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X NEOGEN

Product Instructions

Molecular Detection Assay 2 - Cronobacter

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

The Neogen Molecular Detection Assay uses 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‘2,

The Neogen Molecular Detection Assay 2 - Cronobacter 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 pharmaceutical, cosmetics, clinical or
veterinary samples. The Neogen Molecular Detection Assay 2 - Cronobacter has not been evaluated with all possible
food products, food processes, 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 including homogenization and mixing, 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 - Cronobacter with Buffered Peptone Water (ISO)
enrichment medium.

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 - Cronobacter test kit contains 96 tests, described in Table 1.

Table 1. Neogen Molecular Detection Assay Kit Components

Item Identification Quantity Contents Comments
Racked and

Pink solution in clear

Neogen® Lysis Solution (LS) 96 (12 strips of 8 tubes) | 580 pL of LS per tube

tubes ready to use
Neogen® Molecular Lyophilized specific
Detection Assay 2 Orange-red tubes 96 (12 strips of 8 tubes) | amplification and Ready to use
-Cronobacter Reagent Tubes detection mix
Extra caps Orange-red caps 96 (12 strips of 8 caps) Ready to use

Lyophilized control
DNA, amplification Ready to use
and detection mix

Neogen® Reagent Control
(RC)

16 (2 pouches of 8

Clear flip-top tubes | i/ jual tubes)

The Negative Control, not provided in the kit, is sterile enrichment medium, e.g., BPW ISO. 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 - Cronobacter. Retain the safety instructions for future reference.

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

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

Use the Neogen Molecular Detection Assay 2 - Cronobacter with food and food process environmental samples that

have been validated internally or by a third party.

e Use the Neogen Molecular Detection Assay 2 - Cronobacter only with 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 Handling products which include Neutralizing

Buffer with aryl sulfonate complex: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL10NB2G, HS10NB, HS10NB2G and

HS2410NB2G. This protocol has not been tested during the NF Validation study.

To reduce the risks associated with exposure to chemicals and biohazards:

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.

Avoid contact with the contents of the enrichment media and reagent tubes after amplification.

Dispose of enriched samples and associated contaminated waste according to current local/regional/national/
industry standards.

Do not exceed the recommended temperature setting on heater.

Do not exceed the recommended heating time.

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.

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 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.

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 are recommended.

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.

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 tubes post amplification.
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e Always dispose of the contaminated tubes by soaking in a 1-5% (v:v in water) household bleach solution for 1 hour
and away from the assay preparation area.
Never autoclave reagent tubes post amplification.
If samples are suspected to contain high levels of Cronobacter DNA (e.g., DNA from non-viable Cronobacter cells
that have been subjected to a kill / inactivation step), presumptive positive enrichments should be treated with
DNase before the Lysis step. Contact your Neogen Representative for additional instructions. This protocol has not
been tested during the NF Validation study.

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 including homogenization and mixing, 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 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 - Cronobacter 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.

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 - Cronobacter 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 - Cronobacter 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 - Cronobacter 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.
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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®” 2018.01 and Performance Tested™
Certificate number 101703

Table 4 for enrichment protocols according to NF VALIDATION certificate 3M 01/20-03/18

Sample Enrichment
Tables 2, 3, or 4 present guidance for enrichment protocols for food and environmental samples.

It is the user’s responsibility to validate alternate sampling or enrichment protocols or dilution ratios to ensure this test
method meets the user’s criteria.

Foods, Environmental Powders, Dusts, Sweepings and Sponges
1. Equilibrate the enrichment medium to ambient temperature (20-25°C) unless otherwise noted in the enrichment
protocol (See Table 2, 3 or 4).

2. Aseptically combine the enrichment medium and sample and homogenize thoroughly by blending, stomaching,
vortexing or hand mixing for 2 = 0.2 minutes or until all lumps are completely dissolved and the enrichment
suspension is homogeneous®,

a. Factors such as sample preparation including homogenization and mixing, handling, and laboratory technique
may influence results.

b. For highly particulate samples, the use of filter bags is recommended.

c. For matrices which swell in water and are highly viscous (e.g., cereals, starches), it is suggested to make further
dilutions (> 1:10) until viscosity is suitably reduced or add sterile 1% (w/v) alpha-amylase to BPW (ISO)®.

d. Forlarge sample sizes of cereals, add the powdered cereal slowly to the liquid with frequent mixing to avoid
clumps.

3. Incubate as outlined in the appropriate protocol table (See Table 2, 3, or 4).

Table 2. General Enrichment Protocols

. Sample | Enrichment Broth R Enrichment Samplfa
Sample Matrix Size' Volume™2 Temperature Time (hours) Analysis
(x1°C) Volume
Powdered infant formula (PIF) and raw
materials such as dry milk powdgr, soy 1X gram | 9X mL BPW (ISO) 37 18-24 20 L.
powder, whey powder, lactose, rice sample (1:10)
flour, and maltodextrin
Raw materials such as salts, minerals,
amino acids, DHA (docosahexaenoic 1Xgram | 99X mL BPW (IS0) 37 18-24 20 uL
. N sample (1:100)
acid) and vitamins
Dry enV|ronr.nentaI samples such'as 1X gram | 9X mL BPW (ISO) 37 18-24 20 L.
dust, sweepings, vacuum collection sample (1:10)
Environmental sponge with 10 mL 1 sampling [ 90 mL BPW (ISO) i
Letheen Broth or D/E Neutralizing Broth device (1:10) el 18-24 20uL

1. Neogen has evaluated the Neogen Molecular Detection Assay 2 - Cronobacter using the dilution ratios in Table 2 up
to 300g. It is the user’s responsibility to validate alternate dilution ratios or protocols to ensure the method meets the
user’s criteria.

2. Use pre-warmed BPW (ISO) if enrichment broth volume is > 300 mL (e.g., sample is > 30 grams).
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Specific Instructions for Validated Methods
AOAC® Official Method of Analysis$™ (OMA) 2018.01
AOAC® Performance Tested™ (PTM) Certificate #101703

5 PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 101703

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

Table 3. Enrichment protocols according to AOAC® OMAS™ 2018.01 and PTMS¥ 101703

. Sample | Enrichment Broth e Enrichment Sampl.e
Sample Matrix Size Volume" Temperature re(Gens) Analysis
(£ 1°C) Volume
Powdered Infant Formula and 90 mL BPW (ISO)
Powdered Infant Cereal 109 (1:10) el 18-24 20uL
Powdered Infant Cereal non-probiotic 300g 2700 mL BPW Pre-Warmed 37 18-24 20 uL
(1SO) (1:10)
2700 mL BPW
Powdered Infant Formula and
Powdered Infant Cereal with probiotics 300g (180) +10 mg/L Pre-Warmed 37 22-24 20 L
Vancomycin
Lactose 10g | 20mLBPW(SO) 37 18-24 20 L
(1:10)
. . 1
EnV|ron‘m‘entaI sponge with 10 mL D/E sampling 90 mL BPW (ISO) 37 18-24 20 L.
Neutralizing Broth device (1:10)

1. Use pre-warmed BPW (ISO) if enrichment broth volume is > 300 mL.

NF VALIDATION by AFNOR Certification
SUEICERN

NF
VALIDATION

EN ISO 16140

3M 01/20-03/18
ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http://nf-validation.afnor.org/en
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 ISO 16140-2® in comparison to 1SO 22964.

Scope of the validation: Powdered infant formula and infant cereals with and without probiotics, raw materials and
environmental samples.

Sample preparation: Samples should be prepared according to EN ISO 22694® and EN 1SO 68879,

Software version: See certificate.
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Table 4. Enrichment Protocols According to NF VALIDATION Certified Method 3M 01/20-03/18

Enrichment | Enrichment | Enrichment [ Sample Recommended
Sample Matrix Sample Size Broth Temperature Time Analysis Tovie e B 2
Volume' (x 1°C) (hours) Volume
e Powdered infant
formula
e Powdered infant
cereals
y Ingreo:llents such as Enrichment broth or
dry milk powder, soy sample lysate can
powder, whey powder, 10g be stored at 2-8°C
lactose, rice flour,
maltodextrin 90 mL BPW 37 18-24 20 pL for up to 72 hours
e Dry environmental (1S0) (1:10)
samples such as dust,
sweepings, vacuum
collection,
1 sampling Enrichment broth or
e Sponge, rinse water, device or sample lysate can
wipes 10 mL be stored at 2-8°C
for up to 72 hours
Powdered infant formula BPW (ISO) E:;:ﬁggﬁ;:;::g;:r
and powdered infant cereal [ 30-300 g (1:10) 37 18-24 20 uL be stored at 2-8°C
(non-probiotic) . for up to 72 hours
Powdered infant cereal and Eivgr(rizc/)li
powdered infant formula 30-300 g . 37 22-24 20 yL None
. . - vancomycin
(including probiotic) (1:10)

1. Use pre-warmed BPW (ISO) if enrichment broth volume is > 300 mL (e.g., sample is > 30 grams).

2. After removing the enrichment broth from storage, resume testing from Step 1 in the Lysis section. After removing
the sample lysate from storage, resume testing from Step 7 in the Lysis section.

3. Referto Appendix A for re-testing of stored heat-treated lysates.

Preparation of the Neogen® Molecular Detection Speed Loader Tray
1. Wet a cloth or disposable towel with a 1-5% (v:v in water) household bleach 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 Insert directly on the laboratory bench: The Neogen Molecular
Detection Chill Block Tray is not used. Use the 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,
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.
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Preparation of the Neogen® Molecular Detection Instrument

1. Launch the Neogen® Molecular Detection 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 before placing in in the Neogen Molecular
Detection Heat Block Insert.

1. Allow the Neogen Lysis Solution tubes to warm up by setting the rack at ambient temperature (20-25°C) overnight
(16-18 hours). Alternatives to equilibrate the Neogen Lysis Solution tubes to ambient temperature are to set the
Neogen Lysis Solution tubes on the laboratory bench for at least 2 hours, incubate the Neogen Lysis Solution tubes
in a 37 £ 1°C incubator for 1 hour or place them in a dry double block heater for 30 seconds at 100 + 1°C.

Invert the capped tubes to mix. Proceed to next step within 4 hours after inverting.
Remove the enrichment broth from the incubator.
One Neogen Lysis Solution tube is required for each sample and the NC sample (sterile enrichment medium).

4.1 Neogen Lysis Solution tube strips can be cut to desired 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 tubes 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 Agitate the enrichment bag before collecting the sample from the filtered side when working with viscous
samples.

4.7 Transfer 20 pL of sample into a Neogen Lysis Solution tube unless otherwise indicated in the protocol table.

5. Repeat step 4.4 to 4.7 until each individual sample has been added to a corresponding Neogen Lysis Solution tube in
the strip.
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When all samples have been transferred, transfer 20 pL of NC (sterile enrichment medium e.g. BPW) into 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).

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.

Remove the uncovered rack of Neogen Lysis Solution tubes from the Neogen Molecular Detection Heat 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 without the Neogen® Molecular Detection Chill Block
Tray, should sit directly on the laboratory bench. When cool, the Neogen 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

il i

Amplification

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

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

1.2 Place Neogen Molecular Detection Assay 2 - Cronobacter Reagent Tubes in an empty rack.
1.3 Avoid disturbing the reagent pellets from the bottom of the tubes.
Select one Neogen Reagent Control Tube and place in rack.

To avoid cross-contamination, decap one Neogen Molecular Detection Assay 2 - Cronobacter Reagent Tube strip at
a time and use a new pipette tip for each transfer step.

Transfer each lysate to Neogen Molecular Detection Assay 2 - Cronobacter Reagent Tube and Neogen Reagent
Control Tube as described below:

Transfer each sample lysate into individual Neogen Molecular Detection Assay 2- Cronobacter Reagent Tube first
followed by the NC. Hydrate the Neogen Reagent Control Tube last.

Use the Neogen® Molecular Detection Cap/Decap Tool-Reagent to decap the Neogen Molecular Detection Assay
2 - Cronobacter 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 - Cronobacter 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 - Cronobacter Reagent Tube in the strip.
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5.3 Cover the Neogen Molecular Detection Assay 2 - Cronobacter 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 to 5.3 as needed, for the number of samples to be tested.

5.5 When all sample lysates have been transferred, repeat 5.1 to 5.3 to transfer 20 pL of NC lysate into a Neogen
Molecular Detection Assay 2 - Cronobacter Reagent Tube.

5.6 Transfer 20 uL 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.

Review and confirm the configured run in the Neogen Molecular Detection 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 60 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 for 1
hour and away from the assay preparation area.

NOTICE: To minimize the risk of false positives due to cross-contamination, never open reagent tubes containing
amplified DNA. This includes Neogen Molecular Detection Assay 2 - Cronobacter Reagent, Neogen Reagent Control,
and Neogen Matrix Control Tubes. Always dispose of sealed reagent tubes by soaking in a 1-5% (v:v in water)
household bleach 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.

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

Confirmation
e Confirmation of results according to the NF Validation Certified Method

In the context of the NF VALIDATION, all presumptive positive enrichments should be confirmed by following reference
method confirmation®, beginning with transfer from the primary enrichment (BPW ISO or BPW ISO supplemented with
10 mg/L of vancomycin).

e Other confirmation protocol

Presumptive positive enrichments should be confirmed per the laboratory standard operating procedures or by
following the appropriate reference method confirmation?, beginning with transfer from the primary enrichment (BPW
ISO or BPW ISO supplemented with 10 mg/L of vancomycin) to a secondary enrichment media, followed by subsequent
plating and confirmation of isolates using appropriate biochemical, serological and/or molecular methods.

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-2,
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In the event of discordant results (presumptive positive with the Neogen Molecular Detection Assay 2 - Cronobacter,
non-confirmed by one of the means described above), the laboratory should follow their established standard operating
procedures to report their results.

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
To store a heat-treated lysate, re-cap the lysis tube with a clean cap (see Lysis section 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.

2B o

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 (BAM) Ch. 29; MAR 2012

2. 1SO 22964:2017 Microbiology of the food chain -- Horizontal method for the detection of Cronobacter spp.

3. U.S. Food and Drug Administration. Code of Federal Regulations, Title 21, Part 58. Good Laboratory Practice for
Nonclinical Laboratory Studies.

4. ISO/IEC 17025:2017. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.

5. 1SO 7218:2007/Amd. 1:2013. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General requirements and guidance
for microbiological examination.

6. Installation Qualification (IQ)/Operational Qualification (OQ) Neogen® Molecular Detection System. Contact your
Neogen Food Safety representative to obtain a copy of this document.

7. 1SO 6887-5:2010. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial suspension
and decimal dilutions for microbiological examination-- Part 5: Specific rules for the preparation of milk and milk
products.

8. 1SO 6887-4:2017. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial suspension
and decimal dilutions for microbiological examination -- Part 4: Specific rules for the preparation of miscellaneous
products.

9. 1SO 16140-2:2016. Microbiology of the food chain — Method validation — Part 2: Protocol for the validation of
alternative (proprietary) methods against a reference method.

Refer to the current versions of the standard methods listed above.

Explanation of Symbols
info.neogen.com/symbols
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X NEOGEN

Instructions relatives au produit

Kit de détection moléculaire version 2 — Cronobacter

Description et utilisation du produit

Le Neogen® kit de détection moléculaire version 2 - Cronobacter est utilisé avec le systéme de détection moléculaire
Neogen® pour une détection rapide et précise des Cronobacter dans les prélévements environnementaux d’aliments
supplémentés et d’aliments transformés.

Le Neogen Kit de détection moléculaire utilise 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 ’essai. Les résultats présumés
positifs doivent étre confirmés par les méthodes usuelles ou en fonction des méthodes spécifiques répondant aux
normes locales('-?.,

Le Neogen Kit de détection moléculaire version 2 - Cronobacter 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 documenté ce produit dans le cadre de tests sur
des échantillons de produits pharmaceutiques, cosmétiques, cliniques ou vétérinaires. Le Neogen Kit de détection
moléculaire version 2 - Cronobacter n’a pas été évalué en utilisant tous les produits et processus de transformation
alimentaire, tous les protocoles de test ou toutes les souches bactériennes 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, notamment ’homogénéisation et le mélange, la manipulation et les techniques de laboratoires peuvent
également influencer les résultats. Neogen recommande d’évaluer la méthode, notamment le milieu d’enrichissement,
dans I’environnement de I'utilisateur a I’laide d’un nombre d’échantillons suffisant et avec des épreuves alimentaires et
microbiennes et/ou des prélévements environnementaux déterminés pour répondre aux critéres de I'utilisateur.

Neogen a évalué le Neogen Kit de détection moléculaire version 2 - Cronobacter avec un milieu d’enrichissement Eau
peptonée tamponnée ISO.

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.

La conception et la fabrication Neogen Sécurité Alimentaire sont certifiées ISO (International Organization for
Standardization) 9001.

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

Tableau 1. Composants du Neogen Kit de détection moléculaire

Elément Identification | Quantité Contenu Commentaires
Solution rose Placé sur
Solution de lyse (LS) Neogen® en tubes 96 (12 barrettes de 580 pl de LS par portoir et prét
8 tubes) tube s .
transparents a l’emploi

Tubes de réactif du Neogen® Kit de Mélange spécifique

détection moléculaire version 2 - Tubes ’rouge 96 (12 barrettes de I}/ophl!|§e pour Préts a 'emploi
orangé 8 tubes) I’amplification et la
Cronobacter ; .
détection
Bouchons 96 (12 barrettes de

Bouchons supplémentaires Préts a 'emploi

rouge orangé | 8 bouchons)

Tubes ADN témoin
Contrdle de réactif Neogen® (RC) | « Flip-Top » .16 .(2. poches de 8 tubes Iyophl’hse, r-nfalan.ge Préts a 'emploi
individuels) pour 'amplification
transparents

et la détection
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Le témoin négatif, non fourni dans le kit, est un milieu d’enrichissement stérile, par exemple EPT ISO. Ne pas utiliser
d’eau comme témoin négatif.

Consignes de 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 Neogen Kit de détection moléculaire version 2 - Cronobacter.
Conserver ces consignes de sécurité pour s'y référer ultérieurement.

AAVERTISSEMENT : Indique une situation dangereuse qui, si elle n’est pas évitée, pourrait entrainer un décés, des
blessures graves et/ou des dommages matériels.

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

A AVERTISSEMENT

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

Lutilisateur doit former son personnel de maniére appropriée aux techniques d’analyse actuelles : par exemple, les
bonnes pratiques de laboratoire®, les normes ISO/IEC 17025® ou 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 Neogen Kit de détection moléculaire version 2 - Cronobacter conformément aux indications sur
I’emballage et aux instructions relatives au produit.

Toujours utiliser le Neogen Kit de détection moléculaire version 2 - Cronobacter avant la date de péremption.
Utiliser le Neogen Kit de détection moléculaire version 2 - Cronobacter avec les échantillons environnementaux
d’aliments et d’aliments transformés qui ont été validés en interne ou par une tierce partie.

e N'utiliser le Neogen Kit de détection moléculaire version 2 - Cronobacter qu’avec des surfaces, des désinfectants,
des protocoles et des souches bactériennes validés en interne ou par une tierce partie.

e En cas d’échantillon environnemental contenant un tampon neutralisant avec un composé d’aryle sulfonate, diluer
Péchantillon dans un bouillon d’enrichissement stérile 1:2 avant I’'analyse (1 volume d’échantillon pour 1 volume
de bouillon). Une autre option consiste a transférer 10 pl de I’'enrichissement TN dans les tubes de solution de lyse
Neogen. Produits pour la manipulation des échantillons Neogen® comprenant un tampon neutralisant contenant
une composition d’aryle sulfonate : RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL10NB2G, HS10NB, HS10NB2G et
HS2410NB2G. Ce protocole n’a pas été testé dans le cadre de I’étude NF Validation.

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

e 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.

e 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 aprés I’amplification.
Eliminer les échantillons enrichis et les déchets contaminés associés conformément aux normes locales/régionales/
nationales/du secteur actuelles.
Ne pas dépasser le paramétre de température recommandé sur le dispositif de chauffe.
Ne pas dépasser le temps de chauffe recommandé.
Utiliser un thermometre étalonné adapté pour vérifier la température du support de bloc chauffant pour systeme
de détection moléculaire Neogen® (p. ex. thermomeétre & immersion partielle ou thermométre a thermocouple
numérique et non un thermométre a immersion totale). Le thermomeétre doit étre placé a I’endroit indiqué du support
de bloc chauffant pour systéme de détection moléculaire Neogen.

Afin de réduire les risques associés a la contamination croisée lors de la préparation de I’essai :
e Toujours porter des gants (afin de protéger I'utilisateur et de prévenir I'introduction de nucléases).

Afin de réduire les risques associés a I’exposition a des liquides trés chauds :
e Ne pas dépasser le parameétre de température recommandé sur le dispositif de chauffe.
e Ne pas dépasser le temps de chauffe recommandé.
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e Utiliser un thermométre étalonné adapté pour vérifier la température du support de bloc chauffant pour systeme
de détection moléculaire Neogen® (p. ex. thermomeétre & immersion partielle ou thermométre a thermocouple
numérique et non un thermométre & immersion totale). Le thermométre doit étre placé a I’endroit indiqué du support
de bloc chauffant pour systéeme de détection moléculaire Neogen.

REMARQUE

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

Changer de gants avant I’hydratation des pastilles réactives.

Utiliser de préférence des pipettes de qualité biologie moléculaire, stériles et munies d’embouts a filtre.

Utiliser une nouvelle 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 de 1-5 % d’eau de Javel (v:v dans de I’eau) ou avec une solution pour I’élimination
de PADN.

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

e Ne jamais ouvrir les tubes aprés amplification.

e Toujours éliminer les tubes contaminés en les faisant tremper dans une solution d’eau de Javel concentrée 2 1-5%
(v:v dans I’eau) pendant une 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.
Si des niveaux élevés d’ADN de Cronobacter (p. ex., ADN de cellules de Cronobacter non viables ayant fait I'objet
d’une étape de destruction/d’inactivation) sont suspectés dans les échantillons, les enrichissements présumés
positifs doivent étre traités par DNase avant I’étape de Lyse. Pour en savoir plus, contacter un représentant Neogen.
Ce protocole n’a pas été testé dans le cadre de I’étude NF Validation.

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.nheogen.com ou contacter le représentant ou distributeur Neogen local.

Responsabilité de l'utilisateur
Il incombe aux utilisateurs de connaitre les instructions et les informations relatives au produit. Rendez-vous sur notre site
www.neogen.com, ou contactez 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 de test, la préparation des échantillons, notamment ’homogénéisation et le mélange,
la manipulation et les techniques de laboratoires peuvent influencer les résultats.

Il incombe a l'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.

Il incombe également a I'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, Neogen a élaboré le kit de contréle de
matrice pour systéme de détection moléculaire Neogen®. Lorsque cela est nécessaire, utiliser le Contrdle de matrice
(MC) pour déterminer si la matrice peut avoir un impact sur les résultats du Neogen Kit de détection moléculaire version
2 - Cronobacter. Tester plusieurs échantillons représentatifs de la matrice, c.-a-d. des échantillons d’origines différentes,
au cours de toute période de validation lors de ’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 intrinseques, telles que la
composition et le processus. Les différences entre les matrices peuvent étre aussi simples que les effets causés par leurs
différences de processus ou de présentation, par exemple, cru/pasteurisé, frais/sec, etc.
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Limitation de garantie/limites de recours

SAUF S| 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 POUR 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.

Conservation et élimination des déchets

Conserver le Neogen Kit de détection moléculaire version 2 - Cronobacter 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.

Ne pas utiliser le Neogen Kit de détection moléculaire version 2 - Cronobacter apres la date de péremption. La date de
péremption et le numéro de lot sont inscrits sur I’étiquette a I’extérieur de la boite. Aprés utilisation, il est possible que
les tubes de milieu d’enrichissement et du Neogen Kit de détection moléculaire version 2 - Cronobacter 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 réguliérement les plans de travail et le matériel du laboratoire (pipettes, outils d’ouverture/de fermeture,
etc.) avec une solution de 1-5 % d’eau de Javel (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 systéeme 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 systéme 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 PAOAC® Official Method of Analysis®™ 2018.01 et le
Performance Tested®" Certificate n°® 101703

Voir le tableau 4 pour les protocoles d’enrichissement selon la méthode de certification NF VALIDATION 3M 01/20-03/18

Enrichissement de I’échantillon
Les tableaux 2, 3 et 4 fournissent des indications pour les protocoles d’enrichissement des échantillons alimentaires et
environnementaux.

Il incombe a I'utilisateur de valider des protocoles d’échantillonnage/d’enrichissement ou des proportions de dilution
différents pour garantir que cette méthode d’analyse est conforme a ses critéres.

Aliments, poudres environnementales, poussiéres, balayures et éponges
1. Equilibrer le milieu d’enrichissement & une température (20-25 °C), sauf mention contraire dans le protocole
d’enrichissement (voir les tableaux 2, 3 et 4).

2. Meélanger de maniére aseptique le milieu d’enrichissement et I’échantillon et homogénéiser soigneusement par
mélange, par digestion, en secouant ou a la main pendant 2 * 0,2 minutes ou jusqu’a dissolution compléte des
particules et jusqu’a ce que la suspension de I’enrichissement soit homogéne®,

a. Des facteurs tels que la préparation des échantillons, notamment I’homogénéisation et le mélange, la
manipulation et les techniques de laboratoires peuvent influencer les résultats.

b. Pour les échantillons a forte teneur en particules, il est recommandé d’utiliser des sacs avec filtre.
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c. Pour les matrices qui gonflent au contact de I’'eau et qui sont trés visqueuses (p. ex., céréales, amidons), il est
recommandé de réaliser une dilution supplémentaire (> 1:10) jusqu’a ce que la viscosité soit réduite de maniére
appropriée ou d’ajouter de I'alpha-amylase 1 % (p/v) stérile 8 EPT (1SO)®.

d. Pour les échantillons de céréales de grande taille, ajouter lentement les céréales en poudre au liquide en
mélangeant régulierement pour éviter la création d’amas particulaires.

3. Incuber comme indiqué dans le tableau de protocole adéquat (voir les tableaux 2, 3 et 4).

Tableau 2. Protocoles d’enrichissement généraux

Matrice de
I’échantillon

Taille de
I’échantillon’

Volume de bouillon
d’enrichissement’ 2

Température
d’enrichissement
(£1°C)

Durée
d’enrichissement

(h)

Volume
d’analyse
d’échantillon

Préparation en
poudre pour
nourrisson (PEP) et
matiéres premiéres
telles que lait en
poudre, soja en
poudre, petit-lait
en poudre, lactose,
farine de riz et
maltodextrine

1X échantillon
gram

9X ml EPT (ISO)
(1:10)

37

18-24

20 ul

Matiéres premiéres
telles que sels,
minéraux, acides
aminés, DHA (acide
docosahexaénoique)
et vitamines

1X gram
échantillon

99X ml EPT (ISO)
(1:100)

37

18-24

20 pl

Echantillons
environnementaux
secs comme les
poussiéres, les
balayures, les
collectes par
aspiration

1X échantillon
gram

9X ml EPT (ISO)
(1:10)

37

18-24

20 yl

Eponge
environnementale
avec bouillon
Letheen 10 ml ou
bouillon neutralisant
(D/E)

1 dispositif
d’échantillonnage

90 ml EPT (ISO)
(1:10)

37

18-24

20 pl

1. Neogen a évalué le Neogen Kit de détection moléculaire version 2 - Cronobacter a I'aide des proportions de dilution
figurant dans le tableau 2 jusqu’a 300 g. Il incombe a I'utilisateur de valider des proportions ou des protocoles de
dilution différents pour garantir que cette méthode d’analyse est conforme a ses critéres.

2. Utiliser une EPT ISO préchauffée si le volume du bouillon d’enrichissement est supérieur & 300 ml (p. ex. si
I’échantillon est > 30 grammes).

Instructions spécifiques pour méthodes validées
AOAC® Official Method of Analysis*” (OMA) 2018.01
AOAC® Performance Tested™ (PTM) Certificat n®° 101703
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5 PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 101703

Dans les études « Official Methods of Analysis™ » et « Performance Tested Method™ » de I'Institut de recherche de
PAOAC, il a été démontré que le Neogen Kit de détection moléculaire version 2 - Cronobacter était une méthode
efficace de détection de Cronobacter. Les matrices testées au cours de I’étude sont répertoriées dans le tableau 3.

Tableau 3. Protocoles d’enrichissement selon AOAC® OMASM 2018.01 et PTMS 101703

. . Volume de Température Durée Volume
Matrice de Taille de . e 1 o e ps ,
Péchantillon Péchantillon bouillon d’enrichissement | d’enrichissement | d’analyse
d’enrichissement’ (x1°C) (h) d’échantillon
Préparation en poudre
pour nourrisson et 90 ml EPT (1SO) i
céréales en poudre 10g (1:10) 37 18-24 20 ul
pour nourrisson
Céréales en poudre
sans probiotiques pour 300g 2 700 ml EPT Préchauffés 37 18-24 20 pl
. (1SO) (1:10)
nourrisson
Préparation en poudre
p, ; 300g (1SO) + 10 mg/I Préchauffés 37 22-24 20 ul
céréales en poudre .
. vancomycine
avec probiotiques pour
nourrisson
Lactose 10g 90 ml EPT (ISO) 37 18-24 20 ul
(1:10)
Eponge
environnementale 1 dispositif 90 ml EPT (1SO)
avec 10 ml de bouillon | d’échantillonnage (1:10) 37 18-24 20 ul
neutralisant D/E

1. Utiliser une EPT (ISO) préchauffée si le volume du bouillon d’enrichissement est supérieur 8 300 ml.

Méthode certifiée par AFNOR Certification
. QTFICATION

NF

VALIDATION
EN IS0 16140

3M 01/20-03/18
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.

Méthode de certification NF Validation, conformément a la norme ISO 16140-2 par rapport a la norme 1SO 22964.

Portée de la validation : Préparation en poudre pour nourrisson et céréales pour nourrisson avec et sans probiotiques,
matiéres premieres et échantillons environnementaux.

Préparation de I’échantillon : les échantillons doivent &tre préparés conformément aux normes EN ISO 22694® et EN
ISO 68878,



Version de logiciel : voir le certificat.
Tableau 4. Protocoles d’enrichissement selon la méthode de certification NF VALIDATION 3M 01/20-03/18
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probiotiques)

Volume de | Température Durée .
. . . e s s s Volume Point
Matrice de Taille de bouillon d’enrichisse- | d’enrichisse- , ”e .
s . ,z . . e s d’analyse d’interruption
I’échantillon I’échantillon | d’enrichisse- ment ment d’échantillon | recommandé®?
ment! (x1°C) (heures)
e Préparation en
poudre pour
nourrisson
e (Céréalesen
poudre pour Le bouillon
nourrisson d’enrichissement
e Ingrédients tels ou le lysat de
que lait en poudre, I’échantillon
soja en poudre, peuvent étre
petit-lait en stockés a une
10g .
poudre, lactose, température
farine de riz, comprise entre 2
maltodextrine et 8 °C pendant
e Echantillons une durée
environnementaux maximale de
secs comme les 90 ml EPT 72 heures
poussiéres, les (ISO) (1:10) 37 18-24 20u
balayures, les
collectes par
aspiration,
Le bouillon
d’enrichissement
ou le lysat de
I’échantillon
1 dispositif peuvent étre
e Eponge, eau de d’échantil- stockés a une
ringage, lingettes lonnage ou température
10 ml comprise entre 2
et 8 °C pendant
une durée
maximale de
72 heures
Le bouillon
d’enrichissement
ou le lysat de
. . I’échantillon
Préparation en poudre A
pour nourrisson et peuve’nt‘ ctre
céréales en poudre 30-300 ¢ EPT (150) 37 18-24 20 pl stocke,s aune
pour nourrisson (sans (1:10) tem;?erature
probiotiques) comprise entre 2
et 8 °C pendant
une durée
maximale de
72 heures
Céréales er\ poudre EPT (1SO)
pour nourrisson et +10 mg/L
préparation en poudre 30-300 g . 37 22-24 20l Aucun
. vancomycine
pour nourrisson (avec (1:10)
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1. Utiliser une EPT ISO préchauffée si le volume du bouillon d’enrichissement est supérieur & 300 ml (p. ex. si
Péchantillon est > 30 grammes).

2. Aprés avoir retiré le bouillon d’enrichissement de son lieu de stockage, reprendre I’analyse a partir de ’étape 1 de
la section Lyse. Aprés avoir retiré le lysat de I’échantillon de son lieu de stockage, reprendre I’analyse a partir de
I’étape 7 de la section Lyse.

3. Se reporter a ’Annexe A pour le nouveau test des lysats stockés soumis a un traitement thermique.

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

Rincer le plateau de chargement rapide pour systéeme de détection moléculaire Neogen a I’eau.

Utiliser un chiffon jetable pour sécher le plateau de chargement rapide pour systéeme 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®

Poser le support de bloc refroidissant pour systéme de détection moléculaire Neogen sur le plan de travail du
laboratoire : le plateau de bloc refroidissant pour systéeme de détection moléculaire Neogen n’est pas utilisé. Utiliser le
bloc refroidissant & la température ambiante du laboratoire (20-25 °C).

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

Placer le support de bloc chauffant pour systéme 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 systéme de détection moléculaire Neogen atteigne et conserve une température de 100 = 1 °C.

REMARQUE : selon I'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 thermomeétre & immersion partielle ou un thermomeétre a thermocouple numérique, et non un thermométre
a immersion totale) placé a ’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 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.

Mettre I'instrument de détection moléculaire Neogen sous tension.

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.

REMARQUE : I'instrument de détection moléculaire Neogen doit étre prét avant I'insertion du plateau de chargement
rapide pour systéme 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
’instrument. Lorsque I'instrument est prét pour ’'analyse, la barre d’état passe au VERT.

Lyse
Retirer le portoir pour tubes de solution de lyse Neogen avec un tournevis avant de le placer dans le support de bloc
chauffant pour systéme de détection moléculaire Neogen.
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Laisser les tubes de solution de lyse Neogen se réchauffer en placant le support a température ambiante (20 &

25 °C) pendant une nuit (16 & 18 heures). Il 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.

Retourner les tubes recouverts d’'un bouchon pour les mélanger. Passer a I’étape suivante dans un délai de 4 heures
apres avoir retourné les tubes.

Retirer le bouillon d’enrichissement de I'incubateur.

Un tube de solution de lyse Neogen est nécessaire pour chaque échantillon et pour ’échantillon TN (milieu
d’enrichissement stérile).

4.1 Les barrettes de tubes de solution de lyse Neogen peuvent étre coupées de maniére a obtenir le nombre
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 les barrettes de tubes de solution de lyse Neogen une a une 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 I'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 aprés la lyse.

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

4.6 Agiter le sac contenant I’enrichissement avant de prélever des échantillons du c6té filtré lors du travail avec des
échantillons visqueux.

4.7 Transférer 20 pl d’échantillon dans un tube de solution de lyse Neogen, sauf indication contraire mentionnée
dans le tableau de protocole.

Répéter I'étape 4.4 a 4.7 jusqu’a ce que chaque échantillon individuel soit ajouté a un tube de solution de lyse
Neogen correspondant au niveau de la barrette.

l

(o

Une fois tous les échantillons transférés, transférer 20 ul de TN (milieu d’enrichissement stérile, p. ex. EPT) dans un
tube de solution de lyse Neogen. Ne pas utiliser d’eau comme témoin négatif.

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

Placer le portoir non couvert de tubes de solution de lyse Neogen dans le support de bloc chauffant pour systéeme
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).

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.

Retirer le portoir non couvert de tubes de solution de lyse Neogen du bloc chauffant pour systéme de détection
moléculaire Neogen et laisser refroidir dans le support de bloc refroidissant pour systéme de détection moléculaire
Neogen pendant au moins 5 minutes et au plus 10 minutes. Utilisé a température ambiante sans le plateau de bloc
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refroidissant pour systéme de détection moléculaire Neogen®, le support de bloc refroidissant pour systéme de
détection moléculaire Neogen doit étre posé directement sur le plan de travail du laboratoire. Une fois froide, la
solution de lyse Neogen retrouvera une couleur rose.

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

détection moléculaire Neogen.

001500

Amplification

1.

Il est nécessaire d’utiliser un tube de réactif du Neogen Kit de détection moléculaire version 2 - Cronobacter pour
chaque échantillon et pour le NC.

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

1.2 Placer les tubes de réactif du Neogen Kit de détection moléculaire version 2 - Cronobacter dans un portoir vide.
1.3 Eviter de toucher les pastilles réactives se trouvant au fond des tubes.
Sélectionner un tube de contrdle de réactif (RC) Neogen et le placer dans le portoir.

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

Transférer chaque lysat dans un tube de réactif du Neogen Kit de détection moléculaire version 2 - Cronobacter et
dans un tube de contréle de réactif Neogen comme décrit ci-dessous :

Transférer d’abord chaque lysat d’échantillon dans un tube de réactif du Neogen Kit de détection moléculaire version
2 - Cronobacter, puis faites de méme avec le NC. Hydrater le tube de contréle de réactif Neogen en dernier.

Ouvrir les tubes de réactif du Neogen Kit de détection moléculaire version 2 - Cronobacter un a un a I’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 (1/2) supérieure du liquide (éviter
le précipité) dans le tube de solution de lyse Neogen du Neogen Kit de détection moléculaire version 2
- Cronobacter correspondant. Incliner la pipette pour ne pas agiter 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
Neogen Kit de détection moléculaire version 2 - Cronobacter correspondant dans la barrette.

5.3 Placer la capsule supplémentaire prévue a cet effet sur les tubes de réactif du Neogen Kit de détection
moléculaire version 2 - Cronobacter, puis prendre le bord arrondi de I'outil d’ouverture/fermeture pour systéme
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 a 5.3 pour tous les échantillons a analyser.

5.5 Lorsque tous les lysats d’échantillons ont été transférés, répéter les étapes 5.1 a 5.3 afin de transférer 20 pl de
lysat de TN dans un tube de réactif Neogen Kit de détection moléculaire version 2 - Cronobacter

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

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.

10
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Examiner et confirmer I’analyse configurée sur le logiciel de détection moléculaire Neogen.

Cliquer sur I'icone « 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 systéme de détection moléculaire Neogen dans I'instrument de
détection moléculaire Neogen et fermer le couvercle pour lancer I’essai. Les résultats sont obtenus en 60 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 I'instrument de détection moléculaire Neogen et tremper les tubes dans une solution d’eau de Javel & 1-5% (v:v
dans de ’eau) pendant 1 heure, et ce, & I’écart de la zone de préparation des analyses.

REMARQUE : pour réduire le risque de résultats faux positifs dus a une contamination croisée, ne jamais ouvrir

les tubes de réactif contenant de ’ADN amplifié. Ceci comprend les tubes de réactif du Neogen Kit de détection
moléculaire version 2 - Cronobacter, les tubes de contréle de réactif Neogen et les tubes de contréle de matrice
Neogen. Toujours éliminer les tubes de réactif fermés en les trempant dans une solution d’eau de Javel & 1-5 % (v:v
dans de I’eau) pendant 1 heure, et ce a I'écart de la zone de préparation des analyses.

Résultats et interprétation

Un algorithme interpréte la courbe de résultats lumineuse provenant de la détection de 'amplification de I’acide
nucléique. 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 'essai.

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

Confirmation
e Confirmation des résultats selon la méthode de certification NF Validation

Dans le cadre de la méthode de certification NF VALIDATION, tous les enrichissements présumés positifs doivent
étre confirmés en suivant la confirmation de la méthode de référence®, en commencant par effectuer un transfert de
I’enrichissement primaire (EPT ISO ou EPT ISO contenant 10 mg/| de vancomycine).

e Autre protocole de confirmation

Les enrichissements présumés positifs doivent étre confirmés selon les procédures standard des laboratoires ou

en suivant la confirmation de la méthode de référence appropriée!’?, en commencant par effectuer un transfert de
Penrichissement primaire (EPT ISO ou EPT ISO contenant 10 mg/| de vancomycine) dans les milieux d’enrichissement
secondaire, puis un étalement et une confirmation des isolats a I’'aide des méthodes biochimiques, sérologiques et/ou
moléculaires appropriées.

Dans le cas peu probable d’un résultat lumineux inhabituel, I’algorithme considérera ce dernier comme « A vérifier ».
Neogen recommande 2 I'utilisateur de recommencer I’essai pour tout échantillon considéré comme « A vérifier ». Si le
résultat continue a étre « A vérifier », passer au test de confirmation en utilisant les méthodes usuelles ou en suivant les
méthodes spécifiques répondant aux normes locales-,

En cas de résultats contradictoires (positif présumé avec le Neogen Kit de détection moléculaire version 2 -
Cronobacter, non confirmé par I'un des moyens décrits ci-dessus) le laboratoire doit respecter les procédures standard
établies pour communiquer leurs résultats.

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

11
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Annexe A. Interruption du protocole : Stockage et nouveau test des lysats soumis a un traitement thermique
1. Pour conserver un lysat soumis & un traitement thermique, refermer le tube de lyse avec un bouchon propre (voir la
section Lyse, 4.5)

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

Ouvrir les tubes.

o s D

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

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

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

Références :

1. US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual (BAM) Ch. 29; MAR 2012

2. 18O 22964:2017 Microbiology of the food chain -- Horizontal method for the detection of Cronobacter spp.

3. U.S. Food and Drug Administration. Code of Federal Regulations, Title 21, Part 58. Good Laboratory Practice for
Nonclinical Laboratory Studies.

ISO/IEC 17025:2017. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.

5. 1SO 7218:2007/Amd. 1:2013. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General requirements and guidance
for microbiological examination.

6. Installation Qualification (IQ)/Operational Qualification (OQ) Neogen® Molecular Detection System. Contact your
Neogen Food Safety representative to obtain a copy of this document.

7. 1SO 6887-5:2010. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial suspension
and decimal dilutions for microbiological examination-- Part 5: Specific rules for the preparation of milk and milk
products.

8. 1SO 6887-4:2017. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial suspension
and decimal dilutions for microbiological examination -- Part 4: Specific rules for the preparation of miscellaneous
products.

9. 1SO 16140-2:2016. Microbiology of the food chain — Method validation — Part 2: Protocol for the validation of
alternative (proprietary) methods against a reference method.

Se reporter aux versions en cours de validité des méthodes normalisées citées plus haut.

Explication des symboles
info.neogen.com/symbols

12



Neogen Food Safety

Neogen Corporation
620 Lesher Place
Lansing, MI 48912 USA
Neogen.com

Neogen Europe Ltd.
The Dairy School
Auchincruive

Ayr, KAG6 5HU
Scotland, UK

Neogen Ireland, Ltd.
Bray Business Park, Bray

Co. Wicklow
A98YV29, Ireland

K NEOGEN

Neogen Corporation

620 Lesher Place Lansing, MI 48912 USA

www.neogen.com

© Neogen Corporation 2024. All rights reserved.
Neogen is a trademark of Neogen Corporation.
FSO0879A



(Deutsch) ﬁ ﬁ

Erscheinungsdatum: 2024-01

X NEOGEN

Gebrauchsanweisungen

Molekulares Detektions Assay 2 - Cronobacter

Produktbeschreibung und Verwendungszweck

Der Neogen® Molekulares Detektions Assay 2 - Cronobacter wird in Verbindung mit dem Neogen® Molekulares
Detektionssystem fiir den schnellen und spezifischen Nachweis von Cronobacter in angereicherten Proben aus Lebens-
und Futtermitteln sowie Umgebungen der Lebensmittelverarbeitung verwendet.

Neogen Molekulares Detektions Assays 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 bestimmen. Die vorlaufig positiven Ergebnisse werden in Echtzeit erstellt, wahrend negative
Ergebnisse erst nach Abschluss des Tests dargestellt werden. Die vorlaufig positiven Ergebnisse sollten mithilfe eines
Testverfahrens lhrer Wahl oder gemaR der jeweils geltenden Richtlinien bestatigt werden'-2,

Der Neogen Molekulares Detektions Assay 2 - Cronobacter ist fiir den Gebrauch in Labors bestimmt und muss von in
Laborverfahren geschultem Fachpersonal angewendet werden. Neogen verfligt iber keine Daten zur Anwendung dieses
Produkts in anderen Industrien als der Lebensmittel- und Getrankeindustrie. Zum Beispiel verfligt Neogen tiber keine
Daten zur Verwendung dieses Produkts mit Pharmazeutika-, Kosmetika- oder klinischen und tiermedizinischen Proben.
Der Neogen Molekulares Detektions Assay 2 - Cronobacter wurde nicht fir alle méglichen Lebensmittelprodukte,
Lebensmittelverarbeitungsverfahren, Testprotokolle oder alle méglichen Bakterienstamme evaluiert.

Wie bei allen Testverfahren kénnen die Ergebnisse durch die Quelle, Zusammensetzung und Qualitat des
Anreicherungsmediums beeinflusst werden. Faktoren wie Probennahme, Testprotokolle, Probenaufbereitung
einschlieBlich Homogenisierung und Mischung, Handhabung und Labortechnik kénnen die Ergebnisse beeinflussen.
Neogen empfiehlt die Beurteilung der Methode einschlieRlich Anreicherungsmedium in der Umgebung des Benutzers
mit einer ausreichenden Anzahl an Proben mit bestimmten Lebensmitteln und/oder Umgebungsproben und mikrobiellen
Pathogenen, um sicherzustellen, dass die Methode den Anforderungen des Benutzers entspricht.

Neogen hat den Neogen Molekulares Detektions Assay 2 - Cronobacter mit gepuffertem Peptonwasser (ISO) evaluiert.

Das Neogen® Molekulare Detektion — Gerat ist fiir die Verwendung mit Proben bestimmt, die wahrend der Assay-Lyse
wiarmebehandelt wurden, wodurch die in der Probe vorhandenen Organismen zerstért werden sollen. Proben, die
wahrend der Lyse nicht ordnungsgemaR warmebehandelt wurden, stellen mdéglicherweise ein biologisches Risiko dar
und sollten NICHT in das Neogen Molekulares Detektion — Geréat eingesetzt werden.

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

Der Neogen Molekulares Detektions Assay 2 - Cronobacter enthalt 96 Testverfahren, die in Tabelle 1 beschrieben werden.

Tabelle 1. Komponenten des Neogen Molekulares Detektions Assay

Artikel Kennzeichnung Stiickzahl Inhalt Kommentare

Rosafarbene Lésung

96 (12 Streifen in Abgefiillt und

® . . "
Neogen® Lyselésung (LS) in tr?nsparenten 8 GefaRen) 580 pl LS pro GefaR gebrauchsfertig
GefaRen
. . Lyophilisierte
®
E/Iejlgeizlzagree?gee::krt'i\:)enc;gen Orangerote GeféaRe 96 (12 Streifen in spezifische Gebrauchsferti
9 8 GefaRen) Amplifikations- und 9

Assay 2 - Cronobacter Detektionsmischung

96 (12 Streifen in

Zusétzliche Kappen Orangerote Kappen 8 Kappen) Gebrauchsfertig
Lyophilisierte

Neogen® Reagenzkontrolle | Durchsichtige 16 (2 Beutel mit 8 Kontroll-DNS, Gebrauchsferti

(RC) KippgefaRe einzelnen GefiaRen) Amplifikations- und 9

Detektionsmatrix

Die Negativkontrolle (nicht im Set enthalten) ist steriles Anreicherungsmedium, z. B. gepuffertes Peptonwasser (ISO). Als
Negativkontrolle kein Wasser verwenden.
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Sicherheit

Der Anwender sollte samtliche in der Gebrauchsanleitung des Neogen Molekulares Detektionssystems und des Neogen
Molekulares Detektions Assay 2 - Cronobacter aufgefiihrten Sicherheitshinweise gelesen und verstanden haben.
Bewahren Sie diese Sicherheitshinweise auf, um spater auf sie zuriickgreifen zu kénnen.

