuaong, étav xpnolpotoleitat o€ Beppokpaoia epLBAANOVTOG, TIpETEL Va ToTtoBeTnOel ameubeiag emdvw
OTOV TIAYKO Tou gpyactnpiou. Otav KpUwaoeL, To SLaAupa Avong Ba amoktr ot Eavda pod xpwua.

10.AQaLPEDTE TO OTATW TWV SOKLPAOTLKWY CWANVWY Neogen AtaAupatog Auong ard to Neogen EvBeto YoSoxng
ZwAnvwv ya Yo&n Moplakng Avixveuong.

00:15:00

99-101°C

D D D —_ D 20-25°C
00:05.00
MoAAamAacLacpog

1. Anatteitat Eévag SoKLUaoTkog cwAnvag avitdpaotnpiou Neogen Aokipaciag Moplakng Avixveuong Listeria 2 yLa
KABe Selypa kal tov AE.

1.1 OLOELPEG TWV SOKLPAOTIKWY CWARVWY avTLlépactnpiwv Yrtopolv va KoTtouv oTov eTLBUPNTO aplbuo
SOKLUAOTIKWY OWANVWV. ETIAEETE ToV amattoVpeVo aplBpd TwWV HEPOVWHEVWY SOKLUAOTLKWY CWANVWY
avtspaotnplou Neogen Aoklpaciag Moplakrg Avixveuong Listeria 2 1} TLG QTTALTOUPEVEG TAWVIEG TWV
8 SOKLUAOTIKWY CWANVWV.

1.2 TomoBetrote Toug SoKLPaoTIKoUG cwArveg Neogen Aoklpactiag Moplakng Avixveuong Listeria 2 o€ eva
KEVO OTATW.

1.3 Amo@uyete va Slatapaete ta opatpidla Tou avtispactnpiou amo Tov TTATO TwV SOKLPHACTIKWY CWARVWV.
2. ETuAé€te €vav SoKLpaoTtiko owAnva Neogen EAEyxou Avtispaotnpiou (RC) kal TOTIOBETAOTE TOV OTO OTATW.

3. MNa va armo@uyete TN SLacTaupoUPEVn HOAUVON, artooppayilete pia Tawia SOKIHACTIKWY CWARVWY
avtidpaotnpiou Neogen Aokipaoiag Moplakrg Avixveuong Listeria 2 KABE opd, KaL XpnoLPOTIOLELTE VEO pUYXOG
oupwviou yla KAbe Bripa peTayopdag.
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4. MeTaWEPETE TO KUTTAPOAUHA OTOUG SOKLJAOTIKOUG CWANVEG avtidpaotnpiwv Neogen Aokipaoiag Moplakng
Avixveuong Listeria 2 kat S0kLPaoTikd cwArjva Neogen EAéyxou AvtiSpaotnpiou, OTiwWG TEPLYPAPETAL TIAPAKATW:

Metaepete KABe Selypa KUTTAPOAUPATOG OTOUG ETILHEPOUG SOKLUAOTIKOUG CWANVEG avtldpaotnplou
Neogen Aokipactag Moplakrg Avixveuong Listeria 2 Ttpwta Kat otn cuvexela tov AE. Evudatwote to
S0KLPaoTIKO cwArva EA teAeutaio.

5. Xpnotpototrjote to Neogen® EpyaAeio Zgpdylong/ Amtoopdylong - Avtidpaotnpiou Moplakng Avixveuong yla
Va aroopayioeTe Toug SOKLPAOTLKOUG CwARVEG avtidpaotnpiou Neogen Aokipaciag Moplakrg Avixveuong
Listeria 2 - pia tawia §oKLpaoTtikwy cwARVwyY avtidpaoctnpiou kabe wopd. Atoppidte To WA,

5.1 Metapépete 20 pL Tou Selypatog KUTTAPOAUATOG ATIO TO EMAVW Y2 TOU UYPOoU (ATIOPUYETE TO
i{npa) Tou SoKLpaoTtikoU cwAnva Neogen ALAAUMATOG AUGHNG GTOV AVTLGTOLYXO SOKLMAGTLKO CWARvVa

avtiSpactnpiou Neogen AokLpaciag MopLakng Avixveuvong Listeria 2. Xopnynote uTé ywvia ya va
amoUYETE va SLatapdagete ta opatpisdia. AVapiite MIMETAPOVTAG TIPOGEKTLKA TIAVW-KATW 5 POPEG.

5.2 EmavaAdBete o Bripa 5.1 HEXPL TO ETILHEPOUG SElya KUTTAPOAUHATOG Va EXEL TIPOOTEDEL O€ €vav
avtiotoL o SoKLpaoTtikd cwArnva Avttspaotnpiou Neogen Aokipactag Moplakng Avixveuong Listeria 2
otnv tawia.

5.3 KaAuyte Toug SoKLpaoTikoUg cwAnveg avtidpaotnpiou Neogen Aokipaciag Moplakrig Avixveuong Listeria
2 JE Ta TTapeXOPEVA ETILTTAEOV TIWHPATA KAL XPNOLUOTIOLOTE TN OTPOYYUAEUHEVN TIAEUPA TOU Neogen
Epyaleiou Zppaylong / Atooppdylong - AvtiSpaotnpiou MopLakrg Avixveuong yla va aoKrOETe Tileon pe
pLa kivnon epmpéc-riiow, Stacpalidovtag OTL TO TTWHA EXEL EYAPHOOTEL oPLYTA.

5.4 EmavaAdBete ta Bripata 5.1 €wg 5.3 dnwg amatteltal, yia tov aptBpod Twy SELYPATWY TIOU £lval TIpog EAEYXO.

5.5 ‘Otav €xouv petaepBel dAa ta Selypata KuttapoAUpatog, emavaidBete ta Bripata 5.1 éwg 5.3 yua
va petagépete 20 Pl tou kuttapoAupatog AE péoa o€ évav SoKLPHaotiko owArjva Neogen Aokipaciag
MopLakng Avixveuong Listeria 2.

5.6 Metagépete 20 pL tov AVpatog NC péca o€ évav SoKLPHAoTLKO cwARva Neogen ‘EAgyx0G
AvtiSpactnpiou. Xopnynote umnod ywvia yLa va aroguyete va Statapaete ta opatpidia. Avapi&te
TILTTETAPOVTAG TIPOCEKTLKA TIAVW-KATW 5 (POPEG.

6. ®OPTWOTE TOUG OYPAYLOPEVOUG SOKLPAOTIKOUG CWANVEG o€ €vav kabapod kat aroAupacpévo Neogen Aloko
Taxetag PoOpTwong Moprakng Avixveuong. Khelote kat ac@aliote to kamdakt tou Neogen Alokou Tayelag
ddpTwong Moplakng Avixveuong.

20 L

7. ETuBewpnote Kal eTLBERBALWOTE TN SLapopwévn SLadlkaoia péoa oTo AoyLopLko Tou Neogen ZuoTrPATOG
MopLakng Avixveuong.

8. Kdvte KALK 0TO KOUTIL Evap&n oTo AoyLopLKO Kat ETIAEETE TO Opyavo Ttou Ba xpnotporolnBel. To KamdakL Tou
ETAEYpEVOU Opydvou avolyel autdpata.

9. TomoBetrote Tov Neogen Atoko Tayelag Pdptwong Moplakng Avixveuong péoa oto Neogen ‘Opyavo MopLaknig
AviYVeuoNG Kal KAELOTE TO KATIAKL yLa va EeKvroete tn SoKlpactia. Ta amoteAéopata apexovtat evidg
75 AeTITWV, av Kat ta BeTikd propet va aviyveubBouv vwpltepa.

10.ApoU oAokANpwOel n Sokipacia, apatpéote tov Neogen Aloko Taxelag Poptwong Moplakrg Avixveuong amod
to Neogen ‘Opyavo Moptakrig Avixveuong kat amopplte Toug SOKLUAOTIKOUCG CWARVEG JOUALALOVTAG TOUG O€
SLaAupa olkLakng xAwpivng ) avtiotolyo StdAupa 1-5% (Oyko Kat' 0yko o€ vepO) yla 1 wpa Kat PakpLd amod tnv
TIEPLOX ) TIpOETOLPaciag TnG Sokipaoctiag.
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ZHMEIQXZH: Na tnv eAayLotoTtioinon Tou KvdUvou Peudwg BETIKWY aOTEAECUATWY AOYW SLACTAUPOUHEVNG
HMOAUVONG, TIOTE PNV QVOLYETE TOUC SOKLPMAOTLKOUG CWANRVEC avtispaotnpiwy tng Neogen Aokipaciag Moplakng
Avixveuong Listeria 2 TIOU TIEPLEXOUV EVLOXUHPEVO DNA. Auto cupmieplAapBAvel SOKLUAOTIKOUG OWANVEG
avtspaotnpiwv Neogen Aokipaciag Moprakrg Avixveuong Listeria 2, Neogen EAéyxou Avtiépaotnpiou kat
Neogen Mivaka EAéyxou MopLakrig Avixveuong. ATtopplTTETE TIAVTOTE TOUG OYPPAYLOPEVOUG SOKLJAOTIKOUG
oWANVeg avtidpaotnpiwv JouALAdovTag TOUG 0 SLAAUPA OLKLOKNG XAwpivng i avtiotolyo StdAupa 1-5% (dyko
Kat' dyko o€ VEPO) yla 1 wpa KAl JAkpLA atto TNV TIEPLOXT TPOETOLPaciag TG SoKLaotlag.

ATtoteA€opata Kat eppnveia

‘Evag aAyopLBpog epunveVEL TNV KAPTIUAN TTAPOXHG YWTOC TIOU TIPOKUTITEL ATIO TNV AVIXVEUOH TOU
TIOAATAQGLAGHOU TWV VOUKAEIVIKWY 0EEWV. Ta amoTeAEoUATA AvaAUOVTAL QUTOPATA aTtd TO AOYLOMLKO Kal
KWS8LKOTIOLOUVTAL XPWHATLKA PE BAon To amoteAeopa. Eva Oetikd r) Apvntikd amnotéAeopa kabopiletal péow
avaAuong evog aplBpol HovasSLKWV TIAPAPETPWY TNG KAUTIUANG. Ta UTIOBETLKA BETIKA amoTeAEopaTa avagepovtat
O€E TIPAYHATLKO XPpOVO, VW TA ApVNTLKA KAl Ta arnoteAéopata Mpog Embswpnon epgpavidovtat petd tnv
OAOKANpwon tng SLadlkaoctag.

Ta uttoBeTIkd BeTLkA Selypata TPETEL va emLBeRatwvovtal cUPPWVaA PE TG olvnBeg Sladlkaoieg Asttoupyiag tou
gpyaotnpiou r akoAouBwvtag tnVv KataAnAn emBeBalwon pebodou avapopdc 23, apxifovtag pe tn HETAPopA
aTto TOV TPWTOYEVH EPTIAOUTLONO 0€ SeUTEPOYEVH {WHO EUTIAOUTLONOU (OTIOU LOXUEL) KAL OTN CUVEXELA ETTLOTPWON
Kat emBeBalwon Twv amopovVWoEWY XPNOLUOTIOLWVTAG TLG KATAAMNAEG BLOXNHLKEG KAl 0pOSLAYVWOTLKEG HEBOSOUG.

ZHMEIQZH: AkOpa Kal éva apvntiko Selypa dev Ba Swaoel Pndevikr) €véelén, kaBwg To cUoTNUA Kal Ta
avtspaotripla moAamnAactacpol Neogen Aokipaoiag Moplakng Avixveuong Listeria 2 £X0UV L OXETLKNA
povdada pwtdg (RLU) «uttoBdbpoun.

Z1tn ondvia epimtwon acuvrBLoToU PWTLOPOU, 0 aAydpLlBuog To emionpailvel wg «Mpog Embewpnon».

H Neogen cuviotd otov Xprjotn va emavaidpel tn Sokipacia yia 6Aa ta Setypata MNpog Enbewpnon. Eav to
amnotéAeopa ocuveyileL va elval Mpog EMBewpnon, Tpoxwpriote otov EAeyxo eLBERalwong xpnoLoTIoLwVTag
TN PEBOSO TToL TIPOTLATE 1) OTIWG KaBopileTal amod TOUG TOTILKOUG KAVOVLOUOUG.

Mivakag 5: ZUpPBoAa amoteAeopdTwy yla Selypata kat eppnvela, OTwg Tapéxovtal arno To AOYLOPLKO ToU
Neogen Zuotripatog MopLaknig Avixveuong.

Tomog ZUpBoAo AmtotéAeopa | Epunveia
uttooxrg | armoteAéopatog
uttoSoxng
Asiypa ‘ OETIKG To Setypa elvat uTToBETLKA BETLKO yLa To

OTOXEUOWEVO TTaBoydvo.

Astypa ‘ ApvnTiKS To Selypa elval apvntiko yLa To oToXeUOPEVO TTaboyovo.

O mivakag Selypdtwy ATav avaotaATikog yla t

Soklpaota. Evééxetal va xpeladetal ek véou e&gtaon.
@ AvVaoTOATIKO | Avatpé€te otnv evotnTa «AVTLHETWTILON TIPOBRANUATWY»
Kat T MAnpowopleg tpoidvtog Tou KLt Sokipactiag yla
TIEPLOCOTEPEG TIANPOYOPLEC.

Astypa

Aev Atav Suvatdg o kaboplopdg Ttng apouciag

| TNG amouciag Tou otoxeudevou Ttaboyovou.

@ Mpog Evééxetal va xpetaletal ek véou e&€taon. Avatpete
eMBewpnon | otnv evotnta «AVTLHETWTILON TIPORANHATWY» KAl

TLG MANpoyopleg TPoldVTOG TOU KLT SoKlpaciag yla

TIEPLOOOTEPEG TIANPOYOPLEG.

Aetypa

Aev avixveubnke Blopwtavyela. EvéExetal va xpetadetat
€K VEOU €€ETAON. AVATPEETE OTNV EVOTNTA «AVTLUETWTILON
TipoBANUdTWY» KAl TG NMAnpowopleg TPoidvTog Tou KLT
SOoKLJaoLag yLa TEEPLOCOTEPEC TIANPOYOPLEG.

Aetypa @ ZpdApa

15




@ (EAANVLIKA) ﬁ ﬁ

EmBePaiwon TwV amoTEAECHATWY GUpPWVA PE T HEBoSo TtLotottoinong NF VALIDATION
>to mAaiolo tng NF VALIDATION, 6Aa ta Selypata ou avayvwpidovtat wg Betika amd tnv Neogen Aokipaoctia

MopLakng Avixveuong Listeria 2 Tip€meL va emLBeRalwvVovTal Pe Ta TTAPAKATW TEOT:

EmtitAoyn) 1: Xpnolpotmowwvtag to poétuto 1ISO 11290-1@) Eekivwvtag amod tov eUmAouTLoPO Demi-Fraser.

ErttAoyn 2: Me amopdvwon o€ dyap PALCAM 1 o€ Xpwpoydvo ayap Tou anoteAel pépog peBodou motomoinong NF
VALIDATION yLa tnv avixveuon Listeria. H Tapoucia XapakTtnpLOTIKWY ATTOLKLWY ETIAPKEL yla tnv emiBefalwon tng
Ttapouotiag Listeria spp.

ETttAoyn) 3: XpnOLUOTIOLWVTAG AVLXVEUTEG VOUKAEIVLKWY 0EEWV, OTIWG TIEPLYPAPETAL OTO TIpOTUTIO ISO 72180),

O€ ATIOPOVWHEVEG ATTIOLKIEC, TTIO ETILAEKTLKO dyap (BA. ETttdoyn 11 2).

ETtitAoyn) 4: XpnolpoTolwvtag omoladnmote aAAn pebodo miotomoinong NF VALIDATION, n apxnj Ttng omolag
TIPETIEL Va SLaepel amo autriv Tng Neogen Aoklpactag Moplakng Avixveuong Listeria 2. MpemeL va xpnolpoToteitat
TO TIANPEG TIPWTOKOANO TIOU TIEPLYPAPETAL yLa auTrV tn eUtepn PEB0SO eTkUpwonG. OAa ta Bripata mpLv amo
TV évapén tng emiBePaiwong mpEmeL va elval kowvd Kat oTLg SUo pebddoug.

ZTNV TEPLTTTWON ACUPPWVLAG TWV ATTIOTEAECHATWY (UTTOBETLKA BETIKA pe T Neogen AokiLpacia MopLakrg
Avixveuong Listeria 2, TTou Sgv €xouv eTLBERBALWOEL pe évav attoé ToUG TPOTIOUG TIOU TIEPLYPAPOVTAL TIAPATIAVW)

TO EPYQOTPLO TIPETIEL VA AKOAOUBNoEL Ta amapaitnta Brjpata yia va SLac@alioel TNV eyKupoTNTA TWV
ATIOTEAECUATWY TIou AapBdavovtat.

EAv €XETE EPWTNOELG OXETIKA PE CUYKEKPLUEVEG EQAPHOYEG I SLASIKACLEG, TIAPAKANOUHE ETILOKEPOE(TE TNV

LOTOOEA (S0 www.neogen.com I] ETILKOLWVWVOTE JE TOV TOTILKO 0ag avtupoowTo fi Stavopéa tng Neogen.
Mapdaptnpa A. ALakoTi] TTPWTOKOAAOU: ATIOBNKEUGCT KaL ETTAVEAEYXOG BepULKA ETTEEEPYATHEVWV

Avpdatwyv. H amofrikeuon AUPATwVY oTtoug 2 £wg 8°C yLa 72 wpeg SV LoYUVEL yLa YOAGKTOKOMLKA Kat
niepLBaAlovTikd Seiypata.

1. T va amoBnkevoete éva BeppLkd eTe€epyacpEvo AU, EMAVATIWHATIOTE TO SOKLUAOTIKO CWARvVa AUoNG HE eva
kaBapo Twpa (BA. «AUon», 4.5).

AmtoBnkeLoTe 0TOUG 2 £wG 8°C yLa £WG 72 WPEG,.

MpoetolpdoTe Eva anmobnKeUPEVo Selypa yLa TIOAATTAQCLACHO QVACTPEPOVTAG 2-3 (POPEG YLA VA aVapiEeTe.
AQALPEOTE TO TIWHA ATtd TOUG SOKLPAOTIKOUG OWANVEG.

TomoBeTrioTe TOUG SOKLUAOTLKOUG CWANVEG PE TO avapepLlypevo AUpa oto Neogen ‘EvBeto yla YtoSoxr ZwAivwy
Oeppavinpa Moplakng Avixveuong kat Bepudvete otoug 100 + 1°C yia 5 + 1 Aetta.

6. APALPECTE TO OTATW TWV SOKLUAOTIKWY cWANVwY Neogen AtaAUpatog AUong amo to €vBeto BEppavong Kat
apnoTe To va kpuwoel oto Neogen EvBeTo Yodoxng ZwAnvwy yia WYogn Moplaknig Avixveuong yLa TOuAdxLoTov
5 AeTttd Kat peyloto 10 Aettd.

7. Zuveylote To TPWTOKOANO OTNV evOTNTA «EVioYUCN» TIOU TIEPLYPAPETAL AETITOPEPWG TIAPATIAVW.
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Naparmopmég:

1. US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual. Chapter 10: Detection of Listeria
monocytogenes in foods and environmental samples, and enumeration of Listeria monocytogenes in foods. October
31,2017.

2. US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 8.11. Isolation and identification
of Listeria monocytogenes from red meat, poultry, ready-to-eat siluriformes (fish) and egg products, and
environmental samples. January 2, 2019.

3. NFENISO 11290-1. Microbiology of the food chain - Horizontal method for the detection and enumeration of
Listeria monocytogenes and of Listeria spp. - Part 1: Detection method.

4. NF EN ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.

5. NFENISO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs - General requirements and guidance for
microbiological examinations.

6. Neogen Installation Qualification (IQ) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for Neogen
Molecular Detection System.

7. NF EN ISO 18593. Microbiology of the food chain - Horizontal methods for surface sampling.

8. NF ENISO 16140-2 Microbiology of the food chain - Method validation - Part 2: Protocol for the validation of
alternative (proprietary) methods against a reference method.

9. NF EN ISO 6887. Microbiology of the food chain - Preparation of test samples, initial suspension and decimal
dilutions for microbiological examination.

Eme§ynon ZupBOAWYVY ETLKETWV TTPOLOVTIWV
info.neogen.com/symbols
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Informacje o produkcie
Molekularny test do wykrywania 2 - Listeria

Opis i przeznaczenie produktu

Molekularny test Neogen® do wykrywania 2 — Listeria stosuje sie razem z Systemem Neogen® do Diagnostyki
Molekularnej w celu szybkiego i swoistego wykrywania bakterii z rodzaju Listeria w prébkach zywnosci oraz
w wymazach §rodowiskowych.

Molekularny test Neogen® do wykrywania wykorzystuje metode izotermicznej amplifikacji DNA do szybkiego
namnazania specyficznych sekwencji kwaséw nukleinowych z zachowaniem wysokiej swoistosci i czutosci, w potaczeniu
z pomiarem bioluminescencji w celu wykrycia produktéw amplifikacji. Domniemane wyniki dodatnie pokazywane sg

w czasie rzeczywistym, za$ wyniki ujemne wyswietlg sie po zakonczeniu testu. Domniemane wyniki dodatnie wymagaja
potwierdzenia preferowang metodg lub metodg wynikajgca z lokalnych przepiséw!"2 3,

Molekularny test Neogen do wykrywania 2 — Listeria jest przeznaczony do stosowania w srodowisku laboratoryjnym
przez specjalistdw przeszkolonych w zakresie praktyk laboratoryjnych. Firma Neogen nie udokumentowata zastosowania
tego produktu w gateziach przemystu innych niz zywnos$¢ i napoje. Przyktadowo firma Neogen nie udokumentowata
zastosowania tego produktu do badania prébek wody, lekdw, kosmetykdw, prébek klinicznych ani weterynaryjnych.
Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 — Listeria nie oceniono w przypadku wszystkich mozliwych protokotéw
testowych ani w przypadku wszystkich dostepnych szczepéw bakterii.

Podobnie jak w przypadku wszystkich innych metod badawczych, sktad i jakos¢ podtoza wykorzystanego podczas
etapu przednamnazania mogg mie¢ wptyw na otrzymywane wyniki. Czynniki takie jak metody pobierania prébek,
protokoty przeprowadzania badan, przygotowanie prébki, postepowanie i techniki laboratoryjne réwniez mogag
wptynagé na wynik badania. Firma Neogen zaleca ocenienie metody wykorzystujgcej podtoze przednamnazajgce

w srodowisku uzytkownika, stosujgc wystarczajgcg liczbe prébek konkretnej zywnosci, prébek srodowiskowych oraz
probek problematycznych pod wzgledem rozwoju drobnoustrojéw, aby zapewnié, ze dana metoda spetnia potrzeby
uzytkownika. Firma Neogen dokonata oceny Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 — Listeria z wykorzystaniem
bulionu pét-Frasera oraz bulionu Frasera zawierajgcego cytrynian amonowo-zelazowy. Standardowy sktad tych podtozy
przedstawiono ponizej.

Bulion pét-Frasera — standardowy sktad (g/1)  Bulion Frasera — standardowy sktad (g/1)
Chlorek sodu 20g  Chlorek sodu 20g
Fosforan sodu, dwuzasadowy, bezwodny* 9,69 Fosforan sodu, dwuzasadowy, bezwodny* 9,69
Ekstrakt wotowy 50g9 Ekstrakt wotowy 50g9
Trzustkowy hydrolizat kazeiny 5,0g  Trzustkowy hydrolizat kazeiny 50g
Hydrolizat z tkanki zwierzecej 509 Hydrolizat z tkanki zwierzecej 509
Ekstrakt drozdzowy 509 Ekstrakt drozdzowy 50¢9
Chlorek litu 3,0g Chloreklitu 3,09
Fosforan potasu, jednozasadowy 1,35¢g Fosforan potasu, jednozasadowy 1,359
Eskulina 1,09 Eskulina 1,09
Akryflawina HCI 0,0125g  Akryflawina HCI 0,025¢g
Kwas nalidyksowy 0,01g Kwas nalidyksowy 0,02¢g

* Substytut: Fosforan sodu, dwuzasadowy, diwodzian 12,0g

Suplement bulionu Frasera
(Sktadniki na fiolke o pojemnosci 10 ml. Jedna fiolka jest dodawana do jednego litra podtoza podstawowego.)

Cytrynian amonowo-zelazowy 0,5g/10 ml
Ostateczny odczyn pH 7,2 0,2 przy 25°C
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Urzadzenie Neogen® do diagnostyki molekularnej nalezy stosowacé z prébkami poddanymi obrébce cieplnej na etapie lizy,
ktorej zadaniem jest zniszczenie organizmow obecnych w prébce. Préobki, ktére nie przeszty odpowiedniej obrobki cieplnej
na etapie lizy, mozna uznac¢ za potencjalne zagrozenie biologiczne i NIE nalezy ich umieszcza¢ w Urzgdzeniu Neogen do
diagnostyki molekularnej.

Firma Neogen Food Safety uzyskata certyfikat ISO (Miedzynarodowej Organizacji Normalizacyjnej) 9001 dotyczacy
projektowania i produkcji.

Zestaw testéw Molekularny test Neogen do wykrywania 2 — Listeria zawiera 96 testow opisanych w Tabeli 1.

Tabela 1. Elementy zestawu testéw Neogen Molekularny test do wykrywania

Element Charakterystyka Liczba sztuk Zawartosé Komentarze

Rézowy roztwor

Roztwor lizujacy 96 (12 paskéw 580 pl LS Ustawione w statywie
Neogen® (LS) W przezroczystych z 8 probéwkami) na probéwke i gotowe do uzytku
probéwkach

Probéwki reagentowe Liofilizowana
Molekularny e .. |96 (12 paskéw swoista mieszanina ..
test Neogen® do Niebieskie probowki |, 8 probéwkami) do amplifikacji Gotowe do uzycia
~wykrywania”2Listeria i wykrywania

. L . 96 (12 paskow ..
Dodatkowe korki Niebieskie zatyczki . Gotowe do uzycia

z 8 korkami)

Liofilizowane DNA

Przezroczyste 16 (2 woreczki . .
Kontrola Neogen® . . . kontrolne, mieszanina .
probéwki z korkiem po 8 oddzielnych el e Gotowe do uzycia
reagenta (RC) ) do amplifikacji
zatrzaskowym proboéwek)

i wykrywania

Kontrola ujemna, niebedgca czescig zestawu, to jatowe podtoze przednamnazajgce, np. bulion pét-Frasera. Nie stosowac
wody jako kontroli ujemne;j.

Bezpieczenstwo

Uzytkownik powinien doktadnie zapoznac¢ sie ze wszystkimi informacjami dotyczacymi bezpieczenstwa zawartymi

w instrukcji dotyczacej Systemu Neogen do Diagnostyki Molekularnej oraz Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2
— Listeria i sie do nich stosowad. Instrukcje bezpieczenstwa nalezy zachowac¢ do przysztego wykorzystania.

A OSTRZEZENIE: Oznacza niebezpieczng sytuacje, ktérej skutkiem, w razie braku podjecia srodkéw
zapobiegawczych, mogg by¢ powazne obrazenia ciata lub $mier¢ i/lub uszkodzenie mienia.

WAZNA INFORMACJA: Oznacza potencjalnie niebezpieczng sytuacje, ktérej skutkiem, w razie niepodjecia $rodkéw
zapobiegawczych, moze by¢ uszkodzenie mienia.

A OSTRZEZENIE

Nie nalezy stosowaé¢ Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 — Listeria do diagnozowania stanu zdrowotnego
ludzi ani zwierzat.

Procedura badawcza Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 - Listeria moze wytworzy¢ zagrozenie bakterig
Listeria monocytogenes na poziomie wystarczajgcym do spowodowania cigzy obumartej i §Smierci u kobiet w cigzy oraz
os6b majacych obnizong odpornosé w przypadku narazenia na ich dziatanie tej bakterii.

Obowiazkiem uzytkownika jest przeszkolenie personelu w zakresie aktualnych, odpowiednich technik badan: na
przyktad w zakresie dobrych praktyk laboratoryjnych, ISO/IEC 17025“, lub ISO 7218%®),
Aby zmniejszy¢ ryzyko zwigzane z wynikiem fatszywie ujemnym prowadzacym do wydania
zanieczyszczonego produktu:
e Nalezy postepowac zgodnie z protokotem i wykonywac¢ testy zgodnie z zaleceniami podanymi w Informacjach
o produkcie.

e Molekularny test Neogen do wykrywania 2 — Listeria nalezy przechowywac¢ w sposdb podany na opakowaniu
i w informacjach o produkcie.

e Molekularny test Neogen do wykrywania 2 — Listeria nalezy stosowac wytgcznie przed uptywem terminu waznosci.
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Molekularny test Neogen do wykrywania 2 — Listeria nalezy stosowaé w odniesieniu do prébek spozywczych
i Srodowiskowych poddanych walidacji wewnetrznej lub przez osoby trzecie.

Molekularny test Neogen do wykrywania 2 — Listeria nalezy stosowaé wytgcznie w potaczeniu z powierzchniami,
$rodkami odkazajgcymi, protokotami i szczepami bakterii poddanymi walidacji wewnetrznej lub przez osoby trzecie.

W przypadku prébki srodowiskowej zawierajgcej bufor neutralizujgcy z kompleksem sulfonianu arylu, przed
rozpoczeciem badania nalezy przygotowadé roztwar rozcienczony w stosunku 1:2 (1 cze$é prébki w 1 czeéei
jatowego bulionu przednamnazajgcego). Inng mozliwoscig jest przeniesienie 10 ul buforu neutralizujgcego po etapie
przednamnazania do probéwek z roztworem lizujgcym Neogen. Produkty firmy Neogen® do pobierania prébek, ktére
zawierajg bufor neutralizujgcy z kompleksem sulfonianu arylu: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL10NB2G,
HS10NB, HS10NB2G i HS2410NB2G.

Aby zmniejszy¢ ryzyko zwigzane z narazeniem na substancje chemiczne i zagrozenia biologiczne:

Zaleca sie poinformowanie zenskiego personelu laboratoryjnego o ryzyku zwigzanym z zaburzeniem rozwoju ptodu na
skutek infekcji u kobiet w cigzy spowodowanej kontaktem z bakteriami Listeria monocytogenes.

Badania patogenéw nalezy prowadzi¢ w odpowiednio wyposazonym laboratorium pod kontrolg przeszkolonego
personelu. Inkubowane podtoze przednamnazajgce oraz sprzet lub powierzchnie, ktére mogty mie¢ kontakt

z inkubowanym podtozem przednamnazajgcym, mogg zawieraé¢ patogeny na poziomie zagrazajgcym

ludzkiemu zdrowiu.

Nalezy zawsze przestrzegac standardowych laboratoryjnych praktyk bezpieczenstwa, tgcznie z noszeniem
odpowiedniej odziezy i okularéw ochronnych przy pracy z reagentami i skazonymi prébkami.

Nalezy unika¢ kontaktu z zawartoscig probéwek z podtozem przednamnazajgcym oraz reagentem po amplifikacji.
Przednamnozone prébki nalezy utylizowaé zgodnie z obowigzujgcymi normami branzowymi.

Prébki, ktore nie przeszty odpowiedniej obrébki cieplnej na etapie lizy, mozna uznaé za potencjalne zagrozenie
biologiczne i NIE nalezy ich umieszcza¢ w Urzadzeniu Neogen do diagnostyki molekularnej.

Aby zmniejszy¢ ryzyko zwigzane z zanieczyszczeniem krzyzowym podczas przygotowania testu:

Nalezy zawsze nosié rekawiczki (aby chronié¢ uzytkownika i zapobiegaé wprowadzaniu nukleaz).

Aby ograniczy¢ ryzyko zwigzane z zanieczyszczeniem srodowiska:

Nalezy postepowac zgodnie z biezgcymi normami branzowymi dotyczgcymi utylizacji zanieczyszczonych odpadow.

Aby zmniejszy¢ ryzyko zwigzane z narazeniem na gorace ptyny:

Nie przekraczac¢ zalecanych ustawien temperatury w bloku grzewczym.
Nie przekraczaé zalecanego czasu ogrzewania.

Stosowa¢ odpowiedni, skalibrowany termometr do potwierdzenia poprawnosci temperatury wktadu Neogen® do bloku
grzewczego do diagnostyki molekularnej (np. termometr zanurzeniowy zanurzany czesciowo lub cyfrowy termometr

z termoogniwem, ale nie termometr zanurzeniowy zanurzany catkowicie). Termometr nalezy umiesci¢ w wyznaczonym
miejscu Wktadki Neogen bloku grzewczego do diagnostyki molekularnej.

WAZNA INFORMACJA

Aby zmniejszyé ryzyko zwigzane z zanieczyszczeniem krzyzowym podczas przygotowania testu:

Zmieni¢ rekawiczki przed nawodnieniem osadu reagenta.
Zaleca sie stosowanie jatowych koncéwek pipet do biologii molekularnej z (filtrowang) barierg aerozolowa.
Do kazdego przeniesienia prébki uzywaé nowej koncéwki pipety.

Przy przenoszeniu probek z probéwki przednamnazania do proboéwki lizujgcej nalezy przestrzegac zasad dobrej praktyki
laboratoryjnej. Aby unikng¢ skazenia pipetora, uzytkownik moze zdecydowac sie doda¢ etap transferu posredniego.
Przyktadowo mozna przenie$¢ przednamnozong probke do jatowej probowki.

W miare mozliwosci nalezy uzywac stanowiska badawczego biologii molekularnej z lampg bakteriobdjczg. Nalezy
okresowo dezynfekowaé stoty i sprzet laboratoryjny (pipety, narzedzia do zaktadania/zdejmowania korkow itp.) za
pomocy 1-5% (obj./obj., wodnego) roztworu domowego wybielacza lub roztworu do usuwania DNA.

Aby ograniczyé¢ ryzyko zwigzane z wynikiem fatszywie dodatnim:

Nie otwiera¢ probdéwek reagenta po procesie amplifikacji.

Zanieczyszczone probéwki nalezy utylizowaé zanurzajac je w 1-5% (obj./obj., wodnym) roztworze domowego
wybielacza lub jego odpowiednika przez 1 godzine i wynoszgc poza obszar przygotowania testow.

Nie umieszczaé probéwek reagenta w autoklawie po procesie amplifikacji.

3
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Dodatkowe informacje oraz lokalne przepisy dotyczace utylizacji zawiera karta charakterystyki produktu.

W przypadku pytan dotyczacych konkretnych zastosowan lub procedur nalezy odwiedzi¢ strone www.neogen.com lub
skontaktowac sie z lokalnym przedstawicielem lub dystrybutorem firmy Neogen.

Obowiazki uzytkownika

Uzytkownicy sg zobowigzani do zapoznania sie z instrukcjami oraz informacjami o produkcie. W celu uzyskania dalszych
informacji nalezy odwiedzi¢ strone internetowa www.neogen.com lub skontaktowac sie z lokalnym przedstawicielem lub
dystrybutorem firmy Neogen.

Przy wyborze metody testowania nalezy pamietac, ze takie czynniki zewnetrzne jak metody probkowania, protokoty
testowania, przygotowanie probki, dalsze postepowanie i technika laboratoryjna moga wptywac na uzyskiwane wyniki.

Obowigzkiem uzytkownika przy wyborze jakiejkolwiek metody testowania lub produktu jest poddanie ocenie dostatecznej
liczby prébek z wiasciwymi macierzami i z uwzglednieniem zagrozen powodowanych przez mikroorganizmy, tak aby
zastosowana metoda mogta spetni¢ oczekiwania uzytkownika i ustalone przez niego kryteria.

Obowigzkiem uzytkownika jest réwniez dopilnowanie, aby zastosowane metody testowania i uzyskane wyniki spetniaty
wymagania klienta i dostawcy.

Podobnie jak w przypadku kazdej metody testowania wyniki uzyskiwane za pomocg produktu firmy Neogen Food Safety
nie stanowig gwarancji jakosci testowanych macierzy ani procesow.

Aby pomodc klientom oceni¢ metode réznych macierzy spozywczych, firma Neogen opracowata zestaw Kontroli

Neogen® macierzy do diagnostyki molekularnej. W razie potrzeby nalezy uzyé zestawu Kontroli macierzy (MC) do
ustalenia, czy dana matryca badawcza moze wptywacé na wyniki Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 — Listeria.
Nalezy przetestowac kilka probek reprezentujgcych dang matryce badawcza, czyli na przyktad prébki pozyskane z réznych
zrodet, podczas dowolnego okresu walidacji przy stosowaniu metody firmy Neogen, a takze podczas testowania nowych
lub nieznanych matryc albo macierzy, ktére zostaty poddane zmianom (w zakresie procesowym lub surowcowym).

Macierz mozna zdefiniowac¢ jako typ produktu o nieodtgcznych wiasciwosciach, takich jak sktad i proces wytwarzania.
Réznice pomiedzy macierzami moga by¢ tatwo zauwazalne, jak np. efekty spowodowane réznicami w procedurach
obroébki lub prezentaciji, przyktadowo surowe lub pasteryzowane, swieze lub suszone itd.

Wytaczenia gwarancji / Ograniczone srodki zaradcze

JESLI NIE ZOSTALO TO WYRAZNIE OKRESLONE W ROZDZIALE DOT. OGRANICZONEJ GWARANCUJI
POJEDYNCZYCH OPAKOWAN PRODUKTOW, FIRMA NEOGEN WY+ACZA WSZELKIE GWARANCJE WYRAZNE

| DOROZUMIANE, W TYM MIEDZY INNYMI WSZELKIE GWARANCJE ZGODNOSCI Z PRZEZNACZENIEM

| PRZYDATNOSCI DO OKRESLONEGO CELU. W razie wad jakiegokolwiek produktu firmy Neogen Food Safety firma
Neogen lub jej autoryzowany dystrybutor wymieni taki produkt lub, wedle wtasnego uznania, zwréci koszty zakupu tego
produktu. Sg to jedyne przystugujgce srodki zaradcze. W przypadku dalszych pytan prosimy o kontakt z przedstawicielem
firmy Neogen lub autoryzowanym dystrybutorem firmy Neogen.

Ograniczenie odpowiedzialnosci firmy Neogen

FIRMA NEOGEN NIE BEDZIE ODPOWIEDZIALNA ZA JAKIEKOLWIEK SZKODY ANI STRATY, ZAROWNO BEZPOSREDNIE,
POSREDNIE, SZCZEGOLNE, UBOCZNE LUB NASTEPCZE, W TYM MIEDZY INNYMI ZA UTRACONE ZYSKI. W zadnym
wypadku odpowiedzialno$¢ firmy Neogen z mocy prawa nie moze przekroczy¢ ceny zakupu rzekomo wadliwego produktu.

Przechowywanie i utylizacja

Molekularny test Neogen do wykrywania 2 — Listeria nalezy przechowywac¢ w temperaturze 2—8°C. Nie zamrazac.
Podczas przechowywania chroni¢ zestaw przed $wiattem. Po otwarciu zestawu nalezy sprawdzi¢, czy woreczek foliowy
nie jest uszkodzony. Nie uzywac zestawu, jezeli woreczek jest uszkodzony. Po otwarciu nieuzywane probdéwki z reagentem
nalezy przechowywaé w woreczku wielokrotnego zamkniecia z pochtaniaczem wilgoci wewnatrz, co pozwoli zachowa¢
stabilnos$¢ liofilizowanych reagentéw. Ponownie zamkniete woreczki mozna przechowywaé w temperaturze 2-8°C
maksymalnie przez 60 dni.

Nie stosowaé¢ Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 — Listeria po uptywie daty waznoséci. Data waznosci i numer
partii podano na zewnetrznej etykiecie pudetka. Po uzyciu podtoze przednamnazajgce i probéwki Molekularnego testu
Neogen do wykrywania 2 — Listeria moga zawiera¢ materiaty patogenne. Po zakonczeniu badania nalezy stosowac sie
do aktualnych standardéw branzowych dotyczacych utylizacji zanieczyszczonych odpadéw. Dodatkowe informacje oraz
lokalne przepisy dotyczace utylizacji zawiera karta charakterystyki produktu.
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Instrukcja uzycia

Nalezy doktadnie przestrzega¢ wszystkich instrukcji. W przeciwnym razie wyniki moga by¢ niedoktadne.

Nalezy okresowo dezynfekowad stoty i sprzet laboratoryjny (pipety, narzedzia do zaktadania/zdejmowania korkéw itp.) za
pomocg 1-5% (obj./obj., wodnego) roztworu domowego wybielacza lub roztworu do usuwania DNA.

Uzytkownik powinien ukonczy¢ szkolenie kwalifikacyjne dla operatoréw Systemu Neogen do diagnostyki molekularnej,
tak jak opisano to w dokumencie ,Instrukcje i protokoty dotyczgce wymagan instalacji (IQ) / kwalifikacji operacyjnej (OQ)
systemu Neogen do diagnostyki molekularnej”®.

Szczegdtowe wymagania opisano w czesci ,Specjalne instrukcje dotyczace zatwierdzonych metod™:

Tabela 3 — protokoty przednamnazania wedtug AOAC® Official Method of AnalysisS™ 2016.07 oraz AOAC® Performance
Tested Method*, certyfikat nr 111501.

Tabela 4 — protokoty przednamnazania zgodnie z certyfikatem NF Validation 3M 01/14-05/16.

Wzbogacanie proébki

W Tabelach 2, 3 lub 4 mozna znalez¢ wytyczne dotyczgce ogdlnych protokotéw przednamnazania probek spozywczych

i Srodowiskowych. Uzytkownik ma obowigzek przeprowadzi¢ walidacje alternatywnych protokotéw prébkowania lub

proporcji roztwordw, aby sprawdzié, czy dana metoda badawcza spetnia kryteria okreslone przez uzytkownika.

Zywnosé

1. Poczekaé¢ na zréwnowazenie temperatury podtoza przednamnazajgcego bulionu p6t-Frasera, (zawierajgcego suplement
- cytrynian amonowo-zelazowy) do temperatury otoczenia w laboratorium.

2. Aseptycznie potgczy¢ podtoze do przednamnazania z probka zgodnie z Tabelg 2, 3 lub 4. W przypadku wszystkich
prébek produktow migsnych i o wysokiej zawartosci czagstek statych zaleca sie stosowanie workéw z filtrem.

3. Doktadnie zhomogenizowaé przez zmieszanie, wytrzgsanie i mieszanie reczne przez 2 +0,2 minuty. Inkubowaé
w temperaturze 37°C +1°C zgodnie z Tabelg 2, 3 lub 4.

4. W przypadku surowych produktéw mlecznych (patrz Tabela 2 lub 4) przenie$é 0,1 ml gtéwnego podtoza
przednamnazajgcego do 10 ml bulionu Frasera. Inkubowac¢ w temperaturze 37°C +1°C przez 20-24 godzin.

Probki srodowiskowe

Urzadzenia do pobierania prébek moga by¢ nawadniane ggbkg z uzyciem roztworu neutralizujgcego w celu
unieszkodliwienia skutkéow dziatania srodkéw odkazajgcych. Firma Neogen zaleca stosowanie ggbki celulozowej
niezawierajgcej srodkéw biobdjczych. Roztworem neutralizujgcym moze by¢ bulion Dey-Engley (D/E) Neutralizing lub
bulion z lecytyna. Po pobraniu prébek zaleca sie odkazenie otoczenia.

OSTRZEZENIE: W przypadku stosowania buforu neutralizujgcego z kompleksem sulfonianu arylu jako roztwér
nawilzajgcy ggbke, przed rozpoczeciem badania nalezy przygotowac roztwér rozcieficzony w stosunku 1:2 (1 cze$é
probki w 1 czesci jatowego bulionu przednamnazajgcego) probki pochodzacej z przednamnozonego srodowiska,
aby zmniejszy¢ ryzyko zwigzane z wynikiem fatszywie ujemnym. Inng mozliwoscia jest przeniesienie 10 pl
przednamnazajgcego buforu neutralizujgcego do probéwek z roztworem lizujgcym Neogen.

Zalecany rozmiar obszaru prébkowania do weryfikacji obecnosci lub braku patogenu na powierzchni wynosi co najmniej
100 cm? (10 cm x 10 cm lub 4” x 4”). W przypadku pobierania prébki za pomocg ggbki, nalezy pokryé caty obszar

w dwéch kierunkach (od strony lewej do prawej, a nastepnie z géry do dotu) lub pobraé prébki sSrodowiskowe zgodnie

z obowigzujgcym protokotem prébkowania lub wedtug wytycznych FDA BAM®™, USDA FSIS MLG® lub ISO 18593,

1. Poczekaé na zréwnowazenie temperatury podtoza przednamnazajgcego bulionu p6t-Frasera, (zawierajgcego suplement
- cytrynian amonowo-zelazowy) do temperatury otoczenia w laboratorium.

2. Aseptycznie potgczy¢ podtoze do przednamnazania z probka zgodnie z Tabelg 2, 3 lub 4.

3. Doktadnie zhomogenizowaé przez zmieszanie, mieszanie reczne lub mieszadtem typu Vortex przez 2 +0,2 minuty.
Inkubowaé w temperaturze 37°C +1°C przez 24—30 godzin zgodnie z Tabelg 2, 3 lub 4.
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Tabela 2: Ogdlne protokoty przednamnazania przy temperaturze 37°C +1°C z wykorzystaniem bulionu pét-Frasera®

i bulionu Frasera®.

Objetosé
. Czas
. . . bulionu Temperatura
Macierz Wielkosé przed-
P CLr . do przed- | przednamna- .
probki probki . . . o namnaza-
namnaza- | zania (x1°C) nia (godz.)
nia (ml) godz.
Poddane
obrébce
cieplnej,
gotowane
i peklowane
miesa, dréb,
owoce morza
i ryby
Poddane
obrébce 25g 225 37 24-30
cieplnej /
pasteryzowa-
ne produkty
mleczne
Produkty rolne
i warzywa
Zywno$é wie-
losktadnikowa
Prébki érodo- | 1 g9abka | 100 lub 225 37 24-30
wiskowe 1 wacik 10 37 24-30
Surowe mieso,
dréb, owoce 25¢g 475 37 28-32
morza i ryby
Gtéwne podtoze Dodatkowe podtoze
przednamnazajace (bulion pét-Frasera)® przednamnazajace (bulion Frasera)® L
Objetosé
Maf:ler.z %TI?;?:JC Tempera- Czas przed- Tempera- Czas przed- anallzq-
probki Wielkosé tura przed- prasc Wielko$¢é | tura przed- S wanej
L do przed- . . | namnazania oy e . .| namnazania | prébki®
prébki . __._ | namnazania probki namnazania
namnazania o (godz.) o (godz.)
(x1°C) (x1°C)
(ml)
Przenies¢
Surowe 0.1 mldo
produkty 25g 225 37 20-24 10 ml bulio- 37 20-24 10 pl
mleczne
nu Frasera

(a) Podczas etapdw inkubacji bulion p6t-Frasera i bulion Frasera powinny byé kompletne i zawieraé dedykowany
suplement (cytrynian amonowo-zelazowy).
(b) Objeto$¢ wzbogaconej probki przenoszona do probéwek z roztworem lizujgcym Neogen. Patrz krok 4.6 w cze$ci ,Liza”
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Specijalne instrukcje dotyczace zatwierdzonych metod
AOAC® Official Method*™ 2016.07
AOAC® Performance Tested Method™ #111501
/| AOAC
RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 111501
W programach AOAC Research Institute OMASM oraz PTMSM Molekularny test Neogen do wykrywania 2 — Listeria okazat

sie skuteczng metodg wykrywania bakterii z rodzaju Listeria. W Tabeli 3 przedstawiono macierze przetestowane w ramach
tego badania.

Tabela 3. Protokoty przednamnazania wykorzystujgce bulion pét-Frasera® w temperaturze 37°C +1°C zgodnie z metodg
AOAC OMASM 2016.07 oraz AOAC PTMSM, certyfikat nr 111501.

: " Wielkosé Objetosé bulionu do Czas
Macierz probki pe . . przednamnazania
prébki przednamnazania (ml)
(godz.)
Hot dogi z wotowing, $wiezy ser, lody
waniliowe, twardg o 4% zawartosci
t’ruszc’zg, mleko petnottuste o 3% 25 505 24-30
zawartosci czekolady, satata rzymska,
surowy szpinak paczkowany, toso$
wedzony na zimno
Surowy kurczak 25¢g 475 28-32
Indyk peklowany 1259 1125 24-30
Kantalupa® Caty melon Obj?toscf wystarf:zajqca a.by melc?n 26-30
mogt sie unosi¢ na powierzchni
5 Stal nierdzewna 1 ggbka 225 24-30
8 g Zabezpieczony beton 1 gabka 100 24-30
\m o
X9
© 3 Tworzywo sztuczne® 1 wacik 10 24-30
a

Wszystkie probki w ramach walidacji metodg AOAC byty homogenizowane poprzez wytrzgsanie, o ile nie

okreslono inaczej.

(a) Podczas etapow inkubacji bulion pét-Frasera i bulion Frasera powinny byé kompletne i zawiera¢ dedykowany
suplement (cytrynian amonowo-zelazowy).

(b) Probke nalezy zhomogenizowaé poprzez reczne mieszanie.

(c) Prébke nalezy zhomogenizowaé poprzez mieszanie mieszadtem typu Vortex.

Certyfikacja NF Validation instytutu AFNOR Certification

@ﬂac;\nom
¢

NF

K
VALIDATION
EN 1SO 16140

3M 01/14-05/16
ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http://nf-validation.afnor.org/en

Dodatkowe informacje na temat korica waznosci mozna znalez¢ w certyfikacie NF VALIDATION dostepnym na wskazanej
powyzej stronie internetowe;j.

Metoda certyfikowana wedtug NF VALIDATION zgodnie z norma ISO 16140-2® w poréwnaniu do normy
1ISO 11290-1®
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Zakres walidacji: Wszystkie probki produktéw zywnoséciowych przeznaczonych dla ludzi oraz prébki srodowiskowe
(z wyjatkiem prébek z produkcji pierwotnej)

Przygotowanie prébki: Prébki nalezy przygotowacé zgodnie z normg EN ISO 11290-1®@ i EN ISO 6887
Wersja oprogramowania: Patrz certyfikat

Tabela 4. Protokoty przednamnazania zgodnie z metodg certyfikowang wedtug NF VALIDATION 3M 01/14-05/16
w temperaturze 37°C +1°C z wykorzystaniem bulionu pét-Frasera® i bulionu Frasera®.

Objetosé Ny
. R Tempera- Czas Objetos¢é .
Ogodlny ‘I,(\:Z:’: d?'f;::_ tura przed- przed- analizo- iatvr:f::;
protokét rébki nar:naia- namnazania | namnaza- | wanej Zzerwania
P o (oD (#1°C) | nia(godz.) | probki® | P
Wszyst-
kie
p;o(lc:(l e Bulion
z \E’vcze pot-
(zyw ot Frasera do
- WY 72 godzin
kiem su- .
e Lizat przy
rowych tempe-
T(')‘f; i‘r‘] 25¢ 225 37 24-30 20 yl raturze
v -20°C
owocow e Lizat prz
morza y
tempe-
oraz su-
rowych raturze
oro- 4°C do
duktéw 72 godzin
mlecz-
nych)
25g,
srodowi- 225 37 24-30 | 204l P
ka lub raturze
skowe | 4 <cie- -20°C
reczka
Objetosé N
Okreslo- | Wiel- | bulionu | lemPerar | Czas  |ObjetosC 5, ez
ny proto-| kos¢ | do przed- MU |75 peLer L Hes ny moment
kot 1 rébki | namnaza- SETTE LR | FEMGEEDE || R rzerwania
P o (o) (#1°C) | nia(godz.) | probki® | P
e Bulion
po6t-Fra-
serado 72
godzin
Surowe e Lizat przy
migso tempe-
isurowe | 25¢g 475 37 28-32 20 ul raturze
owoce -20°C
morza e Lizat przy
tempe-
raturze
4°Cdo
72 godzin
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Gtéwne podtoze przednamnazajace Dodatkowe podtoze przednamnazajace
(bulion pé6t-Frasera)® (bulion Frasera)® Zatwier-
Okreslo- Objetosé . . ..| dzony
ryprote-| W | bulona | e || O | il | Tempers | 1 | Obletel| momens
k6t2 | kos¢ | do przed- Rl I kosé e | e " | przerwa-
rébki | namnaza- | "@Mnazania | namnaza- @] namnazania | namnaza- | wanej nia
P . (x1°C) nia (godz.) (x1°C) nia (godz.) | prébki®
nia (ml)
e Bulion
Prze- Frasera
nies¢ do 72
Surowe 0.1 ml godzin
produkty [ 25¢g 225 37 20-24 do’10mI 37 20-24 10pul |e Lizat
mleczne bulionu przy
tempe-
Frasera
raturze
-20°C

(a) Podczas etapow inkubacji bulion pét-Frasera i bulion Frasera powinny byé kompletne i zawieraé dedykowany
suplement (cytrynian amonowo-zelazowy).

(b) Objeto$¢ wzbogaconej prébki przenoszona do probéwek z roztworem lizujgcym Neogen. Patrz krok 4.6 w czesci ,Liza”

| Uwaga: Probki o masie przekraczajgcej 25 g nie byty badane podczas NF Validation.

Przygotowanie Tacy Neogen® urzadzenia szybkiego tadowania testéw do diagnostyki molekularnej

1. Zmoczyé $ciereczke 1-5% (obj./obj., wodnym) roztworem wybielacza do uzytku domowego lub jego odpowiednikiem
i przetrze¢ nim Tace Neogen® urzadzenia szybkiego tadowania testéw do diagnostyki molekularne;j.

2. Sptukac¢ wodg Tace Neogen urzgdzenia szybkiego tadowania testéw do diagnostyki molekularne;j.

3. Osuszy¢ Tace Neogen urzadzenia szybkiego tadowania testéw do diagnostyki molekularnej za pomoca
jednorazowego recznika.

4. Przed rozpoczeciem uzytkowania nalezy sprawdzié, czy Taca Neogen urzadzenia szybkiego tadowania testéow do
diagnostyki molekularnej jest sucha.

Przygotowanie Wktadki Neogen® bloku chtodzenia do diagnostyki molekularnej
Blok chtodzenia do diagnostyki molekularnej Neogen® nalezy umiesci¢ bezposrednio na blacie laboratoryjnym. Stosowac
blok w temperaturze otoczenia w laboratorium (20-25°C).

Przygotowanie Wktadki Neogen® bloku grzewczego do diagnostyki molekularnej

Wktadke Neogen® bloku grzewczego do diagnostyki molekularnej nalezy umiesci¢ w suchym podwdjnym bloku
grzewczym. Wiaczy¢ suchy blok grzewczy i ustawi¢ temperature pozwalajagcg Wktadce Neogen bloku grzewczego do
diagnostyki molekularnej, osiggna¢ i utrzymac temperature 100°C +1°C.

Uwaga: W zaleznosci od typu bloku grzewczego Wktadke Neogen bloku grzewczego do diagnostyki molekularnej
nalezy zostawi¢ na okoto 30 minut, by osiggngé odpowiedniag temperature. Uzywajgc odpowiedniego, skalibrowanego
termometru (przyktadowo czeéciowo zanurzanego termometru lub cyfrowego termometru z termoogniwem, a nie
catkowicie zanurzanego termometru) umieszczonego w wyznaczonym miejscu, sprawdzié, czy temperatura Wktadki
Neogen bloku grzewczego do diagnostyki molekularnej wynosi 100°C +1°C.

Przygotowanie Urzadzenia Neogen® do diagnostyki molekularnej

1. Uruchomié oprogramowanie Systemu Neogen® do diagnostyki molekularnej i zalogowac¢ sie. Skontaktowa¢ sie
z przedstawicielem Neogen Food Safety, aby upewni¢ sie, ze dysponujg Parnstwo najnowszg wersjg oprogramowania.

2. Wiaczy¢ Urzadzenie Neogen do diagnostyki molekularne;j.

3. Utworzy¢ lub edytowac serie z danymi dla kazdej probki. Szczegétowe informacje sg dostepne w instrukcji obstugi
Systemu Neogen do diagnostyki molekularnej.
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Uwaga: Przed wtozeniem Tacy Neogen urzadzenia szybkiego tadowania testéw do diagnostyki molekularnej

z probéwkami reakcyjnymi Urzgdzenie Neogen do diagnostyki molekularnej musi osiggng¢ stan gotowosci. Etap
nagrzewania trwa okoto 20 minut i sygnalizuje go POMARANCZOWA kontrolka na pasku stanu urzadzenia. Kiedy
urzadzenie bedzie gotowe do rozpoczecia analizy, kolor paska stanu zmieni sie na ZIELONY.

Liza
Za pomocy $rubokretu lub szpatutki wyjgé dolng czes¢ stojaka z probédwkami z roztworem lizujagcym Neogen przed
umieszczeniem go we Wktadce Neogen bloku grzewczego do diagnostyki molekularnej.

1. Umozliwi¢ ogrzanie probdwek z roztworem lizujgcym Neogen, pozostawiajgc stojak w temperaturze pokojowej
(20-25°C) na noc (16—-18 godzin). Alternatywg dla rownowazenia temperatury probéwek z roztworem lizujgcym
Neogen do temperatury pokojowej jest pozostawienie probéwek z roztworem lizujgcym Neogen na stole
laboratoryjnym na co najmniej 2 godziny, inkubacja probéwek z roztworem lizujagcym Neogen w inkubatorze
nastawionym na 37°C +1°C przez 1 godzine lub umieszczenie ich w suchym podwaéjnym bloku grzewczym na 30
sekund w temperaturze 100°C £1°C.

2. Odwréci¢ probowki zamkniete korkiem w celu wymieszania ich zawarto$ci. Przej$¢ do nastepnego kroku w ciggu
4 godzin.

3. Wyja¢ bulion przednamnazajgcy z inkubatora.

4. Dla kazdej prébki oraz prébki Kontroli ujemnej (NC) (sterylnego podtoza do przednamnazania) wymagana jest jedna
probéwka z roztworem lizujgcym Neogen.

4.1 Tasémy z probéwkami z roztworem lizujgcym Neogen mozna docigé do zadanej liczby proboéwek z roztworem
lizujgcym Neogen. Zaleznie od sytuacji nalezy dobra¢ liczbe pojedynczych probéwek z roztworem lizujgcym
Neogen lub tasm ztozonych z 8 probéwek. Umiesci¢ probéwki z roztworem lizujgcym Neogen w pustym stojaku.

4.2 Aby unikng¢ zanieczyszczen krzyzowych, nalezy otwiera¢ tasmy z probéwkami z roztworem lizujgcym
Neogen pojedynczo i na kazdym etapie przenoszenia stosowac nowg koncéwke pipety.

4.3 Wzbogacong probke nalezy przenie$¢ do probowek z roztworem lizujgcym Neogen w opisany ponizej sposob:

Na poczatku przeniesé kazdg wzbogacong prébke do pojedynczej probéwki z roztworem lizujgcym Neogen.
Na koncu przenie$é kontrole negatywng NC.

4.4 Do zdejmowania korkéw taémy z probéwkami z roztworem lizujgcym Neogen (po jednej taémie na raz)
nalezy wykorzysta¢ Narzedzie Neogen® do zaktadania/zdejmowania korkéw probowek do diagnostyki
molekularnej — Liza.

4.5 Zdjg¢ korek probowki z roztworem lizujgcym Neogen — jesli lizat ma zosta¢ zachowany do celéw ponownego
wykonania testu, umiescic korki w czystym pojemniku do ponownego zatozenia po wykonaniu lizy.

4.5.1 Odnosnie obrobki zachowanego lizatu patrz Zatgcznik A.

4.6 Przenie$¢ 20 pl prébki do probdéwki z roztworem lizujgcym Neogen, jesli nie okreslono inaczej w protokotach
z Tabeli 2, 3 lub 4 (np. w przypadku surowych produktéw mlecznych lub stosowania prébek srodowiskowych
z buforem neutralizujgcym uzyé 10 pl).

10
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5. Powtarza¢ kroki od 4.4 do 4.6 do momentu dodania kazdej indywidualnej probki do odpowiedniej probdwki
z roztworem lizujgcym Neogen w tasmie.

Q000!
X

TN

6. Po przeniesieniu wszystkich probek przeniesé 20 ul kontroli negatywnej NC (jatowe podtoze przednamnazajgce, np.
bulion p6t-Frasera) do probowki z roztworem lizujgcym Neogen. Nie stosowaé wody jako kontrole negatywng NC.

7. Upewni¢ sie, ze temperatura Wktadki Neogen bloku grzewczego do diagnostyki molekularnej wynosi 100°C +1°C.

8. Umiesci¢ odkryty stojak na probéwki z roztworem lizujgcym Neogen we Wkiadce Neogen bloku grzewczego do
diagnostyki molekularnej i ogrzewaé przez 15 min +1 min. Podczas ogrzewania roztwér lizujagcy Neogen zmieni barwe
z rozowej (chtodny) na z6ttg (goracy).
8.1 Prébki, ktére nie przeszty odpowiedniej obrébki cieplnej na etapie lizy, mozna uznaé za potencjalne zagrozenie
biologiczne i NIE nalezy ich umieszcza¢ w Urzadzeniu Neogen do diagnostyki molekularnej.

9. Wyja¢ odkryty stojak z probéwkami z roztworem lizujgcym Neogen z bloku grzewczego i umozliwié¢ schtodzenie
we wktadce Neogen bloku chtodzenia do diagnostyki molekularnej przez co najmniej 5 minut, a maksymalnie 10
minut. Wktadka Neogen bloku schtadzania do wykrywania molekularnego powinien znajdowac sie bezposrednio na
stole laboratoryjnym w temperaturze otoczenia (pokojowej). Po schtodzeniu roztwér lizujgcy ponownie przybierze
rézowg barwe.

10.Wyja¢ stojak z probéwkami z roztworem lizujgcym Neogen z Wktadki Neogen bloku chtodzenia do
diagnostyki molekularnej.

00:15:00

il it

Amplifikacja
1. Dla kazdej prébki oraz NC wymagana jest jedna probéwka reagentowa Molekularnego testu Neogen do
wykrywania 2 — Listeria.

1.1 Tasmy z probéwkami reagentowymi mozna docigé do zgdanej liczby probéwek. Dobra¢ wymagang liczbe
pojedynczych probéwek reagentowych Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 — Listeria lub tasm
ztozonych z 8 probowek.

1.2 Umiescié probdéwki reagentowe Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 — Listeria w pustym stojaku.
1.3 Nie wolno dopusci¢ do wstrzgsniecia granulek reagenta na dnie probdéwek.
2. Wybraé jedng probéwke Kontroli Neogen reagentu (RC) i umiescié jg w stojaku.

3. Aby unikna¢ zanieczyszczen krzyzowych, nalezy otwiera¢ tasmy z probéwkami reagentowymi Molekularnego testu
Neogen do wykrywania 2 — Listeria pojedynczo i na kazdym etapie przenoszenia stosowac¢ nowg korncéwke pipety.

4. Przenies¢ lizat do probéwki reagentowej Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 — Listeria oraz do probdwki
z Kontrolg Neogen reagentu w sposéb opisany ponizej:

Przenie$¢ najpierw kazdg prébke lizatu do oddzielnej probéwki reagentowej Molekularnego testu Neogen do
wykrywania 2 — Listeria, a nastepnie przenie$¢ kontrole negatywng NC. Uwodnié probéwke RC jako ostatnia.
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5. Do zdejmowania korkéw probéwek reagentowych Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 — Listeria nalezy
wykorzystaé¢ Narzedzie Neogen® do zaktadania/zdejmowania korkéw probéwek do diagnostyki molekularnej —
Reagent, po jednej tasmie na raz. Wyrzucic¢ korek.

5.1 Przenie$é 20 pl prébki lizatu z gérnej 2 ptynu (unikaé osadu) probéwki z roztworem lizujgcym Neogen do
odpowiedniej probéwki reagentowej Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 - Listeria. Pipetowaé pod
katem, aby nie dopusci¢ do wstrzasniecia granulek. Delikatnie wymieszaé, pobierajac i wypuszczajac roztwor
pipeta 5 razy.

5.2 Powtarzac krok 5.1, az wszystkie pojedyncze prébki lizatu zostang dodane do odpowiednich probéwek
reagentowych Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 — Listeria znajdujgcych sie w tasmie.

5.3 Probéwki reagentowe Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 — Listeria nalezy zamkna¢ zatgczonymi
dodatkowymi korkami i za pomocg zaokragglonej strony Narzedzia Neogen do zaktadania/zdejmowania korkéw
probéwek do diagnostyki molekularnej — Reagent wywotaé nacisk ruchem w przéd i w tyt, aby upewnic sie,
ze korek zostat szczelnie natozony.

5.4 Kroki od 5.1 do 5.3 nalezy powtarza¢ zaleznie od potrzeby dla wszystkich probek poddawanych badaniu.

5.5 Po przeniesieniu wszystkich prébek lizatu powtdrzy¢ kroki od 5.1 do 5.3, aby przeniesé 20 pl lizatu NC do
probowki reagentowej Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 — Listeria.

5.6 Przenies¢ 20 pl lizatu NC do probéwki z Kontrolg Neogen reagenta. Pipetowaé pod katem, aby nie dopusci¢ do
wstrzgsniecia granulek. Delikatnie wymieszaé, pobierajgc i wypuszczajgc roztwér pipeta 5 razy.

6. Zamkniete korkiem probéwki nalezy umiesci¢ na czystej i odkazonej Tacy Neogen urzgdzenia szybkiego tadowania
testow do diagnostyki molekularnej. Zamkng¢ i zablokowa¢ pokrywe Tacy Neogen urzgdzenia szybkiego tadowania
testow do diagnostyki molekularne;.

20 L

7. W oprogramowaniu Systemu Neogen do diagnostyki molekularnej sprawdzi¢ i potwierdzi¢ konfiguracje analizy.

8. Klikng¢ przycisk Start w programie i wybra¢ uzywane urzadzenie. Nastgpi automatyczne otwarcie pokrywy
wybranego urzadzenia.

9. Aby rozpoczg¢ analize, nalezy umiesci¢ Tace Neogen urzadzenia szybkiego tadowania testow do diagnostyki
molekularnej w Urzadzeniu Neogen do diagnostyki molekularnej i zamkngé pokrywe. Na wyniki trzeba poczekaé
75 minut, cho¢ wyniki dodatnie mozna uzyska¢ wczeséniej.

10.Po zakonczeniu testu nalezy wyja¢ Tace Neogen urzadzenia szybkiego tadowania testéw do diagnostyki
molekularnej z Urzadzenia Neogen do diagnostyki molekularnej i zutylizowa¢ probéwki, namaczajac je w 1-5%
(obj./obj., wodnym) roztworze domowego wybielacza lub jego odpowiedniku przez 1 godzine i usuwajgc z obszaru
przygotowywania testow.

WAZNA INFORMACJA: Aby zminimalizowaé ryzyko otrzymania wynikéw fatszywie dodatnich w zwigzku

z zanieczyszczeniem krzyzowym, nie nalezy otwiera¢ probéwek reagentu Molekularnego testu Neogen do wykrywania
2 — Listeria zawierajgcych DNA po amplifikacji. Dotyczy to probéwek reagentowych Molekularnego testu Neogen

do wykrywania 2 — Listeria, Kontroli Neogen reagentu i Kontroli Neogen macierzy do diagnostyki molekularne;j.
Uszczelnione probéwki reagentowe nalezy utylizowaé, namaczajgc je w 1-5% (obj./obj. w wodzie) roztworze domowego
wybielacza lub jego odpowiedniku przez 1 godzine i wynoszac poza obszar przygotowania testow.

Wyniki i interpretacja

Algorytm interpretuje krzywa strumienia §wietlnego powstatego w wyniku wykrycia amplifikacji kwasu nukleinowego.
Oprogramowanie prowadzi automatyczng analize wynikéw oraz koduje je odpowiednimi kolorami. Wynik dodatni lub
ujemny okresla sie przez analize wielu okreslonych niepowtarzalnych parametréw krzywej. Domniemane wyniki dodatnie
przekazuje sie w czasie rzeczywistym, natomiast wyniki ujemne wyswietlg sie po zakornczeniu testu.
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Domniemane wyniki dodatnie prébek nalezy potwierdzi¢ zgodnie ze standardowymi procedurami operacyjnymi
laboratorium lub stosujgc odpowiednig referencyjng metode potwierdzajaca->?, poczgwszy od transferu z gtéwnego
podtoza przednamnazajgcego do kolejnych bulionéw przednamnazajacych (jesli dotyczy), a nastepnie wyizolowanie

i potwierdzenie typowych kolonii za pomocg stosownych metod biochemicznych i serologicznych.

UWAGA: Nawet prébka ujemna nie da odczytu zerowego, poniewaz system i odczynniki do amplifikacji Molekularnego
testu Neogen do wykrywania 2 — Listeria charakteryzujg sie swoistym poziomem tta w RLU.

W rzadkich przypadkach, przy wystgpieniu nietypowego strumienia §wiatta wychodzgcego, algorytm opisze je jako
~Sprawdzi¢”. Firma Neogen zaleca powtérzenie testow dla wszystkich probek oznaczonych jako ,,Sprawdzié” Jezeli
utrzymuje sie wynik ,Sprawdzi¢”, nalezy przej$¢ do testu potwierdzajgcego z zastosowaniem preferowanej metody lub
zgodnie z lokalnymi przepisami.

Tabela 5: Symbole wynikéw dotyczace probek oraz interpretacja zgodne z oprogramowaniem Systemu Neogen do
diagnostyki molekularnej.

Typ Symbol wyniku Wynik Interpretacja wynikéw
studzienki dla studzienki
Prébka . Dodatni Domniemanie wyniku dodatniego prébki pod katem
docelowego patogenu.
. . Wynik ujemny prébki pod katem docelowego patogenu.
Probka ‘ Ujemny

Macierz probki byta niedostepna dla testu. Konieczne moze by¢
Probka @ Blokada powtdrzenie testu. Wiecej informacji mozna znalez¢ w czesci
Rozwigzywanie probleméw oraz w Informacjach o produkcie.

Brak mozliwosci oznaczenia obecnosci lub braku patogenu
. ., | docelowego. Konieczne moze by¢ powtdrzenie testu. Wiecej
Probka Sprawdzi¢ |. . . L. . . . .
informacji mozna znalez¢ w czesci Rozwigzywanie probleméw
oraz w Informacjach o produkcie.

Nie wykryto bioluminescencji. Konieczne moze by¢ powtdrzenie
Prébka @ Btad testu. Wiecej informacji mozna znalez¢é w czesci Rozwigzywanie
problemoéw oraz w Informacjach o produkcie.

Potwierdzenie wynikéw zgodnie z certyfikowang metoda NF VALIDATION
W kontekscie walidacji NF VALIDATION wszystkie prébki okreslone jako dodatnie w badaniu Molekularnym testem
Neogen do wykrywania 2 — Listeria nalezy potwierdzi¢, wykonujgc jeden z nastepujgcych testow:

Opcja 1: Zastosowanie normy ISO 11290-1®), poczgwszy od podtoza przednamnazajgcego w postaci bulionu p6t-Frasera.
Opcja 2: Poprzez izolacje na agarze PALCAM lub na agarze chromogennym bedgcym czescig metody certyfikowanej

NF VALIDATION stuzacej do wykrywania bakterii z rodzaju Listeria. Obecno$¢ charakterystycznych kolonii jest
wystarczajgca do potwierdzenia wykrycia bakterii Listeria spp.

Opcja 3: Wykorzystanie sond kwasu nukleinowego w sposéb opisany w normie ISO 7218® zastosowanych na
wyizolowanych koloniach z selektywnego agaru (patrz Opcja 1 lub 2).

Opcja 4: Zastosowanie innej metody zgodnie z certyfikatem NF VALIDATION, ktérej zasada musi sie rézni¢ od
Molekularnego testu Neogen do wykrywania 2 — Listeria. Nalezy stosowac¢ kompletny protokét opisany dla tej drugiej
metody poddanej walidacji. Wszystkie kroki poprzedzajgce rozpoczecie potwierdzania muszg by¢ wspdlne dla obu metod.
W przypadku niezgodnoéci wynikéw (domniemany wynik dodatni z zastosowaniem Molekularnego testu Neogen do
wykrywania 2 — Listeria, brak potwierdzenia jedng z powyzszych metod) laboratorium musi wykonaé czynnoséci niezbedne
do zapewnienia waznosci uzyskanych wynikéw.

W przypadku pytan dotyczacych konkretnych zastosowan lub procedur nalezy odwiedzi¢ strone www.neogen.com lub
skontaktowac sie z lokalnym przedstawicielem lub dystrybutorem firmy Neogen.
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Zatacznik A. Przerwanie protokotu: Przechowywanie i ponowne badanie lizatéw poddanych obrébce cieplnej.
Przechowywanie lizatéw w temperaturze od 2°C do 8°C przez 72 godziny nie dotyczy prébek nabiatu
i probek srodowiskowych.

1. W celu przechowywania lizatu poddanego obrébce termicznej nalezy ponownie zamkng¢ probdéwke lizatu czystym
korkiem (patrz cze$¢ ,Liza”, punkt 4.5).

Przechowywac¢ w temp. od 2°C do 8°C maksymalnie przez 72 godziny.
Przygotowaé przechowywang probke do amplifikacji przez odwrécenie 2—-3 razy w celu zmieszania.

Otworzy¢ probéwki.

I

Umiesci¢ wymieszane proébki lizatu we Wktadce Neogen bloku grzewczego do diagnostyki molekularnej i ogrzewac
w temp. 100°C £1°C przez 5 min £1 min.

6. Wyjac stojak z probéwkami z roztworem lizujgcym Neogen z bloku grzewczego i umozliwi¢ schtodzenie we wktadce
Neogen bloku chtodzenia do diagnostyki molekularnej przez co najmniej 5 minut, a maksymalnie 10 minut.

7. Kontynuowaé protokét od etapu Amplifikacji wyszczegdlnionego powyzej.

Bibliografia:

1. US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual. Chapter 10: Detection of Listeria monocytogenes
in foods and environmental samples, and enumeration of Listeria monocytogenes in foods. October 31, 2017.

2. US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 8.11. Isolation and identification of
Listeria monocytogenes from red meat, poultry, ready-to-eat siluriformes (fish) and egg products, and environmental
samples. January 2,2019.

3. NFEN ISO 11290-1. Microbiology of the food chain — Horizontal method for the detection and enumeration of Listeria
monocytogenes and of Listeria spp. — Part 1: Detection method.

4. NF EN ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.

5. NF EN ISO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General requirements and guidance for
microbiological examinations.

6. Neogen Installation Qualification (IQ) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for Neogen Molecular
Detection System.

7. NF EN ISO 18593. Microbiology of the food chain — Horizontal methods for surface sampling.

8. NF EN ISO 16140-2 Microbiology of the food chain — Method validation — Part 2: Protocol for the validation of
alternative (proprietary) methods against a reference method.

9. NF EN ISO 6887. Microbiology of the food chain — Preparation of test samples, initial suspension and decimal dilutions
for microbiological examination.

Objasnienie symboli etykiet produktéw
info.neogen.com/symbols

14



Neogen Food Safety

Neogen Corporation
620 Lesher Place
Lansing, MI 48912 USA
Neogen.com

Neogen Europe Ltd.
The Dairy School
Auchincruive

Ayr, KA6 5HU
Scotland, UK

Neogen Ireland, Ltd.
Bray Business Park, Bray
Co. Wicklow

A98YV29, Ireland

© Neogen Corporation 2024. All rights reserved.

Neogen is a trademark of Neogen Corporation.

ENEOGEN All other trademarks are the property of their respective companies.
© 2024, Neogen. Tous droits réservés.

Neogen est une marque de commerce de Neogen.

Neogen Corporation Toutes les autres marques de
620 Lesher Place Lansing, MI 48912 USA commerce appartiennent a leur propriétaire respectif.
www.neogen.com FSOO868A



(PyccKwiA) ﬁ ﬁ
5 [Jata Bbinycka: 2024-01

ANEI]EEN"
UHCTPYKLUU K NpenapaTy

MonekynsipHbii aHanus 2 - Listeria

OnucaHue npoAyKTa U ero HasHa4eHue

TecT-Habop «MonekynsipHbIi aHanus 2 - Listeria» Neogen® Ncnonb3yeTcd BMecTe C CUCTEMOI MOJIEKYNSPHON
AnarHocTnkn Neogen® Ansi 6bICTPOro 1 TOYHOro 06HapyXXeHWUs Listeria B 060raLeHHbIX Mpo6ax NuLLeBbIX
NPOAYKTOB 1 OKpY>XatoLLeli cpesbl.

B TecT-Habopax Anst MmonekynsipHoro aHannsa Neogen® ncnonb3yeTtcs netiesas nsotrepMmmyeckas amnanpunkaums
AN 6bICTPOro pacLMpeHnst HyKNeoTUAHbIX MOC/eA0BaTeNbHOCTEl C BbICOKOW TOUHOCTLIO U YyBCTBUTEIbHOCTLIO
B COYeTaHUN C BUONOMUHeCLeHLMeN AN8 BbiABAEHMS aMnandukaummn. MpesnonoxmTensHO NoNoXKUTebHble
pe3ynbTaTbl 0TO6PaXKaoTCcA B peaibHOM BPeEMeHW, a OTpULaTeNbHble pe3ybTaTbl — MO 3aBepLUeHn aHanmsa.
Pe3ynbTaTbl, KOTOPbIE MOXHO CHATATb MONOXUTENBbHBIMU, CledyeT NOATBEPXAATb NPeAnoYTUTENbHBIM AN BaC
MeTOZOM WX B COOTBETCTBUM C MECTHBIMU HOPMATUBHbBIMU TpeboBaHnaMU ™2 3),

TecT-Habop «MonekynsipHbIi aHanus 2 - Listeria» Neogen npegHasHayveH A5 NpYMeHeHns B 1abopaToOpHbIX
YC/IOBUAX U AONXKEH UCMOAb30BaTbLCA cneyyanncTaMmm, NpoLesLllimMmm obyyeHe 1abopaTopHbIM MeTogaM paboThl.
KomnaHusa Neogen JoKyMeHTaNbHO He NoATBepXAana BO3MOXHOCTb UCMOJIb30BaHMSA 3TOr0 NPoAyKTa B Kakmx-
60 OTpacaAX NPOMbILLNEHHOCTU, KPOME OTpac/v NPON3BOACTBA NMPOAYKTOB MUTAaHUS 1 HAaNnMTKOB. Hanpumep,
KoMnaHunsa Neogen He NOATBepXAasia JOKYMEHTa/lbHO BO3SMOXHOCTb UCMO/b30BaHMA 3TOr0 NPOAYKTa ANA aHanm3a
npo6 BoAbl, a Takke hpapMaLleBTUUYECKMX, KOCMETUUECKUNX, KIMHNUYECKNX UK BETEPUHAPHbLIX 06pasyoB. PaboTa
TecT-Habopa «MonekynspHbIli aHanus 2 - Listeria» Neogen He OLLeH/Balacb B OTHOLLEHUW BCEX BO3MOXHbIX
NPOTOKO/I0B aHaJIN3a, @ TaKXKe BCeX BO3MOXHbIX LUTAMMOB bakTepuia.

Kak n B cnyuyae npymMmeHeHUs N060ro meToAa aHanusa, Ha pesynbTaTbl NCC/Ie40BaHUA MOXKET NOBIUATD
MCTOYHUK, COCTAB U KauecTBO o60oraTUTeNbHOW cpeAbl. Ha pe3ynbTaTel nccnefoBaHUS MOTYT Takxke NOBAVATb
Takune PpakTopbl, Kak MeToj 0T6opa 06pasLoB, MPOTOKO/IbI aHa/M3a, NOAroTOBKa 06pasL 0B, obpalleHmne C HAMN,
a TaKxKe MeToAuKa, NpuMeHsiemas B 1abopaTopum. YTobbl rapaHTMpoOBaTb COOTBETCTBME BbIGPAaHHOIO MeToAa
KpUTEpUsaM nosb3oBaTtens, koMmnaHusa Neogen pekoMeHzyeT OLeHNUTb MeTO/, BK/IloUas oboraTuTenbHyto cpeay,
HernocpeACTBEHHO B 1abopaTopumv Nob30BaTeNs C NPUMeEHeHEM JOCTaTOYHOro KOnyecTsa 06pasyos,
KOHKPEeTHbIX MULLIeBbIX MPOAYKTOB M (M111) OKPY>KatoLLiein cpeAbl, @ TakKe MUKPOOHbLIX MPOBOKALMOHHbIX

npo6. KomnaHua Neogen oueHVBana paboTy TecT-Habopa «MonekynspHblli aHanus 2 - Listeria» Neogen npu
NCNoNb30BaHNK BynboHa ®Pperizepa NOJIOBUHHOW KOHLLEHTpauumn 1 bynsoHa ®perizepa, cogepXallero umtpat
Xenesa-aMMoHUA. Huxxe NpnBOAMTCS CTaHAAPTHBIV COCTaB 3TUX CPeA.

CTaHAAPTHbLIV COCTaB OCHOBLI 6yNIbOHa CTaHAAPTHbLIA COCTaB OCHOBbI

dpeiizepa NOIOBUHHOM KOHLLEHTpPaLKn (r/n) 6ynboHa Ppeiizepa (r/n)
HaTpusa xnopug 20r  Hatpwua xnopug 20r
Hatpusa docdaT, ABYXOCHOBHBbIW, 6€3BOAHbIN* 9,6 r  HaTpusa ¢ocdaT, 4ByXOCHOBHbIV, 6€3BOAHbIN* 9,6r
MSCHOI 3KCTPaKT 50r  MscHOW 3KcTpakT 50r
MaHKpeaTnyecknii rMaApoamn3aT KasenHa 50r MNaHKpeaTnyecknii rMApoamn3aT KasenHa 50r
MenTnyecknii nepeBap >XMBOTHOM TKaHU 50r TMNenTuyecknin nepeBap XXMBOTHOW TKaHM 50r
ApoXoKeBoOW aKCTpakT 50r  [pox>keBOW 3KCTPaKT 50r
Nutna xnopua 3,0r  Jlutmna xnopua 3,0r
Kannsa ¢ocdat, 04HOOCHOBHBIN 1,35r  Kanusa docdat, 0OAHOOCHOBHbIN 1,351
SCKYNNH 1,0r  SckynmH 1,0r
AxpndnasuH HCI 0,0125r  AxkpudnasuH HCI 0,025r
HanngnkcoBas kucaota 0,01r HanunavkcoBas KucnioTa 0,02r

* 3ameHa: HaTpusa docdar,
[BYXOCHOBHbI, ABYBOAHbI 12,0r
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[o6aBka K 6ynboHy ®peiizepa

(MHrpeaneHTbl Ha dnakoH 10 Ma. OanH dnakoH fob6aBNSeTCS K O4HOMY NUTPY 6a30BOW cpeabl.)
Luntpat xenesa-aMMoHNA 0,5r/10 mn
KoHeuHbIl ypoBeHb pH 7,2 £ 0,2 npu 25 °C

|_|pl/l60p ana MOI'IEKyI'IﬂpHOI7I ANArHOCTUKWN Neogen® npegHasHa4deH a4 ncnosib3oBaHA B COYETaHNN
C o6pa3L|,aM|/|, npoweAalnMnm Ha 3Tane 11M3nca TensioByro o6pa60T|<y, KOTOpPad NpoBognNTCA C Lie/IbH0 YHNYTOXEHWA

NPUCYTCTBYIOLLINX B 06pasLie opraHnamoBs. O6pasLibl, KOTOPble He NPOLLIV HaANeXallyo TernaoBy 06paboTky
Ha 3Tarne nM3nca, MoryT NpeacTaBATL 6ronornyeckyro onacHocTb. SAMPELLAETCS BcTaBnaTb UX B Npnbop Ans
MoeKynsipHon gnarHocTnku Neogen.

Mpouecckl paspaboTkm 1 nponssoacTBa Neogen Food Safety npoiwunn nposepky 1 nonyunnm ceptudumkat ISO 9001
(MexayHapoAHas opraHmM3aums No cTaHAapTU3aumm).

B TecT-Habope «MonekynspHbIli aHanus 2 - Listeria» Neogen npegycMoTpeHo 96 TecToB, ONMcaHne KOTopbIX
npueegeHo B Tabanue 1.

Ta6nnua 1. KoMnoHeHTbI TeCT-Habopa 4151 MonekynsapHoro aHanm3a Neogen

(LS) Neogen®

npo6upkax

Ha Kaxka0W)

B KaXAo0V npobupke

dnemMeHT 0O603HauveHmne KonunuectBo Copep>xaHue KommeHTapumn
Po30BbIl pacTBOp 96 (12 nnactnHok | 580 Mk pacTBopa B wratmse
PactBop gna nnsunca
B NPO3payHbIX no 8 npobupok AnsA nn3nca 1 FOTOBbI

K NCrNMo/1b30BaHNIO

MonekynspHbIii
aHanums 2 - Listeria
Neogen® (npobupku
C peakTBOM)

CrHWe NpobupKK

96 (12 nnacTUHOK
no 8 Npobunpok
Ha KaXa0W)

NnodunnmnsmposaHHas
cMechb Ans
amMnandukaumm

1 06Hapy>XXeHus
LITaMMOB

[OoTOBbI
K MCMOJIb30BAHWIO

3anacHble KONnayku

CrHMe Konnaukm

96 (12 nnacTUHOK
no 8 Ko/INnaykoB
Ha KaXa0W)

[oTOBBI
K MCMOJIb30BAHUIO

Neogen® KoHTponb
peareHToB (RC)

[Mpo3payHble
npo6upKM C
OTKUAHbLIMW
KpbILLKaMM

16 (2 nakeTuKa
no 8 Nnpobunpok
B KaXA0M)

NnodnnnsmposaHHbIn
KoHTpob AHK, cMech
AN aMnanduKaumm n

06HapyXeHKs LUTaMMOB

[oTOBBI
K MCMOJIb30BAHWIO

OTpuLaTeNbHbI KOHTPO/b, HE BXOAALLI B HABOP, MpeACTaBAsieT CO60I CTepubHY 060raTUTeNbHYO cpeay,
Hanpumep 6ynboH dpelizepa NONOBUHHOM KOHLIEHTpaLMK. He ncnonb3yiiTe Bogy B Ka4ecTBe cpesbl ANs
OTPULLATENIBHOTO KOHTPOSA.

TexHuKa 6e3onacHocTU
MpouTuTe, NPUMUTE K CBEAEHUIO 1 COBJI0AaliTe BCe NpaBuia TEXHUKM 6€30MacHOCTU, CoAepxKallmecs
B HCTPYKLUMSAX MO MCMOIb30BAaHMIO CUCTEMbI MOIEKYNIAPHON ArarHocTuk Neogen 1 TecT-Habopa «MonekynsapHbIii
aHanus 2 - Listeria» Neogen. COXpaHUTE NHCTPYKLINK MO TeXHMKEe 6€30MacHOCTV A5 UCMOIb30BaHWA

B JaNbHelLeM.

AMPEAYNPEXXAEHUE. Yka3biBaeT Ha OnacHyH CUTYaLLMIO, KOTOpast, eC/IN ee He n3bexaTtb, MOXeT NMPUBECTr

K CMepTn nnn TSXKENI0M TpaBMe U (I/I}'II/I) K MOBpPeXAeHUNO MMyLLecTBa.

YBEAOMJTEHUE. Yka3sbiBaeT Ha MOTEHLMANbLHO OMACHYH CUTYaLMIO, KOTOPas, eC/v ee He n3bexaTtb, MoXeT
NMPYBECTU K MOBPEXAEHUIO MMYLLLEeCTBa.
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He ucnonb3yiite TecT-Habop «MonekynsipHbii aHanus 2 - Listeria» Neogen AN AMarHoCTUKM 3a6oneBaHniA
ngein n >KNBOTHbIX.

Mpwn ncnonb3oBaHMM MeTOAMKN aHanusa «MonekynspHbliA aHanus 2 - Listeria» Neogen BO3MOXXHO
noebiLLeHUe KonnyecTBa Listeria monocytogenes ,0 KOHLeHTpaLWii, BO3AeiACTBUE KOTOPbIX MOXKeT
NPUBOAUTL K POXKAEHMIO MEPTBOro N10Aa, a TakXKe K CMepTu y 6epeMeHHbIX XXeHLLMH 1 v,

€ 0c/1a6/1eHHbIM MMMYHUTETOM.

Monb3oBaTenb oTBeYaeT 3a 06yveHMe NepcoHana Hag/1eXkalMm CoBpeMeHHbIM MeTOAUKaM aHannsa,
Hanpumep onucaHHbIM B loKyMeHTe «<Haanexkawaa na6opaTopHas npakTuka», ISO/IEC 17025% nnun
ISO 7218®),

[nsi CHAXKEHUA pUCKOB, CBSI3AHHbIX C BbIMYCKOM 3apa>X€HHOro npoAyKTa BCieAcTBME NosyHeHUs

NOXXHOOTPULLATENIbHOTO pe3ynbTaTa, ciefyiTe U3N10XKeHHbIM HU)Ke npaBuiam.

e CobntogaiiTe MPOTOKO U BbIMOHSANTE NpoLeAypbl aHaIM3a B CTPOFOM COOTBETCTBUU C MHCTPYKLIUSIMUA
K mpenaparTy.

e XpaHuTe TecT-Habop «MonekynsapHbIvi aHanus 2 - Listeria» Neogen COrnacHoO yKasaHUAM Ha yrakoBke
1 B MHCTPYKLMMW K MPOAYKTY.

e Bcerga ncnonb3syrite Tect-Habop «MonekynspHblli aHanms 2 - Listeria» Neogen 0 CTeUeHMs Cpoka rogHOCTN.

e Vicnonb3yiTe TecT-Habop «MonekynspHbeli aHanu3 2 - Listeria» Neogen Ans nccnefoBaHns 06pasLioB NPOAyKTOB
NUTaHWSA N OKPY>XKatoLLeri cpefbl, MPOLUeALLNX BHYTPEHHIOH U CTOPOHHIOK MPOoBepKy.

e lVicnonb3yiiTe TecT-Habop «MonekynsapHbli aHanmn3 2 - Listeria» Neogen TONbKO Ha TeX MOBEPXHOCTSX, C TEMU
Ae3NHOULMPYIOLMIN CPeACcTBaMU, B COOTBETCTBMIN C TEMU MPOTOKOAMU 1 A8 TeX LUTaMMOB 6akTepuid,
KOTOpbIE NPOLLUN BHYTPEHHIOKO WU/ CTOPOHHIOK NPOBEPKY.

e Ob6pasel cpesbl, COAEePXKALLNA HEATPaNM3YOLWNA bydepHbI pacTBOp C apuacynIbPOHATHBIM KOMTMIEKCOM,
cneayeT nepeg npoBepko pasbasuTe B nponopuunn 1 : 2 (1 yacTb o6pasuya Ha 1 YacTb CTEPUIBLHOIO
oboraTnTenbHOro 6ynboHa). AlbTePHATUBHbIM BapuaHT — nepeHecty 10 Mk oboratuTenbHOM cpeabl ANs
HeTpanusyoLlero bypepHoro pacteopa B Mpobupku ¢ pactBopom st insmca Neogen. CpeacTtBa 415 3abopa
npo6 Neogen®, koTopble coaep>XaT HeNTpann3yoLWmnin bydepHbli pacTBOp € apuacyibGOHATHBIM KOMMIEKCOM:
RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL10NB2G, HS10NB, HS10NB2G 1 HS2410NB2G.

AnsA cHUKeHUsA pUcka, CBA3aHHOr0 C BO3elCTBUEM XMMMNYECKNX N 6MON0rMyeckm onacHbIX BellecTs,

cnepyiiTe N3N10XKEHHBIM HU)KE NpaBuiam.

e HacToaTenbHO pekomeHAyeTca MHPOPMUPOBATbL 1a60PaTOPHbIV MepCOoHa XXEHCKOro noJsa o pucke As
pa3BMBatoLLEerocs Na1oAa Npu MHGULIMPOBAHM MaTepu B pe3yfibTaTe KOHTaKTa ¢ Listeria monocytogenes.

e BbINO/IHANTE aHaNN3 Ha NaToreHbl B 060pyA0BaHHON HaZnexall M 06pa3oM 1abopaTopui Nog KOHTPOSIEM
06y4eHHOro nepcoHana. MHky6rpoBaHHble o6oraTuTeslbHble Cpesbl, a Takxke 060pyA0BaHME UV MOBEPXHOCTM,
KOTOpbl€ KOHTAaKTMPOBAaAN C NHKY6MPOBAHHBLIMW 060raTUTENIbHLIMU CPeAaMm, MOTYT CoZepXaTb NaToreHbl
B KO/IMYECTBE, JOCTaTOYHOM A YIPO3bl 30POBbLI0 YenoBeka.

e (Ob6s3aTenbHO cobntogarite cTaHAapTHbIE 1abopaTopHble Mepbl obecrneyeHns 6e3onacHoOCTy,
B TOM YMC/1e NCNO/b3YNTe 3aLUTHYI0 OAeXAY W CpeAcTBa 3aLlMThl r1a3 Npy paboTe ¢ peakTBaMu
1 3arpsA3HeHHbIMU 06pa3LaMu.

e VI3beraliTe KOHTaKTa C 060oraTuTeNbHON Cpesor U NPOBMPKaMKM C peakTUBOM nocsie aMiandukauum.
e YTuansnpyiirte oboralleHHble 06pasLbl B COOTBETCTBUN C ACTBYHOLLMMUN OTPaC/eBbIMI CTaHAAPTaMMU.

e O6pasLbl, KOTOPble He MPOLLIN HaA/IeXaLLyto Ternn0Byt0 06paboTKy Ha 3Tane n13nca, MoryT NpeacTaBnaTb
6ronornyeckyto onacHocTb. SAMNPELLAETCA BcTaBnsATb UX B NpUBOpP ANS MONeKYNspHON gnarHocTnku Neogen.