AWARNUNG: 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
flihren kann.

A WARNUNG

Den Neogen Molekulares Detektions Assay 2 - Cronobacter nicht zur Diagnose von Erkrankungen bei Menschen
oder Tieren einsetzen.

Der Anwender muss sein Personal in den entsprechenden Testmethoden unterweisen: z. B. in den Grundséitzen der
Guten Laborpraxis®, ISO 17025“ oder ISO 7218©),

MaRnahmen zur Reduzierung der mit einem falsch negativen Ergebnis verbundenen Risiken, die zur Freigabe eines

kontaminierten Produkts fiihren knnen:

e Befolgen Sie das Protokoll und fiihren Sie die Tests genau wie in der Gebrauchsanweisung angegeben durch.

e Lagern Sie den Neogen Molekulares Detektions Assay 2 - Cronobacter wie auf der Packung und in der
Gebrauchsanweisung beschrieben.

Verwenden Sie den Neogen Molekulares Detektions Assay 2 - Cronobacter stets vor Ablauf des Verfalldatums.
Verwenden Sie den Neogen Molekulares Detektions Assay 2 - Cronobacter mit Lebensmittel-, Futter- und
Lebensmittelverfahrensproben, die entweder intern oder von einem Dritten evaluiert worden sind.

e Verwenden Sie den Neogen Molekulares Detektions Assay 2 - Cronobacter nur mit Oberflachen,
Desinfektionsmitteln, Protokollen und Bakterienstammen, die intern oder durch Dritte validiert wurden.

e Wenn Sie eine Umgebungsprobe haben, die einen Neutralisierungspuffer mit einem Acrylsulfonat-Komplex
enthalt, dann missen Sie vor dem Testen der Probe eine 1:2 Verdiinnung (1 Teil Probe in 1 Teil steriler
Anreicherungsbouillon) vornehmen. Ebenso kédnnen Sie 10 pl Anreicherungsmedium mit Neutralisationspuffer in
die Neogen Lysel6sungsgefiale tibertragen. Neogen® Produkte zur Probenhandhabung, die Neutralisierungspuffer
mit Acrylsulfonat-Komplex enthalten: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL10NB2G, HS10NB, HS10NB2G und
HS2410NB2G. Dieses Protokoll wurde nicht im Rahmen der NF Validation Studie getestet.

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

verbunden sind:

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 Ublichen Labor-SicherheitsmaRnahmen und tragen Sie bei der Handhabung von Reagenzien
und kontaminierten Proben angemessene Schutzkleidung und geeigneten Augenschutz.

Vermeiden Sie nach der Amplifikation den Kontakt mit dem Anreicherungsmedium und den ReagenzgefalRen.
Entsorgen Sie die angereicherten Proben und die damit verbundenen kontaminierten Abfalle gemaR den giiltigen
lokalen/regionalen/nationalen/Branchennormen.

Achten Sie darauf, die empfohlene Temperatur des Heizgerats nicht zu liberschreiten.

Achten Sie darauf, die empfohlene Anwarmdauer nicht zu tGberschreiten.

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 Molekularen Detektion — Heizblockeinsatzes platziert 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 Verminderung der Risiken, die mit der Exposition gegeniiber heien Fliissigkeiten verbunden sind:
e Achten Sie darauf, die empfohlene Temperatur des Heizgeréts nicht zu Giberschreiten.
e Achten Sie darauf, die empfohlene Anwarmdauer nicht zu tiberschreiten.
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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 Molekularen Detektion — Heizblockeinsatzes platziert werden.

HINWEIS

Zur Verminderung von Kreuzkontaminationsrisiken bei der Vorbereitung des Tests:

Wechseln Sie vor Hydratation des Reagenzpellets die Handschuhe.

Es wird empfohlen, sterile, hochreine Pipettenspitzen mit Feuchtigkeitsschutz (Filter) zu verwenden.

Verwenden Sie fiir jede Probeniibertragung eine neue Pipettenspitze.

Wenden Sie die Grundsitze der Guten Laborpraxis bei der Ubertragung der angereicherten Probe auf das LysegefsR
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.

Sofern moglich, arbeiten Sie an einer molekularbiologischen Arbeitsstation mit Germizidlampe.

Desinfizieren Sie die Laborbinke und Arbeitsgerate (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 GefaRe niemals nach der Amplifikation.

e Kontaminierte GefaRBe immer aus dem Nachweis-Vorbereitungsbereich entfernen, in 1-5%iger (v:v in Wasser)
Haushaltsbleichmittelldsung fiir 1 Stunde einweichen und dann entsorgen.
Autoklavieren Sie die ReagenzgefalRe niemals nach der Amplifikation.
Wenn der Verdacht besteht, dass Proben einen hohen Anteil an Cronobacter DNS enthalten (z. B. DNS von
nicht lebensfahigen Cronobacter-Zellen, die zuvor abgetdtet/inaktiviert wurden), miissen mutmaRlich positive
Anreicherungen vor der Lyse mit DNase vorbehandelt werden. Zusatzliche Anweisungen erhalten Sie bei lhrem
Neogen-Ansprechpartner. Dieses Protokoll wurde nicht im Rahmen der NF Validation Studie getestet.

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.

Anwenderverantwortung

Anwender missen sich auf eigene Verantwortung mit den Gebrauchsanweisungen und Informationen des Produkts
vertraut machen. Fiir 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 Probennahme, Testprotokolle,
Probenaufbereitung einschliellich Homogenisierung und Mischung, 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.

Ebenso liegt es in der Verantwortung des Anwenders, zu bestétigen, dass die Testmethoden und -ergebnisse den
Anforderungen seiner Kunden und Lieferanten entsprechen.

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

Als Unterstiitzung von Kunden bei der Validierung der Methode fiir verschiedene Matrizes 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 Molekulares Detektion Assay 2 — Cronobacter Nachweises

zu beeintrachtigen. Testen Sie mehrere fir 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 Matrizes oder Matrizes, die Rohmaterial- oder Verfahrenséanderungen durchlaufen haben.

Eine Matrix kann als eine Produktart mit spezifischen Eigenschaften, z. B. in Bezug auf ihre Zusammensetzung und
Verarbeitung, definiert werden. Unterschiede zwischen Matrizen kénnen so einfach sein wie die Auswirkungen, die von
Unterschieden bei deren Verarbeitung oder deren Prasentation (z. B. roh im Vergleich zu pasteurisiert; frisch im Vergleich
zu getrocknet etc.) verursacht werden.
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Haftungsbeschrankungen/Beschranktes 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 MARKTGANGIGKEIT 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 zuriickerstattet. Gewahrleistungsanspriiche
bestehen nicht. Bei weiteren Fragen wenden Sie sich bitte an lhren Neogen-Vertreter oder autorisierten Neogen-
Handler.

Einschrankung der Haftung 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 Gbersteigt die Haftung der Neogen den Kaufpreis des angeblich defekten Produkts.

Lagerung und Entsorgung

Lagern Sie den Neogen Molekulares Detektions Assay 2 - Cronobacter bei 2—-8 °C. Nicht einfrieren. Lichtgeschitzt
lagern. Vergewissern Sie sich nach dem Offnen des Sets, dass der Folienbeutel unbeschidigt ist. Verwenden Sie das Set
keinesfalls bei beschidigtem Beutel. Nach dem Offnen sollten nicht verwendete ReagenzgefiRe gemeinsam mit dem
Trockenmittel stets im wiederverschlieBbaren Beutel verwahrt werden, um die Stabilitét der lyophilisierten Reagenzien
sicherzustellen. Wieder verschlossene Beutel kdnnen maximal 60 Tage bei 2 bis 8 °C aufbewahrt werden.

Verwenden Sie den Neogen Molekulares Detektions Assay 2 - Cronobacter nicht nach Ablauf des Verfalldatums. Das
Verfalldatum und die Chargennummer sind auf dem &duReren Etikett der Packung angegeben. Nach dem Gebrauch
kénnen das Anreicherungsmedium und die GefaRRe des Neogen Molekulares Detektions Assay 2 - Cronobacter
pathogene Stoffe enthalten. Beachten Sie nach Abschluss der Testverfahren die giiltigen Branchennormen fir die
Entsorgung von kontaminierten Abfallen. Weitere Informationen sowie die jeweils vor Ort geltenden Richtlinien zur
Entsorgung entnehmen Sie bitte dem Sicherheitsdatenblatt.

Bedienungsanleitung
Befolgen Sie alle Anweisungen genau. Andernfalls werden mdglicherweise ungenaue Ergebnisse erzielt.

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

Der Anwender sollte die Funktionsqualifizierung (Operational Qualification, OQ) fiir das Neogen Molekulares
Detektionssystem absolvieren wie im Dokument ,,Protokolle und Anweisungen fiir Installationsqualifizierung (IQ) /
Funktionsqualifizierung (OQ) fiir das Neogen Molekulares Detektionssystem“® beschrieben.

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

Anreicherungsprotokolle gema AOAC® Official Method of AnalysisS™ 2018.01 und Performance Tested*™ Certificate
#101703 siehe Tabelle 3.

Anreicherungsprotokolle gemaR NF VALIDATION Neogen 01/20 -03/18 siehe Tabelle 4.

Probenanreicherung
Tabelle 2, 3 und 4 enthalten Richtlinien fiir das Anreichern von Lebensmittel- und Umgebungsproben.

Der Anwender ist selbst fur die Validierung von alternativen Probennahme- oder Anreicherungsprotokollen oder
Verdiinnungsverhaltnissen verantwortlich, durch die sichergestellt werden muss, dass dieses Testverfahren den
Anforderungen entspricht.

Lebensmittel, Umgebungspulver, Staube, Kehricht und Schwimme
1. Lassen Sie das Anreicherungsmedium Raumtemperatur (20-25 °C) annehmen, sofern im Anreicherungsprotokoll
nichts anderes angegeben ist (sieche Tabellen 2, 3 oder 4).

2. Mischen Sie das Anreicherungsmedium und die Probe aseptisch und homogenisieren Sie diese grindlich durch
2 + 0,2 Minuten langes Mischen, Stomachen, Vortexen oder Handmischen bzw. bis alle Klumpen vollstiandig
aufgelést sind und die Anreicherungslésung homogen ist™:®,

a. Faktoren wie Probenaufbereitung einschlieBlich Homogenisierung und Mischung, Handhabung und
Labortechnik kénnen die Ergebnisse beeinflussen.

b. Bei der Handhabung von partikelreichen Proben wird die Verwendung von Filterbeuteln empfohlen.
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c. Bei Matrizen, die in Wasser quellen und hochviskos sind (z. B. Getreide, Starke), wird empfohlen, bis zu einer
angemessenen Viskositat weiter zu verdiinnen (> 1:10), oder dem gepufferten Peptonwasser (ISO) sterile 1 %
(w/v) Alpha-Amylase hinzuzufiigen®.

d. Beiumfangreichen Getreideproben das Getreidepulver allméhlich und unter hdufigem Mischen der Flissigkeit
beifligen, um Klumpenbildung zu vermeiden.

3. Inkubieren Sie die Probe gemaR der entsprechenden Protokolltabelle (siehe Tabellen 2, 3 oder 4).

Tabelle 2. Allgemeine Anreicherungsprotokolle

Menge der Anreicherungs- Anre-
: . . o .. | Probenanalyse-
Probenmatrix ProbengréRe’ | Anreicherungs- temperatur icherungszeit volumen
bouillon'2 (x1°C) (Stunden)
Sauglingsmilch in Pulverform
. 9X ml
(PIF) und Rohstoffe wie
. . 1X Gramm Gepuffertes
Trockenmilchpulver, Sojapulver, 37 18-24 20 pl
. Probe Peptonwasser
Molkenproteinpulver, Laktose, 1SO (1:10)
Reismehl und Maltodextrin )
Rohstoffe wie Salze, 99X ml
Mineralien, Aminosduren, DHA 1X Gramm Gepuffertes a
(Docosahexaensiure) und Probe Peptonwasser 37 18-24 20 ul
Vitamine ISO (1:100)
Trockene Umgebungsproben 9X mi
wie Staub, Kehricht, 1X Gramm Gepuffertes 37 18-24 20 pl
Staubsauaeroroben Probe Peptonwasser
9erp ISO (1:10)
Umgebungsschwamm 90 ml
mit 10 ml Letheen-Bouillon 1 Probengert Gepuffertes 37 18-24 20 4l
oder Dey-Engley Peptonwasser
(D/E)-Neutralisationsbouillon ISO (1:10)

1. Neogen hat den Neogen Molekulares Detektions Assay 2 - Cronobacter unter Verwendung der
Verdiinnungsverhaltnisse in Tabelle 2 bis zu 300 g evaluiert. Der Anwender ist selbst fiir die Validierung von
alternativen Verdiinnungsverhéltnissen oder Protokollen verantwortlich, durch die sichergestellt werden muss, dass

das Verfahren den Anforderungen entspricht.

2. Verwenden Sie vorgewarmtes gepuffertes Peptonwasser ISO, wenn die Menge der Anreicherungsbouillon > 300 ml

ist (z. B. Probe > 30 Gramm).

Spezifische Anweisungen fiir validierte Verfahren
AOAC® Official Method of Analysis*™ (OMA) 2018.01
AOAC® Performance Tested sV (PTM) Certificate #101703

PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE

LICENSE NUMBER

101703

In OMASM und PTM3M-Studien des AOAC-Forschungsinstituts wurde Neogen Molekularer Detektions Assay 2 —
Cronobacter als effektive Methode fiir den Nachweis von Cronobacter bewertet. Die in der Studie getesteten Matrizes

sind in Tabelle 3 aufgefiihrt.
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Tabelle 3. Anreicherungsprotokolle gemaR AOAC® OMASM 2018.01 und PTMS™ 101703

Menge der Anreicherungs- Anre-
. .. . . .. | Probenanalyse-
Probenmatrix ProbengroRe | Anreicherungs- temperatur icherungszeit volumen
bouillon’ (x1°C) (Stunden)
Sauglingsmilch in Pulverform Gegl?f'frz:'tes
und Sauglingsgetreide in 10g P 37 18-24 20 pl
Pulverform Peptonwasser
ISO (1:10)
2700 ml
Sauglingsgetreide in Gepuffertes . B
Pulverform, nicht-probiotisch 300g Peptonwasser Vorgewarmt 37 18-24 20l
(1SO) (1:10)
2700 ml
Sauglingsmilch in Pulverform Gepuffertes
und Sauglingsgetreide in 300g Peptonwasser | Vorgewarmt 37 22-26 20 ul
Pulverform mit Probiotika (1SO) + 10 mg/I
Vancomycin
90 ml
Laktose 10g Gepuffertes 37 18-24 20 pl
Peptonwasser
ISO (1:10)
Umgebungsschwamm mit Gegt?ﬁrzlrtes
10 ml Dey-Engley (D/E)- 1 Probengerat P 37 18-24 20 pl
Neutralisationsbouillon Peptonwasser
ISO (1:10)

1. Verwenden Sie vorgewarmtes gepuffertes Peptonwasser ISO, wenn die Menge der Anreicherungsbouillon > 300 ml ist.
NF VALIDATION gemaR AFNOR Certification

“.“E\CAT' oN
A2

NF

VALIDATION

EN ISO 16140

3M 01/20-03/18

ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http://nf-validation.afnor.org/en
Fur weitere Informationen zum Ablauf der Validierung siehe NF VALIDATION-Zertifikat unter der oben genannten

Website.

Die NF VALIDATION in Ubereinstimmung mit der ISO Methode 16140-2® im Vergleich zur ISO 22964.

Einsatzgebiet der Validierung: Sauglingsmilch in Pulverform und Sauglingsgetreide in Pulverform mit und ohne
Probiotika, Rohstoffe und Umgebungsproben.

Probenvorbereitung: Die Proben sollten gemaR EN 1SO 22694® und EN ISO 68878 vorbereitet werden.

Softwareversion: Siehe Zertifikat.
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Anre-

Menge der . Anre- Probena- Empfohlen-
. Proben- . icherungs- | . .
Probenmatrix .. Anreicherungs- icherungszeit | nalysevol- er Unter-
groRe . temperatur 23
bouillon (£1°C) (Stunden) umen brechungspunkt?
e Sauglingsmilch in
Pulverform
e Sauglingsgetreide in
Pulverform ' Die Anre-
e Inhaltsstoffe wie . .
. icherungsbouillon
Trockenmilchpulver,
Soiapulver bzw. das Proben-
Jap . 10g lysat kann bis zu
Molkenproteinpulver, .
. 72 Stunden bei
Laktose, Reismehl 5_8 °C gelagert
und Maltodextrin 90 ml wergz:ge
o Trockene Gepuffertes 37 18-24 20 '
Umgebungsproben Peptonvxfasser
wie Staub, Kehricht, 1SO (1:10)
Staubsaugerproben,
Die Anre-
1 icherungsbouillon
e Schwamm, Pro- bzw. das Proben-
Splilwasser, bengerat lysat kann bis zu
Wischtlicher oder 10 72 Stunden bei
ml 2-8 °C gelagert
werden.
Die Anre-
Sauglingsmilch in icherungsbouillon
Pulverform und 30-300 Gepuffertes bzw. das Proben-
Sauglingsgetreide in Peptonwasser 37 18-24 20 ul lysat kann bis zu
Pulverform (nicht- 9 ISO (1:10) 72 Stunden bei
probiotisch) 2-8 °C gelagert
werden.
Sauglingsmilch in Gepuffertes
Pulverform und 30-300 Peptonwasser
Siuglingsgetreide in g (1SO) + 10 mg/I 37 22-26 20 pl Keine

Pulverform (einschlieRlich
probiotisch)

Vancomycin
(1:10)

ist (z. B. Probe > 30 Gramm).

Verwenden Sie vorgewarmtes gepuffertes Peptonwasser ISO, wenn die Menge der Anreicherungsbouillon > 300 ml

Fahren Sie mit dem Testen ab Schritt 1 im Abschnitt Lyse fort, nachdem Sie die Anreicherungsbouillon aus der

Lagerung genommen haben. Fahren Sie mit dem Testen ab Schritt 7 im Abschnitt Lyse fort, nachdem Sie das
Probenlysat aus der Lagerung genommen haben.

Anhang A.

Vorbereitung der Neogen® Molekulare Detektion — Beladehilfe

1.

wischen Sie die Neogen Molekulare Detektion — Beladehilfe ab.

Spilen Sie die Neogen Molekulare Detektion — Beladehilfe mit Wasser ab.

Trocknen Sie die Neogen Molekulare Detektion — Beladehilfe mit einem Einmalhandtuch.

Weitere Informationen zum erneuten Testen von gelagerten warmebehandelten Lysaten entnehmen Sie bitte

Befeuchten Sie ein Tuch oder ein Einwegtuch mit einer 1-5%igen Haushaltsbleichmittelldsung (v:v in Wasser) und

Vergewissern Sie sich, dass die Neogen Molekulare Detektion — Beladehilfe vor dem Gebrauch trocken ist.
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Vorbereitung des Neogen® Molekularen Detektion — Kiihlblockeinsatzes

Stellen Sie den Neogen Molekulare Detektion — Kiihlblockeinsatz direkt auf die Laborbank: Der Neogen Molekulare
Detektion — Kiihlblocktrager wird nicht verwendet. Verwenden Sie den Block bei Raumtemperatur (20-25 °C).

Vorbereitung des Neogen® Molekularen Detektion — Heizblockeinsatzes

Legen Sie den Neogen Molekulare Detektion — Heizblockeinsatz in ein Trocken-Doppelblock-Heizgerat. Schalten Sie
das Trocken-Blockheizgerét ein und stellen Sie die Temperatur fiir den Neogen Molekulare Detektion — Heizblockeinsatz
auf 100 = 1 °C ein.

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 — Geréts
1. Starten Sie die Neogen® Molekulare Detektion — Software und loggen Sie sich ein. Setzen Sie sich mit dem Ihrem Neogen
Food Safety Verkaufsvertreter in Verbindung, um sicherzustellen, dass Sie tGber die aktuellste Softwareversion verfligen.

Schalten Sie das Neogen Molekulare Detektion — Gerat ein.

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.

Lyse
Entfernen Sie die Unterseite des Neogen Lyselésungs-Tragers mit einem Schraubendreher, bevor Sie ihn im Neogen
Molekulare Detektion — Heizblockeinsatz platzieren.

e

1. Lassen Sie die Neogen Lyselésung im GefaR iiber Nacht (16—18 Stunden) bei Raumtemperatur (20-25 °C)
aufwarmen. Um die Neogen Lyseldsungsgeféalle auf Raumtemperatur zu erwarmen, kénnen Sie sie fir mindestens
2 Stunden auf die Laborbank stellen, fiir 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 GefialBe. Fahren Sie innerhalb von 4 Stunden nach dem Mischen mit
dem nachsten Schritt fort.

3. Nehmen Sie die Anreicherungsbouillon aus dem Inkubator.

Fiir jede Probe (steriles Anreicherungsmedium) und die Negativkontrolle (NC) wird jeweils ein GefaR mit Neogen
Lysel6sung bendtigt.

4.1 Die Neogen Lysel6sung-GefaBstreifen kénnen auf die gewiinschte Anzahl zurechtgeschnitten werden.
Bestimmen Sie die Anzahl der erforderlichen Neogen Lysel6sungsgeféae oder Streifen zu 8 GefaRen. Setzen Sie
die Neogen Lyselosungsgefalle in einen leeren GefaRtrager.

4.2 Um eine Kreuzkontamination zu vermeiden, 6ffnen Sie jeweils nur einen Neogen Lysel6sungsgefaRstreifen und
verwenden Sie bei jeder einzelnen Ubertragung eine neue Pipette.

4.3 Ubertragen Sie die angereicherte Probe wie unten beschrieben auf die Neogen LyselésungsgefiRe:

Ubertragen Sie zuerst die angereicherten Proben jeweils einzeln in ein Neogen LyselésungsgefaR. Ubertragen
Sie die NC zuletzt.
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4.4 Offnen Sie jeden Neogen Streifen mit LyseldsungsgefaRen einzeln mit dem Neogen® Molekulare Detektion —
Cap/Decap-Werkzeug — Lyse.

4.5 Entsorgen Sie die Kappen der Neogen Lyselosungsgefalle. Wenn noch Lysat fiir weitere Tests tbrig 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.

4.6 Schutteln Sie bei der Arbeit mit viskosen Proben den Anreicherungsbeutel, bevor Sie die Probe iiber die
gefilterte Seite entnehmen.

4.7 Ubertragen Sie 20 pl der Probe in ein Neogen LyseldsungsgefiaR sofern in der Protokolltabelle nichts anderes
angegeben ist.

Wiederholen Sie Schritte 4.4 bis 4.7, bis jede einzelne Probe in ein zugeordnetes Neogen Lysel6sungsgefall im
Streifen gegeben wurde.

l
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Sobald Sie alle Proben {ibertragen haben, tibertragen Sie 20 pl der Negativkontrolle (steriles Anreicherungsmedium,
z. B. gepuffertes Peptonwasser BPW) in ein Neogen LyselésungsgefaR. Als Negativkontrolle kein Wasser verwenden.

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

Stellen Sie den Trager ohne Deckel mit Neogen Lyselésungsgefaen in den Neogen Molekulare Detektion —
Heizblockeinsatz und erwarmen Sie ihn 15 Minuten + 1 Minute lang. Dabei dndert sich die Farbe der Neogen
Lyselésung von rosafarben (kalt) zu gelb (heiR).

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.

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

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

1.

Fir jede Probe und ihre Negativkontrolle ist ein ReagenzgefaR fiir Neogen Molekulares Detektions Assay 2 -
Cronobacter erforderlich.

1.1 Die GefaRstreifen kdnnen auf die gewiinschte Anzahl der GefaRRe zurechtgeschnitten werden. Wahlen Sie die
Anzahl der erforderlichen Reagenzgefale fiir den Neogen Molekulares Detektions Assay 2 - Cronobacter bzw.
der Gefalstreifen zu 8 GefaRen.

1.2 Stellen Sie die ReagenzgefaRe fiir Neogen Molekulares Detektions Assay 2 - Cronobacter in einen leeren GefaRtrager.

1.3 Vermeiden Sie es, die Reagenzkiigelchen im unteren Teil der GefaRe aufzuriihren.
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Wiahlen Sie ein Gefall mit Neogen Reagenzkontrolle und stellen Sie es in den Gefaldtrager.

Um eine Kreuzkontamination zu vermeiden, 6ffnen Sie jeweils nur einen Reagenzgefalstreifen des Neogen Molekulares
Detektions Assay 2 - Cronobacter und verwenden Sie bei jedem Ubertragungsschritt eine neue Pipettenspitze.

Ubertragen Sie wie unten beschrieben die einzelnen Lysate in ein ReagenzgefiR fiir Neogen Molekulares
Detektion Assay 2 — Cronobacter und ein Gefal mit Neogen Reagenzkontrolle:

Ubertragen Sie jedes Probenlysat zuerst in ein eigenes ReagenzgefsR fiir Neogen Molekulares Detektions Assay 2 -
Cronobacter, gefolgt von der neutralen Kontrolle. Hydrieren Sie das GefaR mit Neogen Reagenzkontrolle als letztes.

Offnen Sie die ReagenzgefaRe fiir den Neogen Molekulares Detektions Assay 2 - Cronobacter 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 pl des Probenlysats aus der oberen Hilfte der Fliissigkeit (Ablagerungen vermeiden) im
Neogen Lysel6sungsgefaR in das entsprechende ReagenzgefaR fiir den Neogen Molekulares Detektions
Assay 2 - Cronobacter. Pipettieren Sie schrig in die GefaRe, um ein Aufriihren der Kiigelchen zu vermeiden.
Mischen Sie anschlieRend den GefaRinhalt, indem Sie ihn 5 Mal auf und ab pipettieren.

5.2 Wiederholen Sie Schritt 5.1, bis Sie jedes einzelne Probenlysat einem entsprechenden Reagenzgefald fiir den
Neogen Molekulares Detektion Assay 2 — Cronobacter Nachweis im Streifen hinzugefiigt haben.

5.3 VerschlieRen Sie die Reagenzgefile fiir den Neogen Molekulares Detektions Assay 2 - Cronobacter mit
den mitgelieferten zusatzlichen Kappen und tiben Sie mit der abgerundeten Seite des Neogen Molekularen
Detektion Cap/Decap-Werkzeugs — Reagenz in einer Vorwarts- und Rickwartsbewegung Druck aus, um
sicherzustellen, dass die Kappe fest sitzt.

5.4 Wiederholen Sie bei Bedarf die Schritte 5.1 bis 5.3 bei allen zu priifenden Proben.

5.5 Sobald Sie alle Probenlysate ibertragen haben, wiederholen Sie die Schritte 5.1 bis 5.3, um 20 uyl des NC-Lysats
in ein Reagenzgefal fir den Neogen Molekulares Detektions Assay 2 - Cronobacter zu lbertragen.

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

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

Uberpriifen und bestitigen Sie die Konfiguration des Testdurchlaufs in der Neogen Molekulare Detektion — Software.

Klicken Sie auf die Schaltflache , Start“ in der Software und wahlen Sie anschlieBend das zu verwendende Gerat aus.
Die Klappe des gewihlten Geréats 6ffnet sich automatisch.

Setzen Sie die Neogen Molekulare Detektion — Beladehilfe in das Neogen Molekulare Detektion — Gerat und
schlieRen Sie die Klappe, um mit dem Test zu beginnen. Die Ergebnisse sind innerhalb von 60 Minuten verfligbar,
obgleich positive Ergebnisse moglicherweise schneller erfasst werden.

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

HINWEIS: Um das Risiko eines falsch positiven Ergebnisses infolge einer Kreuzkontamination zu minimieren, 6ffnen
Sie niemals Reagenzgefille, die amplifizierte DNS enthalten. Dies betrifft Reagenzien fiir den Neogen Molekularen
Detektions Assay 2 - Cronobacter sowie Gefalle mit Neogen Reagenzkontrolle und Neogen Matrixkontrolle.
Entsorgen Sie die verschlossenen Reagenzgefile, indem Sie sie 1 Stunde lang in ausreichender Entfernung vom
Vorbereitungsbereich in einer 1-5%igen Haushaltsbleichmittellésung (v:v in Wasser) einweichen.
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Auslegung 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 mutmaRlich positiven Ergebnisse werden in Echtzeit erstellt, wahrend negative und zu tberpriifende
Ergebnisse erst nach Abschluss des Testdurchlaufs dargestellt werden.

HINWEIS: Selbst ein negatives Ergebnis flihrt nicht zu einem Ergebnis von null, da das System und die
Amplifikationsreagenzien des Neogen Molekulares Detektions Assay 2 - Cronobacter liber einen ,Hintergrund®
verfligen, der in relativem Verhaltnis zur Lichteinheit (RLE) steht.

Bestdtigung
e Bestatigung der Ergebnisse anhand der zertifizierten NF Validation Methode

Im Rahmen der NF VALIDATION sollten alle vermutlich positiven Anreicherungen durch Befolgen der
Referenzbestitigungsmethode® bestatigt werden, beginnend mit der Uberfiihrung aus der Erstanreicherung
(Gepuffertes Peptonwasser (ISO) oder gepuffertes Peptonwasser (ISO) mit 10 mg/l Vancomycin).

e Anderes Bestatigungsprotokoll

Vermutlich positive Anreicherungen sollten anhand der Standardarbeitsanweisungen (SOP) des Labors oder

durch Befolgen der geeigneten Referenzbestitigungsmethode 2, beginnend mit der Uberfiihrung aus der
Erstanreicherung (Gepuffertes Peptonwasser (ISO) oder gepuffertes Peptonwasser (ISO) mit 10 mg/l Vancomycin)
in die Zweitanreicherung, gefolgt von anschlieBendem Ausplattieren und Bestatigen von Isolaten mittels geeigneter
biochemischer, serologischer und/oder molekularer Methoden.

Falls es in seltenen Fallen zu einer ungewohnlichen Lichtleistung kommt, wird diese vom Algorithmus als ,,Zu
Uberprifen® gekennzeichnet. Neogen empfiehlt, den Nachweis der so gekennzeichneten Proben zu wiederholen.
Falls das Ergebnis weiterhin als ,,Zu Giberpriifen” gekennzeichnet bleibt, bestatigen Sie das Ergebnis anhand Ihres
bevorzugten Testverfahrens oder gemaR den jeweils geltenden Richtlinient-?,

Bei abweichenden Ergebnissen (mutmaglich positiven beim Neogen Molekulares Detektions Assay 2 -
Cronobacter unbestéatigten Ergebnissen eines der oben genannten Verfahren) sollte das Labor seine geltenden
Standardarbeitsanweisungen befolgen, um die Ergebnisse darzustellen.

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. Unterbrechungen: Lagerung und erneutes Testen von wiarmebehandelten Lysaten
1. Um ein warmebehandeltes Lysat zu lagern, setzen Sie eine saubere Kappe auf das LysegefaR (siehe Lyse,
Abschnitt 4.5)

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

Entkappen Sie die GefaRe.

S A

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

6. Nehmen Sie den Trager mit den Neogen Lyseldsungsgefaen aus dem Heizblockeinsatz. Lassen Sie ihn 5 bis
10 Minuten lang im Neogen Molekulare Detektion — Kiihlblockeinsatz abkiihlen.

7. Setzen Sie das Protokoll ab dem oben beschriebenen Abschnitt Amplifikation fort.
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Literaturnachweise:

1. US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual (BAM) Ch. 29; MAR 2012
2. 1SO 22964:2017 Microbiology of the food chain -- Horizontal method for the detection of Cronobacter spp.

3. U.S. Food and Drug Administration. Code of Federal Regulations, Title 21, Part 58. Good Laboratory Practice for
Nonclinical Laboratory Studies.

4. ISO/IEC 17025:2017. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.

5. 1SO 7218:2007/Amd. 1:2013. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General requirements and guidance
for microbiological examination.

6. Installation Qualification (IQ)/Operational Qualification (OQ) Neogen® Molecular Detection System. Contact your
Neogen Food Safety representative to obtain a copy of this document.

7. 1SO 6887-5:2010. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial suspension
and decimal dilutions for microbiological examination-- Part 5: Specific rules for the preparation of milk and milk
products.

8. 1SO 6887-4:2017. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial suspension
and decimal dilutions for microbiological examination -- Part 4: Specific rules for the preparation of miscellaneous
products.

9. 1SO 16140-2:2016. Microbiology of the food chain — Method validation — Part 2: Protocol for the validation of
alternative (proprietary) methods against a reference method.

Konsultieren Sie bitte die jeweils aktuelle Version der oben aufgelisteten Standardmethoden.

Erklarung der Symbole

info.neogen.com/symbols
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Istruzioni sul prodotto

Analisi molecolare di seconda generazione per il rilevamento di
Cronobacter

Descrizione del prodotto e uso previsto

L'analisi molecolare di seconda generazione Neogen® per il rilevamento di Cronobacter & utilizzata con il Sistema per
I’analisi molecolare Neogen® per il rilevamento rapido e specifico di Cronobacter in campioni ambientali di alimenti, di
mangimi e di processi alimentari arricchiti.

L'Analisi molecolare Neogen per il rilevamento dei microrganismi patogeni utilizza I'amplificazione isotermica mediata
da loop per amplificare rapidamente le sequenze di acidi nucleici a elevata specificita e sensibilita, combinata alla
bioluminescenza per rilevare I'amplificazione. | risultati presunti positivi sono riportati in tempo reale, mentre quelli
negativi si visualizzano al completamento dell'analisi. | risultati presunti positivi vanno confermati utilizzando il proprio
metodo d'elezione o secondo quanto specificato dalle normative locali®'-?.

L'analisi molecolare di seconda generazione Neogen per il rilevamento di Cronobacter & concepita per essere utilizzata
in un ambiente di laboratorio da professionisti formati 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 I'analisi su campioni di tipo farmaceutico, cosmetico, clinico o veterinario. CAnalisi molecolare
di seconda generazione Neogen per il rilevamento di Cronobacter non & stata valutata con tutti i possibili prodotti
alimentari, processi alimentari, protocolli di test o ceppi di batteri.

Come tutti i metodi analitici, 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, tra cui omogeneizzazione e miscelazione, 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 che presentano particolari caratteristiche alimentari e/o ambientali o
microbiche, per assicurare che il metodo soddisfi i criteri dell'utente.

Neogen ha valutato I'Analisi molecolare di seconda generazione Neogen per il rilevamento di Cronobacter con terreno di
arricchimento con acqua peptonata tamponata (ISO).

Lo Strumento per I'analisi molecolare Neogen® & destinato all'uso su campioni 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
dovranno essere inseriti nello Strumento per 'analisi molecolare Neogen.

Neogen Food Safety & certificata ISO (International Organization for Standardization) 9001 per la progettazione e la produzione.

Il kit di prova per I’Analisi molecolare di seconda generazione Neogen per il rilevamento di Cronobacter contiene 96
test, descritti nella Tabella 1.

Tabella 1. Componenti del kit dell'analisi molecolare Neogen

Articolo Identificazione Quantita Indice Commenti

In rastrelliera
e pronti all'uso

Soluzione di lisi (LS) Soluzione rosa in

Neogen® tubi trasparenti 96 (12 strisce da 8 tubi) | 580 pl di LS per tubo

Tubi di reagente per ’Analisi
molecolare di seconda

generazione Neogen® per il
rilevamento di Cronobacter

Miscela di rilevamento
Tubi arancio-rosso | 96 (12 strisce da 8 tubi) | e amplificazione Pronti all'uso
specifica liofilizzata

Tappi supplementari Tappi arancio-rosso | 96 (12 strisce da 8 tappi) Pronti all'uso
Controllo reagente (RC) Tubi trasparenti con | 16 (2 strisce da 8 tubi Mlscelg.dl rl!evamento -

® . . e amplificazione DNA | Pronti all'uso
Neogen apertura a scatto singoli)

di controllo liofilizzato

Il controllo negativo, non fornito nel kit, &€ un terreno di arricchimento sterile, ad esempio, BPW ISO. Non utilizzare
I'acqua come Controllo negativo.
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Sicurezza

Lutente dovrebbe leggere, capire e seguire tutte le informazioni per la sicurezza contenute nelle istruzioni del Sistema
per I’analisi molecolare Neogen e dell’Analisi molecolare di seconda generazione Neogen per il rilevamento di
Cronobacter. Conservare le istruzioni di sicurezza per poterle consultare in futuro.

AAVVERTENZA: 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 di seconda generazione Neogen per il rilevamento di Cronobacter per la diagnosi
delle condizioni di soggetti umani o animali.

L'utente é tenuto a formare il proprio personale alle attuali tecniche di analisi appropriate: ad esempio, le buone
prassi di laboratorio®, ISO/IEC 17025 o ISO 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 di seconda generazione Neogen per il rilevamento di Cronobacter come indicato sulla
confezione e nelle istruzioni sul prodotto.

e Utilizzare sempre I’Analisi molecolare di seconda generazione Neogen per il rilevamento di Cronobacter entro la
data di scadenza.

e Utilizzare I’Analisi molecolare di seconda generazione Neogen per il rilevamento di Cronobacter con campioni
ambientali di alimenti, di mangimi e di processi alimentari che sono stati convalidati internamente o da terzi.

e Utilizzare I’Analisi molecolare di seconda generazione Neogen per il rilevamento di Cronobacter solo con superfici,
disinfettanti, protocolli e ceppi di batteri che sono stati validati internamente o da terzi.

e Per un campione ambientale contenente un tampone neutralizzante con il complesso di aril solfonato, eseguire
una diluizione 1:2 prima di eseguire il test (1 parte di campione in 1 parte di brodo di arricchimento sterile).
Un’altra opzione consiste nel trasferimento di 10 pl di arricchimento del tampone neutralizzante all’interno dei
tubi della soluzione di lisi Neogen. Prodotti per la movimentazione campioni di Neogen® che includono Tampone
neutralizzante con complesso aril-solfonato: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL10NB2G, HS10NB, HS10NB2G
e HS2410NB2G. Questo protocollo non é stato testato durante lo studio NF Validation.

Per ridurre i rischi associati all'esposizione a sostanze chimiche e a pericoli biologici:

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 per causare rischi alla salute umana.

e Durante la manipolazione di reagenti e campioni contaminati, seguire sempre le pratiche standard di sicurezza di
laboratorio, compreso l'utilizzo di abbigliamento protettivo e protezioni appropriate per gli occhi.
Evitare il contatto con il contenuto dei tubi di reagente e del terreno di arricchimento dopo I'amplificazione.
Smaltire i campioni arricchiti e i rifiuti contaminati associati conformemente agli attuali standard locali/regionali/
nazionali/settoriali.
Non superare I'impostazione di temperatura raccomandata sul riscaldatore.
Non superare il tempo di riscaldamento raccomandato.
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). Il termometro deve essere collocato nella posizione indicata
nell'Inserto del blocco di calore per il sistema di rilevamento 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 l'introduzione di nucleasi).

Per ridurre i rischi associati all'esposizione a liquidi caldi:
Non superare I'impostazione di temperatura raccomandata sul riscaldatore.
Non superare il tempo di riscaldamento raccomandato.
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). Il termometro deve essere collocato nella posizione indicata
nell'Inserto del blocco di calore per il sistema di rilevamento molecolare Neogen.
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AVVISO

Per ridurre i rischi associati alla contaminazione crociata durante la preparazione dell'analisi:

e Cambiare i guanti prima di idratare il reagente con pastiglie.

Si consiglia di utilizzare punte di pipetta di grado biologico molecolare sterili con barriera di aerosol (filtrate).
Utilizzare una nuova punta di pipetta per ciascun trasferimento di campione.

Adottare buone prassi di laboratorio per trasferire il campione dall'arricchimento al tubo di lisi. Per evitare la
contaminazione della pipettatrice, I'utente puo scegliere di aggiungere una fase di trasferimento intermedia. Ad
esempio, l'utente puo trasferire ciascun campione arricchito in un tubo sterile.

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 di inserimento/rimozione
del tappo ecc.) con una soluzione di candeggina per uso domestico all'1-5% (diluita in acqua v:v) o una soluzione per
la rimozione di DNA.

Per ridurre i rischi associati a un risultato falso positivo:

e Non aprire mai i tubi dopo I'amplificazione.

e Gettare sempre i tubi contaminati immergendoli in una soluzione di candeggina per uso domestico all'1-5% (diluita in
acqua v:v) per 1 ora lontano dall'area di preparazione dell'analisi.

e Non sterilizzare mai in autoclave i tubi di reagente dopo I'amplificazione.

Se si sospetta che i campioni contengano livelli elevati di DNA di Cronobacter (ad es., DNA da cellule non vitali di

Cronobacter che sono state sottoposte a fase di distruzione/inattivazione), i presunti arricchimenti positivi devono

essere trattati con DNase prima della fase Lisi. Contattare il rappresentante Neogen locale per ulteriori informazioni.

Questo protocollo non ¢ stato testato durante lo studio NF Validation.

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 o contattare il distributore o il rappresentante Neogen di zona.

Responsabilita dell'utente
Gli utenti sono tenuti a leggere e acquisire familiarita con le istruzioni e le informazioni sul prodotto. Visitare il sito web
www.neogen.com o contattare il distributore o rappresentante Neogen di zona per ulteriori informazioni.

Nella scelta di un metodo di test, € importante tener conto del fatto che fattori esterni quali i metodi di campionamento,
i protocolli di test, la preparazione del campione, inclusa omogeneizzazione e miscelazione, 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.

L'utente 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 Sicurezza alimentare Neogen 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, Neogen ha elaborato il kit di Controllo della matrice
di rilevamento molecolare Neogen®. Quando necessario, utilizzare il Controllo della matrice (CM) per determinare se
questa sia in grado di influenzare i risultati dell'’Analisi molecolare di seconda generazione Neogen per il rilevamento di
Cronobacter. Durante qualsiasi periodo di valutazione in caso di adozione di un metodo Neogen o durante I'esecuzione
di test su matrici note o sconosciute o su matrici sottoposte a modifiche di materie prime o di processo, sottoporre a
test numerosi campioni rappresentativi della matrice, cioé campioni di diversa origine.

Si definisce matrice un tipo di prodotto con proprieta intrinseche quali la composizione e il processo. 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 SINGOLA
CONFEZIONE DEL PRODOTTO, NEOGEN NON RICONOSCE ALCUNA GARANZIA ESPLICITA O IMPLICITA,
INCLUSE, MA NON A ESSE LIMITATE, LE EVENTUALI GARANZIE DI COMMERCIABILITA O DI IDONEITA A UNO
SCOPO PARTICOLARE. Qualora un prodotto Neogen Sicurezza alimentare sia difettoso, Neogen o il suo distributore
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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 di seconda generazione Neogen per il rilevamento di Cronobacter 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 l'apertura,
i tubi di reagente inutilizzati dovrebbero essere sempre conservati in una busta richiudibile con essiccante all'interno per
mantenere la stabilita dei reagenti liofilizzati. Conservare le buste richiudibili a 2-8 °C per non oltre 60 giorni.

Non utilizzare I’Analisi molecolare di seconda generazione Neogen per il rilevamento di Cronobacter 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 i tubi per I'analisi molecolare di seconda generazione Neogen per il rilevamento di
Cronobacter 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 'uso
Seguire attentamente tutte le istruzioni. In caso contrario, si rischia di ottenere risultati non precisi.

Decontaminare periodicamente i banchi e I'attrezzatura di laboratorio (pipette, strumenti di inserimento/rimozione del
tappo ecc.) con una soluzione di candeggina per uso domestico all'1-5% (diluita in acqua v:v) o una soluzione per la
rimozione di DNA.

Lutente dovra 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”:

Tabella 3 per i protocolli di arricchimento secondo AOAC® Official Method of Analysis®” 2018.01 e Performance
Tested*M certificato n. 101703

Tabella 4 per i protocolli di arricchimento secondo il certificato NF VALIDATION 3M 01/20-03/18

Arricchimento del campione
Le tabelle 2, 3 0 4 presentano una guida ai protocolli di arricchimento per campioni ambientali di alimenti.

E responsabilita dell'utente convalidare i protocolli di campionamento alternativi o i rapporti di diluizione per assicurare
che il presente metodo di test soddisfi i propri criteri.

Alimenti, polveri ambientali, polveri, spazzate e spugne
1. Portare il terreno di arricchimento alla temperatura ambiente (20-25 °C) salvo diversamente indicato nel protocollo
di arricchimento (vedere Tabella 2, 3 0 4).

2. Unire asetticamente il terreno di arricchimento al campione e omogeneizzare accuratamente miscelando con vortex
0 a mano e agitando per 2 * 0,2 minuti o finché tutti i grumi non siano completamente sciolti e la sospensione di
arricchimento risulti omogenea™®,

a. Fattori quali la preparazione del campione, tra cui omogeneizzazione e miscelazione, la manipolazione e le
tecniche di laboratorio possono influenzare i risultati.

b. Per tutti i campioni a elevato numero di particelle, si consiglia I'utilizzo di filtri a sacco.

c. Per matrici che si gonfiano in acqua e sono molto viscose (es. cereali, amidi), si consiglia di effettuare ulteriori
diluizioni (> 1:10) finché la viscosita non risulta adeguatamente ridotta oppure aggiungere I'1% (p/v) di alfa-amilasi
al BPW (ISO)®,

d. Per campioni di grandi dimensioni di cereali, aggiungere lentamente cereale in polvere al liquido, mescolando
frequentemente per evitare grumi.

3. Incubare secondo quanto specificato nella rispettiva tabella del protocollo (vedere Tabella 2, 3 o 4).
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Tabella 2. Protocolli di arricchimento generici
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Temperatura di Tempo di Rl
. . Dimensione Volume brodo di pere ;cmp dell'analisi
Matrice campione o i .o | arricchimento | arricchimento
campione arricchimento® o del
(x1°C) (ore) .
campione
Alimenti per lattanti in polvere
(PIF) e materie prime come
latte in polvere secco, polvere [ 1X grammo di 9X ml di BPW
di soia, siero di latte in campione (ISO) (1:10) 37 18-24 20 ul
polvere, lattosio, farina di riso
e maltodestrina
Materie prime come sali,
minerali, amminoacidi, DHA 1X grammo di 99X ml di BPW )
(acido docosaesaenoico) e campione (ISO) (1:100) S7 18-24 20 ul
vitamine
Campioni ambientali secchi 1X grammo di 9X ml di BPW
come polvere, spazzate, . 37 18-24 20 pl
campione (ISO) (1:10)
raccolta a vuoto
Spugna ambientale con 10 . .. . .
ml di brodo Letheen o brodo ! dlsposmvo di 90 mi di BPW 37 18-24 20 pl
. campionamento (ISO) (1:10)
neutralizzante D/E

1. Neogen ha valutato I'analisi molecolare di seconda generazione Neogen per il rilevamento di Cronobacter
utilizzando i rapporti di diluizione indicati nella Tabella 2 fino a 300 g. E responsabilita dell'utente convalidare i
rapporti di diluizione o i protocolli alternativi per assicurare che il metodo soddisfi i propri criteri.

2. Utilizzare BPW (ISO) preriscaldato qualora il volume del brodo di arricchimento sia > 300 ml (es. campione > 30 grammi).