Ansa cHNXKeHns pUCKOB, CBSI3aHHbIX C NepeKpecTHbIM 3arpA3HeHueM nNpuv NoAroToske o6pasLoB Ass
ANarHoCTUKW, cnepyiite N3/10)KeHHbIM HMXKe npaBuiam.
e (O6s3aTenbHO HageBanTe NepyaTky (415 3aLLMThI MONb30BaTeNsA U BO M3bexaHue BBeAEHVS HyK/1eas).

AN CHMKeHNs PUCKOB, CBA3AaHHbIX C 3arpsisHeHMeM oKpy>KatoLeii cpeabl, Npuaep>kuBaritecb
nepeyvunceHHbIX HUXKe peKoMeHAaLIA.
e YTUNM3NPYITe 3apaxeHHble OTXO/Abl B COOTBETCTBUM C A€ACTBYOLLVMY OTPAC/EBLIMU CTaHZAPTaMU.
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[Nns CHMKeHNs pUCKOB, CBA3AaHHbIX C BO3AeACTBNEM FopAumMX XXNAKOCTEN, cneayvite npyBeAeHHbIM
Aanee npaBuiam.
e He npeBbilaiTe pekOMeHLOBaHHY TeMMNepaTypy B HarpesaTesne.

e He npeBblwaniTe pekoMeHA0BaHHYH NPOAO/IKUTENBHOCTL HarpeBsa.

e /lna npoBepKun TeMnepaTypbl BHYTPEHHEro HarpeBaTenbHOro 6,10Ka ANt MONEKYNSIPHOM AMAarHOCTUKMA
Neogen® cnesyeT NCNONb30BaTb MNOAXOAALLMI OTKANMGPOBAHHbIV TepMOMETP (HanprMep, TepMOMETP
YaCTUYHOrO MNOrPYXXeHUsI U TePMOMapHbIA LdPOBOI TEPMOMETP, HO HE TEPMOMETP MOJTHOTO MOTPY>XKEHUS).
TepmoMmeTp cnepyeT BCTaBUTb B CNeLManbHO OTBeAeHHOe MeCTO Ha BHYTPEeHHEM HarpeBaTe/ibHOM 6/10ke A/ist
MOJIeKYNAPHOW AnarHocTukn Neogen.

YBEAOMJIEHUE

[Ansi CHNXKEHNS PUCKOB, CBA3AHHbIX C NepeKpPecTHbIM 3arpsi3HeHeM Npy NoAroToBKe 06pasL,oB Ans
AVNArHoCTUKW, cnepyiiTe U3N0XKEHHbIM HMXKe NpaBuiaMm.
e [lepes cMa4yMBaHVEM OCafKa peareHTa MeHsIiTe nepyaTkul.

° PEKOMEHAyeTCﬂ MCNonb3oBaTb CTEPUJIbHbIE a3p0301’|b-yCTOIZ‘-IVIBbIe ((I)I/I}'IpryI-OUJ,VIE) HaKOHEYHWKWN ANA
nnNeTok, NpuMeHdaemMble B MOI'IEKyI'IFlpHOIz 6rnonormu.

e /lna nepeHoca Kaxzaoro obpasLa Ncnonb3yrite NMNeTKy ¢ HOBbIM HAKOHEYHUKOM.

e [lpu nepeHoce 0bpasua 13 oboraTuTenbLHOM cpesbl B MPO6MPKY C pacTBOPOM A5 IN3MCa MPUAepXKMBanTeCh
cBoZa NpaBui «Haanexalyme nabopatopHble NnpakTukn» (Good Laboratory Practices). Bo n36exaHune
3arpsi3sHeHVa MMKPOZA03aTopa MOXHO A06aBUTL MPOMEXYTOUHLI 3Tan nepeHoca. Hanpumep, nosb3oBaTenb
MOXeT MepeHOCUTb Kax/Ablil 06oraLleHHbIN obpasel, B CTepuabHY Npobrpky.

e [10 BO3MOXHOCTW C/iefyeT NCMo/b30BaTh YCTaHOBKM AN paboT B 061aCTV MONEKYNSpHOM bronornu,
060pyA0BaHHble bakTepuuAHbIMU 1aMmnamMu. lNeproanyeckn NPoBoAnTe Ae3nHPEeKLMIo 1abopaTOPHbIX
CTONI0B 1 060pyA0BaHNS (MMNETOK, MHCTPYMEHTOB /151 3aneyaTbiBaHMA 1 pacneyaTbiBaHWA NPOBGUPOK U T. 4.)
C MOMOLLIbIO pacTBopa 6biToBOro ot6enneatens (1-5 % B 06-b€MHOM OTHOLLEHUW C BOAOI) MK pacTBopa ANs
yaanenus HK.

ONs CHMKEHNS PUCKOB, CBA3AaHHbIX C JIOXKHOMOIOXKNTENIbHbIMM pe3y/ibTaTaMu, Heo6xoaMMo cobnoaaThb
cnepyiowyme npasuna.
e Hu B KOeM cnyyae He OTKpbIBaliTe NPOGUPKM Nocae aMnandukaumum.

e Bceraa yTnnansunpyiTe 3arpsisHeHHble NPobMpPKM NyTeM NOrpy>XeHUs B pacTBoOp 6bITOBOro oTbenvBartens
(1-5 % B 06bEMHOM COOTHOLLEHWUM C BOAO) MM aHAaNOTMYHBIA pacTBOP Ha 1 Yac BAaAM OT 30HbI MOArOTOBKMN
MaTepuanoB And aHanmsa.

e Hu B KOEM Cnyyae He noaBepranTe NPO6VPKM C peakTMBOM aBTOK/1aBHOM 06paboTke nocsie aMmnandurkaymn.

,ﬂ,OﬂOﬂHVITe}'IbHyI'O VIHCI)OpMaLI,I/II-O M MeCTHblE HOPMAaTUBHbIE Tp66OBaHVIﬂ B OTHOLWEHUWN YTUNN3aLnn OTXO40B
CM. B MacnopTtax 6e3onacHoOCTU.

Ecnv y Bac BO3HMK/IM BOMPOChI MO KOHKPETHbIM CNoco6amM NpUMeHeHUs 1AW NpoLesypam, NoceTnTe Hall Be6-canTt
No agpecy www.neogen.com UM 06paTUTeCb K MECTHOMY NMPeACTaBUTENIO AN AUCTPUELIOTOPY KOMMNaHUKn Neogen.

OTBeTCTBEHHOCTb NOJib30BaTeNen

MNMonb3oBaTenn 063aHbl 03HAKOMUTLCA C MHbOPMaLMern 1 MHCTPYKLMAMY K NpenapaTy. na nonyyeHus 6onee
noApo6HoM MHPopMaLMK NoceTUTe Hall Be6-CaT No ajpecy www.neogen.com IN60 CBAXUTECH C MECTHbIM
npegcrasutTenem nam guctpnbsrotopom Neogen.

Mpwv BbIGOpe MeToAa NCCIef0BaHMA BaXHO MOHMMAaTb, YTO Ha pe3ybTaTbl UCC/IeL0BaHUA MOTYT BAVNSATb BHELUHME
dakTopbl, HanpMmep MeToj 3abopa Npob, NPOTOKON UCCNeL0BaHMSA, MOArOTOBKA NPO6 K Mccief0BaHMIO, CNOCoObI
06paboTkM NPo6 BO BpeMs MCCAeA0BaHMs, a TakxKe 1Cnoab3yemoe obopyoBaHume.

3a BbI6Op MeToAa NCC/Iefl0BaHMA 1 UCCIeAyeMOoro NpoAykTa OTBeYaeT Nob30oBaTe b, KOTOPbIA Ha OCHOBaHWM
nccnefoBaHNS JOCTAaTOYHOMO KOAMYeCcTBa 06pasLOB C MOMOLLbIO HAA/IeXaLLMX MAaTPUL, 1 MUKPOBHbIX
NPOBOKALMOHHbIX MPO6 JO/IXKEH onpeaennTb, OTBEYaeT N BblbPaHHbI MeTOA UCCNef0BaHNA HEO6XOAMMbIM
eMy KpUTepusim.

Monb3oBaTesb TakXke 06513aH YyCTaHOBUTb, YTO BbIOPaHHbLIA UM METOJ aHaNn3a, a Takxke Nosy4eHHble pesynbTaThl
0TBEYaoT TPE6OBAHVSAM €ro KIMeHTOB AW MOCTaBLLMKOB.
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Pe3ynbTaThl, MOMyYeHHbIe C NOMOLLbI0 NpoaykTa Neogen Food Safety (kak 1 npun Mcnonb3oBaHMK N060r0
APYroro MeToZa NccieioBaHNit), He rapaHTUPYHOT Ka4eCcTBO MaTPUL, NN TEXHOMOMMYECKMX NPOLLEeCCOB,
NOABepPraBLUMXCS NCCNeA0BAHNUAM.

YT06bI MOMOYb KNMEHTaM OLIEHUTb METOZ NMPUMEHUTENBHO K Pa3INYHbIM MaTPULLAM NULLEBbLIX MPOAYKTOB,
komnaHusa Neogen paspaboTana Habop «KOHTPOIb MaTPULLbl AN MONEKYNSPHOM AnarHoctkn Neogen®». Mpu
HeobX0AMMOCTY NCNONb3YKTe KOHTPONb MaTpuLbl (MC), 4TO6bI ONpesennTb, MOXET I MaTpKMLL NOBANATb

Ha pe3ynbTaTbl aHaAn3a C UCNosib30BaHMeM TecT-Habopa «MonekynspHbIii aHanus 2 - Listeria» Neogen. Mpu
BHeAPeHNM B NpakTuKy MeToAa Neogen 1M aHann3e HOBbIX UV HEWN3BECTHbIX MaTPUL, IN60 MaTpuL, MaTepranbl
NN MeToZbl 06paboTKM KOTOPLIX MOABEPIINCE U3IMEHEHWSIM, MPOBEANTE BbIGOPOUHbIV aHaNN3 HECKObKIMX
06pa3L0B, XapaKTepHbIX A/19 MaTPULLbI, T. €. 06pa3L,0B Pa3INYHOIo NPOUCXOXAEHMS (Ha Nt6OM 3Tare NPoBepKM).

MaTpuLy MOXHO onpeAennTb Kak TN NPOAYKTa C XapakKTepHbIMM CBOMNCTBAMU, TaKMMW KaK COCTaB 1 METOZ
06paboTku. Paznnumsa mexay MaTpuLamMm MOryT 6bITb 06YC/1I0B/IEHbI MPOCTO PasINUYNAMU B UX 06paboTke namn
COCTOAHUM (HanpuMep, Cbipble UM NAacTepPU30BaHHbIE, CBEXME NN BbICyLLUEHHbIE U T. 4.).

OrpaHuyeHvVe rapaHTUiA U cpeAcTB NPaBOBON 3aLLNThI

EC/IN MHOE BHO HE YKA3AHO B PA3/IE/IE Ob OTPAHVUYEHHOW FAPAHTUW HA UHAVBUAYANTbHON

YMNAKOBKE MPOAYKTA, NEOGEN HE MPU3HAET MPAMBbIE /T KOCBEHHBIE OBA3ATE/IbCTBA, BK/THOYAS,
MOMMUMO MPOYErO, FAPAHTVIV TOBAPHOW NPUTOAHOCTW MNW NPUTOAHOCTW ANA MCNONb30BAHUS

B OMPEAENEHHBIX LIENSAX. B cnyyae o6HapyceHWs B n3genm komnaHum Neogen Food Safety gedekToB KOMMaHuUs
Neogen 111 yNOJIHOMOYEHHBIN et ANCTPUBBEIOTOP 06A3YHOTCA MO CBOEMY YCMOTPEHUIO 3aMeHUTb 3TO U3Aenne nan
BO3MEeCTUTb €ro CTOMMOCTb. TO eJMHCTBEHHbIN CNOCO6 NPaBOBOW 3aLLMThI 415 Bac. [10 106bIM A0NONHNTENBHbBIM
BOMpoOCaM obpaluaritecb K NpeAcTaBuUTeNtO AW oduLmansHoMy annepy Neogen.

OrpaHVI‘-IEHI/Ie OTBETCTBEHHOCT KOMMNaHUUu1 Neogen

KOMIMAHWA NEOGEN HE HECET OTBETCTBEHHOCTW 3A YLLEPE NI MOBPEXAEHWNA, ABTAKOLLIMECA
MPSAMbIMW, HEMPAMbIMU, DAKTUYECKUMW, CITYYANHBIMU UV KOCBEHHbIMW, BK/THOYAS, MOMMUMO
MPOYETO, YNYLLEHHYH MPWBbI/1b. OTBeTCTBEHHOCTL KOMMNaHMM Neogen HU MpY KakmMxX 06CTOATEeIbCTBAX
N HECMOTPS HU Ha Kakme TpeboBaHWA He MOXEeT MpeBbILaTb CTOMMOCTb U34eNns.

XpaHeHve n ytTunusauus

XpaHuTb TecT-Habop «MonekynsipHbIi aHanus 2 - Listeria» Neogen npu Temnepatype 2-8 °C. He 3amopauBaTb.
XpaHuUTb BAANN OT BO3AENCTBMA MPAMbIX COMTHEYHbIX ly4eli. [locne oTKpbITUS KoMMekTa ybeanTecb B TOM, UTO
naket 13 ¢ponbru He nospexaeH. Ecim nakeT noBpexaeH, He NCMOoNb3yinTe NPOoAYKT. OTKPbITble HENCNONb3yeMble
nNpobmpKM C peakTUBOM CefyeT XpaHUTb B MOBTOPHO repMeTn3npyeMOoM MnakeTe ¢ Bnaronoriotutenem. 1o
obecrneynBaeT CTabUAbHOCTb NMOPUNN3MPOBAHHBIX PeakTMBOB. [TOBTOPHO repMeTn3NPOBaHHbIE NaKeTbl MOXHO
XpaHUTb Npu TemnepaTtype 2-8 °C He 6bonee 60 gHein.

He ncnone3yrite Tect-Habop «MonekynsipHblli aHanms 2 - Listeria» Neogen Mo NcTeYeHn Cpoka rogHoCTu.

JaTta ncreveHunsa cpoka rogHOCTM U HOMepP NapTUM yKasaHbl Ha 3TUKETKe Ha Hapy>XHO NOBEPXHOCTN KOPOBKM.
Mocne npMeHeHWs oboraTnTenbHas cpesa v NPobupKK A5 MPOBeAeHMS aHaIM3a C UCMoAb30BaHVeM TecT-
Habopa «MonekynspHbIi aHanns 2 - Listeria» Neogen MOryT coepxXaTb NaToreHHble Matepuarnsl. [locne
3aBepLUeHNs aHanmsa cnegyinTe AeCTBYOLLMM OTPaC/eBbIM CTaHAaPTaM Mo yTUAN3aLumm 3apaXKeHHbIX OTXO0B.
JononHuTensHyo NHGOPMaLMIO N MeCTHble HOPMaTUBHbIe TPebOBaHWS B OTHOLLEHWW YTUAM3ALMN OTXOL0B
CM. B nacrnoprtax 6e3onacHoCTu.

WHCTPYKLUU NO NPUMEHEHNI0
CTporo cobntozalite BCe MHCTPYKLMN. B NPOTUBHOM ClyYae pe3ynbTaThl MOTyT 6biTb HETOUHLIMM.

Mepuroanyeckn NnpoBoauTe Ae3nHdeKkLMo NabopaTopHbIX CTONOB 1 060pyA0BaHUS (MNMETOK, MUHCTPYMEHTOB
A5 3aneYvaTbiBaHUS 1 pacnevaTbiBaHUsi NPOBUPOK 1 T. A.) C MOMOLLIbIO pacTBopa 6bITOBOro oTbennBaTens
(1-5 % B 06EMHOM OTHOLLIEHMI C BOZOW) UKW pacTBopa Ans yaaneHus AHK.

Monb3oBaTeNb A0XKEH MPOATN 06yUeHMe No Bonpocam atTecTaumm GyHKLMOHMPYHOLLLEro 060pyA0BaHNS
NPUMEHNTENBHO K CUCTEME MONEKYNSIPHOM AnarHoCTK Neogen, Kak OMMCaHO B JOKYMeHTe «ATTecTaLus
ycTaHoBeHHOro o6opygoBaHus (IQ) 1 atTecTaums GyHKUMOHMPpYoLLero 06opyaoBaHus (OQ): NpoToKobI
N UHCTPYKLUW AN CUCTEMbBI MONTEKYNSIPHON AnarHocTuk Neogen»®.



(PyccKwiA) ﬁ ﬁ

Ocobble Tpe6oBaHMs CM. B pasgene «O0cobble MHCTPYKLNN K YTBEPXKAEHHbIM MeToAaM»:

Tabnuua 3, «MpoToKo/bl 060raLLeHns no opmumanbHoM MeTogmke aHanmsa AOACP® Official Method of AnalysisS™
2016.07 n cornacHo cepTtndumkaty AOAC® Performance Tested Methods” Ne 111501 »;

Tabnnua 4, «MpoTokonbl oboratleHns cornacHo ceptudurkaty NF Validation 3M 01/14-05/16».

O6oralueHue nNpo6

B Tabnuuax 2, 3 1 4 cogepkaTcs UHCTPYKLMM Mo o6oraLleHnto Npo6 NuLLEeBbIX NPOAYKTOB 1 OKpPYXXatoLel cpebl.
3a NpoBepKky abTEPHATMBHbIX MPOTOKO/IOB 0T60Pa 06Pa3LL0B 1 NPONOPLMY pasBeseHUs ana obecneyeHns
COOTBETCTBUS 3TOFO METOZA aHaNMN3a KPUTEPUSIM NMOIb30BaTeNs OTBEYAET CaM NoJib30BaTeb.

MuweBbie NPOAYKTbI

1. [oBeanTe oboraLyatoLLyto cpesy — 6ynboH Opelizepa NONOBUHHOWN KOHLLEHTPaLMK (COAEPXKUT LMTPaT Xenesa-
aMMOHMS) — A0 KOMHATHOW TemnepaTypbl.

2. AcenTuueckn ob6beanHUTe oboraLlatoLLyto cpesy 1 obpasel, B COOTBETCTBUM C Tabanuamm 2, 3 unm 4.
Mpwv aHanmn3e N60ro BUAA Msica 1 NPo6 BbICOKOANCMEPCHbIX MaTepunanoB peKoOMeHAyeTCs NCMoIb30BaTh
MeLLOYHble GUNBLTPbI.

3. TwaTenbHO roMoreHM3npynTe MaTepuran nyteM n3mMesibYeHns, pacTupaHuns, pyuyHoro nepemMeLLBaHus
B TedeHue 2 + 0,2 MuH. IHKybupyiiTe npn 37 £ 1 °C cornacHo 1abn. 2, 3 nnn 4.

4. Mpwn aHanm3e CblpbIX MOIOYHbIX NPOAYKTOB (CM. Tabn. 2 nnn 4) nepeHecute 0,1 M NepBUYHOI 060oraTUTENLHOW
cpeabl B 10 Mn 6ynboHa ®peinsepa. IHKybmpylite npy TemnepaTtype 37 £ 1 °C B TeueHne 20—-24 yacos.

Mpo6bl okpy>KatoLLeli cpeabl

3abop nNpob BO3MOXEH C MOMOLLbIO FYH6KIM, CMOYEHHON HETPaNV3YoLM PacTBOPOM A5 HAKTUBAaLMK

Ae3nHouumpyromx cpeacts. KomnaHns Neogen pekoMeHZyeT UCNo/b30BaTh ryoKy 13 Lie/s1toN103bl,

He cofepXallen buoLnaoB. B KauecTse HENTPaNN3YIOLLEro PacTBOPA MOXHO UCMONb30BaTb HEUTPAIN3YIOLLNIA

6ynboH no An-NHram (D/E) nnn neTnHoOBbIN 6ynboH. Mocne 3a6opa Npobbl pekoMeHAyeTcs Npoae3nHOULMpoBaTb
30Hy ee 3abopa.

NPEAYNPEXXAEHWE. Ecnv Bbl peLunTe NCNONb30BaTh B KAYeCTBE rMAPaTUPYHOLLLEro pacTBopa A5 ryokm
HenTpanusytowmii ydep (NB), cogepxkallnii apuncynbGoHaTHbIA KOMMAEKC, HEOBXOANMO 0 aHanM3a pa3BecTy
oboralleHHbI obpaseL, okpyxatoLeit cpegbl B nponopumn 1 : 2 (1 yacTb 06pasLia Ha 1 YacTb CTepuIbHON
cpeAbl 060raLeHus), YTobbl CHU3UTb PUCKK, CBA3AHHbIE C NONYYeHNEM IOXHOOTPULLATENIbHOrO pesy/bTaTa,
KOTOpOe NpuBeeT K BbIMyCKy 3arpsa3HEHHOro NpoAyKTa. AlbTepHATVBHbIV BapnaHT — nepeHect 10 MKA
06oratuTeNIbHON Cpebl HenTpanmsyroLero 6ypepHoro pacteopa B MPObUPKY € pacTBoOpoMm A insnca Neogen.

PekomeHayeMbI pasmep 30HbI 0T6Opa NpPob Ans NpoBepPKM NPUCYTCTBUS NGO OTCYTCTBUSA NaToreHa

Ha NoBepXHOCTN — He MeHee 100 cm? (10 cm x 10 cm 1num 4 arorima x 4 arorima). MNpur oT6ope NPo6 € NOMOLLLH
rybkn oxBaTbiBaiiTe BCHO 30HY, NepemeLlas rybky B AByX HanpaBieHUsX (FOPU3OHTaNbHOM, @ 3aTeM
BEPTUKANbHOM), U BepuTe NPo6bl OKpYXKatoLLe cpesbl COrNacHoO AeCTBYOLLEMY MPOTOKONY 0T6opa Npob nan
cornacHo pekomeHgaumam FDA BAM®, USDA FSIS MLG® nn6o I1ISO 185931,

1. JoBeanTe oborallatoLLyto cpesy — 6ynboH ®pelizepa NONOBMHHOM KOHLEHTPaL MK (COAEPXUT LIUTPaT xenesa-
aMMOHWS) — L0 KOMHATHOV TemMnepaTypsbl.

2. AcenTnuecku ob6beMHNTE 060raLLatoLLyto Cpesy 1 obpa3el, B COOTBETCTBUM C Tabanuamu 2, 3 unm 4.

3. TwaTenbHO roMOreH3npyinTe MaTepuan nyTeM nsmMesnbyYeHns, pacTUpaHns, pyyHoro nepemMeLlnBaHmsa nim
BMXPEBOro nepemMeLlBaHus B TedeHune 2 £ 0,2 MUH. IHky6upyinTe npu 37 £ 1 °C B TedeHne 24-30 4acos
cornacHo Tabn. 2, 3 unu 4.
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Tabnnua 2. O6LLMe NpoToKoNbl 0b6oraleHns npu 37 £ 1 °C c ncnonb30oBaHMeM bynboHa Ppelizepa NONOBUHHOM
KOHLeHTpaumn® n bynsoHa Ppeizepa® no mepe HeO6X0ANMOCTH.

O6bem

MaTtpuua Pasmep cpeab! ans
npo6bl npo6bl oboralyeHuns

(mn)

TemnepaTtypa Bpems
ob6oraweHus | oborauieHus
(x1°C) (u)

TepmMuyeckmn
obpaboTaHHbIe,
NPUroToBeH-
Hble, KOHCep-
BMPOBaHHble
MSACHble
NPOAYKThI,
nTMua, Mo-
penpoayKThbl
1 pbiba

TepmMmuyeckmn
obpaboTaHHble/
nacTepri30BaH- 25r1 225 37 24-30
Hble MOJIOYHbIE

NPOAYKThI

CenbCcKoxo-
3ANCTBEHHbIE
NPOAYKTbI
1 OBOLLW

MHorokom-
MOHEHTHbIe
nuLieBble
NPOAYKTbI

Mpobebl 1rybka 100 nnun 225 37 24-30
OKpY>KatoLLel
cpeapl
Coblpble

MsCo, NT1La, o5 475 37 28-32
MOopenpoayKThbl,

pbiba

1 mMa3ok 10 37 24-30
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MepBuyHasn o6oraTuTenbHas cpeaa (6ynbLoH BTopuyHas oboratutenbHas
dpeiizepa NONOBUHHOW KOHLEHTpaLum)® cpepa (6ynboH ®peiizepa)® Ananu-
3upy-
MaTpuua O6bem | Temnepa- Temnepa- eME.{‘,’.
npoGe Pasmep | cpeabl gns | Typa o060- g pema Pasmep | Typa o6o0- : pems o6BLemM
npo6bl | o6orawie- | rauwieHus oborate- npo6bl | raweHus oboratye- npo6bI®
Hua (M) (x1°C) ) (x1 °C) LI
Mepe-
HecuTe
Coblpble 0,1 Mmn
MOJIOYHbIEe 25r1 225 37 20-24 B 10 Mn 37 20-24 10 MmKn
NpPOAYKThI 6y/N1bOHa
Ppeinze-
pa

(a) BynboH ®pelizepa NONIOBVMHHOW KOHLEHTPaUWK uin 6ynboH ®peiisepa cnegyeT BCeraa AOMONHATL J06aBKO
K 6ynboHy ®peiizepa (LMTPaTOM Xene3a-aMMOHKS) NPy NePBUUYHOM WY BTOPUYHOM 060raLLeHnm.

(b) O6BeM oboraLLeHHOV NPO6bbI, MepPeHOCKMBI B MPOBUPKY € pacTBopoM Ans nnsnca Neogen. Cm. 31an 4.6
B pasgene o nnsuce.

Oco6ble MHCTPYKLMUN K YTBEPXXAEHHbIM MeToZaM
AOAC® Official Methods™ 2016.07
AOAC® Performance Tested Method®™, Ne 111501

" PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 111501

B nccnepoBaHusxX, NpoBeAeHHbIX UcCef0BaTeNbCKUM MHCTUTYTOM AOAC (Accoumanma XMMNKOB-aHaIMTKOB,
paboTaloLLMX B roCyAapCTBEHHbIX OpraHM3aumsx) B pamkax nporpamm OMASM 11 PTMSM, meTogmka aHanmnsa

C NCNoNb30BaHMeM TecT-Habopa «MonekynsipHbli aHanu3 2 - Listeria» Neogen, 6bina npmsHaHa 3¢ $eKTUBHOM
MeTOAMKOV 06HapyXeHWs Listeria. TeCTpyeMble BO BpeMS UCC/Ief0BaHMA MaTpLLbl MOKa3aHbl B Tabauue 3.
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Ta6nunua 3. MpoToKobl 060raLLeHNs C NCrosib30BaHNEM bynboHa Ppelizepa NONOBMHHOM KOHLEHTpaumMmn® npu
37 =1 °C cornacHo AOAC OMASM 2016.07 n ceptnudurkaty PTMSM Certificate Ne 111501.

MaTpuua npo6e Pasmep 06bem cpeabl AnsA oboraweHms |(Bpems o6orawieHus
npo6bl (mn) (4)
FOBSIXXbMW COCMCKUN, TBOPOXKHBbII
CbIp, BAHW/IBHOE MOPOXEHOe,
TBOPOT 4 % XVNPHOCTW, LieSibHOoe o5 205 24-30
LLOKONaAHOe MOoNoKo 3 %, canaT
POM3H, CbIPOV LUNMHAT B MakeTax,
CemMra Xo0/I04HOro KonYeHus
Cblpas kypuLa 25r1 475 28-32
Hapeska 13 nHaenkn 125t 1125 24-30
O6bem, 4OCTAaTOUHbIV AN1S TOrO,
KaHtanyna® Llenast ablHSA HTOAGbI fbIHS nnaBpe'ma 26-30
< HepxaBetoLas cTanb 1 rybka 225 24-30
()
z g = | TMApom30NMpPOBaHHBIV 1 ry6Ka 100 24-30
O © 3 6eToH
o * o
- é (]
S Mnactmacca® 1 Ma3oK 10 24-30

Bce o6pa3upl, NpeAHasHaueHHble gna Bangaumm AOAC, roMOreHM3NPOBaANCh NyTEM pacTUpaHs, eCin

He yKa3aHOo nHoe.

(a) BynboH ®pelizepa NOMOBUHHOW KOHLLEHTpauumn nnn bynsoH ®peiisepa cnegyeT Bceraa AOMONHATL J06aBKO
K 6ynboHy ®Pperizepa (UMTPaATOM Xenesa-aMMOHMSA) NPY NePBUYHOM WAV BTOPUYHOM ObOoraLleHuN.

(b) TomoreHm3npyriTe obpasew, NyTemMm py4yHOro nepemeLlBaHus.

(c) FTomoreHm3uMpyliTe obpaseL, NyTemM BUXPEBOro nepemeLlnBaHus.

NF Validation or AFNOR Certification

@ﬂac;\nom
¢

K
VALIDATION
EN 1SO 16140

NF

3M 01/14-05/16
ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http://nf-validation.afnor.org/en

Bonee nogpobHyt NHPOpMaLMIO O Cpoke aelricTBus cM. B cepTudmkaTe NF VALIDATION, KoTopbIli 4OCTyrneH

Ha yKa3aHHOM BbllLe Beb-canTe.

MeToga c cepTudpumkaTtom NF VALIDATION, cooTBeTCTBYHOLMIA cTaHAApTY ISO 16140-2®), no cpaBHEeHMUIO

co cTaHaapTom ISO 11290-1@

06beKT BaMaaLUu: BCe NuLLEBbIe MPOAYKTbI, MpeAHa3HaYeHHble A4J18 YenoBeka, U 06pa3Lybl OKpyKatoLel
cpeabl (Mckntoyast 06pasLbl MePBUYHOM NPOAYKLM)

MpuroToBneHmve Npo6: Npobbl ciesyeT roTOBUTL B COOTBETCTBUN €O cTaHAapTamm 1ISO 11290-1®) 1 ISO 6887©
Bepcust nporpamMmmHoro o6ecrneveHus: cM. ceptudurkat
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Ta6nwnua 4. MNpoTokonbl ob6oraweHms no ceptudmymposaHHoin NF VALIDATION metogmke 3M 01/14-05/16
npn 37 = 1 °C c ucnonb3osaHnem bynboHa Pperizepa NONOBUHHOM KOHLIEHTpaunmn® n ynboHa Ppeinsepa®

no mepe HEO6XOAI/IMOCTI/I.

06BbEM AHanu-
- Temnepa- Aonyctun-
o6wwun | Pas- cpepbl Bpewms 3mpy-
Typa o6o- . | Mas Touka
npoto- | mep | Ans o6o- oborawye- [ emsbiin
raweHus npepbiBa-
Kon |[npo6bl| raweHus (1 °C) HuA (4) | o6bem Hust
(mn) a npo6bI®
Bce
0:533;'._bl e bynboH
BLJI"'X ®perize-
npoayK- pa nosno-
TO0B (VC- BUHHOW
KNroYas KOHLeR-
cbipoe TpMaV; o
MSCO, | 25 225 37 24-30 | 20 7
Chipble r MK 72 yacos
Mope- e Jluzar
e
AYKTbI _
N cbipble ¢ QM;aT
MO0Y- E
Hble 4°C Ao
npoayk- 72 yacos
Tbl)
25T,
Mpobe 1 ma- e J[lnzar
oKpyXa- | 5ok 225 37 24-30 | 20mKkn | npm
oL on o
cpeap iz 20°C
1 cmbIB
KoH- O6bem AHanu-
Temnepa- Aonyctun-
KpeT- Pas- cpeabl Bpems 3upy-
= Typa 060- - | Mmasi Touka
HbIN mMep | ans o6o- o6orawye- | emMbin
raweHus npepbiBa-
npoTo- | Npo6bl | raweHus (1 °C) HUA (4) | o6bem Hus
Kon 1 (mn) a npo6bI®
e bynboH
®perize-
pa noso-
BUHHOI
Cbipoe KOHLIER-
MSICO LpMaV; 20
”;g'p:_'e 251 475 37 28-32 | 20MmKkn | 72 yacos
npoZyK— e Jlnsat
Thl npv
-20°C
e Jlnzat
npw
4°Cpo
72 yacoB

10
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MepBuuHasa o6oraTuTenbHas cpeaa
< < BropuuHas o6oraTtutenbHas cpega
(6ynboH ®peiizepa NONOBUHHOM et Gl o)
KoH- KOHLLeHTpaLmm)® Y P P Dony-
KpeT- = cTMas
s 2 e.be::l Temnepa- | g ems Temnepa- | g, oms AsH:nV-I- ol
npoTo- | pasmep pea Typa o6o- P Pasmep [ Typa o6o- P PY° | npepeiBa-
Kon 2 Aans o6o- o6orauye- o6orauye-| emblin HUSs
npo6sl raweHus npo6bl | rawieHuvs
raweHus (1 °C) HusA (4) (1 °C) HuA (U) | o6bem
(mn) a a npo6bI®
e bynboH
Mepe- dpeli-
Cbipble HecuTe 3epa 70
MOJI0U- 0,1 mn 72p
Hble 251 225 37 20-24 | B10wmn 37 20-24 | 10 mKn COB”a'
npoayK- 6yanHa o fyzat
Thbl Ppeiize-
ba npu
-20°C

(a) BynboH ®peiizepa NONOBMHHOW KOHLEHTPaLMN Unn bynboH Ppelizepa cnesyeT BCceraa JONONHATb 406aBKOV
K 6ynboHy ®perizepa (UMTPaTOM Xenesa-aMMOHMSA) NPY NepBUYHOM UM BTOPUYHOM 060raLLeHnN.

(b) O6bem oboraLyeHHOM NPobbl, NepeHOCKMbIN B MPO6UPKM ¢ pacTBOpPOM Ansa amnsnca Neogen. CMm. 31an 4.6
B pa3jene o nn3uce.

MNpumeyaHue. NpobbLl 06BeMoM bonee 25 r He TecTUpoBannCh B BanngaunoHHom NF Validation.

MoaroToBKa NoTKa 6bICTPOIA 3arpy3Km As MoeKyNnsipHou AuarHoctukm Neogen®

1. CMo4nTe KyCOK TKaHW B pacTBope 6biToBoro ot6ennsatens 1-5% (B 06 b€MHOM COOTHOLLIEHNW C BOZOW) U
aHaNOrMYHOM pacTBoOpe 1 MPOTPUTE UM JIOTOK BbICTPOV 3arpy3kum ANng MOAeKynspHon guarHocTnk Neogen®.

2. OnonocHUTe BOAOW NOTOK BbICTPOW 3arpy3Kku ANnS MOAeKYAspHoM agnarHocTrku Neogen.

3. BbITpuTeE NOTOK 6bLICTPON 3arpy3Kki ANst MONEKYNSPHOM AnarHocTnky Neogen focyxa
OZHOPa30BbIM MONOTEHLEM.

4. MNepea NCNONBb30BaHMEM N0TKa BLICTPON 3arpy3Kkn ANs MONEKyNAPHOM gnarHocTnkm Neogen ybeanteck B TOM,
UTO OH CYXOIA.

MoarotoBka 610Kka «Neogen® MonekynsipHas AMarHocTmka. OxnagnTenbHbii 610K (BCTaBHOA)»
MomecTnTe 610K «Neogen® MonekynsipHas gnarHocTuka. OxnagmnTenbHbli 6/10Kk» HEMOCPEeACTBEHHO

Ha nabopaTopHbI cTon. OxnagnTenbHbIA 610K ciedyeT UCMOoNb30BaTh NPY TeMMepaType OKpyXatoLLel cpeabl
B labopatopum (20-25 °C).

MoproTroBKa BHYyTPEHHEro HarpeBaTe/IbHOro 6;10Ka ANA MoneKynsipHoii AnarHocTukn Neogen®

MomecTnTe BHYTPEHHW HarpeBaTenbHbIl 610K ANA MONekynsipHol anarHocTuky Neogen® B cyxoe AByx6/104HOe
HarpesaTeNbHOe YyCTPOMCTBO. BKIOUNTE Cyxoe HarpesaTe/ibHOe YCTPOMCTBO 1 YCTaHOBUTE TeMMepaTtypy

TaknM 06pasom, YTobbl TeMnepaTypa BHYTPEHHEro HarpeBaTe/ibHOro 6J10Ka 415 MOJIeKyNapHOM ANArHOCTUKN
Neogen gocturna noctoaHHoro 3HadeHmsa 100 £ 1 °C,

MpumevaHue. BHyTpeHHWIA HarpeBaTe/ibHbIM 610K 4151 MONEKYASpHOW AnarHocTuk Neogen focTuraet
HY>XHOW TeMnepaTypbl NprMepHO 3a 30 MUHYT (B 3aBUCMMOCTW OT T1Ma HarpeBaTe/IbHOro yCTPoKicTBa).
Mcnonb3ysa noaxoaawmii oTkannbpoBaHHbIv TepMmomeTp (HanpumMep, TepMOMETP YaCTUYHOIO NOrPY>XKeHWS UK
TepMonapHbI LdpPoBOV TepMOMETP, HO He TEPMOMETP MOHOI0 NOrPY>XEHUS), Pa3MeLLEeHHbI/ B yKa3aHHOM
MecTe, ybeanTecb B TOM, YTO TeMMnepaTypa BHYTPEHHEro HarpeBaTe/ibHOro 610ka A9 MoNeKynspHOM
AvarHoctnku Neogen coctaendet 100 = 1 °C.

MogroroBka npu6opa AnA MonekynsipHoil anarHoctuku Neogen®

1. 3anyctuTe nporpammy «CrcteMa MOeKynsapHOM gnarHoctukn Neogen®» 1 BoanTe B cuctemy. Ytobbl
y6eanTbCa B HaNU4MM Hanbonee ceexer Bepcum NporpaMMHoOro obecrneyeHmns, 0bpaTnTeck K NpescTaBuUTeNto
Neogen Food Safety.
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2. BkntouunTe Nprbop ANt MONEKYNSPHOW AnarHocTnkm Neogen.

3. Co3zaiiTe nnn oTpeAakTUPYyNTe LMK aHaAM3a C AaHHbIMU A8 KaXAoro o6pasua. NMoapo6Hyo MHPopMaLMIo CM.
B PYKOBOACTBE Mosib30BaTesisi Npnubopa A/s MoeKkyNspHO AnarHocTnkn Neogen.

MpumevaHue. Npexae yeM BCTaBAATb IOTOK 6bICTPOI 3arpy3Kn A1 MONEKYNSIPHOM ANArHOCTUKN

Neogen C peakuVOHHbLIMY NpobrpkaMm B Npubop A1 MONEKYNSAPHOW AnarHoctnk Neogen, ybeantecs B TOM,
UTO MPUBOP AOCTUT COCTOSAHUS TOTOBHOCTU. [laHHasa CTaAns HarpeBa 3aH1UMaeT 0ko0 20 MUHYT 1 0603HaYaeTcs
OPAHXXEBbIM cBeTOM B CTpOKe cOCTOSAHUA Npubopa. Korga npnbop byaeT rotoBs K 3anycky LKA, LIBET NaHeu
COCTOSIHNS U3MeHUTCA Ha 3EJIEHbIVI.

Nnasnc

MN3BnekunTe HUXXHIOK YacTb WTaTMBA A5 MPOB6UPOK C pacTBOPOM A/ nn3nca Neogen € MOMOLLIbIO OTBEPTKM
VAW I0NaTOYKU, MPexae YeM NoMeLLaTb ero BO BHyTPEHHUIN HarpeBaTenbHbI 610K AN MONeKYNSPHO
AnarHoctnku Neogen.

AN

1. Mpobupkn ¢ pacTBopom Aas nu3smca Neogen JOMKHbI HArpeTbCs: A5 3TOr0 OCTaBbTe LWTAaTUB B YC/10BUAX
KOMHaTHOW TeMnepaTtypbl (20-25 °C) Ha Houb (16—18 yacoB). AlbTepHATUBHbI CNOCO6 J0BECTU MPO6UPKN
C pacTBopom A1 nu3unca Neogen 0 TeMnepaTypbl OKpY>KatoLLeli cpefbl: TOMeCTUTb NPOBUPKK C pacTBOPOM
Aans nusmca Neogen Ha 1a60paTOPHBIA CTON MUHMMYM Ha 2 Yaca, 0CTaBUTb WX AN MHKYybaLmn B MHKy6aTope
npu Temnepatype 37 + 1 °C B TeueHue 1 yaca nam NnoMecTUTb UX Ha 30 CeKyHZ B Cyxoe AByx6/04uHoe
HarpesaTe/ibHOe YCTPOMCTBO npu Temnepatype 100 = 1 °C.

2. MNepeBepHMWTe 3aMeyaTaHHble NPOBUPKM ANA CMELLUBAHWA COAep>XMMOro. MeperanTe K ciedytoLlemMy Lwary
yepes 4 yaca.

3. Vi3BnekuTe oboraTuTenbHbI 6YNLOH 13 MHKYBaTopa.

4. Ha kaxablli obpaseL,, a Takxe obpasey, A1 otpuuatenbHoro KoHTpons (NC) (B cTepunbHOM 060raTUTeNbHO
cpese) TpebyeTca ogHa Npobupka ¢ pacTBOpoM Ans nnsnca Neogen.

4.1 [na nonyyeHuns HeO6XOAMMOro KONMYeCcTBa NPO6MPOK NAACTUHKN C MPO6UPKaMKM ¢ pacTBOPOM Ast IN3KCa
Neogen MOXHO pa3pe3aTb. Bbibepute HEO6XOANMOE KONNYECTBO OTAE/bHbIX MPO6UPOK NIV MAACTUHOK
no 8 Npobupok ¢ pacTBopom Ansi nnsnca Neogen. MomecTTe NPo6UpPKIN C PaCTBOPOM ASt IN3NCA
Neogen Ha nycTori LUTaTUB.

4.2 Bo n3bexaHve NepekpecTHOro 3arpsisHeHNs pacneyaTbiBaliTe NAaCcTUHKN ¢ NPpo6MpKamMm € pacTBOPOM
Anst nnsrca Neogen Mo ofHOV 3a pas 1 ANst KAXKA0ro 3Tarna nepeHoca NCnonb3ylite HOBbI HAKOHEUHKK
ANS ANETKN.

4.3 TMepeHecnTe oboralLleHHbIV obpaseL, B Npobupkn ¢ pacTBOPOM st nn3vca Neogen, Kak ONMCAHO HUXeE.

CHauana nepeHecuTe Kaxablli 06oralleHHbI obpaseL, B 0TAe/bHY MPobupKy C pacTBOPOM A5t N3KnCa
Neogen. O6pasLibl 4N OTPMLLATENBLHOIO KOHTPOS NepenvBariTe B NocNeAHIO0 ovepeab.

4.4 PacnedyaTaliTe NpobupKM C pacTBOPOM A1 Am3nca Neogen € MOMOLLbIO MHCTPYMeHTa «MonekynspHas
AnarHoctnka Neogen®. IHCTpYMeHT 415 3aneyaTbiBaHMA/pacneyaTbiBaHNA MPOOGUPOK (IN3MC)»; NNACTUHKN
C npobupkamMu cnegyeT pacneyaTtbiBaTb N0 O4HOW 3a pas.

4.5 Ypanute B OTXOAbI KONMAY0OK OT NPO6MpPKM C pacTBOpoM Ansi nn3nca Neogen; eciv 1n3aTt HEO6XOANUMO
COXPaHUTb /151 MOBTOPHOMO TECTMPOBAHMS, MOMECTUTE KOMMayk B YACTbIV KOHTEHEp A1 MOBTOPHOMO
MCMO/Ib30BaHWs MOC/e 13nca.

4.5.1 Mpoueaypa 06paboTKN COXPAHEHHOrO In3aTa ONMCcaHa B NPUIOXeHU A.
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4.6 TMepeHecuTe 20 Mk 0bpasLa B NpobuypKy ¢ pacTBOpom Ans nn3mca Neogen, eC/i MHOE He YKa3aHo
B MPOTOKOJIaX N3 Tabn. 2, 3nmn4 (Hal'lp., ANA CblPpbIX MOTOYHbLIX MPOAYKTOB NN NP aHam3e I'Ip06

OoKpy>KatoLLel cpebl 6e3 HeliTpanuaytoLero bydepa ncnonbsynte 10 mkn).
ﬂm

i
J
Ny

OO0000

5. NosTopsaiTe warwm oT 4.4 10 4.6 L0 Tex NOP, NMOKa Kaxaas oTaenbHasa npoba He byaeT nepennTa
B COOTBETCTBYIOLLYO MPO6MPKY C pacTBOPOM A1 An3nca Neogen Ha naacTuHKe.

6. Mocne nepeHoca Bcex 06pasLOB NepeHecuTe B NPO6UpPKY € pacTBopoM Ans nmsmnca Neogen 20 MkA
060raTUTeNbHOM Cpeabl ANs OTPULATENBHOrO KOHTPOA (CTEPUIbHON 060raTUTENbHO Cpeabl, Hanpumep
6ynboHa Ppeiizepa NONOBUHHOM KOHLEHTpaLmm). He ncnonb3ylitTe B KavecTBe OTPULLATENbHOIO KOHTPOS BOAY.

7. Yb6eanTecb B TOM, YTO TeMnepaTypa BHyTPEHHEro HarpeBaTe/lbHOro 610ka A58 MONeKyNapPHOW ANArHOCTUKN
Neogen coctaBnsaet 100 = 1 °C.

8. MomecTuTe WTaTMB C OTKPbLITbIMU NPobupkamMu Ans nn3snca Neogen BO BHYTPEHHWI HarpeBaTenbHbIn 610K
415 MONeKynsipHO AnarHocTkn Neogen 1 Harpesalite B TeueHue 15 £ 1 MuHyTbl. Bo Bpemsa Harpesa LBeT
pacTBopa a5 nm3mca Neogen M3MEHUTCS C PO30BOrO (B XOIO4HOM COCTOSIHUN) Ha XenThlli (B ropsivem
COCTOAAHUW).

8.1 0O6pasupl, KOTOPbIE HE MPOLLAV Haj/1exallyto TernIoByto 06paboTKy Ha 3Tane insmnca, MoryT
npeaAcTaBnATb 6ronornyeckyro onacHoctb. SAMPELLAETCS BCcTaBAATL UX B NpUbOp A8 MONEKYNSApPHON
AnarHoctrkm Neogen.

9. V3BnekunTe OTKPbLITHIN LUTATUB C MPobmMpKamMm ¢ pacTBOpoMm Ans nv3nca Neogen 13 HarpeBaTesibHOro 610ka
1 MOMECTUTE ero ANa oxJiaxaeHus B 610k «MonekynsipHas anarHoctrka Neogen. OxnagnTensHbli 610K
(BcTaBHOW)» Ha nepurog oT 5 go 10 MuHyT. Bnok «Neogen MonekynsipHasi gnarHoctiika. OxnagntenbHblli
610K (BCTABHOW)», NCNONb3yeMbI NPV KOMHATHOW TeMMepaType, LO/MKEH HAXOAUTLCA HEMOCPeACTBEHHO
Ha nabopatopHoOM cTosne. [locsie oxnaxaeHus LBeT pacTBoOpa A8 NM3Mca CHOBA CTaHET PO30BbIM.

10.M3BneKknTe WITaTNB C Npobupkamu ansa nnsmca Neogen 13 61oka «MonekynsipHas gnarHoctrka Neogen.
OxnaguTtenbHbI 610K (BCTAaBHON)».

20-25°C

=

AMnnaneukaumva

1. Ha kaxgplii obpaseu, a Takxe obpaseL, Ans oTpuuaTensHoro koHTpons (NC) TpebyeTcs ogHa Npobupka
C peareHToM 13 TecT-Habopa «MonekynsapHbIi aHanus 2 - Listeria» Neogen.

1.1 [Ans nony4eHns HEO6XOAMMOTO KOIMYeCcTBa NPO6UPOK MNAACTMHKM C MPOBMPKaMM C peakTUBOM MOXHO
pa3pesaTb. BbibepnTe HEO6XOAMMOE KONNYECTBO OTAE/bHbIX MPOBUPOK WAV MAACTUHOK MO 8 MPo6MPOK
C peareHTOM 13 TecT-Habopa «MonekynsipHbIli aHanus 2 - Listeria» Neogen.

1.2 TNomecTnTe NPO6UPKYM C peakTUBOM U3 TecT-Habopa «MonekynsipHblii aHanus 2 - Listeria»
Neogen Ha nycToi LUTaTUB.

1.3 He BCTpsixvBaliTe 0Cafjok OT peareHTa, KOTOpbI/i MOXET 06pa30BaTbCsl Ha AHE MPOBUPOK.
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2. BblbepuTe ogHy Npobupky Neogen «KoHTposb peareHToB» (RC) 1 moMecTuTe ee B LUTATUB.

3. Bo v3bexaHue nepekpecTHOro 3arps3HeHnst pacneyaTtbiBaiiTe OAHY NAACTMHKY C NPo6MpKaMK € peareHToM 13
TecT-Habopa «MonekynsipHblil aHanu3 2 - Listeria» Neogen 3a pas 1 4711 KaXA0ro 3Tana nepeHoca Ucnonb3yinte
HOBBbIA HAKOHEYHWK ANS NMUMNETKM.

4. MNepeHecnTe NM3aT B NPOOMPKM C peakTUBOM TecT-Habopa «MonekynspHbIli aHanus 2 - Listeria» Neogen
1 npobupky Neogen «KOHTPOAb peareHToB», Kak OMMCaHO HIXe.

MNepeHecnTe NM3aT KaXA0ro obpasua B OTAe/bHble MPOBUPKM C peareHToOM TecT-Habopa «MosieKynspHbIl
aHanus 2 - Listeria» Neogen B NnepBYto ouepefb, a 3aTeM — 06pasLbl 418 oTpruaTensHoro koHTpons (NC).
CmounTe Npobupky «KoHTponb peareHToB» (RC) B nocneAHI00 ouepeab.

5. PacneuaTanTe NpobupKm C peareHToM TecT-Habopa «MonekynspHbIi aHanus 2 - Listeria» Neogen ¢ MOMOLLbIO
nHcTpymeHTa «Neogen® MonekynsipHas gnarHoctumka. MHCTpyMeHT 415 3aneyaTtbiBaHUsA/pacneyaTbiBaHNSA
npobupok (PeareHT)»; NAaCTUHKM C MPO6MPKaMM C peakTVBOM C/iefyeT pacneyvaTbiBaTb MO OAHON. YaanuTe
KOJIMayoK B OTXOAbI.

5.1 NepeHecuTe 20 MK/ In3aTa o6pasua 13 BepxHeid 1/2 yacTy Npo6MpKU C pacTBOPOM AJ1S1 IU3MCa
Neogen (He gonyckas nonagaHus ocajKa) B COOTBETCTBYHOLLYIO NPO6MPKY C peareHToM TecT-
Ha6opa «MonekynsipHblii aHanus 2 - Listeria» Neogen. MepenmBaTb n3aT B Npo6UpKy cnegyet
noA HaK/I0HOM, YTO6bl He NOAHATbL ocaAoK. MepemelualiTe nUsaT B Npo6upke: AnsA 3Toro 5 pas
OCTOPOXKHO HabepuTe XXNAKOCTb B MNNETKY U BbINYCTUTE ee o6paTHO.

5.2 MNoBTopsiiTe 3Tan 5.1 A0 TeX Nop, NoKa N3aT Kaxaoro obpasua He 6yAeT NepesinT B COOTBETCTBYHOLLYHO
NPOBUPKY C peakTMBOM TecT-Habopa «MonekynsipHbIi aHanus 2 - Listeria» Neogen Ha NMaacTUHKe.

5.3 3akpoliTe NpobupKn C peareHToM TecT-Habopa «MonekynapHbIi aHanms 2 - Listeria» Neogen 3anacHbIMu
KoJinayukamu 1 HagaBuTe CKPYr1eHHOM CTOPOHOM NHCTpyMeHTa «Neogen MonekynspHasa AnarHOCTMKa.
NHCTpyMeHT Ans 3aneyaTbiBaHMsA/pacneyaTbiBaHMA Npobupok (PeareHT)», coBepLuas ABUXKEHUS Brepes-
Ha3ag, YTobbl 06ecneynTb NOTHYH MOCaAKY KOMMAUKOB.

5.4 MoBTopuTe 3Tanbl 5.1 1 5.3 cTONLKO pa3, CKONbKO NPo6 HEO6XOAMMO NCCNeA0BaTb.

5.5 lMocne nepeHoca N13aToB BCex 06pa3LoB NoBTopuTe 3Tanbl 5.1 1 5.3, 4Tobbl NepeHecTn 20 MK N13aTa
Ana otpuuatensHoro koHTpons (NC) B npobupky ¢ peareHTOM TecT-Habopa «MonekynsapHbIi aHanms
2 - Listeria» Neogen.

5.6 MNepeHecnTe 20 MK n3aTa ANa oTpuLaTesibHoro KoHTposas (NC) B npo6upky Neogen «KoHTponb

peareHTOB». [lepenvBaTb 13aT B NPOOMPKY C/ieayeT noj Hak/IOHOM, YTO6bI He MOAHATL 0CaZ0K.
Mepemeluarite nM3aT B NpobupkKe: 4151 3TOro 5 pa3 0CTOPOXKHO HabepuTe XUAKOCTb B MUMNETKY U BbIMYCTUTE
ee obpaTtHo.

6. 3arpysuTe 3aneyaTaHHble MPOBMPKM B YACTbIV NPOAE3NHGULMPOBAHHbIV I0TOK BbICTPO 3arpy3Kku Ans
MONeKkynsapHow gnarHocTnk Neogen. 3akpoiiTe 1 3adUKCUPYIATE KPbILLKY N0TKa 6bICTPOW 3arpy3ku Ans
MONeKyNSipHOM gnarHocTrkn Neogen.

7. NpoBepbTe U NOATBEPAMTE HACTPOEHHbINV LKA aHanmM3a B nporpamMmme «CructemMa MoneKkynsipHo
AvarHocTrkn Neogen».

8. HaxxmunTe kHonMky «lyck» B NporpaMMHOM obecrneyeHunin 1 BbiIbepuTe MHCTPYMEHT ANS UCMOJb30BaHMsA. KpbiLka
Bbl6paHHOro Nprbopa OTKPOETCst aBTOMATUYECKU.
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9. NMomecTnTe NOTOK BLICTPOI 3arpy3Kn AN MONIEKYNSIPHOM AnarHOCTVKN Neogen B Nprbop A5t MONEKYNSPHOWA
anarHoctnkm Neogen 1 3aKporiTe KpbILLKY, UTOObI 3aMyCTUTb aHann3. Pe3ynbTaThl MOSBATCA B TeueHume
75 MUHYT. MonoxnTenbHble pe3ynbTaTbl MOTYT MOSIBUTLCS PaHbLLe.

10.Mo 3aBepLUeHNN aHaNM3a N3BNEKNTE NOTOK BbICTPOI 3arpy3Ku 4151 MOIeKyNspHO gnarHocTky Neogen
13 nprubopa ANs MosiekynsapHO AnarHocTky Neogen 1 yTUAN3MpPYATe NPO6UPKM, MOMECTMB UX B pacTBOpP
6bIToBOrO oT6enmBaTens (1-5 % B 06bEMHOM OTHOLLEHWUW C BOAO) MM aHAaNOrMYHbIA pacTBop Ha 1 yac Bganu
OT 061aCTV NOArOTOBKM 06pasL0B A/1s aHanu3a.

YBEAOMNEHUE. na MUHNMKU3ALM PUCKE NOJTYYEHWS NTOXXHOMOJIOXKNTENIbHBIX Pe3ynbTaToB BC/IeACTBUE
nepeKpecTHOro 3arpsi3HeHNs HY B KOeM Cyyae He OTKpbiBaliTe NPob1pKK € peareHToM TecT-Habopa
«MonekynsipHblIli aHanuns 2 - Listeria» Neogen, cogepxatume amnandunumpobaHnyto HK. 3To kacaeTca npoburpok
C peakTnBOM TecT-Habopa «MonekynapHbii aHanms 2 - Listeria» Neogen, npobupok Neogen «KOHTpoO/Ib
peareHTOB» N NPo6VpPOK «KOHTPOIb MaTPULbI 4151 MOEKYNSPHOI AnarHocTUky Neogen». Bcerga yTunmsmpyiire
repMeTVYHO 3aKpbITbie MPOBMPKN MYTEM MOrPyXXeHUs B pacTBop 6bIToBOro oT6enveatens 1-5 % (B 06 beMHOM
COOTHOLLIEHNW C BOZOM) UM @aHANOTMYHbIM pacTBOp Ha 1 Yac BAANM OT 30HbI MOArOTOBKM MaTepnanos

ANs aHanmsa.

Pe3yanaTb| ANArHOCTUKU N NX MHTepnpeTayuna

CneumanbHbIA anropuTM aHann3npyeT KPUBYHO CBETOOTAAUN, BbIBOANMYIO B pe3y/ibTaTe 06HapyXeHns
aMnadrKaLmm HyKNeoTUAHbIX NocaeoBaTeNbHOCTeN. [porpaMMHoe obecneyeHne aBToMaTNyYeckm
aHanM3npyeT NonyyYeHHble JaHHbIe U CHabXaeT NX LBEeTOBbIMU KogaMU. MoNoXUTEeNbHbIA NI OTPULATENbHbIN
pe3ynbTaT onpejensieTcs NyTeM aHanm3a psaa YHUKanbHbIX MapamMeTpoB KPUBOW. MpesnonoxmTensHo
NoNIOXUTe/IbHbIe pe3ynbTaTbl 0TOBPaXaloTCsA B peasibHOM BpeMEHU, @ OTpuLaTeNbHble pe3ynbTaThl U aHHbIE,
TpebyoLne n3yyeHunst, — No OKOH4YaHWM aHann3a.

MpeAnonoXnTeNbHO MNONOXUTENIbHbIE pe3ybTaThl C/iedyeT NOATBEPXKAATb MO CTaHAAPTHLIM 1a60pPaTOPHbLIM
TEXHOJIOTVSIM UV MOAXOAALLMM CTaHAAPTHBIM MeToZoM>23; HauaTb HEO6X0AMMO C NepeHoca 06pa3LoB 13
nepBUYHON 060raTUTENbHON Cpeabl BO BTOPUUHYHO (€C/IM MPUIMEHUMO) C MOCEAYOLLMM MOCEBOM Ha YallKax
MeTpu 1 NPOBEPKOIi N30/IATOB C MCMOb30BaHMEM HaA/1eXaLLUUX BUOXMMMYECKNX, MUKPOCKOMMYECKNX

N CepONOrnYeckmx MeToZ0B.

NPUMEYAHMUE. Pe3ynbTaThl aHanv3a He MOTYT 6bITb Hy/IEBbIMU AaXe B CJlydae NCCNeA0BaHNS OTpULLIATeNbHOrO
ob6pasua, NOCKONbKY CUCTEMA U aMMINPUKALIMOHHBIE peakTUBbI U3 TeCcT-Habopa «MonekynsipHblii aHann3
2 - Listeria» Neogen obecneunBatoT Bblgauy «pOHOBbIX» MOKAa3aHWIA B OTHOCUTE/IbHbIX CBETOBbLIX eanHuLax (RLU).

B peakunx cnyyasix nonyyeHnss HeEoBbIYHbIX CBETOBbIX AAHHbIX aITOPUTM 3aHOCUT COOTBETCTBYOLLME
pe3ynbTaThl B KaTeropuio nHdopmaLmm, TpebytoLeii nsyyeHunsi. KomnaHus Neogen pekoMeHZayeT NpoBoOANTb
MOBTOPHbI aHaNn3 06pasLoB, TPebyHLLMX N3yYeHUs. ECnn pe3ynbTaT aHanr3a He MeHsIeTcsl, MpoBepbTe ero
NpeAnoUTUTENbHBIM /18 BaC METOZOM UV B COOTBETCTBUMN C MECTHLIMU HOPMaTUBHbLIMU TPEGOBaHUSIMU.
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Ta6nuua 5. CMBO/IbI 4151 0603HAaYEHWSI pe3ynbTaToB aHaM3a Npo6 B MporpaMMHOM o6ecreyeHnn CUCTEMbI
MOJIeKYNSIPHOW AnarHocTuk Neogen 1 X MHTepripeTauus.

Tvn nyHKn O603HayeHmne PesynbTaTt NHTepnpeTauusa
pesynbTaTa
ONA NYHKN
. | Npoba npeanonoxmnTensHO NONOXKUTENbHA NO
Mpoba MonoxntenbHbIV

LeneBomMy raToreHy.

Mpoba NpeAnonoXMTEbHO OTPULATEIbHA MO

Mpoba ‘ OTpuuaTenbHbI
LiesieBOMy naToreHy.

MaTpuua Npobbl 0kasana nHrnbupyolLlee AeicTeme
Ha peakLMto B Xo4e aHann3a. Bo3amoxHo, Heobxoamm

@ NHrnbnposaHo NMOBTOPHbIV aHanu3. MogpobHee cMm. B pa3gene

0 NOWCKe 1 yCTPaHeHN Henonagok, a Takxe

B MHCTPYKLUMSAX K NpenaparTy.

Mpoba

HeonpezeneHHbIli pe3ynbTaT B OTHOLLEHWM
NPUCYTCTBUS IN60 OTCYTCTBME LIeIEBOro NnaToreHa.
@ TpebyeTcsi npoBepka [ Bo3mMoxHO, HE06X0AMM MOBTOPHbIN aHaNM3.
Mozpo6Hee cM. B pasjenie 0 MOUCKE U YCTPaHEHWM
Hernonazok, a Takxe B MHCTPYKLUMAX K Npenapary.

Mpoba

BrontoMuHecueHUmMA He obHapy>KeHa. Bo3MoxHO,

@ OWwn6Ka HeobXxoAVM MOBTOPHbI aHanms. NogpobHee cm.
B paszene 0 Nouncke 1 yCTpaHeHN Henonagoxk,

a TaKke B MHCTPYKLMAX K npenapary.

Mpoba

MoaTBepKAeHUe pe3ynbTaTOB B COOTBETCTBUU C METOAO0M, NonyyusLunm ceptnpumkaTt NF VALIDATION

B koHTekcTe cepTudurkaumm NF VALIDATION Bce 06pa3Libl, AEHTUPULIMPOBAHHbIE KaK MOMOXNTE IbHbIE

C NOMOLLbIO TecT-Habopa «MonekynapHbIi aHanms 2 - Listeria» Neogen, 0/KHbI 6bITb MOATBEPXAEHbI O4HUM 13
cnefyroLmnX UCMbITaHUA.

BapuaHT 1. Vicnonb3ys ctaHzapT 1ISO 11290-1@), HaunHas ¢ oboralleHns 6ynboHoM ®peiisepa

MOJIOBVMHHOW KOHLLeHTpauum.

BapwmaHT 2. [yTeM BblgeneHus arapa PALCAM man XxpoMOreHHOro arapa B pamkax cepTuouLmMpoBaHHO

NF VALIDATION meToaviky 06Hapy>KeHus poga Listeria. [1na noaTBepxXaeHns npucyTcTBusA Listeria spp

AOCTaTOYHO YCTAaHOBUTL MPUCYTCTBME XapaKTePHbIX KONOHWIA.

BapuaHT 3. C NOMOLLbIO 30HA0B Ha OCHOBE HYK/IEMHOBbIX KUC/I0T, Kak ONrcaHo B cTaHAapTe ISO 7218,

Ha M30/1MPOBAHHbIX KONOHUSAX, N3 CENEKTUBHOrO arapa (cMm. BapuaHTsl 1 nnm 2).

BapuaHT 4. /TiobbiM Apyrum metoAom, cepTuduumposaHHeiM NF VALIDATION, NprHLMA KOTOPOro AO/MKEH

OTAMNYaTbCA OT NPUHLMNA PaboTbl TecT-Habopa «MonekynsapHbIli aHanus 2 - Listeria» Neogen. icnone3ylite

MONHbBI MPOTOKO, OMUCAHHbIV ANA BTOPOro BaANANPOBaHHOIO MeToa. Bce 3Tanbl 0 Havana noATBepXAeHWS

JAOMKHBI 6bITh OANHAKOBBLIMU A1 0601X METOAOB.

B cnyyae pacxoxaeHus pesynbtatoB (MonyyeHms Npyu Cnob30BaHWK TecT-Habopa «MonekynspHbIi aHanms 2 -

Listeria» Neogen npeAnosoxXnTesIbHO NONOXUTENbHbIX Pe3yNbTaToOB, He NMOATBEPXAEHHbIX O4HMM U3 CNOCO60B,

OMMCaHHBIX BblLLIe) 1abopaTopus LOMXKHA NPUHATE HEO6XOAVMble MepbI A5l 06ecrneyeHnst JOCTOBEPHOCTHU

pe3ynbTaToB aHanms3a.

Ecnny Bac BO3HMK/IM BOMPOCHI MO KOHKPETHbLIM CNOCo6am NMpUMeHeHUs Nan npoleaypam, noceTmte Hall

Beb-caliT No agpecy www.neogen.com Wan 06paTnUTeCb K MECTHOMY NPeACTaBUTENO UK ANCTPUOBIOTOPY

komnaHuv Neogen.

Mpuno>xeHne A. NMpepbiBaHUE BbINOJIHEHNSA MPOTOKO1a. XpaHEHUE M NOBTOPHbIV aHaIU3 IN3aToB,

noagepriimxca Tepmoo6bpab6oTke. Tpe6oBaHMe MO XpaHEHUIO NN3aTOB NpY TemnepaType oT 2 4o 8 °C

B TeYeHue 72 YacoB He pacnpocTpaHaeTcs Ha NPo6bl MOIOYHbIX MPOAYKTOB U OKpY>KatoLLleid cpeabl.

1. [1na XxpaHeHs 113aToB, NOABEPrLUNXCca TepMoobpaboTke, CHOBA 3amnevaTariTe NPobupKy € pacTBOPOM ANS
JIN31CA YNCTbIM KOMMAYKoM (CM. pasgen «Jnsuncy, 4.5).

16



(PyccKwiA) ﬁ ﬁ

2. OTnpaBbTe 0bpasel, Ha XpaHeHVe Npu Temnepatype oT 2 A0 8 °C Ha Nepuog A0 72 4YacoB..

3. MoaroToBbTe COXPaHeHHbI 0bpaseL, 419 amnandukaumm, nepeBepHyB Npobrpky 2—-3 pasa

7.

ANA NnepemeLlBaHus.
Pacneuartalite npobupku.

. MomecTnTe NPO6MPKM CO CMELLIAHHbIM IN3aTOM BO BHYTPEHHWIA HarpeBaTenbHbI 610K 415 MONeKyNAPHOWA

avarHoctnkm Neogen v nogorpeiite go temnepaTypbl 100 £ 1 °C B TedeHue 5 = 1 MUHYTBI.

. MI3BnekuTe wratve C r|po6|/|p|<aM|/| C pacTBOPOM AN14 N3N Ca Neogen 113 HarpeBaTesibHOro 610Ka N nomecTuTe

ero Ans oxnaxgeHus B 610k «MonekynsapHas gnarHoctmka Neogen. OxnaanTenbHbIin 610K (BCTaBHOM)»
Ha nepvoa ot 5 o 10 MUHYT.

I'Ipop,ovalTe BbIMOJ/IHEHWE MPOTOKOJ1a B COOTBETCTBUN C pa3genom «AMI'I}'IVIq)VIKaLI,I/IFI», KakK OMMCaHOo BblLLIE.

CcbINKW.

1.

US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual. Chapter 10: Detection of Listeria monocytogenes
in foods and environmental samples, and enumeration of Listeria monocytogenes in foods. October 31,2017.

US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 8.11. Isolation and identification of
Listeria monocytogenes from red meat, poultry, ready-to-eat siluriformes (fish) and egg products, and environmental
samples. January 2,2019.

NF EN ISO 11290-1. Microbiology of the food chain — Horizontal method for the detection and enumeration of Listeria
monocytogenes and of Listeria spp. — Part 1: Detection method.

NF EN ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.

NF EN ISO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General requirements and guidance for
microbiological examinations.

Neogen Installation Qualification (IQ) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for Neogen Molecular
Detection System.

NF EN ISO 18593. Microbiology of the food chain — Horizontal methods for surface sampling.

NF EN ISO 16140-2 Microbiology of the food chain — Method validation — Part 2: Protocol for the validation of
alternative (proprietary) methods against a reference method.

NF EN ISO 6887. Microbiology of the food chain — Preparation of test samples, initial suspension and decimal dilutions
for microbiological examination.

NMossicHeHUA K CMMBOJ1IaM Ha 3TUKeTKe npoAayKTa
info.neogen.com/symbols
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5 NEDGEN

Uriin Talimatlari

Molekiiler Tayin Testi Listeri-2

Uriin Tanimi ve Kullanim Amaci
Neogen® Molekiiler Tayin Testi Listeri-2, zenginlestirilmis gida ve gevre numunelerinde Listeria tirlerinin hizli ve spesifik
tespiti icin Neogen® Molekdiler Tayin Sistemi ile kullanilir.

Neogen® Molekiiler Tayin Testlerinde, niikleik asit dizgelerinin yiiksek 6zglilliik ve duyarllikla hizla amplifiye edilmesi igin
déngl aracili izotermal amplifikasyonun yani sira amplifikasyonun tespit edilmesi amaciyla biyoluminesans kullanilir. Negatif
sonuglar test tamamlandiktan sonra gosterilirken, olasi pozitif sonuglar gergcek zamanli olarak bildirilir. Olasi pozitif sonuglar,
tercih edilen yéntem kullanilarak veya yerel diizenlemelerde belirtildigi sekilde dogrulanmalidirt-22),

Neogen Molekdler Tayin Testi Listeri-2 Giriin{, laboratuvar ortaminda, laboratuvar teknikleri konusunda egitim almig
profesyonellerin kullanimina yoneliktir. Neogen, bu triinii yiyecek veya icecek endistrileri diginda kullanim igin tescil
ettirmemistir. Ornegin Neogen bu iiriini su, farmasétik triinler, kozmetik malzemeler, klinik veya veterinerlik amagli
numunelerin testlerinde kullanim igin tescil ettirmemistir. Neogen Molekiiler Tayin Testi Listeri-2 olasi tim test protokolleri
veya mimkin olan tiim bakteri suglari ile degerlendirilmemistir.

Tiim test yontemlerinde oldugu gibi, zenginlestirme ortaminin kaynagi, formiilasyonu ve kalitesi sonuclari etkileyebilir.
Numune alma ydntemleri, test protokolleri, numune hazirlama, tagima ve laboratuvar teknigi gibi faktérler de sonuglar
etkileyebilir. Neogen, yéntemin kullanicinin élgitlerini kargiladigindan emin olmak igin belirli gidalar ve/veya gevresel
numuneler ve mikrobiyal zorluklarla yeterli sayida numune kullanilarak kullanicinin ortaminda zenginlestirme ortami dahil
olmak tizere yéntemin degerlendirilmesini dnerir. Neogen, Neogen Molekiiler Tayin Testi Listeri-2’yi Half Fraser Broth

ve Amonyum Ferrik Sitrat iceren Fraser Broth ile gerektigi sekilde degerlendirmistir. Bu ortamlarin tipik bir formiilasyonu
asagida verilmistir.

Toz Half Fraser Broth Tipik Formiilii (g/L)  Toz Fraser Broth Tipik Formiilii (g/L)
Sodyum Klorir 20g  Sodyum Kloriir 20g
Sodyum Fosfat, dibazik, susuz* 9,69 Sodyum Fosfat, dibazik, susuz* 9,69
Dana Eti Ozt 509 Dana Eti Oziitu 509
Kazeinin Pankreatik Dijesti 50g  Kazeinin Pankreatik Dijesti 509
Hayvan Dokusunun Peptik Dijesti 50¢9 Hayvan Dokusunun Peptik Dijesti 50¢9
Maya Oziiti 50g Maya Oziiti 509
Lityum Klorir 3,09 Lityum Klorir 3,09
Potasyum Fosfat, monobazik 1,359 Potasyum Fosfat, monobazik 1,359
Eskulin 1,09 Eskulin 1,09
Akriflavin HCI 0,0125g  Akriflavin HCI 0,025¢g
Nalidiksik Asit 0,01 g  Nalidiksik Asit 0,02g
* [kame: Sodyum Fosfat, dibazik, dihidrat 12,09

Fraser Broth Supplementi
(10 mL flakon bagina igerik. Bir flakon bir litre bazal ortama eklenir.)

Amonyum Ferrik Sitrat 0,5g/10 mL
Nihai pH 7,2+0,2, 25°C’de

Neogen® Molekiiler Tayin Cihazi, numune iginde var olan organizmalari yok etmek icin tasarlanmig lizis test agamasi
sirasinda isil islemden gegen numuneler ile kullanim igin tasarlanmigtir. Lizis test agamasi sirasinda dogru sekilde

isil isleme tabi tutulmayan numuneler, olasi bir biyolojik tehlike olarak diigtintlebilir ve Neogen Molekdler Tayin
Cihaz’’na YERLESTIRILMEMELIDIR.

Neogen Gida Giivenligi, ISO (Uluslararasi Standardizasyon Teskilat)) 9001 tasarim ve iiretim sertifikasina sahiptir.

Neogen Molekiler Tayin Testi Listeri-2 test kiti, Tablo 1°’de agiklanmig oldugu gibi 96 test icerir.
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Tablo 1. Neogen Molekdiler Tayin Testi Kit Bilesenleri

Malzeme Tanim Miktar icindekiler Yorumlar
Neogen® Lizis Seffaf tiiplerde R . ..
Soliisyonu (LS) pembe soliisyon 96 (8 tuplik 12 serit) Tup bagina 580 uL LS | Rafli ve kullanima hazir
Neogen® Molekiiler Liyofilize spesifik
Tayin Testi Listeri-2 Mavi tipler 96 (8 tlipliik 12 serit) amplifikasyon ve Kullanima hazir
Reaktif Tupleri tespit karigimi
ilave kapaklar Mavi kapaklar 96 (8 kapaklik 12 serit) Kullanima hazir

. . - Liyofilize kontrol

®
Neogen" Reaktif veffaf usttep 16 (8 ayn tlip igeren DNA’si, amplifikasyon | Kullanima hazir
Kontrolii (RC) kapatmali tiipler 2 poset) .
ve tespit karigimi

Kitle birlikte sunulmayan Negatif Kontrol, Half Fraser Broth gibi steril bir zenginlestirme ortamidir. Negatif Kontrol olarak
su kullanmayin.

Giivenlik
Kullanici, Neogen Molekiiler Tayin Sistemi ve Neogen Molekiiler Tayin Testi Listeri-2 ile ilgili talimatlarda yer alan tim
glvenlik bilgilerini okumali, anlamali ve bunlara uymalidir. Glivenlik talimatlarini ileride bagvurmak tizere saklayin.

A UYARI: Onlenmemesi halinde 6liim ya da ciddi yaralanma ve/veya mal zarari ile sonuglanabilecek tehlikeli bir
durumu gosterir.

BILDIRIM: Kacinilmamasi halinde maddi zarar ile sonuglanabilen olasi tehlikeli bir durumu gésterir.

A UYARI

Neogen Molekiiler Tayin Testi Listeri-2’yi insanlarin veya hayvanlarin saglk durumlarini tanilamak
amaciyla kullanmayin.

Neogen Molekiiler Tayin Testi Listeri-2 yontemi, maruz kalindiginda 6lii dogumlara ve gebe kadinlarda ve bagisiklik
yetmezligi olan kisilerde 6liime neden olmaya yetebilecek diizeylerde Listeria monocytogenes uretebilir.

Kullanicl, personelini gegerli ve dogru test teknikleri konusunda egitmelidir; 6rnegin, Iyi Laboratuvar Uygulamalari,
ISO/IEC 17025“ veya ISO 7218©),

Kontamine iriinlin agiga ¢ikmasina yol agan yanlig bir negatif sonugla iligkili riskleri azaltmak igin:
e Tam olarak Uriin talimatlarinda belirtildigi sekilde protokolii uygulayin ve testleri gerceklestirin.

e Neogen Molekiiler Tayin Testi Listeri-2’yi ambalaj izerinde ve Urin talimatlarinda belirtildigi sekilde saklayin.
o Neogen Molekiiler Tayin Testi Listeri-2’yi mutlaka son kullanma tarihinden 6énce kullanin.

e Neogen Molekiiler Tayin Testi Listeri-2’yi kurum iginde veya Ug¢linci bir tarafga onaylanmig gida ve ¢evre numuneleri
ile kullanin.

o Neogen Molekiiler Tayin Testi Listeri-2’yi sadece kurum iginde veya l¢linci bir tarafga onaylanmig ylizeyler, sanitizerler,
protokoller ve bakteri suslari ile kullanin.

e Aril siilfonat kompleksiyle birlikte N6trlestirici Tampon iceren gevresel bir numune igin test etmeden 6nce 1:2 oraninda
bir diliisyon gergeklestirin (1 6lgek steril zenginlestirme sivi besiyeri igine 1 dlgek numune). Bagka bir segenek ise
Neogen Lizis Sollisyonu tiiplerine 10 pL NB zenginlestirme aktarmaktir. Aril siilfonat kompleksli Notrlestirici Tampon
iceren Neogen® Numune Toplama driinleri: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL10NB2G, HS10NB, HS10NB2G
ve HS2410NB2G.

Kimyasallara ve biyolojik tehlikelere maruz kalmaiile iligkili riskleri azaltmak igin:
e Kadin laboratuvar personelinin, fetlis gelisiminde annenin Listeria monocytogenes’e maruziyeti sonucunda meydana
gelen enfeksiyondan kaynaklanan risk konusunda bilgilendirilmesi kesinlikle énerilir.

e Patojen testini dogru donanima sahip bir laboratuvarda, egitimli personelin kontrolii altinda gerceklestirin. inkiibe edilmis
zenginlestirme ortami ve inkiibe edilmis zenginlestirme ortamiyla temas etmis ekipman veya ylizeyler, insan saglhgi igin
risk olugturmaya yetecek diizeylerde patojenler igerebilir.
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e Reaktifler ve kontamine olmug numuneler ile ¢alisirken, uygun koruyucu kiyafet ve gozliik kullanimi dahil olmak tzere,
daima standart laboratuvar giivenlik uygulamalarini izleyin.

e Amplifikasyon sonrasinda zenginlestirme ortamlari ve reaktif tiiplerinin igerigi ile temastan kaginin.
e Zenginlestirilmis numuneleri, gegerli endlistri standartlarina gére imha edin.

e Lizis test agsamasi sirasinda dogru sekilde 1sil isleme tabi tutulmayan numuneler, olasi bir biyolojik tehlike olarak
dustiniilebilir ve Neogen Molekiiler Tayin Cihaz’'na YERLESTIRILMEMELIDIR.

Testi hazirlarken ¢capraz kontaminasyonla iligkili riskleri azaltmak igin:
e Daima eldiven takin (kullaniciyl korumak ve niikleazlarin girigini dnlemek igin).

Cevresel kontaminasyonla iligkili riskleri azaltmak igin:
e Kontamine atiklarin atilmasi ile ilgili gegerli enddistri standartlarina uyun.

Sicak sivilara maruz kalinmasiyla iligkili riskleri azaltmak icin:
e [siticidaki 6nerilen sicaklik ayarini agmayin.

o Onerilen isitma siiresini agmayin.

e Neogen® Molekiiler Tayin Isitma Blogu Ek Pargasi sicakligini dogrulamak i¢in uygun ve kalibre edilmig bir
termometre kullanin (6rnegin tamamen daldirma tipi termometre degil, kismi daldirma tipi termometre veya dijital
sicaklik sensérlii termometre.) Termometre, Neogen Molekiiler Tayin Isitma Blogu Ek Pargasi’nda belirlenmig olan
konuma yerlestirilmelidir.

BILDIRIM

Testi hazirlarken capraz kontaminasyonla iligkili riskleri azaltmak igin:
e Reaktif pellet hidrasyonundan énce eldivenleri degistirin.

e Steril, aerosol bariyerli (filtreli), molekiiler biyoloji sinifi pipet uglarinin kullaniimasi tavsiye edilir.
e Her numune aktarimi igin yeni bir pipet ucu kullanin.

¢ Numunenin zenginlestirilmis besiyerinden lizis tiipiine aktarilmasi igin lyi Laboratuvar Uygulamalarini kullanin. Pipetér
kontaminasyonunu énlemek icin kullanici ara bir aktarim adimi eklemeyi secebilir. Ornegin kullanici zenginlestiriimis her
numuneyi steril bir tlipe aktarabilir.

e Mevcutsa germisidal lamba iceren bir molekdiler biyoloji caligsma tezgahi kullanin. Laboratuvar tezgahlarini ve ekipmanini
(pipetler, kapak takma/kapak sokme araclari vb.) %1-5’lik (suda v:v) bir camasir suyu ¢cézeltisi veya DNA uzaklagtirma
cozeltisi ile periyodik olarak dekontamine edin.

Yanlis pozitif sonuglarla iligkili riskleri azaltmak igin:
e Amplifikasyon sonrasinda reaktif tiplerini asla agmayin.

e Kontamine olmus tiipleri, her zaman %1-5’lik (suda v:v) bir camasir suyu soliisyonunda veya esdeger bir soliisyonda
1 saat siireyle bekleterek ve test hazirlik alanindan uzakta imha edin.

o Amplifikasyon sonrasinda reaktif tiiplerine asla otoklav uygulamayin.
Ek bilgiler ve Griintin imha edilmesi ile ilgili yerel diizenlemeler i¢in Giivenlik Veri Formu’na bakin.
Belirli uygulamalar veya prosediirler hakkinda sorulariniz varsa www.neogen.com adresindeki web sitemizi ziyaret edin

veya yerel Neogen temsilcisi ya da distributoru ile iletisim kurun.

Kullanicinin Sorumlulugu
Kullanicilar Griin talimatlar ve bilgileri hakkinda bilgi edinmekle yUkiimlidir. Daha fazla bilgi igcin www.neogen.com
adresindeki web sitemizi ziyaret edin veya yerel Neogen temsilcinizle ya da dagitimcinizla iletisime gegin.

Bir test yontemi secilirken, numune alma yontemleri, test protokolleri, numunenin hazirlanmasi, iglem yapilmasi ve
laboratuvar teknigi gibi dig faktérlerin sonuglar etkileyebilecegi bilinmelidir.

Secilen test yonteminin kullanicinin kriterlerini kargiladigi konusunda kullaniciy tatmin edecek uygun matrisler
ve mikrobiyal zorluklarla yeterli sayida numuneyi degerlendirmek lizere herhangi bir test yonteminin segilmesi
kullanicinin sorumlulugundadir.

Tum test yontemlerinin ve sonuglarinin miigteri ve tedarikgi gereksinimlerini kargilamasini saglamak yine
kullanicinin sorumlulugundadir.
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Tum test yontemlerinde oldugu gibi, herhangi bir Neogen Gida Giivenligi Griiniiniin kullaniimasindan elde edilen sonuclar
test edilen matrislerin veya siireglerin kalitesi konusunda bir garanti olusturmaz.

Cesitli gida matrislerine yonelik olarak yontemin degerlendirilmesinde misterilere yardimci olmak igin Neogen,

Neogen® Molekiiler Tayin Matris Kontrolii kitini geligtirmistir. Gerektiginde, matrisin Neogen Molekiiler Tayin Testi Listeri-2
sonugclarini etkileyip etkileyemedigini belirlemek tizere Matris Kontrolii (MC) kullanin. Neogen yénteminin adapte edildigi ya
da yeni veya bilinmeyen matrislerin ya da ham maddesi veya prosesi degisen matrislerin test edildigi herhangi bir validasyon
doéneminde, matrisi temsil eden birkag numuneyi, yani farkli kaynaktan alinan numuneleri test edin.

Matris; bilesim ve proses gibi yapisal 6zellikleri olan bir triin tlri olarak tanimlanabilir. Matrisler arasindaki farkliliklar,
proseslerindeki veya sunumlarindaki farkliliklarin neden oldugu etkiler kadar basit olabilir (6r. pastérize ve ¢ig, kuru ve
taze vb.).

Garantilerin Sinirlandiriimasi/Sinirhi C6ziim

NEOGEN, HER BiR URUN AMBALAJININ UZERINDEKI SINIRLI GARANTI KISMINDA ACIKCA BELIRTILENLER
HARICINDE, PAZARLANABILIRLIK VEYA BELIRLI BIR KULLANIMA UYGUNLUK GARANTILERI DAHIL ANCAK
BUNLARLA SINIRLI OLMAMAK UZERE HERHANGI BiR ACIK VEYA ZIMNi GARANTIYi KABUL ETMEMEKTEDIR.
Herhangi bir Neogen Gida Giivenlik Uriinii’niin kusurlu olmasi durumunda, Neogen veya yetkili dagitimcisi, tercihine gére
Grini degistirecek veya Uriin satig tutarini iade edecektir. Tarafiniza miinhasir ¢éziimler bunlardir. Diger her tirli sorunuz
icin litfen Neogen temsilciniz veya yetkili Neogen distribltoriiniz ile iletigsim kurun.

Neogen’in Sinirli Sorumlulugu

NEOGEN DOGRUDAN, DOLAYLI, OZEL, ARIZI VEYA NETICE KABILINDEN DOGMUS, KAYBEDILMIiS KAZANGCLAR
DAHIL ANCAK BUNUNLA SINIRLI OLMAMAK UZERE HERHANGI BIR KAYIP VEYA ZARARDAN SORUMLU
OLMAYACAKTIR. Higbir durumda Neogen’in herhangi bir hukuk kurami altindaki sorumlulugu, kusurlu oldugu iddia edilen
Urinln satig fiyatini asamaz.

Saklama ve Atma

Neogen Molekdler Tayin Testi Listeri-2 Grtiniini 2-8°C’de saklayin. Dondurmayin. Saklama sirasinda kiti igiktan uzak
tutun. Kiti agtiktan sonra, folyo posetin zarar gérmemis oldugunu teyit edin. Poset zarar gérmiisse kullanmayin. Acildiktan
sonra, kullanilmayan reaktif tliplerinin, liyofilize reaktiflerin stabilitesini siirdirmek amaciyla, icinde nem c¢ekici ile agzi
tekrar kapatilabilir poset icinde saklanmasi gerekir. Yeniden kapatiimig posetleri 60 giinden uzun olmamak kaydiyla 2-8°C
sicaklikta saklayin.

Son kullanma tarihi gegcen Neogen Molekiiler Tayin Testi Listeri-2’yi kullanmayin. Son kullanma tarihi ve lot numarasi
kutunun dig yliziindeki etikette belirtilmistir. Kullanim sonrasinda, zenginlestirme ortami ve Neogen Molekiiler Tayin Testi
Listeri-2 tupleri, potansiyel olarak patojenik materyaller icerebilir. Test tamamlandiginda, kontamine atigin imha edilmesi
icin gegerli endstri standartlarina uyun. Ek bilgiler ve Griinlin imha edilmesi ile ilgili yerel diizenlemeler igin Glvenlik Veri
Formu’na bakin.

Kullanim Talimatlari
Tum talimatlara dikkatle uyun. Bu uyarinin dikkate alinmamasi hatali sonuglara neden olabilir.

Laboratuvar tezgahlarini ve ekipmanini (pipetler, kapak takma/kapak sékme araclari vb.) %1-5’lik (suda v:v) bir camasir suyu
¢ozeltisi veya DNA uzaklastirma ¢ozeltisi ile periyodik olarak dekontamine edin.

Kullanici, “Neogen Molekiiler Tayin Sistemi icin Kurulum Yeterliligi (IQ)/Calisma Yeterliligi (OQ) Protokolleri ve Talimatlar”
belgesinde® aciklanan sekilde Neogen Molekiiler Tayin Sistemi operatdr yeterliligi egitimini tamamlamalidir.

Ozel gereksinimler icin “Valide edilmis yontemler icin 6zel talimatlar” béliimiine bakin:

AOAC?® Official Method of AnalysisS™ 2016.07 ve AOAC® Performance Tested Method®" Certificate #111501’e gore
zenginlestirme protokolleri i¢in Tablo 3.

NF Validation sertifikasi 3M 01/14-05/16’ya gbre zenginlestirme protokolleri i¢in Tablo 4.

Numune Zenginlegtirme

Tablo 2, 3 veya 4, gida ve gevresel numunelerin zenginlestirilmesine yonelik rehberlik sunar. Bu test yénteminin kullanici
kriterlerini kargilamasini saglamak Uizere alternatif numune alma protokollerinin veya diliisyon oranlarinin valide edilmesi
kullanicinin sorumlulugundadir.
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Gidalar

1. Half Fraser Broth zenginlestirme ortaminin (amonyum ferrik sitrat igerir) laboratuvar ortam sicakliinda dengeye
gelmesini saglayin.

2. Aseptik olarak zenginlestirme ortamini ve numuneyi Tablo 2, 3 veya 4’e gore birlestirin. Tum et ve yliksek oranda partikiil
iceren numuneler igin filtre torbalarinin kullanilmasi 6nerilir.

3. 2%0,2 dakika boyunca harmanlayarak, sindirerek, elle karistirarak homojenize edin. Tablo 2, 3 veya 4’e gére 37+1°C’de
inklbe edin.

4. Cig sut trinleri icin (bkz. Tablo 2 veya 4), birincil zenginlestirmeden 0,1 mLyi 10 mL Fraser Broth’a aktarin. 20-24 saat
boyunca 37+1°C’de inkiibe edin.

Cevresel Numuneler
Numune toplama cihazlarina, sanitizerlerin etkilerini devre digi birakmak igin nétrlestirici ¢ozelti ile spangla hidratlama

uygulanabilir. Neogen, biyosit icermeyen bir seliiloz spancin kullaniimasini Snermektedir. Notrlestirici ¢ozelti, Dey-Engley
(D/E) Nétrlestirici Sivi Besiyeri veya Letheen Sivi Besiyeri olabilir. Numune alma sonrasinda alanin sanitize edilmesi énerilir.

UYARI: Spang icin hidratlayici ¢dzelti olarak aril stilfonat kompleksi iceren Nétrlestirici Tampon (NB) kullanmayi
sectiyseniz, kontamine Uriinlin agiga ¢cikmasina yol agan yanlig negatif bir sonugla iligkili riskleri azaltmak amaciyla, test
dncesi zenginlestirilmis cevresel numune icin 1:2 oraninda diliisyon (1 élcek steril zenginlegtirme sivi besiyeri icine 1 dlgek
numune) gerceklestiriimesi gereklidir. Bagka bir segcenek ise Neogen Lizis Soliisyonu tiplerine 10 pL nétrlestirici tampon
zenginlestirme aktarmaktir.

Yiizeyde patojenin varligini veya yoklugunu dogrulamak i¢cin numune alma alaninin énerilen boyutu en az 100 cm?dir
(10 cm x 10 cm veya 4"x4"). Bir spang ile numune alinirken, alanin tamamini iki yénde (soldan saga, ardindan yukariya ve
asagiya) kapsayin veya cevresel numuneleri gecerli numune alma protokoliiniize ya da FDA BAM®, USDA FSIS MLG®
veya ISO 185931 kilavuzlarina gére alin.

1. Half Fraser Broth zenginlegtirme ortaminin (amonyum ferrik sitrat igerir) laboratuvar ortam sicakliinda dengeye
gelmesini saglayin.

2. Aseptik olarak zenginlestirme ortamini ve numuneyi Tablo 2, 3 veya 4’e gore birlestirin.

3. 2%0,2 dakika boyunca harmanlayarak, sindirerek, elle karistirarak veya vorteksleyerek homojenize edin.
Tablo 2, 3 veya 4’e gore 24-30 saat boyunca 37+1°C’de inklibe edin.



(Turkge) ﬂﬁ ﬁ

Tablo 2: 37+1°C’de Half Fraser Broth® ve gerektiginde Fraser Broth® kullanilarak genel zenginlestirme protokolleri.

eendy Zenginlestir- ey
Numune Numune | lestirme me glcalfll“l lestirme
Matrisi Boyutu | Besiyerinin (x1°C) 9 Siresi
Hacmi (mL) a (saat)
Isil iglem
goérmus,
pisirilmis,
kiirlenmis
etler, kiimes
hayvanlari,
deniz Grinleri
ve balik
Isil iglem
pastérize
edilmig
st Grtnleri
Tarim Grinleri
ve sebzeler
Cok bilegenli
gidalar
100
Qevrese' 1 spang¢ veya 205 37 24-30
numuneler
1 svab 10 37 24-30
Gig et, kimes
ha’;‘;anri"zar" 259 475 37 28-32
Urinleri, bahk
Birincil Zenginlestirme (Half Fraser Broth)® ikincil Zenginlegtirme (Fraser Broth)®
Numune Numune
Matrisi N Zen.gm- Zenginlestir- Zen.gln- Nu- Zenginlestir- Zen.gln- Anall.z
umune lestirme . lestirme » lestirme Hacmi®
. .. me Sicakligi . mune | me Sicakligi .
Boyutu | Besiyerinin (x1°C) Siiresi Bovutu (£1°C) Siiresi
Hacmi (mL) a (saat) Y - (saat)
0,1 mLyi
Cis 10 mL
siit Uri?nleri 259 225 37 20-24 Fraser 37 20-24 10 uL
Broth’a
aktarin

(a) Half Fraser ve Fraser Broth birincil veya ikincil zenginlestirme sirasinda daima Fraser Broth Supplementi (amonyum ferrik
sitrat) ile desteklenmelidir.

(b) Neogen Lizis Sollsyonu tiiplerine aktarilan zenginlestirilmis numune hacmi. Lizis bélimi Adim 4.6’ya bakin.
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Valide Edilmis Yontemler icin Ozel Talimatlar
AOAC® Official Method*™ 2016.07
AOAC® Performance Tested Method*™ #111501

) AOAC
RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 111501

AOAC Research Institute OMASM ve PTMSM programlarinda, Neogen Molekiiler Tayin Testi Listeri-2’nin Listeria tiirlerinin
tespitinde etkili bir yéntem oldugu bulunmustur. Caligmada test edilen matrisler Tablo 3’te gosterilmistir.

Tablo 3. AOAC OMASM 2016.07 ve AOAC PTM®M Certificate #111501°e gére 37+1°C’de Half Fraser Broth® kullanilan
zenginlestirme protokolleri.