Istruzioni specifiche per metodi validati
AOAC® Official Method of Analysis*™ (OMA) 2018.01
AOAC® Performance Tested™ (PTM) certificato n. 101703

PERFORMANCE TESTED

RESEARCH INSTITUTE

LICENSE NUMBER 101703

Negli studi OMASM e PTMSM dell’Istituto di ricerca AOAC, I’Analisi molecolare di seconda generazione Neogen per il
rilevamento di Cronobacter & stata scoperta essere un efficace metodo per il rilevamento di Cronobacter. Le matrici
testate nello studio sono riportate nella Tabella 3.
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Tabella 3. Protocolli di arricchimento secondo AOAC® OMAS™ 2018.01 e PTMS™ 101703

Temperatura di Tempo di Lol
. . Dimensione Volume del brodo . e dell'analisi
Matrice campione o q q o arricchimento | arricchimento
campione di arricchimento' o del
(£1°C) (ore) .
campione
Alimenti per lattanti in polvere 90 ml di BPW
e cereali in polvere per lattanti 109 (ISO) (1:10) 87 18-24 20l
Cereali in polvere non 2700 ml di BPW Preriscaldato
probiotici per lattanti 300g (1SO) (1:10) a37 18-24 20 ul
Alimenti per lattanti in polvere 2700 ml di BPW Preriscaldato
e cereali in polvere con 300g (ISO) + 10 mg/I di 237 22-24 20 pl
probiotici per lattanti vancomicina
. 90 ml di BPW
Lattosio 10g (1SO) (1:10) 37 18-24 20 ul
Spugna ambientale con 10 ml 1 dispositivo di 90 ml di BPW i
di brodo neutralizzante D/E campionamento (1ISO) (1:10) 37 18-24 20 ul

1. Utilizzare BPW (ISO) preriscaldato se il volume del brodo di arricchimento & > 300 ml.

in precedenza.

NF VALIDATION concessa dalla AFNOR Certification

EN ISO 16140

3M 01/20-03/18
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

Metodo certificato NF VALIDATION in conformita a ISO 16140-29 in confronto a ISO 22964.

Ambito della validazione: alimenti per lattanti in polvere e cereali per lattanti con e senza probiotici, materie prime e

campioni ambientali.

Preparazione del campione: i campioni devono essere preparati secondo EN ISO 22694® ed EN ISO 68879,

Versione del software: vedere il certificato.




Tabella 4. Protocolli di arricchimento secondo il metodo certificato NF VALIDATION 3M 01/20-03/18
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probiotici)

. . Volume del | Temperatura di Tempo di Vca'lumt? . Punto di
. . Dimensione . .. . dell'analisi . .
Matrice campione . brodo di arricchimento | arricchimento interruzione
campione o . ° del 23
arricchimento (x1°C) (ore) , raccomandato?®
campione
e Alimentiin
polvere per
lattanti
e Cerealiin
polvere per
lattanti
e Ingredienti
come latte in
polvere secco, Il brodo di
polvere di soia, arricchimento o
siero di latte 10 lisato campione
in polvere, 9 puo essere
lattosio, conservato a 2-8
farina diriso e i °Cfinoa 72 ore
: 90 ml di BPW 37 18-04 20 pl
maltodestrina (1SO) (1:10)
e Campioni
ambientali
secchi come
polvere,
spazzate,
raccolta a
vuoto
Il brodo di
1 dispositivo arricchimento o
e Spugna, acqua . . . .
C L di campio- lisato campione
di risciacquo, N
anni namento o puo essere
P 10 ml conservato a 2-8
°C finoa 72 ore
. .. Il brodo di
Alimenti in polvere N
per lattanti e arricchimento o
cerealiin polvere | 30-300g BPW (ISO) 37 18-24 20 yl lisato campione
. (1:10) pud essere
per lattanti (non
robiotici) conservato a 2-8
P °Cfinoa 72 ore
Cereali in polvere
- BPW (I
per lattanti e +10 m( S/Iozh
alimenti in polvere 30-300 g 97 37 22-24 20 l Nessuno
. vancomicina
per lattanti (con (1:10)

Utilizzare BPW (ISO) preriscaldato qualora il volume del brodo di arricchimento sia > 300 ml (es. campione > 30 grammi).

2. Dopo aver rimosso il brodo di arricchimento dal luogo di conservazione, riprendere il test dal Punto 1 nella sezione
Lisi. Dopo aver rimosso il lisato campione dal luogo di conservazione, riprendere il test dal Punto 7 nella sezione Lisi.

3. Fare riferimento all'Appendice A per rieseguire il test di lisati trattati termicamente conservati.

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

1. Bagnare un panno o un asciugamano monouso con una soluzione di candeggina per uso domestico all'1-5% (diluita

in acqua v:v) 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.
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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 supporto per il Blocco di raffreddamento estraibile per il sistema di rilevamento molecolare
Neogen®

Posizionare il supporto per il Blocco di raffreddamento estraibile per il sistema di rilevamento molecolare Neogen
direttamente sul banco di laboratorio: il Vassoio per blocco di raffreddamento estraibile per il sistema rilevamento
molecolare Neogen non viene utilizzato. Utilizzare il blocco 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 100 = 1 °C.

NOTA: a seconda dell'unita riscaldante, attendere circa 30 minuti affinché I'Inserto 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 uno digitale a 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. Avviare il Software per I'analisi molecolare Neogen® ed effettuare ’'accesso. Contattare il proprio rappresentante
Neogen Food Safety per assicurarsi di avere la versione del software piu aggiornata.

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

3. Creare o modificare una corsa 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 tubi di reazione. Tale fase di riscaldamento dura
20 minuti circa ed & indicata da una spia ARANCIONE sulla barra di stato dello strumento. Quando lo strumento é pronto
per avviare I'analisi, la barra di stato diventa VERDE.

Lisi
Rimuovere la parte inferiore della rastrelliera per la soluzione di lisi Neogen con un cacciavite prima di posizionarla
nell'lnserto del blocco di calore per il sistema di rilevamento molecolare Neogen.

>

[ ¢

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

2. Capovolgere i tubi provvisti di tappo per miscelare. Procedere con la fase successiva entro 4 ore dopo l'inversione.
3. Rimuovere il brodo di arricchimento dall'incubatore.

4. E richiesto un tubo della soluzione di lisi Neogen per ciascun campione e campione NC (terreno di arricchimento
sterile).

4.1 Le strisce di tubi per soluzione di lisi Neogen possono essere tagliate al numero desiderato. Selezionare il
numero necessario di strisce dei tubi della soluzione di lisi Neogen singole o da 8 tubi. Posizionare i tubi della
soluzione di lisi Neogen in una rastrelliera vuota.
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4.2 Al fine di evitare la contaminazione crociata, stappare una striscia di tubi della soluzione di lisi Neogen alla volta
e utilizzare una nuova punta di pipetta per ciascuna fase di trasferimento.

4.3 Trasferire il campione arricchito nei tubi della soluzione di lisi Neogen come descritto di seguito:

Trasferire innanzitutto ciascun campione arricchito in un tubo della soluzione di lisi Neogen singolo. Trasferire
I'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 tubi della soluzione di lisi Neogen, una striscia alla volta.

4.5 Gettare via il tappo del tubo della soluzione di lisi Neogen; se il lisato viene conservato per effettuare nuovamente il
test, posizionare i tappi in un contenitore pulito per consentirne nuovamente |'applicazione dopo la lisi.

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

4.6 Agitare la busta di arricchimento prima di raccogliere il campione dal lato filtrato quando si lavora con campioni
viscosi.

4.7 Trasferire 20 ul di campione in un tubo della soluzione di lisi Neogen, a meno che non venga indicato altrimenti
nella tabella del protocollo.

Ripetere i punti da 4.4 a 4.7 finché ciascun singolo campione non é stato aggiunto a un tubo della soluzione di lisi
Neogen corrispondente nella striscia.

| N

(o

10.

Quando tutti i campioni sono stati trasferiti, trasferire 20 pl di NC (mezzo di arricchimento sterile, ad esempio BPW)
in un tubo della soluzione di lisi Neogen. Non utilizzare I'acqua come NC (Controllo negativo).

Verificare che la temperatura dell’Inserto del blocco di calore per il sistema di rilevamento molecolare Neogen sia 100 +
1°C.

Posizionare la rastrelliera per tubi della 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 passera dal colore rosa (freddo) al giallo (caldo).

| campioni non correttamente trattati termicamente durante la fase di lisi dell'analisi possono essere considerati un
potenziale rischio biologico e NON dovranno essere inseriti nello Strumento per I'analisi molecolare Neogen.

Rimuovere la rastrelliera dei tubi della soluzione di lisi Neogen senza coperchio dal Blocco riscaldante per il
sistema di rilevamento molecolare Neogen e far 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 senza il Vassoio

per Blocco di raffreddamento estraibile per il sistema di rilevamento molecolare Neogen®, deve essere posto
direttamente sul banco del laboratorio. Quando ¢ fredda, la soluzione di lisi Neogen torna a essere di colore rosa.

Rimuovere la rastrelliera dei tubi della soluzione di lisi Neogen dal Blocco di raffreddamento estraibile per il sistema
di rilevamento molecolare Neogen.
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001500

99-101°C

Amplificazione

1.

E richiesto un tubo di reagente per I’Analisi molecolare di seconda generazione Neogen per il rilevamento di
Cronobacter per ciascun campione e per il NC.

1.1 Le strisce dei tubi possono essere tagliate al numero di tubo desiderato. Selezionare il numero necessario di
tubi di reagente singoli o di strisce da 8 tubi per I’Analisi molecolare di seconda generazione Neogen per il
rilevamento di Cronobacter.

1.2 Collocare i tubi di reagente per I'Analisi molecolare di seconda generazione Neogen per il rilevamento di
Cronobacter in una rastrelliera vuota.

1.3 Evitare di spostare le pastiglie di reagente poste sul fondo dei tubi.
Selezionare un tubo di Controllo reagente Neogen e posizionarlo nella rastrelliera.

Al fine di evitare la contaminazione crociata, rimuovere i tappi da una striscia di tubi di reagente per I'Analisi
molecolare di seconda generazione Neogen per il rilevamento di Cronobacter alla volta e utilizzare un nuovo puntale
per pipetta per ciascuna fase di trasferimento.

Trasferire ciascuno dei lisati in un tubo di reagente per I’Analisi molecolare di seconda generazione Neogen per il
rilevamento di Cronobacter e un tubo di controllo reagente Neogen come indicato di seguito:

Trasferire prima ciascun lisato campione nei tubi di reagente singoli per I'Analisi molecolare di seconda generazione
Neogen per il rilevamento di Cronobacter, quindi trasferire il NC. Idratare il tubo di controllo reagente Neogen per
ultimo.

Utilizzare lo Strumento di inserimento/rimozione del tappo per il rilevamento molecolare Neogen® per rimuovere
il tappo da un tubo di reagente per I’Analisi molecolare di seconda generazione Neogen per il rilevamento di
Cronobacter, una striscia di tubi per volta. Gettare il tappo.

5.1 Trasferire 20 pl di lisato campione dalla meta superiore del liquido (evitare il deposito) di un tubo della
soluzione di lisi Neogen nel corrispondente tubo di reagente per ’Analisi molecolare di seconda generazione
Neogen per il rilevamento di Cronobacter. Erogare con un'inclinazione per evitare il movimento delle
pastiglie. Miscelare pipettando delicatamente su e giu per 5 volte.

5.2 Ripetere il punto 5.1 finché ciascun singolo lisato campione non é stato aggiunto al corrispondente tubo di
reagente per I'analisi molecolare Neogen di seconda generazione per il rilevamento di Cronobacter nella striscia.

5.3 Coprire i tubi di reagente per I’Analisi molecolare di seconda generazione Neogen per il rilevamento di
Cronobacter con i tappi supplementari forniti e utilizzare il lato arrotondato dello strumento di inserimento/
rimozione dei tappi per il rilevamento molecolare Neogen — Reagente per applicare pressione con un
movimento avanti e indietro assicurandosi di stringere bene il tappo.

5.4 Ripetere i punti da 5.1 a 5.3 fin quando & necessario, per il numero di campioni da testare.

5.5 Quando tutti i lisati sono stati trasferiti, ripetere i punti da 5.1 a 5.3 per trasferire 20 pl di lisato NC in un tubo di
reagente per I’Analisi molecolare di seconda generazione Neogen per il rilevamento di Cronobacter.

5.6 Trasferire 20 pl di lisato NC in un tubo di controllo reagente Neogen. Erogare con un'inclinazione per evitare il
movimento delle pastiglie. Miscelare pipettando delicatamente su e giu per 5 volte.

Caricare i tubi provvisti 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.

10




@ (Italiano) ﬂﬁ ﬁ

7. Controllare e confermare I’esecuzione configurata sul Software 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 60 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 I'analisi molecolare Neogen e smaltire i tubi immergendoli 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 il rischio di falsi positivi dovuti alla contaminazione crociata, non aprire mai i tubi di reagente
contenenti DNA amplificato. Questi includono il reagente per ’Analisi molecolare di seconda generazione Neogen per
il rilevamento di Cronobacter, i tubi di controllo reagente Neogen e i tubi di controllo della matrice Neogen. Smaltire
sempre i tubi di reagente sigillati immergendoli 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.

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'esecuzione.

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

Conferma
e Conferma dei risultati secondo il metodo certificato NF Validation

Nel contesto del NF VALIDATION, tutti gli arricchimenti presunti positivi dovranno essere confermati seguendo il
metodo di riferimento per la conferma®, iniziando dal trasferimento dall'arricchimento primario (BPW ISO o BPW ISO
integrato con 10 mg/I di vancomicina).

e Altro protocollo di conferma

Tutti i presunti risultati positivi vanno confermati in base alle procedure operative standard del laboratorio o seguendo
un adeguato metodo di riferimento per la conferma®-?, iniziando dal trasferimento dall'arricchimento primario (BPW ISO
o BPW ISO integrato con 10 mg/I di vancomicina) a un terreno di arricchimento secondario, seguito dall'applicazione di
un disco e dalla conferma degli isolati utilizzando metodi biochimici e sierologici adeguati.

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"2.

Nel caso di eventi discordanti (presunto positivo con I’Analisi molecolare di seconda generazione Neogen per il
rilevamento di Cronobacter, 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 o contattare il distributore o il rappresentante Neogen di zona.
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Appendice A. Interruzione del protocollo: conservazione e nuovo test dei lisati trattati con calore

1.

o s D

7.

Per conservare un lisato trattato con calore, richiudere il tubo di lisi con un tappo pulito (vedere la sezione Lisi, 4.5)
Conservare a 2-8 °C fino a 72 ore.

Preparare il campione conservato per I'amplificazione capovolgendolo 2-3 volte per miscelarlo.

Togliere il tappo ai tubi.

Collocare i tubi di lisato miscelato sull'Inserto del blocco di calore per il sistema di rilevamento molecolare Neogen e
riscaldare a 100 £ 1 °C per 5 £ 1 minuti.

Rimuovere la rastrelliera dei tubi della soluzione di lisi Neogen dal blocco di calore e consentire il raffreddamento nel
Blocco di raffreddamento estraibile per il sistema di rilevamento molecolare Neogen per almeno 5 minuti e per un
massimo di 10 minuti.

Continuare il protocollo indicato nella sezione Amplificazione illustrata sopra.

Bibliografia:

1.
2.
3.

US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual (BAM) Ch. 29; MAR 2012
ISO 22964:2017 Microbiology of the food chain -- Horizontal method for the detection of Cronobacter spp.

U.S. Food and Drug Administration. Code of Federal Regulations, Title 21, Part 58. Good Laboratory Practice for
Nonclinical Laboratory Studies.

ISO/IEC 17025:2017. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.

ISO 7218:2007/Amd. 1:2013. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General requirements and guidance
for microbiological examination.

Installation Qualification (IQ)/Operational Qualification (OQ) Neogen® Molecular Detection System. Contact your
Neogen Food Safety representative to obtain a copy of this document.

ISO 6887-5:2010. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial suspension
and decimal dilutions for microbiological examination-- Part 5: Specific rules for the preparation of milk and milk
products.

ISO 6887-4:2017. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial suspension
and decimal dilutions for microbiological examination -- Part 4: Specific rules for the preparation of miscellaneous
products.

ISO 16140-2:2016. Microbiology of the food chain — Method validation — Part 2: Protocol for the validation of
alternative (proprietary) methods against a reference method.

Fare riferimento alle versioni attuali dei metodi standard elencati in precedenza.

Legenda dei simboli
info.neogen.com/symbols
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X NEOGEN

Instrucciones del Producto

Ensayo 2 Detecciéon Molecular - Cronobacter

Descripcion del producto y uso previsto

El Ensayo 2 Deteccion Molecular Neogen® - Cronobacter se utiliza con el Sistema de Deteccién Molecular Neogen®
para la deteccidn especifica y rapida de Cronobacter en muestras enriquecidas de alimentos y muestras ambientales de
donde se procesan alimentos.

El Ensayo de Deteccién Molecular Neogen usa amplificacién isotérmica mediada por asas para amplificar rapidamente
las secuencias de acido nucleico con alta especificidad y sensibilidad, combinadas con bioluminiscencia para detectar la
amplificacién. 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 locales!-2.,

El Ensayo 2 Deteccion Molecular - Cronobacter esté previsto para su uso en laboratorios por profesionales capacitados
en el empleo de técnicas de laboratorio. Neogen no documenté el uso de este producto en otras industrias que no sean
la alimentaria o la de bebidas. Por ejemplo, Neogen no ha documentado este producto para la evaluacion de muestras
farmacéuticas, cosméticas, clinicas o veterinarias. Ensayo 2 Deteccién Molecular - Cronobacter no se evalué con

todos los productos alimenticios, los procesos de alimentos o protocolos de pruebas posibles ni con todas las cepas de
bacterias posibles.

Como con todos los métodos de prueba, el origen, la formulacién y la calidad del medio de enriquecimiento
puede influir sobre los resultados. Los factores como los métodos de toma de muestras, los protocolos de prueba, la
preparacién de la muestra, incluso la homogenizacién y mezclado, manipulacion y técnicas de laboratorio aplicados
sobre las muestras también pueden influir sobre los resultados. Neogen recomienda la evaluacién del método lo que
incluye el medio de enriquecimiento en el ambiente del usuario mediante un nimero suficiente de muestras con
determinados alimentos o muestras ambientales y retos microbianos para garantizar que el método satisface los
criterios del usuario.

Neogen ha evaluado el Ensayo 2 Deteccidon Molecular - Cronobacter con Agua Peptonada Tamponada 1SO.

El Equipo de Deteccion Molecular Neogen® estd previsto para ser utilizado con muestras que hayan sido tratadas
con calor durante el paso de lisis del ensayo, que se disefié para destruir los organismos 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 Deteccién Molecular Neogen.

Neogen Food Safety tiene certificacion ISO (International Organization for Standardization) 9001 para disefio y
fabricacion.

El kit de prueba para el Ensayo 2 Deteccidén Molecular - Cronobacter contiene 96 pruebas, que se describen en la Tabla 1.

Tabla 1. Componentes del Kit para el Ensayo de Deteccion Molecular

Articulo Identificacién Cantidad Contenido Comentarios

Solumor;de Lisis (LS) Solucién rosada en 96 (12 tiras de 8 tubos) 580 il de LS por tubo I?n bastidor y
Neogen tubos transparentes lista para usar

Ti i .,
ubos de reactivos para Mezcla de deteccion

el Ensayo 2 Detecc@ion Tubos naranjas-rojos | 96 (12 tiras de 8 tubos) y amplificacion Listos para

Molecular Neogen® - e 1eges usar
especifica liofilizada

Cronobacter

Tapas adicionales Tapas naranjas-rojas | 96 (12 tiras de 8 tapas) t;s;:)s para
Mezcla de deteccién

Control de Reactivos Tubos transparentes | 16 (2 bolsas de 8 tubos | y amplificacién de Listos para

Neogen® (RC) con tapa de bisagra | individuales) control liofilizado de | usar

ADN

El Control Negativo, no provisto en el kit, es un medio de enriquecimiento estéril, por ejemplo, Agua Peptonada
Amortiguada (BPW) ISO. No use agua como Control Negativo.

1
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Seguridad

El usuario debe leer, comprender y proceder de acuerdo con toda la informacién sobre seguridad incluida en
las instrucciones para el Sistema de Deteccidén Molecular Neogen y el Ensayo 2 Deteccidén Molecular Neogen -
Cronobacter. Guarde las instrucciones de seguridad como referencia en el futuro.

AADVERTENCIA: Indica una situacién peligrosa que, si no se evita, podria ocasionar la muerte o lesiones graves, y/o
dafios materiales.

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

A ADVERTENCIA

No use el Ensayo 2 Deteccion Molecular Neogen - Cronobacter para el diagnéstico de afecciones en seres humanos
ni animales.

El usuario debe capacitar a su personal en las técnicas de evaluacién adecuadas: por ejemplo, Buenas Practicas de
Laboratorio®, la norma ISO 17025® o la norma ISO 7218®),

Para reducir los riesgos asociados con un resultado falso negativo que provoque la liberaciéon de productos

contaminados:

e Siga el protocolo y realice las pruebas exactamente como se indica en las instrucciones del producto.

e Almacene el Ensayo 2 Deteccién Molecular Neogen - Cronobacter como se indica en el embalaje y en las
Instrucciones del producto.

Siempre use el Ensayo 2 Deteccién Molecular Neogen - Cronobacter antes de su fecha de vencimiento.
Use el Ensayo 2 Deteccion Molecular Neogen - Cronobacter con muestras de alimentos y muestras ambientales de
donde se procesan alimentos validadas internamente o por un tercero.

e Use el Ensayo 2 Deteccidén Molecular Neogen - Cronobacter solo con superficies, desinfectantes, protocolos y
cepas bacterianas que hayan sido validados internamente o por un tercero.

e En el caso de muestras ambientales que contengan una solucién amortiguadora neutralizante (NB) con un complejo
de 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 opcién es transferir 10 pL de la solucién amortiguadora
neutralizante a los tubos de Solucién de Lisis Neogen. Productos de manipulacién de la muestra Neogen® que
incluyen la solucion amortiguadora Neutralizante con el complejo de aril sulfonato: RS96010NB, RS9604NB,
SSL10NB, SSL10NB2G, HS10NB, HS10NB2G y HS2410NB2G. Este protocolo no se ha evaluado durante el estudio
de NF Validation.

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

e Realice las pruebas de patdégenos 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 podrian contener patégenos en niveles suficientes para provocar un riesgo para la
salud humana.

e Siempre proceda de acuerdo con las practicas estandar de seguridad del laboratorio. Eso incluye usar la ropa de
proteccidén adecuada y proteccidn para los ojos al manipular reactivos y muestras contaminadas.

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

e Deseche las muestras enriquecidas y desechos contaminados asociados segun los estandares locales/regionales/
nacionales/industriales actuales.

No exceda la temperatura recomendada al configurar el calentador.

No exceda el tiempo de calentamiento recomendado.

Use un termdémetro calibrado adecuado para verificar la temperatura del Bloque de Calor para el Sistema de
Deteccién Molecular Neogen® (por ej., un termémetro de inmersidn parcial o un termémetro digital termopar, no un
termémetro de inmersion total). El termdmetro debe colocarse en la ubicacién designada en el Bloque de Calor para
el Sistema de Deteccion Molecular Neogen.

Para reducir los riesgos relacionados con contaminaciéon cruzada mientras se prepara el ensayo:
e Use siempre guantes (para proteger al usuario y evitar que se introduzcan nucleasas).

Para reducir los riesgos relacionados con la exposicion a liquidos calientes:
e No exceda la temperatura recomendada al configurar el calentador.
e No exceda el tiempo de calentamiento recomendado.
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e Use un termémetro calibrado adecuado para verificar la temperatura del Bloque de Calor para el Sistema de
Deteccion Molecular Neogen® (por ej., un termémetro de inmersidn parcial o un termémetro digital termopar, no un
termdmetro de inmersion total). El termémetro debe colocarse en la ubicacién designada en el Bloque de Calor para
el Sistema de Detecciéon Molecular Neogen.

ATENCION

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

e Cambiese los guantes antes de hidratar los gréanulos reactivos.

e Se recomienda usar puntas de pipetas estériles de calidad de biologia molecular con barrera para aerosoles (puntas
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 contaminacidn 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.

e Use una estacion de trabajo de calidad para biologia molecular con una lampara germicida, siempre que disponga
de una.

e Descontamine periddicamente 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 DNA.

Para reducir los riesgos relacionados con un resultado falso positivo:

e Nunca abra los tubos después de la amplificacién.

e Siempre deseche los tubos contaminados sumergiéndolos en una solucién de cloro de uso doméstico del 1 % al 5
(v:v en agua) durante 1 hora y lejos del area en que se prepara el ensayo.
Nunca abra los tubos de reactivos después de la amplificacion.
Si se sospecha que las muestras contienen niveles elevados de ADN de Cronobacter (es decir, ADN de células
de Cronobacter no viables que hayan estado sujetas a un paso de eliminacién/inactivacion), los enriquecimientos
presuntamente positivos se deben tratar con la DNasa antes del paso de Lisis. Comuniquese con su Representante de
Neogen para recibir instrucciones adicionales. Este protocolo no se ha evaluado durante el estudio de NF Validation.

%

Consulte la Hoja de Datos de Seguridad para obtener mas informacidn y conocer las regulaciones locales para el
desecho de materiales.

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 pongase 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 preparacién 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 exposiciones microbianas y matrices apropiadas para satisfacer al usuario en cuanto a que el método de
prueba cumple con los criterios que este estipule.

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 de varias matrices, Neogen ha desarrollado el kit de Control de Matriz
para Deteccion Molecular Neogen®. Cuando sea necesario, utilice el Control de Matriz (MC) para determinar si la matriz
tiene la capacidad de impactar en los resultados del Ensayo 2 Deteccion Molecular Neogen - Cronobacter. Analice
varias muestras representativas de la matriz, es decir, las muestras obtenidas de diferente origen, durante cualquier
periodo de validacion al adoptar el método de Neogen o al analizar matrices nuevas o desconocidas, o matrices que
hayan sido sometidas a cambios en el proceso o la materia prima.
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Una matriz se puede definir como un tipo de producto con propiedades intrinsecas, tales como composicidn y proceso.
Las diferencias entre las matrices pueden ser tan simples como los efectos provocados por las diferencias en su
procesamiento o presentacion, por ejemplo, crudo o pasteurizado, fresco o deshidratado, etc.

Limitacion de garantias / 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.

Limitaciéon 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 GANANCIAS. 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 2 Deteccion Molecular Neogen - Cronobacter a una temperatura entre 2 °Cy 8 °C. No congelar.
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 dafada. 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 reselladas a una temperatura entre 2 °C y 8 °C durante 60 dias como maximo.

No use el Ensayo 2 Deteccién Molecular Neogen - Cronobacter 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 usarlos, el medio de
enriquecimiento y los tubos del Ensayo 2 Deteccidén Molecular Neogen - Cronobacter podrian contener materiales
patégenos. Una vez terminada la prueba, proceda de acuerdo con 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 regulaciones locales para el desecho de materiales.

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 solucion de cloro de uso doméstico del 1 % al 5% (v:v en agua) o en una solucién para eliminacién de DNA.

El usuario debe completar la capacitacién de calificacién del operador (OQ) del Sistema de Deteccién Molecular
Neogen segun se describe en el documento “Protocolos de Calificacién para la Instalacién (IQ)/Calificacion Operativa
(OQ) e Instrucciones para el Sistema de Deteccion Molecular Neogen”®,

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

La Tabla 3 para los protocolos de enriquecimiento segin el OAOAC® Official Method of Analysis™ 2018.01 y el
Certificado Performance Tested"™ n.° 101703.

La Tabla 4 de los protocolos de enriquecimiento segun el certificado NF VALIDATION 3M 01/20-03/18.

Enriquecimiento de la Muestra
Las Tablas 2, 3 0 4 presentan una guia para los protocolos de enriquecimiento de muestras ambientales y de alimentos.

Es responsabilidad del usuario validar protocolos de muestreo o enriquecimiento, o proporciones de dilucién
alternativos para garantizar que este método de prueba satisface los criterios del usuario.

Alimentos, polvos ambientales, polvos, barreduras y esponjas
1. Equilibre el medio de enriquecimiento a la temperatura ambiente de la sala (20-25 °C) a menos que el protocolo de
enriguecimiento indique lo contrario (Consulte la Tabla 2, 3 0 4).

2. Combine asépticamente el medio de enriquecimiento y la muestra y homogenice mediante mezclado, un
homogeneizador peristéltico o a mano durante 2 + 0,2 minutos o hasta que todos los grumos se hayan disuelto por
completo y la suspensiéon de enriquecimiento sea homogénea™®,

a. Los factores como la preparacion de la muestra, incluso la homogenizacion y mezclado, manipulacién y técnicas
de laboratorio pueden influir sobre los resultados.
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b. Para muestras con alto contenido de particulas, se recomienda utilizar bolsas con filtro.

c. Para matrices que se expanden en agua y son ampliamente viscosas (por ejemplo, cereales, almidones), se
sugiere hacer mas diluciones (> 1:10) hasta que la viscosidad se haya reducido de manera adecuada o agregue
1% (p/v) de alfa-amilasa a BPW (ISO)®,

d. Para muestras de gran tamafio de cereales, agregue el cereal en polvo lentamente al liquido mezclando
frecuentemente para evitar los grumos.

3. Incube como se indica en la tabla del protocolo que corresponda (Consulte la Tabla 2, 3 0 4).

Tabla 2. Protocolos Generales de Enriquecimiento

Volumen
Tamafio de Volumen Temperatura de Tiempo de de
Matriz de Muestreo la muestra’ del caldo de enriquecimiento | enriquecimiento | analisis
enriquecimiento’2 (x1°C) (horas) dela
muestra

Férmula en polvo para
lactantes (Powdered infant
formula, PIF) y materias primas Muestra de 9X ml de BPW
tales como leche en polvo, 37 18-24 20 ul
. 1X gramos (ISO) (1:10)
polvo de soja, suero en polvo,
lactosa, harina de arroz 'y
maltodextrina

Materias primas como sales, 1X gramos 99X ml de BPW

rT’ur?eraIes, ammoamdo_s, DHA Muestra de (1SO) (1:100) 37 18-24 20 pl

(4cido docosahexaenoico)

Muestras ambientales secas Muestra de 9X ml de BPW

como polvo, barreduras y 37 18-24 20 ul
. . 1X gramos (ISO) (1:10)

suciedad aspirada

Esponja ambiental con 10 ml . -

de caldo de Letheen o D/E 1 dispositivo | 90 ml de BPW 37 18-24 20 pl

de muestreo (ISO) (1:10)

Caldo Neutralizante

1. Neogen ha evaluado el Ensayo 2 Deteccion Molecular Neogen - Cronobacter usando las proporciones de dilucién
que se indican en la Tabla 2 hasta 300 g. Es responsabilidad del usuario validar protocolos o las proporciones de
dilucion alternativos para garantizar que este método de prueba satisface los criterios del usuario.

2. Use BPW (ISO) precalentada si el volumen del caldo de enriquecimiento es >300 ml (por ejemplo, si la muestra es
>30 gramos).

Instrucciones Especificas para Métodos Validados
AOAC® Official Method of Analysiss™ (OMA) 2018.01
AOAC® Performance Tested’™ (PTM) N.° de certificado 101703

5 PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 101703

En los estudios de AOAC Research Institute, OMASMy PTMSM, se descubrié que el Ensayo 2 Deteccién Molecular
Neogen - Cronobacter era un método efectivo para la deteccién de la Cronobacter. Las matrices evaluadas en el
estudio se muestran en la Tabla 3.



Tabla 3. Protocolos de enriquecimiento segiin AOAC® OMAS™ 2018.01 y PTMSM101703
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Volumen
~ Volumen Temperatura de Tiempo de de
. Tamaiio de . .. . . . s
Matriz de Muestreo del caldo de enriquecimiento | enriquecimiento | analisis
la muestra : At q g
enriquecimiento (x1°C) (horas) dela
muestra
Férmula en polvo para lactantes 90 ml de BPW
y cereal en polvo para lactantes 109 (ISO) (1:10) el 18-24 20 ul
Cereal en polvo para lactantes 2700 ml de BPW
no probistico 300g (1SO) (1:10) Precalentada 37 18-24 20 pl
Férmula en polvo para lactantes 2700 ml de BPW
y cereal en polvo para lactantes 300g (1SO) + 10 mg/l de | Precalentada 37 22-24 20 pl
con probidticos vancomicina
90 ml de BPW
Lactosa 10g (1SO) (1:10) 37 18-24 20 ul
1
Esponja ambiental con 10 ml de | dispositivo 90 ml de BPW )
D/E Caldo Neutralizante D/E de (ISO) (1:10) 37 18-24 20wl
muestreo

1. Use BPW (ISO) precalentada si el volumen del caldo de enriquecimiento es >300 ml.
NF VALIDATION por AFNOR Certification

ATION

ENI1SO 16140

3M 01/20-03/18

METODOS ALTERNATIVOS DE ANALISIS PARA LA AGROINDUSTRIA
http://nf-validation.afnor.org/en
Para mas informacion acerca del fin 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 ISO

22964.

Alcance de la validacion: Férmula en polvo para lactantes y cereal en polvo para lactantes con y sin probidticos,
materias primas y muestras ambientales.

Preparacién de la muestra: Las muestras se deben preparar segin las normas EN 1ISO 22694® y EN ISO 68879,

Versién de Software: Consulte el certificado.
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Tabla 4. Protocolos de enriquecimiento segun el método certificado de NF VALIDATION 3M 01/20-03/18.

Volumen Temperatura [ Tiempo de
~ . . Volumen de Punto de
. Tamaiio de | del caldo de | de enriquec-| enriquec- fre s . . .
Matriz de Muestreo . .. .. analisis de la interrupcion
la muestra enriquec- imiento imiento muestra recomendado??
imiento!’ (x1°C) (horas)
e Férmula en polvo
para lactantes
e Cereal en polvo
para Ia'ctantes El caldo de
e Ingredientes como . ..
enriquecimiento
leche en polvo, .
. o el lisado
polvo de soja, suero
de muestra
en polvo, lactosa, 10g
- se puede
harina de arroz,
maltodextrina almacenar a
2-8 °C por hasta
e Muestras 90 ml de BPW 79 horas
ambientales secas m e. 37 18-24 20 ul )
como polvo, (ISO) (1:10)
barreduras y
suciedad aspirada,
El caldo de
enriquecimiento
1 .
. - o el lisado
. dispositivo
e Esponja, agua de de de muestra
enjuague, pafios muestreo se puede
010 ml almacenar a
2-8 °C por hasta
72 horas.
El caldo de
enriguecimiento
Férmula en polvo para o el lisado
lactantes y cereal en BPW (ISO) de muestra
polvo para lactantes (no 30-300g (1:10) 37 18-24 20l se puede
probiético) almacenar a
2-8 °C por hasta
72 horas.
Férmula en polvo para BPW (I1SO) +
lactantes y cereal en 30-300 g 10 mg/'l Eie 37 0024 20 4l Ninguno
polvo para lactantes vancomicina
(incluso probiéticos) (1:10)

3.

Use BPW (ISO) precalentada si el volumen del caldo de enriquecimiento es >300 ml (por ejemplo, si la muestra es

>30 gramos).

Después de extraer el caldo de enriquecimiento del almacenamiento, retome la prueba desde el Paso 1 en la
seccidn Lisis. Después de extraer el lisado de muestra del almacenamiento, retome la prueba desde el Paso 7 en

la seccién Lisis.

Consulte el Apéndice A para repetir las pruebas de lisados tratados con calor.

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

1.

Enjuague la Bandeja de Carga Réapida para el Sistema de Deteccion Molecular Neogen con agua.

Utilice una toalla desechable para secar la Bandeja de Carga Répida para el Sistema de Deteccién Molecular Neogen.

Antes de utilizarla, asegurese de que la Bandeja de Carga Rapida para el Sistema de Deteccién Molecular Neogen

esté seca.
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Preparacién del Bloque de Frio para el Sistema de Detecciéon Molecular Neogen®
Coloque la Insercién del Bloque de Frio para el Sistema de Deteccion Molecular Neogen directamente sobre la mesa del
laboratorio: No se usa la Bandeja para el Bloque de Frio del Sistema de Deteccion Molecular Neogen. Use el bloque a
temperatura ambiente del laboratorio (20 °C a 25 °C).

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

Coloque el Bloque de Calor para el Sistema de Detecciéon Molecular Neogen en una unidad o plancha de calentamiento
seca. Encienda la unidad de calentamiento de bloques seca y ajuste la temperatura para permitir que el Bloque de Calor
para el Sistema de Deteccidén 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 Detecciéon Molecular Neogen alcance la temperatura deseada. Con un termémetro calibrado apropiado
(por ej., un termdémetro de inmersién 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 Deteccion Molecular Neogen
se encuentre a 100 °C %1 °C.

Preparaciéon del Equipo de Detecciéon Molecular Neogen®
1. Inicie el Software de Deteccidon Molecular Neogen® e inicie sesion. Comuniquese con su representante de Neogen
Food Safety para asegurarse de que cuenta con la versidn mas actualizada del software.

Encienda el Equipo de Deteccidén Molecular Neogen.

Cree o edite una corrida con datos para cada muestra. Para obtener detalles, consulte el Manual del Usuario del
Sistema de Deteccién Molecular Neogen.

NOTA: El Equipo de Deteccidén Molecular Neogen debe alcanzar el estado de Listo antes de insertar la Bandeja de Carga
Rapida para el Sistema de Deteccion Molecular Neogen con los tubos de reaccion. 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 una corrida, la barra de estado se cambiara a color VERDE.

Lisis
Retire la parte inferior de la Gradilla de Solucién de Lisis de Neogen con un destornillador antes de colocarlo en el
Bloque de Calor para el Sistema de Deteccién Molecular Neogen.

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

Invierta los tubos tapados para mezclarlos. Proceda con el paso siguiente dentro de las 4 horas después de la inversion.
Retire el caldo de enriquecimiento de la incubadora.
Se requiere un tubo de Solucién de Lisis Neogen para cada muestra y la muestra NC (medio de enriquecimiento estéril).

4.1 Las tiras de tubos de Solucién de Lisis Neogen pueden cortarse para obtener la cantidad deseada de tubos.
Seleccione la cantidad de tubos de Solucién de Lisis Neogen individuales o de tiras de 8 tubos necesarias.
Coloque los tubos de Solucién de Lisis Neogen en una gradilla vacia.

4.2 Para evitar la contaminacién cruzada, destape una tira de tubos 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.
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4.4 Utilice la Herramienta para Encapuchado/Desencapuchado del Sistema de Deteccidon 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 Solucién de Lisis Neogen; si se conservara el lisado para una repeticién de prueba,
coloque las tapas en un envase limpio para su reaplicacién luego de la lisis.

4.5.1.Para ver como procesar el lisato conservado, consulte el Apéndice A.

4.6 Agite la bolsa de enriquecimiento antes de recolectar la muestra del lado filtrado cuando trabaje con muestras
viscosas.

4.7 Transfiera 20 pl de la muestra a un tubo de Soluciéon de Lisis Neogen a menos que se indique de manera
contraria en la tabla de protocolo.

Repita los pasos 4.4 a 4.7 hasta que cada muestra individual se haya agregado al correspondiente tubo de Solucién
de Lisis Neogen de la tira.

l

o o)

10.

Cuando se hayan transferido todas las muestras, transfiera 20 pl del NC (medio de enriquecimiento estéril, por
ejemplo, BPW) a un tubo de Solucién de Lisis Neogen. No use agua como un NC.

Verifique que la temperatura del Bloque de Calor para el Sistema de Deteccion Molecular Neogen sea de 100 °C =1 °C.

Coloque la gradilla descubierta de tubos de Soluciéon 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 Solucién de Lisis
Neogen cambiara de rosado (frio) a amarillo (caliente).

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.

Retire la gradilla descubierta de tubos Solucion de Lisis Neogen del bloque de calentamiento y deje que se enfrie en
la Insercién del Bloque de Frio para el Sistema de Deteccion Molecular Neogen al menos durante 5 minutos y por
un maximo de 10 minutos. Cuando se usa la Insercién del Bloque de Frio para el Sistema de Deteccion Molecular
Neogen a temperatura ambiente sin la Bandeja para el Bloque de Frio del Sistema de Deteccién Molecular Neogen®,
debe colocarse directamente sobre el banco de laboratorio. Cuando esté frio, la Solucién de Lisis Neogen se
revertird a un color rosado.

Retire la gradilla de tubos de Solucién de Lisis Neogen de la Insercién del Bloque de Frio para el Sistema de
Deteccion Molecular Neogen.

001500

99-101°C

il i

Amplificacién

1.

2.

Se necesita un Tubo de Reactivos del Ensayo 2 Deteccién Molecular Neogen - Cronobacter por cada muestray el NC.

1.1 Las tiras de tubos pueden cortarse para obtener la cantidad de tubos deseada. Seleccione la cantidad de Tubos
de Reactivos del Ensayo 2 Deteccion Molecular Neogen - Cronobacter o tiras de 8 tubos seguin sea necesario.

1.2 Tubos de reactivos para el Ensayo 2 Deteccion Molecular Neogen - Cronobacter
1.3 Evite mover las perlas de reactivo en el fondo de los tubos.

Seleccione un tubo de Control de Reactivos Neogen y coléquelo en la gradilla.

9




3.

4.

10.
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Para evitar la contaminacién cruzada, destape una tira de Tubos de Reactivos del Ensayo 2 Deteccién Molecular
Neogen - Cronobacter por vez y use una nueva punta de pipeta para cada paso de transferencia.

Transfiera cada uno de los lisados a un Tubos de Reactivos del Ensayo 2 Detecciéon Molecular Neogen - Cronobacter
y a un Tubo de Control de Reactivos Neogen como se describe a continuacion:

Transfiera el lisado de cada muestra a los Tubos de Reactivos del Ensayo 2 Deteccién Molecular Neogen -
Cronobacter primero, seguido por el NC. Hidrate el Tubo de Control de Reactivos Neogen al final.

Use la Herramienta para Encapuchado/Desencapuchado del Sistema de Deteccién Molecular — Reactivo Neogen®
para destapar los Tubos de Reactivos del Ensayo 2 Deteccién Molecular Neogen - Cronobacter, una tira de tubo a la
vez. Desecha la tapa.

5.1 Transfiera 20 pl del lisado de muestra de la 1/2 superior del liquido (evite el precipitado) en el tubo de
Solucién de Lisis Neogen que corresponde al Tubo de Reactivos del Ensayo 2 Deteccion Molecular Neogen
- Cronobacter. Aplique en un angulo que permita evitar que se muevan los granulos. 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 2 Deteccién Molecular Neogen - Cronobacter en la tira.

5.3 Cubra los Tubos de Reactivos del Ensayo 2 Detecciéon Molecular Neogen - Cronobacter con las tapas
adicionales provistas y utilice el lado redondeado de la Herramienta para Encapuchado/Desencapuchado del
Sistema de Deteccién Molecular — Reactivo Neogen para aplicar presién con un movimiento hacia adelante y
hacia atras para asegurarse de que la tapa quede bien ajustada.

5.4 Repita los pasos 5.1 a 5.3 seglin sea necesario para la cantidad de muestras que se deben analizar.

5.5 Cuando se hayan transferido todos los lisados de la muestra, repita los pasos 5.1 a 5.3 para transferir 20 ul de
lisado NC a un Tubo de Reactivos del Ensayo 2 Deteccidon Molecular Neogen - Cronobacter.

5.6 Transfiera los 20 pl del lisado NC a un tubo de Control de Reactivos Neogen. Aplique en un angulo que permita
evitar que se muevan los granulos. Mezcle pipeteando suavemente hacia arriba y hacia abajo 5 veces.

Cargue los tubos tapados en una Bandeja de Carga Répida para el Sistema de Deteccion Molecular Neogen limpia
y descontaminada. Cierre y trabe la tapa de la Bandeja de Carga Répida para el Sistema de Deteccion Molecular
Neogen.

Revise y confirme la corrida configurada en el Software de Deteccién Molecular Neogen.

Haga clic en el botén de inicio del software y seleccione el equipo que usara. La tapa del equipo seleccionado se
abrird automaticamente.

Coloque la Bandeja de Carga Rapida para el Sistema de Deteccidén Molecular Neogen en el Equipo de Deteccidon
Molecular Neogen y cierre la tapa para comenzar con el ensayo. Obtendra los resultados al cabo de 60 minutos,
aunque los positivos pueden detectarse antes.

Una vez terminado el ensayo, retire la Bandeja de Carga Rapida para el Sistema de Deteccion Molecular Neogen
del Equipo de Deteccién Molecular Neogen y deseche los tubos sumergiéndolos 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.
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ATENCION: Para minimizar el riesgo de falsos positivos a causa de contaminacién cruzada, nunca abra tubos de
reactivo que contengan DNA amplificado. Esto incluye un Tubo de Reactivo del Ensayo 2 Detecciéon Molecular
Neogen - Cronobacter, el Control de Reactivos Neogen y los Tubos de Control de Matriz Neogen. Siempre deseche
los tubos de reactivo sellados sumergiéndolos en una solucién de cloro de uso doméstico del 1% al 5% (v:v en agua)
durante una hora y lejos del area de preparacion del ensayo.

Resultados e interpretacion

Un algoritmo interpreta la curva de produccidn de luz que se obtiene de la deteccién de acido nucleico amplificado.

El software analiza automaticamente los resultados y los expresa en color segun el resultado. Los resultados Positivo o
Negativo se determinan mediante el andlisis de una cantidad de parametros 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 andlisis.

NOTA: Incluso una muestra negativa no arrojara una lectura de cero, ya que los reactivos de amplificacion del Ensayo
2 Deteccién Molecular Neogen - Cronobacter tienen unidades relativas de luz de fondo (RLU).

Confirmacion
e Confirmacién de los resultados segun el Método Certificado de NF Validation

En el contexto de NF VALIDATION, todos los enriquecimientos presuntamente positivos se deben confirmar siguiendo
la confirmacion del método de referencia®, comenzando con la transferencia desde el enriquecimiento primario (BPW
ISO o BPW ISO suplementada con 10 mg/| de vancomicina).

e Otro protocolo de confirmacion

Todos los enriquecimientos con resultados presuntamente positivos deben ser confirmados de acuerdo con los
procedimientos operativos estandar del laboratorio o mediante la confirmacién del método de referencia apropiado'-?,
comenzando con la transferencia del medio de enriquecimiento primario (BPW ISO o BPW ISO suplementada con

10 mg/I de vancomicina) al secundario, seguido del subsiguiente sembrado en placa y la confirmacién de cepas,
utilizando métodos bioquimicos, serolégicos o moleculares apropiados.

En el raro caso de que haya una interrupcién 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 segin
se especifique en las reglamentaciones locales!-?.

En caso de resultados discordantes (presuntamente positivo con el Ensayo 2 Deteccion Molecular Neogen -
Cronobacter no confirmado por alguno de los medios descritos anteriormente), el laboratorio debe seguir los pasos
necesarios para asegurar 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 con calor
1. Para almacenar un lisato tratado con calor, vuelva a tapar el tubo de lisis con una tapa limpia (consulte Lysis, la
seccion 4.5)

Almacene entre 2 y 8 °C por hasta 72 horas.
Prepare una muestra almacenada para amplificacion invirtiéndola 2 a 3 veces para mezclar.

Destape los tubos.

o s DN

Coloque los tubos de lisado mezclados en el Bloque de Calor para el Sistema de Deteccidén Molecular Neogen y
caliéntelos a 100 °C +1 °C durante 5 *1 minutos.

6. Retire la gradilla de tubos Solucién de Lysis Neogen del bloque de calentamiento y deje que se enfrie en la
Insercidn del Bloque de Frio para el Sistema de Deteccion Molecular Neogen al menos durante 5 minutos y por un
maximo de 10 minutos.

7. Siga el protocolo en la seccion Amplificacion que se detalla arriba.
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Referencias:

1. US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual (BAM) Ch. 29; MAR 2012
2. 1SO 22964:2017 Microbiology of the food chain -- Horizontal method for the detection of Cronobacter spp.

3. U.S. Food and Drug Administration. Code of Federal Regulations, Title 21, Part 58. Good Laboratory Practice for
Nonclinical Laboratory Studies.

4. ISO/IEC 17025:2017. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.

5. 1SO 7218:2007/Amd. 1:2013. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General requirements and guidance
for microbiological examination.

6. Installation Qualification (IQ)/Operational Qualification (OQ) Neogen® Molecular Detection System. Contact your
Neogen Food Safety representative to obtain a copy of this document.

7. 1SO 6887-5:2010. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial suspension
and decimal dilutions for microbiological examination-- Part 5: Specific rules for the preparation of milk and milk
products.

8. 1SO 6887-4:2017. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial suspension
and decimal dilutions for microbiological examination -- Part 4: Specific rules for the preparation of miscellaneous
products.

9. 1SO 16140-2:2016. Microbiology of the food chain — Method validation — Part 2: Protocol for the validation of
alternative (proprietary) methods against a reference method.

Consulte las versiones actuales de los métodos estdandar enumerados anteriormente.

Explicacién de los simbolos
info.neogen.com/symbols
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Datum van uitgifte: 2024-01

X NEOGEN

Productinstructies

Moleculair Detectie Assay 2 - Cronobacter

Productbeschrijving en beoogd gebruik

De Neogen® Moleculair Detectie Assay 2 - Cronobacter wordt samen met het Neogen® Moleculair Detectiesysteem
gebruikt voor een snelle en specifieke detectie van Cronobacter in verrijkte voedingsmonsters en omgevingsmonsters
uit de voedingsindustrie.

De Neogen Moleculair Detectie Assay maakt gebruik van lusgebonden isothermische amplificatie voor de snelle
amplificatie van nucleinezuurschakels met een hoge specificiteit en gevoeligheid, in combinatie met bioluminescentie
om de amplificatie op te sporen. Vermoedelijk positieve resultaten worden onmiddellijk gerapporteerd, terwijl negatieve
resultaten pas na de voltooiing van de analyse worden weergegeven. Vermoedelijk positieve resultaten moeten worden
bevestigd door middel van de door u verkozen methode of volgens de lokale regelgevingen("2,

De Neogen Moleculair Detectie Assay 2 - Cronobacter is bedoeld voor gebruik in een laboratoriumomgeving door
professionals geschoold in laboratoriumtechnieken. Neogen heeft het gebruik van dit product niet gedocumenteerd in
andere sectoren dan de voedings- of dranksector. Neogen heeft dit product bijvoorbeeld niet gedocumenteerd voor
farmaceutische, cosmetische, klinische of veterinaire monsters. De Neogen Moleculair Detectie Assay 2 - Cronobacter
is niet geévalueerd voor alle mogelijke voedingsmiddelen, voedselverwerkingen, testprotocollen of voor alle mogelijke
bacteriestammen.

Zoals bij alle testmethoden, kunnen de bron, de formulering en de kwaliteit van het verrijkingsmedium de resultaten
beinvloeden. Factoren zoals monstermethoden, testprotocollen, monstervoorbereiding inclusief homogeniseren en
mixen, behandeling en laboratoriumtechniek kunnen de resultaten tevens beinvioeden. Neogen beveelt evaluatie van de
methode aan, waaronder verrijking van het medium, in de omgeving van de gebruiker aan de hand van een voldoende
aantal monsters met specifieke voedings- en/of omgevingsmonsters en microbiéle uitdagingen om te verzekeren dat de
methode aan de criteria van de gebruiker voldoet.

Neogen heeft de Neogen Moleculair Detectie Assay 2 - Cronobacter geévalueerd met ISO Gebufferd Peptonwater als
verrijkingsmedium.

Het Neogen® Moleculair Detectieinstrument is bedoeld voor gebruik bij monsters die een warmtebehandeling hebben
ondergaan tijdens de lyse-stap (wordt op twee verschillende manieren geschreven in dit document) van de analyse, die
ontwikkeld is om de in het monster aanwezige organismen te vernietigen. 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.

Neogen Voedselveiligheid is ISO 9001-gecertificeerd voor het ontwerp en de productie (ISO staat voor Internationale
Organisatie voor Standaardisatie).

De Neogen Moleculair Detectie Assay 2 - Cronobacter testset bevat 96 testen, beschreven in Tabel 1.

Tabel 1. Onderdelen testset Neogen Moleculair Detectie Assay

Artikel Identificatie Hoeveelheid Inhoud Opmerkingen
Neogen® Lyse-oplossing Roze oplossing in 96 (12 stroken van 8 .. In rek en klaar
(LS) doorzichtige buisjes | buisjes) 580 uL LO perbuisje voor gebruik

5 :
Neogen® Moleculair Gevriesdroogde

Detectie Assay . .. 96 (12 stroken van 8 i e e Klaar voor
Oranjerode buisjes .. specifieke amplificatie- en .
2 -Cronobacter buisjes) .. gebruik
. detectiemix

reagensbuisjes

. 96 (12 stroken van 8 Klaar voor
Extra doppen Oranjerode doppen doppen) gebruik
Neogen® Reagenscontrole | Doorzichtige buisjes | 16 (2 zakjes met 8 S;‘X'e:r:rﬁ;%itci;)?::le- Klaar voor
(RC) met kliksluiting individuele buisjes) »amp gebruik

detectiemix

De Negatieve Controle, niet meegeleverd in de set, is een steriel verrijkingsmedium, bijv. BPW ISO. Gebruik geen water
als Negatieve Controle.
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Veiligheid

De gebruiker moet alle veiligheidsinformatie in de instructies van het Neogen Moleculair Detectiesysteem en de Neogen
Moleculair Detectie Assay 2 - Cronobacter lezen en in acht nemen. Bewaar de veiligheidsinstructies om deze later te
kunnen raadplegen.

AWAARSCHUWING: geeft een gevaarlijke situatie aan die, indien deze niet wordt vermeden, de dood, ernstig letsel
en/of materiéle schade tot gevolg kan hebben.

OPMERKING: geeft een mogelijk gevaarlijke situatie aan die, als ze niet vermeden wordt, kan resulteren in
materiéle schade.

A WAARSCHUWING

Gebruik de Neogen Moleculair Detectie Assay 2 - Cronobacter niet voor de diagnose van aandoeningen bij mensen of
dieren.

De gebruiker moet zijn personeel scholen in de huidige juiste testtechnieken, bijvoorbeeld goede
laboratoriumpraktijken®, ISO/IEC 17025, of ISO 7218,

Om de risico’s van een vals negatief resultaat dat tot de vrijlating van het besmet product leidt te verminderen, doet

u het volgende:

e Volg het protocol en voer de testen exact uit zoals aangegeven in de productinstructies.

e Bewaar de Neogen Moleculair Detectie Assay 2 - Cronobacter zoals wordt aangegeven op de verpakking en in de
productinstructies.

Gebruik de Neogen Moleculair Detectie Assay 2 - Cronobacter altijd voor de vervaldatum.
Gebruik de Neogen Moleculair Detectie Assay 2 - Cronobacter met voedingsmonsters en omgevingsmonsters uit de
voedingsindustrie die intern of door een derde partij zijn goedgekeurd.

e Gebruik de Neogen Moleculair Detectie Assay 2 - Cronobacter alleen met oppervlakken, reinigingsmiddelen,
protocollen en bacteriestammen die intern of door een derde partij zijn goedgekeurd.

e Voor een milieumonster dat een neutraliserende bufferoplossing bevat met een arylsulfonaatcomplex, verdunt u 1:2
voor het testen (1 maat van het monster in 1 maat steriele verrijkingsbouillon). Een andere optie is om 10 pl van de
NB-verrijking in de Neogen buisjes met lyse-oplossing over te brengen. Neogen® monsterverwerkende producten,
waaronder een neutraliserende buffer met arylsulfonaatcomplex: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL10NB2G,
HS10NB, HS10NB2G en HS2410NB2G. Dit protocol is niet getest tijdens de NF Validation-studie.

Om het risico op blootstelling aan biologische en chemische gevaren te beperken, doet u het volgende:

e Voer de pathogeentesten uit in een goed uitgerust laboratorium onder begeleiding van opgeleid personeel.
Geincubeerde verrijkingsmedia en -apparatuur of oppervlakken die in contact zijn gekomen met geincubeerde
verrijkingsmedia bevatten mogelijk voldoende pathogenen om een gevaar te vormen voor de menselijke gezondheid.

e Volg altijd de standaard veiligheidsvoorschriften voor laboratoria op, waaronder het dragen van toepasselijke
beschermende kleding en oogbescherming bij het behandelen van reagentia en besmette monsters.

Vermijd contact met de inhoud van de verrijkingsmedia en reagensbuisjes na amplificatie.

Voer verrijkte monsters met bijbehorende besmet afval af conform de geldende plaatselijke/regionale/nationale/
industrienormen.

Overschrijd de aanbevolen temperatuurinstelling op de verwarmer niet.

Overschrijd de aanbevolen verwarmingstijd niet.

Gebruik een geschikte, gekalibreerde thermometer om de temperatuur van het Neogen® Moleculaire Detectie -
Verwarmingsblokinzetstuk te controleren (bijv. gedeeltelijk ondergedompelde thermometer of digitale
thermokoppelthermometer, geen volledig ondergedompelde thermometer). De thermometer moet op de
aangewezen locatie in het Neogen Moleculaire Detectie - Verwarmingsblokinzetstuk geplaatst worden.

Om de risico's op kruisbesmetting te beperken tijdens de voorbereiding van de test, doet u het volgende:
e Draag altijd handschoenen (om de gebruiker te beschermen en de introductie van nucleases te voorkomen).

Om de risico's van blootstelling aan hete vloeistoffen te verminderen, dient u aan de volgende voorschriften te voldoen:

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 (bijv. gedeeltelijk ondergedompelde thermometer of digitale
thermokoppelthermometer, geen volledig ondergedompelde thermometer). De thermometer moet op de
aangewezen locatie in het Neogen Moleculaire Detectie - Verwarmingsblokinzetstuk geplaatst worden.
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OPMERKING

Om de risico's op kruisbesmetting te beperken tijdens de voorbereiding van de test, doet u het volgende:

Verwissel uw handschoenen véér hydratatie van reagenspellets.

Gebruik van steriele pipettips geschikt voor moleculaire biologie met spuitbusbarriére (gefilterd) wordt aanbevolen.
Gebruik een nieuwe pipettip bij elke monsteroverdracht.

Pas goede laboratoriumpraktijken toe bij de monsteroverdracht van de verrijking naar het lysebuisje. Om
pipetbesmetting te voorkomen, kan de gebruiker ervoor kiezen een extra overdrachtsstap toe te voegen. De
gebruiker kan bijvoorbeeld elk verrijkt monster in een steriel buisje overbrengen.

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.

Om het risico op valse positieve resultaten te beperken, doet u het volgende:

e Open de buisjes nooit na de amplificatie.

e Verwijder de verontreinigde buisjes altijd door ze 1 uur lang onder te dompelen in een
huishoudbleekmiddeloplossing van 1-5% (volume in water), uit de buurt van de testbereidingsruimte.
U dient reagensbuisjes nooit te autoclaveren na amplificatie.
Als u vermoedt dat monsters een hoog gehalte Cronobacter-DNA bevatten (d.w.z. DNA van niet-levensvatbare
Cronobacter-cellen die gedood/geinactiveerd zijn), dienen vermoedelijk positieve monsters véér de lyse-stap te
worden behandeld met DNase. Neem voor instructies contact op met uw Neogen-vertegenwoordiger. Dit protocol
is niet getest tijdens de NF Validation-studie.

Raadpleeg het veiligheidsinformatieblad voor bijkomende informatie en de lokale 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 monsternamemethoden,
testprotocollen, monstervoorbereiding inclusief homogeniseren en mixen, behandeling en laboratoriumtechniek de
resultaten kunnen beinvioeden.

De gebruiker is verantwoordelijk voor de selectie van een testmethode of product waarbij een voldoende aantal
monsters met gepaste matrices en microbiéle problemen wordt onderzocht zodat de gekozen testmethode voldoet aan
de criteria van de gebruiker.

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, garanderen de verkregen resultaten van het gebruik van een Neogen Food Safety-product
de kwaliteit van de geteste matrices of processen niet.

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 het vermogen heeft om de resultaten van de Neogen Moleculair Detectie Assay 2 Cronobacter te beinvioeden.
Test meerdere monsters die representatief zijn voor de matrix, bijv. monsters met een verschillende oorsprong, tijdens
een willekeurige goedkeuringsperiode 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 gedefinieerd worden als een type product met intrinsieke eigenschappen zoals samenstelling en proces.
Verschillen tussen de matrices hangen af van hun verwerking of presentatie, bijvoorbeeld rauw vs. gepasteuriseerd; vers
vs. gedroogd, enz.

Beperkte garantie / Beperkt verhaal

BEHALVE WAAR UITDRUKKELIJK VERMELD IN EEN BEPERKTE GARANTIEBEPALING VAN EEN INDIVIDUELE
PRODUCTVERPAKKING, WIJST NEOGEN ALLE UITDRUKKELIJKE EN IMPLICIETE GARANTIES AF, MET INBEGRIP
VAN, MAAR NIET BEPERKT TOT, ELKE GARANTIE MET BETREKKING TOT DE GOEDE WERKING EN DE GESCHIKTHEID
VOOR EEN BEPAALD DOEL. Als een Neogen Voedselveiligheidproduct 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
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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 VERLIES OF SCHADE, ONGEACHT OF HET GAAT OM
RECHTSTREEKSE, ONRECHTSTREEKSE, 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 zogenaamd gebrekkige product overschrijden.

Opslag en afvalverwerking

Bewaar de Neogen Moleculair Detectie Assay 2 - Cronobacter 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 het openen 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
de 2 en 8 °C niet langer dan 60 dagen.

Gebruik de Neogen Moleculair Detectie Assay 2 - Cronobacter niet na de vervaldatum. De vervaldatum en

het partijnummer zijn terug te vinden op het etiket aan de buitenzijde van de doos. Na gebruik bevatten het
verrijkingsmedium en de buisjes van de Neogen Moleculair Detectie Assay 2 - Cronobacter mogelijk pathogeen
materiaal. Na het voltooien van de testen dient u de van kracht zijnde industrienormen op te volgen betreffende de
afvoer van besmet afval. Raadpleeg het veiligheidsinformatieblad voor bijkomende informatie en de lokale regelgeving
inzake afvalverwerking.

Gebruiksaanwijzingen
Volg alle instructies zorgvuldig op. Het niet opvolgen van de instructies kan 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 'Installation Qualification (IQ)/Operational Qualification (OQ) Protocols and
Instructions for Neogen Molecular Detection System'®,

Raadpleeg voor de gedetailleerde eisen het gedeelte 'Specifieke instructies voor gevalideerde methoden'.

Tabel 3 voor verrijkingsprotocollen conform AOAC® Official Method voor analyse™ 2018.01 en Performance Tested*V
certificaatnummer 101703

Zie Tabel 4 voor verrijkingsprotocollen volgens het NF VALIDATION-certificaat 3M 01/20-03/18

Monsterverrijking
Tabel 2, 3 of 4 biedt advies voor algemene verrijkingsprotocollen voor voedings- en omgevingsmonsters.

Het is de verantwoordelijkheid van de gebruiker om alternatieve bemonsterings- of verrijkingsprotocollen of
verdunningsverhoudingen te valideren om ervoor te zorgen dat deze testmethode voldoet aan de criteria van de gebruiker.

Voedsel, omgevingspoeders, stof, veegsel en sponzen
1. Breng het verrijkingsmedium op kamertemperatuur (20-25 °C), tenzij het verrijkingsprotocol anders voorschrijft (zie
Tabel 2, 3 of 4).

2. Voeg het monster toe aan het verrijkingsmedium op een aseptische wijze en homogeniseer het mengsel grondig met
een blender, stomacher, vortexer of handmixer gedurende 2 + 0,2 minuten of totdat alle klonteringen volledig zijn
opgelost en de verrijkingssuspensie homogeen is®,

a. Factoren zoals monstervoorbereiding inclusief homogeniseren en mixen, behandeling en laboratoriumtechniek
kunnen de resultaten beinvioeden.

b. Voor alle hoge-partikelmonsters is het gebruik van filterzakken aanbevolen.

c. Voor matrices die opzwellen in water en die hoog viskeus zijn (bijvoorbeeld granen, zetmeel), wordt aangeraden
om de verdunning te verhogen (> 1:10) totdat de viscositeit voldoende is verlaagd, of voeg steriele 1% (w/v)
alpha-amylase toe aan BPW (1SO)®,

d. Bij grote graanmonsters moet het poedervormige graanmateriaal langzaam aan de vloeistof worden toegevoegd
met frequent mixen, om klonteringen te voorkomen.

3. Incubeer volgens de instructies in de toepasselijke protocoltabel (zie Tabel 2, 3 of 4).
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. e | Welimeveniinee | o o || RO
Monstermatrix rootte! bouillon’:2 temperatuur (uun) monster-
g (x1°C) analyse
Babymelkpoeder (PIF) en
grondstoffen zoals droge-
melkpoeder, sojapoeder, Monster 1X 9X ml BPW (ISO) 37 18-24 20 uL
. . gram (1:10)
weipoeder, lactose, rijstmeel en
maltodextrine
Ruwe grondstoffen als zouten,
mineralen, aminozuren, DHA Monster 1X 99X ml BPW (ISO) 37 18-24 20 L.
(docosahexaeenzuur) en gram (1:100)
vitaminen
Droge omgevingsmonsters
zoals stof, veegsel, opgezogen Monster 1X 9Xml B.PW (150) 37 18-24 20 uL
materiaal gram (1:10)
Omgevingsspons met 10 1 hulpmiddel
ml letheenbouillon of D/E voor 90 ml(1B‘P1\6V) (10) 37 18-24 20 uL
neutraliserende bouillon monstername ’

1. Neogen heeft de Neogen Moleculair Detectie Assay 2 - Cronobacter geévalueerd met behulp van de
verdunningsverhoudingen in Tabel 2 tot 300 g. Het is de verantwoordelijkheid van de gebruiker om alternatieve
verdunningsverhoudingen of -protocollen te valideren om ervoor te zorgen dat deze testmethode voldoet aan de

gebruikerscriteria.

2. Gebruik voorverwarmde BPW (ISO) als het volume van de verrijkingsbouillon meer dan 300 ml bedraagt (bijv. het

monster is > 30 gram).

Specifieke instructies voor gevalideerde methoden

AOAC® Official Method of Analysis*™ (OMA) 2018.01
AOAC® Performance Tested™ (PTM) Certificaatnr. 101703

PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER

101703

Uit de studies OMASM en PTM®M van het AOAC Research Institute blijkt dat de Neogen Moleculair Detectie Assay
2 - Cronobacter een effectieve methode is voor de detectie van Cronobacter. De matrices die getest werden in het
onderzoek worden getoond in Tabel 3.
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Tabel 3. Verrijkingsprotocollen conform AOAC® OMASY 2018.01 en PTMS 101703

Monstermatrix Monster- Volume verrijkings- t\éi:ruekrl:t?‘ls:r Verrijkings- I::rl:rtr:_
grootte bouillon’ P o tijd (uur)
(x£1°C) analyse
Babymelkpoeder en 90 ml BPW (ISO) i
babygraanpoeder 109 (1:10) 37 18-24 20l
Babygraanpoeder niet-probiotisch 300g 2700 nz: I31IB\;V (10) Voorvzr;/varmd 18-24 20 uL
2700 ml BPW
Babymelkpoeder en o 300 g (ISO) + 10 mg/| Voorverwarmd 5024 20 uL
babygraanpoeder met probiotica . 37
vancomycine
Lactose 10g 90 ml(1B’P1\6V) (150) 37 18-24 20 uL
Omgevingsspons met 10 ml D/E ! hui/r.:)r(r)\:ddel 90 ml BPW (ISO) 37 18-24 20 Ul
neutraliserende bouillon (1:10) H
monstername

1. Gebruik voorverwarmde BPW (ISO) als het volume van de verrijkingsbouillon meer dan 300 ml bedraagt.

NF VALIDATION door AFNOR Certification

EN ISO 16140

3M 01/20-03/18
ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS

http:/nf-validation.afnor.org/en

Voor meer informatie betreffende het einde van de geldigheid, kunt u het NF VALIDATION-certificaat op de hierboven

vermelde website raadplegen.

Gecertificeerde methode NF VALIDATION conform ISO 16140-2® in vergelijking met 1SO 22964.

Toepassingsgebied van de validatie: Babymelkpoeder en babygranen met en zonder probiotica, ruwe grondstoffen en

omgevingsmonsters.

Voorbereiding van het monster: Monsters moeten worden voorbereid conform EN ISO 22694®? en EN 1SO 68879,

Softwareversie: Zie certificaat.
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Tabel 4. Verrijkingsprotocollen volgens de gecertificeerde methode NF VALIDATION 3M 01/20-03/18

S Volume Verrijkings- | Monster- | Volume
. Verrijkings- o . Aanbevolen onder-
Monstermatrix tiid verrijkings- | temperatuur| grootte monster- brekingsount??
) bouillon’ (x1°C) (uur) analyse 9sp
Babymelkpoeder
Babygraanpoeder
Ingrediénten als
droog melkpoeder, - .
. Verrijkingsbouillon
sojapoeder,
. of het
weipoeder,
" lysaatmonster
lactose, rijstmeel, 10g
] kunnen tot 72 uur
maltodextrine
worden bewaard
* Droge | BPW tussen2en 8 °C
omgevingsmonsters 9(8331 10 37 18-24 20 uL
zoals stof, veegsel, (1S0) (1:10)
opgezogen
materiaal,
Verrijkingsbouillon
1 monster- of het
e Spons, spoelwater, | nameapparaat lysaatmonster
doekjes of kunnen tot 72 uur
10 mL worden bewaard
tussen2en 8°C
Verrijkingsbouillon
of het
Babymelkpoeder en
) BPW (ISO) lysaatmonster
b?:giil;?:;hp;oeder (niet 30-300 ¢ (1:10) 37 18-24 20 L kunnen tot 72 uur
P worden bewaard
tussen2en 8°C
Babygraanpoeder EP:/:)/ r(;sc/)l)
en babymelkpoeder 30-300 g 9 37 22-24 20 uL Geen
. . .. vancomycine
(inclusief probiotica) (1:10)

1. Gebruik voorverwarmde BPW (ISO) als het volume van de verrijkingsbouillon meer dan 300 ml bedraagt (bijv. het

monster is > 30 gram).

2. Nadat de verrijkingsbouillon uit de opslag is gehaald, kan het testen verdergaan vanaf Stap 1 in het lysehoofdstuk.
Nadat het lysaatmonster uit de opslag is gehaald, kan het testen verdergaan vanaf Stap 7 in het lysehoofdstuk.

3. Raadpleeg bijlage A voor het opnieuw testen van opgeslagen warmtebehandelde lysaten.

Voorbereiding van de Neogen® Moleculaire Detectie - Speed Loader Tray
1. Maak een doek of wegwerpdoek vochtig met een bleekmiddeloplossing van 1-5% (volumeconcentratie in water) en
reinig de Neogen Moleculaire Detectie - Speed Loader Tray.

2. Spoel de Neogen Moleculaire Detectie - Speed Loader Tray met water.

3. Gebruik een wegwerpdoekje om de Neogen Moleculaire Detectie - Speed Loader Tray af te vegen.

4. Zorg ervoor dat de Neogen Moleculaire Detectie - Speed Loader Tray droog is voordat u hem gebruikt.

Voorbereiding van het Neogen® Moleculaire Detectie - Koelblokinzetstuk
Plaats het Neogen Moleculaire Detectie - Koelblokinzetstuk rechtstreeks op de laboratoriumtafel: de Neogen

Moleculaire Detectie - Lade voor koelblok wordt niet gebruikt. 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
blokverhitter in en stel de temperatuur in zodat het Neogen Moleculaire Detectie - Verwarmingsblokinzetstuk 100 = 1 °C

kan bereiken en behouden.
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OPMERKING: afhankelijk van de verhitter laat u het Neogen Moleculaire Detectie - Verwarmingsblokinzetstuk ongeveer 30
minuten op temperatuur komen. Gebruik een geschikte, gekalibreerde thermometer (bijv. gedeeltelijke dompelthermometer
of digitale thermokoppelthermometer, geen volledige dompelthermometer) geplaatst op de aangewezen locatie 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® Moleculaire Detectiesoftware op en meld u aan. Neem contact op met uw vertegenwoordiger
voor Neogen Voedselveiligheid om ervoor te zorgen dat u de nieuwste versie van de software hebt.

Zet het Neogen Moleculaire Detectieinstrument aan.

Creéer of bewerk de gegevens van elk monster. Raadpleeg de handleiding van het Neogen Moleculair
Detectiesysteem voor meer informatie.

OPMERKING: Het Neogen Moleculaire Detectieinstrument moet de status Klaar bereiken voordat u de Neogen
Moleculaire Detectie - Speed Loader Tray met reagensbuisjes invoert. Deze verhittingsstap duurt ongeveer 20 minuten
en wordt aangeduid met een ORANJE lampje op de statusbalk van het instrument. Wanneer het instrument klaar is voor
gebruik, zal de statusbalk GROEN worden.

Lyse
Verwijder de bodem van het rek met Neogen lyse-oplossing met een schroevendraaier voordat u het in het Neogen
Moleculaire Detectie - Verwarmingsblokinzetstuk plaatst.

Laat de Neogen buisjes met lyse-oplossing opwarmen door het rek een nacht lang (16-18 uur) op
omgevingstemperatuur (20-25 °C) te plaatsen. U kunt de Neogen buisjes met lyse-oplossing eveneens op
omgevingstemperatuur brengen door de buisjes ten minste 2 uur lang op de laboratoriumtafel te plaatsen, de buisjes
1 uur lang te incuberen in een incubator bij 37 = 1 °C of ze 30 seconden lang in een droge dubbelblokverhitter op
100 £ 1 °C te plaatsen.

Keer de buisjes met dop om om ze te mengen. Ga binnen 4 uur na het omkeren verder met de volgende stap.
Haal de verrijkingsbouillon uit de incubator.

Er is een Neogen buisje met lyse-oplossing vereist voor elk monster, evenals het NC-monster (steriel
verrijkingsmedium).

4.1 Stroken met Neogen buisjes met lyse-oplossing kunnen worden afgesneden tot op het gewenste aantal buisjes.
Selecteer het aantal individuele Neogen buisjes met lyse-oplossing of 8-buis stroken, indien nodig. Plaats de
Neogen buisjes met lyse-oplossing in een leeg rek.

4.2 Haal de stroken van de Neogen buisjes met lyse-oplossing een voor een uit de verpakking en gebruik een
nieuwe pipettip voor elke overdrachtstap om zo kruisbesmetting te voorkomen.

4.3 Breng het verrijkte monster over in de Neogen buisjes met lyse-oplossing zoals hieronder beschreven:

Breng eerst ieder verrijkt monster over in een individueel Neogen buisje met lyse-oplossing. Breng de NC het
laatst over.

4.4 Gebruik het Neogen® Moleculaire Detectie Cap/Decap gereedschap - Lyse (glossary) om een strook van een
Neogen buisje met lyse-oplossing open te doen - één strook per keer.

4.5 Gooi de dop van het Neogen buisje met lyse-oplossing weg - als er lysaat wordt bewaard voor een hertest,
plaats de doppen dan in een schone bak om ze na de lyse opnieuw aan te brengen.

4.5.1. Zie Appendix A voor de verwerking van bewaard lysaat.

4.6 Roer de inhoud van de verrijkingszak voordat u een monster van de gefilterde zijde neemt, bij het werken met
viskeuze monsters.
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4.7 Breng 20 yl monster over in een Neogen buisje met lyse-oplossing, tenzij dit anders in de protocoltabel wordt
aangegeven.

5. Herhaal stap 4.4 t/m 4.7 totdat elk individueel monster is toegevoegd aan een bijhorende Neogen buisje met lyse-

oplossing in de strook.

l

Wanneer alle monsters overgebracht zijn, brengt u 20 pL NC (steriel verrijkingsmedium, bijv. BPW) over in een
Neogen buisje met lyse-oplossing. Gebruik geen water als NC.

Controleer of de temperatuur van het Neogen Moleculaire Detectie - Verwarmingsblokinzetstuk zich op 100 £ 1 °C
bevindt.

Plaats het onbedekte rek met Neogen buisjes met 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).

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.

Haal het onbedekte rek met Neogen buisjes met lyse-oplossing uit het Neogen Moleculaire Detectie -
Verwarmingsblok en laat het ten minste 5 minuten en niet meer dan 10 minuten afkoelen in het Neogen
Moleculaire Detectie - Koelblokinzetstuk. Het Neogen Moleculaire Detectie - Koelblokinzetstuk, gebruikt op
omgevingstemperatuur zonder de Neogen® Moleculaire Detectie - Lade voor Koelblok, moet rechtstreeks op de
laboratoriumtafel leunen. Zodra de Neogen lyse-oplossing koel is, zal deze een roze kleur krijgen.

10. Haal het rek met Neogen buisjes met lyse-oplossing uit het Neogen Moleculaire Detectie - Koelblokinzetstuk.

030:15:00

il i

Amplificatie

1.

2.
3.

Er is één Neogen Moleculair Detectie Assay 2 - Cronobacter reagensbuisje vereist voor elk monster en de NC.

1.1 Buisstrookjes kunnen gesneden worden tot op het gewenste aantal buisjes. Selecteer het vereiste aantal
individuele Neogen Moleculair Detectie Assay 2 - Cronobacter reagensbuisjes of stroken met 8-buisjes.

1.2 Plaats Neogen Moleculair Detectie Assay 2 - Cronobacter reagensbuisjes in een leeg rek.
1.3 Vermijd dat u de reagens op de bodem van de buisjes beweegt.
Selecteer één buisje voor Neogen Reagenscontrole en plaats deze in het rek.

Om kruisbesmetting te vermijden, opent u één strook met Neogen Moleculair Detectie Assay 2 - Cronobacter
reagensbuisjes per keer en gebruikt u een nieuwe pipettip voor elke overdrachtsstap.

Breng elk lysaat over in een Neogen Moleculair Detectie Assay 2 - Cronobacter reagensbuisje en een Neogen
Reagenscontrolebuisje zoals hieronder is beschreven:

Breng elk lysaatmonster eerst over naar een individueel Neogen Moleculair Detectie Assay 2 - Cronobacter
reagensbuisje, gevolgd door de NC. Hydrateer het buisje voor Neogen Reagenscontrole als laatste.
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Gebruik de Neogen® Moleculaire Detectie Cap/Decap gereedschap - Reagens om het Neogen Moleculair Detectie
Assay 2 - Cronobacter reagensbuisje te openen - één strook met reagensbuisjes per keer. Gooi de dop weg.

5.1 Breng 20 pl van het lysaatmonster uit de bovenste helft van de vloeistof (voorkom bezinksel) in het Neogen
buisje met lyse-oplossing over in het bijbehorende Neogen Moleculair Detectie Assay 2 - Cronobacter
reagensbuisje. Laat het mengsel in een hoek uitlopen om de pellets niet te veel te bewegen. Meng door
voorzichtig 5 keer naar boven en naar onder te pipetteren.

5.2 Herhaal stap 5.1 totdat elk individueel lysaatmonster is toegevoegd aan het bijbehorende Neogen Moleculair
Detectie Assay 2 - Cronobacter reagensbuisje in de strook.

5.3 Bedek de Neogen Moleculair Detectie Assay 2 - Cronobacter reagensbuisjes met de bijgeleverde extra dop en
gebruik de afgeronde zijde van het Neogen Moleculaire Detectie Cap/Decap gereedschap - Reagens om druk
uit te oefenen in een voor- en achterwaartse beweging om ervoor te zorgen dat de dop goed vastzit.

5.4 Herhaal stappen 5.1 tot 5.3 voor alle monsters die worden getest.

5.5 Zodra alle lysaatmonsters zijn overgebracht, herhaalt u stappen 5.1 t/m 5.3 om 20 pl NC-lysaat over te brengen
naar een Neogen Moleculair Detectie Assay 2 - Cronobacter reagensbuisje.

5.6 Breng 20 yL NC-lysaat over naar een buisje voor Neogen Reagenscontrole. Laat het mengsel in een hoek
uitlopen om de pellets niet te veel te bewegen. Meng door voorzichtig 5 keer naar boven en naar onder te
pipetteren.

Plaats de buisjes met dop in een propere en ontsmette Neogen Moleculaire Detectie - Speed Loader Tray. Sluit en
vergrendel het deksel van de Neogen Moleculaire Detectie - Speed Loader Tray.

Reviseer en bevestig de geconfigureerde instelling en start de Neogen Moleculaire Detectiesoftware.

Klik op de Startknop van de software en selecteer het te gebruiken instrument. Het deksel van het geselecteerde
instrument opent automatisch.

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 60 minuten beschikbaar, maar positieve resultaten
kunnen sneller gedetecteerd worden.

Als de test voltooid is, haal dan de Neogen Moleculaire Detectie - Speed Loader Tray uit het Neogen Moleculaire
Detectieinstrument en verwijder de buisjes door ze eerst gedurende 1 uur, op een plaats die ver verwijderd is van
het testgebied, in een bleekmiddeloplossing van 1-5% (volumeconcentratie in water) te dompelen.

OPMERKING: Om het risico op valse positieve resultaten door kruisbesmetting te beperken, mag u nooit
reagensbuisjes met geamplificeerd DNA openen. Dit geldt voor Neogen Moleculair Detectie Assay 2 - Cronobacter
reagensbuisjes, buisjes voor Neogen Reagenscontrole en Neogen Matrix controlebuisjes. Gooi verzegelde
reagensbuisjes weg door ze eerst gedurende 1 uur, op een plaats die ver verwijderd is van het testgebied, in een
bleekmiddeloplossing van 1-5% (volumeconcentratie in water) te dompelen.

Resultaten en interpretatie

Een algoritme interpreteert de lichtcurve die het resultaat is van de nucleinezuuramplificatie. De software analyseert
de resultaten automatisch en worden aangegeven met een kleurencode, afhankelijk van het resultaat. Een positief of
negatief resultaat wordt bepaald door de analyse van een aantal unieke curveparameters. Vermoedelijke positieve
resultaten worden onmiddellijk gerapporteerd, terwijl de negatieve en inspectieresultaten pas na de voltooiing van de
analyse worden weergegeven.

OPMERKING: Zelfs een negatief monster zal u geen nulresultaat geven, want het systeem en de Neogen Moleculair
Detectie Assay 2 - Cronobacter amplificatiereagentia hebben een 'achtergrond' van relatieve lichteenheid (RLU).
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Bevestiging
e Verificatie van resultaten conform de gecertificeerde methode NF Validation

In het kader van de NF Validation moeten alle vermoedelijk positieve verrijkingen worden geverifieerd met de volgende
referentiemethodeverificatie®, te beginnen met de overdracht van de primaire verrijking (BPW ISO of BPW ISO
aangevuld met 10 mg/l vancomycine).

e Ander verificatieprotocol

Vermoedelijk positieve verrijkingen moeten worden geverifieerd conform de standaard werkmethode van het laboratorium,
door de toepasselijke referentiemethodeverificatie? te volgen, te beginnen met de overdracht van de primaire verrijking (BPW
ISO of BPW ISO aangevuld met 10 mg/l vancomycine) naar een secundair verrijkingsmedium, gevolgd door een lagenkweek en
verificatie van isolaten met gebruik van toepasselijke biochemische, serologische en/of moleculaire methoden.

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 plaatselijke regelgeving‘-2.

In geval van tegenstrijdige resultaten (vermoedelijke positieve resultaten met de Neogen Moleculair Detectie Assay
2 - Cronobacter, niet geverifieerd met één van de hierboven beschreven methoden), moet het laboratorium zijn eigen
ingestelde standaard werkmethoden volgen om de resultaten te rapporteren.

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: het bewaren en hertesten van warmtebehandelde lysaten
1. Om een warmtebehandeld lysaat te bewaren, sluit u het lysebuisje opnieuw af met een schone dop (zie hoofdstuk 4.5 Lyse)

Bewaar maximaal 72 uur bij 2 tot 8 °C.
Bereid een bewaard monster voor op de amplificatie door het 2-3 keer om te draaien om het te mengen.

Haal de doppen van de buisjes.

o s DN

Plaats de gemengde lysaatbuisjes op het Neogen Moleculaire Detectie - Verwarmingsblokinzetstuk en verwarm
gedurende 5 = 1 minuten op 100 = 1 °C.

6. Haal het rek met Neogen buisjes met lyse-oplossing uit het verwarmingsblok en laat het ten minste 5 minuten en
niet meer dan 10 minuten afkoelen in het Neogen Moleculaire Detectie - Koelblokinzetstuk.

7. Ga verder met het protocol in het gedeelte Amplificatie dat hierboven wordt omschreven.

Referenties:

1. US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual (BAM) Ch. 29; MAR 2012

2. 1SO 22964:2017 Microbiology of the food chain -- Horizontal method for the detection of Cronobacter spp.

3. U.S. Food and Drug Administration. Code of Federal Regulations, Title 21, Part 58. Good Laboratory Practice for
Nonclinical Laboratory Studies.

ISO/IEC 17025:2017. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.

5. 1S0O 7218:2007/Amd. 1:2013. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General requirements and guidance
for microbiological examination.

6. Installation Qualification (IQ)/Operational Qualification (OQ) Neogen® Molecular Detection System. Contact your
Neogen Food Safety representative to obtain a copy of this document.

7. 1SO 6887-5:2010. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial suspension
and decimal dilutions for microbiological examination-- Part 5: Specific rules for the preparation of milk and milk
products.

8. 1S0O 6887-4:2017. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial suspension and
decimal dilutions for microbiological examination -- Part 4: Specific rules for the preparation of miscellaneous products.

9. 1SO 16140-2:2016. Microbiology of the food chain — Method validation — Part 2: Protocol for the validation of
alternative (proprietary) methods against a reference method.

Raadpleeg de huidige versies van de standaardmethodes die hierboven zijn opgesomd.

Verklaring van symbolen
info.neogen.com/symbols
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Datum fér utgava: 2024-01

X NEOGEN

Produktinformation

Molecular Detection Assay 2 — Cronobacter

Produktbeskrivning och avsedd anvandning
Neogen® Molecular Detection Assay 2 — Cronobacter anvands med Neogen® Molekylart Detektionssystem fér snabb
och specifik detektion av Cronobacter i prover fran anrikade livsmedel och livsmedelsbearbetningsmiljoer.

Neogen Molecular Detection Assay anviander LAMP-teknik (Loop-Mediated Isothermal Amplification) fér att snabbt
amplifiera nukleinsyrasekvenser med hég specificitet och sensitivitet kombinerat med bioluminiscens for att detektera
amplifieringen. Presumtivt positiva resultat rapporteras i realtid medan negativa resultat visas nér analysen har slutforts.
Presumtivt positiva resultat bér bekraftas med hjalp av egen vald metod eller som specificeras av lokala féreskrifter(’:2,

Neogen Molecular Detection Assay 2 — Cronobacter &ar avsedd for anvandning i laboratoriemiljo av yrkespersoner som
har utbildning i laboratorieteknik. Neogen har inte dokumenterat anvdndningen av denna produkt inom andra industrier
an livsmedels- och dryckesindustrin. Neogen har exempelvis inte dokumenterat produkten for testning av lakemedel,
kosmetika, kliniska prover eller veterinarprover. Neogen Molecular Detection Assay 2 — Cronobacter har inte utvarderats
med samtliga mojliga livsmedelsprodukter, livsmedelsbearbetningsmetoder, testprotokoll eller bakteriestammar.

Precis som for alla testmetoder kan kallan till, beredningen av och kvaliteten pa anrikningsmedlet paverka resultaten.
Faktorer som provtagningsmetod, testprotokoll, provpreparering inklusive homogenisering och blandning, hantering

och laboratorieteknik kan ocksa paverka resultat. Neogen rekommenderar att metoden, inklusive anrikningsmedlet,
utvarderas i anvandarens miljé med tillrackligt manga prover av sarskilda livsmedel och/eller miljéprover samt
mikrobiella utmaningar for att sdkerstélla att metoden uppfyller anvéandarens kriterier.

Neogen har utvarderat Neogen Molecular Detection Assay 2 — Cronobacter med anrikningsmedlet buffrat peptonvatten
ISO.

Neogen® Molekylart Detektionsinstrument ar avsett att anvdndas med prover som har virmebehandlats under
analysens lyseringssteg, vilket ar utformat for att forstéra organismer i provet. Prover som inte har varmebehandlats
korrekt under analysens lyseringssteg bor betraktas som en potentiell biologisk fara och ska INTE féras in i Neogen
Molekylart Detektionsinstrument.

Neogen Food Safety &r certifierat enligt den internationella standardiseringsorganisationen (ISO) 9001 avseende
konstruktion och tillverkning.

Neogen Molecular Detection Assay 2 — Cronobacter testsats innehéller 96 tester, som beskrivs i tabell 1.

Tabell 1. Komponenter i Neogen Molecular Detection Assay Testsats

Artikel Identifikation Antal Innehall Kommentarer
Neogen® Lyseringsldsning Rosa l6sning i | stall och
. 96 (12 remsor om 8 rér) | 580 pl LL per rér klara att
(LL) genomskinliga ror N
anvandas
Neogen® Molecular Specifik frystorkad Klara att
Detection Assay 2 Orangeroda rér 96 (12 remsor om 8 rér) | amplifierings- och ..
i . . anvandas
-Cronobacter Reagensror detektionsblandning
Extra lock Orangeréda lock 96 (12 remsor om 8 lock) Klar:al att
anvandas
Frystorkad
Neoaen® Reagenskontroll Genomskinliga ror 16 (2 pdsarom 8 kontroll-DNA, Klara att
9 9 med knapplock enskilda ror) amplifierings- och anvandas
detektionsblandning

Det negativa kontrollprovet (medfdljer ej i satsen) &r ett sterilt anrikningsmedel, t. ex. buffrat peptonvatten ISO. Anvand
inte vatten som negativ kontroll.
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Sakerhet

Anvéandaren ska lasa, forstd och félja all sékerhetsinformation i anvisningarna till Neogen Molekylart Detektionssystem
och Neogen Molecular Detection Assay 2 — Cronobacter. Behéll sakerhetsanvisningarna for framtida bruk.

AVARNING! Indikerar en farlig situation som, om den inte undviks, kan resultera i dédsfall 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 — Cronobacter for diagnostisering av tillstdnd hos manniskor eller djur.

Anvindaren maste utbilda sin personal i rddande och korrekta testtekniker: exempelvis god laboratoriesed®,
ISO/IEC 17025 eller ISO 7218©,

For att minska riskerna som forknippas med ett falskt negativt resultat som leder till utgivning av kontaminerad produkt:

e Folj protokollet och utfor testerna exakt sd som beskrivs i relevant produktinformation.

e Forvara Neogen Molecular Detection Assay 2 — Cronobacter enligt foreskrifterna pa férpackningen och i
produktinformationen.
Anvand alltid Neogen Molecular Detection Assay 2 — Cronobacter fére utgangsdatumet.
Anvand Neogen Molecular Detection Assay 2 — Cronobacter med prover fran livsmedel och
livsmedelsbearbetningsmiljoer som har validerats internt eller av tredje part.

e Anvand endast Neogen Molecular Detection Assay 2 — Cronobacter med ytor, desinficeringsmedel, protokoll och
bakteriestammar som har validerats internt eller av tredje part.

e For miljdprov innehéllande 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 neutraliserande buffertanrikning
i Neogen Lyseringslésningsror. Neogen® provhanteringsprodukter som inkluderar neutraliseringsbuffert med
arylsulfonatkomplex: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL10NB2G, HS10NB, HS10NB2G och HS2410NB2G.
Detta protokoll har inte testats under NF Validation-studien.

For att minska riskerna som férknippas med exponering fér kemikalier och biologiska smittorisker:

e Utfor tester av patogener i ett valutrustat laboratorium under éverinseende av utbildad personal. Inkuberat
anrikningsmedel och utrustning eller ytor som har haft kontakt med inkuberat anrikningsmedel kan innehélla
patogener vid nivaer som ar tillrackliga for att utgdra en hélsorisk fér manniskor.

e Folj alltid praxis for standardiserad laboratoriesédkerhet, inklusive anvandning av lampliga skyddsklader och
skyddsglasdgon vid hantering av reagenser och kontaminerade prover.

Undvik kontakt med innehallet i anrikningsmedlet och reagensréren efter amplifiering.

Kassera anrikade prover och tillhérande kontaminerat avfall enligt gallande lokala/regionala/nationella/
branschstandarder.

Overskrid inte rekommenderad temperaturinstillning p& uppvarmningsanordningen.

Overskrid inte den rekommenderade uppvarmningstiden.

Anvand en lamplig, kalibrerad termometer (t.ex. en termometer f6r delvis nedsénkning eller en digital
varmeelementstermometer, inte en termometer for fullstandig nedsankning) fér att kontrollera temperaturen i
Neogen® Molekylar Detektion, Insats for Varmeblock. Termometern méste placeras pa anvisad plats i Neogen
Molekylar Detektion, Insats for Varmeblock.

For att minska riskerna fér korskontaminering vid analysférberedelserna:
e Bir alltid handskar (fér att skydda anviandaren och férhindra inférsel av nukleaser).

For att minska riskerna som férknippas med exponering foér heta vatskor:
Overskrid inte rekommenderad temperaturinstillining pa uppvarmningsanordningen.
Overskrid inte den rekommenderade uppvarmningstiden.
Anvand en lamplig, kalibrerad termometer (t.ex. en termometer fér delvis nedsénkning eller en digital
varmeelementstermometer, inte en termometer fér fullstdndig nedséankning) for att kontrollera temperaturen i
Neogen® Molekylar Detektion, Insats f6r Varmeblock. Termometern maste placeras pa anvisad plats i Neogen
Molekylar Detektion, Insats for Varmeblock.

OBSERVERA

For att minska riskerna fér korskontaminering vid analysférberedelserna:
e Byt handskar innan reagenspelletsarna vates.
e Anvindning av sterila pipettspetsar med aerosolbarriar (filtrerade) fér molekylarbiologiskt bruk rekommenderas.




@ (Svenska) ﬁ ﬁ
Anvand en ny pipettspets for varje provoverféring.

Fé6lj god laboratoriesed vid 6verforingen av provet fran anrikningsroret till lyseringsroret. For att undvika
kontaminering av pipetten kan anvandaren vélja att lagga till ett mellanliggande 6verféringssteg. Exempelvis kan
anvandaren fora Gver varje anrikat prov till ett sterilt ror.

Anvand en arbetsstation avsedd fér molekylarbiologi med bakteriedédande lampa om sadan finns tillganglig.
Dekontaminera laboratoriebankar och utrustning (pipetter, verktyg for 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 provrér efter amplifieringen.

e Kassera alltid kontaminerade rér genom att blétldagga dem i en 1-5 % (volym i vatten) blekmedelslésning i 1 timme
och pa avstand fran platsen dar analysen férbereds.
Autoklavera aldrig reagensrér efter amplifieringen.
Om prover misstéanks innehalla stora mangder Cronobacter-DNA (t.ex. DNA fran icke-livsdugliga Cronobacter-
celler som har genomgétt ett déda-/inaktiverasteg) ska presumtiva positiva anrikningar behandlas med DNase fére
LYSERINGS-steget. Kontakta din Neogen-representant for ytterligare anvisningar. Detta protokoll har inte testats
under NF Validation-studien.