Numune Matrisi Numune Zenginlestirme Besiyerinin Hacmi  |[Zenginlestirme Siiresi
Boyutu (mL) (saat)
Dana eti sosisler, queso fresco
(Meksika’ya 6zgl taze peynir/lor
peyniri), vanilyali dondurma, %4 siit yagli i
¢cokelek peyniri, %3 gikolatali tam yagli 259 225 24-30
stit, marul, posette ¢ig ispanak, soguk
fime somon
Cig tavuk 25¢g 475 28-32
Sarkdteri hindi 1259 1125 24-30
Kantalup kavunu® Butin kavun Kavunun yuzmesini s.aglamak ein 26-30
yeterli hacim
Paslanmaz celik 1 spang 225 24-30
Tz % Yalitimli beton 1 spang 100 24-30
S5
o £
O3 Plastik® 1 svab 10 24-30

AOAC validasyonuna yonelik tim numuneler, aksi belirtiimedikge sindirme yoluyla homojenize edilmistir.

(a) Half Fraser ve Fraser Broth birincil veya ikincil zenginlestirme sirasinda daima Fraser Broth Supplementi (amonyum ferrik
sitrat) ile desteklenmelidir.

(b) Numuneyi elle karigtirma yoluyla homojenize edin.

(c) Numuneyi vorteksleme yoluyla homojenize edin.

AFNOR Certification ile NF Validation

t““F‘CATION
3

VALIDATION
EN 1SO 16140

3M 01/14-05/16
ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http://nf-validation.afnor.org/en

Validasyonun bitis tarihi ve gegerliligi ile ilgili daha fazla bilgi icin litfen yukarida bahsi gegen web sitesindeki NF
VALIDATION sertifikasina bakin.

1ISO 11290-1®@ jle kiyaslandiginda 1ISO 16140-2® uyarinca NF VALIDATION sertifikali yontem
Validasyonun kapsami: Tiim insan yiyecedi numuneleri ve ¢cevresel numuneler (birincil iiretim numuneleri harig)
Numune hazirlama: Numuneler ISO 11290-1©® ve ISO 6887a uygun sekilde hazirlanmalidir

Yazilim siiriimii: Sertifikaya bakin



01/14-05/16’ya gore zenginlestirme protokolleri.

Zengin- Zenginles- | Zenginles-
Nu- | lestirme 9Ines '9IN'EE” | Numune | Kabul Edilen
Genel . .. tirme tirme . . L.
mune | Besiyerinin . . . Analiz Kesinti
Protokol . Sicakhigi Siiresi .
Boyutu| Hacmi (£1°C) (saat) Hacmi® Noktasi
(mL) 3
iT:Lnek e 72 saate
n);:lnune- kadar Half
leri (¢ig Er::(ﬁr
etc';zrr’ﬁ‘?z'g 25¢ 225 37 24-30 20uL |e -20°C'de
aranleri R Illlf’e(];’d
ve ¢ig siit 70 et
aranleri saa‘e
haric) kadar lizat
25g,
1 svab
Cevresel | veya oo
numune- | 1 tek 225 37 24-30 | 20pL |° I.ZOthe
ler kulla- 28
nimhk
havlu
ey Zengin- | Zenginles-
Spesifik [ Nu- lestirme ' 92 | Numune | Kabul Edilen
AL r lestirme tirme . o
Protokol | mune [ Besiyerinin N .. Analiz Kesinti
- Sicakhigi Siiresi .
1 Boyutu| Hacmi (£1°C) (saat) Hacmi® Noktasi
(mL) -
e 72 saate
kadar Half
.y Fraser
Q\Ilge e'; Iver Broth
deﬁif 25g 475 37 28-32 20uL |e -20°Cde
- . lizat
Grtnleri o 4°C’de
72 saate
kadar lizat
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Tablo 4. 37+1°C’de gerektigi sekilde Half Fraser Broth® ve Fraser Broth® kullanilan NF VALIDATION sertifikali yéntem 3M
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Birincil Zenginlestirme (Half Fraser Broth)® ikincil Zenginlestirme (Fraser Broth)®
: Kabul
Spesifik Zengin- S S c . !
Protokol | Nu- lestirme Zen.gmleg Zen.gmleg Zen.gmle§ Zen.gln Numune | Edilen
o o q tirme tirme Numune tirme lestirme o Kesinti
2 mune | Besiyerinin < .. o . Analiz
Bovyutu Hacmi Sicakhgi Siiresi Boyutu Sicakhgi Siiresi Hacmi® | Noktasi
/ (x1°C) (saat) (x1°C) (saat)
(mL)
e 72
0,1 mLyi saate
Cig st 10 mL kadar
.. g . 25¢g 225 37 20-24 Fraser 37 20-24 10 uL Fraser
aranleri )
Broth’a Broth
aktarin o -20°C’
de lizat

(a) Half Fraser ve Fraser Broth birincil veya ikincil zenginlestirme sirasinda daima Fraser Broth Supplementi (amonyum ferrik
sitrat) ile desteklenmelidir.

(b) Neogen Lizis Sollisyonu tiiplerine aktarilan zenginlestirilmis numune hacmi. Lizis bélimi Adim 4.6’ya bakin.

| Not: 25 g’dan biyik numuneler NF validation ¢caligmasinda test edilmemistir.

Neogen® Molekiiler Tayin Hizl Yiikleyici Tepsisi’nin Hazirlanmasi

1. Bir bezi %1-5 (suda v:v) camasir suyu soliisyonuyla veya esdeger bir soliisyonla islatin ve Neogen® Molekiiler Tayin Hizl
Yiikleyici Tepsisi’ni silin.

2. Neogen Molekiiler Tayin Hizh Yiikleyici Tepsisi’ni su ile durulayin.

3. Neogen Molekiiler Tayin Hizh Yikleyici Tepsisi’ni kurulamak icin tek kullanimlik bir havlu kullanin.
4. Kullanmadan 6nce, Neogen Molekiler Tayin Hizli Yikleyici Tepsisi’nin kuru oldugundan emin olun.

Neogen® Molekiiler Tayin Sogutma Blogu Ek Parcasi’nin Hazirlanmasi

Neogen® Molekiiler Tayin Sogutma Blogu’nu dogrudan laboratuvar tezgahina yerlegtirin. Sogutma blogunu laboratuvar
ortam sicakliginda kullanin (20-25°C).

Neogen® Molekiiler Tayin Isitma Blogu Ek Parcasi’nin Hazirlanmasi
Neogen® Molekiiler Tayin Isitma Blogu Ek Pargasi’ni kuru, ¢ift bloklu bir isitma tnitesine yerlestirin. Kuru bloklu isitma

Unitesini caligtirin ve Neogen Molekiiler Tayin Isitma Blogu Ek Parcasi’nin 100+1°C’lik bir sicakliga ulagmasini ve bu sicakligi
korumasini saglamak igin sicakhgi ayarlayin.

Not: Isitma Unitesine bagl olarak, Neogen Molekiiler Tayin Isitma Blogu Ek Pargasi’nin istenen sicakliga ulagmasi igin

yaklagik 30 dakika bekleyin. Belirlenen yere yerlestirilmis uygun, kalibre edilmis bir termometre (6r. tamamen daldirmali
termometre degil, kismi daldirmali termometre veya dijital sicaklik sensérli termometre) kullanarak Neogen Molekiiler
Tayin Isitma Blogu Ek Pargasi’nin 100+1°C’de oldugunu dogrulayin.

Neogen® Molekiiler Tayin Cihazr’nin Hazirlanmasi

1. Neogen® Molekdler Tayin Sistemi Yazilimini baglatin ve girig yapin. Yazilimin en giincel siiriimiine sahip oldugunuzdan
emin olmak icin Neogen Food Safety temsilcisiyle temas kurun.

2. Neogen Molekiiler Tayin Cihazi’ni galigtirin.

3. Her bir numunenin verisiyle bir test olugturun veya diizenleyin. Ayrintilar i¢in bkz. Neogen Molekiiler Tayin Sistemi
Kullanim Kilavuzu.

Not: Reaksiyon tiipleri ile birlikte Neogen Molekiiler Tayin Hizli Yiikleyici Tepsisi yerlestiriimeden 6nce, Neogen Molekdiler
Tayin Cihazi Hazir Duruma gelmelidir. Bu 1sinma agamasi yaklagik 20 dakika sirer ve cihazin durum gubugunda TURUNCU
bir 1sikla gésterilir. Cihaz bir calismayi baglatmaya hazir oldugunda, durum cubugu YESIL renge déner.
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Lizis

Neogen Lizis Sollisyonu Rafinin alt kismini Neogen Molekdiler Tayin Isitma Blogu Ek Pargasi’na yerlestirmeden 6nce
tornavida veya spatula ile sokin.

1. Rafi bir gece boyunca (16-18 saat) oda sicakhginda (20-25°C) bekleterek Neogen Lizis Soliisyonu tiiplerinin isinmasini
saglayin. Neogen Lizis Soliisyonu tiiplerini oda sicakligina getirmek igin alternatifier, Neogen Lizis Sollisyonu tiiplerini en
az 2 saat laboratuvar tezgahinda bekletmek, Neogen Lizis Sollisyonu tiplerini inkiibatérde 1 saat boyunca 37+1°C’de
inklibe etmek veya kuru ¢ift bloklu bir isiticiya 100+1°C’de 30 saniyeligine yerlestirmektir.

2. Karigtirmak icin kapakli tiipleri ters gevirin. 4 saat iginde siradaki adima gegin.
3. Zenginlestirme besiyerini inkiibatérden ¢ikarin.

4. Her numune ve Negatif Kontrol (NC) numunesi (steril zenginlestirme ortami) icin bir Neogen Lizis Soliisyonu
tlpu gereklidir.

4.1 Neogen Lizis Soliisyonu tiip seritleri, istenen Neogen Lizis Soliisyonu tiip sayisi kadar kesilebilir. ihtiyag duyulan
sayida ayri Neogen Lizis Sollsyonu tiipii veya 8 tipliik seritler secin. Neogen Lizis Sollisyonu tlplerini bog bir
rafa koyun.

4.2 Capraz kontaminasyonu 6nlemek icin Neogen Lizis Sollisyonu tiip seridi kapaklarini teker teker acin ve her aktarim
asamasi icin yeni bir pipet ucu kullanin.

4.3 Asagida aciklandigi gibi, zenginlestirilmis numuneyi Neogen Lizis Sollisyonu tiiplerine aktarin:

ilk olarak, her bir zenginlestirilmis numuneyi ayri bir Neogen Lizis Soliisyonu tiiptine aktarin. Son olarak
NC’yi aktarin.

4.4 Tek seferde bir gerit lizerinde galigarak, Neogen Lizis Sollisyonu tiip seridinin kapagini sékmek igcin Neogen®
Molekiiler Tayin Kapak Takma / Kapak Sokme Araci - Lizis’i kullanin.

4.5 Neogen Lizis Sollisyonu tlip kapagini atin - lizat tekrar test edilmek (izere tutulacaksa lizisten sonra tekrar uygulama
icin kapaklari temiz bir kaba koyun.

4.5.1 Elde bulunan lizatin iglenmesi igin Ek A’ya bakin.

4.6 Neogen Lizis Sollisyonu tlpline, Tablo 2, 3 veya 4’teki protokollerde aksi belirtiimedikge 20 pL numune aktarin
(6r. ¢ig sut Griinleri veya gevresel numuneleri nétrlegtirici tamponla kullanirken 10 pL kullanin).

Q000

00000

5. Her bir ayri numune seritteki ilgili Neogen Lizis Sollsyonu tiipline eklenene kadar 4.4 ila 4.6 adimlarini tekrarlayin.

6. Tum numuneler aktarildiginda, 20 uL. NC’yi (Half Fraser Broth gibi steril zenginlestirme ortami) bir Neogen Lizis
Soliisyonu tiipline aktarin. NC olarak su kullanmayin.

7. Neogen Molekiiler Tayin Isitma Blogu Ek Pargasi sicakliginin 100+1°C’de oldugunu dogrulayin.

8. Ustii acik Neogen Lizis Soliisyonu tiipleri rafini Neogen Molekiiler Tayin Isitma Blogu Ek Parcasi’na yerlestirin ve 15+1
dakika boyunca isitin. Isitma boyunca, Neogen Lizis Soliisyonunun rengi pembeden (soduk) sariya (sicak) dénecektir.

8.1 Lizis test agamasi sirasinda dogru sekilde isil igleme tabi tutulmayan numuneler, olasi bir biyolojik tehlike olarak
dustiniilebilir ve Neogen Molekiiler Tayin Cihaz’’na YERLESTIRILMEMELIDIR.
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9. Ustii agik Neogen Lizis Soliisyonu tiiplerinin rafini isitma blogundan gikarin ve Neogen Molekiiler Tayin Sogutma Blogu

Ek Pargasi’nda en az 5, en fazla 10 dakika sogumasini bekleyin. Ortam sicakliginda kullanilan Neogen Molekiiler Tayin
Sogutma Blogu Ek Parcasi, laboratuvar tezgahina dogrudan yerlestirilmelidir. Sogudugunda, lizis sollisyonunun rengi
tekrar pembeye donecektir.

10.Neogen Lizis Solusyonu tiip rafini Neogen Molekiiler Tayin Sogutma Blogu Ek Pargasi’ndan ¢ikarin.

00:15:00

il YA

Amplifikasyon

1.

Her bir numune ve NC igin bir Neogen Molekiiler Tayin Testi Listeri-2 Reaktif Tupi gereklidir.

1.1 Reaktif tipl seritleri istenen tlp sayisi kadar kesilebilir. Neogen Molekiiler Tayin Testi Listeri-2 Reaktif Tliplerinin
veya gereken 8’li tlip seritlerinin sayisini segin.

1.2 Neogen Molekiiler Tayin Testi Listeri-2 Reaktif Tuplerini bos bir rafa yerlestirin.
1.3 Tuplerin dip tarafindaki reaktif pelletlerini karigtirmaktan kaginin.
Bir adet Neogen Reaktif Kontrolii (RC) tiipii segin ve rafa yerlegtirin.

3. Capraz kontaminasyonu dnlemek igin tek seferde yalnizca bir Neogen Molekiiler Tayin Testi Listeri-2 Reaktif Tupu serit

kapagini agin ve her aktarim agamasi i¢in yeni bir pipet ucu kullanin.

Lizatt Neogen Molekiiler Tayin Testi Listeri-2 Reaktif Tupu ile Neogen Reaktif Kontroli tiipline agsagida agiklanan
sekilde aktarin:

Her bir numune lizatini 6nce ayri Neogen Molekiiler Tayin Testi Listeri-2 Reaktif Tliplerine, ardindan NC’ye aktarin.
En son RC tiipUni hidratlayin.

Neogen® Molekiiler Tayin Kapak Takma / Kapak S6kme Araci - Reaktif’i kullanarak, Neogen Molekiiler Tayin Testi
Listeri-2 Reaktif Tuplerinin kapagini, tek seferde tek Reaktif tlipi seridi olacak gekilde gikarin. Kapagi atin.

5.1 20 pL lizat numunesini, Neogen Lizis Soliisyonu tiipiindeki sivinin 1/2’lik iist kismindan (¢ékeltiyi dnleyerek)
ilgili Neogen Molekiiler Tayin Testi Listeri-2 Reaktif tlipline aktarin. Pelletlerin karigmasini 6nlemek igin acili
olarak dokiin. Yukari ve asagi 5 kez pipetleyerek nazikge karisgtirin.

5.2 Seritte kargilik gelen Neogen Molekiiler Tayin Testi Listeri-2 Reaktif Tupline tek lizat numunesi eklenene kadar adim
5.1%i tekrarlayin.

5.3 Neogen Molekdler Tayin Testi Listeri-2 Reaktif Tuplerini, tedarik edilen ilave kapaklar ile kapatin ve kapagin siki bir
sekilde kapatildigindan emin olmak amaciyla, ileri geri hareketle basing uygulamak tizere Neogen Molekiiler Tayin
Kapak Takma / Kapak S6kme Araci - Reaktif’inin yuvarlak tarafini kullanin.

5.4 Test edilecek numune sayisiigin 5.1 ve 5.3 adimlarini gerektigi sekilde tekrar edin.

5.5 Tum lizat numuneleri aktarildiginda, adim 5.1 ve 5.3l tekrarlayarak 20 uL NC lizati bir Neogen Molekiiler Tayin
Testi Listeri-2 Reaktif Tuptne aktarin.

5.6 20 pyL NC lizati bir Neogen Reaktif Kontrolii tlipline aktarin. Pelletlerin karigmasini 6nlemek igin acil olarak dokiin.
Yukari ve agsagi 5 kez pipetleyerek nazikge karigtirin.
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6. Kapagi takilmis olan tiipleri temiz ve dekontamine edilmis bir Neogen Molekiiler Tayin Hizli Yikleyici Tepsisi’ne yukleyin.
Neogen Molekiiler Tayin Hizh Yikleyici Tepsisi kapagini kapatin ve mandalini kilitleyin.

20 L

7. Neogen Molekiiler Tayin Sistemi Yaziliminda yapilandirilmis galismayi gézden gegirin ve onaylayin.
8. Yazilimdaki Start (Baglat) diigmesine tiklayin ve kullanilacak cihazi segin. Segilen cihazin kapagi otomatik olarak agilir.

9. Neogen Molekiiler Tayin Hizl Yiikleyici Tepsisi’ni Neogen Molekdler Tayin Cihazi’na yerlestirin ve testi baglatmak Gizere
kapagdi kapatin. Pozitif sonuglar daha dnce tespit edilebilmekle beraber, sonuglar 75 dakika icinde elde edilir.

10.Test tamamlandiktan sonra, Neogen Molekiiler Tayin Hizl Yikleyici Tepsisi’ni Neogen Molekdiler Tayin Cihazi’ndan
cikarin ve tiipleri 1 saat boyunca %1-5’lik (suda v:v) camasir suyu soliisyonuna veya esdeger bir soliisyona daldirarak test
hazirlik alanindan uzakta imha edin.

BILDIRIM: Capraz kontaminasyondan kaynaklanan yanlis pozitif sonuglarin elde edilmesi riskini en aza indirmek igin
amplifiye edilmis DNA’y1 iceren Neogen Molekdler Tayin Testi Listeri-2 Reaktif Tuplerini higbir zaman agmayin. Buna
Neogen Molekiiler Tayin Testi Listeri-2 Reaktif Tiipleri, Neogen Reaktif Kontrolii ve Neogen Molekiiler Tayin Matris
Kontrolii tipleri dahildir. Agzi sizdirmaz bir sekilde kapatilmig reaktif tiiplerini her zaman %1-5’lik (suda v:v) bir gamagir
suyu sollisyonunda veya esdeger bir sollisyonda 1 saat siireyle bekleterek ve test hazirlik alanindan uzakta imha edin.

Sonuglar ve Yorumlama

Bir algoritma, niikleik asit amplifikasyonu tayininden kaynaklanan isik ¢ikisi egrisini yorumlar. Sonuclar yazilim tarafindan
otomatik olarak analiz edilir ve sonuca gore renk kodlamasina tabi tutulur. Benzersiz egri parametreleri sayisi analiz edilerek
Pozitif veya Negatif bir sonug belirlenir. Negatif sonuglar ve Kontrol sonuglari galisma tamamlandiktan sonra gosterilirken,
olasi pozitif sonuclar gergek zamanl olarak bildirilir.

Olasi pozitif numuneler, birincil zenginlegtirmeden ikincil zenginlegtirme besiyerine (varsa) aktariimasi, ardindan kaplama
ve uygun biyokimyasal ve serolojik yontemler kullanilarak izolatlarin onaylanmasi gibi islemlerle baglayarak standart
laboratuvar prosediirlerine veya uygun referans dogrulama ydntemine("->2 uygun sekilde dogrulanmalidir.

NOT: Sistem ve Neogen Molekiiler Tayin Testi Listeri-2 amplifikasyon reaktifleri bir “arka plan” bagil igik birimine (RLU)
sahip oldugu igin negatif bir numune bile sifir okuma sonucu vermeyecektir.

Nadir olarak olagan digi isik ¢ikisi durumunda, algoritma bu durumu “Kontrol” olarak etiketler. Neogen, tiim Kontrol
numuneleri igin kullanicinin testi tekrarlamasini 6nerir. Kontrol sonucu almaya devam ederseniz tercih ettiginiz yontemi
kullanarak veya yerel diizenlemeler ile belirlendigi sekilde, dogrulama testine gegin.
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Tablo 5: Neogen Molekiiler Tayin Sistemi Yazilimi tarafindan saglanan numuneler igin sonug sembolleri ve yorumlama.

Yuva Tipi Yuva Sonug Yorumlama
Sonucu Sembolii
Numune ‘ Pogitif Numune hedef patojen igin olasi pozitiftir.
. Numune hedef patojen icin negatiftir.
Numune ‘ Negatif

Numune matrisi testi inhibe edici. Tekrar test etmek gerekebilir.
Numune @ inhibe olmus | Daha fazla bilgi icin sorun giderme béliimiine ve tayin kiti Uriin
Talimatlarina bakin.

Hedef patojenin varhigi veya yoklugu belirsiz. Tekrar test etmek
Numune @ Kontrol gerekebilir. Daha fazla bilgi igin sorun giderme bélimine ve tayin
kiti Uriin Talimatlarina bakin.

Biyoluminesans tespit edilmedi. Tekrar test etmek gerekebilir.
Numune @ Hata Daha fazla bilgi igin sorun giderme béliimiine ve tayin kiti Uriin
Talimatlarina bakin.

NF VALIDATION Sertifikali Yonteme g6re Sonuglarin Dogrulanmasi

NF VALIDATION kapsaminda Neogen Molekdler Tayin Testi Listeri-2 ile pozitif olarak tanimlanan tim numuneler, asagidaki
testlerden biri ile dogrulanmalidir:

1. segenek: Half Fraser zenginlegtirmesinden baglayarak 1ISO 11290-1©® standardinin kullanilmasi.

2. secenek: PALCAM agari veya Listeria genus tayini i¢in bir NF VALIDATION sertifikali ydnteminin kromojenik agar
olugturan kismi izerinde izolasyon yoluyla. Karakteristik kolonilerin varligi Listeria spp. varliginin onaylanmasi igin yeterlidir.

3. segenek: Secici agardan izole edilmig kolonilerde uygulanan, ISO 7218® standardinda tarif edilen sekilde niikleik asit
problarini kullanma (bkz. 1. veya 2. segcenek).

4. segenek: Prensibi Neogen Molekiiler Tayin Testi Listeri-2 Griiniinden farkli olmasi gereken bagka bir NF VALIDATION
onayli ydontemi kullanarak. Bu ikinci dogrulanmig yontem igin agiklanan tiim protokol kullaniimalidir. Dogrulamaya
baglamadan 6nceki tim adimlar her iki yéntemde de ortak olmalidir.

Uyumsuz sonuglar halinde (Neogen Molekiiler Tayin Testi Listeri-2 ile olasi pozitif, yukarida tanimlanan yéntemlerden biri ile
dogrulanmamisg) laboratuvar, elde edilen sonucun gecerliligini dogrulamak icin gerekli adimlari izlemelidir.

Belirli uygulamalar veya prosediirler hakkinda sorulariniz varsa www.neogen.com adresindeki web sitemizi ziyaret edin
veya yerel Neogen temsilcisi ya da distribltoru ile iletisim kurun.

Ek A. Protokol Kesintisi: Isil islem gérmiis lizatlarin saklanmasi ve yeniden test edilmesi. Lizatlarin 2 ila 8°C’de 72 saat
saklanmasi siit Uriinleri ve gevresel numuneler igin gecerli degildir.

1. Isil iglem gérmis lizati saklamak igin lizis tiptini temiz bir kapakla kapatin (bkz. “Lizis”, 4.5).
72 saate kadar 2-8°C sicaklikta saklayin.
Saklanan numuneyi, karigtirmak tzere 2-3 kez ters yliz ederek amplifikasyon igin hazirlayin.

Tuplerin kapaklarini gikarin.

S R A

Kanigtirilan lizat tiiplerini Neogen Molekdler Tayin Isitma Blogu Ek Pargasi (izerine yerlestirin ve 5+1 dakika
100+1°C’de isitin.

6. Neogen Lizis Sollisyonu tiiplerinin rafini isitma blogundan ¢ikarin ve Neogen Molekdiler Tayin Sogutma Blogu Ek
Parcasi’nda en az 5, en fazla 10 dakika sogumasini bekleyin.

7. Protokole, yukarida detaylari verilen ‘Amplifikasyon’ béliminden devam edin.
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1. US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual. Chapter 10: Detection of Listeria monocytogenes
in foods and environmental samples, and enumeration of Listeria monocytogenes in foods. October 31,2017.

Referanslar:

2. US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 8.11. Isolation and identification of
Listeria monocytogenes from red meat, poultry, ready-to-eat siluriformes (fish) and egg products, and environmental
samples. January 2,2019.

3. NFEN ISO 11290-1. Microbiology of the food chain — Horizontal method for the detection and enumeration of Listeria
monocytogenes and of Listeria spp. — Part 1: Detection method.

4. NF EN ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.

5. NF EN ISO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General requirements and guidance for
microbiological examinations.

6. Neogen Installation Qualification (IQ) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for Neogen Molecular
Detection System.

7. NF EN ISO 18593. Microbiology of the food chain — Horizontal methods for surface sampling.

8. NF EN ISO 16140-2 Microbiology of the food chain — Method validation — Part 2: Protocol for the validation of
alternative (proprietary) methods against a reference method.

9. NF EN ISO 6887. Microbiology of the food chain — Preparation of test samples, initial suspension and decimal dilutions
for microbiological examination.

Uriin Etiketi Sembollerinin Agiklamasi
info.neogen.com/symbols
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NeogenD FIRH 7 vt 12 - UXRTFUZBEROEREF 21— ICFTSREBTEYMEHTFLORICNCER FLEI . RE
ICRCFa—T%KFMLET,
5. Neogen® D FHRREF vV / THF vy TYV—)l — HEAZFERAL T NeogenD FRET7 Y12 - URTUT7BEDHEF
A—TDF vy T E—EI1 AN TTONALET . Ty ZREELET,
5.1 1Ri&20 pLZLSAF 2 —T DRED LEB1/2 CLRNIZETFTIZE V) HSED. W IET B NeogenS3 FEM T v
2- U ZRFV7EEFREFaA—TICHELET ALY MEBEINGEVWES. —EOHETHELET. EXYMEETS

ElEEMICERELET,
5.2 ARDEBESAE—bZZAM )Y TRDOXET DNeogenD FIEE 7 w12 - URTFTUZBEEFHREF1—TIIHRMT 3%
T ATy T51%EDIRLET,

5.3 NeogenD FIRHET7vE12 - UXTFU A EF 12— AMDFfEF vy S TE&% L. NeogenD FiREFvv 7/ TF
v V=)l — AEBOAWVAZERLTRIRICEZEMNF FrvTZLonD D £,

54 BETBZEBEICOVWT RATYTBABELUEIZRDIELFT,
5.5 IRTORETAAREBFLIZ5. ATy T5.1~53%#DiRLTNCS1t—F20 pyLZNeogen Fi&H 7 vtz
2- URFTVUFBEAEF1—TITHTLET,
5.6 Neogen U= xR FAO—=IFa—TICNCSTAE— P20 uLZBF FLET RLY M EBRINBVLS —ED
AETHELEFT.ERYMEETEIFEMIESLET,
6. R REFEHNeogen FREREAE—RO—A—rLAICF vy T ELIFa—T%EBLE I, Neogen FRERLE
AE—RO—4—bLAZEHTBOHNRZEMTET,

7. Neogen®HREEBEERH S AT LAY IR VTV TRELIKREBEAB 2R LE T,
8. VINIITDRE—rREVEI )y I LT AT REZERLITERLICEEOENBFNICHTET,

9. Neogen JRRE EENRH S AT LDEBANICNeogen FREEREAE—FO—FZ—rA1ZEBES EZHAOTTvEAERH
—hLETHERIITEDURICKRRINF I BHEOBZEIETSICRREATREINZ LA BN FT,

10.7 vt 1#T# . Neogen BWRERZRHBAE—RO—4—KrL1%Neogen FREBIEH S XTLOEBHNSEOE L. Fa
—NFKT1~5% (W) ICERLIERERZAREIIAFOARICIBERELILR. 7Tyt DERBEEBIAN SIREHEL
T EELTETL,

AR REBRICK BB HEDEIRZTR/INRICINZ 27280, BIEDNAD A>7NeogenD FIRHE 7Vt 12 - URFUFEH
AEF2—TFEFICHITRVTLIE TV U IE Neogen D FREE 7 w12 - UXTFUZERFDFE. Neogen J— T
vharhcO—=ILFa—T. . E&UNeogen FBMRERE TSIV O—ILFa—ThEEFNETEHINF2—T13.
WGIKT1~5% (v/v) ICERLUAERERZEERFLIERZFDOBRICIEEIZELILER. 7yt DEMRIEEEED SRREL T,
BEELTIE T,

BRI

REEHDIEIR S NICB DR IC & TESNINH IHED 7LDV X LICE > THERIRTNEIERITVI NI T7HEHMIC
EIFLIERICSLTEDITINET BUEEIIREDORERIZ. ZHOBEE DIF/NSA—FEBIFTZETRESINET,
BEDGHCHESINZZEIXVTILZALTLR—FINEITH EES L Linspect RN BEBLRIER) DIHFE X EDIR
EHTT LERBICRRINET,

B CHE SNABAIE REEDREEEFIE X IFBEY BB RAC2IM - THRITIVELNBDF I £ . 7ITL—
H—EREMOFISEM 2 BIREEREMICB L (XA T258) L —MEBLI-OL BYRE L EMN. MEFNFEZER
LTHEBEREZRERLTIZTL,
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BRAENDHSNBZBEDHE LT —XUIDOVWTUE TV ZILICEDTBREL TSV ERTEIN £ 9. Neogentt 3.
rﬁ*ﬁ J*%ZM_’)L\TL;T‘/'E*I”Z@F?‘T'BCt%#ﬁ**bi?‘o%o)ﬁ‘i%b‘ﬁrﬁffﬁ THOIHBRIFBIDEZLVWAEET:
IFITHORFENC L THRRESNICBDICHRREZ1ToKKET

R5:Neogen®mEREBERH S XTLYT I\'?IT’?’J“E??’*%W@%‘E%@EE%BJ: UFER,
DINFALT | VIIDFERDEES BR $I%E

ok @ e | RBRBEOEREIC OV TR NET.
Eifulyl z = r"ﬂé ;
ik © sy |EESERERECOVTRECEESNET
BAT NIy I AN T LA EEELE L BRENDELEED
ik @ BE | B0EE IO VTIE RS TS Tt Ay B LT

vty hRRBHRESRBLTIETWV
EBHERADEENEE CIEEATL L. BRENMURELRIEESH
ik ®@ BRIPUE | BOET, FMIC> T rs?‘}wz —F VISR BEUT
vty rRRIEREESRBL LD

EYRHEHDRESINEFEAT L,T_o@fﬁab\' \BRIZEDHDET,
Bk @ I5— #fﬁmz_ouﬂ;t»ﬂ)w: FA TR BE VT ATy
FRURIERESRBL D

NF VALIDATIONIC &KDERIES NI A EICE OB RDOMER

NF VALIDATIONIZBE5S L TNeogenD? FHEH 7 vt 12 - UXTFUTZBEEICEDB M ERESNBIREITIRNTIUTORED
SEQO—DICKDHERTIHNENHDET !

FF2a1:1SO 11290-10RZEAFHAL. TIT7L—H—BEDSHRD S,

F7322: NF VALIDATIONICEREEZR T U AT U7 BERHED—E E L T.PALCAMEX I £ /- ISHBMEEKXIS
MTHE T SHMMNARIO0=-—PWEEITNXUITUZEEDFIEDORERICT+D T,

F7323:1SO 7218OEE |ICSEH DB ICOBIREXISMASBEE /- OO0 -— I LB IO—TJ 2 EBT3 (S>3
1Fl32% &),

Z 72324 NF VALIDATION TEREEEADEDMD A EZER CDIHFENeogenD FIRE 7yt 12 - UXFUZERLIE
RIEAEARZMRELRHDET, COE20/N)T—NEADHEICODWTERLIEREAR ORI ERTER T ERH
BRICKEITITBDIRTDRTY IR EADHEICHBELTVWBIHREDNHD X,

BEREHIP—EHLABVEE (NeogenD FREHET7vtE12 - UXTUT, .'CI%‘EK?’EE NeH EEBDHEDVEDTIFHEREIN
BUVES) BREERIINELFIEICH-TESNIEROBMMERERL LS

BEMARARPFIEICOVWVTIERAHDE LIS, J:'l*i@'?:?ﬁ’l’ k (www.neogen.com) & ZE&E L\ /=72 <H Neogenfi 75
BHEFRIZEDIFRVIRFGEERTERVWEHhETES

$82A. 70 I~:I)WJFFEE2bﬂ¥&ﬂi¥iﬁb§4°/20)1§é§tﬁ$ﬁﬁo5‘1’*’/20)2~8°C'C“72H§Fa'31§§l1‘?Li&ﬁ:ﬁ&(f%iﬁﬁﬁ
ICIHERBLEEA,

1. MBUIBEA ST E— b E2RETIHEE. TTIRF2—IERBFvv Iz FT ([S1>RE023.4.5%281K)
2~8°CTRAT2EREFELET,

FREINREZ2-3EIRESETESLIBEAL LTERLET,

Fa—TDFvyvTZALET,

BELEZTMYRAFa—T%Neogen EREZEHE—R IOV IA 2 H—MIEE 1002 1°CT5 = 19RBMEAL £,

E—r7OvIHB5NeogenT1 S RXFa2—T v ZEDN L. Neogen BRERHFIL IOV I > —FHTEOREM L (
RA109ME) AHALET,

7. FERONBERI I avICEHERINTWA ORI ZELED,
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1. US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual. Chapter 10: Detection of Listeria monocytogenes
in foods and environmental samples, and enumeration of Listeria monocytogenes in foods. October 31,2017.

2. US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 8.11. Isolation and identification of
Listeria monocytogenes from red meat, poultry, ready-to-eat siluriformes (fish) and egg products, and environmental
samples. January 2,2019.

3. NFEN ISO 11290-1. Microbiology of the food chain — Horizontal method for the detection and enumeration of Listeria
monocytogenes and of Listeria spp. — Part 1: Detection method.

4. NF EN ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.

5. NF EN ISO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General requirements and guidance for
microbiological examinations.

6. Neogen Installation Qualification (IQ) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for Neogen Molecular
Detection System.

7. NF EN ISO 18593. Microbiology of the food chain — Horizontal methods for surface sampling.

8. NF EN ISO 16140-2 Microbiology of the food chain — Method validation — Part 2: Protocol for the validation of
alternative (proprietary) methods against a reference method.

9. NF EN ISO 6887. Microbiology of the food chain — Preparation of test samples, initial suspension and decimal dilutions
for microbiological examination.
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5 &*EHER:2024-01

5 NEDGEN
Fmis:
FHRRES FRNDHR 2 - FEEE

= an it BA Rz TR A i
Neogen® ZHMHFE 7 FAN I 2 - FHMFESTES Neogen® N FRINARZ—EER, AT RE, T MNEE NS AT
B MmN FRFH.

Neogen® 73 FHM DI RAHE N SFRY 1B RARREY 1BZERFY), HEBRRMR. RBESHER, HESEM A
PESRAL T8 2 o (RTE PRI LS SR SRR S, FRMEERNE D TG Bm. M ER B ERN A AR IR A MIEE R 5 7%
HIAMBRERMLR2 %,

Neogen FEFE D FRNDH 2 - FHFEET HR I LR ERAFINN T I A ZELRERE TER N FERMIIRELL
SME91T Ak FR{E AR b am, Neogen 15 KA R AT I, 40, 3§ TG 1b = au B T2k Haa. i m. IR R & ¥ @, Neogen 5]
B BZR AN WA XA A BEBVAL T 75 SR XY PR AT BER AR R 2 2L 144 Neogen FEMFE 73 F1UM 24 2 - FHMFH.

IESNFRE ST E—, IWEIEFREIRIE. IS MREIRAT SR ME R B A ARG R mblE. A RN LI ERA
FRZEHMAIBERF ML R Neogen BINTER P IR HH A7 B M E0VH a UK ERI R m A/ SF R A EE Vs 1A 5
X BRI ISR NI AR TG, RAEN RV AT & AP BT E. Neogen fEF Fraser M S BITIRERTXIZAY
Fraser Ni%%f Neogen ZFEMFE O FI0M DT 2 - FHAFERHTT T W, XEESFEAHABE SN,

2 Fraser A EMMEBFTS (g/L)  Fraser PUiZER RIS (g/L)
LW 20g =LA 209
KBRS —TM* 969 TKBiERE—®h* 969
SRR 509 4 AREW 509
FR R B RESHLY 509 MELREELY 509
ELRLR B IE ) 509 ©hIARBHELY 509
[Z252:VEY) 509 BEIERW 50¢g
v 3.0g St 3.0g
iR S 1.35g MBS 1.35¢g
tHE 1.09g tHE 1.0g
AN IEE 0.0125g  ZhERMIYIEH 0.025 g
By 0.01g  EIgR 0.02g
* B BRBRE T KEY 12.0g

Fraser P3i%# 340

(10 mL MRFA & AR50 o S — AR B — A EhIE 7= E A,)

ITIRER AR 0.5g/10 mL

&4 pH E1E 25°C HIFIR T 7.2+ 0.2

Neogen® 73 FHMIN 28T BT EDHRES BRI A RN @, 2P B SERR P EERNNED RESHTRES E
T E SRR A ES AN BB BEEMREN, FROEEEN Neogen 73 Full{Y2S.

Neogen Bm& 2 EHIFmigitfE=BEIRTRT 1SO (EfFtnEKAHLR) 9001 INIE.
Neogen FHMFE D FIMAH 2 - FAHFERNAFIZE S 96 XM, a0&K 1 Frd,
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& 1. Neogen 72 FHMIIAFI S

mE Rig = REY = pE 3
Neogen® 2K (LS) | BERE, MLLARK 9%G(12H, EH8E) |SE580uLLS B4, BNFENIA
Neogen® Z=H4F - PRI
E TR Bt 96 (12 H, &4 8 ) *f;fﬁ’;i* M | gy een s
2 - ZEHHEIAFIE -
AN S HENE 9612 HE, BH SN E) BpFENA
Neogen® IR FIXTER . o — o DNA. 1 1804 M7
(RO) EIREIEE 16(2%, 5R88%E) HE TR, ENFFENA
PEIEXT IR SR A R RIS EIEFTE (W% Fraser B937) , REK MR FIE PR 15795k BB IEXTHE,
Eq

FAF Nz, IRf#FHEST Neogen 73 FHLII R SEH Neogen FHHFE D FHLMNDMT 2 - FAFEMRARIIFME R 258 %
ERFR2WAE, UEAFEM.

AES: RTBRER, MRTETESE, AIESMRFE ™ ENARHEN/HW = HK.
AR RNEENRRERL, MRTEEER, AT SV Hi%,

EMEANEH NI ZTHZETPER Neogen EHMFE 2 FIEN 217 2 - FHHFH,

Neogen FHHFE 3 FENIH 2 - FEFE S AR ReS=4E B AFEIEEF R E, FKFR L ZAMGRREINEETEE
RS HIIET T,

PR %7508 S s RS ME RIS H A S# 715, 5130 : 8 R 238 ZERSE. 1SO/IEC 17025 5 ISO 7218,
AT RESERAEERBXHRE, BRFRHZER~mn, HERUTEI:

o ETRIEMIEFHIREF RE SPIREN S ERITION,

o RIBEENRIEEDRIETIET Neogen ZHHUSE 9 FIHMDHT 2 - ZHHFE,

o AL HARHAZ HI{E A Neogen Z=HHSE 2 FHMDHR 2 - THHFH.

o % Neogen EHHRE D FHMDT 2 - FERFERTERIHE =S WIENE RFFIRE .

o {Ui& Neogen FHMFH N FIOM DT 2 - FAMFERATELATHE = A WIENREEE . A EMEK.

o MITEEPME RN BRILERE SYIRVIARE @, MERNETR 1:2 BLLAI#ITHRE (1 R 1 HLEEERZ) .
FH—IERENR 10 pL PNEPEFTRIZE E Neogen BB E N &H FHE RS BEIREES SYI8Y Neogen® Ki¥
= E1E :RS96010NB. RS9604NB. SSL10NB. SSL10NB2G. HS10NB. HS10NB2G #1 HS2410NB2Go

ATHEESHFERMEMRERBEXNKL, FESUTED:
o RN ERAFIEEFHRER, R ERZ, SHABTTHR) LHIRFE TR, BIRMEZERENLRERNNFE
THETIEAR.

o HIFBERNIIFAZEST, TZEEENLREFRITEIRE RN, B EEFE USRS RIEFENRENERE
FIRER B BURE, B U AR REER XL,

o MARETIEREEREE, BETAERFNZISRAE M FHIE LR RMFIRES,

o BRIZMIEEIEFEMT L EHANENRNEN,

o RIBIMITITUATENZIIEENF RHAITEFLIE,

o RAENMMRMBIRHPIIELGHNENERATESWANEBBEEYREN, FRRKEEEN Neogen 70 FHLMIER.
AT EEEDIRRRES XS REXB L, FES U TED:

o WRAHFE (RIPAP MBS INZELES) o

AT FESHMRSREXBIME, iFER U TR
o BEREIITTUATEFERSRINEFY.
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ATHRESSERERBEXOKL, FESUTED:
o AEBHENANMAREEIRE,

o REBHEINBIINAETEL,

o FAIEMMAIIRIEIEEITIRIE Neogen® 73 FHMIMNAVEIREYRE (B30, BB E I SARBHRFEELT, MIFEFE
Eit) o BEITAINETF Neogen £ F M N HUEIR RIS ENME
I EE

AT EEE SR ESREISRBXRIRE, FES U TES:
o EHITIHFNKKUZAERFE,

o BIUEATEN. HIAREE (FIEL) B0 FEMRE RR K.
o BREEEmIYERRIR.,

o FEmMEREFERBERBENERELNE RIFRFINE. N T BEBRE SR, BA A LUEFREM— eSSy
B0, BRAIRE M RN REBELTEE T,

o EREBRENIHD FEN IR QIRITT) o 1-5% (5/KRIATALL) KAREART DNA EFRARERREREET
fFaMIRE BRE FERFH).

AT FES BN ERBXONE, SERU TR
o BNEN EEITHAFIE.

o MIEZTRAVHER, MAKEBIEREN 1-5% (5KHERLL) WRAZEARKFESSERPIZE 1 /)6, BIsZnEsn
&K,

o BNET HBEMNAFEHITREEXE,.
BEEZREWER"TRHCEBMIMBIFEZEM,

MREN FHERINAHIERFFE R, 151HRIKA1BIME www.neogen.com, tHE] 51& i #HY
Neogen AR EHE KR LIRS EE BN,

BR&H
AP AERERE RS BN 15H I THIMNLE www.neogen.com EEX R & LAY Neogen AR HE, U THRES
55

PRI AR, SRR B FIMBER GBS AN S R R EOIEFMSLIRERAR) o g SR,
BREEFENAESH™ M, BT A S ENERMMEE A L IXT B 5 Z 0 Mt TiF 6, LUFARPmEEFERE N
FERE B PRI,

MG ERERESHEEFP MENENERHBF a5k

BIFRE NG E—FE, EAEM Neogen BT £~ mArERINGRHAF RIS RERFIN TRIENHKRE.
HNEBHEPIHEEZFHBEMERT A, Neogen FF & T Neogen® 73 FHMIE BXI BRIAFI S FERT, A LIEREFRITER (MC) K
EEREEL S M Neogen EATFRE D FIM DT 2 - EEHFEEREXRA Neogen AR ERMFHNHAFMNERHER
MR T ZAETENRERIEMISIERR(E], MxdE T HE AR B S TN, BDEE RESIRIREN AV fho
HERAENXA—FHEERNEREYE MUERSHITE) B m. ERBNER RN I EIMNIN AR MSHNESR, FId0EREEM
233 B EHBSAIE 2 BN E R USRS TR 2 8N ER.

BIRFIE/ B R IERE

FRIEZ A R EENERFIES 2 BAHARE, TN, NEOGEN R IZEEMBARHERRIE, SIFER R TS E A&
BRI SNRIEEA1E(T Neogen BT £ 2= MIFTETRE, Neogen HEZINE A A LU BITRE BIRHIRLE, X2 M
TR I &R, 15X R Neogen K& ZE Neogen A,

Neogen S 1EIRHI
X FEAIRAHIRE, TR EIE. [BIZ5H%. BARRIFEEREREEKIIIRE, NEOGEN AR AIBE RIS, BFEREFFE
PR IR EEIEIL, Neogen XFTBEERIEH ™ MBS A =B = @I EEN1E.

fEFMFE

5% Neogen FHMFE 7 FHOMD T 2 - FATFEMETFTE 2-8°C IR T 157027k B F RN 2 TN 2 E, TR
TERE TR RIS TERBIN, BERFTH 2 G, RMEBIRF EN A EFEANHE TIRFIN T EREIEERTP, UL
FREFTHAFIRE L S EN BRI ERMEEE 2-8°CRE T, BfEFRE R 8B 60 Ko
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BN HARY Neogen FHEMFE 2 FIOM DR 2 - FAMFEL S HI B AAMHL S EBATE B IMURINRE L. A2 fE, 1B EHE
FrEM Neogen FHHFE 2 FHM D 2 - FRAFEIR E R RES A BURYI B STAiillfG, R LSRR TUANEFRER SR
MEFY.IRSE“ReBER"THRACERNINFEEM.

{EFi5 A

THFMEREFIE IR, TN, ATRE 2 S HE RN ER.

fEF 1-5% (57KkBEFALL) RFEZERARKRS, DNA EFAREIHFULRETFEIMEE BRE. AEHH) -

PN HER“EH3T Neogen 2 FIMAANREET (IQ)/IRIEER (OQ) ARMA XOP M EEZ

Neogen 73 FHu MR FIR1E R ZRIIEZ,

BE N IRIE S EBKIRER SR, TR EEK:

& 3-3&H8 AOAC® Official Method of Analysis™ 2016.07 1 AOAC® Performance Tested Methods" JiF+H

#111501 SEHEAVIERE B =,

K 4 - BB NF Validation JEF 3M 01/14-05/16 SLHERIIE E 5 2=,

HRIgE

K2R IFFR4EETHNERMNIFEFRNIERIES AP ERTRIIZEABEARZRHERRE, LRFRERENSEFS A

P IR,

B

1. iL%¥ Fraser BiFIE EIEFE (BB ITER R FHELREFITEE,

2. IRIER 2. K 3 X 4, TR U TR A EIEFENE R X TEAE REMHAIE R, BiVERTIES,

3. BEA IRRE.FRE 2+ 0.2 08, TOBRSMRIER 2. KR 3T FK 4, 1£ 37 £ 1°C BE FEFHF,

4. WFEAFREGEERR 2HRK 4,155 0.1 mL —FEEWEZZE 10 mL Fraser RZH 7 37 = 1°C KB T IEFT
20-24 /\Bt,

g

HRRETAEAUZAPMAERK LT (2 ERESTINER) B0/548. Neogen BIVEB A SEYREFINALERE

48, PHA R AI{EH Dey-Engley (D/E) FHIAAHTZE KA. BINEEE BB X #HITIHS,

EE I NMREEFFERAS S EEREES SYRIPFE R (NB) (EABERIKEER, MAZERNZ Big 1:2 BIELE (1 94
Xt 1 P TRIEE A7) BRI ENIFEER, U ESRZ SR mERNERAMEREX X, 5 —FEREER 10 uL
PR HEEFF R GRS E Neogen HRRE N,

BT RIIRE S FERRE VI XIEMEINRTZE D) 100 cm?(10 cm x 10 cm BY 4"x4") o & B4R EUERT, M
mNAE (MEEIA, AENLEEIT) BEEMXIE, iigRE L aiAYENUE 5 ZIEHE FDA BAM®, USDA FSIS MLG® 5
ISO 185937 1§ & A UNEIF R Mo

1. 1L Fraser RiZIEEIEFE (EEITHERKR) THELEENIRERE,
2. RIER 2. KR 3HX 4, ELER M TREGEEEFENF M.