Se sékerhetsdatabladet for ytterligare information och lokala foreskrifter for kassering.

Om du har fragor om specifika tillampningar eller procedurer kan du bestéka var hemsida pd www.neogen.com eller
kontakta din lokala representant eller aterférséljare fér Neogen.

Anvandaransvar
Det aligger anvandarna att bekanta sig med produktinstruktioner och produktinformation. Besék var webbsida pa
adressen www.neogen.com eller kontakta din lokale Neogen-representant eller -leverantér for mer information.

Vid val av testmetod &r det viktigt att inse att externa faktorer som provtagningsmetod, testprotokoll, provpreparering
inklusive homogenisering och blandning, hantering och laboratorieteknik kan paverka resultat.

Det aligger anvandaren vid val av testmetoder att utvérdera 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
leverantorer.

Liksom med alla testmetoder utgoér inte resultat som erhallits fran anvandning av ndgon produkt fran Neogen
Livsmedelshygien en garanti for kvaliteten hos de matriser eller processer som testats.

For att hjalpa kunder att utvardera metoden for olika matriser har Neogen utvecklat satsen Neogen® Molekylar
Detektion Matriskontroll. Vid behov kan Matriskontroll (MK) anvéndas for att avgéra om matrisen férmér paverka
resultaten hos Neogen Molecular Detection Assay 2 — Cronobacter. Testa flera prover som ar representativa for
matrisen, d.v.s. prover som inhdmtats fran olika kallor, vid varje valideringstillfalle nar Neogen-metoden anvands eller nar
nya eller okdnda matriser eller matriser som har genomgatt ramaterial- eller bearbetningséndringar testas.

En matris kan definieras som en typ av produkt med séarskilda egenskaper, sésom sammansattning eller bearbetning.
Skillnaderna mellan matriser kan vara s& enkla som effekterna som orsakas av skillnader i bearbetning eller utformning,
till exempel ra kontra pastdriserad, farsk kontra torkad, o.s.v.

Begransad garanti / Begransad ersattning

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 frin Neogen Livsmedelshygien ar defekt kommer Neogen
eller dess auktoriserade leverantér att efter eget gottfinnande ersatta produkten eller aterbetala produktens inképspris.
Detta &r den enda ersattning som ges. Kontakta din Neogen-representant eller en godkand Neogen-distributér om du
har fler fragor.

Neogen:s ansvarsfriskrivning

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 &verskrida
inkdpspriset fér den pastatt defekta produkten.
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Forvaring och kassering

Férvara Neogen Molecular Detection Assay 2 — Cronobacter vid 2-8 °C. Forvara inte i frys. Férvara satsen pa en moérk
plats. Kontrollera att foliepasen ar oskadad nar satsen har 6ppnats. Anvand inte om pasen ar skadad. Efter att pasen har
6ppnats ska oanvanda reagensror alltid forvaras i den aterférslutningsbara pasen med torkmedlet inuti for att bevara de
frystorkade reagensernas stabilitet. Férvara aterférslutna pasar vid 2—-8 °C i hogst 60 dagar.

Anvand inte Neogen Molecular Detection Assay 2 — Cronobacter efter utgdngsdatumet. Utgdngsdatum och
partinummer anges pa etiketten pa ladans utsida. Efter anvandning kan anrikningsmedlet och réren till Neogen
Molecular Detection Assay 2 Cronobacter eventuellt innehalla patogena material. F6lj gallande branschstandarder for
kassering av kontaminerat avfall nar testen har genomférts. Se sakerhetsdatabladet f6r 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 for att fasta och ta av lock o.s.v.) regelbundet med en
1-5 % (volym i vatten) blekmedelslésning eller DNA-borttagningslésning.

Anvandaren maste genomgé utbildningen i driftkvalifikation for Neogen Molekylart Detektionssystem, enligt
beskrivningen i dokumentet "Protokoll for installationskvalifikation/driftkvalifikation och anvisningar fér Neogen
Molekylart Detektionssystem” (Installation Qualification (IQ) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions
for Neogen Molecular Detection System)®©.

Se avsnittet "Specifika anvisningar for validerade metoder” fér sarskilda krav:

Tabell 3 for anrikningsprotokoll enligt AOAC® Official Method of AnalysisS™ 2018.01 och Performance Tested*"
Certificate number 101703

Tabell 4 for anrikningsprotokoll enligt NF VALIDATION-certifikatet 3M 01/20-03/18.

Provanrikning
| tabell 2, 3 eller 4 visas en vagledning till anrikningsprotokoll fér livsmedels- och miljéprover.

Anvandaren ansvarar for att validera alternativa provtagnings- eller anrikningsprotokoll eller spddningsforhallanden for
att sdkerstalla att testmetoden uppfyller anvandarens kriterier.

Livsmedel, miljéstoft, damm, sopningar och svampar
1. Varm anrikningsmedlet till rumstemperatur (20-25 °C) s&vida inget annat anges i anrikningsprotokollet (se tabell 2, 3
eller 4).

2. Kombinera berikningsmediet och provet aseptiskt och homogenisera noggrant genom att blanda, stomachera,
vortexa eller handblanda i 2 £ 0,2 minuter eller tills alla klumpar &r helt upplésta och berikningssuspensionen ar
homogen:®),

a. Faktorer som provpreparering inklusive homogenisering och blandning, hantering och laboratorieteknik kan
paverka resultat.

b. Fo6r prover som innehaller en stor mangd partiklar reckommenderas att filterpasar anvands.

c. Foér matriser som sviller i vatten och &r mycket viskésa (t.ex. spannmal, starkelse), rekommenderas det att géra
ytterligare spadningar (> 1:10) tills viskositeten reduceras till lamplig niva eller att tillsatta sterilt 1 % (w/v) alfa-
amylas till buffrat peptonvatten (ISO)®.

d. For stora provstorlekar av spannmal tillsatter du pulveriserat spannmal langsamt till vatskan med frekvent
blandning fér att undvika klumpar.

3. Inkubera enligt anvisning i lamplig protokolltabell (se tabell 2, 3 eller 4).
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Tabell 2. Allmanna anrikningsprotokoll

i Anriknings- A . ..
Provmatris Provstorlek! Volym ?n"k? lzngs temperatur An"kqmgmd Volym for
buljong" o (tim) provanalys
(x1°C)
Modersmjélksersattning i
pulverform och ravaror sdsom 9 x ml Buffrat
mj6lkpulver, sojapulver, 1 x gram prov peptonvatten 37 18-24 20 pl
vasslepulver, laktos, rismjél och (ISO) (1:10)
maltodextrin
minaraler, aminosyror, DHA 99 x mi Buffrat
’ yron 1 x gram prov peptonvatten 37 18-24 20 pl

(docosahexaensyra) och

e (1SO) (1:100)
vitaminer
Torra miljoprover som 9 x ml Buffrat
damm, sopningar, 1 x gram prov peptonvatten 37 18-24 20 ul
dammsugningsinsamling (ISO) (1:10)
Miljosvamp med 10 ml 1 90 ml Buffrat
Letheen-buljong eller D/E- rovtaaningsenhet peptonvatten 37 18-24 20 pl
neutraliseringsbuljong P oning (1ISO) (1:10)

1. Neogen har utvarderat Neogen Molecular Detection Assay 2 — Cronobacter med spadningsférhallandena i tabell
2, upp till 300 g. Anvandaren ansvarar for att validera alternativa spadningsférhallanden eller protokoll for att
sékerstélla att metoden uppfyller anvandarens kriterier.

2. Anvand féruppviarmt buffrat peptonvatten ISO om anrikningsbuljongvolymen &r > 300 ml (t.ex. provet &r > 30 gram).
Specifika anvisningar for validerade metoder

AOAC® Official Method of Analysis$¥ (OMA) 2018.01

AOAC® Performance Tested’™ (PTM) Certificate #101703

5 PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 101703

| AOAC Research Institute OMASM och PTMSM-programmen var Neogen Molecular Detection Assay 2 - Cronobacter en
effektiv metod for att upptacka Cronobacter. Matriserna som testades i studien visas i tabell 3.
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Tabell 3. Anrikningsprotokoll enligt AOAC® OMASM 2018.01 och PTMS” 101703

Anriknings-

Provmatris Provstorlek e a!mkr:lngs- temperatur Anrlklfmgstld Volym for
buljong (£1°C) (tim) provanalys
bk S e 0 i ut
P . P R 10g peptonvatten (ISO) 37 18-24 20 pl
spannmalsprodukter for
i (1:10)
spadbarn
Pulveriserade 2 700 ml Buffrat Forvarmt
spannmalsprodukter fér 300g peptonvatten (ISO) 37 18-24 20 pl
spadbarn icke-probiotiska (1:10)
Modersmjoélksersattning i 2 700 ml Buffrat
pulverform och pulveriserade peptonvatten Forvarmt )
spannmalsprodukter for 300g (ISO) + 10 mg/!I 37 22-24 20l
spadbarn med probiotika Vancomycin
90 ml Buffrat
Laktos 10g peptonvatten (ISO) 37 18-24 20 ul
(1:10)
- 90 ml Buffrat
MI|jOSV.am[.:) med 1.0 mi D/E- 1 provtagningsenhet | peptonvatten (ISO) 37 18-24 20 pl
neutraliseringsbuljong (1:10)

1. Anvand foruppvarmt buffrat peptonvatten ISO om anrikningsbuljongvolymen &r > 300 ml.
NF VALIDATION av AFNOR Certification

ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS

webbplats.

oo

FICATION

ENISO 16140

3M 01/20-03/18

http://nf-validation.afnor.org/en
For ytterligare information om valideringsslut, las NF VALIDATION-certifikatet som finns tillgangligt pa ovan angivna

NF Validation-certifierad metod i enlighet med ISO 16140-2©  jamférelse med ISO 22964.

Omfattning av valideringen: Modersmj6lksersattning i pulverform och pulveriserade spannmalsprodukter for spadbarn
med och utan probiotika, ravaror och miljéprover.

Provberedning: Prover bér beredas enligt EN ISO 22694® och EN 1SO 68879,

Mjukvaruversion: Se certifikatet.
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Tabell 4: Anrikningsprotokoll enligt NF VALIDATION-certifierad metod 3M 01/20-03/18

Volym Anriknings- Anri- Volym
. et . . .. Rekommenderad
Provmatris Provstorlek | anriknings- | temperatur | kningstid | for pro- T e
buljong' (x1°C) (timmar) | vanalys P
e Modersmjolksersattning i
pulverform
e Pulveriserade
spannmalsprodukter for
spadbarn Anrikningsbuljong
e Ingredienser sdsom 104 eller provlysat kan
mjélkpulver, sojapulver, forvarasi2-8°Ci
vasslepulver, laktos, 90 ml Buffrat upp till 72 timmar
rismj6l, maltodextrin peptonvatten 37 18-24 20
e Torra miljoprover som (180) (1:10)
damm, sopningar,
dammsugningsinsamling,
1 provtag- Anrikningsbuljong
e Svamp, skoljvatten, ningsenhet eller provlysat kan
torkdukar eller forvarasi2-8°Ci
10 ml upp till 72 timmar
Modersmjélksersattning i Buffrat Anrikningsbuljong
pulverform och pulveriserade eller provlysat kan
spannmalsprodukter fér 30-300¢ p(tlagtoo)n(\f:toe)n 37 18-24 20 forvarasi2-8°Ci
spadbarn (icke-probiotiska) ’ upp till 72 timmar
Pulveriserade Buffrat
spannmalsprodukter pep(‘ltg?)\;a:ten
for spadbarn och 30-300 g 10 mg/I 37 22-24 20yl Ingen
modersmjolksersattning i .
pulverform (med probiotika) van(i?;rg)))/cm

Anvand féruppvarmt buffrat peptonvatten ISO om anrikningsbuljongvolymen &r > 300 ml (t.ex. provet &r > 30 gram).

2. Efter det att anrikningsbuljongen har avlagsnats fran férvaringsplatsen kan testet aterupptas fran steg 1 i avsnittet
Lysering. Efter att provlysatet har avlagsnats fran forvaringsplatsen kan testet aterupptas fran steg 7 i avsnittet

Lysering.

3. Se Bilaga A fér omtestning av lagrade varmebehandlade lysater.

Forberedelse av Neogen® Molekylar Detektion, Snabbladdningslada
1. Fukta en trasa eller en engédngshandduk med 1-5 % (volym i vatten) blekmedelslésning fér hushéllsanvandning och
torka av Neogen Molekylar Detektion, Snabbladdningslada.

2. Skoélj Neogen Molekylar Detektion, Snabbladdningsldda med vatten.

3. Torka av Neogen Molekylar Detektion, Snabbladdningslédda med en pappershandduk.

4. Sakerstall att Neogen Molekylar Detektion, Snabbladdningslada &r torr innan den anvéands.

Forberedning av Neogen® Molekylar Detektion, Insats fér Kylblock
Placera Neogen Molekylar Detektion, Insats fér Kylblock direkt pa laboratoriebdnken: Neogen Molekylar Detektion,
Kylblockslédda anvinds inte. Anvand blocket i laboratoriets omgivningstemperatur (20-25 °C).

Forberedelse av Neogen® Molekylar Detektion, Insats for Varmeblock
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
bibehélla en temperatur pd 100 = 1 °C.
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OBS! Beroende pa 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
viarmeelementstermometer, inte en termometer fér fullstdndig nedsénkning) placerad p& 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. Starta Neogen® Molekylar detektionsprogramvara och logga in. Kontakta din Neogen-representat for
livsmedelssdkerhet for att sdkerstélla att du har den senaste versionen av programvaran.

Aktivera Neogen Molekylart Detektionsinstrument.

Skapa eller redigera en datakorning for varje prov. Se anvandarhandboken till Neogen Molekylart Detektionssystem
for detaljerad information.

OBS! Neogen Molekylart Detektionsinstrument méaste foérsattas i redotillstand innan Neogen Molekylar Detektion,
Snabbladdningslada med reagensror fors in. Detta uppvarmningssteg tar cirka 20 minuter och indikeras av en ORANGE
lampa i instrumentets statusfalt. Nar instrumentet &r redo att starta en kérning blir statusfaltet GRONT.

Lysering
Avlagsna nedre delen av Neogen Provrorsstall for lyseringslosning med en skruvmejsel innan du placerar det i Neogen
Molekylar Detektion, Insats for Varmeblock.

1. L&t Neogen Lyseringsldsningsrér varmas upp genom att placera stéllet i rumstemperatur (20-25 °C) éver natten
(16-18 timmar). Alternativa metoder fér att varma Neogen Lyseringsldsningsrdren till rumstemperatur &r att stélla
Neogen Lyseringslosningsréren pa laboratoriebanken i minst 2 timmar, inkubera Neogen Lyseringslésningsréren vid
37 =1 °Ci1 timme eller placera dem i en torr dubbelblockvarmare i 30 sekunder vid 100 = 1 °C.

Invertera de lockforsedda réren for att blanda. Fortsatt till ndsta steg inom 4 timmar efter invertering.
Ta ut anrikningsbuljongen fran inkubatorn.
Ett Neogen Lyseringslésningsrér kravs foér varje prov och NK-prov (sterilt anrikningsmedel).

4.1 Remsor med Neogen Lyseringslosningsrér kan klippas fér dnskat antal. Valj det antal individuella Neogen
Lyseringslosningsror eller remsor om 8 rér som behdvs. Placera Neogen Lyseringslésningsroren i ett tomt stall.

4,2 Undvik korskontaminering genom att 6ppna ett lock pa en remsa med Neogen Lyseringslésningsror i taget och
anvand en ny pipettspets vid varje dverféringssteg.

4.3 For over det anrikade provet till Neogen Lyseringslésningsréren enligt beskrivningen nedan:

For dver varje anrikat prov till ett enskilt Neogen Lyseringslésningsror forst. Overfor NK sist.

4.4 Anvand Neogen® Molekylar Detektion, Cap/Decap Redskap - Lysering fér att dppna en remsa med Neogen
Lyseringslosningsrér, en remsa i taget.

4.5 Kassera locket till Neogen Lyseringslosningsroret — om lysatet ska behéllas for omprov ska locken placeras i en
ren behallare for ateranvandning efter lysering.

4.5.1. Se bilaga A for information om behandling av férvarat lysat.
4.6 Agitera anrikningspasen innan du samlar in provet fran den filtrerade sidan nar du arbetar med viskdsa prov.
4.7 Overfor 20 pL prov till ett Neogen Lyseringsldsningsror sdvida inte annat anges i protokolltabellen.

5. Upprepa steg 4.4 till 4.7 tills varje enskilt prov har tillsatts i ett motsvarande Neogen Lyseringsldsningsrér i remsan.
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o o)

Nar alla prover har éverférts ska 20 pL NK (sterilt anrikningsmedel, t.ex. buffrat peptonvatten) dverféras till ett
Neogen Lyseringsldsningsror. Anvand inte vatten som NK.

Kontrollera att temperaturen pd Neogen Molekylar Detektion, Insats for Varmeblock ar 100 £ 1 °C.

Placera det oovertackta stéllet med Neogen Lyseringslsningsrér i Neogen Molekylar Detektion, Insats for Varmeblock
och varm i 15 = 1 minuter. Under uppvarmningen kommer Neogen Lyseringsldsningen att dndra farg fran rosa (kall) till
gul (varm).

Prover som inte har virmebehandlats korrekt under analysens lyseringssteg bor betraktas som en potentiell
biologisk fara och ska INTE féras in i Neogen Molekylart Detektionsinstrument.

Ta ut det o6vertackta stéllet med Neogen Lyseringslésningsror fran Neogen Molekylar Detektion, Varmeblock och 14t
det svalna i Neogen Molekyléar Detektion, Insats for Kylblock under minst 5 minuter men hégst 10 minuter. Neogen
Molekylar Detektion, Insats for Kylblock som anvéands vid omgivningstemperatur utan Neogen® Molekylar Detektion,
Kylblockslada ska placeras direkt pa laboratoriebanken. Nar Neogen Lyseringslosningen svalnar atergar dess farg till
rosa.

10. Ta ut stéllet med Neogen Lyseringslosningsrér fran Neogen Molekylar Detektion, Insats for Kylblock.

001500

il i

Amplifiering

1.

Ett Neogen Molecular Detection Assay 2 - Cronobacter Reagensrér kravs for varje prov och for NK-provet.

1.1 Remsorna med ror kan klippas till 6nskat antal rér. Valj antalet enskilda Neogen Molecular Detection Assay 2 -
Cronobacter reagensror eller remsor om 8 ror som behovs.

1.2 Placera Neogen Molecular Detection Assay 2 - Cronobacter Reagensrér i ett tomt stall.
1.3 Undvik att réra upp reagenspelletsarna i provrérens botten.
Valj ett ror for Neogen Reagenskontroll och placera det i stéllet.

Undvik korskontaminering genom att 6ppna ett lock pa en remsa med Neogen Molecular Detection Assay 2 -
Cronobacter reagensror i taget och anvand en ny pipettspets vid varje dverforingssteg.

For over varje lysat till ett Neogen Molecular Detection Assay 2 - Cronobacter reagensror och ett ror for Neogen
Reagenskontroll enligt beskrivningen nedan:

Overfor varje provlysat till enskilda Neogen Molecular Detection Assay 2 - Cronobacter reagensror forst , foljt av
NK. Hydrera rér fér Neogen Reagenskontroll sist.

Anvand Neogen® Molekylar Detektion, Cap/Decap Redskap - Reagens for att ppna Neogen Molecular Detection
Assay 2 - Cronobacter Reagensréret — en remsa reagensror i taget. Kassera locket.

5.1 For éver 20 pL av provlysat fran den évre 1/2 av vitskan (undvik utfillning) i Neogen Lyseringslésningsréret
till motsvarande Neogen Molecular Detection Assay 2 - Cronobacter reagensror. Dispensera i en vinkel for
att undvika att pelletsarna rérs upp. Blanda genom att pipettera upp och ned 5 ganger.
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5.2 Upprepa steg 5.1 tills enskilda provlysat har lagts till i ett motsvarande Neogen Molecular Detection Assay 2 -
Cronobacter Reagensrér i remsan.

5.3 Tack Neogen Molecular Detection Assay 2 - Cronobacter reagensror med medfoéljande extralock och anvand
den rundade sidan av Neogen Molekylar Detektion, Cap/Decap Redskap - Reagens och pressa fram och tillbaka
for att stdnga locket ordentligt.

5.4 Upprepa efter behov steg 5.1 till 5.3 for det antal prover som ska testas.

5.5 Nar alla provlysat har 6verférts upprepar du 5.1 till 5.3 for att féra 6ver 20 pL NK-lysat i ett Neogen Molecular
Detection Assay 2 - Cronobacter reagensror.

5.6 For over 20 pL av NK-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 ganger.

6. Ladda de forslutna provroren i en ren och dekontaminerad Neogen Molekylar Detektion, Snabbladdningslada. Stang
och 1as locket pa Neogen Molekylar Detektion, Snabbladdningslada.

Granska och bekrafta den konfigurerade kérningen i Neogen Molekylar detektionsprogramvara.

8. Klicka pa startknappen i programmet och valj vilket instrument som ska anvandas. Det valda instrumentets lock
Oppnas automatiskt.

9. Placera Neogen Molekylar Detektion, Snabbladdningsldda i Neogen Molekylart Detektionsinstrument och sténg
locket for att starta analysen. Resultaten ges inom 60 minuter, men positiva resultat kan detekteras tidigare.

10. Ta ut Neogen Molekylar Detektion, Snabbladdningslada fran Neogen Molekylart Detektionsinstrument nar
analysen har slutférts och kassera réren genom att blétlagga dem i en 1-5 % (volym i vatten) blekmedelslésning for
hushéllsanvandning i 1 timme pa avstand fran analysberedningsomradet.

OBSERVERA! Foér att minimera risken for falskt positiva resultat pa grund av korskontaminering ska reagensprovror
med amplifierad DNA aldrig 6ppnas. Detta inkluderar rér for Neogen Molecular Detection Assay 2 - Cronobacter
reagens, Neogen Reagenskontroll och Neogen Matriskontroll. Kassera alltid forslutna reagensrér genom att blétlagga
demien 1-5% (volym i vatten) blekmedelslésning i 1 timme pé avstand frédn analysberedningsomradet.

Resultat och Tolkning

En algoritm tolkar ljusutstralningskurvan som genereras genom detektion av nukleinsyraamplifiering. Resultaten
analyseras automatiskt av programmet och fargkodas baserat pa resultatet. Ett positivt eller negativt resultat faststalls
genom analys av ett antal unika kurvparametrar. Presumtivt positiva resultat rapporteras i realtid medan resultat som ar
negativa och sddana som ar mérkta Inspektera visas nér kérningen har slutforts.

OBS! Inte ens ett negativt prov kommer att ge ett nollresultat eftersom systemet och amplifieringsreagenserna i Neogen
Molecular Detection Assay 2 — Cronobacter innehar en tidigare RLU-avlasning (avldsning i enheten "relative light unit”).

Bekriftelse
e Bekraftelse av resultat enligt NF Validation-certifierad metod

| samband med NF VALIDATION bér alla presumtiva positiva anrikningar bekréftas genom att folja lamplig
referensmetodbekraftelse®, med bérjan vid dverféringen fran den priméra anrikningen (Buffrat peptonvatten 1SO eller
Buffrat peptonvatten ISO kompletterat med 10 mg/I vankomycin).

e Andra bekraftelseprotokoll

Presumtiva positiva anrikningar bér bekraftas enligt laboratoriets standardiserade rutiner eller genom att félja Iamplig
referensmetodbekraftelse!?, med bérjan vid éverféringen fran den priméra anrikningen (Buffrat peptonvatten 1ISO
eller Buffrat peptonvatten ISO kompletterat med 10 mg/l vankomycin) till det sekundara anrikningsmedel, &tféljt av
upplaggning och bekraftelse av isolater med hjalp av Iampliga biokemiska, serologiska och/eller molekyldra metoder.

10
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Skulle ovanlig ljusutstralning forekomma, 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 testbekraftelse med den metod du féredrar eller s& som anges i lokala féreskrifter(?,

| fall av icke éverensstammande resultat (presumtivt positiva med Neogen Molecular Detection Assay 2 — Cronobacter,
ej bekraftat med ndgon av de beskrivna metoderna ovan) bér laboratoriet félja sina etablerade standardiserade rutiner
for att rapportera sina resultat.

Om du har fragor om specifika tillampningar eller procedurer kan du bestka var hemsida pd www.neogen.com eller
kontakta din lokala representant eller aterférsaljare fér Neogen.

Bilaga A. Protokollavbrott: Férvaring och omprovning av virmebehandlade lysater

1. Aterforslut lyseringsprovroret med ett rent lock (se avsnittet Lysering, 4.5) for att férvara ett virmebehandlat lysat.

2. Forvaravid 2 till 8 °C i upp till 72 timmar.

3. Forbered ett férvarat prov fér amplifiering genom att vanda det upp och ned 2—-3 ganger s att det blandas.

4. Avlagsna locken fran roren.

5. Placera de blandade lysatréren i Neogen Molekylar Detektion, Insats for Varmeblock och varm vid 100 £ 1 °C i
5 £ 1 minuter.

6. Ta ut stallet med Neogen Lyseringsldsningsrér fran varmeblocket och 1at det svalna i Neogen Molekylar Detektion,
Insats for Kylblock under minst 5 minuter men hégst 10 minuter.

7. Fortsatt enligt protokollet i avsnittet Amplifiering som beskrivs ovan.

Referenser:

1. US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual (BAM) Ch. 29; MAR 2012

2. 1SO 22964:2017 Microbiology of the food chain -- Horizontal method for the detection of Cronobacter spp.

3. U.S. Food and Drug Administration. Code of Federal Regulations, Title 21, Part 58. Good Laboratory Practice for
Nonclinical Laboratory Studies.

ISO/IEC 17025:2017. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.

5. 1SO 7218:2007/Amd. 1:2013. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General requirements and guidance
for microbiological examination.

6. Installation Qualification (IQ)/Operational Qualification (OQ) Neogen® Molecular Detection System. Contact your
Neogen Food Safety representative to obtain a copy of this document.

7. 1SO 6887-5:2010. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial suspension
and decimal dilutions for microbiological examination-- Part 5: Specific rules for the preparation of milk and milk
products.

8. 1SO 6887-4:2017. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial suspension
and decimal dilutions for microbiological examination -- Part 4: Specific rules for the preparation of miscellaneous
products.

9. 1SO 16140-2:2016. Microbiology of the food chain — Method validation — Part 2: Protocol for the validation of

alternative (proprietary) methods against a reference method.

Se de aktuella versionerna av standardmetoderna som anges ovan.

Symbolférklaringar

info.neogen.com/symbols
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X NEOGEN
Produktvejledning

Molekylaer Detektions Analyse 2 - Cronobacter

Teknisk beskrivelse og tilsigtet anvendelse
Neogen® Molekyleer Detektions Analyse 2 - Cronobacter bruges sammen med Neogen® Molekylaer Detektions System
til hurtig og preecis detektion af Cronobacter i opformerede fedevarepraver og fedevaremiljgpraver.

Neogen Molekylaer Detektions Analyse bruger loop-medieret, isotermisk amplifikation til hurtigt at forsteerke
nukleinsyresekvenser med hgj specificitet og felsomhed kombineret med bioluminescens for at afslgre amplifikationen.
Formodede positive resultater bliver rapporteret i realtid, mens negative resultater bliver vist, nar analysen er
gennemfgrt. Formodede positive resultater bgr verificeres ved hjeelp af din foretrukne metode eller som angivet i de
lokale vedteegter"2,

Neogen Molekyleer Detektions Analyse 2 - Cronobacter er beregnet til brug i laboratorieomgivelser af professionelle, der
er uddannede i laboratorieteknikker. Neogen har ikke dokumenteret brugen af dette produkt i andre brancher end fgde-
og drikkevarebranchen. For eksempel har Neogen ikke dokumenteret dette produkt til test af medicinalvarer, kosmetiske,
kliniske eller veterinzere prgver. Neogen Molekylaer Detektions Analyse 2 - Cronobacter er ikke blevet evalueret med alle
mulige fedevarer, forarbejdningsprocesser, testprotokoller eller med alle mulige bakteriestammer.

Som for alle testmetoder kan kilden, sammensaetningen og kvaliteten af opformeringsmediet pavirke resultatet.
Faktorer s& som pragvetagningsmetoder, testprotokoller, klarggrelse af praver, inklusive homogenisering og blanding,
handtering samt laboratorieteknik kan ligeledes pavirke resultaterne. Neogen anbefaler evaluering af metoden inklusive
opformeringsmediet i brugerens omgivelser ved hjeelp af et tilstraekkeligt antal prgver med specifikke fadevarer og/eller
fedevaremiljgprever og mikrobielle udfordringer for at sikre, at metoden opfylder brugerens kriterium.

Neogen har evalueret Neogen Molekyleer Detektions Analyse 2 - Cronobacter med Bufferet Peptonvand ISO
opformeringsmedie.

Neogen® Molekyleer Detektions Instrument er beregnet til brug sammen med prgver, der har gennemgaet
varmebehandling under analysens lysinbehandlingstrin, der er designet til at destruere organismer, der optreeder
i praven. Prgver, som ikke er blevet korrekt varmebehandlet under analysens lysinbehandlingstrin, kan udgere en
vaesentlig miljarisiko og bar IKKE seettes ind i Neogen Molekyleer Detektions Instrument.

Neogen Food Safety er ISO 9001 -certificeret (International Organisation for Standardisering) med hensyn til design og
produktion.

Neogen Molekylaer Detektions Analyse 2 - Cronobacter testkittet indeholder 96 tests, beskrevet i tabel 1.

Tabel 1. Komponenter i Neogen Molekyleer Detektions Analyse analyseseet

Artikel Identifikation Kvantitet Indholdsfortegnelse | Kommentarer
Neogen® Lysinopl@sning Lysergd oplasningi |96 (12 strimler med 8 580 pl LS pr. Pa holder og
(LS) klare reagensglas reagensglas) reagensglas klar til brug
° -
Neogef\ Molekylaer Orange-rade 96 (12 strimler med 8 Fryse.tc.arre.t, specifik .
Detektions Analyse 2 amplifikations- og Klar til brug
reagensglas reagensglas)

-Cronobacter reagensglas detektionsblanding

96 (12 strimler med 8

Ekstra hastter Orange-rgde heetter heetter) Klar til brug
Reagensglas med Frysetarret
® -
Neogen® Reagens Kontrol gennemsigtig flip- 16 (2 poser med 8 kontrol-DNA, Klar til brug

(RC) individuelle reagensglas) | amplifikations- og

top detektionsblanding

Den negative kontrol, som ikke medfglger i kittet, er et sterilt opformeringsmedie, f.eks. BPW ISO. Brug ikke vand som
en negativ kontrol.
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Sikkerhed

Brugeren skal leese, veere indforstdet med og falge alle sikkerhedsoplysninger i vejledningen til Neogen Molekylzer
Detektions System og Neogen Molekylzer Detektions Analyse 2 - Cronobacter. Gem sikkerhedsvejledningen til fremtidig
reference.

AADVARSEL: Indikerer en farlig situation, som kan resultere i dgdsfald eller alvorlig personskade og/eller skade pa
ejendele, hvis denne ikke undgas.

BEMARK: Indikerer en potentielt farlig situation, som udger en risiko for beskadigelse af ejendom, hvis den ikke
undgas.

A ADVARSEL

Du ma ikke anvende Neogen Molekylzer Detektions Analyse 2 - Cronobacter til diagnosticering af sygdomme pa
mennesker eller dyr.

Brugeren skal uddanne sit personale i de aktuelle, korrekte 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 proceduren, og udfer tests praecist som angivet i produktvejledning.

Opbevar Neogen Molekylzer Detektions Analyse 2 - Cronobacter som angivet pa pakken og i produktvejledningen.
Anvend altid Neogen Molekylzer Detektions Analyse 2 - Cronobacter inden udlgbsdatoen.

Benyt Neogen Molekylaer Detektions Analyse 2 - Cronobacter med miljgprever der er valideret internt eller af
tredjepart.

Anvend udelukkende Neogen Molekyleer Detektions Analyse 2 - Cronobacter med overflader, desinfektionsmidler,
protokoller og bakteriestammer, der er blevet evalueret internt eller af tredjepart.

For at lave en miljgpreve, der indeholder neutraliserende buffer med arylsulfonatkompleks, udferes et 1:2
blandingsforhold inden testning (1 del prave til 1 del steril opformeringsbouillon). En anden mulighed er at overfare
10 uL NB opformeringsbuffer til Neogen lysinbehandlingsreagensglassene. Neogen®-produkter til prevehéandtering,
som inkluderer neutraliserende buffer med arylsulfonatkompleks: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL10NB2G,
HS10NB, HS10NB2G og HS2410NB2G. Denne protokol er ikke blevet testet under NF Validations undersggelsen.

For at reducere risiciene forbundet med eksponering for kemikalier og biologiske farer:

e Foretag patogentestning i et korrekt udstyret laboratorium under uddannet personales kontrol. Inkuberet
opformeringsmedie og udstyr eller overflader, der har veeret i kontakt med inkuberet opformeringsmedie, kan
indeholde patogenniveauer, der er tilstraeekkelige til at udgere en risiko for menneskelig sundhed.

Felg altid sikkerhedspraksis for et standardlaboratorium, inklusive brug af passende beskyttelsesudstyr og
beskyttelsesbriller under handtering af reagenser og kontaminerede praver.

Undgé kontakt med indholdet af opformeringsmediet og reagensglas efter amplifikationen.

Bortskaf opformerede preaver og kontamineret affald forbundet hermed i overensstemmelse med den aktuelle
lokale/regionale/nationale lovgivning.

Overskrid ikke den anbefalede temperaturindstilling pa varmeelementet.

Overskrid ikke den anbefalede opvarmningstid.

Brug et passende, kalibreret termometer til at verificere temperaturen for Neogen® Molekyleer Detektions
Varmeblok Indlaeg (f.eks. et termometer til delvis nedsaenkning eller et digitalt termoelementtermometer, ikke et
termometer til hel nedseenkning). Termometeret skal anbringes pé det dertil indrettede sted i Neogen Molekylaer
Detektions Varmeblok Indleeg.

Overhold felgende 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 eksponering af 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® Molekyleer Detektions
Varmeblok Indleeg (f.eks. et termometer til delvis nedsaenkning eller et digitalt termoelementtermometer, ikke et
termometer til hel nedsaenkning). Termometeret skal anbringes pa det dertil indrettede sted i Neogen Molekyleer
Detektions Varmeblok Indleeg.
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BEMAZARK

Overhold felgende forholdsregler for at reducere risiciene i forbindelse med krydskontaminering under klargering
af analysen:

Skift handsker fer reagenskuglehydrering.

Der anbefales brug af sterile, aerosol-barriere (filtrerede), molekyleerbiologiske pipettespidser.

Brug en ny pipettespids til hver prgveoverfarsel.

Anvend god laboratoriepraksis til overfarsel af prgven fra opformeringsglasset til lysinreagensglasset. For at undgéa
kontaminering af pipetterne kan brugeren veelge at tilfgje et mellemliggende overferselstrin. For eksempel kan
brugeren overfere hver enkel opformerede prgve til et sterilt reagensglas.

Anvend om muligt en molekylzerbiologisk arbejdsstation, der inkluderer en bakteriedreebende lampe.

Dekontaminer med jeevne mellemrum laboratoriets arbejdsborde og udstyr (pipetter, luknings-/dbningsredskaber osv.)
med en 1-5 % (v:v i vand) husholdningsklorinoplgsning eller DNA-renseopl@sning.

For at reducere risiciene i forbindelse med et falsk-positivt resultat:

e Reagensglas ma aldrig abnes efter amplifikation.

e For bortskaffelse af de kontaminerede reagensglas skal de altid iblgdleegges i en 1-5 % (v:v i vand)
husholdningsklorinoplgsning i 1 time og holdes veek fra omradet for analyseforberedelse.

e Reagensglas ma aldrig autoklaveres efter amplifikation.

e Hvis det mistaenkes, at praver indeholder hgje niveauer af Cronobacter DNA (f.eks., DNA fra ikke-levedygtige
Cronobacter celler, som har veeret udsat for et aflivnings-/ inaktiveringstrin), skal formodede positive opformeringer
behandles med DNase for Lysis trinet. Kontakt din Neogen-repraesentant for yderligere vejledninger. Denne protokol
er ikke blevet testet under NF Validations undersggelsen.

Se sikkerhedsdatabladet for yderligere oplysninger og lokale vedtaegter for bortskaffelse.

Hvis du har spgrgsmal til specifikke anvendelser eller procedurer, bedes du besgge vores websted pa
www.neogen.com eller kontakte din lokale Neogen-repraesentant eller -leverander.

Brugeransvar
Brugerne er ansvarlige for at gere sig bekendt med produktvejledninger og oplysninger. Besag vores websted pa
www.neogen.com eller kontakt din lokale Neogen repraesentant eller forhandler for yderligere oplysninger.

Nar der veelges en testmetode, er det vigtigt, at man er klar over, at eksterne faktorer, s som prgveudtagningsmetoder,
testprotokoller, klargering af prgven, inklusive homogenisering og blanding, handtering samt laboratorieteknikker, kan
pavirke resultaterne.

Det er brugerens eget ansvar at veelge en testmetode, som evaluerer et tilstraekkeligt antal prever med de passende
matricer og udfordringer for derved at sikre brugeren, at den valgte testmetode lever op til brugerens krav.

Det er ogsa brugerens eget ansvar at fastsaette, at alle testmetoder og resultater lever op til kundernes og
leverandarernes 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 matricer har Neogen udviklet Neogen® Molekyleer
Detektions Matrix Kontrolkit. Efter behov kan Matrix Control (MC) anvendes til at afggre om matricen har evnen til

at pavirke Neogen Molekyleer Detektionsanalyse 2 - Cronobacter resultaterne. Test flere forskellige repraesentative
praver fra matricen, dvs. pragver hentet fra forskellige kilder, fra enhver valideringsperiode under anvendelse af Neogen-
metoden eller under testning af nye eller ukendte matricer eller matricer, der har gennemgaet aendringer i rdmaterialet
elleri processen.

En matrice kan defineres som en produkttype med iboende egenskaber sdsom sammenszaetning og proces. Forskelle
mellem matricer kan veere sa simple som effekterne forérsaget af forskelle i deres bearbejdning eller preesentation, f.eks.
ré vs. pasteuriseret, frisk vs. tarret osv.

Begraensning af garantier / Begranset restitution

BORTSET FRA HVAD DER ER UDTRYKKELIGT ANF@RT | DEN BEGRANSEDE GARANTI TIL INDIVIDUEL
PRODUKTEMBALLAGE, FRASIGER NEOGEN SIG ALLE UDTRYKKELIGE OG UNDERFORSTAEDE GARANTIER
INDBEFATTET MEN IKKE BEGRANSET TIL ENHVER SALGBARHEDSGARANTI ELLER EGNETHED TIL EN BESTEMT
ANVENDELSE. Hvis et Neogen Food Safety-produkt er beheeftet med fejl eller mangler, vil Neogen eller en af dennes
autoriserede distributgrer efter dennes eget skan udskifte eller refundere produktets kabspris. Dette er den eneste til
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radighed veerende afhjeelpning. Kontakt venligst din Neogen-repraesentant eller autoriserede Neogen-distributgr for
yderligere spgrgsmal.

Begraensning af Neogen's ansvar

NEOGEN SKAL IKKE HOLDES ANSVARLIG FOR EVT. TAB ELLER SKADER, HVAD END DE ER OPSTAET DIREKTE,
INDIREKTE, UNDER SZARLIGE OMSTANDIGHEDER ELLER TILFALDIGE SKADER INDBEFATTET MEN IKKE
BEGRANSET TIL MISTET FORTJENESTE. Under ingen omstaendigheder skal Neogen's erstatningsansvar kunne
overstige kasbsprisen af produktet der efter sigende er behzeftet med fejl.

Opbevaring og bortskaffelse

Opbevar Neogen Molekylzer Detektions Analyse 2 - Cronobacter ved temp. mellem 2-8 °C. Undlad at fryse. Opbevar
kittet pa et markt sted. Efter &bning skal det kontrolleres, at folieposen er intakt. Hvis posen er beskadiget, ma produktet
ikke anvendes. Efter dbning bar ubenyttede reagensglas altid opbevares i den genlukkelige pose med tarremidlet indeni
for at opretholde de frysetgrrede reagensers stabilitet. Opbevar de forseglede poser ved temperaturer mellem 2-8 °C i
hgjst 60 dage.

Du ma ikke anvende Neogen Molekyleer Detektions Analyse 2 - Cronobacter efter udlgbsdatoen. Udlgbsdato og
lotnummer findes pé aeskens udvendige meerkat. Efter brug, kan det beriget medie og Neogen Molekyleer Detektions
Analyse 2 - Cronobacter reagensglas muligvis indeholde sygdomsfremkaldende materialer. Nar testning er fuldfert,
bedes du fglge nuvaerende industristandarder for bortskaffelse af kontamineret affald. Se sikkerhedsdatabladet for
yderligere oplysninger og lokale vedtaegter for bortskaffelse.

Brugsanvisning
Felg omhyggeligt alle vejledninger. Hvis dette ikke overholdes, kan det medfgre ungjagtige resultater.

Dekontaminer med jeevne mellemrum laboratoriets arbejdsborde og udstyr (pipetter, luknings-/8bningsredskaber osv.)
med en 1-5 % (v:v i vand) husholdningsklorinoplgsning eller DNA-renseoplgsning.

Brugeren skal fuldfere undervisningen til Neogen Molekylzer Detektions System brugerkvalifikation, som beskrevet i
dokumentet “Installationskvalifikations- (IQ) / driftskvalifikations (OQ) -protokoller og -vejledning til Neogen Molekyleer
Detektions System”®),

Se afsnittet “Specifik vejledning i validerede metoder” for specifikke krav:

Tabel 3 for opformningsprotokoller i henhold til AOAC® Official Method of Analysis™ 2018.01 og Performance tested*V
Certifikatnummer 101703

Tabel 4 for opformeringsprotokol ifelge NF VALIDATION-certifikat 3M 01/20-03/18

Preveopformering
Tabel 2, 3 eller 4 viser retningslinjer for opformeringsprotokoller for fadevare-, foder- og miljgprever.

Det er brugerens ansvar at evaluere alternative prave- eller opformeringsprotokoller, eller blandingsforhold for at sikre,
at denne testmetode imgdekommer brugerens kriterier.

Fedevarer, miljgpulver, stav, opfejninger og svampe
1. Stabiliser opformeringsmediet til stuetemperatur (20-25 °C) med mindre andet er angivet i opformeringsprotokollen
(Se tabel 2, 3 eller 4).

2. Kombiner opformningsmediet og prgven aseptisk og homogeniser grundigt ved blending, centrifugering, vortex-
behandling eller hdndmixing i 2 = 0,2 minutter eller indtil alle klumper er helt oplgst og opformningsoplgsningen
er homogen™®

a. Faktorer s& som preveklarggring inklusive homogenisering og blanding, hdndtering og laboratorieteknikker kan
pavirke resultaterne.

b. Til hgjpartikelpraver anbefales brug af filterposer.

c. Hvad angér matricer, der svumer op i vand og her steerkt viskase (f.eks. kornprodukter, stivelse), kan det foreslas,
at fortynde yderligere (>1:10), indtil viskositeten er passende reduceret, eller tilssette 1 % (w/v) alpha-amylase til
BPW (1SO)®.

d. Hvad angér store pravestgrrelse af kornprodukter tilsaettes kornprodukt i pulverform langsomt vaesken under
hyppig omraring for at undgé klumper.

3. Inkuber som beskrevet i den relevante protokoltabel (se Tabel 2, 3, eller 4).
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. " Opformerings- SCIUCHLEES Opformeringstid | Preveanalyse-
Prevematrice Provestorrelse . 5 temperatur .
bouillonvolumen™ (£1°C) (timer) volumen
Modermaelkserstatning
i pulverform og ravarer,
s& som meelkepulver, 1X gram prave 9X ml BPW (ISO) 37 18-04 20
sojapulver, vallepulver, (1:10)
laktose, rismel, og
maltodekstrin
Rématerialer, sé
som salte, mineraler,
aminosyrer, DHA 1X gram preve 99X ml BPW (ISO) 37 18-24 20 l
(1:100)
(docosahexaensyre) og
vitaminer
Praver fra tert miljg, sa
som stgv, opfejninger, | 1X gram preve X ml(:Bz\éV) (1S0) 37 18-24 20 ul
stevsuger opsamlinger )
Miljgsvamp med 10 ml
Letheen bouillon eller 90 ml BPW (I1SO)
D/E neutraliserende 1 proveenhed (1:10) 37 18-24 20 ul
bouillon

1. Neogen har evalueret Neogen Molekylzer Detektions Analyse 2 - Cronobacter ved brug af blandingsforhold i Tabel
2 op til 300 g. Det er brugerens ansvar at evaluere alternative blandingsforhold eller protokoller for at sikre, at
testmetoden imgdekommer brugerens kriterier.

2. Brug for-opvarmet BPW (ISO), hvis opformeringsbouillonvolumen er > 300 ml (f.eks., praven er > 30 gram).

Specifik vejledning i validerede metoder
AOAC® Official Method of Analysis*™ (OMA) 2018.01
AOAC® Performance Tested’™ (PTM) Certifikat #101703

5 PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 101703

| AOAC Research Institute OMASM og PTMSM-programmer viste Neogen Molekylzaer Detektions Analyse 2 - Cronobacter
sig at veere en effektiv metode til detektion af Cronobacter. Matricerne, der er testet i denne undersggelse, er vist i Tabel 3.
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Tabel 3. Opformeringsprotokoller i henhold til AOAC® OMASM 2018.01 og PTMS™ 101703

neutraliserende bouillon

(1:10)

. Opformering- .
. Opformerings- Opformering- | Proveanalyse-
Prevematrice Pravestorrelse . stemperatur o
bouillonvolumen’ (£ 1°C) stid (timer) volumen
Powdered Infant Formula og 90 ml BPW (ISO)
Powdered Infant Cereal 109 (1:10) 37 18-24 20 ul
Powdered Infant Cereal uden 2700 ml BPW For-opvarmet
probiotika 3009 (1SO) (1:10) 37 18-24 20 ul
Powdered Infant Formula og 2700 ml BPW For-obvarmet
Powdered Infant Cereal med 300g (1ISO) + 10 mg/I 27 22-24 20 pl
probiotika Vancomycin
Laktose 109 90 ml BPW (ISO) 37 18-24 20 pl
(1:10)
Miljgsvamp med 10 ml D/E 1 proveenhed 90 ml BPW (I1SO) 37 18-24 20

1. Brug for-opvarmet BPW ISO hvis opformerings bouillonvolumen er > 300 ml.

NF VALIDATION af AFNOR Certification
gﬁ.“F\CJ-\'HOW

NF

VALIDATION
EN 1SO 16140

3M 01/20-03/18

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
websted, som blev naevnt ovenfor.

NF VALIDATION-certificeret metode i overensstemmelse med ISO 16140-2® | sammenligning med 1SO 22964.
Valideringsomradet: Powdered infant formula og infant cereals med og uden probiotika, rdmaterialer og miljgpraver.
Preveforberedelse: Prgver bgr forberedes i henhold til EN ISO 22694® og EN 1SO 68879,

Softwareversion: Se certifikat.
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probiotika)

. Provestor- | . Opforr?er- Opformerings- Berlg.e & Prgveanalyse- Anbefalede
Prevematrice relse ingsbouillon- temperatur estid volumen T o e
volumen' (x1°C) (timer)

e Powdered
Infant Formula

e Powdered
Infant cereals

e Ingredienser,

s& som

maelkepulver,

sojapulver, Opformeringsbouillon
vallepulver, 10 eller prgvelysat kan
laktose, 9 opbevares ved 2-8 °C
rismel, og 90 ml BPW i op til 72 timer
maltodekstrin (ISO) (1:10) ol 18-24 20 ul

e Progverfra
tert miljg,
sé& som stav,
opfejninger,
stgvsuger
opsamlinger,

e Svamp 1 Opformeringsbouillon
skyIIev;nd preveenhed eller prgvelysat kan
wipes ’ eller opbevares ved 2-8 °C

10 ml iop til 72 timer

Eg:vmdj;e:glnfant Opformeringsbouillon

Powdered Infant 30-300 g B|Z1W1 :)S)O 37 18-24 20 ul OZILZ:/Z:ZZ?/I;,ja;_kSa? C

Sgg::ﬁ:;n i op til 72 timer

Powdered Infant BPW (ISO)

Formula og +10 mg/|

Powdered Infant 30-300 g . 37 22-24 20 ul Ingen

Vancomycin

Cereal (med (1:10)

Brug for-opvarmet BPW (ISO), hvis opformeringsbouillonvolumen er > 300 ml (f.eks., praven er > 30 gram).

2. Efter at have taget opformeringsbouillonen ud af opbevaring genoptages testning fra trin 1 i afsnittet
Lysinbehandling. Efter at have taget lysatpreven ud af opbevaring genoptages testning fra trin 7 i afsnittet

Lysinbehandling.

3. Se Bilag A for genprgvning af opbevarede, varmebehandlede lysater.

Forberedelse af Neogen® Molekylaer Detektions Bakke til hurtig pafyldning
1. Fugt en klud eller et engangshandkleede med en 1-5 % (v: v i vand) husholdningsklorinopl@sning, og aftar Neogen
Molekyleer Detektions Bakke til hurtig pafyldning.

2. Skyl Neogen Molekyleer Detektions Bakke til hurtig pafyldning med vand.

3. Brug et engangshandkleede til at aftarre Neogen Molekylzer Detektions Bakke til hurtig pafyldning.

4. Sgrg for, at Neogen Molekyleer Detektions Bakke til hurtig pafyldning er tgr inden brug.

Klargerelse af Neogen® Molekylaer Detektions Kaleblok Indleeg
Anbring Neogen Molekylaer Detektions Kgleblok Indleeg direkte pé laboratoriebordet: Neogen Molekyleer Detektions
Kaleblok Bakke benyttes ikke. Brug blokken ved laboratorietemperatur (20-25 °C).




ans) =]
Klarggrelse af Neogen® Molekylaer Detektions Varmeblok Indlaegget

Anbring Neogen Molekyleer Detektions Varmeblok Indleeg pa en tar dobbelt varmeenhed. Teend for den terre varmeenhed, og
indstil temperaturen, s& Neogen Molekyleer Detektions Varmeblok Indlaeg kan né og opretholde en temperatur pa 100 £1 °C.

BEMAERK: Afhaengigt af varmeenheden skal man paregne ca. 30 minutter, far Neogen Molekyleer Detektions
Varmeblok Indlaeg opnér temperaturen. Ved hjeelp af et passende, kalibreret termometer (f.eks. et termometer til delvis
nedsaenkning eller et digitalt termoelementtermometer, men ikke et fuldsteendigt nedseenkningstermometer) anbragt
pa det dertil indrettede sted skal det verificeres, at Neogen Molekylzaer Detektions Varmeblok Indlzeg er pa 100 =1 °C.

Klargerelse af Neogen® Molekylaer Detektions Instrument
1. Start Neogen® Molekyleer Detektions Softwaren og log pa. Kontakt din Neogen Food Safety-repreesentant for at
sikre, at du har den mest opdaterede version af softwaren.

Teend for Neogen Molekyleer Detektions Instrument.

Opret, eller rediger en karsel med data for hver prgve. Se brugsanvisningen til Neogen Molekyleer Detektions
System for flere oplysninger.

BEM/ZERK: Neogen Molekyleer Detektions Instrument skal opna Klar-tilstanden inden der indseettes 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 klart til en kersel, lyser statussgjlen GRGNT.

Lysinbehandling
Fjern bunden af holderen til Neogen Lysinbehandlingsoplgsning med en skruetraekker fgr den placeres i Neogen
Molekyleer Detektions Varmeblok Indlaeg.

1. Lad Neogen Lysinbehandlingsreagensglassene varme op ved at indstille holderen pa stuetemperatur (20-25 °C)
natten over (16-18 timer). Alternativer til at stabilisere Neogen Lysinbehandlingsreagensglassene til stuetemperatur
er at seette Neogen Lysinbehandlingsreagensglassene pa arbejdsbordet i mindst 2 timer, inkubere Neogen
Lysinbehandlingsreagensglassene i en 37 +1 °C inkubator i 1 time eller stille dem i en ter, dobbelt varmeblok i 30
sekunderved 100 = 1 °C.

Vend de lukkede reagensglas pa hovedet for at blande. G4 til naeste trin inden 4 timer efter at have vendt glasset.
Fjern opformeringsbouillonen fra inkubatoren.
Et Neogen Lysinbehandlingsreagensglas er pakreaevet til hver prgve og til NC-pragven (sterilt opformeringsmedie).

4.1 Neogen Lysinbehandlingsreagensglasstrips kan skeeres til det gnskede antal rgr. Veelg antallet af individuelle
Neogen LS-reagensglas eller 8-reagensglasstrimler efter behov. Seet Neogen LS-reagensglassene i en tom
glasholder.

4.2 Abn én Neogen LS-reagensglasstrimmel ad gangen for at undga krydskontaminering, og brug en ny pipette til
hvert overfgrselstrin.

4.3 Overfgr opformeret prove til Neogen LS-reagensglas som beskrevet nedenfor:

| Overfar hver opformeret preve til et individuelt Neogen LS-reagensglas farst. Overfar NC til sidst.

4.4 Brug Neogen® Molekyleer Detektions Veerktgj til Cap/Decap (lukning/&bning) — Lysinbehandling til at &bne én
Neogen LS-reagensglasstrimmel ad gangen.

4.5 Smid Neogen LS-reagensglassets lag veek — hvis lysat vil blive bevaret til gentestning, sa placér lagene i en ren
beholder til genpaseetning efter lysinbehandlingen.

4.5.1. For bevaring af lysat se bilag A.

4.6 Ryst opformningsposen far prgven indhentes fra den filtrerede side, nar der arbejdes med viskase praver.
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4.7 Overfer 20 pl af praven ind i et Neogen Lysinbehandlingssreagensglas, medmindre andet er indikeret i
protokoltabellen.

5. Gentag trin 4.4 til 4.7, indtil hver individuel prgve er blevet tilfgjet til et tilsvarende Neogen
Lysinbehandlingsreagensglas i strimlen.

| N

6. Nar alle praver er blevet overfart, skal der overfares 20 pul NC (sterilt opformeringsmedie, f.eks. BPW) til et Neogen
Lysinbehandlingsreagensglas. Brug ikke vand som en NC.

Kontrollér, at Neogen Molekyleer Detektions Varmeblok Indleeg har en temperatur pa 100 =1 °C.

8. Anbring glasholderen med Neogen Lysinbehandlingsreagensglas i Neogen Molekyleer Detektions Varmeblok Indleeg,
og opvarm i 15 =1 minutter. | Izbet af opvarmningen vil Neogen Lysinoplasningen skifte fra pink (keglig) til gul (varm).

Prever, som ikke er blevet korrekt varmebehandlet under analysens lysinbehandlingstrin, kan udgere en vaesentlig
miljerisiko og bar IKKE seettes ind i Neogen Molekylaer Detektions Instrument.

9. Fjern den udaekkede holder med Neogen Lysinbehandlingsreagensglas fra Neogen Molekylzer Detektions Varmeblok,
og lad det kgle i Neogen Molekyleer Detektions Kaleblok Indleeg i mindst 5 minutter og i hajst 10 minutter. Neogen
Molekylzer Detektions Kaleblok Indleeg brugt ved stuetemperatur uden Neogen® Molekyleer Detektions Kaleblok
Bakke bear sta direkte pa laboratoriebordet. Nar det er koldt, skifter Neogen lysinoplasningen til lysergd.

10. Fjern stativet med Neogen LS-reagensglas fra Neogen Molekyleer Detektions Kaleblok Indleeg.

20-25°C

—
D D 00:05:00
Amplifikation

1. Et Neogen Molekyleer Detektions Analyse 2 - Cronobacter reagensglas er pakraevet til hver prgve og NC.

1.1 Reagensglasstrimler kan tilpasses til det enskede antal reagensglas. Vaelg antallet af individuelle Neogen
Molekyleer Detektions Analyse 2 - Cronobacter reagensglas eller 8-reagensglasstrimler efter behov.

1.2 Neogen Molekyleer Detektions Analyse 2 -Cronobacter reagensglas i en tom glasholder.
1.3 Undga at forstyrre reagenskuglerne pa bunden af reagensglassene.
Veelg ét Neogen Reagens Kontrol-reagensglas, og anbring det i holderen.

For at undgé krydskontaminering dbnes én Neogen Molekylaer Detektions Analyse 2 - Cronobacter
reagensglasstrimler ad gangen, og der bruges en ny pipettespids til hvert overfgrselstrin.

4. Overfer hvert lysat til et Neogen Molekyleer Detektions Analyse 2 - Cronobacter reagensglas og Neogen Reagens
Kontrol-reagensglas som beskrevet nedenfor:

Overfer hver prevelysat til individuelle Neogen Molekylzer Detektions Analyse 2 - Cronobacter reagensglas ferst,
efterfulgt af NC. Hydrer Neogen Reagens Kontrol-reagensglasset sidst.

5. Brug Neogen® Molekylaer Detektions Veerktgj til Cap/Decap (lukning/dbning) - Reagens til at &bne Neogen
Molekyleer Detektions Analyse 2 - Cronobacter -reagensglas - én reagensglasstrimmel ad gangen. Bortskaf heetten.
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5.1 Overfor 20 pl provelysat fra den gverste halvdel af veesken (undga przecipitat) i Neogen
Lysinbehandlingsreagensglasset til tilsvarende Neogen Molekyleer Detektions Analyse 2 - Cronobacter
reagensglas. Dosér med en skra haeldning 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 - Cronobacter reagensglas i strimlen.

5.3 Daek Neogen Molekyleer Detektions Analyse 2 - Cronobacter reagensglasset med det medfalgende ekstra lag
og brug den runde side af Neogen Molekyleer Detektions Veerktgj til Cap/Decap (lukning/abning) - Reagens til
at pafere tryk i en frem- og tilbagegéende retning, og sarg for, at laget sidder fast.

5.4 Gentag trinene 5.1 til 5.3 efter behov for antallet af prgver, der skal testes.

5.5 Nar alle pravelysater er blevet overfert, gentages trinene 5.1 til 5.3 for at overfgre 20 pyl NC-lysat til et Neogen
Molekyleer Detektions Analyse 2 - Cronobacter reagensglas.

5.6 Overfgr 20 uL NC-lysat til et Neogen Reagens Kontrol-reagensglas. Dosér med en skra hzeldning for at undga
at forstyrre kuglerne. Bland forsigtigt ved at pipettere op og ned 5 gange.

6. Seetreagensglassene 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.

Gennemga og bekraeft den konfigurerede karsel i Neogen Molekyleer Detektions softwaren.
Klik pa startknappen i softwaren, og veelg det instrument, du vil bruge. Det valgte instruments lag dbnes automatisk.

Anbring Neogen Molekylzer Detektions Bakke til hurtig pafyldning i Neogen Molekyleer Detektions Instrument, og
luk laget for at pdbegynde analysen. Resultaterne fremkommer inden for 60 minutter, skant positive resultater kan
fremkomme hurtigere.

10. Nar analysen er feerdig, fjernes Neogen Molekylaer Detektions Bakke til hurtig pafyldning fra Neogen Molekylzer
Detektions Instrument, reagensglassene smides vaek ved at lade dem ligge i blad i en 1-5 % (v:v i vand)
husholdningsklorinoplgsning i 1 time og pa god afstand af analyseklarggrelsesomradet.

BEMARK: For at minimere risikoen for falsk-positiver pga. krydskontaminering méa reagensglas, der indeholder
forstaerket DNA, aldrig dbnes. Dette omfatter Neogen Molekyleer Detektions Analyse 2 - Cronobacter reagensglas,
Neogen Reagens Kontrol - og Neogen Matrix Kontrol-reagensglas. Leeg altid forseglede reagensglas i bled i en 1-5 %
(v:v i vand) husholdningsklorinoplasning i 1 time og pé god afstand af analyseklargarelsesomradet.

Resultater og fortolkning

En algoritme fortolker lyseffektkurven, der er et resultat af detektionen af nukleinsyreamplifikation. Resultaterne bliver
automatisk analyserede af softwaren og bliver farvekodede baseret pa resultatet. Et positivt eller negativt resultat bliver
fastslaet ved at analysere et antal unikke kurveparametre. Formodede positive resultater bliver rapporterede i realtid,
mens negative resultater og inspektionsresultater bliver vist, efter kerslen er gennemfart.

BEMARK: Selv en negativ prave vil ikke give en nulafleesning, idet systemet og Neogen Molekyleer Detektions
Analyse 2 - Cronobacter-amplifikationsreagenser har en "baggrundsmeessig" relativ lysenhed (RLU)-lzesning.

Bekraeftelse
o Bekreeftelse af resultater ifglge den certificerede metode NF Validation

Inden for rammerne of NF Validation, bar alle formodet positive opformeringer bekreeftes med fglgende
referencemetodebekraeftelse®, startende med overfarsel fra primaser opformning (BPW 1SO eller BPW 1SO suppleret
med 10 mg/l vancomycin).

e Andre bekreeftelsesprotokoller

10
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Formodede positive opformeringer skal bekreeftes ifelge sikkerhedspraksis for et standardlaboratorium eller ved at fglge
den relevante referencemetodebekrzeftelse!’?, der begynder med overfagrsel fra den primaere opformering (BPW 1ISO
eller BPW ISO suppleret med 10 mg/I vancomycin) til et sekundeert opformeringsmedium, efterfulgt af efterfglgende
plettering og bekraeftelse af isolater ved hjzelp af passende biokemiske, serologiske og/eller molekulzere metoder.

| sjeeldne tilfeelde af en usaedvanlig lyseffekt vil algoritmemazerkaterne 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(-?,

| tilfeelde af uoverensstemmende resultater (formodede positive med Neogen Molekylaer Detektions Analyse 2 -
Cronobacter, ikke bekraeftet med en af metoderne beskrevet ovenfor), skal laboratoriet falge de deres etablerede standard
arbejdsprocedurer for at sikre valideringen af de opnéede resultater.

Hvis du har spgrgsmal til specifikke anvendelser eller procedurer, bedes du besgge vores websted pa
www.neogen.com eller kontakte din lokale Neogen-repreesentant eller -leverander.

Bilag A. Protokolafbrydelse: Opbevaring og gentestning af varmebehandlede lysater
1. Til opbevaring af varmebehandlet lysat pasaettes en ren haette pé lysisreagensglasset (se afsnittet Lysis, afsnit 4.5)

Opbevar ved 2 til 8 °C i op til 72 timer.
Forbered en opbevaret prgve til amplifikation ved at vende den pa hovedet 2-3 gange for at blande.

Tag lagene af reagensglassene.

o s D

Placér de blandede lysatreagensglas p4 Neogen Molekylzaer Detektions Varmeblok Indleeg, og varm op til 100 1 °C i
5 =1 minutter.

6. Fjern holderen med Neogen LS-reagensglas fra varmeblokken, og lad det kale i Neogen Molekylzer Detektions
Kaleblok Indlaeg i mindst 5 minutter og i hgjst 10 minutter.

7. Fortseet protokollen i afsnittet Amplifikation som angivet ovenfor.

Litteraturhenvisninger:

1. US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual (BAM) Ch. 29; MAR 2012

2. 1SO 22964:2017 Microbiology of the food chain -- Horizontal method for the detection of Cronobacter spp.

3. U.S. Food and Drug Administration. Code of Federal Regulations, Title 21, Part 58. Good Laboratory Practice for
Nonclinical Laboratory Studies.

ISO/IEC 17025:2017. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.

5. 1SO 7218:2007/Amd. 1:2013. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General requirements and guidance
for microbiological examination.

6. Installation Qualification (IQ)/Operational Qualification (OQ) Neogen® Molecular Detection System. Contact your
Neogen Food Safety representative to obtain a copy of this document.

7. 1SO 6887-5:2010. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial suspension
and decimal dilutions for microbiological examination-- Part 5: Specific rules for the preparation of milk and milk
products.

8. 1SO 6887-4:2017. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial suspension
and decimal dilutions for microbiological examination -- Part 4: Specific rules for the preparation of miscellaneous
products.

9. 1SO 16140-2:2016. Microbiology of the food chain — Method validation — Part 2: Protocol for the validation of
alternative (proprietary) methods against a reference method.

Der henvises til de geeldende versioner af de standardmetoder, som er angivet ovenfor.

Symbolforklaring

info.neogen.com/symbols
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X NEOGEN
Produktveiledning

Molekylzer deteksjonskit 2 - Cronobacter

Produktbeskrivelse og tiltenkt bruk
Neogen® Molekyleer deteksjonskit 2 - Cronobacter brukes sammen med Neogen® System for molekyleer deteksjon for
rask og spesifikk deteksjon av Cronobacter i miljgpraver av beriket mat, for- og matprosess.

Neogen Molekyleere deteksjonstester bruker slayfe-mediert isotermisk amplifikasjon for hurtig amplifikasjon av
nukleinsyresekvenser med hay spesifisitet og sensitivitet, kombinert med bioluminescens for & registrere 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 forskrifter"2.

Neogen Molekylaer deteksjonskit 2 - Cronobacter er ment for bruk i et laboratoriemiljg av fagpersoner med opplaering
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 farmasaytiske, kosmetiske, kliniske eller veterinzerpraver.
Neogen Molekylaer deteksjonskit 2 - Cronobacter har ikke blitt evaluert med alle mulige matprodukter, matprosesser,
testprotokoller eller med alle mulige bakteriestammer.

Som ved alle testmetoder kan kilden, formuleringen og kvaliteten til anrikningsmediet pavirke resultatene. Faktorer
som prgveinnsamlingsmetoder, testprotokoller, pragveforberedelse inkludert homogenisering og blanding, hdndtering
og laboratorieteknikk kan ogsa pavirke resultatet. Neogen anbefaler 8 evaluere metoden, inkludert anrikningsmediet,

i brukerens miljg ved bruk av et tilstrekkelig antall prgver ved spesielle mat- og/eller miljgprgver og mikrobielle
utfordringer for & sikre at metoden oppfyller brukerens kriterier.

Neogen har evaluert Neogen Molekylzer deteksjonskit 2 - Cronobacter med bufret peptonvann ISO.

Neogen® Instrument for molekyleer deteksjon er ment for bruk med prever som har gjennomgéatt varmebehandling

i testens lyseringstrinn, som er konstruert for & adelegge organismer som finnes i prgven. 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.

Neogen Food Safety er ISO (International Organization for Standardization) 9001 -sertifisert for utforming og produksjon.
Settet med Neogen Molekyleer deteksjonskit 2 - Cronobacter inneholder 96 tester, beskrevet i tabell 1.

Tabell 1. Komponenter i Neogen Molekylzert deteksjonskit

Objekt Beskrivelse Antall Innhold Kommentarer
Neogen® Rosa opplgsning i Plassert i stativ
Lyseringsoppl@sning (LS) gjennomsiktige rgr 96 (12 rekker med 8 ror) | 580 l LS per rar og klar til bruk
Reagensrar for Neogen® Lyofilisert spesifikk
Molekuleaer deteksjonskit Orange-rade rar 96 (12 rekker med 8 rgr) | amplifikasjon og Klar til bruk
2 - Cronobacter deteksjonsblanding
Ekstra lokk Orange-rad hetter | 96 (12 rekker med 8 lokk) Klar til bruk
Lyofilisert
Neogen® Reagenskontroll Gjennomsiktige rgr | 16 (2 poser med 8 kontroll-DNA, Klar til bruk
(RC) med vippelokk individuelle rgr) amplifikasjon og
deteksjonsblanding

Den negative kontrollen (NC), som ikke fglger med i settet, er et sterilt anrikningsmedium, f.eks. BPW ISO. Ikke bruk
vann som negativ kontroll.

Sikkerhet

Brukeren ma lese, forsta og felge all informasjon om sikkerhet i instruksjonene for Neogen System for molekyleer
deteksjon og Neogen Molekylzer deteksjonskit 2 - Cronobacter. Behold sikkerhetsveiledningen for fremtidig referanse.

AADVARSEL: Indikerer en farlig situasjon som, om den ikke unngés, kan resultere i dad eller alvorlig personskade
og/eller materielle skader.

MERKNAD: Indikerer en potensielt farlig situasjon som, om den ikke unngas, kan fgre til materielle skader.
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lkke bruk Neogen Molekylzer deteksjonskit 2 - Cronobacter i diagnostisering av tilstander hos mennesker eller dyr.

Brukeren ma sgrge for at personalet far tilstrekkelig opplaering i korrekte testteknikker: for eksempel, God
laboratoriepraksis®, ISO/IEC 17025® eller ISO 7218®,

For a redusere risikoene forbundet med et falskt negativt resultat som kan fore til utslipp av kontaminert produkt:
e Folg protokollen og utfer testene akkurat slik de beskrives i produktveiledning.

e Oppbevar Neogen Molekyleer deteksjonskit 2 - Cronobacter slik som beskrevet pa pakningen og i
produktveiledningen.

Bruk alltid Neogen Molekylzer deteksjonskit 2 - Cronobacter for utlgpsdatoen.

Bruk Neogen Molekyleer deteksjonskit 2 - Cronobacter med miljgprever i mat-, fér- og nseringsmiddelprosesser som
har blitt godkjent internt eller av tredjepart.

Bruk kun Neogen Molekyleer deteksjonskit 2 - Cronobacter med overflater, desinfeksjonsmidler, protokoller og
bakteriestammer som har blitt validert internt eller av en tredjepart.

For en miljgprave som inneholder naytraliserende buffer med aryl sulfonat-kompleks, skal du utfgre en 1:2
fortynning far testing (1 del preve i 1 del steril anrikningsbuljong). Et annet alternativ er & overfgre 10 pl av den
NB-anrikningen inn i Neogen lyseringsoppl@sningsrgrene. Prgvehéndteringsprodukter fra Neogen® som inkluderer
ngytraliserende buffer med arylsulfonatkompleks: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL10NB2G, HS10NB,
HS10NB2G og HS2410NB2G. Denne protokollen er ikke blitt testet under NF Validation-studien.

For a redusere risikoene forbundet med eksponering for kjemikalier og biologiske farer:

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.

Felg alltid standard praksis for laboratoriesikkerhet, inkludert bruk av egnet personlig verneutstyr og gyevern ved
handtering av reagensrgr og kontaminerte prever.

Unnga kontakt med innholdet i anrikningsmediet og reagensrer etter amplifisering.

Kast anrikede prgver og tilhgrende kontaminert avfall i henhold til gjeldende lokale/regionale/nasjonale/industrielle
standarder.

Ikke overstig den anbefalte temperaturinnstillingen pa varmeblokken.

Ikke overstig den anbefalte oppvarmingstiden.

Bruk et passende, kalibrert termometer til & kontrollere temperaturen pad Neogen® Varmeblokkinnsats for molekylaer
deteksjon (f.eks. delvis nedsenket termometer eller digitalt termoelement-termometer, ikke et helt nedsenket
termometer). Termometeret ma plasseres pa det angitte stedet p& Neogen Varmeblokkinnsats 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 risiko forbundet med eksponering for varme vaesker:

e |kke overstig den anbefalte temperaturinnstillingen pa varmeblokken.

e lkke overstig den anbefalte oppvarmingstiden.

e Bruk et passende, kalibrert termometer til & kontrollere temperaturen pd Neogen® Varmeblokkinnsats for molekyleer
deteksjon (f.eks. delvis nedsenket termometer eller digitalt termoelement-termometer, ikke et helt nedsenket
termometer). Termometeret ma plasseres pa det angitte stedet p& Neogen Varmeblokkinnsats for molekyleer deteksjon.

MERKNAD

For a redusere risikoene forbundet med krysskontaminering ved klargjering av test:

Skift hansker fgr hydrering av reagens-pellet.

Det anbefales & bruke pipettespisser med sterile, spraybaserte barrierer (filtrerte), av molekylzerbiologi-karakter.

Bruk en ny pipettespiss for hver preveoverfgring.

Bruk gode laboratoriepraksiser til & overfere preven fra anrikningen til lyseringsrgret. For & unngd kontaminering av

pipetter kan brukeren velge a legge til et mellomtrinn under overfgring. Brukeren kan for eksempel overfare hver

anrikede proave til et sterilt rar.

e Dersom tilgjengelig, b@r brukeren bruke en arbeidsstasjon for molekylzer biologi som har en bakteriedrepende
lampe.

e Utfar periodisk dekontaminering av benker og utstyr (pipetter, verktay for lukking/apning, osv.) i laboratoriet med en
1-5 % (volumandel i vann) opplgsning av husholdningsblekemiddel eller opplgsning for fjerning av DNA.
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For & redusere risikoene forbundet med falskt positivt resultat:

e Apne aldri rerene etter amplifisering.

e Kast alltid de kontaminerte ragrene ved & blgtlegge dem i en 1-5 % (volumandel i vann) oppl@sning av
husholdningsblekemiddel i 1 time og borte fra testens forberedelsesomrade.
Autoklaver aldri rerene etter amplifisering.
Hvis pravene er mistenkt for 8 inneholde h@ye nivaer av Cronobacter-DNA (for eksempel, DNA fra ikke-levedyktige
Cronobacter-celler som har veert utsatt for en drepe-/inaktiveringstrinn), presumptive positive anrikninger bar
behandles med DNase fer LYSIS-trinnet. Kontakt din Neogen representant for ytterligere instruksjoner. Denne
protokollen er ikke blitt testet under NF Validation-studien.

Se HMS-databladet for ytterligere informasjon og lokale forskrifter for avhending.

Hvis du har spgrsméal om spesifikke bruksomrader eller prosedyrer, besgk vart nettsted pd www.neogen.com eller
kontakt den lokale Neogen-representanten eller forhandleren.

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 stikkpraver, testprotokoller,
preparering av prgver inkludert homogenisering og blanding, handtering og laboratorieteknikk kan pavirke resultatene.

Ved valg av testmetode er det brukerens ansvar & vurdere et tilstrekkelig antall praver med passende matriser og
mikrobielle utfordringer for 4 tilfredsstille brukeren om at den valgte prevemetoden oppfyller brukerens kriterier.

Det er ogséa brukerens ansvar & fastsla at alle preavemetoder og resultater tilfredsstiller kundens og leverandgrens krav.

Som med alle testmetoder, utgjer ikke resultatene som oppnas ved bruk av noe Neogen Food Safety-produkt noen
garanti om kvaliteten av matrisene eller prosessene som testes.

For a hjelpe kunder med & evaluere metoden for forskjellige matmatriser, har Neogen utviklet Neogen®
Matrisekontrollsett for molekyleer deteksjon. Bruk matrisekontroll (MC) ved behov for & avgjgre om matrisen har
egenskapen til & pavirke resultatene for Neogen Molekulaer deteksjonskit 2 - Cronobacter. Test flere pr@ver som
representerer matrisen, dvs. prgver innhentet fra forskjellige opphayv, i lapet av en hvilken som helst valideringsperiode
nar Neogen-metoden brukes, ved testing av nye eller ukjente matriser, eller matriser som har gjennomgatt endringer i
révaremateriale eller prosess.

En matrise kan defineres som en produkttype med indre egenskaper, slik som sammensetning og prosess. Forskjeller
mellom matriser kan veere s& enkle som effekter som skyldes forskjeller i prosessering eller presentasjon, for eksempel ra
i motsetning til pasteurisert, fersk i motsetning til terket osv.

Begrensning 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-distributgren
hvis du har flere spgrsmal.

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 kjispesummen for et produkt som antas & veere defekt.

Oppbevaring og avhending

Oppbevar Neogen Molekyleer deteksjonskit 2 - Cronobacter ved 2—8 °C. Ma ikke fryses. Hold settet borte fra lys
under oppbevaring. Etter at settet er dpnet, skal folieposen undersgkes for skader. M3 ikke brukes dersom posen er
skadet. Etter dpning skal ubrukte reagensrgr alltid oppbevares i den gjenlukkbare posen med tarkemiddelet inni, for &
opprettholde stabiliteten til de lyofiliserte reagensene. Oppbevar forseglede poser ved 2—-8 °C i maksimalt 60 dager.

Ikke bruk Neogen Molekylzer deteksjonskit 2 - Cronobacter etter utlapsdatoen. Utlapsdato og lotnummer er angitt pa
etiketten péa utsiden av esken. Etter bruk kan rgrene med oppformeringsmediet og Neogen Molekyleaer deteksjonskit 2 -
Cronobacter inneholde potensielle patogent materiale. Nar testingen er fullfgrt, falger brukeren gjeldende industristandarder
for kasting av kontaminert avfall. Se HMS-databladet for ytterligere informasjon og lokale forskrifter for avhending.
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Bruksanvisning

Felg 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) opplgsning av husholdningsblekemiddel eller opplasning for fjerning av DNA.

Brukeren mé fullfare oppleeringen for operatagrer av Neogen System for molekyleer deteksjon (OQ), som beskrevet i
dokumentet «Installasjonskvalifikasjon (IQ) / Driftskvalifikasjon (QW) Protokoller og instruksjoner for Neogen System
for molekylzer deteksjon» (Installation Qualification (IQ) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions for
Neogen Molecular Detection System)®,

Se avsnittet «Spesifikke veiledninger for validerte metoder» for spesifikke krav:

Tabell 3 for anrikningsprotokoller i henhold til AOAC® Official Method of AnalysisS™ 2018.01 and Performance Tested*V
sertifikatnummer 101703

Tabell 4 for anrikningsprotokoller i henhold til NF VALIDATION-sertifikat 3M 01/20-03/18

Prgveanriking
Tabell 2, 3 eller 4 viser veiledning for anrikningsprotokoller for mat-, for- og miljgpraver.

Det er brukerens ansvar a validere alternative preave- eller berikelsesprotokoller eller fortynningsforhold for a sikre at
testmetoden mgter brukerens krav.

Nzeringsmidler, miljgpulvere, stov, sappel og svamper
1. Ekvilibrer anrikningsmediet til veerelsestemperatur (20-25 °C) hvis ikke annet er angitt i anrikningsprotokollen
(se tabell 2, 3 eller 4).

2. Kombinere anrikningsmediet og preven aseptisk og homogeniser grundig ved a blande, homogenisere,
blande i virvelblander eller handblande i 2 = 0,2 minutter eller til alle klumper er fullstendig oppl@st, og
anrikingsopphenget er homogent:®,

a. Faktorer som prgveforberedelse inkludert homogenisering og blanding, handtering og laboratorieteknikk kan
pavirke resultatet.

b. For sveert oppdelte prgver anbefales det & bruke filterposer.

c. For matriser som svulmer i vann og er sveert viskase (f.eks. kornblandinger, stivelser), anbefales det & gjgre
ytterligere fortynninger (> 1:10) til viskositeten reduseres hensiktsmessig eller tilsette steril 1 % (v/v) alfa-amylase
til BPW (1SO)®,

d. For store pravestarrelser av kornblandinger, tilsett det pulverformige kornet vaesken sakte mens du blander ofte
& unnga klumper.

3. Inkuberihenhold til de passende protokolltabellene (se tabell 2, 3 eller 4).
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Tabell 2. Generelle anrikningsprotokoller

. Provestor- Volum anriknings- Anriknings- Anrikningstid | Praveanalyse-
Prevematrise g Y a0 temperatur .
relse buljong" o (timer) volum
(x1°C)

Pulverisert morsmelkerstatning
(PIF) og révarer som for
eksempel tgrrmelkpulver, 1X gram prove 9X mL BPW (I1SO) 37 18-24 20 pl
soyapulver, mysepulver, (1:10)
laktose, rismel og
maltodekstrin
Ravarer som salter,
mineraler, aminosyrer, DHA 99X mL BPW (ISO) B
(docosahexaensyre) og 1X gram prave (1:100) 37 18-24 20 ul
vitaminer
Terre miljgpraver som stav, 9X mL BPW (ISO) _
feiing, vakuum-innsamling 1X gram prove (1:10) 37 18-24 20
Miljgsvamp med 10 ml
Letheen-buljong eller D/E 1 provetaker 90 mL(FI:\é\)/ (10) 37 18-24 20 pl
ngytraliserende buljong )

1. Neogen har evaluert Neogen Molekyleer deteksjonskit 2 - Cronobacter ved hjelp av fortynningsforhold i tabell 2
opp til 300 g. Det er brukerens ansvar a validere alternative prgveprotokoller eller fortynningsforhold for & sikre at
testmetoden mgater brukerens krav.

2. Bruk forvarmet BPW ISO hvis anrikningsbuljongs volum er > 300 ml (f.eks. hvis praven er > 30 gram).
Spesifikke veiledninger for validerte metoder

AOAC® Official Method of Analysis$¥ (OMA) 2018.01

AOAC® Performance Tested™ (PTM) sertifikat #101703

5 PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 101703

Studier ved AOAC Research Institute OMASM og PTMSM viste at Neogen Molekylaer deteksjonskit 2 - Cronobactervar en
effektiv metode for & pavise Cronobacter. Matrisene som ble testet i studien er vist i tabell 3.



Tabell 3. Anrikningsprotokoller i henhold til ACAC® OMAS" 2018.01 og PTMS™ 101703
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. Volum anriknings- Anriknings- Anrikningstid | Preveanalyse-
Prgvematrise Provestarrelse . temperatur .
buljong’ o (timer) volum
(x1°C)

Pulverisert morsmelkerstatning

og pulverisert kornblanding for 10g 90 mL BPW (ISO) 37 18-24 20 ul
(1:10)

babyer

Pulverisert morsmelkerstatning, 2700 mL BPW Forvarmet

ikke-probiotisk 3009 (1SO) (1:10) 37 18-24 20u

Pulverisert morsmelkerstatning 2700 mL BPW Forvarmet

og pulverisert kornblanding for 300g (1SO) + 10 mg/I 37 22-24 20 ul

babyer med probiotika vancomycin

Laktose 109 90 mL BPW (ISO) 37 18-24 20 pl
(1:10)

Miljgsvamp med 10 ml D/E 90 mL BPW (I1SO) B

ngytraliserende buljong 1 provetaker (1:10) 37 18-24 20

1. Bruk forvarmet BPW ISO hvis anrikningsbuljongs volum er > 300 ml.
NF VALIDATION av AFNOR Certification

ovenfor.

EN ISO 16140

3M 01/20-03/18
ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http:/nf-validation.afnor.org/en
For mer informasjon om utlgp av validitet, henvises det til NF VALIDATION-sertifikat tilgjengelig pa nettstedet nevnt

NF VALIDATION sertifisert metode i henhold til ISO 16140-2® sammenlignet med ISO 22964.

Omfang av godkjenningen: Pulverisert morsmelkerstatning og pulverisert kornblanding for babyer uten probiotika,

ramaterialer og miljgpraver.

Preveklargjering: Prgver skal klargjeres i henhold til EN ISO 22694® og EN 1SO 68879,

Programvareversjon: Se sertifikat.
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Tabell 4. Anrikningsprotokoller i henhold til NF VALIDATION sertifisert metode 3M 01/20-03/18

Volum Anriknings- | Anrikning-
. o . Prgveanalyse- Anbefalt
Prevematrise Provestarrelse | anriknings- | temperatur stid volum avbruddspunkt??
buljong’ (x1°C) (timmer) P
e Pulverisert
morsmelkerstatning
e Pulverisert
kornblanding for
babyer
e Ingredienser som Anrikningsbuljon-
for eksempel gen eller prave-
tgrrmelkpulver, lyseringen kan
10g
soyapulver, oppbevares ved
mysepulver, 2-8°C i opptil 72
laktose, rismel og 90 mL BPW timer
maltodekstrin (ISO) (1:10) 37 18-24 20 ul
e Togrre miljgpraver
som stav,
feiing, vakuum-
innsamling,
Anrikningsbuljon-
gen eller prgve-
e Svamp, skyllevann, 1 pravetaker lyseringen kan
vaskeservietter eller 10 ml oppbevares ved
2-8°C i opptil 72
timer
Pulverisert Anrikningsbuljon-
morsmelkerstatning gen eller prave-
og pulverisert 30-300g | PPWISO 37 18-24 20 pl lyseringen kan
. (1:10) oppbevares ved
kornblanding for babyer 5_8°C i opptil 72
(ikke-probiotisk) ! OPP
timer
Pulverlser'f BPW (ISO)
kornblanding for +10 ma/I
babyer og pulverisert 30-300 g 97! 37 22-24 20 ul Ingen
. vancomycin
morsmelkerstatning (1:10)
(inkludert probiotika) ’

Bruk forvarmet BPW ISO hvis anrikningsbuljongs volum er > 300 ml (f.eks. hvis praven er > 30 gram).

2. Etter at anrikningsbuljongen tas ut fra oppbevaring, gjenopptas testingen fra trinn 1 i delen Lysering. Etter at
prevelyseringen tas ut fra oppbevaring, gjenopptas testingen fra trinn 7 i delen Lysering.

3. Seivedlegg A for ny testing av varmebehandlede lysate.

Klargjering av Neogen® Brett til hurtiglading for molekylzer deteksjon
1. Veet en klut med 1-5 % (volumandel i vann) husholdningsblekemiddel og t@rk av Neogen Brett til hurtiglading for
molekyleer deteksjon.

2. Skyll Neogen Brett til hurtiglading for molekylaer deteksjon med vann.
3. Bruk en engangsklut til & terke Neogen Brett til hurtiglading for molekylzer deteksjon.
4. Sprg for at Neogen Brett til hurtiglading for molekyleer deteksjon er tgrt far bruk.

Klargjering av Neogen® Kjsleblokkinnsats for molekylaer deteksjon
Plasser Neogen Kjgleblokkinnsats for molekyleer deteksjon direkte pé laboratoriebenken: Neogen Brett til kjgleblokk for
molekyleer deteksjon er ubrukt. Bruk kjgleblokken ved laboratoriets romtemperatur (20-25 °C).



Morsk) =
Klargjering av Neogen® Varmeblokkinnsats for molekylaer deteksjon

Plasser Neogen Varmeblokkinnsats for molekylzer deteksjon i en tarr, dobbelblokkvarmeenhet. Sla pa den tgrre
blokkvarmeenheten og still inn temperaturen slik at Neogen Varmeblokkinnsats for molekyleer deteksjon nar og
opprettholder en temperatur pd 100 =1 °C.

MERK: Avhengig av varmeenheten, skal Neogen Varmeblokkinnsats for molekylzer deteksjon bruke omtrent 30
minutter p& & n& 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 verifiser at Neogen
Varmeblokkinnsats for molekyleer deteksjon er ved 100 =1 °C.

Klargjering av Neogen® Instrument for molekylaer deteksjon
1. Start programvaren Neogen® molekylaer deteksjon og logg inn. Kontakt Neogen Food Safety-representanten for a fa
bekreftet at du har den nyeste versjonen av programvaren.

Sla pa Neogen Instrument for molekyleer deteksjon.

Opprett eller endre en gjennomkjering med data for hver preve. Se brukermanualen for Neogen System for
molekylaer deteksjon for mer informasjon.

MERK: Neogen Instrument for molekyleer deteksjon méa na klar tilstand far innsetting av Neogen Brett til hurtiglading for
molekyleer deteksjon med reagensrgr. Dette varmetrinnet tar omtrent 20 minutter og indikeres av et ORANSJE lys pa
instrumentets statuslinje. Nar instrumentet er klart for & starte en gjennomkjgring, vil statuslinjen lyse GRONT.

Lysering
Fjerne bunnen av stativet med Neogen lyseringsopplgsningsrar med en skrutrekker fgr du plasserer den i Neogen
Varmeblokkinnsats for molekyleer deteksjon.

1. La Neogen lyseringsoppl@sningsrgrene varmes opp ved & sette stativet i omgivelsestemperatur (20—
25 °C) over natten (16—18 timer). Alternativer til 4 stabilisere Neogen lyseringsoppl@sningsrgrene til
omgivelsestemperatur er & sette Neogen lyseringsopplasningsrgrene pa laboratoriebenken i minst 2 timer,
inkubere Neogen lyseringsoppl@sningsrerene i en inkubator ved 37 + 1 °C i 1 time, eller plassere dem i en tarr
dobbelblokkvarmeenhet i 30 sekunder ved 100 £ 1 °C.

Vend rgrene med hetten pa for & blande. Fortsett til neste trinn innen 4 timer etter invertering.
Fjern anrikningsbuljongen fra inkubatoren.
Ett Neogen lyseringsoppl@sningsrar kreves for hver preve og NC-prave (sterilt anrikningsmedium).

4.1 Rekker med Neogen lyseringsoppl@sningsrer kan klippes til gnsket antall rgr. Velg det nadvendige antallet
enkeltstdende Neogen lyseringsopplgsningsrer eller rekker med 8 rer. Plasser Neogen lyseringsopplasningsrgrene i
et tomt stativ.

4.2 For & unngé krysskontaminering skal kun én rekke med Neogen lyseringsopplgsningsrar dpnes om gangen og en
ny pipettespiss brukes for hvert overfgringstrinn.

4.3 Overfer anriket progve til Neogen lyseringsopplgsningsrerene som beskrevet under:

Overfer hver anrikede preve til enkeltstdende Neogen lyseringsopplasningsrar ferst. Overfgr NC-prgven til sist.

4.4 Bruk Neogen® Verktgy for lukking/apning av lyseringsrar for molekyleer deteksjon for & dpne én rekke med
Neogen lyseringsopplasningsrer — 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 pa igjen etter lysering.

4.5.1. Se vedlegg A for prosessering av tilbakeholdt lysat.
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4.6 Agiter anrikningsposen far du samler prgven fra den filtrerte siden nar du arbeider med viskase praver.
4.7 Overfgr 20 pl med preve til et Neogen lyseringsopplgsningsrer, med mindre noe annet er indikert i protokolltabellen.

5. Gjenta trinn 4.4 til 4.7 til alle individuelle prgver er lagt til et korresponderende Neogen lyseringsopplasningsrer i
rekken.

o o)

6. Nar alle prgvene er overfart, overfgres 20 pl av NC (sterilt anrikningsmedium, f.eks. BPW) inn i et Neogen
lyseringsopplasningsrer. lkke bruk vann som NC.

Verifiser at Neogen Varmeblokkinnsats for molekyleer deteksjon har en temperatur pa 100 =1 °C.

8. Plasser det utildekkede stativet med Neogen lyseringsopplgsningsrer i Neogen Varmeblokkinnsats for molekylaer
deteksjon og varm opp i 15 = 1 minutter. Under oppvarmingen vil Neogen lyseringsopplgsningen endre farge fra rosa
(kald) til gul (varm).

Prever som ikke har blitt ordentlig varmebehandlet under testlyseringstrinnet kan vurderes som en potensiell
biologisk fare og skal IKKE settes inn i Neogen Instrument for molekylaer deteksjon.

9. Fjern det utildekkede stativet med Neogen lyseringsopplegsningsrer fra Neogen varmeblokken for molekylser
deteksjon og la det avkjgles i Neogen Kjgleblokkinnsats for molekyleer deteksjon i minst 5 minutter og
maksimum 10 minutter. Nar Neogen Kjgleblokkinnsats for molekyleer deteksjon, som brukes deteksjon bruke
ved romtemperatur uten Neogen® Brett til kjsleblokk for molekyleer deteksjon, skal det plasseres direkte pa
laboratoriebenken. Nar den er avkjalt, vil Neogen lyseringsopplasningen endre farge tilbake til rosa.

10. Fjern stativet med Neogen lyseringsopplgsningsrar fra Neogen Kjaleblokkinnsats for molekyleer deteksjon.

001500

99-101°C

# 20-25°C
D D D D 00:05:00
Amplifikasjon

1. Ett reagensrgr for Neogen Molekulzer deteksjonskit 2 - Cronobacter kreves for hver prave og for NC.

1.1 Rekker med rar kan klippes til ensket antall rer. Velg det ngdvendige antallet enkeltstdende reagensrer eller
rekker med 8 rgr for Neogen Molekuleer deteksjonskit 2 - Cronobacter.

1.2 Plasser reagensrgr for Neogen Molekylzaer deteksjonskit 2 - Cronobacter i et tomt stativ.
1.3 Unnga a forstyrre reagenspelletene i bunnen av rerene.
2. Velg ett Neogen Reagenskontroll-rgr og plasser det i stativet.

For & unngé krysskontaminering, ta av lokket pa én Neogen Molekulzer deteksjonskit 2 - Cronobacter rarrekke om
gangen og bruk ny pipette ved hver preveoverfgring.

4. Overfer hvert lysat til reagensrer for Neogen Molekuleer deteksjonskit 2 - Cronobacter og et Neogen
Reagenskontroll-rgr som beskrevet nedenfor:

Overfgr hvert prgvelysat til individuelle Neogen Molekuleer deteksjonskit 2 - Cronobacter-reagensrgr SR-ror forst
etterfulgt av NC. Hydrer Neogen Reagenskontroll-rgret til sist.
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5. Bruk Neogen® Verktgy for lukking/apning av reagensrgr for molekyleer deteksjon for & dpne én rekke med reagensrer
for Neogen Molekuleer deteksjonskit 2 - Cronobacter — én rekke om gangen. Kast lokket.

5.1 Overfor 20 pl av prgvelysatet fra den gverste halvdelen av vaesken (unnga presipitat) i Neogen
lyseringsopplegsningsreret til det korresponderende reagensreret for Neogen Molekulzer deteksjonskit 2 -
Cronobacter. Hold i vinkel under overfgring for 8 unnga a forstyrre pelletene. Bland ved & bevege pipetten
forsiktig opp og ned 5 ganger.

5.2 Gjenta trinn 5.1 til individuelt pravelysat har blitt lagt til i et korresponderende reagensrgr for Neogen Molekyleer
deteksjonskit 2 - Cronobacter i rekken.

5.3 Tildekk reagensrgrene for Neogen Molekulzer deteksjonskit 2 - Cronobacter med de medfalgende ekstra
lokkene, og bruk den avrundede siden av Neogen Verktay for lukking/apning av reagensrar for molekyleer
deteksjon til & presse i en fram-og-tilbake-bevegelse slik at lokket festes godt.

5.4 Gjenta trinn 5.1 til 5.3 som ngdvendig, for det antall valgte prever som skal testes.

5.5 Nar alt prgvelysatet er overfart, gjentas trinn 5.1 til 5.3 for & overfgre 20 ml med NC-lysat inn i et reagensrar for
Neogen Molekulzer deteksjonskit 2 - Cronobacter.

°

5.6 Overfgr 20 pl med NC-lysat inn i et Neogen Reagenskontroll-rgr. Hold i vinkel under overfgring for &8 unnga a
forstyrre pelletene. Bland ved & bevege pipetten forsiktig opp og ned 5 ganger.

6. Sett lukkede rgr over i et rent og dekontaminert Neogen Brett til hurtiglading for molekyleer deteksjon. Lukk og las
lokket til Neogen Brett til hurtiglading for molekyleer deteksjon.