3. BT RE IR E. FohREZURIEA TV IE 2 £ 0.2 D8, SRS IRIER 2. R 3 & 4, £ 37 £ 1°C RE B
24-30 /)\B,
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xR 2:1RIBEEE, £ 37 + 1°C RE TER ¥ Fraser A7 1 Fraser RIi7® SR —RRISE S 2=,

o o HERNZE | HEERE | HEEHE
*¥ﬂn§ﬁ *¥ﬂn*’]‘ (mL) (= 1 OC) (IJ\HEI')
EZSVEY) 1IN
R EHIRY
ENEE-N
SIS
LZSVERS LS5
BREAESHIA | 254 225 37 24-30
il
R AR
EELiD%a:Y)
B
1 384 | 100 8§ 225 37 24-30
78 et X
i 1,;; 10 37 24-30
FHIRIZE.
EE N1 N 259 475 37 28-32
=B
PIEE (3 Fraser BiH) @ ZRIGHE (Fraser Bi%) @
BHRER =YL
o | WERTE | WERE | MENE | #RKx | WSE | wEeE | 20
- (mL) (£1°C) Gy | EE1°0) | (hE)
¥
0.1 mL
EALH o 259 225 37 20-24 w2 37 20-24 10 pL
10 mL
Fraser
)]

(@) MPHRILEIIZH, MIALEA S Fraser P71 754 (ITIREREX3R) B9 Fraser 7% Fraser B3i70

(b) #72 %] Neogen HRRENILEIF MIATR IFSIH“NF NS E 4.6,
ISE 7 EFiREA

AOAC® Official Method™ 2016.07

AOAC® Performance Tested Method*M #111501

= PERFORMANCE TESTED

LICENSE NUMBER

111501

AOAC

RESEARCH INSTITUTE

AOAC 5P OMASM Fl PTMM 11X 27, Neogen Z=HG & 73 FAN DI 2 - FRATFER— BB FHFEILN 5 7% b
RPNNERERER3H,
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& 3.181E AOAC OMASM 2016.07 1 AOAC PTMSM iFH #111501, £ 37 + 1°C SRE NMER Y Fraser A ZOSE VI & 5 2,

HmER A IEERAE (mL) YEEEiE (7))

F AR, EFEEHEE FEKCHM.
4% A Rs BT B8, 3% 1558 12 Rs 59, 259 225 24-30
KHEE . RSEAFR LEHEE

b 1N 25¢g 475 28-32

NIBHAR 125¢ 1125 24-30

RN 2R D SAMINVES i )= 26-30

AEW 1 PB4 225 24-30

gﬁ BESER T 13848 100 24-30
iR

by ozp NG 1 RS 10 24-30

FF AOAC BIERIFR B Mg T T IRAIE, BRIES B IHER,

(a) T HIRIEESIER, NIRLERS Fraser A7 5754 (ITIRERELTR) BUF Fraser P97%#] Fraser B977,
(b) B F R A Mt TR,

(c) BT mAES AT MR T B IE,

AFNOR Certification JIAIERY NF Validation

\CATION
QUE
¢!

VALIDATION
EN 1SO 16140

3M 01/14-05/16
ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http://nf-validation.afnor.org/en

BXRENME LB EREAE R, BFSR LRMLEPIEAEY NF VALIDATION SEF,
NF VALIDATION FAIEZ 53E1E 1ISO 16140-2@ (5 1SO 11290-1 #HEL®)

IEEE : FiE AL R RMIREE & RIREFERBRIN

PESRHIE B 1SO 11290-1® F1 1SO 6887 #Il& 1+ M@

RIS . 2 WIEH
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R 4IRIEZE, 288 NF VALIDATION JAIE/ % 3M 01/14-05/16 7F 37 = 1 °C SRE FER Y Fraser A9 Fraser 3752
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e ¥ Fraser
A7, KX
72 /)\BY
o HERTF
FRAME -20°C &
St 25¢g 475 37 28-32 20 uL B
o HRRKTF
4°CRE
T, KX
72 INE
NPIEE (3 Fraser Q%) @ ZRIEHE (Fraser B3i%) @
ERA o . . . - ESRR
Zo |HmX |EERHE| EEE | EEHME T RN EERE WWEE | Hmath =t
i (mL) (£1°C) (AN o (£1°0) ()ved) 10
e Fraser
b A7,
0.1 mL KA
o a S 72 Ih\BS
4945 | 259 205 37 20-24 ﬁ?%n T 37 20-24 opL |, %ﬁg‘ j
Fraser BT
3b7 -20°C
BET

(a) MTHRIBEIIER, MIRLERE Fraser 7N 724 (FTHRERX3R) B Fraser BIiZH Fraser B9i7.
(b) #7152 Neogen KRR ERNIEEIFMIATRIBESH KRB B INT R 4.6,

| 5388: % F 25 g BRI EKTE NF VALIDATION FRZE-R#H T,




@ @0 i =
Neogen® 5 F A MREISISFERIEE T

1. B—RT A 1-5% (5KBFIRLL) RAFRABREREARZIE, FAKRIEE Neogen® 70 FHUMIREILTZITE
2. F7EKER Neogen 2 FHOMIRIRFETS LR

3. FEA—RMEMIET Neogen S FHLMIRIRIETE LR

4. {EFFTHR Neogen 73 FHUMIPRERILZHE R TR,

Neogen® 73 FH0MS ENZREYES TIE

¥ Neogen® &3 F1ui R iMEREIZBE FTRUE TFA L ARRERERE (20-25°C) FMERLENEIR,

Neogen® 73 F 10 MANFAIEIREEFT TIE

8 Neogen® 23 FH M NN FME RN FIRIRIDFAES P FF B FIRERINFAE B HIRERE, £ Neogen 23 FH M NI FMEIRIAE]
FHRIF 100+ 1°C,

AR RIEARFRIINASE, 21F Neogen 73 FHEMINPMEIRTE ALY 30 DT EEE TIEEE EARIEEE L ER. EEHAY.

ZKPRENEE T WRREEITSHABBHFEELT, MIFRREEIT) 1230 Neogen 73 FHLMMNFAIEIREEE B TAE
100 £ 1°C,

Neogen® 73 F1E MY EZRVEF TIE

1. B350 Neogen® D FHMALZ G HE R IBIXR R Neogen BT EIAR, HREFEBNRZIRAIERE,

2. ¥JFF Neogen 93 FHu MY 28,

3. MESMERNEIENEHEIEERE—RIETIN. 155%E “Neogen B FRNAFZR R FM T RIFHES.

AR AT RMEM Neogen 9 F MR ETSIEER R, Neogen 73 FHMY 28 AT T 7REEIR TS ML NP B AKIEE
20 78, BIESRESERHN— N BB T HITIER. ST ES T RN, KSR T HRE”,

20

E AR 22 T) R TI# PR Neogen MR EZRBIKES, RAEBREEET Neogen 73 FHaMIMNFAERA,

1. BER

552 Neogen HEREMESLWVETLEE LE /D 2 /MBI 7£ 37 + 1°C IBFIGEPIET Neogen R E 1 /BT, B¢
BEEBTWTIRRIMAZZHE 100 = 1°C LN 30 7,

2. AIEHENRBRE, RS 4 NTRARSEHIT TP,
3. MIEFIREFERHIBERZ.
4. SPERNENAMNER (NC) #m (TEEEIEFE) BFEE—3Z Neogen RIERE.

4.1 FLURIEFFEM Neogen MR ERIEE, 3T Neogen ZFBRELHIE HITHI R, X RFIEEER Neogen SRR EDL 8
BXHEE o8 Neogen HEREMANT B,

42 RTBRZNER, B—RIUTFH—HE Neogen HARRE LS, 3 A S RIS AR ERH T RE R,
43 RINTFARRBETIEEINNE R Neogen BRRE
| BEBE MBI RIB T8 Neogen BB E H. BB NC, |
4.4 fEMA Neogen® 73 FH5iNIFF 228 - Lysis $3JFF Neogen R REHIENE =, — XU THF—HE
45 EF Neogen HRREMNES - MEBREHMRUENIN, BEEEMAT 2H0E8H, UERREEHER.
451 WMEABRBHRER, BEBAMR Ao
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4.6 ¥4 20 pL #¥ Mm% E Neogen BB E M, FRIFF MK 2.5k 3 K 4 PS5 E A (GIaNEZLH 5, HEREPHE
ﬁﬁﬂgi$iﬁ$¥ﬁlﬁj’ {ﬁﬁﬁ 10 lJL) o

EEHRE 4.4 F 4.6, BEISFIEERAINEIEHEST A Neogen HBRE A LE,

LERBSEFREEMRE, 3§ 20 uL NC (ERIEEIEFAE, W0¥ Fraser A7) %% E|—Z Neogen HRRE L. I574G K BTE NC.

1258 Neogen 73 FHMIMMFAEIREBEE R TIAEIT 100 = 1°C,

BERINZERY Neogen ARREZRMAN Neogen 73 FAaMIANFAAZIRANNTL 15 + 1 9350, INFAHEAIE], Neogen ARG ML E
R)TREE ),

8.1 RENMHEMLBEHLIELANIENERIRESBANANEEBEEMBEY, FRCREHEIAEN Neogen 73 FHEMINZR,

9. MINFEIRAENH R IDEERY Neogen AR EZLE, S EIR Neogen 73 FHM2ENZRASHNZE D 5 58, &K 10 98 EIF
1R E TERM Neogen 3 FHMR AN HIZEE TRRETES L2215, HERBME MR,

10.M Neogen 73 FH M2 #1%2 L #%B% Neogen ARREL,

© N o o

0015:00

Tl e

1. 8MERMED NC H#EE—3X Neogen Z=HHFR 2 FHN D 2 - THHFEIRFIE.
1.1 RIEFAFHEL, WAFBHE B TR iEFFrBHENE N Neogen EHMFRE 2 FHON DT 2 - FERMFERAFIE K
8 BEXHE,
1.2 1§ Neogen =HHFE D FHM DM 2 - FAFERTIEBANTERF,
1.3 BFERAF NI E E K.
2. i%EE—% Neogen i FIXIER (RC) BEHMANELR.
3. ATEBRRNTGE, E—R{FTH—HE Neogen =HIFE 2 FHIM DT 2 - FHMEFERFIENE S, HESRER ARG
BB R E Rk,
4. A TR BRI 7512 5] Neogen ZFEHTFE 7 FHaM DT 2 - FEEMFEIRXTIEF Neogen IXFINTRE :
BEBES M REBREZEIED Neogen EHRIRE 2 FIOMD T 2 - FEHFERTIE, RAEEHE NC.mBKik
RC &,
5. {#H Neogen® 73 F1u: | =28 - Reagent ¥J 7 Neogen ZEEHFE 2 FHM 9T 2 - EHFEIAFTIEMNE R, —R(FTH—
H.EREH.

5.1 & Neogen B ERIF LER 1/2 B 20 pL HMmBHRE GBRITE) B EIRIFAY Neogen FEHFE 53 FIEM o 1
2 - FHIFEAFIE A EEN, LUB R RNER 253t E FREh 5 R, IR SRS

52 BEEPR 5.1, HEISAMEF MRBRANEEXHFEXN B Neogen FHHFE 2 FHN D 2 - FRHFERFIE M LE,

5.3 {ERAMINZEZ{E Neogen FHMFE D FIMN DT 2 - FEATFERTIEHER Neogen 73 FIUNFE2S - Reagent 1R[E
H—MIA 7 e A E, LR E FE L.

54 RIBFENFHONNEFREES R 5.1 5.3,
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5.5 HSEBTMEFMRERE, EEPE 5.1 M 5.3 LU 20 uL NC H#RI%ZT5E] Neogen FHMFE 77 FH
2 2 - FRAFERAFIE

5.6 1§ 20 uL NC R{BRIZTEE Neogen IFINIERE B A EEN, LUB T Bh/ )\ K, Bz _ETFIRED 5%, LIFEDR S

6. BmErIXERAT 2 BZT %A IEN Neogen D FHUMIREFZBITE P & LHBIE
Neogen 73 FHuMIIRERFEISITR &=,

20 L

7. 7£ Neogen 73 FH MRS EFMIAELERIN

8. TR B IEFEEFERNNES. Mt SN E=BehiTH.

9. & Neogen S FHuMIPRFEBITERMN Neogen D FHUNMINERHE LEF, LB ERFTE 75 DRI, (BFEM4 S
RATERIENE,

10.2H5Eh G, M Neogen 3 F MY 23 FREX H Neogen 73 FIoMIHLREZ TR, BT B E 2N 1-5% (5KHVEFALL) A
ERAREREEAR 1 NHEETETESX, S EH#HITEFLIE,

AR AT RANRZ X ERMSBHRAMERNLEERR, 57T EEY 1EE DNA B9 Neogen ZFHFE 7 FH2M 5
11 2 - FHHFETE. X BFE Neogen FHIHRFE 73 FHN DT 2 - FAFEIAFIE  Neogen 1 FIXTERF Neogen 73F 1l

HEXI IR E X BHBVIHTE#H1TEF IR, MIRZRFHBNRE R 1-5% (57K WRAZRARAEEBRF=
BN, HRREITE S TESE X,
£RMIHAA

MU ER—MEIAX R EZERY BN et A TR M = Beh D ITERHRIEARER AR RE & #H1TIRC.

BE DT —RIIE—T R AS R R E A AR AN E R “REAMEER LIRS, PR M0 E SR ELN 5

BU/EERo

REFAMEAF M S @ ESHIN EMEREMESERISE 5 IAHTHRIA 29, NB BT MBS RS E RIS RN

(WER), ARE#HITRSETFARET, HH B ERNECHIE R EN DB EHTEIA

AR EN RS Neogen FHHFE D FHMNDHT 2 - FAFEY 1BIAFHE “EREX R (RLU) 5235, BMERMEF @
S LI ZHIE .

FERDBIER T, SEFERB RN, B2 ERNE"RE. Neogen BINAF WA “NE HFREFHITOI NRERT

B, BEREERE S ASHRIR S A E R 7 A H#THIA LI,

& 5:Neogen 7 FILM AR R RAFIRERFT S

e L T T I35

o ‘ i R BATEUR B R B R B A S

e ‘ - R 2 EATEUREMIBA M o
an

b o @ - RREREEOMENSIER, JEEEERma N S X258, 5
i B EHIR T A OIAT S RSB,

b @ s AT BT E RS . BSOS X258, 5
i HE S EHR A O F &= RSB

b @ sy KEMBIEYE N AR B SN B X B 2EE, BLHHNE
i BR HRSZ AR DRI &R RS S,

10



@ @0 i =
ikEB NF VALIDATION JAIE EFRINE R

7E NF VALIDATION &= T, @i LU E AR —MiG M 75 /XS Neogen FEHMHFE 2 FI0M 2T 2 - FEHEFE
EERPRARRMA M THIAL

F53E 1:3R A 1SO 11290-19 47, ¥ Fraser 7S E R 15,

75 2:1E79 NF VALIDATION TAIES 7ABILE R ER S, iBIiZ £ PALCAM IRfSsl & BIRAE EHITH B, WEHFE 1T,
FEARREEFENEEENEPATFTE TAFH.

F53& 3:4%8R 1SO 72180 FR/EFTR, AR I HAFMIRBERIIRE BRI TIRE (BEINAZE 1 2),

% 4 A LUEREAEM NF VALIDATION SAIEA 7%, RIEAAS Neogen Z=HFE 729 FAUM DT 2 - FERTFFEAE TERAT
L6 88 —FhISIE 5 VA B, AU TEFTIRRITEEE 75 32, N A /A TE FHAHIATIRI PR A & B USRI Y.

MREMERFT— (EFH Neogen FHFE 5 FHMO T 2 - FAMFEFHNSRARERY, BH &I EREP—HM7
EFTLAREIN) , ML= AT T ER D BRMBRFIRGERNB ML,

WREXT FHFEIN AR ERFEE 5, i5h I THIMEE www.neogen.com, 18] 5 & 23ty

Neogen R EZTHEBLR LUIRIGEERD.

MR A. P (EFH EMS RS IEEHNRMER7E 2 E 8°C IR THEEFERMBR 72 /MR ERFIAFKMIFEER.

1. NFEHEFALIEENREE, NERATENEFARBREEMIE (FBIH 4.5°RE) .

£ 2 - 8°CIRE FPRKAETF 72 /BT,

N fEFRE R LUER BT, S 2 EE 2-3 WHTRES.

IAES.

RREERNEMREET Neogen 73 FHUMMMPAUEIRFHIE 100 + 1°CEE TR 5+ 1 5%,

MINFAEIRFPEYE Neogen HRRELR, FEMA Neogen 73 FHLMLENZRALENZE D 5 55, &1 10 2.

PEEHIT ESOFRBY Y IE " H DRI 2o

SE B

US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual. Chapter 10: Detection of Listeria monocytogenes
in foods and environmental samples, and enumeration of Listeria monocytogenes in foods. October 31, 2017.

2. US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 8.11. Isolation and identification of
Listeria monocytogenes from red meat, poultry, ready-to-eat siluriformes (fish) and egg products, and environmental
samples. January 2,2019.

SN s e

3. NF ENISO 11290-1. Microbiology of the food chain — Horizontal method for the detection and enumeration of Listeria
monocytogenes and of Listeria spp. — Part 1: Detection method.

4. NF EN ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.

5. NF EN ISO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General requirements and guidance for
microbiological examinations.

6. Neogen Installation Qualification (IQ) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for Neogen Molecular
Detection System.

7. NF EN ISO 18593. Microbiology of the food chain — Horizontal methods for surface sampling.

8. NF EN ISO 16140-2 Microbiology of the food chain — Method validation — Part 2: Protocol for the validation of
alternative (proprietary) methods against a reference method.

9. NF EN ISO 6887. Microbiology of the food chain — Preparation of test samples, initial suspension and decimal dilutions
for microbiological examination.

P RATE R S8

info.neogen.com/symbols
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% NEOGEN
EmRIpE
SFEHELH 2 - FHBRE

EmfEl R AR

Neogen® 5 FHRIZAR 2 - ZHATSTER Neogen® 5 FIMAG—IEMER- At BFIR AR IR SAIREEAH
1 FHE

Neogen® 4 FiR A EARMIBRITR M R BRI I FS) HAAH 2145 BEUSSOBY BAS EME ST
AR - BRI 45 RIS BB ER &5 - R M A R AV ST S AU BT R R (B IR P A S R M A R 0 75 T
BB IR 2.

Neogen N FIRAIEM 2 - FHHF SRR BERERMGIMRNEZASEEBREIRIE MER -HRNERMBAEISMNIITE
FERA L E M’ Neogen (8K H B} AT 55 o HIUN > B HAF L 2 G BRI K B 5 Bl BRPR SR ENIARAS * Neogen R KRB E#}
A5 m R ETHFR A RIBERIIRAI 77 F 3 i PR A I BE BVA R AR 2L 5T Neogen 3 FIRAIEAR 2 - FHTHFE

IESNFRA A7 E—i% ITEIE R R KRR A MmE SRRt E X B R -BURT A WAL R RN B BIEMERERAM
FRREAREE R B R Neogen BEREEAEIRETH AR EHENRRUREEN RSN/ IRBERSNMEYE Y
BIERIEIE BTN AEITHE RIEEN AT S EAE IR E Neogen £/ Demi-Fraser IH& RN 2 B IERELE
209 Fraser 15 &/RE Neogen 0 FIRAIEM 2 - FHHFETT 1 b - ELEEREMNHEEF WM T

Demi-Fraser Bf#IZ & REB A (g/L)  Fraser ERAIEERHMEATS (g/L)
i) 20g &1LbR 20g
KR | M~ 969 HEKBiEEE SR> 969
S AREY) 509 4 AREW 509
ERE B RESH{EY 509 MRELREHEY 509
B4R B JH1EY 509 EMWAEREHIEY 509
2352735087 509 BEIEEW 509
i 3.0g &1biE 3.0¢g
s — i 1.35g HiEE =i 1.35¢g
tEH 1.0g +tEH 1.0g
BERENY IE = 0.0125g  EERENYIEE 0.025 g
i 0.01g IefAfg 0.02g
BRI KEY 12.0g

Fraser IE&RETEM

(10 mL #RFRE R 3 oG — MR E — AH ERIEEE P o)

IEIREE TS 0.5g/10mL

4% pH {B7E 25°C BIRIE T4 7.2 £ 0.2

Neogen® N FIE AR EZERANES AR T BPKBARIENEZA  ZF W S ERIBER AP EFEENMEY - KRESITER TR

PR EEARIENER IS RAAARBEEEMREEL TR EIEA Neogen 7 FHgflsR e
Neogen BmZ 2 EHEMRTREEBER 1ISO (BERREARS) 9001 5o
Neogen 73 FIRAIEH 2 - FAIFFEIRAIEHEES 96 BAIE 0% 1 Fridte
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£ 1. Neogen 2 FIAIEAREMN

HE 4 s AEY fias
Neogen® AHK (LS) | BERE MEALAR 9%6(128pBHE8E) |[EE580uLLS 2 %2 BNEEENA
Neogen® ﬁ?—%ﬁﬁﬂﬁ SF o Lp RHEBEMRARSH
Bﬁbu% EaE 96 (12 B> SHE 8 E%) BPRAENA
Neogen® s E1ZHI4H |, e 5 g e DNA ?Fi‘*ﬂmlﬁﬂ/ﬁ’;é

PR EERIZBER AR 2 JEIEEE (U0 :Demi-Fraser 12 &) » ﬂ%fﬁfﬂﬂlﬂﬁﬁio ’/‘JJH%7J<)%1’EB§ MEFE 4R o

=22

fERERZRRE BRI BT Neogen 3 FIEAI R MM Neogen D FIEAIEM 2 - FATHERBPNFIBEREEN -REFRE
LERAPS - UEBRER-

AES TTERRT IR ETE R FIREEMTECHEENAZBSN/ M ERK-
AREE ZFBEENREINR R ERE R A SR ERK

EMENEREIISTESEPER Neogen B FHEHEMR 2 - FHFEC

Neogen 3 FRREL 2 - FHHFEH EIRE S EE EIEFHHE KT RLGRZHENREINEER T ETiEME % LI
JECe

ERE VAT BB AR AT HEA SETIIER Gl ERBEEEIR(E1SO/IEC 17025 8§ 1ISO 7218®)

%Th1&ﬁiﬁﬁ:ﬁﬁ*%*ﬁﬁﬁzrlm’iﬁ.¥§ﬁitﬂ BRER FEIRUTSEA:
BEH RIIRIREMRAS PR IZN TR

o RIREKHEEMRAZPIIETHT Neogen B FIRAIEHE 2 - FHHFEC

o MRHRTTIBHAHHEAZ AIERA Neogen 3 FIRRIEAR 2 - FHTHFEC

o & Neogen B FIERIEH 2 - FAMFERNERERHE = BREHI R mAIRIGEL-

o £ Neogen D FIZAIEM 2 - FAMFERAMNEANBIEE = HBRERNRE VHSE B FEME K-

o HMNEEPMEERNSEEMENE SYNIRIBZRA FEERRRIE 1.2 BULLBIETTIHRRE (1 954 H 1 DERILEEER)
F—IEEERER 10 pL PHEEFIZEREZE Neogen AR R E W o2 B PR E RIS EELEEE S 189 Neogen® ik
EfmEiE RS96010NB~RS9604NB~SSL10NB~SSL10NB2G*HS10NB~HS10NB2G #1 HS2410NB2Ge®

?%TI‘%EEEM E2ERMEYRERERMZ AR AEEUTEIA:
BimigiE IS ER SRR ENE SR R EERE TR I E R B E SN ERENNFAR M TLE
ABvo

. E.:JH%ﬁ?E’JIT’EAﬁE’J?“%J"F REZERFENEREPIITRRRIRA 1B AR R U RIEERIRAE R BIRAENRE
FESARRE EUH ARERRENER-

J ﬁé‘*&:ﬂf?iﬁ%%ﬁlﬁ%%ﬁ%ﬂ)@%T‘Efiﬂ”ﬂ*ﬂzﬂimﬁ%ﬂ#%ﬁ*ﬁ & E R AR R E -

o BGIEEIELIEIEEENBIEEHAEHENANEY-

o RERITITERERKIBIEANRAETEREE

o REDMBRIRIPEBEEARENEAAURETRAAHEBBEEMREN TREFBEIEA Neogen 7 FHflsR e

# T EERES BRI SREMAZ B FEEUTEE:
o RBMTFE (RERREMMILLS | AILELES) -

# T R ESIRIRSFMEMZ AR RE R THRIA:
o FRBFRITTREERERSRINERY-
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#THREESRRIERERMZ AR FEEUTEER:
o FAEBHEZRNMARBERE

o FEBHEZRBIMARM-

o (EAIERREBRENREFRE Neogen® 0 FIRAIMNBRAARE (BINN BREE St AEBRHAMLREST
MIEERBEST) <BEFHHARER Neogen 7 FIZAINIZRPHIEENE

I EEEIE

?%TT ERSINFRFERRZ S EMZ AR FEEUTEE:
EETHE K EZ R ERFE-

o EHEREENSRSRRE @R 05 FENRERIRE-
o SRETSHAE BRI RE.

o REAHLEEEREERERRERERERBRERF -2 THEBRE SR ERETUEREN—EFREERZ I
Bl ERE R LG SELIB IS BN A BS EREE R

o EREAEREEND FENIIEE UNEITT) oM 1-5% (E/KRIRETELL) HKARE AR DNA ERARERF EERET
fEaM=zE (BRE  LE/RETRS)
%TI‘:AEE&%I%‘IE“*%#EEIZHF“’ua,Il@lXT%IE
s/ ERIE R T REAIEE

o RIEREIMHER BARHEBIERES 1-6% BUKREETELL) WRAREARNFEEEARPIRAE 1 /K> BIs&IERESD
AR

o FNERERHANHEETSENE
E2EIZ2ENR THRACENNEMNRE LR

MREEHPSFENERERN NIEFFA R B EHFFIHIAELE www.neogen.com >t A B2 & & ith pY
Neogen UFRI K IH B 48 LUES E B o

EREEE

FEAREASERBERLRPEMNE N FHEHERFIFAELE www.neogen.com SLEHAR T E AT Neogen RS IHE L TR
Eﬂﬁuﬂo

A AR B R SN ER (QDHW‘%TJ'% BRI R A BE  RIBFN B E ) SR r s R 45 R
FEREEEERAS R ERR BRTASEASENESNMEY R RE B L iR A E T G R RAT BN S
EERERE IR

ERENEETAERETMRAS ZNERTSHEETRAAEHIER.
EIFFBRRITS A —1% (EREA Neogen RmEEHEMFASEINER LA SEFRERIGEENIZFHImE-

AR ML ERMEE /5% Neogen 2 T Neogen® B FRUAIE BT HIAEEAR - EERF> o] UF B EEIZHI4E (MC) 2k
BEEEREEFZE Neogen D FIAIEL 2 - FHMFEBVEER -7E3¥F Neogen AT ERIFTAIZ R AN B EH & Rl
TEFGSFNEEMMERESEER BHETHREMNEERAETRA BB E R E R

BEAERARABNERE WEREINT) NER 2ERENEZRRRMIRINENFRMERBER FINRERNEE
BEHFREZ HNER UM IR 2 BER-

BIRRE/ B IREREETE

FRIEREEm B R A RIRE SR BAEERRR > TR)> NEOGEN R AR HEAIFAR SR RMARE B IEEF RIS EH M ERE
EFMARE Y1 RFEAE(T Neogen BmE L EREMIFELIAME Neogen SN EIRIEL I U BITRAERRBHE BEEHER
ETRM-E R MR MR E—ARIE I - WA AR IR R RN AR HE AR E HE

Neogen S{EPR
HREEAHIES  BEmeER M sk BATIEEREREMIEE NEOGEN AR FIREAEHT B RRENRFE
B IRIEARIER Neogen BB FEHRMBNERNBHATBEERNBEEER-

HFNRE

5B Neogen 73 FHERAIEAE 2 - FHTHENRETFE 2-8°C IRIR N om0 SR B LHFEA - HTHREMRR BT iRARE DK
YNSRERSERIKIR FB N EA TR % RMEAEH AR BRI REEANRT R LRI B HRART IR REZE
BIRVIRE 1t - i EM B R ERTERMATFE 2-8°C IRE T (BAFRETAEER 60 X
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BEHIAEEM Neogen D Fig I EAR 2 - FHMFEBEA H B SRR B EFEIMIAER Lo fEA 2 % » 1LTEIE B R
Neogen D FiF I ELR 2 - FHFER S S B BRI E o SThl i Al FEBRIRITH I TEICEEE S S ANEEY) 2 ET
ZRENRKR THRECENNEMNER AR
121E¥E5|
BFHBIEFRAIES TR Al e S E RS R o
fEF 1-5% (S RVREFELL) RAER AR S DNA A REIF EERZET(FAMRME BRE - LE/MEITAS) -
EREREEBRETE Neogen D FRAIRFNZIESTE (1Q)/IRIEEHE (OQ) 5 MR X HOFRREIET
Neogen 7 Fia R R AR FE BEI8ERE %R
H2 RS A EARRRIBIED THISEEK:
& 3-8 AOAC® Official Method of Analysis™ 2016.07 1 AOAC® Performance Tested Methods™ 5
#111501 EBHERIGE S -
K 4 - BB NF Validation 352 3M 01/14-05/16 EhHIILTE S o
B4 IETE
R 2 R I FEK 4 BT HE B RBEIRIBERAWILIEISE FRE A EEREERIE S ZHEFER RERA S ERS
fERERIIEZE.
Bm
1. 52 Demi-Fraser IZ&RILIEIZ B R (S HBIEKRER) FTHEERETRIZAE
2. IRIER 2-K 3 XK 4 TEREH T ESILEEESENER - S A REMMNERL  BRERBER
3. BRRSIEFE-FHES 2+ 020 TORGREBER2-R I FKR 4 E 37 2 1°CRETIESE
4. HREARS GEERER 2K 4) 5515 0.1 mL )P EIEREZE 10 mL Fraser IZ&ERF7E 37 + 1°C IRIF FIEE
20-24 /)\Bo
RIEIRZ
BRAIRE T AU BPMARKEE (EEE e HRHEEINER) BVi548-Neogen R FHEFASEYREEINEHERE
4R FA R AI{EH Dey-Engley (D/E) RAIEEERDL Letheen 1B R - EE UK B HEUERIEITHS

EE MREEEFER S EHEBAE S PFEER (NB) fE2 848007k 07A R I ETERRI Z A11R 1:2 BILLHE) (1 O
A 1 HERILEEER) BREEENIREERS D RERR SRERERNREEER AR AR 5 —EEEER 10
UL BRFEEIZE RIS E Neogen ARREAC

AR RE RS FERRENEAEIEMNEZRTE DS 100 cm?2(10 cm x 10 cm X 4"x4") o & /B4R EERES 1
MBS R (ARG AR R EEIT) BEREES o iR E B ilvEUR 5 Z3iE1E FDA BAM®MUSDA FSIS MLG® 5
ISO 185937 15 & /5 #HHINEIRIF IR Ao

1. 3 Demi-Fraser IF®RIGTEIT B E (SR EGEER THEERERITAE
2. RIF&R 2R 3R 4 EERFRMG TEAEEERENEL.

3. BIRRA IEEE - FHREAIBIEEE 202 0iE TRG-BIER 2R 3HKR 4 7E 37+ 1°CRETIEE
24-30 /J\BFo
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R 2:IIRIEEE £ 37 + 1°C ;EE TE A Demi-Fraser 1Z&R® F Fraser IZ&E /R BN —ARILIE H o

IBIEEER | IETERE YETER
BEEHE | BEKD | g (mL) (2 1°C) INES)

BRI T
REDEREIA
B RBE
MRLE

SR
B EE/%%IE HIZL 25 205 37 24-30
;\'@DE

REMMBIR

SZEMSH
B
1 87848 | 100 8% 225 37 24-30
Ei::: = -
S ,;;* 10 37 24-30
ERIPYEE.
KB B 25¢g 475 37 28-32
==t
151858 (Demi-Fraser IZ&K) @ ZRi%7H (Fraser IZ&R) @

g, | EIHEEE | MORRRE | WERE | Ak | MERE | HUERH 20
E (mL) (i 1°C) (IJ\H%) IJ\ (= 1oC) (’J\B%)

&
0.1 mL
EigE
10mL
Fraser
EER
(a) T —RILTEIEFE P FEIRAR(E Fraser IS &R TTY) (IBIREEHER) ¥ Demi-Fraser F2& /&R Fraser I &REITIE /o
(b) E5%| Neogen ARIR B HILIHIR A FETE A 2B AR I DL ER 4.60

IR 25¢g 225 37 20-24 37 20-24 10 uL

ERsB 5 L ALRSEREA
AOAC® Official Method™ 2016.07
AOAC® Performance Tested Method*M #111501

= PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 111501

AOAC tHZEF OMASM Fl PTMM 5t 8887 Neogen - FIRAIEA 2 - FAMF Ee — A MM FAMF FAEAR A7 7R -fA3EH
WRANEERERTER 3 o
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& 3.1R#E AOAC OMASM 2016.07 #1 AOAC PTMSM 552 #111501°7E 37 = 1°C ;B E {EH Demi-Fraser
IEERQ BHERIGES -

BEEH =2 V] IR R RE (mL) YETERs R (7)VB)

AN EFEEER) EEEHM
4% FBE B EZE8~3% 1558 2RI 25g 225 24-30
REBE RELFR LEHSE

EHRA 25¢ 475 28-32

NHAR 125¢ 1125 24-30

NG ZAE R TBLGENFENE 26-30

AEEH 1 1843 225 24-30

® ZERRLT 1 87545 100 24-30
£
HR

B RO 1 TS 10 24-30

Fi? AOAC ERsBBIFR B R A& T T 9B RIE FRIES B REAC

(a) FIF H - HILIAIBIZP > FEIGAR(E D Fraser IZERATY) (1BIRELH5%) ¥ Demi-Fraser &R Fraser IZERIETIE Mo
(b) BAFERSHERNETIIE RIE

(c) BidAEEE D N E RSN ETIE R

AFNOR Certification :2:8HY NF Validation

(RUFICATION
C

NF

K
VALIDATION
EN 1SO 16140

3M 01/14-05/16
REXNBRDNSE
http://nf-validation.afnor.org/en

ARAXME L B IANEHEE T A2 L AiE IR AT NF VALIDATION E&-
54 1SO 16140-2® iy NF VALIDATION 523575 5% (£ 1SO 11290-1@® #HEL)
ERsEEE  FrE AR MBIRIBEA RIREERABRIN

AU IERR 1SO 11290-1® A ISO 68879 &tk

BREhRAS 2 REE
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R 4. 1RIETE 1488 NF VALIDATION £2:5755% 3M 01/14-05/16 7£ 37 = 1°C ;B E T {#H Demi-Fraser 1Z& 7K@ 1 Fraser 13
BR BHEAVILIE S %

_ WA (AR | WIERE | TERER | REOR | .
BER| xh | 8D | 1e0) | () | me | SR
e Demi-
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o Bk RiE
Fﬁﬁ‘gﬂﬂ 72 /J\B%
. o AEBR
e 259 225 37 24-30 20 pL -20°C i
Eiﬁ‘}ﬁ%ﬂ ET
§E¥L$‘%EE ° \;?é;:ﬂ&-b-/:\
BRI 4°C B
T RiE
72 1\BF
259’
1 2% o AEEMN
IRIEGAS | 5% 225 37 24-30 20 uL -20°C ;&
;1@ ET
HF
HRAA | #t |WEEER| WERE | MERE |BEFS| .
£1 | kb | BmD | 10 | ) | me | ZETEE
e Demi-
Fraser
B RIE
72 I\BF
o AEER
E'ggi 259 475 37 28-32 20 uL -20°C ;&
7R ET
o AERKM
4°CRE
T RiE
72 I\BF
#1858 (Demi-Fraser IE&R) @ ZRI4E (Fraser IE&ER) @
=-4:2) o . e s
2o | AKX | WEEER| WMERE | HIERSR HEA K HerER HETHBSRY | AR | mREs
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et EER
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R EigE 72 I\BF
Gy mR| 259 225 37 20-24 o mL 37 20-24 10 uL sp
Fraser 1Z VNN
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BET

(a) T H_TILIEIEBIZH > FRIGHEER Fraser IR ERMATTY) (IBIRELHEI5R) ¥ Demi-Fraser S5 &RRA Fraser 15 & REITIE o
(b) 152 Neogen A E K ERIEIERAIEE F2 R BRI B DHITER 4.6
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| #3221 25 g BIEA IR TE NF VALIDATION FRZEFRitEfTii8)o |

Neogen® &3 FH AL R AR ITIF

1. B—IR7E R 1-5% (BI/KAVESTELL) REER AR FIEARZ R ARIEE Neogen® 2 FHAIFEAE -

2. BBKBEDE Neogen D FHAIFERE -

3. EA—XMAEMIREZ Neogen 3 F iR AIFEA

4. fEAFTFEIR Neogen 9 F AR (RITEZ IR

Neogen® 53 F &l S AN EFET(E

1% Neogen® B Fifl S ANREZREN BRETES L-EBREIRIFARE (20-25°C) ™MEA 2 ANRC

Neogen® 53 F iR EET(E

1 Neogen® 23 Fi RIMNEIR A L2 IR NN EAZ P o BHRKEZ IR IR N AL B 5% E R » 155 Neogen 23 F 1Rl INESRIZE R I (R4
100 £ 1°Ce

s R EM NS E » 5T Neogen 2 FARRIMNBURIE AL 30 HEREZ TIERE -FEAMEIEEMERN  ERAK
ERENEES WERAEAFAEBEUEESH MIERRAES 1258 Neogen D FIAINMPRIEE R SESI 100 +
1°Co

Neogen® 7 F & AR BRI EB I (E

1. EX®) Neogen® 3 FHHAI R FEBE N B A oA B4R IGHY Neogen BMmR 2R BRI E BN R RAIRAVEEE

2. 1B Neogen D Fig Rl o

3. MAESERANERAHRIHRFRE—RNETIRAFE2E Neogen B FIAIRAERE FM T HEFAE

sk B R EEHRA Neogen £ FIBIFERER] > Neogen 7 FAg Al B A ERE I TLABIR RS o LEINZAL BR AR E 20 i8R
EARERT P —E T8 ) B TIE N - B RS A T BRI KRR T i A TR o

R

B IEARTI IR TITEBR Neogen BEIRBIRNESD AR BRI EER Neogen 73 FHgAINIFAR A

1. BERENER (20-25°C) IRIF T —H7& (16-18 /\EF) »3Z Neogen AR K E[EIA F Neogen AR KR E FHEERNFZ—
175 7E =R Neogen BRREMEERETLIFG LE /D 2 /\FF 72 37 £ 1°C IFBEREPIEE Neogen BERE 1 )\ 5
RHBER SRR EPTE 100 = 1°C THAENMER 30 o

2. BIEHENARRE FHREEIT T4/ NEREBHITI—FPo
3. IEERBEPILILEEER
4, SEZRIMSERMIESIAE (NC) KA (BEIZEEEE) MHHFE—X Neogen BHKE
4.1 TILURIEFAER Neogen AR REEE ¥ Neogen AR REGHEE BT E| - BIZFTEEEM Neogen 7ARKRE D 8
FHBEE o8 Neogen BEREMAZEZEZRHo
42 ATERRXGH F—RIEFTHE—BE Neogen ARREMNEH It BEREE A RFHERHNE KR EREC
4.3 RN TP ASIEIETE RIS AN E5TE 2l Neogen BRI E -
| BHRASSELEBIZIENRAEZ ZIE(E Neogen ARRE o mi& 812 NCo |
4.4 {HF Neogen® 7 Figfl L& /FAZET A - Lysis 176 Neogen AR RHHFENE S —RIEFTR—BF
4.5 EZE Neogen ARREMNEER - MREFRGARRUEMER B EESRARZFNE ST UETREERFER
4.5.1 MEBEEFRBVBR R F2HME Ao
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4.6 ¥ 20 pL #AEEE] Neogen AR E A FRIFAFMIR 2R 3 TR 4 PR AR BINEA KNS SifER S PMNES
TREVIRIBAR AT > £ 10 pL) ©

5. ERFPE 4.4 E 4.6> EEIRFTARAFINEEHFEHFEDN Neogen AERE MLEo

6. BEBSTAABRAE 1§ 20 uL NC (REIEIAIEFEE W Demi-Fraser IFER) E55|—3Z Neogen BEREH B 7044 7KA
fENCo

7. 1858 Neogen 3 FHAIINBURAVEE R THIEE] T 100 £ 1°Ce

8. BARINZEHI Neogen ARBREZHNA Neogen 7 FigRINNZAIRINER 15 = 1 & INZAHEART > Neogen TARIRAE M AL E (
R EAEE (B

8.1 RENMARTBPLIEFEEHRIENVRARSETRAARBBETENRE FEREIEA Neogen 3 FHRRIR A

9. TEINZEHENHKRINZER Neogen AEKREZ R EMA Neogen 3 FHERAISAMRF/SAED 5 HiF &K 10 DiE-TEIRIR
BE TEAB Neogen B FIRAISAMREEIZENBRET(FE Lo S8R ARERRIMIESMIIE.

10.7¢ Neogen 7 F158//2 415 _E#2F% Neogen AR RE LR

00:15:00

99-101°C

20-25°C

=

1. BEZRAHEE NC #FEE—% Neogen N FIZAIEH 2 - FAIRFEALHE
1.1 RIBFAENESC HEBBHFEETIE - EEFT R ER Neogen D FIRAIEM 2 - FHRFEHAAIEEN 8 MiHFE-
1.2 & Neogen D FIZAIEM 2 - FAHEARIHEBRAEZELRF-
1.3 BB KRR EE

2. BE#E 1 3¢ Neogen AKHEHIAH (RC) BEMMAELR-

3. BTBRRTX T FF—RIEFTH—HE Neogen D FIAIEALR 2 - FAEFFHAEIRENE S I BSRERAREFERIT
% REREE
4. AT SRR D B S| Neogen 2 FIAIEM 2 - FAFEHEIF EM Neogen SHEIEFIAAE
BAERSEREAAEREZEE(E Neogen D FIUAIEM 2 - FHMHFFEREIHE AR BER NCoRigl
RC BiE1TKE
5. {8 Neogen® 9 F18) L2 /BZ&T A - Reagent 1TB3 Neogen D FAIEA 2 - THFEABIHENES  —REHH—
H-EEESE-
5.1 1% Neogen BEKERRZLED 1/2 BHY 20 pL A B E K (B 6 0R) BiSFIHMER Neogen B FIHAIEH 2 - FHF
HEREIRE - AEEA LB R IEE) K5 | TFIRE) 5 Ko UFERFRE
5.2 EEFPER 5.1 HERMAERKN TR RAINEHEFEHERN Neogen D FIRRAEM 2 - FHHFFALIREA L

5.3 {ER%RIMNNVEZEE Neogen B FIRRAIEAL 2 - FHHFFALIE S W{ERA Neogen 73 Fifl L2 /FZET A - Reagent
BEIN—AIXFIEEESN A N U RREFER

5.4 RIFRERFIRANRAEERD I 5.1 7 530
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5.5 EERSERMARANSERE EETEF 5.1 # 5.3° LU 20 pL NC ;AEKEETSE] Neogen D FIAIELH 2 -
FHEFEABIRE
5.6 1% 20 uL NC BE KB E Neogen s HIIEHILAE - B A A LUB 1B EN/ \ER-BSEEH#_FTFIRE) 5 T UFTD RS
6. BINEMNREMARFHLIEFEEIER Neogen B F i AIFEEH & L HE Neogen 9o FiRIIEEEES

7. T£ Neogen B Fig Al R B R E B MM ECERIRA

8. EMEEIR— T IRE IR B E R AR R FE RS E T B E TR

9. & Neogen 2 FIZAFEREMA Neogen D FIERAIRBIL S LE T UBBEN DT A REE 75 DEENRM BB IEERTUE
RAgAIE o

10.2 e & » 1 Neogen 3 FHZ AR HFEN L Neogen 2 FIZAHER EBREEIR A 1-6% (BI/KBVERIRLL) KARABRK
REEEAR 1 /R ER RS ERE Bl EETREREE
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E: AR RMH Neogen D FRAEM 2 - FHHFERIEHAIGE 'H R EN RLU) BE BMERMEEA N A EHIR
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EBLOHIER T EFEREE B BRI AR R MRE I R5L-Neogen EREREHFMERE IRAEMETOM TR
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{&kEB NF VALIDATION 32:875 ;A FsD4t R

7E£ NF VALIDATION 15351 > 48 Neogen 73 FHRIEAR 2 - AT EHR B RV B R AR
ENRSHUTEAR—EAIE A A& TR
F5iE 1:3RA 1SO 11290-1@ 174> i Demi-Fraser & RIBIE KRG
F5E 2:1E% NF VALIDATION 583875 7AMVAER SR 93 E3ATE PALCAM IS S RERIBAE F T o RHIRIE SIS EEI TR o
FE AR ENERENEREFET EAFE
F5i& 31428 1SO 72180 1R 2P » (E B IR $H EHE M IBRE P I PRREE R M TIRIE GB2RAE 18(2) °
F5i& 4 e UERMEIE 1 NF VALIDATION 5258 574 [RIEX7EEE Neogen 3 FIEAIEH 2 - FAFEAR-EHITILE — &
Ens8 5 ARy W RIEB BT BYSEEE 5 22 o B 5 A T R SR RIBIFR B P RS R E AR AT
MR HIRERT—I (2 Neogen B FIEAIEA 2 - FHHFFSENERABRERE BN RSB M HP—E5 7% F UH#
=) A BRENEII TV END RRERFIESERNAEN L
MREHR I ENRAREANIZFEFERE FEHH ML www.neogen.com th ] E IR EithAY
Neogen R A TH R B 48 AIEIS E B o
Figk A. 7SR RER: (7FE ERAZARIEENBE R 2 E 8°C RIRTRESER 72 /N ERAR AN R RIRIBIES-
1. MERFARERNAR R RERLFNETFATRREEMEE BG2H 4.5TRME)) -
£ 2-8°C RE TR&MF 72 /)\Fe
BN F R AN EE AL R EEE 2-3 TWETRS.
FTREE
RHESERIESRKEEN Neogen - FIfIINFWRALE 100 £ 1°CRE FIIEA 5 £ 1 iEe
RMEIRFENE Neogen AEREL FFEMA Neogen B FHz AL ANRAFISAIE L 5 P8 &K 10 e
BT EXGHARY THEIE  BR DR 5 5o
WKL
US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual. Chapter 10: Detection of Listeria monocytogenes
in foods and environmental samples, and enumeration of Listeria monocytogenes in foods. October 31,2017.