Se igjennom og bekreft den konfigurerte gjennomkjgringen i programvaren for Neogen Molekylzer deteksjon.

Klikk pa startknappen i programvaren og velg instrumentet som skal brukes. Det valgte instrumentets lokk dpnes
automatisk.

9. Plasser Neogen Brett til hurtiglading for molekyleer deteksjon inn i Neogen Instrument for molekyleer deteksjon
og lukk lokket for a starte testen. Resultatene er klare innen 60 minutter, mens positive resultat kan bli oppdaget
raskere.

10. Etter at testen er fullfert, fiern Neogen Brett til hurtiglading for molekyleer deteksjon fra Neogen Instrument
for molekylzer deteksjon og kvitt deg med rgrene ved & senke dem i en 1-5 % (volumandel i vann)
husholdningsblekemiddel i 1 time og borte fra testens forberedelsesomrade.

MERKNAD: For & minimere risikoen for falske positive resultater pa grunn av krysskontaminering skal aldri reagensrgr
som inneholder amplifisert DNA, &dpnes. Dette inkluderer reagensrar for Neogen Molekulzer deteksjonskit 2 -
Cronobacter, Neogen Reagenskontroll-rar og Neogen matrisekontrollrgr. Kvitt deg alltid med de forseglede rarene ved &
senke dem i et 1-5 % (volumandel i vann) husholdningsblekemiddel i 1 time og borte fra testens forberedelsesomréde.

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 sanntid, mens negative og «Inspect»
(inspiser)-resultater vil vises etter at gjennomkjeringen er fullfgrt.

MERK: lkke engang en negativ prave vil gi et null-resultat ettersom systemet og amplifikasjonsreagensene til Neogen
Molekyleer deteksjonskit 2 - Cronobacter har en «bakgrunns»-, relativ lysenhet (RLU).

Bekreftelse
e Bekreftelse av resultatene i henhold til NF Validation sertifisert metode

10
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| forbindelse med NF VALIDATION ma alle antatte positive anrikninger bekreftes ved & falge referansemetode for
bekreftelse®, som begynner med overfgring fra den primeere anrikningen (BPW 1SO elle BPW ISO supplert med 10 mg/I
av vancomycin).

e Annen bekreftelsesprotokoll

Antatte positive anrikninger ma bekreftes i henhold til laboratoriets standard operasjonsprosedyrer eller ved & fglge
den aktuelle referansemetoden for bekreftelse?, som begynner med overfgring fra den primaere anrikningen (BPW
ISO elle BPW ISO supplert med 10 mg/l av vancomycin) til sekundaere anrikningsmedia, etterfulgt av videre plating og
bekreftelse av isolater ved & bruke de riktige biokjemiske, serologiske og/eller molekyleere metodene.

| et sjeldent tilfelle av eventuelle uvanlige lyseffekter, merker algoritmen dette som Inspect. Neogen anbefaler brukeren
a gjenta testen for alle «Inspect»-prgver. Dersom resultatet fortsatt er «Inspect», fortsett til bekreftelsestesten og bruk
av din foretrukne metode eller som oppgitt av lokale forskrifter(-2,

I tilfelle av forskjellige svar (antatt positiv med Neogen Molekyleer deteksjonskit 2 - Cronobacter, ikke bekreftet av
én av metodene beskrevet ovenfor), mé laboratoriet fzlge etablerte standard operasjonsprosedyrer for & rapportere
resultatene.

Hvis du har spgrsmal om spesifikke bruksomrader eller prosedyrer, besgk vart nettsted pd www.neogen.com eller
kontakt den lokale Neogen-representanten eller forhandleren.

Vedlegg A. Avbrytelse av protokoll: Oppbevaring og ny testing av varmebehandlede lysater
1. Lukk igjen lyseringsraret med et rent lokk for & oppbevare et varmebehandlet lysat (se del 4.5 Lysering)

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 s D

Plasser de blandede lysatrgrene pd Neogen Varmeblokkinnsats for molekyleer deteksjon og varm ved 100 £1 °C i
5 £1 minutter.

6. Fjern stativet med Neogen lyseringsoppl@sningsrar fra varmeblokken og la det avkjgles i Neogen Kjgleblokkinnsats
for molekyleer deteksjon i minst 5 minutter og maksimum 10 minutter.

7. Se delen Amplifikasjon beskrevet ovenfor for a fortsette protokollen.

Referanser:

1. US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual (BAM) Ch. 29; MAR 2012

2. 1SO 22964:2017 Microbiology of the food chain -- Horizontal method for the detection of Cronobacter spp.

3. U.S. Food and Drug Administration. Code of Federal Regulations, Title 21, Part 58. Good Laboratory Practice for
Nonclinical Laboratory Studies.

ISO/IEC 17025:2017. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.

5. 1SO 7218:2007/Amd. 1:2013. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General requirements and guidance
for microbiological examination.

6. Installation Qualification (IQ)/Operational Qualification (OQ) Neogen® Molecular Detection System. Contact your
Neogen Food Safety representative to obtain a copy of this document.

7. 1SO 6887-5:2010. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial suspension
and decimal dilutions for microbiological examination-- Part 5: Specific rules for the preparation of milk and milk
products.

8. 1SO 6887-4:2017. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial suspension
and decimal dilutions for microbiological examination -- Part 4: Specific rules for the preparation of miscellaneous
products.

9. 1SO 16140-2:2016. Microbiology of the food chain — Method validation — Part 2: Protocol for the validation of
alternative (proprietary) methods against a reference method.

Se gjeldende versjoner av standardmetodene oppfert ovenfor.

Symbolforklaring

info.neogen.com/symbols
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X NEOGEN

Tuoteseloste

Molecular Detection -testipakkaus 2 — Kronobakteeri

Tuotteen kuvaus ja kayttotarkoitus

Neogen® Molecular Detection -testipakkaus 2 — Kronobakteeri on tarkoitettu kaytettavaksi yhdessa Neogen®
Molekylaérisen testijarjestelmén kanssa Kronobakteeri-suvun bakteerien nopeaan ja tasmélliseen tunnistamiseen
rikastetuista elintarvikenéytteista ja elintarvikevalmistuksen ymparistonaytteista.

Neogen Molekylaariset testipakkaukset perustuvat nukleiinihapposekvenssien nopeaan, tasmalliseen ja herkkaan
silmukkaviélitteiseen isotermiseen monistamismenetelmaan (loop-mediated isothermal amplification, LAMP) ja kayttavat
monistuksen havaitsemiseen bioluminesenssia. Oletetut positiiviset tulokset ilmoitetaan reaaliaikaisesti, kun taas
negatiiviset tulokset ndytetaan testin valmistumisen jalkeen. Oletetut positiiviset tulokset on vahvistettava kayttamalla
itse parhaaksi katsottua tai paikallisten maaraysten mukaista menetelmaa(" 2,

Neogen Molecular Detection -testipakkaus 2 — Kronobakteeri on tarkoitettu laboratoriotekniikoihin koulutettujen
ammattilaisten kaytettavaksi laboratorioymparistéssa. Neogen ei ole osoittanut tuotetta kaytettavaksi muilla kuin
elintarvike- ja

juomateollisuuden aloilla. Neogen ei esimerkiksi ole osoittanut tuotetta ladke- tai kosmetiikkanaytteiden testaamiseen eika
kliinisten tai eladinlaaketieteellisten naytteiden testaamiseen. Neogen Molecular Detection -testipakkaus 2 — Kronobakteeri
ei ole arvioitu kaikkien mahdollisten elintarviketuotteiden, elintarvikeprosessien tai testauskaytéantojen suhteen eika
kaikkien mahdollisten bakteerikantojen suhteen.

Kuten kaikkien testausmenetelmien tapauksessa, rikastusalustan lahde, koostumus ja laatu voivat vaikuttaa
tuloksiin. Esimerkiksi ndytteenottomenetelmat, testauskdytannot, naytteiden valmistelu mukaan lukien homogenointi
ja sekoittaminen, kasittely ja laboratoriotekniikka saattavat myos vaikuttaa tuloksiin. Neogen suosittelee menetelman
seka rikastusalustan arviointia kayttajan ymparistossa kayttaen riittdvan suurta ndytemaaraa ja tiettyja elintarvike- tai
ympéristonaytteitéd ja mikrobisisaltdja sen varmistamiseksi, ettd menetelmat vastaavat kayttajan vaatimuksia.

Neogen on arvioinut Neogen Molecular Detection -testipakkauksen 2 — Kronobakteeri kdyttaen rikastusalustana
puskuroitua peptonivetta (ISO).

Neogen® Molekylaarinen testi-instrumentti on tarkoitettu kaytettavaksi sellaisten naytteiden kanssa, jotka on
lampokasitelty testin lyysivaiheen aikana naytteessa olevien organismien tuhoamiseksi. Jos naytteita ei ole
asianmukaisesti l1ampdodkasitelty testin lyysivaiheen aikana, ne saattavat muodostaa biologisen vaaratekijan, jolloin niita El
saa asettaa Neogen Molekylaariseen testi-instrumenttiin.

Neogen Food Safety -osaston suunnittelu- ja valmistusmenetelmat on 1ISO (International Organization for
Standardization) 9001 -sertifioitu.

Neogen Molecular Detection -testipakkaus 2 — Kronobakteeri siséltaa 96 testia, jotka on kuvattu taulukossa 1.

Taulukko 1. Neogen Molecular Detection -testipakkauksen osat

Nimike Tunnusmerkki Maara Sisalto Kommentit
Vaaleanpunainen - . -

Neogen® Lyysiliuos (LS) liuos lapindkyvissa 96 (12. kpl 8 putken 580 .ul lyysilivosta/ T?Img.essa Ja
outkissa liuskoja) putki kayttovalmis

Neogen® Molecular
Detection -testipakkaus Oranssit/punaiset 96 (12 kpl 8 putken
2 — Kronobakteeri putket liuskoja)

-reagenssiputket

Lyofilisoitu spesifi
monistus- ja Kayttovalmis
tunnistusyhdistelma

Oranssit/punaiset 96 (12 kpl 8 suojuksen

Lisésuojukset Kayttovalmis

suojukset liuskoja)
Neogen® Reagenssin Lapinakyvat flip-top- 16(2 pu33|a', Joissa LyoﬁI|30|tu. kontr.olll- e an .
valvonta (RC) putket kummassakin 8 DNA, monistus- ja Kayttovalmis
yksittaista putkea) tunnistusyhdistelma

Negatiivinen kontrolli, jota ei toimiteta paketin mukana, on steriili rikastusaine, esim. BPW 1SO. Al kayta vetta
negatiivisena kontrollina.
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Turvallisuus

Kayttajan on luettava ja ymmarrettava kaikki Neogen Molekylaarista testijarjestelmaa ja Neogen Molecular Detection
-testipakkausta 2 — Kronobakteeri koskevat turvallisuusohjeet ja noudatettava niita. Sailyta turvallisuusohjeet myéhempaa
kayttoa varten.

AVAROITUS: 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 kiyta Neogen Molecular Detection -testipakkausta 2 — Kronobakteeri ihmisten tai eldinten diagnosointiin.

Kayttajan on jarjestettdva henkilokunnalleen koulutusta ajantasaisista ja asianmukaisista testausmenetelmista,
esimerkiksi Good Laboratory Practices®, ISO/IEC 17025“ tai 1ISO 7218,

Véadrien negatiivisten tulosten vuoksi markkinoille voi paasta kontaminoituneita tuotteita. Voit vahentaa tahan liittyva
riskeja toimimalla seuraavasti:

e Noudata kaytant6a ja tee testit tdsmaélleen tuoteselosteessa esitetylla tavalla.
e Sailytda Neogen Molecular Detection -testipakkausta 2 — Kronobakteeri pakkausmerkintéjen ja tuoteselosteen mukaan.
e Kaytd Neogen Molecular Detection -testipakkaus 2 — Kronobakteeri aina ennen viimeista kayttopaivaa.

— Kayta Neogen Molecular Detection -testipakkaus 2 — Kronobakteeri elintarvikenaytteille ja

elintarvikevalmistuksen ymparistonaytteille, jotka on hyvaksytty sisdisesti tai kolmannen osapuolen toimesta.

e Kaytd Neogen Molecular Detection -testipakkausta 2 — Kronobakteeri vain sellaisten pintojen, puhdistusaineiden,
kaytantojen ja bakteerikantojen kanssa, jotka on hyvaksytty siséisesti tai kolmannen osapuolen toimesta.

e Laimenna ymparistonaytteet, joissa kdytetdan aryylisulfonaattikompleksia sisaltavaa neutraloivaa puskuria,

suhteessa 1:2 ennen testausta (1 osa naytetta 1 osaan steriilia rikastusliuosta). Toinen vaihtoehto on siirtéaa 10 pl

neutraloivaa puskuririkastusliuosta Neogen-lyysiliuosputkiin. Neogen®-naytteiden kéasittelytuotteet, jotka sisaltavat

aryylisulfonaattikompleksia sisaltavaa neutraloivaa puskuria, ovat seuraavat: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB,

SSL10NB2G, HS10NB, HS10NB2G ja HS2410NB2G. Tata kaytantda ei ole testattu NF Validation -tutkimuksessa.

Vahenna kemikaaleille altistumiseen ja biologisiin vaaratekijéihin liittyvia riskeja noudattamalla seuraavia ohjeita:
e Testaa taudinaiheuttajat asianmukaisesti varustetussa laboratoriossa koulutetun henkil6stén 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 vakioturvallisuuskaytant6ja, joihin kuuluu asianmukaisten suojavaatteiden ja
silmasuojainten kdyttaminen reagensseja ja kontaminoituja naytteita kasiteltdessa.
Vilta kosketusta rikastusalustan ja reagenssiputkien sisallén kanssa monistuksen jalkeen.
Havita rikastetut naytteet ja niihin liittyva jate voimassa olevien paikallisten, alueellisten tai kansallisten
maaraysten mukaisesti.
Al ylita lammityslaitteeseen merkittya suositeltua lampotila-asetusta.
Al ylita suositeltua kuumennusaikaa.
Tarkasta Neogen® Molekylaarisen testilampdlohkon pistokkeen lampétila tarkoituksenmukaisella kalibroidulla
lampémittarilla (esim. osittain upotettavalla lampémittarilla tai digitaalisella termoparimittarilla, ei kokonaan
upotettavalla lampdmittarilla). Limp&mittari on asetettava sille maarattyyn paikkaan Neogen Molekylasrisen
testilampdlohkon pistokkeessa.

Vahenna ristikontaminaatioon liittyvia riskeja testin valmistelun yhteydessi toimimalla seuraavasti:
e Kayta aina suojakasineita (kayttajan suojaamiseksi ja nukleaasien siirtymisen estamiseksi).

Jotta voit vahentda kuumille nesteille altistumisesta aiheutuvia riskeja, noudata seuraavia ohjeita:

e Ala ylita lammityslaitteeseen merkitty4 suositeltua lampétila-asetusta.

e Al4ylita suositeltua kuumennusaikaa.

e Tarkasta Neogen® Molekylaarisen testilampdlohkon pistokkeen lampétila tarkoituksenmukaisella kalibroidulla
lampdmittarilla (esim. osittain upotettavalla lampémittarilla tai digitaalisella termoparimittarilla, ei kokonaan
upotettavalla [ampémittarilla). Lampdmittari on asetettava sille maarattyyn paikkaan Neogen Molekylaarisen
testilampodlohkon pistokkeessa.
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HUOMAUTUS

Vihenna ristikontaminaatioon liittyvia riskeja testin valmistelun yhteydessa toimimalla seuraavasti:

e Vaihda kasineet ennen reagenssipelletin kastelemista.

e Steriilien aerosoliesteen muodostavien molekyylibiologiaan soveltuvaa laatua olevien pipetinkarkien
(suodatinkarkien) kayttd on suositeltavaa.
Kayta jokaisen naytteen siirtdmiseen uutta pipetinkarkea.
Kayta naytteiden siirtamiseen rikastamisesta lyysiputkeen hyvia laboratoriokaytantoja. Pipetoijan kontaminoitumisen
valttamiseksi kayttaja voi halutessaan lisata ylimaaraisen siirtovaiheen. Jokaisen rikastetun naytteen voi esimerkiksi
siirtaa steriiliin putkeen.
Jos mahdollista, kdyta molekyylibiologista tydasemaa, jossa on bakteerintuholamppu.
Steriloi laboratorion tydtasot ja vilineet (pipetit, sulku- ja avaustydkalut jne.) sdannéllisesti 1-5-prosenttisella
(veteen laimennetulla) talouskayttoiselld valkaisuaineliuoksella tai DNA:n poistoliuoksella.

Vahenna vaariin positiivisiin tuloksiin liittyvia riskeja toimimalla seuraavasti:

e Al3 avaa putkia monistuksen jalkeen.

e Havita kontaminoituneet putket aina liottamalla niitd 1-5-prosenttisessa (veteen laimennetussa)
valkaisuaineliuoksessa 1 tunnin ajan etaalla testin valmistelualueelta.
Ala koskaan autoklavoi reagenssiputkia monistuksen jalkeen.
Jos naytteiden epaillaan siséltavan runsaasti Kronobakteeri-DNA:ta (esim. DNA:ta elinkelvottomista Kronobakteeri-
soluista inaktivointivaiheen jalkeen) oletetut positiiviset rikastetut naytteet on kasiteltava DNaasilla ennen lyysivaihetta.
Pyyda tarvittaessa lisdohjeita Neogen-edustajalta. Tatd kaytantoda ei ole testattu NF Validation -tutkimuksessa.

Katso lisatietoja havittamisesta ja paikallisista méaarayksista kayttdturvallisuustiedotteesta.

Jos sinulla on jotain tiettya sovellusta tai menetelméa koskevia kysymyksia, kay verkkosivuillamme osoitteessa
www.neogen.com tai ota yhteytté paikalliseen Neogen-edustajaan tai -jalleenmyyjaan.

Kayttdjan vastuu
Kayttajan vastuulla on tutustua tuotteen kayttéohjeisiin ja tietoihin. Saat lisatietoja kdymalla verkkosivustollamme
osoitteessa www.neogen.com tai ottamalla yhteytta paikalliseen Neogen-tytaryhtioon tai -jalleenmyyjaéan.

Testausmenetelmaa valitessa on tarkeaa ottaa huomioon, ettd ulkoiset tekijat, kuten ndytteenottomenetelmat,
testauskaytannot, ndytteiden valmistus mukaan lukien homogenaatio ja sekoitus, kasittely ja laboratoriotekniikat voivat
vaikuttaa testaustuloksiin.

Kayttaja on aina testausmenetelmaa valitessaan vastuussa siita, ettd han arvioi riittdvdn maaran naytteita kyseisista
elintarvikkeista ja mikrobialtistuksista varmistamaan kayttajan kriteerien tayttymisen.

Kayttajan vastuulla on myds varmistaa, ettd testausmenetelmat ja tulokset tayttavat hanen asiakkaidensa tai
toimittajiensa vaatimukset.

Kuten kaikkien testausmenetelmien kohdalla, minka tahansa Neogen Food Safety -tuotteen kaytosta saavutetut tulokset
eivat ole takuu matriisien tai testatuiden prosessien laadusta.

Voidakseen auttaa erilaisten matriisien arvioinnissa Neogen on kehittanyt Neogen® Molekylaarisen testitaulukon
valvontapakkauksen. Maarita tarvittaessa matriisinvalvontapakkauksen avulla, vaikuttaako matriisi Neogen Molecular
Detection -testipakkauksen 2 — Kronobakteeri tuloksiin. Testaa validointivaiheiden aikana useita matriisia edustavia
naytteita, ts. eri lahteista saatuja naytteita, kun olet ottamassa kayttoon Neogen-menetelmaa 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
véliset erot voivat johtua niinkin yksinkertaisista tekijoista kuin eroista niiden kéasittelyssa tai esittamistavassa, esim. raaka
tai pastoroitu, tuore tai kuivattu.

Takuiden rajoitukset / Rajoitettu korvaus

NEOGEN KIISTAA KAIKKI NIMENOMAISET JA EPASUORAT TAKUUT MUKAAN LUKIEN KAIKKI TAKUUT
KAYPYYDESTA TAI SOPIVUUDESTA TIETTYYN KAYTTOTARKOITUKSEEN, PAITSI 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. Namé ovat ainoat myénnetyt korvaukset.
Ota yhteyttd Neogen-edustajaasi tai valtuutettuun Neogen-jalleenmyyjaan, jos sinulla on kysyttavaa.
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Neogen:n vastuun rajoitukset

NEOGEN EI OLE VASTUUSSA MENETYKSISTA TAI VAHINGOISTA, OLIVAT NE SITTEN SUORIA, EPASUORIA,
ERITYISLAATUISIA, SATUNNAISIA TAI VALILLISIA, MUKAAN LUKIEN VOITONMENETYKSET. Miss#an tapauksessa
Neogen:n vastuu ei minkaan laillisen perusteen mukaan ole suurempi kuin vialliseksi vaitetyn tuotteen hinta.

Sailytys ja havittaminen

Sailyta Neogen Molecular Detection -testipakkaus 2 — Kronobakteeri 2—8 °C:n lampdétilassa. 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 sailytettava uudelleensuljettavassa pussissa,
jonka sisélla on kuivausainetta lyofilisoitujen reagenssien stabiliteetin yllapitamiseksi. Sailyta uudelleensuljettuja pusseja
2-8 °C:n lampdtilassa enintaan 60 paivan ajan.

Ala kayta Neogen Molecular Detection -testipakkaus 2 — Kronobakteeri viimeisen kayttépaivan jalkeen. Viimeinen
kayttopaiva ja eranumero on merkitty pakkauksen ulkopuolelle. Kayton jalkeen rikastusaine ja Neogen Molecular
Detection -testipakkauksen 2 — Kronobakteeri putket voivat siséltda mahdollisesti patogeenisia aineita. Kun testi on
suoritettu loppuun, noudata saastuneen jatteen havittamisessa alan nykykaytantoja. Katso lisatietoja havittamisesta ja
paikallisista maarayksista kayttéturvallisuustiedotteesta.

Kayttéohjeet
Noudata huolellisesti kaikkia ohjeita. Jos ohjeita ei noudateta, tulokset saattavat olla epatarkkoja.

Steriloi laboratorion tyétasot ja valineet (pipetit, sulku- ja avaustydkalut jne.) sdannéllisesti 1-5-prosenttisella
(veteen laimennetulla) talouskayttdisellad 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 rikastusmenetelmat seuraavien mukaisesti: AOAC® Official Method of Analysis™ 2018.01 ja
Performance Tested*™ -sertifikaatti #101703

Taulukko 4 sisaltda NF VALIDATION -sertifikaatin Neogen 01/20—-03/18 mukaisen rikastuskdytannoén

Naytteen rikastaminen
Taulukoissa 2, 3 tai 4 on nykyiset rikastuskdyténtojen ohjeet elintarvike- ja ympéristonaytteille.

Kayttajan vastuulla on vahvistaa vaihtoehtoisten ndytteenotto- tai rikastuskaytantdjen ja laimennussuhteiden soveltuvuus
sen varmistamiseksi, ettd testimenetelmé vastaa kayttéjan kriteereita.

Elintarvikkeet, ympariston jauhendytteet, pélyniytteet, pyyhkiisyniytteet ja sienelld otetut naytteet
1. Anna rikastusaineen lampétilan tasaantua huoneenlampéén (20-25 °C), ellei rikastuskdytdnndssa toisin mainita
(katso taulukko 2, 3 tai 4).

2. Yhdista rikastusalusta ja ndyte aseptisesti ja homogenoi sekoittamalla, vatsasekoituksella, sekoitusalustalla tai
kasin sekoittamalla 2 + 0,2 minuuttia tai kunnes kaikki kiinteét palat ovat taysin liuenneet ja rikastusliuos on
homogenoitu®®,

a. Esimerkiksi naytteiden valmistelu mukaan lukien homogenointi ja sekoittaminen, kasittely ja laboratoriotekniikka
saattavat vaikuttaa tuloksiin.

b. Erittain hiukkaspitoisten néaytteiden yhteydessa suositellaan kayttdméaan suodatinpusseja.

c. Vedessa paisuville ja erittain viskoosit matriisit (esim. viljat, tarkkelykset) suositellaan lisdlaimennusta (> 1:10),
kunnes viskositeetti on vahentynyt riittavasti, tai steriilin 1 % (w/v) alfa-amylaasin lisddmista puskuroituun
peptoniveteen (ISO)®,

d. Suurten viljanaytekokojen tapauksessa lisaa jauhettu vilja hitaasti nesteeseen jatkuvasti sekoittaen, jotta rykelmia
ei muodostuisi.

3. Inkuboi noudattamalla asianmukaista kaytantétaulukkoa (katso taulukko 2, 3 tai 4).



Taulukko 2. Yleiset rikastuskdytannot
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neutraloivaa D/E-lienta

Nivtematriisi Naytteen | Rikastusliemen | Rikastuslampétila | Rikastusaika | Nayteanalyysin
Y koko' tilavuus™2 (2 1°C) (h) laajuus

Jauhemainen didinmaidonkorvike
ja raaka-aineet, kuten
maitojauhe, soijajauho, 1X ?]r;r:eman (QIQ(S;I(:BF;VOV) 37 18-24 20 ul
herajauhe, laktoosi, riisijauho ja Y ’
maltodekstriini
Raakamateriaalit, kuten suolat,
mineraalit, aminohapot, DHA 1X gramman | 99X ml BPW _
(dokosaheksaeenihappo) ja nayte (ISO) (1:100) 37 18-24 20 ul
vitamiinit
Kglvat ymp?rlstoPaytteeF, kuten 1X gramman 9X ml BPW
poly, pyyhkaisynaytteet ja navte (1SO) (1:10) 37 18-24 20 pl
alipainenaytteet Y )
Ympéaristénayte sienessa, jossa

Lo 1 90 ml BPW
on 10 ml Letheen-lienta tai nytteenotin (1SO) (1:10) 37 18-24 20 pl

1. Neogen on arvioinut Neogen Molecular Detection -testipakkauksen 2 — Kronobakteeri kayttaen taulukon 2
laimennussuhteita 300 grammaan saakka. Kayttajan vastuulla on vahvistaa vaihtoehtoisten laimennussuhteiden tai
kaytantojen soveltuvuus sen varmistamiseksi, ettd menetelma vastaa kayttajan kriteereita.

2. Kayta esilammitettyd BPW ISO -ainetta, mikali rikastusliemen tilavuus on > 300 ml (esim. nayte on > 30 grammaa).

Erikoisohjeet validoituja menetelmia varten
AOAC® Official Method of Analysis$™ (OMA) 2018.01
AOAC® Performance Tested™ (PTM) Certificate #101703

PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE

LICENSE NUMBER

101703

Tutkimuslaitos AOAC:n OMASM- ja PTM®M-ohjelmissa Neogen Molekulaarinen testisetti 2 — Kronobakteeri todettiin
tehokkaaksi kronobakteerin havaitsemismenetelmdksi. Tutkimuksessa testatut matriisit nakyvat taulukossa 3.
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Taulukko 3. Rikastuskadytannot AOAC® OMASY 2018.01:n ja PTMS” 101703:n mukaan

Nivtematriisi Naytteen | Rikastusliemen | Rikastuslampétila | Rikastusaika | Nayteanalyysin
Y koko tilavuus’ (£ 1°C) (h) laajuus

Jauhemainen
didinmaidonkorvike ja 109 90 ml BPW 37 18-24 20 pl
) . . (1SO) (1:10)
jauhemainen vauvojen puuro
Jauhemainen vauvojen puuro, ei 2700 ml BPW . B
probiootteja 300g (1SO) (1:10) Esilammitetty 37 18-24 20 pl
;?dui:renr;]ii;girllorvike ja 2700 ml BPW
. . ] 300g (1SO) + 10 mg/I | Esilammitetty 37 22-24 20 ul
jauhemainen vauvojen puuro e

. . vankomysiini
probiooteilla

. 90 ml BPW

Laktoosi 10g (1SO) (1:10) 37 18-24 20 ul
Ympéristonayte sienesséa, jossa 1 90 ml BPW a
on 10 ml neutraloivaa D/E-lientd | naytteenotin| (ISO) (1:10) 87 18-24 20

1. Kéayta esilammitettyd BPW (ISO) -ainetta, mikali rikastusliemen tilavuus on > 300 ml.

AFNOR Certificationin myéntaméa NF VALIDATION -sertifikaatti
&“1\HCATI°~

NF

VALIDATION
EN ISO 16140

3M 01/20-03/18
ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http://nf-validation.afnor.org/en
Lisatietoja validointiajan paattymisesta on NF VALIDATION -sertifikaatissa, joka on saatavissa edelld mainitusta
verkkosivustosta.

NF VALIDATION -sertifioitu ISO 16140-2© -standardin mukainen menetelmi verrattuna ISO 22964 -standardiin.

Validoinnin soveltamisala: Jauhemainen aidinmaidonkorvike ja vauvan puurot probiooteilla ja ilman, raakamateriaalit ja
ymparistonaytteet.

Naytteiden valmistaminen: Niytteiden valmistamisessa on noudatettava standardeja EN ISO 22694® ja EN ISO 68879,

Ohjelmistoversio: Katso sertifikaatista.
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Taulukko 4. NF VALIDATION -sertifioidun 3M 01/20-03/18 -menetelman mukaiset rikastusmenetelméat

" Rikas- Rikas- Rikas- . . .
. . . Naytteen . v aens . Nayteanalyysin Suositeltu
Naytematriisi tusliemen | tuslampétila | tusaika . oD
koko tilavuus’ (+1°C) (tuntia) laajuus keskeytyspiste?
e Jauhemainen
didinmaidonkorvike
e Jauhemainen vauvojen
puuro
e Raaka-aineet, Rikastuslienta tai
kuten maitojauhe, naytelysaattia
soijajauho, herajauhe, 10 voidaan sailyttaa
laktoosi, riisijauho, 9 2-8 °C:ssa
maltodekstriini. enintaan
e Kuivat 90 ml BPW 72 tuntia
ymparisténaytteet, (ISO) (1:10) 37 18-24 20 ul
kuten poly,
pyyhkaisynaytteet ja
alipainenaytteet.
Rikastuslienta tai
1 naytelysaattia
e Sieni, huuhteluvesi, . . voidaan sailyttaa
hkeet naytteenotin 5_8°C:ssa
pyy tai 10 ml eninté.éin
72 tuntia
Rikastuslienta tai
Jauhemainen naytelysaattia
aidinmaidonkorvike ja BPW (ISO) voidaan sailyttaa
jauhemainen vauvojen 30-300 g (1:10) 37 18-24 20l 2-8 °C:ssa
puuro (ei probiootteja) enintaan
72 tuntia
Jauhemainen vauvojen BPW (ISO)
puuro ja jauhemainen 30-300g | ‘10me/l 37 0224 20 Ei mitaan
didinmaidonkorvike vankomysiini
(probiooteilla) (1:10)

3.

Kayta esilammitettyd BPW I1SO -ainetta, mikali rikastusliemen tilavuus on > 300 ml (esim. ndyte on > 30 grammaa).

naytelysaatti on ollut varastoituna ja otetaan kayttoon, jatka testausta Lyysi-osion vaiheesta 7.

Neogen® Molekylaarisen testinopeuden latausalustan valmistelu

1.

2.
3.
4.

pyyhi Neogen Molekylaarisen testinopeuden latausalusta.

Huuhtele Neogen Molekylaarisen testinopeuden latausalusta vedella.

Neogen® Molekylaarisen testijadghdytyslohkon pistokkeen valmistelu
Aseta Neogen Molekylaarisen testijaahdytyslohkon pistoke suoraan laboratorion tyotasolle: Neogen Molekylaarisen
testijaahdytyslohkon alustaa ei kdyteta. Kayta lohkoa laboratorion ilman l[ampétilassa (20-25 °C).

Neogen® Molekylaarisen testilampoélohkon pistokkeen valmistelu
Aseta Neogen Molekylaarisen testilampolohkon pistoke kaksilohkoiseen kuivalammityslaitteeseen. Kytke kuivalohkolammitin
paalle, aseta lampdtila ja anna Neogen Molekylaarisen testilampélohkon pistokkeen Iammeta 100 £1 °C:n lampdtilaan niin,

ettd saavutettu lampdétila pysyy samana.

Lisatietoja sailytettyjen, lampokasiteltyjen lysaattien uudelleentestaamisesta on liitteessa A.

Pyyhi Neogen Molekylaarisen testinopeuden latausalusta kuivaksi kertakayttoisella liinalla.

Varmista ennen kayttoa, etta Neogen Molekylaarisen testinopeuden latausalusta on kuiva.

Kun rikastusliemi on ollut sail6ttyna ja otetaan kaytt66n, aloita testaus uudelleen Lyysi-osion vaiheesta 1. Kun

Kostuta liina tai kertakdyttdinen liina 1-5-prosenttisella (veteen laimennetulla) talouskayttéisella valkaisuliuoksella ja
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HUOMAA: Anna Neogen Molekylaarisen testilampdlohkon pistokkeen lammeta asetuslampdtilaan noin 30 minuuttia
lammityslaitteen mukaan. Varmista tarkoituksenmukaisen kalibroidun lampdmittarin avulla (esim. osittain upotettava
lampdmittari tai digitaalinen termoparimittari, ei kokonaan upotettava lampémittari), joka on asetettu sille maarattyyn
paikkaan, ettd Neogen Molekylaarisen testilampdlohkon pistokkeen lampaotila on 100 =1 °C.

Neogen® Molekylaarisen testi-instrumentin valmistelu

1.

Kaynnista Neogen® Molekylaarisen testijarjestelman ohjelmisto ja kirjaudu sisdan. Varmista Neogen Food Safety
-edustajaltasi, ettad kdytossasi on ohjelmiston uusin versio.

Kytke Neogen Molekylaarinen testi-instrumentti paalle.

Luo tai muokkaa ajo kunkin néytteen tiedoille. Katso tarkemmat tiedot Neogen Molekylaérisen testijarjestelman
kayttdoppaasta.

HUOMAA: Neogen Molekylaarisen testi-instrumentin on saavutettava Valmis-tila ennen Neogen Molekylaarisen
testinopeuden latausalustan ja reaktioputkien asettamista laitteeseen. Lammitysvaihe kestaa noin 20 minuuttia,
ja sen merkiksi instrumentin tilarivilla palava oranssi valo. Kun instrumentti on valmis ajon kdynnistamista varten,
tilarivin valo muuttuu VIHREAKSI.

Lyysi
Poista Neogen Lyysiliuostelineen pohja ruuvimeisselilla ennen kuin asetat sen Neogen Molekylaarisen testilampodlohkon
pistokkeeseen.

Anna Neogen Lyysiliuosputkien ldmmets jattamalla teline huoneenlampédn (20-25 °C) yén yli (16—18 tunnin
ajaksi). Neogen Lyysiliuosputket voi lammittda huoneenlampédn myds asettamalla ne laboratorion tydtasolle
vahintaan 2 tunniksi, inkuboimalla Neogen Lyysiliuosputkia inkubaattorissa 37 +1 °C:ssa 1 tunnin ajan tai asettamalla
Neogen Lyysiliuosputket kaksilohkoiseen kuivalammittimeen 100 = 1 °C:n lampé&tilaan 30 sekunniksi.

Sekoita suljetut putket kdantamalla ne yldsalaisin. Siirry seuraavaan vaiheeseen 4 tunnin kuluessa kdantamisesta.
Poista rikastusliemi inkubaattorista.
Jokaiselle naytteelle ja negatiiviselle kontrollindytteelle (steriili rikastusaine) tarvitaan yksi Neogen Lyysiliuosputki.

4.1 Neogen Lyysiliuos-putkiliuskat voidaan leikata haluttuun maaraan. Valitse tarvittava yksittaisten
Neogen Lyysiliuosputkien tai 8 putken liuskojen maara. Aseta Neogen Lyysiliuosputket tyhjaan telineeseen.

4.2 Ristikontaminaation valttamiseksi poista suojus yhdestd Neogen Lyysiliuosputkiliuskasta kerrallaan ja kayta
jokaiseen siirtovaiheeseen uutta pipettia.

4.3 Siirra rikastettu ndyte Neogen Lyysiliuosputkiin seuraavien ohjeiden mukaisesti:

Siirra jokainen rikastettu ndyte ensin erilliseen Neogen Lyysiliuosputkeen. Siirra negatiivinen kontrolli (NC)
viimeiseksi.

4.4 Kayta Neogen® Molekylaarisen testin cap/decap-tydkalua — Lysis yhden Neogen Lyysiliuosputkiliuskan
avaamiseen. Avaa yksi liuska kerrallaan.

4.5 Heitd Neogen Lyysiliuosputken suojus pois — jos lysaatti sailytetdan uudelleentestausta varten, laita suojukset
puhtaaseen astiaan lyysin jalkeistd uudelleenkaytt6a varten.

4.5.1. Sailytetyn lysaatin kasittelyyn liittyvat ohjeet ovat liitteessa A.

4.6 Sekoita rikastuspussia ennen kuin keraat ndytteen suodatetulta puolelta, kuntydskentelevatviskoosisten
naytteiden kanssa.

4.7 Siirrd 20 pl naytetta Neogen Lyysiliuosputkeen, jollei naytteenottokaytantétaulukossa muuta mainita.
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5. Toista vaiheet 4.4-4.7, kunnes kukin yksittdinen ndyte on lisatty vastaavaan Neogen Lyysiliuosputkeen liuskassa.

Kun kaikki ndytteet on siirretty, siirrd 20 pl negatiivista kontrollia (steriilid rikastusainetta, esim. puskuroitua
peptonivetta, BPW) Neogen Lyysiliuosputkeen. Ala kayta vetta negatiivisena kontrollina.

Varmista, ettd Neogen Molekylaarisen testilampolohkon pistokkeen lampétila on 100 £1 °C.

Aseta peittamaton Neogen Lyysiliuosputkiteline Neogen Molekylaarisen testilampolohkon pistokkeeseen ja
kuumenna 15 =1 minuuttia. Kuumennuksen aikana Neogen Lyysiliuoksen vari muuttuu vaaleanpunaisesta (viiled)
keltaiseksi (kuuma).

Jos naytteita ei ole asianmukaisesti lampokasitelty testin lyysivaiheen aikana, ne saattavat muodostaa biologisen
vaaratekijan, jolloin niitd El saa asettaa Neogen Molekylaariseen testi-instrumenttiin.

Poista Neogen Lyysiliuosputkiteline Neogen Molekylaarisesta lammityslohkosta ja anna sen viilentyd Neogen
Molekylaarisessa testijadghdytyslohkon pistokkeessa vahintdan 5 minuuttia ja enintdan 10 minuuttia. Neogen
Molekylaarisen testijadhdytyslohkon pistoke, jota kdytetdan ympéristén lampoisend ilman Neogen® Molekylaérisen
testijadhdytyslohkon alustaa, asetetaan suoraan laboratorion tyétasolle. Viilednd Neogen-lyysiliuoksen vari palaa
vaaleanpunaiseksi.

10. Poista Neogen Lyysiliuosputkiteline Neogen Molekylaarisen testijaahdytyslohkon pistokkeesta.

20-25°C

—
D D 00.05:00

Monistaminen

1.

Jokaiselle naytteelle ja negatiiviselle kontrollindytteelle tarvitaan yksi Neogen Molecular Detection -testipakkaus 2 —
Kronobakteeri -reagenssiputki.

1.1 Putkiliuskat voidaan leikata haluttuun maaraan putkia. Valitse tarvittava yksittdisten Neogen Molecular
Detection -testipakkausten 2 — Kronobakteeri -reagenssiputkien tai 8 putken liuskojen maara.

1.2 Aseta Neogen Molecular Detection -testipakkaus 2 — Kronobakteeri -reagenssiputket tyhjaan telineeseen.
1.3 Valta liikuttamasta reagenssipelletteja putkien pohjalta.
Valitse yksi Neogen Reagenssin valvontaputki ja aseta telineeseen.

Ristikontaminaation valttamiseksi poista suojus yhdestd Neogen Molecular Detection -testipakkaus 2 —
Kronobakteeri -reagenssiputkinauhasta kerrallaan ja kdyta uutta pipetin karkea jokaisessa siirtovaiheessa.

Siirra jokainen lysaatti Neogen Molecular Detection -testipakkauksen 2 — Kronobakteeri -reagenssiputkeen ja
Neogen Reagenssin valvontaputkeen seuraavasti:

Siirra jokainen naytelysaatti yksittdiseen Neogen Molecular Detection -testipakkaus 2 — Kronobakteeri
-reagenssiputkeen ensin, ja sitten negatiivinen kontrolli. Hydratoi Neogen Reagenssin valvontaputki viimeisena.

Avaa Neogen Molecular Detection -testipakkauksen 2 — Kronobakteeri -reagenssiputki kayttamalla Neogen®
Molekylaarisen testin cap/decap-tyokalua — Reagenssi. Avaa yksi reagenssiputkiliuska kerrallaan. Heita suojus pois.

5.1 Siirra 20 pL néytelysaattia Neogen Lyysiliuosputkessa olevan nesteen ylemmaisti puoliskosta (valta sakkaa)
vastaavaan Neogen Molecular Detection -testipakkauksen 2 — Kronobakteeri -reagenssiputkeen. Annostele
vinossa kulmassa, jotta et liikuta pelletteja. Sekoita pipetoimalla varovasti ylos ja alas 5 kertaa.

9
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5.2 Toista vaihe 5.1, kunnes kaikki ndytelysaatit on lisatty vastaavaan Neogen Molekulaarisen testisetin 2 —
Kronobakteeri -reagenssiputkeen liuskassa.

5.3 Peitd Neogen Molekyladrisen testipakkauksen 2 — Kronobakteeri -reagenssiputket mukana toimitetuilla
lisasuojuksilla ja varmista, ettd ne ovat tiukasti paikoillaan painamalla niitd Neogen Molekylaarisen testin
cap/decap-tydkalun — Reagenssi pyoéristetylld puolella eteen- ja taaksepain suuntautuvalla liikkeella.

5.4 Toista tarvittaessa vaiheet 5.1-5.3 testattavien naytteiden méaran mukaan.

5.5 Kun kaikki naytelysaatit on siirretty, siirréd 20 pl negatiivista kontrollilysaattia Neogen Molecular Detection
-testipakkauksen 2 — Kronobakteeri -reagenssiputkeen toistamalla vaiheet 5.1-5.3.

5.6 Siirrd 20 pl negatiivista kontrollilysaattia Neogen Reagenssin valvontaputkeen. Annostele vinossa kulmassa,
jotta et liikuta pelletteja. Sekoita pipetoimalla varovasti ylos ja alas 5 kertaa.

6. Aseta suojuksella suljetut putket puhtaaseen ja steriloituun Neogen Molekylaarisen testinopeuden latausalustaan.
Sulje ja lukitse Neogen Molekylaarisen testinopeuden latausalustan kansi.

Tarkasta ja vahvista méaaritetty ajo Neogen Molekylaarisen testijarjestelmén ohjelmistossa.

8. Napsauta ohjelmiston Start (Kdynnista) -painiketta ja valitse kaytettava instrumentti. Valitun instrumentin kansi
aukeaa automaattisesti.

9. Aseta Neogen Molekylaarisen testinopeuden latausalusta Neogen Molekyléariseen testi-instrumenttiin ja aloita testi
sulkemalla kansi. Saat tulokset 60 minuutin kuluessa, positiiviset tulokset saatetaan kuitenkin havaita jo aikaisemmin.

10. Kun testi on suoritettu loppuun, ota Neogen Molekylaarisen testinopeuden latausalusta Neogen Molekylaarisesta
testi-instrumentista ja havita putket liottamalla niitd 1-5-prosenttisessa (veteen laimennetussa) talouskayttdisessa
valkaisuaineliuoksessa 1 tunnin ajan ja etaalla testin valmistelualueelta.

HUOMAUTUS: Jotta ristikontaminaation aiheuttamien vaarien positiivisten riski olisi mahdollisimman pieni,

ala koskaan avaa monistettua DNA:ta siséltavia reagenssiputkia. Tama koskee Neogen Molecular Detection
-testipakkauksen 2 — Kronobakteeri -reagenssiputkia, Neogen Reagenssin valvontaputkia ja Neogen Testitaulukon
valvontaputkia. Havita tiiviisti suljetut reagenssiputket aina liottamalla niitd 1-5-prosenttisessa (veteen laimennetussa)
talouskayttoisessa valkaisuaineliuoksessa 1 tunnin ajan ja etaélla testin valmistelualueelta.

Tulokset ja tulkinta

Algoritmi tulkitsee nukleiinihappojen monistuksen tunnistuksesta saatavaa valon sirontakayraa. Ohjelmisto analysoi
tulokset automaattisesti, ja tulokset varikoodataan tuloksen mukaan. Positiivinen tai negatiivinen tulos maaritetaan
analysoimalla useita yksil6llisid kdyraparametreja. Oletetut positiiviset tulokset ilmoitetaan reaaliaikaisesti, kun taas
negatiiviset ja tarkastettavat tulokset naytetaan ajon valmistumisen jalkeen.

HUOMAA: Negatiivinenkaan néyte ei anna nollalukemaa, sill jarjestelmalla ja Neogen Molecular Detection
-testipakkauksen 2 — Kronobakteeri monistusreagensseilla on tausta-RLU-lukema (suhteellinen valoyksikkd).

Vahvistus
e Tulosten vahvistaminen NF VALIDATION -sertifioidun menetelman mukaisesti

NF VALIDATIONIn yhteydessé kaikki maaritetyt positiiviset rikastukset tulisi vahvistaa seuraavalla
viitetapavahvistuksella®, joka alkaa ensisijaisen rikastuksen (BPW I1SO tai BPW ISO, johon lisatty 10 mg/| vankomysiinia)
siirrosta.

e  Muu vahvistuskaytanto
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Oletetut positiiviset rikastetut naytteet on vahvistettava laboratorion vakiotoimintamenetelmien mukaisesti tai
noudattamalla asianmukaista vertailumenetelm&a"? aloittamalla ndytteen siirrosta ensisijaisesta rikastusaineesta (BPW
ISO tai BPW ISO, johon lisatty 10 mg/l vankomysiinia) toissijaiseen rikastusaineeseen, mité seuraa viljely petrimaljassa ja
isolaattien vahvistaminen asianmukaisilla biokemiallisilla ja serologisilla menetelmilla.

Joissain harvoissa tapauksissa valon sironta voi olla epatavallinen, jolloin algoritmi merkitsee sen tarkastettavaksi
("Inspect”). Neogen suosittelee testin uusimista tarkastettavaksi merkittyjen (Inspect) naytteiden osalta. Jos tulokseksi
tulee jatkuvasti Inspect, tee varmistustesti kayttamalla itse parhaaksi katsomaasi menetelmaa tai paikallisten maaraysten
mukaista menetelm&a‘-?,

Jos tulokset ovat ristiriitaisia (oletettu positiivinen tulos Neogen Molecular Detection -testipakkauksella 2 —
Kronobakteeri, jota ei saada vahvistettua jollakin edelld kuvatuista tavoista), laboratorion on tehtéva tarvittavat
toimenpiteet saatujen tulosten raportoimiseksi.

Jos sinulla on jotain tiettya sovellusta tai menetelmaa koskevia kysymyksia, kdy verkkosivuillamme osoitteessa
www.neogen.com tai ota yhteytta paikalliseen Neogen-edustajaan tai -jalleenmyyjaan.

Liite A. Kdytannon keskeytys: Limpdkasiteltyjen lysaattien sdilyttdminen ja uudelleentestaus
1. Sailyta lampdkasitelty lysaatti sulkemalla lyysiputki uudelleen puhtaalla suojuksella (katso Lyysi-osio, 4.5).