US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 8.11. Isolation and identification of
Listeria monocytogenes from red meat, poultry, ready-to-eat siluriformes (fish) and egg products, and environmental
samples. January 2,2019.

SN s e

o

3. NF ENISO 11290-1. Microbiology of the food chain — Horizontal method for the detection and enumeration of Listeria
monocytogenes and of Listeria spp. — Part 1: Detection method.

4. NF EN ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.

5. NF EN ISO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General requirements and guidance for
microbiological examinations.

6. Neogen Installation Qualification (IQ) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for Neogen Molecular
Detection System.

7. NF EN ISO 18593. Microbiology of the food chain — Horizontal methods for surface sampling.

8. NF EN ISO 16140-2 Microbiology of the food chain — Method validation — Part 2: Protocol for the validation of
alternative (proprietary) methods against a reference method.

9. NF EN ISO 6887. Microbiology of the food chain — Preparation of test samples, initial suspension and decimal dilutions
for microbiological examination.
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AuLUINS T UNIRN UN

AganadaulTadaisessauTuana 2

smavtamwamnmmua-"mqﬂivmnn'ﬁ‘l‘ﬁmu
‘mmmaauL‘ﬁaaﬂmsmuﬂuimana 2 Tne35 Neogen® QJLL’]JJ’]‘l‘D’ﬂ‘lJ‘idJUVIﬂﬁaUt‘n’aﬂaTﬁﬂ’iuﬂUTNLaﬂaTﬂU’Jﬁ Neogen® &5unns
as1andia AT SEatTInEIasanIazalusatasi Idsun1sdaeda uarluslatnaindunedax

‘mmmaau@aﬁvﬁu‘f,maﬂa‘f,mu 5 Neogen® ‘l‘ﬁmsqummﬂﬂuLLuuaﬂmamuﬂume (Loop-mediated isothermal amplification)
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nsUsuiufusuiounisnadauiidinll ldioune wiaruaaiusuuaiidafiduwld ldioun
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TuTwudn Twundigaunading 1.35n. TuTuwdn Twunagaunadine 1.35n.
LOARAL 1.0n.  LadAAL 1.0n.
azmanaiuldlnsnaa’lsq 0.0125n. azmsWaiuldlnsmanlsn 0.025 n.
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1. US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual. Chapter 10: Detection of Listeria monocytogenes
in foods and environmental samples, and enumeration of Listeria monocytogenes in foods. October 31,2017.

2. US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 8.11. Isolation and identification of
Listeria monocytogenes from red meat, poultry, ready-to-eat siluriformes (fish) and egg products, and environmental
samples. January 2,2019.

3. NFEN ISO 11290-1. Microbiology of the food chain — Horizontal method for the detection and enumeration of Listeria
monocytogenes and of Listeria spp. — Part 1: Detection method.

4. NF EN ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.

5. NF EN ISO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General requirements and guidance for
microbiological examinations.

6. Neogen Installation Qualification (IQ) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for Neogen Molecular
Detection System.

7. NF EN ISO 18593. Microbiology of the food chain — Horizontal methods for surface sampling.

8. NF EN ISO 16140-2 Microbiology of the food chain — Method validation — Part 2: Protocol for the validation of
alternative (proprietary) methods against a reference method.

9. NF EN ISO 6887. Microbiology of the food chain — Preparation of test samples, initial suspension and decimal dilutions
for microbiological examination.

dAnadunadegyanwalihanannoum
info.neogen.com/symbols

13



Neogen Food Safety

Neogen Corporation
620 Lesher Place
Lansing, MI 48912 USA
Neogen.com

Neogen Europe Ltd.
The Dairy School
Auchincruive

Ayr, KA6 5HU
Scotland, UK

Neogen Ireland, Ltd.
Bray Business Park, Bray
Co. Wicklow

A98YV29, Ireland

© Neogen Corporation 2024. All rights reserved.

Neogen is a trademark of Neogen Corporation.

ENEOGEN All other trademarks are the property of their respective companies.
© 2024, Neogen. Tous droits réservés.

Neogen est une marque de commerce de Neogen.

Neogen Corporation Toutes les autres marques de
620 Lesher Place Lansing, MI 48912 USA commerce appartiennent a leur propriétaire respectif.
www.neogen.com FSOO868A



> 2B A: 2024-01

5 NEDGEN

BXI A= 7|E2 - Z[AH[Z[of2

HE g8 X8k

Neogen® =Xt HE 7|E2 - 2[AH[Z[0tE2 S E AE A AF 7t &

oy
-

|20l M 2/AEZ[0f #E M&3 EFEHOZ HESH|

?I5il Neogen® Molecular Detection System= AF2E £ QT Z KX A} ELICH

Neogen® 2Xt A= 7|E= 12| 07 S2 F LAC=E ZX UX|E 2lot MA|Z&o| ZeEo, =2 EX 0 QAT E 71zl o4t
H7| MES HE2H SEAZLICH =8 SN Zots MAZIOZ HE|= it 24 Znts A[SH0| b2 8 = EA|EL|CH =8 3
A= Adte YHES AL XY 8- 290| X &l CH2 =l =|o{of L|Ct

Neogen &t HE 7|E2 - 2[AL[2[0t&2 A 7|H0l| CHo ATt 1sS 22 MEIIS0| A 2HF0M A==

H

LE|AELICE. Neogen2 AF0ILE 827} Obl CHE MRJoflAfef O] HIZ AHE
OFE, S E, 4t = of8 AlE AIF| thafl O ME S 2SR UL
2E N AZIM £ 7St 2E FF0] thet BIHE +doHR| $ASLICh

EMatSHR| AAELICE O|E S Neogen £,
Neogen 2X} AZE 7|E2 - 2[AH[2[0FER T8t

o

DE NS WHAH S HiX]2] 2z, HIZH % 40| Zztofl &S 0|E = JELICE A= =& U, A AEM, A5 EH|, F S,
Ay 7| 22 Q0lS0| Zotof] k2 O] 4= ASLICH Neogen2 Al HHO| AFEXIL| 7|22 S5 + UTES EF AME
S/EESE AE Y 0EE A Aga HE0] S20 2| A|RE AHE5H0 ALEXS| 2HE 0| M B+ HIX|E H| 2ot A|E WHE
It 2 HESIL|CH Neogen2 A & =8 8 Q6= Demi-Fraser Broth®} Fraser Broth2 Neogen 24t 4% 7|E2 -
E[AE|Z[0FEE BIMELICE O] HiX| Q| YutxQl MR 2 of2Hof wHEL|Ct.

Demi-Fraser Broth Base 24t | = (g/L)  Fraser Broth Base &t X ='H (g/L)
HILIEE 20g EIILIEE 209
QUMLIEE, 2 G, R+ 9.6g QMLIEE, 27|, R+ 9.69
07| FEE 509 2m7|xz=2 5.0g
FHRI HE Aot 50g I HZ Aot 5.0g
2 XF B AotoH 509 S22 X HM At 5.0g
O|IAE F£EE 50g O|AEZFES 5.0g
Aotz & 3.0g dg32E 3.0g
QUL EN F7I) 1.35g  QAZE( HY|) 1.35g
o AZE 1.0g OoaZzl 1.0g
of3 2|l FHit 0.0125g  of3z|matdl Hit 0.025¢g
EE ISES) 0.01g dz|gAd 0.02g
*CHA|E: QIMLIEE, 2 87|, &2 12.0g

Fraser Broth 2%

(10mL HfO| & M2, 7|2 HiX| 12|E{of H}O| ShLIZt F7HEILICE)

TN E LS 0.5g/10mL

25°COl|lA £|& pH 7.2 = 0.2 L|Ct

Neogen® Molecular Detection ZH|= A| 20| = R7IHIE Ttolstr| I8t Lysis THAl T
Qlet AULICH Lysis THA| S MESHA| X 2|7t =X 42 A E= HIEl WEorx
Detection ZH|0| RCHZ A ISHK| OFM A2,

Neogen Food Safety= 7| %! M| Z0j| 25t ISO(International Organization for Standardization) 9001 QI52 BIUt&LICE
Neogen 22Xt HE 7|E2 - 2[AH|Z/0FE MY 7| E0= E 10 A El 5t 20| 96702 AI®0] ZatE|0f QJLELICE

2

| 2X2|E HE A=t e AHE St |
O 7IFE|E 2 Neogen Molecular

0
oo



¥ 1. Neogen Molecular Detection Assay 7|E 78R4

o= ID ] LIEE H| 21
Neogen® Lysis EHt RHO| 25 M 967li(87=0| T2 = ot o ansy ol
=] 45 9l AL Z=H
Solution(LS) M A2EZ 127H) FEE 580uLEILS BANS |
Neogen® EXt A& = =2 7
= XE| EX =X
J|E2 2 AEZ/0}g | mer Eu WHBHSOI 72 | SBUTESHEE | 10
AER 127H) L EX =Y
Reagent 52
= FH A E 2]
127H)
Neogen® Reagent ExzyE sy 1671(87H=0[ 72 /2 | 2 =& 0] DNA, AFE ZH|
ZHEE(RC) I X| 27H) SEIEX| 22
7|E0f| HZE[X| 22 SH UEA2 B S HiX|(0]: Demi-Fraser Broth)2ILICL 22 S84 HZZ O Z AFESHXA| OIMAIL
oFH

A& XtH= Neogen Molecular Detection System 3! Neogen 24t A& 7| E2 - 2[AH[2[opgat 2HAE X| Rl ot HE AKX E
XSt mr2tof gL CH LIS o HEg 4+ UEE N X &S EatstA 2.

AZA <K Io|5HK

QIZt = S22 YEHE TITHSH= Ol Neogen 24t HE 7|E2 - 2[AH|2[0}EE AEd M= o ELICH

eogen =X} ZE 7|E2 - 2[AH2[0fg 7| M2 Mot HHZ0| of}El A L EE Z Atiop 4 3 AFY0f| 0|2 = A=
+ZE0| 2|AE|2|of B AFO|EHHAS 'LEMNE 5= ASLICH

= F| Mo MAESHAI™ 7o cHsl ZIH0l|A| K-S A AlsHoF BL|CE o]: MM 22| 7|, ISO/IEC 17025@ EE=
1ISO 72186,
LA HIES| EA|E XxefistE 9IS Zajet 2 El 9HS Fo|2{H

o N ASME E45t10 HF EYMO| HAIE CHZ FH5HA Al :.% TAHSHIA| 2,

o Neogen =Xt HE 7|E2 - 2/AH[2[0tg&S Htet W= TF S MF BB Mol HAIE HHS LT

HE 7|E2 - 2[2H|2[0tE2 7R 7|2NHX| 2 AHESHOF BHL|CH.
& 7|E2 - 2[AE|2[0f&2 LR E= H3XL7} &felot AF 8l 2t A|=0f| ARS8t oF &Lt

e Neogen 2t HE 7|E2 - 2[AH[2[0FE2 UF = FI3KIZF 2Helet AledH, 22|, Al Al=M 8! 230l 2k ALESHOF BfL| T

o OIZMIU|O|E SIRtE 0| IZotEl Neutralizing BufferE & R5te 2H8 A|R2| R AlSH| TH0f| 1:22 3| MSHHUAAE 1
2 Y2 B 3TN 10 ' E3). NB B 10uLE Neogen Lysis Solution FEZ §7|= WHE JSL|CH OfFHEL|0|E
otet=1 &M Neutralizing BufferE &®5t= Neogen® A= M F| X|Z: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL10NB2G,
HS10NB, HS10NB2G 3! HS2410NB2G.

—

e Neogen &

Xt
e Neogen 2xt 4
t4

SletEE YU MESHN Qo 23 & 2 98 S Zol2{H:

o OfM MAHARYOA Z/AE|Z[OF ZAPO|EMLHA ER ZHE MOl 2R EfOF UE 2[3O| S £ ASS LEl=ASE
AERLIC

o WSS B2 AR EX|Stof| MASIHA FH|E MMM HAMT AHE $HSHIA| 2. HYE ST HIX| I ZH| = HiE
St X0 &5 EHO= QM| Z4Z0f e S Xl = US FE o MFEH0| SOJUS £ AELIC

o ANYLQHE AZRECHE M Mt Ho 51 Hotd A2 2 H|RSH0] gha BE YA obd RS E45HAR

o IE 2 BT HIX| X Reagent FEC| LS HESHK| = SHYAIR

o T AZE WY AA EE0| Mt I 7St Al 2.

o Lysis THA| SOF MESHA SME|7t E|X| 42 A== EAEL MESH 2gdo = 7tFE[EZ Neogen Molecular Detection
ZHH|of| MCHE A USHK| OFYAIL.



@3o) i =]

a
o (AFEXAIE E2otn mE2(0tH2] FFE 27| 2lsl) et LS 2HEsHoF BfLICt.

=]

NS FHISts SOt mA Ont BAE 913 Sol2H:
I- x

flo
o O
o
1]°]
i}
pich
e
n
20
o

R
X
Ho
2
=
H
[
rin
oY

o HEIIE 2L E XutohX| ORMAIL.

o HZEIIH A|ZtE X1SHX| O A2,

o HNHESIA WHE 2T AHE AR50 Neogen® Molecular Detection 3|E! 22 2IME 2 E QISHIA|(0]: B2 A X| 27|
= CXE SO 224 A AX| 2= AHE 8= ¢t ELICH. 2=4l&= BHEA| Neogen Molecular Detection 5|2 25
QIMEQ| X|HEl &A0f FO0tof gLt

| F9|

[—]
e Reagent E3! £33 Mol| LS WH|ISHIAI2.
o OMAXIE KITHSHE (HE ALE) BRE 2Xt M= S52 I|H B8 0|83t= 20| E&LICL
o ZIAZ O|F Al Af m|T EIS A

2 AZRE Lysis FREZ S7|MAIL. I 2H S YX[oIHHE S 25 HAE =0t e

M == =

S+ JYSLICLOIE S AEXt= SHE 4 ARE B BEE 2 £+ JSLICL

o OlYE=F3R M WO U= EXHEES YTAH|O|ME MBS L. FIIHOE 1~5%(viv )2 71H 8 HUM M E=
DNA X7 8Ho = A A HIX|t ZH|(L[T, Z4/C| =7 5)2 LE 2 HMHSHAI2.

I Aapot Wi 9| S So[2{H:

e ZZ 20|= Hrl Reagent FEE EX| OYA|L

o RQAFE FHE=TM 1~5%(viv )2 71 E HEUliH| 8 L= A 2A0f| 1A|ZH SO S 7L FQUCH 7| E FH| 0 Ha| "o Tl
2IX|of| ™| Z|gh|ct

e ZX 2 Reagent FE= HL| RLEZ2(|0|H5IX| OMA2.

H|7|of cHot 371 HE S K| 3 E2 AHEHXIE(SDS)E RESHIA| 2.

THEQI B Lt Hxtof chsto] 2F Mol Lo LA FAO|E(www.neogen.com)S WHEBIHLE $X| Neogen Ei= T K| 2
252

AtE x| 2y

AFBAHE HIE LB A BB S £X|3 Q10| UALICE HIF XpA|o HiB = HAR| EAIO|E www.neogen.comES &1Lt 31X
NeogenO|Lt B TH2|HO 2 2o[5HAlL.

Al S Mest o, A2 X5 W, A8 TRES, AR FH], 3|3, 48 7|81 22 o5 20lo| Zno| ¥32 08 + ASe
QIAJSt= 20| FRELICE

Al SHEOILE RIZS MEHS o MEHE| AlE WOl MBXIS| 7ITS BEE 4 UEE MY (E2AQ 1|YS QU AIYS
Abgoto] 323t +0) AIRES TWotohs 22 ALSXIS MYILICH

w3 ALS NS BE AE e Y 220t 12 U SR QUAES SHOH=X| BER 0| YBLICE

CHE Al% Wt OFSE7ERI 2 Neogen Food Safety HIZS ALS6H0] 212 ZTp7t A EE HEZALL TN A BT BETHE
22 obgLict.

NeogenOi| A= Ctot AlE D

(m
u
>

J

g Moo =22 =2|7| /8 Neogen® Molecular Detection Matrix Control 7| EE

NS LICEL WSt A2 EA HES(MC)Z 08310 HHEZIA T} Neogen 24t 215 7|2 - 2] AF|2/018 Ztol| H2te 0]
4 QU] SHRIBILICE BIEAS ChESH 02| NZS AESHIAI2(0): Neogen AIZHS HEs7ILE A7t £2 0|X|2| BE2|A
wE fELEHO| WPt AU HEZYASS HASHE K24 AS7I7H S0t Corst oM S AlR).

E2IAS XN IIRI 22 WY SRS Tedt ME| ER2 HolY 4 JALICH HEA Zio| Xfo|HE sfE2IA| K]
ahe] = DOKO: HIAR vs. K A, MHIE vs, IZH|E 5)0| DX FeHk{E Zhcietiict,



@2o) i =
HEo| stA|/MsH™ H|

JHE HE T Mot HE BH20f| HAIE H2E HQlotl, NEOGENS MEM L= EX 2 MetMo| thet 252 T atsh o
HAIXO| 7L A2 XM ES T HEBILICEL Neogen Food Safety MZE0f| 20| Q2 AL, NeogenO|Lt 19| 24| IO A K| = KHA|
metof| 2t MES WAL o FHE eS| ERILICHL CHE 2 #ote s Yot 7 A LI =71 Z 20| JA2H Neogen
Yt E= Neogen 3¢ CHE| O 22|5H A2,

Neogen Q2| Xt
NEOGENZ £=2/2| 2H&lS Zelsto] o 2ol ZHY X ol EHot S4M0l ANtH
4 SLICL & O|20] [[HE Neogen?| M2 0fH Z0| = Ze0| QUCtD FEE

Ha S ho)|
Neogen =Xt HE 7|E2 - 2[AH|2[0tE2 2~8°COf| M EtELICH SZAI7|X| OFYAIL. 22 5 7| EJH Y

rr

PS

M

=
M
10

o
= =

JIES Fof #1 5 T2K| 7} AALE|X| QQHER| SHRIBHLICE TR A7 &4HE 22 ALZSIX| DRAIS. JHE 2, AL83IX] 8k

Reagent RE= 24 CHA| LS 7HsSt IR X0l ZAZH| 2 4| ‘0] E2tst AX SHE A2 QHHE S RXISHOF &FLICH CHA|

2o HE2 2|0 602 St 2~8°COIA 225 A2,

RE (80| X|Lt Neogen 27t 2% 7|2 - 2/ AE(2/0F82 ASSHX| DHYAIR. Q5733 B2 = YTte| 9% 2hof 7|2lEof
21y BH0| E3t|of US 4

USLICH AHESE 1 B+ HHX|2L Neogen 2AF HE 7|E2 - 2[AH[E[0FE FEO= A=
USLICE A 0| 2t=2E|H oIl A BZFo| M2t @S H 7| S H|7[SHYA|2. H|7[of| Chot =7t HE 9 oiX| 3 &2 N E X E
SDS = II-I'C';I.AIM_(B
(SDS)E HZoreiA| 2.

HO= A HIx|et FH|(LZ, H/CIH =7 5)2 2E=S
MBI AL,

MEXHE “EX HAY HINQ)/AHS HAHY 7HOQ) Z2EZ 8 Neogen At HE AL X" E2M©01| AIE CHZ Neogen
EAHE AL AR HAY Bt u IS 2t=0HO0F LT

ET QA0 HliM= “RaM 25 WY 2t AN dE> MH S BERSHA|2:

H 3. AOAC® Official Method of Analysis®™ 2016.07 5! AOAC® Performance Tested Methoa®” SEM #1115010] (=2 S
DZES,

¥ 4. NF Validation 215X 3M 01/14-05/160{| (2 S+ TZ2EE,

NE 52

H 2,345 A QS A28 Ut 57 T2E 20| chst OHHQILICH CHE A8 23 T2ES £ 3|4 22 2S510] 0| AlY
UHO| ALBAIS| 7|18 SESHEE SHe A ALRA| MQlQIL|CH

Nz

1. Demi Fraser Broth S i X|(ferric ammonium citrate 8/ R)S FH AYHAM 20 Z HHA|ZIL|CL
2. 2,340 M2t S+ X AR E F WAOR ottt RE |7 U X7t 0fL O|MISH Al = 0] CHolf A= 2E WS
AH86t= 240 ZE&LILCE
3. 2z 022 8¢ ST, AED, 202 =ot5t0] AMS| F RS SLICE H 2, 3, 400 2} 37 + 1°COf| A HFRHLICE
4., MQHIZEE2EE4EHZ)9 B, 14 ST 0.1mLE Fraser Broth 10mLE SZLIC} 37 = 1°COf| A 20~24A|Zt S0t
HH et L Ct.
A Nz
ANE £ K= d7H 22HE |2 Molos 53 BHOE #310t AEX|Y 4= UESLICE Neogen2 A7t Qe AEERA
AZX|9| A2 S HETILICL £3 842 Dey-Engley(D/E) Neutralizing Broth EE= Letheen Broth = JUELICL AR FEF 1
THE AHSH=

Sf oo

A AEX|E 3t 2HOZ O M I L|0| E S22 &R 0= Neutralizing Buffer(NB)E A&V |2 MEISH= A2, LA E!
HE&10E Xelish= ¢S4 2ot 2HE (2 S0[2H AY Mol BT E &8 A RE 1:22 A8 oF HLICHAIR 12
2). Neutralizing Buffer 37 10uLE Neogen Lysis Solution §EZ £7|= WHE Q&LICH

HHO| HAIH| E2X KR E «olsty| 2] HEE= AR FZ2 FH 37|= 100cm2(10ecm x 10cm EE= 47x4”)0| AQIL|CH AEX|Z
ANBRE FESH= 82, F HEHRAZN LEZ, 0|0{ A 2IZ0|A Ol2i )2 MM HS EALL MM N2 FTETZEF, S2
FDA BAM®, USDA FSIS MLG® EE= |SO 185937 710| E2F0l0f| 2t 2tF A2 S ki etL|Ct.

1. Demi Fraser Broth &7 HiX|(ferric ammonium citrate &{)E FH MM 2 2 WHHA|ZIL|CE



@2o) i =
2. 2,340 w2t S X[} AR E R0 WAOE =otptL|Ct
2

3. 20287t =, AEDHY, £0= =¢, vortex SIEILICH & 2, 3 &= 40] 2t 24~30A| 2 S2F 37 + 1°COi|M
HH et LICt.

ot
2
re
2]
el
ETIIN
1]

¥ 2: Z Q0| 2} Demi-Fraser Broth® 3! Fraser-Broth®Z AI2%t 37 £ 1°CO|AMQ| YEI ZER T2 ES,
S =3 =3 Azt
MR OHERIA | AR H ¥t 2k e N
(mL) (x1°C) (hr)
gxz|, =2,
HURF,
127, slAME
MM
o Fs
2XE/Sdet | o5 205 37 24-30
SHE
i UPN
CHY2 AE
AZEX| A 100 EE=
- A o 37 24-30
HE 174 10 37 24-30
Mol ItE2R,
shat2, MM 25g 475 37 28-32
1Xl Zz*(Demi-Fraser Broth)® 2X} S (Fraser Broth)®
AR
AR IHERIA =3 =00 e e o == A7} Bdake
(m ) (x1°C) (hl') (x1 OC) (hl")
0.1mLE
Fraser
MIHZ 25g 225 37 20-24 Broth 37 20-24 10uL
10mL=E
7171

(a) Demi-Fraser %! Fraser Broth= 1X} E£= 2k} S F0ll= &4 Fraser Broth 2 & H|(ferric ammonium citrate)E 2 &6l 0f
sHL|C}
= .

(b) Neogen Lysis Solution REE EFEl A| 22| &, Lysis MM2| 4.6THA| &=,




@3o) i =]

d]

AT e 2 Ay 9

r

AOAC® Official Method™ 2016.07
AOAC® Performance Tested Method*™ #111501

= PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 111501

AOAC Research Institute OMASM 5! PTMSM L2 240 A| Neogen £Xt AZE 7|E2 - 2[AE|2/0t&2 2| AE|2[0f
2 QI ShHI0| SHIE|USLICE o] AN MY E IHERIAE= H 30i| LIt JQELICH

OB

o H=of

A=A

M2 HEEIA A= S A= (mL) S MZt(hr)

77| e, A4 THAT, v}
oto|A ARl QX4 4% RE|X| X[ X, 3%
K32l 09 2Hjol A%, 2X|0] ot 259 225 24-30

YA, dT =8 A

= mbl 259 475 28-32

E RIuES 125¢g 1125 24-30

FHEIZ ) HE(SWZ) 20| &£ Lol QF 26-30

AE|QIE|A AE AZX| 1) 225 24-30

H ZXE E32|E AZEX| 1 100 24-30
<
<O

o ZatAE HE 174 10 24-30

ACAC R4 AZH M NE= 25, B2 MotX| Y= st AENIZOE #ESISIFRSLIC

(a) Demi-Fraser %! Fraser Broth= 1A} E£= 2k} S+ F0ll= &4 Fraser Broth 2 & H|(ferric ammonium citrate)S 2 &6H{0f
grLICt

(b) 202 25t A|2E ZEShefL|Ct.

(c) VortexStO] A|2E #EStefL|C

AFNOR Certification0| 2|t NF Validation

(RUFICATION
C

VALIDATION
EN 1SO 16140

3M 01/14-05/16
ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http://nf-validation.afnor.org/en

Fr 7|ztar 2t S 2= 470 A E ALO|E0]| A= NF VALIDATION 1S ME FUSHIAI2.
ISO 11290-1® LHH| ISO 16140-2®0f| =3 NF Validation 215 44

B Hel: ZE AFE W SF AZ(XHAL Al Z H Q)

A& ZEH|: A|ZE 15O 11290-1® U 1SO 68870 [rt2t Z=H|s{of &fL|ct

ATESY0] HH: QIS M E



@3o) i =]

¥ 4. NF VALIDATION /= g+ 3M 01/14-05/1601 Z3510{ Z Q0] [}2} 37 + 1°COl|A| Demi-Fraser Broth® 5! Fraser Broth®S
A% S AN,

=5
dut NS HH'?FOI_HEF 3o 2 S M2t MR o|& St
DZES < (°m ")° (x1°C) (hr) M XxH
e Demi-
Fraser
Broth
MEE £ Xy
(4| 72A|2t
N BHM%’ 259 225 37 24-30 20uL |e LysateE
o — , - ° A
ESTES . sgafe"" 1
A2
Ol M Z|CH
72A|2t
25¢g,
HE 1 Lysato=
SAANZ | M, =] 225 37 24.- oopL |* DYsae=
| ofo|z 30 H -20°COf| A
174
Sg S =225 | =aNz | N= | s8=ux
=a om i o () oS st
E%EE Alﬂ%’ HH(?:::;—;!)% (11 °C) (hl') _E_&II Eo.k(b) I:.|I
e Demi-
Fraser
Broth
£ Z|CH
72A|2t
I_.I-—|7 u]|
ELHLML.* 25¢ 475 37 28-32 20uL |e LysateZ
== -20°COi| A
e Lysate
£ 4°C
Of| A Z[CH
7242t
i 1Xt Z2(Demi-Fraser Broth)® 2%} Z2(Fraser Broth)®
O=ES o= =aec =3 AZH =3 25 =3 A2 Az s e
on | ero | e 1°0) | () | BMO
e Fraser
0.1mL Bg“;tlhEH
£ Fraser =
AlZ
MOXZE 25g 225 37 20-24 Broth 37 20-24 10uL . Zz Itl_
10mLE ysate
&1l -E20°C
Ol A

(a) Demi-Fraser %! Fraser Broth= 1A} E£= 2kt B+ F0ll= &4 Fraser Broth 25 X|(ferric ammonium citrate)S 25 6l{0f
SH_|C}
= .

. . o .
T — i [ — . == — o E'|_ O =,
(b) Neogen Lysis Solution §E 2 2FEl A|22| &, Lysis MMl 4.6THA &=



@3o) i =]
|

| #3: 2592 £}5H= A|Z= NF Validation 120N AIBE|X| Skt&LICE

Neogen® Molecular Detection AI|E 2] E2{|0] FH|

1. 1~5%(v:v B) 7tH &8 HH U3 Mol M Neogen® Molecular Detection AI|E 2 E&|0|E FH&LIC
2. 22 Neogen Molecular Detection ALI|= 2 E2{|0|E &l FL|Ct,

3. 132 Et2 2 AI2510] Neogen Molecular Detection AL = 21 E|0|S SOt LEIL|CE,

4. A235}17| Foll Neogen Molecular Detection AI|= 2 E2i|0|7} Or2 AE{QIX| OlsHA| 2,

Neogen® Molecular Detection ‘42t 28 1AM E FH|
Neogen® Molecular Detection 'HiZt 25 QA EE HIZ A A #HIX|0f E0t0F ShL|Ct FH AYM 2 (20~25°C)0N W2 =52
ALt

Neogen® Molecular Detection 5|E! 28 A E FH|

71z 0|F E2 d|E| ZX|0fl Neogen® Molecular Detection 5|2 £2 QIMEE s&LICH X S22 o|E HX|E HL Neogen
Molecular Detection 3|8 £5 QIMEJ} 100 + 1°CE |X|& &= JATF LICE

F. 5|E| ZX[of 2t Neogen Molecular Detection 5|8 =25 QIMETJ 220 =E6H= O 2F 3020| 2 4 UYSLICH XMEt
WHE 2EH|(f: B2 AX| 254 = CXE SHO] 224 A AX| 22212 AHsiA = ¢t EILICHE X ™=l 2|X|0f Eot
Neogen Molecular Detection 5| £5 QIMEQ| 27100 = 1°CQIX| &QlgfL|C},

Neogen® Molecular Detection ZH| ZH|
1. Neogen® Molecular Detection System 2T E|0{E A&st1 23218t Ct Neogen Food Safety EHEH XA £2|5H0] Of
2T EQ0{ 7} £ A HEQIX| 2RISHYA| 2.

2. Neogen Molecular Detection ZH|E ZL|
2 obSHLE MEBILICE XtA[ LI 2 Neogen Molecular Detection System AHE

3. 2t \R0| Ci3t CIO|EIS ot A
EEVERETENTY

oy

ih3: 02 EHE I 5HSE Neogen Molecular Detection AL E 2 E2{|0|S A1617| F 0l Neogen Molecular Detection
ZHH[7} ZH| HEHo]| mEBHOF SfLICE O] 7t thA|= of 2020| Z2|H 2t2 & 7|7|2f MEf HA|Z0]| M S0| HEILICE 7[7]7}
Aot FH|7tE|H e BA|Z0| 5O = HHELICE

===

ol
H

Lysis

Neogen Molecular Detection 3|2 £ QA E0| £4517| Hof| AT FEEIO|HLE ATEELE Neogen Lysis Solution 22| &S
H7gLCt.

1. ;S A 2(20~25°C)0| A st=2E S2H16~18AZH) F0{ Neogen Lysis Solution £EE 0| @8tL|Ct. Neogen Lysis Solution
EHE MR20Z HHA|F|= E CHE WH2 £|A 2A|7H S0F A A #HIX|0f| Neogen Lysis Solution §EE F7{L}, 37 £ 1°C
H710f| 1A|ZF St Neogen Lysis Solution FEE B{ZSHHLE 100 £ 1°C2| Z1ETH 0|F =5 5|E{0f| 30X 7t F= ALICL

2. 2 MR EEE FT0] ME&LICE 442t O|LHOf| CIS THAIE TSI A2,

. HiZT[0| M B i S THELICE

= =)

Zt A 22t 28 tHEZ(NC) A|2(B# 3+ HiX[)OICt Neogen Lysis Solution £ 1747 2efL|C}.

4.1 Neogen Lysis Solution FE2 AEZ S §5t= Neogen Lysis Solution 52 £0t2 X 4= ASLICH L 23 7HH Neogen
Lysis Solution 5 EE= 87H50| T2 AER ~E ME{SL|CE Neogen Lysis Solution SEE ¢l 20f| Z&LICL

4.2 WXt LES YX|5H7| 23l St HOY| St Neogen Lysis Solution 72 AERIS| 45 87|10 2} 23 THA|of| Af T2 Bl=
AHEgfL|CE

flo



@3o) i =]

[ 2t 2% A|2 2 748 Neogen Lysis Solution 522 MA $ZILICL NCE Dfx|2to 2 gL|ct,

4.4 Neogen® Molecular Detection Lysis Cap/Decap Tool2 AFE5I0{ ot Hofl AEZ! SHLI Neogen Lysis Solution £2
AEE] 17|-|o HS |:|-|7I|_||:|.

H= A d

4.5 Neogen Lysis Solution £ 2 T|7| - HA|HES 2ol lysateS AZE & AL WS RS 7|0 0| 23l = CHA| A2 E
A OIC & S|}

4.3 o2 MHE=ICfZ, ZEl A|2Z Neogen Lysis Solution §EZ FZ]L|C

4.5.1 EZEE Lysate X E|01| CHeh M=

AIE 20uLE Neogen LyS|s Solution S22 ZZLICH:

5. Zt A&7t AER Q| i Neogen Lysis Solution £E20i| 25 F7+&! Uf7tX] 4.4~4.6THA E BH=BiL|CE
6. ZEANZE 7S W NC(EF S tiX], 0fl: Demi Fraser Broth) 20uLE Neogen Lysis Solution FEZ SZLICL. 22 NCZ
AHESHR| DY Al 2.
7. Neogen Molecular Detection 5|2 25 QIMES| 27} 100 + 1°CQIX| &tQlgtL|CE
8. HIHE MX| %2 Neogen Lysis Solution £E2| 22 Neogen Molecular Detection 5|2 £ QIMEN 510 15+ 12 ¢t
7t ELICE 7t & Neogen Lysis Solution 882 2SS M(XI7HR)0IA L2tM(EEH )2 HHEIL|C
8.1 2ol ttA| St MESHH EM2|7t 2| K| &2 A= HIHAHQI MESHH QH O 2 7HFE|0| Neogen Molecular Detection
ZhH|of| HCHE A USHK| DFM A2,
9. HINE X2X| 22 Neogen Lysis Solution FE2| 22 3|8 SZ0{|A M7t 12 Neogen Molecular Detection 'dZt &

n's4=
PIMEQ| X|4 582, £|CH 102 HZtA|ZILICL Neogen Molecular Detection 2t 22 QIME = AL20f| A HEZ A Al HilX|of
ZO}Of BHL|Ct AlO™ |ysis Solution0| £2ZAHO 2 CIA| HHL|CE,

OH
-
o
[

S

o —

10.Neogen Lysis Solution £E2| 2§12 Neogen Molecular Detection '#Zf 22 QA EO|| A 7T LICE.

0015:00

99-101°C

>
S
1. 2 A2 NC 82 8ILI2| Neogen £Xt ZZE 7|E2 — 2[AE|2[0}& Reagent SE 7t HRTIL|C},

.1 Reagent RE AEZIZ 26t= EEH 42 XHE 4 UESLICE 7HE Neogen 2Xt AE 7| E2 — 2/AH[E2/0f& Reagent 52
ce E'R°P8 Ed AEEIO' |:|-|§E A EH |__||:|-

= - "1 I:I
1.2 Neogen 2X} ZZE 7|E2 - 2|AE|2/0}8 Reagent REE I 24
1.3 FE oHote A|f LZHO|E 2HX| OFYAIL.
2. StLtC| Neogen Reagent ZIEE S22 MEHst 1 2Hof| &LICL

3. Wk E2 dX|st7| /o T HOll Neogen 2t HE 7|E2 — 2[AEH|2/0}& Reagent 52 AEZ! 1 79| O E WLl 2t 23
CHA|OCE A |2 B2 AFRELICE

—_ J\] Jl‘"

1"
=2
OHF
o>
-
_ITl_



4. =2 Neogen At HE 7|E2 — 2[AE|2/0F& Reagent FE 3! Neogen Reagent 71E
ZEAL|C
Ed .

MU
am
|
Hu
Blo
N
rr
0z
i3
rlo
inl
olo
=

Zt N| = Lysate= 7H'E Neogen &Xt AE 7|E2 — 2[AE|2[/0FE Reagent REZ HA 7| FINCE 7|MA 2. RC REE
Ofx|etol| a~2tA| LT

5. Neogen® Molecular Detection Cap/Decap Tool-ReagentE AL25t0{ Neogen Xt ZE 7|E2 — 2| AH|2|0I8 Reagent £E
42 FLCt. ot Hof| 3t 71| Reagent £E AEZR!. S HE|MA| 2.

5.1 Neogen Lysis Solution FE0|A 24| A& 1/20]|A A|= 26| 20uL E Y Neogen 2Xt HE 7|E2 -
2[|AE||2/]0f& Reagent REZ FZILICL 2L7H0|7} 2| X 0| H0|X| R=E 7|20| RSLIC) fI0I2H = FHEA s8HSE
m|sielstof A &Lt

5.2 JiH A2 LysateO| AEZIC| 31l Neogen £Xt AE 7| E2 — 2[AE|2/0FE Reagent £ EO| 7+ wi7tX| 5.1 HHAE
gh=gtL(Ch

5.3 M3 =7t 07| 2 Neogen 2At ZHE 7|E2 - 2[AL|2[0}8 Reagent FEE E 11, Neogen Molecular Detection
Reagent Cap/Decap Tool2| S HE A5t AF =2 A S 715H0] 0| THEFS| B JU=X| 2elst A2,

5.4 Age A= 0] CH3ll, 2Pt ot

5.5 ZE A= LysateE &7! ¥ 5.1~5.3EHA| £ HH=35t0]
S22 2FgLICL

5.6 NC £3llE 20uLE Neogen Reagent ZIEE FE = FZILICH LZ40|7t 2| KO M 40|X| A=E 7|20 ZELICEL flof2HE
71H7| 5HE mTESto] M ELICE

6. ZO| XTI EEE TRt D REE|X| 242 Neogen Molecular Detection AI|= 2 E&|0]0]] L{2{ = &LICL Neogen
Molecular Detection ALI|= 2 E2j|0| 42 B 4|2 EFLICL

pd

C Lysate 20uLE Neogen 2Xt AE 7|E2 - 2/AE|2/0f& Reagent

7. Neogen Molecular Detection System 2 X EQO{0f| A LM El MM S ZHESED 2HQIBHL|Ct,

8. AL EQIO0|M AR HES S2I5t11 ALY 7|7|E MEHSIL|CE, MEiSHD

9. Neogen Molecular Detection AI| = Z{ E&{|0|S Neogen Molecular Detection ZH|0f| =
AZHEILICH Bit= 752 O[LHOl| MISEIX|2H b O 2= O 28 HES 4+ ASLICL

10.A[0| 2t2 =} 2H Neogen Molecular Detection ZH|0f|A] Neogen Molecular Detection AL|E 2 E2||0|E 7LD
1~5%(v:v 2)2| 71 8 BN 8N = FAL AU 1A[ZH S EUCHIEEA FH| FHol| M HoRl 20| T 7|SHY A 2.

[
R

FOl: WAt QEOZ 013 2 LFMo| 2 S X A2tot2H SEE DNAE S R6H= Neogen 2XH AZE 7|E2 - 2[AH2[0f&
Reagent FEE A SX| OFYA|R. 07|0fl= Neogen At HE 7|E2 — 2[AE|2/0}& Reagent FE, Neogen Reagent ZIEE
% Neogen Molecular Detection Matrix Control 27} e EL|CL U &EEl Reagent FHE= 1~5%(viv 2)2| 718 HHiH| A
= fAH 8 14|12 S E7 FRUCH L 7| E ZH| 2 ut He| Ho{Zl | X(of B 7| gLt

2 oA

ANRZL WA FES BN ) MAE|E Y H2 THS HMBILICE Hiks AZEL 00 Ofe IO M E| 1 Hutol 7|utstod
MAOR PREILICE U4 E SN FTHE CIYE 19 TM o4l 2402 BEEILICL £ %4 Fats AAZ0R
ETES U, 4 A0k A%o| #2E T EAIELC

UMOR AHE| AR 15 ZFAON 2k SFA(KE TH5 8 AR)O = O[FSHE L0l AISSHO] O[3 KTt Matsrs
YN WHOR 2olF S0l U B0 NSt S AYA EF 2F HA £ MESH AT WY 2010292 Sof Helejof
'6'|-|_||:|-

= .

1 A| AR Neogen 2L HE 7|E2 - 2[AH|2[0FE BE A2 “HiZ” RLU(Relative Light Unit)E 7HX|E2 4 A|EE 02
712U R MSSHR| eb&LICH

10



Of2(%19l 4l H2o| LIEKI= 2, YT2FE OIS “HAHInspect)’E 2RELICL NeogenS BE 2IAt AlZ0l s 2412 prst
28 HIBLICL 27} 2% ZAL 2, 712 e WS ALZoiriL 31X 30N w2t 2 NS DHSHIAIL.
H 5: Neogen Molecular Detection System 2ZEQ|0{0f| M K| 2st= AlZ U s Adof| chst 2t 7=,
U RY TEERE EEEL
Az @ oy |NEE Y AEST0 el 202 FRELI
= ol & |
= © oy | NEE Y MBSOl chef SuRLICt
A2 SHEZ A1 AIE0l Cheh 2o} S LOHBLICE XfAI 0| Bae
A= © Ao |4 UBLICL RS L2 SXI HZ Mt Al JIE HIE HYNE
HESHMAIL
4 MBSl 27 0= S 2hole 4 glaLich YAHol Bas &
A2 ®@ AA | ABUICH XIS LHE2 X 12 MMt A 7IE RIS 2N
EZXSIHMAIL
Az O o= | ZFE ALl SSLICE MAHO| R 2+ USLICE KA
T |uie= SHoE MHT A IIE NE HYNE BTN,

NF VALIDATION ¢!

ol
0x
IE
=2
T
my
S u
ozt

BEXAE F|E2 - 2/AEHE[0FE0| 2l ANHO 2 S0IEl BE A2 = CHS HAF S StLIE
Eoff =tols{of rL|Ct.

HHH 1: Demi Fraser @A EE SO 11290-10 EZ AR,

Ut 2. 2| AH[2|0t £2 ZESH= NF VALIDATION QIZ 9 A E S 5 M5H= PALCAM o = HrMste ol 22| EXN ATl 9|
ZMZ 2/ AE|2[0f sppl| EME Bt2lE 2 UELICE

Y 3:150 72189 X0 7|SE T2 it T2HZS ALESH0] X oMo M A2 2 2RO 23 (L 1 E= 2 BX).
Uty 4; 7|Et HHH O Z 21FEl NF VALIDATIONS AHE, Neogen £ AZE 7|E2 - 2/ AH|2[opgnt E2tof &, off e 24}
CHol EHE MM T2EZ S AFESHOF SLICH F 71X SHEHOf A 2ol A|ZF Mol = THA| 7t HEEA| S sH{of gLt
UX[SHX| b= Aot LIS HA2(Neogen XL HE 7| E2 - 2[AH|2[0FE, 20| 7|2 El i & SLER SHQIE|X| gF= CHA| @H S
0|23 FH M), MM 2 Ao R M S 2olsty|of 2Rt K|S wf2tof gfL|Ct,

Al Lt =Xtof Lot 328t Mol Y™ LA FALO| E(www.neogen.com)S HESHHLE $1X| Neogen = THIHRIHM 2
EOIStMA2.

BE A MY A=IM St BH2|El Lysate H2t 3 A, | S 2 2-8°COj|A 72A|2E St Haltst= 2 SHIE U 23 A R0=
HMEL|X| pt&LICH

X[ = lysateS HEot2{H MRS HOZ 2| EEE CHA| X FL|CH Lysis” 4.5 & Z).

2~8°COj|A| Z[CH 72A|ZF St 2 2HgtL|Ct,

2~3H TN 2etsto] 23

Suio| 22 WULICL

o
ol

T
13
=2

il

rm
>
i
o[
I
Ot
|.|-|
Ju
MM
o
et
-
o

SE QMEQ 28 El Lysate SEHE 11100 £ 1°CO|A 5 =

Neogen Molecular Detection 5|5 1
2 o2 20||M M5t Neogen Molecular Detection 'H2 £

o0, wbhd

[}
Neogen Lysis Solution £E2| 24
102 'H2ZfAIZL(C,

7. SIolM EAS| BEeH SF MMl Z2EES A&ELT

11



@3o) i =]
=

US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual. Chapter 10: Detection of Listeria monocytogenes
in foods and environmental samples, and enumeration of Listeria monocytogenes in foods. October 31,2017.

2. US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 8.11. Isolation and identification of
Listeria monocytogenes from red meat, poultry, ready-to-eat siluriformes (fish) and egg products, and environmental
samples. January 2,2019.
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3. NFEN ISO 11290-1. Microbiology of the food chain — Horizontal method for the detection and enumeration of Listeria
monocytogenes and of Listeria spp. — Part 1: Detection method.

4. NF EN ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.

5. NF EN ISO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General requirements and guidance for
microbiological examinations.

6. Neogen Installation Qualification (IQ) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for Neogen Molecular
Detection System.

7. NF EN ISO 18593. Microbiology of the food chain — Horizontal methods for surface sampling.

8. NF EN ISO 16140-2 Microbiology of the food chain — Method validation — Part 2: Protocol for the validation of
alternative (proprietary) methods against a reference method.

9. NF EN ISO 6887. Microbiology of the food chain — Preparation of test samples, initial suspension and decimal dilutions
for microbiological examination.
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Petunjuk Produk

Deteksi Molekuler untuk Pengujian Listeria 2
Deskripsi Produk dan Maksud Penggunaan

Deteksi Molekuler Neogen® untuk Pengujian Listeria 2 digunakan dengan Sistem Deteksi Molekuler Neogen® untuk
mendeteksi spesies Listeria secara cepat dan spesifik dalam sampel makanan dan lingkungan yang diperkaya.

Deteksi Molekuler Neogen® untuk Pengujian menggunakan amplifikasi isotermal termediasi loop untuk secara cepat
menguatkan rangkaian asam nukleat dengan kekhususan dan kepekaan tinggi, dikombinasikan dengan bioluminesensi
untuk mendeteksi amplifikasi. Hasil yang dianggap positif dilaporkan secara aktual, sedangkan hasil yang negatif akan
ditampilkan setelah pengujian selesai. Hasil yang diduga positif harus dikonfirmasi menggunakan metode pilihan atau yang
sesuai dengan peraturan setempat(’>9,

Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria 2 ditujukan untuk penggunaan di lingkungan laboratorium oleh tenaga
profesional yang terlatih dalam teknik laboratorium. Neogen tidak mendokumentasikan penggunaan produk ini dalam
industri selain makanan atau minuman. Contohnya, Neogen belum mendokumentasikan produk ini untuk menguji sampel
air, farmasi, kosmetik, klinis, atau veterinari. Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria 2 belum dievaluasi dengan
semua protokol pengujian, atau dengan semua strain bakteri yang mungkin ada.

Seperti semua metode uji, sumber, formulasi dan kualitas medium pengayaan bisa memengaruhi hasil. Faktor seperti
metode pengambilan sampel, protokol pengujian, persiapan sampel, penanganan, dan teknik laboratorium juga dapat
memengaruhi hasil. Neogen merekomendasikan untuk melakukan evaluasi metode, termasuk medium pengayaan, dalam
lingkungan pengguna dengan menggunakan sejumlah sampel yang memadai dengan uji makanan dan/atau lingkungan
dan mikroba tertentu untuk memastikan bahwa metode memenuhi kriteria pengguna. Neogen telah mengevaluasi
Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria 2 menggunakan Larutan/Media Cair Demi-Fraser dan Fraser yang
mengandung Amonium Besi Sitrat. Formulasi khas dari media ini adalah sebagai berikut.

Formula Khas Larutan/ Formula Khas Larutan/

Media Cair Dasar Demi-Fraser (g/L)  Media Cair Dasar Fraser (g/L)
Natrium Klorida 20g Natrium Klorida 20g
Natrium Fosfat, dibasa, anhidrat * 9,69 Natrium Fosfat, dibasa, anhidrat * 9,69
Ekstrak Daging Sapi 50¢9 Ekstrak Daging Sapi 50¢9
Kasein Hasil Pencernaan Pankreatik 509 Kasein Hasil Pencernaan Pankreatik 50g
Jaringan Hewan Hasil Pencernaan Peptik 509 Jaringan Hewan Hasil Pencernaan Peptik 50¢9
Ekstrak Ragi 50g Ekstrak Ragi 50g
Litium Klorida 3,09 Litium Klorida 3,049
Potasium Fosfat, monobasic 1,359 Potasium Fosfat, monobasic 1,359
Esculin 1,09 Esculin 1,09
Acriflavin HCI 0,0125g  Acriflavin HCI 0,025¢g
Asam Nalidiksat 0,01 g  Asam Nalidiksat 0,02¢g
* Pengganti: Natrium Fosfat, dibasa, dihidrat 12,09

Suplemen Larutan/Media Cair Fraser
(Bahan per botol 10 mL. Satu botol ditambahkan ke satu liter medium basal.)

Amonium Besi Sitrat 0,5g/10 mL
pH akhir 7,2 = 0,2 pada suhu 25°C

Instrumen Deteksi Molekuler Neogen® bertujuan untuk digunakan pada sampel yang telah dipanaskan selama tahap
pengujian lisis, yang dirancang untuk mematikan organisme yang ada di dalam sampel tersebut. Sampel yang belum
dipanaskan dengan benar selama tahap pengujian lisis dapat dianggap sebagai potensi bahaya biologis dan TIDAK BOLEH
dimasukkan ke dalam Instrumen Deteksi Molekuler Neogen.
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Penguji Keamanan Makanan Neogen sesuai dengan sertifikasi ISO (International Organization for Standardization) 9001
dalam hal desain dan manufaktur.

Kit uji Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria 2 berisi 96 tes, yang diuraikan dalam Tabel 1.

Tabel 1. Komponen Kit Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian

Alat Identifikasi Jumlah Isi Komentar

Larutan Lisis Larutan merah 96 (12 strip kali Tersusun dalam rak

® muda dalam 580 pL LS per tabung . .
Neogen® (LS) tabung transparan 8 tabung) dan siap digunakan

Tabung Reagen

Deteksi Molekuler Tabung biru 96 (12 strip kali

Campuran amplifikasi
dan deteksi Siap digunakan

®
Neoge"n un'tuk . 8 tabung) spesifik terliofilisasi
Pengujian Listeria 2
. 96 (12 strip kali . .
Tutup tambahan Tutup biru 8 tutup) Siap digunakan
. . Campuran kontrol
Kontrol Reagen Tabung flip-top 16 (2 kantung kali e . .
Neogen® (RC) transparan 8 tabung tersendiri) DNA, amplifikasi, dan | Siap digunakan

deteksi terliofilisasi

Kontrol Negatif, yang tidak disediakan dalam kit, merupakan medium pengayaan steril, yaitu Larutan/Media Cair Demi-
Fraser. Jangan gunakan air sebagai Kontrol Negatif.

Keselamatan

Pengguna harus membaca, memahami, dan mematuhi semua informasi keselamatan dalam petunjuk untuk Sistem
Deteksi Molekuler Neogen dan Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria 2. Simpanlah petunjuk keselamatan
tersebut untuk referensi pada masa mendatang.

A PERINGATAN: Menandakan situasi berbahaya, yang, apabila tidak dihindari, dapat menyebabkan kematian atau cedera
serius dan/atau kerusakan harta benda.

PERHATIAN: Menandakan situasi yang berpotensi bahaya yang, apabila tidak dihindari, dapat menyebabkan
kerusakan harta benda.

A PERINGATAN

Jangan gunakan Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria 2 untuk mendiagnosis kondisi manusia
atau hewan.

Metode Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria 2 dapat menghasilkan jumlah Listeria monocytogenes
yang cukup untuk menyebabkan bayi lahir mati dan kematian pada wanita hamil, serta sistem imun yang terganggu,
apabila terpapar.

Pengguna harus melatih personelnya mengenai penggunaan teknik pengujian yang tepat dan terkini; contohnya,
Praktik Laboratorium yang Baik, ISO/IEC 17025“, atau ISO 7218,

Untuk memperkecil risiko dalam kaitannya dengan hasil negatif palsu yang dapat menyebabkan pelepasan produk
yang terkontaminasi:
e Patuhi protokol dan lakukan pengujian dengan tepat seperti yang tercantum dalam petunjuk produk.

e Simpan Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria 2 sesuai yang tercantum pada kemasan dan
petunjuk produk.

e Selalu gunakan Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria 2 sebelum tanggal kedaluwarsa.

e Gunakan Neogen Deteksi Molekuler untuk Pengujian Listeria 2 dengan sampel makanan dan lingkungan yang telah
divalidasi secara internal atau oleh pihak ketiga.
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Gunakan Neogen Deteksi Molekuler untuk Pengujian Listeria 2 hanya dengan permukaan, sanitiser, protokol, dan strain
bakteri yang telah divalidasi secara internal atau oleh pihak ketiga.

Untuk sampel lingkungan yang berisi Penyangga Penetral dengan kompleks aril sulfonat, lakukan pelarutan 1:2 sebelum
pengujian (1 bagian sampel dilarutkan dengan 1 bagian larutan/media cair pengayaan steril). Opsi lain adalah dengan
memindahkan 10 pL pengayaan NB ke dalam tabung Larutan Lisis Neogen. Produk Pengumpulan Sampel Neogen® yang
berisi Penyangga Penetral dengan senyawa aril sulfonat: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL10NB2G, HS10NB,
HS10NB2G, dan HS2410NB2G.

Untuk memperkecil risiko dalam kaitannya dengan paparan terhadap bahan kimia dan bahaya biologis:

Sangat disarankan agar staf laboratorium wanita diberi tahu tentang risiko terhadap perkembangan janin pada ibu yang
terinfeksi melalui paparan Listeria monocytogenes.

Lakukan pengujian patogen di laboratorium yang memiliki peralatan lengkap di bawah kontrol personel yang telah
terlatih. Media dan perlengkapan pengayaan terinkubasi atau permukaan yang telah bersentuhan dengan media
pengayaan terinkubasi dapat mengandung patogen pada tingkat yang cukup untuk menimbulkan risiko bagi
kesehatan manusia.

Selalu patuhi praktik keselamatan standar laboratorium, termasuk memakai peralatan pelindung yang benar dan
pelindung mata saat menangani reagen dan sampel yang terkontaminasi.

Hindari kontak dengan isi media pengayaan dan tabung reagen setelah amplifikasi.
Buang sampel yang telah diperkaya sesuai dengan standar industri yang berlaku saat ini.

Sampel yang belum dipanaskan dengan benar selama tahap pengujian lisis dapat dianggap sebagai potensi bahaya
biologis dan TIDAK BOLEH dimasukkan ke dalam Instrumen Deteksi Molekuler Neogen.

Untuk memperkecil risiko dalam kaitannya dengan kontaminasi silang saat persiapan pengujian:

Selalu gunakan sarung tangan (untuk melindungi pengguna dan mencegah timbulnya nuklease).

Untuk memperkecil risiko dalam kaitannya dengan pencemaran lingkungan:

Patuhi standar industri pembuangan limbah terkontaminasi yang berlaku saat ini.

Untuk memperkecil risiko dalam kaitannya dengan paparan terhadap cairan panas:

Jangan mengatur suhu pada alat pemanas melebihi batas yang direkomendasikan.
Jangan melebihi waktu pemanasan yang direkomendasikan.

Gunakan termometer yang dikalibrasi dan sesuai untuk memverifikasi suhu Sisipan Blok Pemanas

Deteksi Molekuler Neogen® (misalnya, termometer yang dimasukkan sebagian atau termometer digital ganda, bukan
termometer yang dimasukkan keseluruhan.) Termometer harus ditempatkan pada lokasi yang ditentukan dalam Sisipan
Blok Pemanas Deteksi Molekuler Neogen.

PERHATIAN

Untuk memperkecil risiko dalam kaitannya dengan kontaminasi silang saat persiapan pengujian:

Ganti sarung tangan sebelum hidrasi pelet reagen.

Dianjurkan menggunakan ujung pipet halang aerosol ujung runcing (berfilter) dengan derajat molekuler biologi
yang steril.

Gunakan ujung pipet yang baru setiap kali memindahkan sampel.

Gunakan Praktik Laboratorium yang Baik untuk memindahkan sampel dari tabung pengayaan ke tabung lisis. Untuk
mencegah kontaminasi pipet, pengguna dapat memilih menambahkan langkah perantara dalam proses pemindahan.
Misalnya, pengguna dapat memindahkan setiap sampel yang diperkaya ke dalam tabung steril.

Gunakan stasiun kerja biologi molekuler yang memiliki lampu germisida, jika tersedia. Secara berkala, bersihkan
kontaminasi pada meja dan peralatan laboratorium (pipet, alat pembuka/penutup, dsb.) dengan larutan pemutih rumah
tangga 1-5% (v:v dalam air) atau larutan penghilang DNA.

Untuk memperkecil risiko dalam kaitannya dengan hasil yang positif salah:

Jangan sekali-kali membuka tabung reagen setelah amplifikasi.

Buang tabung yang terkontaminasi dengan merendamnya ke dalam larutan pemutih rumah tangga 1-5% (v:v dalam air)
atau larutan sejenis lainnya selama 1 jam dan jauhkan dari tempat persiapan pengujian.

Jangan sterilkan tabung reagen dengan autoklaf setelah amplifikasi.
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Baca Lembar Data Keselamatan untuk informasi lain dan peraturan setempat tentang pembuangan.

Apabila Anda memiliki pertanyaan yang spesifik tentang penerapan atau prosedur, silakan kunjungi situs web kami di
www.neogen.com atau hubungi perwakilan atau distributor Neogen setempat.

Tanggung Jawab Pengguna
Pengguna wajib memahami petunjuk produk dan informasi. Kunjungi situs web kami di www.neogen.com atau hubungi
perwakilan atau distributor Neogen setempat untuk mendapatkan informasi selengkapnya.

Saat memilih metode pengujian, Anda wajib mengetahui bahwa faktor eksternal, seperti metode pengambilan sampel,
protokol pengujian, penyiapan sampel, penanganan, dan teknik laboratorium, dapat memengaruhi hasil pengujian.

Pengguna bertanggung jawab memilih metode atau produk pengujian untuk mengevaluasi sejumlah sampel yang
memadai dengan matriks dan ketentuan mikrobial yang tepat untuk memastikan bahwa metode pengujian memenubhi
kriteria pengguna.

Pengguna juga wajib menentukan bahwa semua metode dan hasil pengujian memenuhi persyaratan pelanggan
dan pemasok.

Seperti halnya semua metode pengujian, hasil yang diperoleh dari penggunaan produk Neogen Food Safety apa pun bukan
merupakan jaminan kualitas terhadap matriks atau proses yang diuiji.

Untuk membantu pelanggan mengevaluasi metode untuk berbagai matriks makanan, Neogen telah mengembangkan kit
Kontrol Matriks Deteksi Molekuler Neogen®. Jika diperlukan, gunakan Kontrol Matriks (MC) untuk menentukan apakah
matriks memengaruhi hasil Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria 2. Uji beberapa sampel, yang mewakili
matriks, yaitu sampel yang diperoleh dari sumber yang berbeda, selama periode validasi mana pun bila mengadopsi
metode Neogen atau bila menguji matriks baru atau tidak dikenal atau matriks yang sudah mengalami perubahan bahan
mentah atau perubahan proses.

Matriks dapat didefinisikan sebagai suatu tipe produk dengan properti intrinsik seperti komposisi dan proses. Perbedaan
antara matriks bisa sama sederhananya dengan dampak yang ditimbulkan karena perbedaan tersebut dalam pemrosesan
atau penyajiannya, misalnya mentah vs. dipasteurisasi; segar vs. dikeringkan, dll.

Batasan Garansi/Penggantian Terbatas

KECUALI SEBAGAIMANA YANG DITENTUKAN DI BAGIAN JAMINAN TERBATAS UNTUK SETIAP KEMASAN PRODUK,
NEOGEN TIDAK BERTANGGUNG JAWAB TERHADAP SEMUA GARANSI SECARA TERSURAT MAUPUN TERSIRAT,
TERMASUK TETAPI TIDAK TERBATAS PADA, JAMINAN KELAYAKAN JUAL ATAU KESESUAIAN UNTUK PENGGUNAAN
TERTENTU. Apabila ada Produk Neogen Food Safety yang cacat, Neogen atau distributor resminya, sesuai kebijakannya,
akan mengganti atau mengembalikan uang senilai harga pembelian produk. Hal-hal yang disebutkan di atas merupakan
sarana pemulihan hak yang tersedia bagi Anda. Silakan hubungi perwakilan Neogen Anda atau distributor resmi Neogen
untuk pertanyaan lebih lanjut.

Batasan Pertanggungjawaban Neogen

NEOGEN TIDAK BERTANGGUNG JAWAB ATAS SEGALA BENTUK KEHILANGAN ATAU KERUSAKAN, BAIK KERUSAKAN
SECARA LANGSUNG, TIDAK LANGSUNG, KHUSUS, INSIDENTAL, MAUPUN KONSEKUENSIAL, TERMASUK TETAPI
TIDAK TERBATAS PADA HILANGNYA KEUNTUNGAN. Bagaimanapun juga, sesuai teori hukum mana pun, Neogen tidak
akan memberikan penggantian melebihi harga pembelian produk yang diduga cacat.

Penyimpanan dan Pembuangan

Simpan Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria 2 v pada suhu 2-8°C. Jangan dibekukan. Jauhkan kit dari
cahaya selama penyimpanan. Setelah membuka kit, periksa apakah kantung foil masih utuh. Jangan digunakan jika kantung
tersebut rusak. Setelah dibuka, tabung reagen yang tidak digunakan harus selalu disimpan dalam kantung yang dapat
direkatkan kembali dan diberi desikan untuk menjaga stabilitas reagen terliofilisasi. Simpan kantong yang telah dibuka pada
suhu 2-8°C, selama tidak lebih dari 60 hari.

Jangan gunakan Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria 2 setelah tanggal kedaluwarsa. Tanggal kedaluwarsa
dan nomor lot tercantum pada label di bagian luar kotak. Setelah penggunaan, medium pengayaan dan tabung

Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria 2 berpotensi mengandung bahan patogen. Setelah pengujian selesai,
patuhi standar industri pembuangan limbah yang terkontaminasi yang berlaku saat ini. Baca Lembar Data Keselamatan
untuk informasi lain dan peraturan setempat tentang pembuangan.

Petunjuk Penggunaan
Patuhi semua petunjuk dengan saksama. Karena jika tidak, hasilnya mungkin tidak akurat.
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Secara berkala, bersihkan kontaminasi pada meja dan peralatan laboratorium (pipet, alat pembuka/penutup, dsb.) dengan
larutan pemutih rumah tangga 1-5% (v:v dalam air) atau larutan penghilang DNA.

Pengguna harus menyelesaikan pelatihan kualifikasi operator Sistem Deteksi Molekuler Neogen, sebagaimana dijelaskan
dalam dokumen “Protokol dan Petunjuk Kualifikasi Pemasangan (IQ)/Kualifikasi Operasional (OQ) untuk Sistem
Deteksi Molekuler Neogen™®,

Baca Bagian “Instruksi Spesifik untuk metode tervalidasi” untuk persyaratan spesifik:

Tabel 3 untuk protokol pengayaan berdasarkan AOAC?® Official Method of AnalysisS™ 2016.07 dan Sertifikat
AOAC® Performance Tested Method®" #111501.

Tabel 4 untuk protokol pengayaan berdasarkan sertifikat NF Validation 3M 01/14-05/16.

Pengayaan Sampel

Tabel 2, 3, atau 4 berisi panduan pengayaan sampel makanan dan lingkungan. Pengguna bertanggung jawab memvalidasi
protokol pengambilan sampel atau rasio pengenceran alternatif guna memastikan metode pengujian ini memenuhi
kriteria pengguna.

Makanan
1. Biarkan medium pengayaan Larutan/Media Cair Demi-Fraser (termasuk amonium besi sitrat) menyesuaikan dengan
suhu dalam laboratorium.

2. Campurkan sampel dan media pengayaan secara aseptis sesuai Tabel 2, 3, atau 4. Untuk semua sampel daging dan yang
mengandung banyak partikel, disarankan untuk menggunakan kantong filter.

3. Campurkan secara menyeluruh menggunakan blender, stomacher, atau secara manual selama 2 * 0,2 menit. Inkubasi
pada suhu 37 * 1°C sebagaimana tercantum pada Tabel 2, 3, atau 4.

4. Untuk produk-produk susu mentah (lihat Tabel 2 atau 4), pindahkan 0,1 mL pengayaan primer ke dalam 10 mL
Larutan/Media Cair Fraser. Inkubasi pada suhu 37 * 1°C selama 20-24 jam.

Sampel Lingkungan

Alat pengumpulan sampel dapat menggunakan spons yang dibasahi dengan larutan yang menetralkan untuk
menonaktifkan efek dari sanitiser. Neogen merekomendasikan penggunaan spons selulosa bebas biosida. Larutan penetral
dapat berupa Kaldu Penetral Dey-Engley (D/E) atau Kaldu Letheen. Direkomendasikan untuk membersihkan area setelah
pengambilan sampel.

PERINGATAN: Apabila Anda memilih menggunakan Penyangga Penetral (NB) yang mengandung kompleks aril sulfonat
sebagai larutan hidrasi untuk spons, diperlukan pelarutan 1:2 (1 bagian sampel dilarutkan dengan 1 bagian larutan/
media cair pengayaan steril) pada sampel lingkungan yang diperkaya sebelum pengujian untuk memperkecil risiko dalam
kaitannya dengan hasil negatif palsu yang dapat menyebabkan pelepasan produk yang terkontaminasi. Opsi lain adalah
dengan memindahkan 10 pL pengayaan penyangga penetral ke dalam tabung Larutan Lisis Neogen.

Ukuran area pengambilan sampel yang direkomendasikan untuk memverifikasi ada tidaknya patogen di permukaan yaitu
minimal 100 cm? (10 cm x 10 cm atau 4"x4"). Saat mengambil sampel menggunakan spons, jangkaulah seluruh area dengan
dua gerakan (kiri ke kanan lalu naik turun) atau kumpulkan sampel lingkungan dengan mengikuti protokol pengambilan
sampel yang berlaku saat ini atau sesuai pedoman FDA BAM®, USDA FSIS MLG®, atau ISO 18593,

1. Biarkan medium pengayaan Larutan/Media Cair Demi-Fraser (termasuk amonium besi sitrat) menyesuaikan dengan
suhu dalam laboratorium.

2. Campurkan sampel dan media pengayaan secara aseptis sesuai Tabel 2, 3, atau 4.

3. Campurkan secara menyeluruh menggunakan blender, stomacher, secara manual, atau vortex selama 2 + 0,2 menit.
Inkubasi pada suhu 37 = 1°C selama 24-30 jam sebagaimana tercantum di Tabel 2, 3, atau 4.
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Tabel 2: Protokol pengayaan umum pada suhu 37 = 1°C menggunakan Larutan/Media Cair Demi-Fraser® dan
Larutan/Media Cair Fraser® sesuai keperluan.

Matriks Ukuran
Sampel Sampel

(mL)

Volume
Larutan/
Media Cair
Pengayaan

Suhu

1°C)

Pengayaan (+ | Pengayaan

Waktu

(jam)

Daging,
unggas,
makanan laut,
dan ikan yang
diolah dengan
suhu panas,
dimasak,
maupun
diawetkan

Produk susu
yang diolah 259
dengan
suhu panas/
dipasteurisasi

Hasil panen
dan sayuran

Makanan
multi-
komponen

225

37

24-30

Sampel 1 spons
lingkungan

100
atau 225

37

24-30

1 swab

10

37

24-30

Daging,
unggas,
makanan 259
laut, dan

ikan mentah

475

37

28-32
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Pengayaan Primer Pengayaan Sekunder
(Larutan/Media Cair Demi-Fraser)® (Larutan/Media Cair Fraser)®
Matriks Volume X:':I::Ii
Sampel Larutan/ Suhu Waktu Suhu Waktu
: lsJ:;r:; Media Cair | Pengayaan | Pengayaan g::;?:l Pengayaan | Pengayaan Sampel®
Pengayaan | (= 1°C) (jam) (x1°C) (jam)
(mL)
Pindahkan
0,1 mL
Produk ke dalam
25¢g 225 37 20-24 10 mL 37 20-24 10 L
susu mentah
Larutan/
Media
Cair Fraser

(a) Larutan/Media Cair Demi-Fraser dan Fraser harus selalu disuplemen dengan Suplemen Larutan/Media Cair Fraser
(amonium besi sitrat) selama pengayaan primer maupun sekunder.

(b) Volume sampel yang diperkaya yang dipindahkan ke tabung Larutan Lisis Neogen. Lihat langkah 4.6 pada bagian Lisis.

Instruksi Spesifik untuk Metode Tervalidasi
AOAC® Official Methods™ 2016.07
AOAC® Performance Tested Method*™ #111501

" PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 111501

Dalam program AOAC Research Institute OMASM dan PTMSM, Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria 2
diketahui sebagai metode yang efektif untuk mendeteksi spesies Listeria. Matriks yang diuji dalam kajian ditunjukkan dalam
Tabel 3.



(Bahasa Indonesia) ﬂﬁ H

Tabel 3. Protokol pengayaan yang menggunakan Larutan/Media Cair Demi-Fraser® pada suhu 37 = 1°C menurut AOAC
OMASM 2016.07 dan Sertifikat AOAC PTMSM #111501.

Ukuran Volume Larutan/Media Cair Waktu Pengayaan

Matriks Sampel Sampel Pengayaan (mL) (jam)

Hot dog daging sapi, queso fresco, es
krim vanila, keju cottage dengan susu
berlemak 4%, susu murni cokelat 3%, 25¢g 225 24-30
selada romaine, bayam mentah dalam
kemasan, salmon asap dingin

Ayam mentah 259 475 28-32

Daging kalkun 1259 1125 24-30

Blewah® Melon utuh Volume yang cukup untuk 26-30

mengapungkan melon

.. Besi tahan karat 1 spons 225 24-30
C

g > Beton non-ekspos 1 spons 100 24-30
€S
® X

= Plastik® 1 swab 10 24-30

Seluruh sampel validasi AOAC dicampurkan menggunakan stomacher kecuali ada ketentuan lainnya.

(a) Larutan/Media Cair Demi-Fraser dan Fraser harus selalu disuplemen dengan Suplemen Larutan/Media Cair Fraser
(amonium besi sitrat) selama pengayaan primer maupun sekunder.

(b) Mencampurkan sampel secara manual.

(c) Mencampurkan sampel menggunakan vortex.

Znamka NF Validation udélena organizaci AFNOR Certification

t““F‘CATION
3

EN IS0 16140

3M01/14-05/16
ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http://nf-validation.afnor.org/en

Untuk informasi selengkapnya mengenai berakhirnya masa berlaku, lihat sertifikat NF VALIDATION dengan mengunjungi
situs web di atas.

Metode dengan sertifikasi NF VALIDATION yang memenuhi ISO 16140-2® dibandingkan dengan ISO 11290-1®
Ruang lingkup validasi: Semua sampel makanan manusia dan sampel lingkungan (tidak termasuk sampel produksi primer)
Persiapan sampel: Sampel harus disiapkan sesuai dengan ISO 11290-1® dan ISO 6887®

Versi perangkat lunak: Lihat sertifikat
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Tabel 4. Protokol pengayaan sesuai metode dengan sertifikasi NF VALIDATION 3M 01/14-05/16 pada suhu
37 + 1°C menggunakan Larutan/Media Cair Demi-Fraser® dan Larutan/Media Cair Fraser® sesuai keperluan.

Volume Titik
Larutan/ Suhu Waktu Volume .
Protokol Ukuran . . . . Interupsi
Media Cair [ Pengayaan | Pengayaan | Analisis
Umum Sampel ° . ® yang
Pengayaan| (% 1°C) (jam) Sampel® L
(mL) Diterima
e lLarutan/
Media
Semua gzlr:\i-
sampel Fraser
makanan hingaa
(kecuali 70 ?a?n
oo
i 25¢g 225 37 24-30 20 uL pada
makanan
laut suhu
mentah, . _Lizsoatc
dan produk
susu pada
suhu
mentah) 4°C
hingga
72 jam
e Lisat
Sampel 259, pada
. 1 swab, 225 37 24-30 20 uL
lingkungan atau 1 seka suhu
-20°C
Volume Titik
Larutan/ Suhu Waktu Volume .
Protokol Ukuran . . . . Interupsi
Media Cair | Pengayaan | Pengayaan | Analisis
Khusus 1 Sampel o . . yang
Pengayaan| (% 1°C) (jam) Sampel® o
(mL) Diterima
e Larutan/
Media
Cair
Demi-
Fraser
hingga
, 72
mentahdan| 5 475 37 28-32 20 pL pada
makanan hu
laut mentah su o
-20°C
e Lisat
pada
suhu
4°C
hingga
72 jam
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Pengayaan Primer Pengayaan Sekunder
(Larutan/Media Cair Demi-Fraser)® (Larutan/Media Cair Fraser)® e
Protokol Volume Interupsi
Khusus 2 | Ukuran Lart.ltan/. Suhu Waktu Ukuran Suhu Waktu Volu.m.e yang
Media Cair | Pengayaan | Pengayaan Pengayaan | Pengayaan | Analisis Ay~
Sampel : Sampel : Diterima
Pengayaan| (x1°C) (jam) (x1°C) (jam) Sampel®
(mL)
e Larutan/
Pindahkan Media
0,1 mL Cair
Produk k(: (c)ialaLm E.raser
susu | 259 225 37 20-24 m 37 20-24 | 104L o9e
mentah Laruta}n/ 7? jam
Media e Lisat
Cair pada
Fraser suhu
-20°C

(a) Larutan/Media Cair Demi-Fraser dan Fraser harus selalu disuplemen dengan Suplemen Larutan/Media Cair Fraser
(amonium besi sitrat) selama pengayaan primer maupun sekunder.

(b) Volume sampel yang diperkaya yang dipindahkan ke tabung Larutan Lisis Neogen. Lihat langkah 4.6 pada bagian Lisis.

| Catatan: Pengujian sampel berukuran lebih dari 25 g belum dilakukan dalam studi NF validation.

Persiapan Baki Pemuat Kecepatan Deteksi Molekuler Neogen®

1. Basahi kain dengan larutan pemutih rumah tangga 1-5% (v:v dalam air) atau larutan sejenis lainnya dan seka Baki Pemuat
Kecepatan Deteksi Molekuler Neogen®.

2. Bilas Baki Pemuat Kecepatan Deteksi Molekuler Neogen dengan air.
3. Gunakan handuk sekali pakai untuk menyeka Baki Pemuat Kecepatan Deteksi Molekuler Neogen hingga kering.
4. Pastikan Baki Pemuat Kecepatan Deteksi Molekuler Neogen dalam kondisi kering sebelum digunakan.

Persiapan Sisipan Blok Pendingin Deteksi Molekuler Neogen®
Tempatkan Sisipan Blok Pendingin Deteksi Molekuler Neogen® langsung di meja laboratorium. Gunakan blok pendingin
pada suhu ruangan laboratorium (20-25°C).

Persiapan Sisipan Blok Pemanas Deteksi Molekuler Neogen®
Letakkan Sisipan Blok Pemanas Deteksi Molekuler Neogen® dalam unit pemanas blok ganda kering. Nyalakan unit pemanas

blok kering dan atur suhu agar Sisipan Blok Pemanas Deteksi Molekuler Neogen dapat mencapai dan mempertahankan
suhu 100 = 1°C.

Catatan: Tergantung pada unit pemanas, tunggu selama sekitar 30 menit hingga Sisipan Blok Pemanas

Deteksi Molekuler Neogen mencapai suhu yang diinginkan. Gunakan termometer yang dikalibrasi dan sesuai (misalnya,
termometer yang dimasukkan sebagian, termometer digital ganda, bukan termometer yang dimasukkan keseluruhan)
yang diletakkan di lokasi yang ditentukan, lakukan verifikasi bahwa Sisipan Blok Pemanas Deteksi Molekuler Neogen
berada pada suhu 100 £ 1°C.

Persiapan Instrumen Deteksi Molekuler Neogen®

1. Buka Perangkat Lunak Sistem Deteksi Molekuler Neogen® kemudian login. Hubungi perwakilan Neogen Food Safety
Anda guna memastikan Anda memiliki versi perangkat lunak paling mutakhir.

2. Nyalakan Instrumen Deteksi Molekuler Neogen.

3. Buat atau edit proses dengan data untuk setiap sampel. Baca Panduan Pengguna Sistem Deteksi Molekuler Neogen
untuk keterangan lengkap.

Catatan: Instrumen Deteksi Molekuler Neogen harus berada pada Status Siaga sebelum Baki Pemuat Kecepatan
Deteksi Molekuler Neogen dimasukkan dengan tabung reaksi. Tahap pemanasan ini memerlukan waktu sekitar 20 menit
dan ditandai dengan nyala lampu ORANYE pada bilah status instrumen. Setelah instrumen siap digunakan, bilah status
akan berubah menjadi HIJAU.

10
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Lisis

Lepaskan bagian bawah Rak Larutan Lisis Neogen dengan obeng atau spatula sebelum meletakkannya dalam Sisipan Blok
Pemanas Deteksi Molekuler Neogen.

1. Panaskan tabung Larutan Lisis Neogen dengan cara menyetel rak pada suhu ruangan (20-25°C) selama satu malam
(16-18 jam). Cara lain yang dapat digunakan untuk menyeimbangkan tabung Larutan Lisis Neogen pada suhu kamar
adalah dengan meletakkan tabung Larutan Lisis Neogen di meja laboratorium sedikitnya selama 2 jam, inkubasi tabung
Larutan Lisis Neogen dalam inkubator 37 = 1°C selama 1 jam, atau meletakkannya di dalam pemanas blok ganda kering
selama 30 detik pada suhu 100 * 1°C.

2. Balikkan tabung dalam kondisi tertutup agar isinya tercampur. Lanjutkan ke langkah berikutnya dalam waktu 4 jam.
3. Buang larutan/media cair pengayaan dari inkubator.

4. Satu tabung Larutan Lisis Neogen dibutuhkan untuk setiap sampel dan sampel Kontrol Negatif (NC) (media
pengayaan steril).

4.1 Strip tabung Larutan Lisis Neogen dapat dipotong sesuai jumlah tabung Larutan Lisis Neogen yang diinginkan. Pilih
jumlah tabung Larutan Lisis Neogen atau strip 8 tabung yang diperlukan. Letakkan tabung Larutan Lisis Neogen
pada rak kosong.

4.2 Untuk menghindari kontaminasi silang, buka tutup satu strip tabung Larutan Lisis Neogen satu per satu dan
gunakan ujung pipet baru untuk setiap tahap pemindahan.

4.3 Pindahkan sampel yang diperkaya ke tabung Larutan Lisis Neogen sesuai petunjuk di bawah ini:

Pindahkan setiap sampel yang diperkaya ke tabung Larutan Lisis Neogen tersendiri terlebih dahulu. Pindahkan
NC paling akhir.

4.4 Gunakan Alat Penutup/Pembuka Deteksi Molekuler Neogen® - Lisis untuk membuka tabung Larutan Lisis Neogen -
satu per satu strip.

4.5 Buang penutup tabung Larutan Lisis Neogen — jika lisat akan disimpan untuk pengujian ulang, letakkan penutup ke
dalam wadah bersih untuk penggunaan ulang setelah lisis.

4.5.1 Untuk memproses lisat yang disimpan, lihat Apendiks A.

4.6 Pindahkan 20 pL sampel ke dalam tabung Larutan Lisis Neogen kecuali ada ketentuan lainnya dalam protokol di
Tabel 2, 3, atau 4 (mis., produk susu mentah atau ketika memakai sampel lingkungan yang menggunakan 10 pL
penyangga penetral).

|

DOV000

O

5. Ulangi langkah 4.4 sampai 4.6 hingga setiap sampel telah ditambahkan ke dalam tabung Larutan Lisis Neogen yang
sesuai dalam strip.

6. Setelah selesai memindahkan semua sampel, pindahkan 20 uL NC (media pengayaan steril, mis., Larutan/Media Cair
Demi-Fraser) ke dalam tabung Larutan Lisis Neogen. Jangan gunakan air sebagai NC.

7. Pastikan bahwa suhu Sisipan Blok Pemanas Deteksi Molekuler Neogen berada pada 100 + 1°C.

11
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8. Letakkan rak tabung Larutan Lisis Neogen yang tidak tertutup di dalam Sisipan Blok Pemanas Deteksi Molekuler Neogen
lalu panaskan selama 15 = 1 menit. Selama pemanasan, Larutan Lisis Neogen akan berubah dari merah muda (dingin)
menjadi kuning (panas).

8.1 Sampel yang belum dipanaskan dengan benar selama tahap pengujian lisis dapat dianggap sebagai potensi bahaya
biologis dan TIDAK BOLEH dimasukkan ke dalam Instrumen Deteksi Molekuler Neogen.

9. Keluarkan rak tidak tertutup berisi tabung Larutan Lisis Neogen dari blok pemanasan dan biarkan hingga dingin
dalam Sisipan Blok Pendingin Deteksi Molekuler Neogen selama 5 sampai 10 menit. Sisipan Blok Pendingin
Deteksi Molekuler Neogen yang digunakan pada suhu ruangan harus diletakkan langsung di meja laboratorium. Ketika
dingin, larutan lisis akan kembali berwarna merah muda.

10.Keluarkan rak tabung Larutan Lisis Neogen dari Sisipan Blok Pendingin Deteksi Molekuler Neogen.

20-25°C

=

Amplifikasi
1. Satu Tabung Reagen Neogen Deteksi Molekuler untuk Pengujian Listeria 2 diperlukan untuk setiap sampel dan NC.

1.1 Setrip tabung reagen dapat dipotong sesuai jumlah tabung yang diinginkan. Pilih jumlah Tabung Reagen
Neogen Deteksi Molekuler untuk Pengujian Listeria 2 atau setrip 8 tabung yang dibutuhkan.

1.2 Letakkan Tabung Reagen Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria 2 di rak yang kosong.
1.3 Jangan sampai mengguncang pelet reagen di bagian bawah tabung.
2. Pilih satu tabung Kontrol Reagen (RC) Neogen lalu letakkan di rak.

3. Untuk menghindari kontaminasi silang, buka tutup satu setrip Tabung Reagen Deteksi Molekuler Neogen untuk
Pengujian Listeria 2 satu demi satu dan gunakan ujung pipet baru untuk setiap tahap pemindahan.

4. Pindahkan lisat ke Tabung Reagen Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria 2 dan tabung Kontrol Reagen
Neogen sebagaimana dijelaskan di bawah ini:

Pindahkan setiap sampel lisat ke setiap Tabung Reagen Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria 2 terlebih
dahulu, diikuti dengan NC. Hidrasi tabung RC terakhir.

5. Gunakan Alat Penutup/Pembuka Deteksi Molekuler Neogen® - Reagen untuk membuka tabung Reagen
Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria 2 setrip demi setrip. Buang penutup.

5.1 Pindahkan 20 puL sampel lisat dari 1/2 bagian atas cairan (hindari pengendapan) dalam tabung Larutan
Lisis Neogen ke dalam Tabung Reagen Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria 2 yang terkait.
Semprotkan dengan kemiringan tertentu sehingga tidak mengganggu pelet. Campurkan dengan cara
menyedot dan menyemprotkan perlahan-lahan sebanyak 5 kali.

5.2 Ulangi langkah 5.1 sampai setiap sampel lisat telah ditambahkan ke Tabung Reagen Deteksi Molekuler Neogen
untuk Pengujian Listeria 2 dalam setrip.

5.3 Tutup Tabung Reagen Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria 2 dengan tutup tambahan yang tersedia
dan gunakan sisi bulat pada Alat Penutup/Pembuka Deteksi Molekuler Neogen - Reagen untuk memberikan
tekanan dengan bergerak maju-mundur guna memastikan bahwa tutup sudah terpasang rapat.

5.4 Ulangi langkah 5.1 dan 5.3 sesuai kebutuhan, sesuai jumlah sampel yang akan diuji.

5.5 Setelah semua sampel lisat dipindahkan, ulangi langkah 5.1 sampai 5.3 untuk memindahkan 20 pL lisat NC ke
dalam Tabung Reagen Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria 2.

5.6 Pindahkan 20 pL lisat NC ke dalam tabung Kontrol Reagen Neogen. Semprotkan dengan kemiringan tertentu
sehingga tidak mengganggu pelet. Campurkan dengan cara menyedot dan menyemprotkan perlahan-lahan
sebanyak 5 kali.
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6. Masukkan tabung tertutup ke dalam Baki Pemuat Kecepatan Deteksi Molekuler Neogen yang bersih dan yang telah
didekontaminasi. Tutup dan segel tutup Baki Pemuat Kecepatan Deteksi Molekuler Neogen.

20 L

7. Periksa dan konfirmasi proses yang telah dikonfigurasi di Perangkat Lunak Sistem Deteksi Molekuler Neogen.

8. Klik tombol Start di perangkat lunak dan pilih instrumen yang akan digunakan. Tutup instrumen yang dipilih akan
membuka secara otomatis.

9. Masukkan Baki Pemuat Kecepatan Deteksi Molekuler Neogen ke Instrumen Deteksi Molekuler Neogen dan tutup
dengan rapat untuk memulai pengujian. Hasilnya akan ditampilkan setelah 75 menit, meskipun hasil positif dapat
terdeteksi lebih cepat.

10.Setelah pengujian selesai, keluarkan Baki Pemuat Kecepatan Deteksi Molekuler Neogen dari Instrumen
Deteksi Molekuler Neogen dan buang tabung dengan merendamnya ke dalam larutan pemutih rumah tangga
1-5% (v:v dalam air) atau larutan sejenisnya selama 1 jam dan jauhkan dari area persiapan pengujian.

PERHATIAN: Untuk meminimalkan risiko munculnya hasil positif palsu karena kontaminasi silang, jangan membuka
Tabung Reagen Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria 2 yang berisi DNA hasil amplifikasi. Ini termasuk
Tabung Reagen Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria 2, tabung Kontrol Reagen Neogen, dan tabung
Kontrol Matriks Deteksi Molekuler Neogen. Buang tabung reagen yang tersegel dengan merendamnya ke dalam
larutan pemutih rumah tangga 1-5% (v:v dalam air) atau larutan sejenisnya selama 1 jam dan jauhkan dari tempat
persiapan pengujian.

Hasil dan Interpretasi

Terdapat suatu algoritme yang menginterpretasikan kurva keluaran cahaya yang dihasilkan dari deteksi amplifikasi asam
nukleat. Hasil dianalisis secara otomatis oleh perangkat lunak dan diberi kode warna berdasarkan hasil tersebut. Hasil yang
Positif atau Negatif ditentukan dari analisis sejumlah parameter kurva khusus. Hasil yang dianggap positif dilaporkan secara
aktual sedangkan hasil Negatif dan Perlu Pemeriksaan akan ditampilkan setelah pengujian selesai.

Sampel yang dianggap positif harus dikonfirmasi sesuai dengan standar prosedur pengoperasian laboratorium atau
dengan mematuhi konfirmasi metode rujukan yang sesuai’->%, dimulai dengan pemindahan dari pengayaan primer ke
larutan/media cair pengayaan sekunder (jika tersedia), dilanjutkan dengan pengusapan dan konfirmasi isolat menggunakan
metode biokimia dan serologi yang sesuai.

CATATAN: Sampel yang negatif tidak akan memberikan hasil pembacaan nihil karena sistem dan reagen amplifikasi
Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria 2 memiliki pembacaan unit cahaya relatif (RLU) “latar belakang”.

Meskipun jarang terjadi, jika output cahaya tidak normal, algoritme akan memberi label “Perlu Pemeriksaan”.

Neogen menyarankan pengguna mengulang pengujian untuk sampel yang berstatus Perlu Pemeriksaan. Jika hasil tetap
menunjukkan label Perlu Pemeriksaan, lanjutkan ke pengujian konfirmasi menggunakan metode yang Anda pilih atau
sebagaimana ditentukan oleh peraturan setempat.
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Tabel 5: Simbol hasil untuk sampel dan interpretasi sebagaimana disediakan oleh Perangkat Lunak Sistem
Deteksi Molekuler Neogen.

Jenis Bagus | Simbol Hasil Bagus Hasil Interpretasi
Sampel ‘ Positif Sampel dianggap positif mengandung patogen target.
. Sampel negatif mengandung patogen target.
Sampel ‘ Negatif

Matriks sampel menghambat pengujian. Mungkin diperlukan
Sampel @ Dihambat | pengujian ulang. Lihat bagian pemecahan masalah dan Petunjuk
Produk kit pengujian untuk informasi selengkapnya.

Ada atau tidaknya patogen target tidak dapat ditentukan.
@ Perlu Mungkin diperlukan pengujian ulang. Lihat bagian

Pemeriksaan | pemecahan masalah dan Petunjuk Produk kit pengujian untuk
informasi selengkapnya.

Sampel

Tidak ada bioluminesensi yang terdeteksi. Mungkin diperlukan
Sampel @ Kesalahan | pengujian ulang. Lihat bagian pemecahan masalah dan Petunjuk
Produk kit pengujian untuk informasi selengkapnya.

Konfirmasi Hasil Sesuai dengan Metode Bersertifikasi NF VALIDATION
Dalam konteks NF VALIDATION, semua sampel yang dinyatakan positif oleh Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian
Listeria 2 harus dikonfirmasi menggunakan salah satu dari tes berikut:

Opsi 1: Menggunakan standar ISO 11290-1® yang dimulai dari pengayaan Demi-Fraser.
Opsi 2: Mengisolasi agar PALCAM atau agar kromogenik yang membentuk bagian dari metode bersertifikat NF
VALIDATION untuk pendeteksian genus Listeria. Kehadiran koloni khas cukup untuk memastikan keberadaan Listeria spp.

Opsi 3: Menggunakan probe asam nukleat sebagaimana dijelaskan dalam standar ISO 7218® yang dilakukan ke koloni
terisolasi dari agar tertentu (lihat Opsi 1 atau 2).

Opsi 4: Menggunakan metode bersertifikasi NF VALIDATION lainnya, yang prinsipnya harus berbeda dari
Deteksi Molekuler Neogen untuk Pengujian Listeria 2. Protokol lengkap yang dijelaskan untuk metode tervalidasi kedua
harus dipakai. Semua langkah sebelum konfirmasi dimulai harus sama pada kedua metode.

Dalam hal terjadi hasil yang tidak sesuai (dianggap positif dengan Deteksi Molekuler Neogen untuk Penguijian Listeria 2,
yang tidak dikonfirmasi oleh salah satu cara yang diuraikan di atas) laboratorium harus mengikuti langkah-langkah yang
diperlukan untuk memastikan keabsahan hasil yang diperoleh.

Apabila Anda memiliki pertanyaan yang spesifik tentang penerapan atau prosedur, silakan kunjungi situs web kami di
www.neogen.com atau hubungi perwakilan atau distributor Neogen setempat.

Apendiks A. Interupsi Protokol: Penyimpanan dan pengujian ulang lisat yang dipanaskan. Penyimpanan lisat pada suhu
2 hingga 8°C selama 72 jam tidak berlaku untuk sampel produk susu dan lingkungan.

1. Untuk menyimpan lisat yang dipanaskan, tutup kembali tabung lisis dengan penutup bersih (lihat bagian “Lisis” 4.5)
Simpan pada suhu 2 hingga 8°C sampai 72 jam.
Siapkan sampel yang disimpan untuk amplifikasi dengan membalik 2-3 kali agar tercampur.

Lepas penutup tabung.

o s oD

Letakkan tabung lisat campuran pada Sisipan Blok Pemanas Deteksi Molekuler Neogen dan panaskan pada suhu
100 = 1°C selama 5 = 1 menit.

6. Keluarkan rak berisi tabung Larutan Lisis Neogen dari blok pemanasan dan biarkan hingga dingin dalam Sisipan Blok
Pendingin Deteksi Molekuler Neogen selama 5 sampai 10 menit.

7. Lanjutkan protokol pada bagian “Amplifikasi” yang dijelaskan di atas.
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1. US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual. Chapter 10: Detection of Listeria monocytogenes
in foods and environmental samples, and enumeration of Listeria monocytogenes in foods. October 31,2017.

Referensi:

2. US Department of Agriculture (USDA) FSIS Microbiology Laboratory Guidebook 8.11. Isolation and identification of
Listeria monocytogenes from red meat, poultry, ready-to-eat siluriformes (fish) and egg products, and environmental
samples. January 2,2019.

3. NFEN ISO 11290-1. Microbiology of the food chain — Horizontal method for the detection and enumeration of Listeria
monocytogenes and of Listeria spp. — Part 1: Detection method.

4. NF EN ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.

5. NF EN ISO 7218. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General requirements and guidance for
microbiological examinations.

6. Neogen Installation Qualification (IQ) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for Neogen Molecular
Detection System.

7. NF EN ISO 18593. Microbiology of the food chain — Horizontal methods for surface sampling.

8. NF EN ISO 16140-2 Microbiology of the food chain — Method validation — Part 2: Protocol for the validation of
alternative (proprietary) methods against a reference method.

9. NF EN ISO 6887. Microbiology of the food chain — Preparation of test samples, initial suspension and decimal dilutions
for microbiological examination.

Penjelasan Simbol Label Produk
info.neogen.com/symbols
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