Sailyta 2-8 °C:ssa enintaan 72 tuntia.
Valmistele séilytetty ndyte monistamista varten kaantelemalla sitd 2—3 kertaa, jotta se sekoittuu.

Poista suojukset putkista.

S S A

Aseta sekoitetut lyysiputket Neogen Molekylaarisen testilampdlohkon pistokkeeseen ja kuumenna 100 1 °C:ssa
5 £1 minuuttia.

6. Poista Neogen Lyysiliuosputkiteline lammityslohkosta ja anna sen viilentya Neogen Molekylaarisen
testijaahdytyslohkon pistokkeessa vahintdan 5 minuuttia ja enintdan 10 minuuttia.

7. Jatka edella olevasta kohdasta Monistaminen.

Viitteet:

1. US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual (BAM) Ch. 29; MAR 2012

2. 18O 22964:2017 Microbiology of the food chain -- Horizontal method for the detection of Cronobacter spp.

3. U.S. Food and Drug Administration. Code of Federal Regulations, Title 21, Part 58. Good Laboratory Practice for
Nonclinical Laboratory Studies.

ISO/IEC 17025:2017. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.

5. 1SO 7218:2007/Amd. 1:2013. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General requirements and guidance
for microbiological examination.

6. Installation Qualification (IQ)/Operational Qualification (OQ) Neogen® Molecular Detection System. Contact your
Neogen Food Safety representative to obtain a copy of this document.

7. 1SO 6887-5:2010. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial suspension
and decimal dilutions for microbiological examination-- Part 5: Specific rules for the preparation of milk and milk
products.

8. 1SO 6887-4:2017. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial suspension
and decimal dilutions for microbiological examination -- Part 4: Specific rules for the preparation of miscellaneous
products.

9. 1SO 16140-2:2016. Microbiology of the food chain — Method validation — Part 2: Protocol for the validation of
alternative (proprietary) methods against a reference method.

Tarkista edella mainittujen standardien mukaisten menetelmien ajantasaiset versiot.

Symbolien selitykset
info.neogen.com/symbols
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X NEOGEN

Instrugdes do Produto

Ensaio de Detecgao Molecular 2 - Cronobacter

Descrigdo do produto e Uso Recomendado
O Neogen® Ensaio de Detecgdo Molecular 2 - Cronobacter é usado com o Neogen® Sistema de Detecgédo Molecular para a
deteccéo rapida e especifica de Cronobacter em alimentos enriquecidos e amostras ambientais da produgdo de alimentos.

O Neogen Ensaio de Deteccao Molecular utiliza amplificagédo isotérmica mediada por algca para amplificar rapidamente
sequéncias de acidos nucleicos com alta especificidade e sensibilidade, combinadas com bioluminescéncia para
detectar a amplificagdo. Os resultados positivos presuntivos sdo relatados em tempo real enquanto os resultados
negativos sdo exibidos apds a conclusdo do ensaio. Os resultados positivos presuntivos devem ser confirmados através
do seu método de preferéncia ou conforme especificado pelos regulamentos locais" 2.

O Neogen Ensaio de Detecgdo Molecular 2 - Cronobacter destina-se ao uso em ambiente laboratorial por profissionais
treinados em técnicas laboratoriais. A Neogen ndo documentou o uso deste produto em outros setores que no o de
alimentos e bebidas. Por exemplo, a Neogen ndo documentou este produto para testar amostras farmacéuticas, de
cosméticos, clinicas ou veterinarias. O Neogen Ensaio de Detecgdo Molecular 2 - Cronobacter nao foi avaliado com todos os
possiveis produtos e/ou processos alimenticios e protocolos de teste, e nem com todas as linhagens de bactérias possiveis.

Como acontece em todos os métodos de teste, a fonte, a formulagéo e a qualidade do meio de enriquecimento
podem influenciar os resultados. Fatores como métodos de amostragem, protocolos de teste, preparagdo de amostras,
incluindo mistura e homogeneizagédo, manuseio e técnica de laboratdrio também podem influenciar os resultados. A
Neogen recomenda avaliagdo do método, incluindo o meio de enriquecimento, no ambiente do usuario, usando um
namero suficiente de amostras com alimentos e/ou amostras ambientais especificos e desafios microbianos para
garantir que o método atenda aos critérios do usuario.

A Neogen avaliou o Neogen Ensaio de Detecgdo Molecular 2 - Cronobacter com meio de enriquecimento de Agua
Peptonada Tamponada (1SO).

O Neogen® Equipamento de Detecgdo Molecular destina-se ao uso com amostras que passaram por tratamento
térmico durante a etapa lise do ensaio, projetado para destruir organismos presentes na amostra. Amostras que ndo
foram tratadas com aquecimento de forma adequada durante a etapa lise do ensaio, podem ser consideradas um risco
bioldgico potencial e NAO devem ser inseridas no Neogen Equipamento de Deteccdo Molecular.

A Neogen Food Safety é certificada pela Organizagao Internacional para Normatizacéo (ISO) 9001 para projeto e
fabricagéo.

O kit de testes do Neogen Ensaio de Detecgao Molecular 2 - Cronobacter contém 96 testes, descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Componentes do kit Neogen Ensaio de Detecgdo Molecular

Item Identificagéo Quantidade Conteudo Comentarios
Armazenados
~ . ® ~
Solugdo de Lise Neogen Solugdo rosa em 96 (12 tiras de 8 tubos) 580 uL de SL por narack e
(SL) tubos transparentes tubo prontos para
0 uso

Tubos de Reagentes Mistura de detecgéo

® . -

para Neﬂogen Ensaio de Tubos laranja 96 (12 tiras de 8 tubos) e amplificacao Pronto para

Detecgao Molecular 2 avermelhados e 1 e uso
especifica liofilizada

-Cronobacter

Tampas laranja- 96 (12 tiras de 8 tampas) Pronto para
avermelhadas uso
Mistura de DNA de
16 (2 pacotes de 8 tubos | controle liofilizado, Pronto para
individuais) amplificagdo e uso
deteccéo

Tampas adicionais

Tubos transparentes
com tampa
articulada

Neogen® Controle de
Reagentes (CR)

O Controle Negativo, ndo fornecido no kit, ¢ um meio de enriquecimento estéril, por exemplo, APT ISO. N&o utilize dgua
como controle negativo.
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Segurancga

O usuério deve ler, compreender e seguir todas as informagdes de seguranga presentes nas instrugées do Neogen
Sistema de Detecgédo Molecular e do Neogen Ensaio de Detecgao Molecular 2 - Cronobacter. Guarde as instrugdes de
seguranga para consulta futura.

AAVISO: Indica uma situacio de perigo que, se ndo evitada, pode resultar em morte ou ferimentos graves
e/ou danos materiais.

RECOMENDAGAO: Indica uma situacdo potencialmente perigosa que, se nio evitada, pode resultar em danos materiais.

A AVISO

Nao utilize o Neogen Ensaio de Detec¢édo Molecular 2 - Cronobacter em diagnésticos da satide humana e animal.

O usuario deve treinar seu pessoal nas técnicas de testes apropriadas atuais: por exemplo, Boas Praticas de
Laboratério®, ISO/IEC 17025® ou ISO 7218),

Para reduzir os riscos associados a um resultado falso-negativo levando a liberagédo do produto contaminado:

e Siga o protocolo e realize os testes exatamente conforme especificado nas instrugdes do produto.

e Armazene o Neogen Ensaio de Detecgéo Molecular 2 - Cronobacter conforme indicado na embalagem e nas
instrugdes do produto.
Sempre utilize o Neogen Ensaio de Detecgdo Molecular 2 - Cronobacter dentro da data de validade.
Use o Neogen Ensaio de Detecgédo Molecular 2 - Cronobacter com alimentos e amostras ambientais de processos
de alimentos que tenham sido validadas internamente ou por um terceiro.

e Utilize o Neogen Ensaio de Deteccdo Molecular 2 - Cronobacter somente com superficies, desinfetantes,
protocolos e linhagens de bactérias que tenham sido validados internamente ou por um terceiro.

e Para uma amostra ambiental que contém um tampao 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 opcéo
é transferir 10 pL do enriquecimento NB para os tubos de Solugéo de Lise Neogen. Produtos Neogen® Sample
Handling que incluem Tampéao de Neutralizagdo com complexo de sulfonato de arila: RS96010NB, RS9604NB,
SSL10NB, SSL10NB2G, HS10ONB, HS1ONB2G e HS2410NB2G. Este protocolo néo foi testado durante o estudo
da NF Validation.

Para reduzir os riscos de exposi¢do a produtos quimicos e agentes biolégicos nocivos:

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
saude humana.

e Sempre adote as praticas de seguranca padrdo em laboratérios, como usar trajes de protecdo adequados e éculos
de protecdo ao manipular reagentes e amostras contaminadas.

Evite o contato com o contelido do meio de enriquecimento e dos tubos de reagentes apds a amplificagdo.
Descarte as amostras enriquecidas e os residuos contaminados relacionados de acordo com as normas locais/
regionais/nacionais/industriais vigentes.

Nao exceda a temperatura recomendada ao ajustar o aquecedor.

Nao exceda o tempo de aquecimento recomendado.

Utilize um termdmetro calibrado adequado para verificar a temperatura de inser¢do do Neogen® Bloco de
Aquecimento de Detecgdo Molecular (por exemplo, um termémetro de imersédo parcial ou termémetro termopar
digital, e ndo um termédmetro de imersio total). O termédmetro deve ser colocado no local indicado do Neogen Bloco
de Aquecimento de Deteccdo Molecular.

Para reduzir os riscos de contaminagédo cruzada ao preparar o ensaio:
e Sempre use luvas (para proteger o usuario e evitar a introducdo de nucleases).

Para reduzir os riscos de exposi¢do com liquidos quentes:

e Nao exceda a temperatura recomendada ao ajustar o aquecedor.

e N3o exceda o tempo de aquecimento recomendado.

e Utilize um termometro calibrado adequado para verificar a temperatura de insergdo do Neogen® Bloco de
Aquecimento de Detecgdo Molecular (por exemplo, um termémetro de imersédo parcial ou termémetro termopar
digital, e ndo um termémetro de imerséo total). O termédmetro deve ser colocado no local indicado do Neogen Bloco
de Aquecimento de Deteccdo Molecular.
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RECOMENDAGCAO

Para reduzir os riscos de contaminagéo cruzada ao preparar o ensaio:

Troque de luvas antes da hidratagao do pellet do reagentes.

Recomenda-se o uso de ponteiras de pipeta estéreis, com barreira de aerossol (filtros) e de grau de biologia molecular.
Utilize uma nova ponteira de pipeta para cada transferéncia de amostra.

Utilize Boas Praticas Laboratoriais para transferir a amostra do meio de enriquecimento para o tubo de lise. Para
evitar a contaminagéo da pipeta, o usuério pode decidir adicionar uma etapa de transferéncia intermediaria. Por
exemplo, o usuério pode transferir cada amostra enriquecida para um tubo estéril.

Utilize uma estacéo 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% (v:v em dgua) de dgua sanitéria ou solucdo de remocédo de DNA.

Para reduzir os riscos de um resultado falso-positivo:

e Nunca abra os tubos apés a amplificagao.

e Sempre descarte os tubos contaminados enxaguando-os em uma solugéo de hipoclorito doméstico de 1 a 5%
(v:v em agua) por 1 hora, longe da 4rea de preparacéo de ensaio.
Nunca submeta os tubos de reagentes a autoclave apdés a amplificacgao.
Se houver suspeita de as amostras conterem elevados niveis de DNA de Cronobacter (por exemplo, DNA de
células Cronobacter nao vidveis que tenham sido submetidas a uma etapa de destruicdo/desativacéo), os
enriquecimentos positivos presuntivos devem ser tratados com DNase antes da etapa de Lise. Entre em contato
com seu representante da Neogen para obter mais instrugées. Este protocolo néo foi testado durante o estudo da
NF Validation.

Consulte a Ficha de Dados de Seguranga para obter informagdes adicionais e informacdes 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.

Responsabilidade do usuario
Os usuarios sdo responsaveis por se familiarizarem com as informacgdes e instru¢des do produto. Acesse nosso website
em www.neogen.com, ou contate o seu representante ou distribuidor local da Neogen para obter mais informacdes.

Ao selecionar um método de teste, é importante considerar que fatores externos, como métodos de amostragem,
protocolos de teste, preparo de amostras, incluindo mistura e homogeneizagéo, manipulacéo e a técnica de laboratério
utilizada, podem influenciar nos resultados.

E responsabilidade do usuério, ao selecionar qualquer método de teste ou produto, avaliar um nimero suficiente de
amostras com as matrizes e os testes microbioldgicos adequados que permitam assegurar que o método escolhido
satisfaca os critérios por ele estabelecidos.

Também é de responsabilidade do usuério determinar se o método de teste e os resultados satisfazem as exigéncias de
seus clientes ou fornecedores.

Como em qualquer outro método, os resultados obtidos com qualquer produto da Neogen Food Safety ndo constituem
uma garantia da qualidade das matrizes ou processos com eles testados.

Para ajudar os clientes a avaliar o método para diversas matrizes, a Neogen desenvolveu o kit Neogen® Controle de
Matriz para Deteccdo Molecular. Quando necessério, utilize o Controle de Matriz (MC) para determinar se a matriz tem
a capacidade de impactar os resultados do Neogen Ensaio para Detecgdo Molecular 2 - Cronobacter. Teste diversas
amostras representativas da matriz, isto é, amostras obtidas a partir de diferentes origens, durante qualquer periodo de
validacdo quando adotar o método da Neogen, quando testar matrizes novas ou desconhecidas ou matrizes que tiverem
passado por mudancgas de processo ou matéria-prima.

Uma matriz pode ser definida como um tipo de produto com propriedades intrinsecas, tais como composicdo e
processo. As diferencas entre matrizes podem ser tdo simples quanto os efeitos causados pelas diferencas em seu
processamento ou apresentacéo, por exemplo, cru vs. pasteurizado, fresco vs. desidratado, etc.

Limitagao de Garantia/Recursos Limitados

EXCETO EM CASOS ESPECIFICOS DE GARANTIA LIMITADA DE PRODUTOS INDIVIDUAIS, A NEOGEN REJEITA
TODOS OS TERMOS EXPRESSOS E IMPLICITOS DE GARANTIA, INCLUINDO MAS NAO SE LIMITANDO A,
QUAISQUER GARANTIAS DE COMERCIALIZACAO OU DE ADEQUAGCAO PARA UM DETERMINADO USOQ. Se ficar
provado que qualquer produto da Neogen Food Safety encontra-se defeituoso, a Neogen ou seu distribuidor autorizado
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procedera a respectiva substituicdo ou, se assim o decidir, restituira 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 davida adicional.

Limitacdo de responsabilidade da Neogen

A NEOGEN NAO SERA RESPONSAVEL POR QUAISQUER DANOS, SEJAM DIRETOS, INDIRETOS, ESPECIAIS,
ACIDENTAIS OU SUBSEQUENTES, INCLUINDO, MAS SEM EXCLUSIVIDADE, A PERDA DE LUCROS. Exceto quando for
proibido por lei, em nenhuma circunstancia nem ao abrigo seja de que teoria juridica for, devera a responsabilidade da
Neogen exceder o prego de compra dos produtos supostamente defeituosos.

Armazenamento e Descarte

Armazene o Neogen Ensaio de Deteccdo Molecular 2 - Cronobacter a 2-8°C. Nao congele. Mantenha o kit fora do
alcance da luz durante o armazenamento. Apds abrir o kit, verifique se a embalagem protetora de aluminio ndo esta
danificada. Se a embalagem estiver danificada, nao utilize. Apds a abertura, os tubos de reagentes néo utilizados devem
sempre ser armazenados na embalagem resseldvel, juntamente com o dessecante para manter a estabilidade dos
reagentes liofilizados. Armazene as embalagens resseladas de 2 a 8 °C por, no maximo, 60 dias.

Nao utilize o Neogen Ensaio de Detecgédo Molecular 2 - Cronobacter apds a data de validade. A data de vencimento e o
nimero do lote estdo impressos na parte externa da caixa. Apds o uso, o meio de enriquecimento e os tubos do Neogen
Ensaio de Detecgédo Molecular 2 - Cronobacter podem conter materiais patogénicos. Quando o teste for concluido, siga
os regulamentos industriais padrées vigentes para descarte de residuos contaminados. Consulte a Ficha de Dados de
Segurancga para obter informacd&es adicionais e informagdes sobre os regulamentos locais para descarte.

Instrucdes 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 solugdo de 1-5% (v:v em agua) de dgua sanitaria ou solucdo de remocédo de DNA.

O usuario deve concluir o treinamento de qualificagdo do operador do Neogen Sistema de Detec¢do Molecular,
conforme descrito no documento “Protocolos e Instrugdes de Qualificago de Instalagéo (IQ)/Qualificagdo Operacional
(OQ) para o Neogen Sistema de Detecg¢do Molecular”®,

Consulte a secdo “Instrucdes Especificas para Métodos Validados” para obter os requisitos especificos:

Tabela 3 para protocolos de enriquecimento conforme o Official Method of Analysis™ e o Certificado Performance
Tested*™ n° 101703 da AOAC® 2018.01

Tabela 4 para protocolos de enriquecimento de acordo com certificado NF VALIDATION 3M 01/20-03/18

Enriquecimento da Amostra
As Tabelas 2, 3 ou 4 oferecem orientagéo para protocolos de enriquecimento de alimentos e amostras ambientais.

E responsabilidade do usudrio validar os protocolos de amostragem ou de enriquecimento, ou taxas de diluicdo
alternativas para garantir que este método de teste atenda aos critérios do usudrio.

Alimentos, P6s Ambientais, Poeiras, Varreduras e Esponjas
1 Estabilize o meio de enriquecimento & temperatura ambiente (20-25°C), salvo indicacdo contraria no protocolo de
enriquecimento (vide Tabela 2, 3 ou 4).

2 Usando técnica asséptica, misture o meio de enriquecimento e a amostra e homogenize vigorosamente batendo,
usando um voértex ou misturando 4 mao por 2 = 0,2 minutos ou até que os grumos se dissolvam completamente e a
suspensio de enriquecimento esteja homogénea™®.

a. Fatores como a preparagdo de amostras, incluindo mistura e homogeneizagdo, manuseio e técnica de
laboratério podem influenciar os resultados.

b. Para amostras altamente particuladas, recomenda-se o uso de sacos de filtragem.

c. Para matrizes que se dilatam em agua e sdo altamente viscosas (por exemplo, cereais, amidos), sugere-se
efetuar mais diluicées (> 1:10) até que a viscosidade seja devidamente reduzida ou acrescentar alfa-amilase
estéril 1% (p/v) ao APT (ISO)®.

d. Para amostras maiores de cereal, adicione o cereal em pé no liquido vagarosamente, mexendo com frequéncia
para evitar grumos.

3 Incube conforme descrito na tabela de protocolo apropriada (vide Tabela 2, 3 ou 4).
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Volume do Temperatura de Tempo de Volt.Jme
. Tamanho da . . . . Analisado
Matriz de Amostra 5 Caldo de Enriquecimento | Enriquecimento
Qmeshie Enriquecimento’-2 (£ 1°C) (horas) ek
Amostra
Férmulas infantis em po
(PIF — powdered infant
formula) e matérias-primas
como leite em pd, soja em Amostra de 9X mL de APT 37 18-24 20 uL
X . i 1Xg (1SO) (1:10)
po, soro de leite em pd,
lactose, farinha de arroz e
maltodextrina
Matérias-primas como sais,
minerais, aminoacidos, DHS Amostra de 99X mL de APT
(4cido docosahexaenoico) e 1Xg (ISO) (1:100) 37 18-24 20 WL
vitaminas
Amostras ambientais secas,
tais como poeira, varreduras Amostra de 9X mL de APT 37 18-24 20 uL
. 1Xg (ISO) (1:10)
e coleta a vacuo
Esponja ambiental com 10 mL | 1 dispositivo
de caldo Letheen ou caldo de 983%5 ?ﬁf‘op)-r 37 18-24 20 L
neutralizante D/E amostragem ’

1 A Neogen avaliou o Neogen Ensaio de Detecgdo Molecular 2 - Cronobacter utilizando as taxas de diluicdo da Tabela
2 até 300 g. E responsabilidade do usuério validar protocolos ou taxas de diluicdo alternativos para garantir que o
método atenda aos seus critérios.

2 Use APT (ISO) preaquecido se o volume do caldo de enriquecimento for > 300 mL (por exemplo, a amostra é > 30 g).

Instrugdes Especificas para Métodos Validados

AOAC® Official Method of Analysis$¥ (OMA) 2018.01
Certificado AOAC® Performance Tested™ (PTM) n° 101703

PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE

LICENSE NUMBER

101703

Nos programas do Instituto de Pesquisa AOAC OMASM e PTMSM, o Neogen Ensaio de Detecgdo Molecular de 2 -
Cronobacter foi constatado como um método eficiente para a detecgcdo de Cronobacter. As matrizes testadas no estudo

sdo apresentadas na tabela 3.
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Tabela 3. Protocolos de enriquecimento segundo a AOAC® OMAS 2018.01 e PTMS™ 101703

Volume do Temperatura de Tempo de Volfxme
. Tamanho da . . . . Analisado
Matriz de Amostra Caldo de Enriquecimento | Enriquecimento
amostra Enriquecimento’ (x 1°C) (horas) el
Amostra
Férmula infantil em pé e Cereal 90 mL de APT
infantil em pé 109 (ISO) (1:10) 37 18-24 20 uL
Cereal infantil em pé nao 2700 mL de APT .
probistico 300g (1SO) (1:10) Preaquecido 37 18-24 20 uL
Férmula infantil em pé e Cereal 2700 mL de APT
. A . po e ", 300g (1SO) + 10 mg/L | Preaquecido 37 22-24 20 uL
infantil em p6é com probidticos .S
de Vancomicina
90 mL de APT
Lactose 10g (1SO) (1:10) 37 18-24 20 uL
Esponja ambiental com 10 mL 1 dlszzsmvo 90 mL de APT 37 18-24 20 UL
de caldo neutralizante D/E (ISO) (1:10) H
amostragem

1 Use APT (ISO) preaquecido se o volume do caldo de enriquecimento for > 300 mL.

NF VALIDATION da AFNOR Certification
d_‘“—.\cmlom

mencionado acima.

VALIDATION
EN ISO 16140

3M 01/20-03/18

ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http://nf-validation.afnor.org/en
Para obter mais informacgdes sobre o final da validade, consulte o certificado NF VALIDATION disponivel no site

Método certificado da NF VALIDATION em conformidade com a ISO 16140-2® em comparagdo com a ISO 22964.

Escopo da validacdo: Férmula infantil em pé e cereais infantis com e sem probiéticos, matérias-primas e amostras

ambientais.

Preparo da amostra: As amostras devem ser preparadas segundo a EN 1ISO 22694® e a EN 1SO 68879,

Versiao do software: Consulte o certificado.
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Tabela 4. Protocolos de enriquecimento de acordo com o método certificado da NF VALIDATION 3M 01/20-03/18

Volume do | Temperatura | Tempo de
. . Volume Ponto de
. Tamanho da Caldo de de Enriquec- | Enriquec- . ~
Matriz de Amostra . . 3 . Analisado Interrupgao
amostra Enriqueci- imento imento da Amostra | recomendado??
mento' (x1°C) (horas)
Férmula infantil em pé
Cerea|§ infantis em po Os caldos de
Ingredientes como . .
N ) . enriquecimento
leite em po, soja em .
. . ou lisados
po, soro de leite em
X . de amostra
po, lactose, farinha de 10g
. podem ser
arroz, maltodextrina
e Amostras ambientais armazenados
secas, tais como entre 2°C e 8°C
L 90 mL de por até 72 horas
poeira, varreduras e APT (ISO) 37 18-24 20 yL
coleta a vacuo, (1:10)
Os caldos de
1 dispositivo enrlquc.ammento
de ou lisados
e Esponja, enxdgue com de amostra
. amostragem
agua, toalhas ou podem ser
10 mL armazenados
entre 2°C e 8°C
por até 72 horas
Os caldos de
enriquecimento
Férmula infantil em pé e ou lisados
cereal infantil em pé (ndo 30-300 g APT (ISO) 37 18-24 20 uL de amostra
e (1:10) podem ser
probidtico)
armazenados
entre 2°C e 8°C
por até 72 horas
Férmula infantil em pé f‘g;(lifzj:
e cereal infantil em pé 30-300 g 9L 37 22-24 20 L Nenhum
. . - vancomicina
(incluindo probidtico) (1:10)

Use APT (ISO) preaquecido se o volume do caldo de enriquecimento for > 300 mL (por exemplo, a amostra é > 30 g).

2 Apds aremocgdo do caldo de enriquecimento do armazenamento, continue o teste a partir da Etapa 1, na secao Lise.
Apos a remogao do lisado de amostra do armazenamento, continue o teste a partir da Etapa 7, na segédo Lise.

3 Consulte o Apéndice A para testar novamente lisados armazenados tratados termicamente.

Preparo da Neogen® Bandeja de Carga Rapida para Detecg¢édo Molecular

1 Umedeca um pano em uma solucéo de 1 a 5% (viv em agua) de dgua sanitaria (hipoclorito) e limpe a Neogen Bandeja

de Carga Rapida de Deteccao Molecular.

2 Enxague a Neogen Bandeja de Carga Rapida de Deteccdo Molecular com agua.

3 Utilize uma toalha descartavel para secar a Neogen Bandeja de Carga Rapida de Detecg¢do Molecular.

4 Certifique-se de que a Neogen Bandeja de Carga Réapida de Detecgao Molecular esteja seca antes de utiliza-la.

Preparacdo do Neogen® Bloco de Resfriamento de Deteccdo Molecular
Coloque o Neogen Bloco de Resfriamento para Deteccdo Molecular diretamente sobre a bancada do laboratério: A
Neogen Bandeja de Bloco de Resfriamento para Detecgédo Molecular ndo é utilizada. Utilize o bloco a temperatura

ambiente do laboratério (de 20°C a 25°C).
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Preparo do Neogen® Bloco de Aquecimento para Detec¢do Molecular

Coloque o Neogen Bloco de Aquecimento de Deteccdo 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 de 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 de Detecgdo Molecular alcance a temperatura. Utilizando um termdmetro calibrado adequado (por
exemplo, um termémetro de imersdo parcial ou um termdmetro digital de termopares, ndo um termémetro de imerséo
total) colocado no local indicado, verifique se o Neogen Bloco de Aquecimento de Detecgido Molecular estd a 100 = 1°C.

Preparo do Neogen® Equipamento de Detecg¢édo Molecular
1 Inicie o Neogen® Software do Sistema de Detecgédo Molecular e faga login. Entre em contato com seu representante
da Neogen Food Safety para garantir o uso da versdo mais atualizada do software.

Ligue o Neogen Equipamento de Detecgdo Molecular.

Crie ou edite uma execugédo com dados para cada amostra. Consulte o Manual do Usuério do Neogen Sistema de
Deteccédo Molecular para obter mais detalhes.

NOTA: O Neogen Equipamento de Deteccdo Molecular deve estar pronto para o uso antes de inserir a Neogen Bandeja
de Carga Répida para Detecgédo Molecular com os tubos de reagdo. 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.

Lise
Remova o fundo da Neogen Rack de Solugéo de Lise com uma chave de fenda antes de inserir o Neogen Bloco de
Aquecimento para Detecgao Molecular.

1 Deixe que os tubos de Neogen Solucéo de Lise, cheguem a temperatura ambiente (de 20 a 25°C) deixando as racks
fora de refrigeracdo de um dia para o outro (de 16 a 18 horas). A alternativa para equilibrar os tubos de Neogen
Solucgdo de Lise a temperatura ambiente é posiciona-los na bancada do laboratério durante pelo menos 2 horas,
incuba-los em uma incubadora a 37 + 1°C por 1 hora ou coloca-los em um aquecedor com bloco seco duplo por 30
segundos a 100°C = 1°C.

Inverta os tubos com tampa para misturar. Prossiga para a proxima etapa em até 4 horas apds a inversao.
Remova o caldo de enriquecimento da incubadora.
Um tubo de Neogen Solucéo de Lise é necessério para cada amostra e além do CN (meio de enriquecimento esterilizado).

4.1 As tiras de tubos de Neogen Solugéo de Lise podem ser cortadas para obter o nimero de tubos desejado.
Selecione o nimero de tubos de Neogen Solugéo de Lise individuais ou as tiras de 8 tubos necessarias. Coloque
os tubos de Neogen Solugéo de Lise em uma rack vazia.

4.2 Para evitar contaminagéo, destampe uma tira de tubo Neogen LS 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 SL conforme descrito abaixo:

Primeiro, transfira cada amostra enriquecida para tubos Neogen SL individuais. Por Gltimo, transfira o NC.

4.4 Utilize a Neogen® Ferramenta de Tampar/Destampar de Detecgdo Molecular - Lise para destampar uma tira de
tubos Neogen SL — uma tira de cada vez.

4.5 Descarte a tampa do tubo de Neogen Solugéo de Lise; se o lisado for mantido para novo teste, coloque as
tampas em um recipiente limpo para reutilizagdo apds a lise.

4.5.1. Para processar o lisado mantido, consulte o Apéndice A.
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4.6 Agite o saco de enriquecimento antes de coletar a amostra do lado filtrado ao trabalhar com amostras viscosas.

4.7 Transfira 20 pyL de amostra para um tubo de Neogen Solucgéo de Lise, salvo indicagédo contraria na tabela do
protocolo.

Repita as etapas 4.4 a 4.7, até que todas as amostras individuais tenham sido adicionadas a um tubo correspondente
de Neogen Solugao de Lise na tira.

! N

o o)

Quando todas as amostras tiverem sido transferidas, transfira 20 pL de CN (meio de enriquecimento estéril, por
exemplo, APT) para um tubo Neogen SL. Nao use dgua como CN.

Verifique se a temperatura do Neogen Bloco de Aquecimento de Detecgédo Molecular estd a 100 £ 1°C.

Coloque a rack descoberta de tubos Neogen SL no Neogen Bloco de Aquecimento para Detecgdo Molecular e
aqueca por 15 = 1 minutos. Durante o aquecimento, a solucdo Neogen SL ira mudar de cor de rosa (frio) para
amarelo (quente).

Amostras que nao foram tratadas com aquecimento de forma adequada durante a etapa lise do ensaio, podem ser
consideradas um risco biolégico potencial e NAO devem ser inseridas no Neogen Equipamento de Detecgdo Molecular.

Retire a rack descoberta de tubos de Neogen Solugéo de Lise do Neogen Bloco de Aquecimento para Detecgéo
Molecular 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 Detecgédo Molecular, usado em temperatura
ambiente sem a Neogen® Bandeja de Bloco de Resfriamento para Detecgédo Molecular, deve ser colocado
diretamente sobre a bancada do laboratdrio. Quando resfriada, a Neogen Solugéo de Lise voltara a cor rosa.

10 Retire a rack de tubos Neogen SL do Bloco de Resfriamento de Detecgao Molecular Neogen.

20-25°C

—
00:05:.00

Amplificagéo

1

4

E necessario um Tubo de Reagente Neogen Ensaio de Deteccdo Molecular 2 - Cronobacter para cada amostra e o
para o CN.

1.1 As tiras de tubos podem ser cortadas para obter o nimero de tubos desejado. Selecione o nimero de tiras
individuais de 8 Tubos de Reagentes necessérias para Neogen Ensaio de Detecgédo Molecular 2 - Cronobacter.

1.2 Coloque os Tubos de Reagentes Neogen Ensaio de Detecgcdo Molecular 2 - Cronobacter em uma rack vazia.
1.3 Evite agitar os reagentes precipitados da parte inferior dos tubos.
Selecione um Neogen Tubo de Controle de Reagentes e coloque-o na rack.

Para evitar contaminagdo cruzada, destampe uma tira de Tubo de Reagente Neogen Ensaio de Detecgédo Molecular
2 - Cronobacter de cada vez e utilize uma nova ponteira de pipeta para cada etapa da transferéncia.

Transfira cada um dos lisados a um Tubo de Reagente Neogen Ensaio de Detecg¢do Molecular 2 - Cronobacter e
Neogen Tubo de Controle de Reagentes conforme descrito abaixo:

Transfira cada amostra de lisado em Tubos de Reagente Neogen Ensaio de Deteccdo Molecular 2 - Cronobacter
individuais primeiro; depois transfira o CN. Hidrate o Neogen Tubo de Controle de Reagentes por ultimo.
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5 Use a Ferramenta Reagente de Tampar/Destampar de Detecgdo Neogen® para destampar o Tubo de Reagente para
Neogen Ensaio de Detec¢do Molecular 2 - Cronobacter - uma tira de Tubos de Reagentes por vez. Descarte a tampa.

5.1 Transfira 20 pL de amostra de lisado da metade superior do liquido (evite o precipitado) no tubo de Neogen
Solugdo de Lise para o Tubo de Reagente para Neogen Ensaio de Detecgao Molecular 2 - Cronobacter.
Dispense em angulo para evitar a agitagdo dos pellet. Misture pipetando gentilmente 5 vezes.

5.2 Repita a etapa 5.1 até que a amostra de lisado individual tenha sido adicionada a um Tubo de Reagente para
Neogen Ensaio de Detecgédo Molecular 2 - Cronobacter correspondente na tira.

5.3 Cubra os Tubos de Reagentes para Neogen Ensaio de Deteccdo Molecular 2 - Cronobacter com a tampa
adicional fornecida e utilize o lado arredondado da Neogen Ferramenta de Tampar/Destampar para Deteccao
Molecular para aplicar pressdo com um movimento de vai e vem, garantindo que a tampa fique bem apertada.

5.4 Repita as etapas 5.1 a 5.3, conforme necessario, para o nimero de amostras a serem testadas.

5.5 Quando todas as amostras de lisado tiverem sido transferidas, repita as etapas de 5.1 a 5.3 para transferir 20 pL
de lisado CN para um Neogen Tubo de Reagente para Neogen Ensaio de Detec¢do Molecular 2 - Cronobacter.

5.6 Transfira 20 pL de lisado CN para um Neogen Tubo de Controle de Reagente. Dispense em angulo para evitar
a agitagdo dos pellet. Misture pipetando gentilmente 5 vezes.

6 Carregue os tubos tampados em uma Neogen Bandeja de Carga Rapida de Detecgédo Molecular limpa e
descontaminada. Feche e trave a tampa da Neogen Bandeja de Carga Rapida de Detecgdo Molecular.

Analise e confirme a corrida configurada no Neogen Software do Sistema de Deteccdo Molecular.

Cligue 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 Rapida de Detecgdo Molecular no Neogen Equipamento de Detecgéo
Molecular e feche a tampa para iniciar o ensaio. Os resultados sdo fornecidos em 60 minutos, embora os positivos
possam ser detectados ainda mais cedo.

10 Depois que o ensaio estiver concluido, remova a Neogen Bandeja de Carga Rapida de Detecgao Molecular do
Neogen Equipamento de Deteccdo Molecular e descarte os tubos mergulhando-os em uma solucdo de 1-5% (v: v
em agua) de dgua sanitaria por 1 hora, fora da area de preparacdo do ensaio.

RECOMENDAGAO: Para minimizar o risco de falso-positivos por contaminagio cruzada, nunca abra Tubos de
Reagentes que contenham DNA amplificado. Isso inclui o Tubo de Reagente para Neogen Ensaio de Detecgédo
Molecular 2 - Cronobacter, Tubos Neogen Controle de Reagentes e Neogen Tubos de Controle de Matriz. Sempre
descarte os Tubos de Reagentes selados mergulhando-os em uma solucéo de dgua sanitéaria de 1 a 5% (v:v em agua)
por 1 hora, fora da drea de preparacgao do ensaio.

Resultados e Interpretacao

Um algoritmo interpreta a curva de saida de luz que resulta da detecgdo da amplificagéo do acido nucleico. Os resultados sdo
analisados automaticamente pelo software e sdo codificados em cores de acordo com o resultado. Um resultado é determinado
positivo ou negativo através da andlise de diversos parametros exclusivos das curvas. Resultados positivos presuntivos sdo
relatados em tempo real, enquanto resultados negativos e a verificar serdo exibidos apds a concluséo da execugéo.

NOTA: Até mesmo uma amostra negativa ndo resultarda em leitura zero, uma vez que o sistema e os reagentes de amplificagao
do Neogen Ensaio de Detecgéo Molecular 2 - Cronobacter possuem uma leitura da unidade de luz relativa (RLU) intrinseca.

Confirmacgao
e Confirmacéo de resultados segundo o método NF de Validagédo Certificado

10
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No contexto da VALIDAGCAO NF, todos os enriquecimentos positivos presuntivos devem ser confirmados segundo o
método de confirmacéo de referéncia®, comecando com a transferéncia do meio de enriquecimento primario (APT ISO
ou APT ISO complementado com 10 mg/L de vancomicina).

e Outro protocolo de confirmagao

Os enriquecimentos positivos presuntivos devem ser confirmados conforme os procedimentos laboratoriais
operacionais padrdo ou seguindo o método de confirmacéo de referéncia apropriado‘'?, comecando com a
transferéncia do meio de enriquecimento primario (APT ISO ou APT ISO complementado com 10 mg/L de vancomicina)
para o meio de enriquecimento secundario, seguido por plagueamento e confirmacéao posterior de isolados utilizando
métodos bioquimicos, sorolégicos e moleculares apropriados.

Em casos raros de saida de luz fora do comum, o algoritmo rotula o caso como A verificar. A Neogen recomenda que o
usuario repita o ensaio para qualquer amostra Inspecionar. Se o resultado continuar a ser Inspecionar, prossiga com o
teste de confirmacao utilizando o método de sua preferéncia ou conforme especificado pelos regulamentos locais(-.

No caso de resultados divergentes (positivos presuntivos com o Neogen Ensaio de Detecgcdo Molecular 2 - Cronobacter
ndo confirmados por um dos meios descritos acima), o laboratério deve seguir seus procedimentos operacionais
padrdes para relatar os resultados.

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.

Apéndice A. Interrupcéo de protocolo: Armazenamento e reteste de lisados tratados termicamente
1 Para armazenar um lisado tratado termicamente, tampe novamente o tubo de lise com uma tampa limpa (consulte a
secéo Lise, 4.5)

Armazene a temperatura na faixa de 2°C a 8°C por até 72 horas.
Prepare uma amostra armazenada para amplificacéo invertendo de 2 a 3 vezes para misturar.

Destampe os tubos.

a b~ 0O N

Coloque os tubos de lisado misturados no Neogen Bloco de Aquecimento de Detecgédo Molecular e aquega a
100 £ 1°C por 5 £ 1 minutos.

6 Retire o suporte de tubos Neogen Solugéo 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.

7 Continue o protocolo na se¢do Amplificagdo detalhada acima.

Referéncias:

1. US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual (BAM) Ch. 29; MAR 2012

2. 1SO 22964:2017 Microbiology of the food chain -- Horizontal method for the detection of Cronobacter spp.

3. U.S. Food and Drug Administration. Code of Federal Regulations, Title 21, Part 58. Good Laboratory Practice for
Nonclinical Laboratory Studies.

4, |SO/IEC 17025:2017. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.

5. 1SO 7218:2007/Amd. 1:2013. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General requirements and guidance
for microbiological examination.

6. Installation Qualification (IQ)/Operational Qualification (OQ) Neogen® Molecular Detection System. Contact your
Neogen Food Safety representative to obtain a copy of this document.

7. 1SO 6887-5:2010. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial suspension
and decimal dilutions for microbiological examination-- Part 5: Specific rules for the preparation of milk and milk
products.

8. 1S0O 6887-4:2017. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial suspension and
decimal dilutions for microbiological examination -- Part 4: Specific rules for the preparation of miscellaneous products.

9. 1SO 16140-2:2016. Microbiology of the food chain — Method validation — Part 2: Protocol for the validation of
alternative (proprietary) methods against a reference method.

Consulte as versées atuais dos métodos-padréo listados acima.

Explicagdo dos Simbolos
info.neogen.com/symbols

11
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Huepopnvia ékdoong: 2024-01
S NEOGEN

MAnpowopieg tpoidvtog
AokiLpacia MopLakng Avixveuong 2 - Cronobacter

Neprypawpn NMpoidvtog Kat ZKoTog Xprong

H Neogen® Aokipaotia MopLakrg Avixveuaong 2 - Cronobacter xpnotporoleitat pe to Neogen® Zuotnua MopLaknig
Avixveuong yLa tn ypryyopn Kat L8tk avixveuon tou Cronobacter, o€ eUMAOUTIONEVA TIEPLBAANOVTLKA Selypata
TPOWIPWVY KAl KATEPYACLWY TPOWIHWV.

H Neogen Aokipacia MopLakng Avixveuong xpnoLHoTIoLEL Lo0BEpULKN evioxuon pe pecoAdBnon Bpoxou yia tn
ypriyopn evioxuon aAANAOUXLWY VOUKAEIVIKWY 0&EWV pe uPNAR eL8LkoTNTA KAl euatobnoia, o€ cuvduaopo e
BropwTtavyela yla tTnv avixveuon tng evioxuong. Ta UTIOBETIKA BETIKA ATOTEAECUATA AVAPEPOVTAL OE TIPAYHATLKO
XPOVO, EVW Ta apvNnTIKA anoteAéopata egpavidovtal HETd TNV 0AoKApwon tng Sokipactag. Ta uttoBeTikda BeTIKA
ATIOTEAEOPATA TIPETIEL VA ETILRERALLVOVTAL XPNOLHOTIOLWVTAG TN HEB0SO TIOU TIPOTIPATE 1) OTwg KaBopiletal amd
TOUG TOTILKOUG KavoviLopoUg! 2,

H Neogen Aokipactia Moplakrg Avixveuong 2 - Cronobacter Tipoopidetal yLa Xprjon o€ EpyactnpLako TepLBAAov
amod eMayyeAUATLEG EKTIALEEVPEVOUG OTLG EPYAOTNPLAKEG TEXVIKEG. H Neogen Sev €L TEKUNPLWOEL TN XPron autou
TOU TIPOLOVTOG OE BLopnXavieg AANEG amo ekelveg TwV Tpo@ipwy Kat Ttotwv. MNa apadetypa, n Neogen Sgv £xeL
TEKUNPLWOEL AUTO TO TIPOLOV YL TOV EAEYXO SELYUATWY (PAPHAKEUTIKWV TIPOLOVTWY, KAAAUVTIKWY, KALVLIKWV 1
KTNVLATPLKWVY Setypdtwy. H Neogen Aokipacta Mopuakrig Avixveuong 2 - Cronobacter gv €xel a&LoAoynBel pe OAa Ta
TOava Tpoidvta TPoPlPWY, KATtEPYaoleg TPOPIHWY, TIPWTOKOAAA SOKLPWV | JE OAA Ta TiLBavd otehexn Baktnplwv.

‘OTIWG Kat PE OAEG TLG SOKLPACTLKEG pEBASOUG, N TtNyN, N 6UVOEGH Kat N TIOLOTNTA TOU PHECOU EUTTAOUTLOHOU
pUmopel va emnpedcel ta anoteAéopata. Napayovieg 0Twg oL pEBodol SetypatoAniag, ta mpwToKoAAa
EAEYXOU, N TIpoETOLPaoia Twy Selypdtwy cupTEpAAPBaVopEVNG TNG OpoyevoTioinong Kal Tng avaueléng, o
XELPLOPOG KAL N EPYACTNPLAKI TEXVLKN UTIOPEL ETTLONG Va emnpedoouy Ta aroteAéopata. H Neogen cuviotd tnv
a&loAoynon tng pebdSou cuptepAapBavopEVOU TOU HEGOU EUTIAOUTLOMOU, 0TO TIEPLBAANOV TOU XPrioTN KE TN
XPron emapkoug aplBpol SELyPATWY PE CUYKEKPLPEVA TPO@LUA r/Kal TIEPLBAANOVTIKA Selypata Kat PLKPOPLAKEG
TIPOKANOELG WOTE Va SLac@aAlotel 0TL N PEBoSog TANpoL Ta KpLTrpLa Tou Xprotn.

H Neogen €xeL aElohoyrioeL tnv Neogen Aokipacia Moplakng Avixveuong 2 - Cronobacter Y€ €GO EUTIAOUTLONOU
PuBpLotiko Nepo Memtovng ISO.

To Neogen® ‘Opyavo Moplakng Avixveuong ipooplletal yia xprion pe Selypata tou xouv uttoBANBEL og BeppLKn
Katepyaoia katd tn StapkeLla Tou Brjpatog AUaong tng Sokaoiag, To omolo elval oXeSLACPEVO yLa TNV KATACTPOWYN
TWV 0pPYaVLOPWV TIoU glval TIapovTeg oto Selypa. Astypata mou Sev €xouv UTIoBANBEL 0TV KATAAANAN BepLKN
katepyaotia katd tn stapkela Tou Bripatog AVong tng Sokipaciag Propouv va BewpnBouv wg TiBavog BLoAOYLKOG
Kivéuvog kat AEN mpémel va eLodyovtat oto Neogen ‘Opyavo Moplakrg Avixveuong.

H Neogen Food Safety sivat miotoTmotlnpévn Katd to potuTto Tou AteBvoug Opyaviopol Turomtoinong (ISO) 9001
yla OX€6L0 Kal KATAOKEUN).

To KLt eAeyyou Neogen Aokiuactag Moplakng Avixveuong 2 - Cronobacter TiepLExeL 96 SOKLUEG TTOU TtEpLypApovTal
otov MNivaka 1.



NMivakag 1. Ztoela tou kit Neogen Aokipactiag Moplakng Avixveuong
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EiSog Tautomoinon Mocotnta MepLexopeva ZxO6ALa
Pol StaAupa , .
Neogen® AldAupa AUong o€ SLapavelg 26 (12 TALVLEG TWY 580 pL AZ avd gg oTatw Kau
, 8 SOKLUAOTIKWY , , €TOLHO TIPOG
(AY) SOKLUOOTLKOUG . SOKLUAOTIKO CWANvVa .
: CWANVWV) Xpnon
OWANVeg

AOKLUAOTIKOL CWANVEG
Avtispaotnpiou Neogen®

MopPTOKAAL-KOKKLVOL

96 (12 Tawieg Twv

Auo@LloTtoLnpéVo
ELOLKO piypa

‘EtoLpo mpog

Aokpactag MopLakr Sokipiaotikot 8 SoKLuaoTIKLY evioyuonc kat 10
KLY G Vloplakng OWARVEC OWARVWVY) LoXuong xpnon

Avixveuong 2 - Cronobacter aviyveuong

ErutAéov Tpata ﬂ(?ptOKG)\L-KOKKLVG 96 (12 TaWLeS Twy Et(?l.po TIpOG
nwpata 8 mwpatwv) xpron
Alagpaveig 16 (2 cakouAdKLa AUO@LAOTIOLNHEVOG

Neogen® EAgyx0G Sokiuaotikol TWV 8 ATOPLKWV €Aeyxog DNA, utypa | Etoluo mpog

Avti§paotnpiou (EA) OWANVEG e SOKLUOAOTIKWY evioyuong kat xpron
apBpwtd MwHa OWANVWV) aviyveuong

O ApvnTLkdg EAEYX0G, TTIOU €V TIAPEXETAL OTO KLT, €lval éva otelpo PEdo ePTAOUTLOPOU, TL.Y. PuBuLoTikd Nepd
Memtovng (BPW) ISO. Mn xpnotpoToleite vepo wg ApvnTiko EAgyxo.

AcwpdaAeLa

O Xpriotng TIPETIEL va SLABACEL, KATAVONOEL KAl AKOAOUBOeL OAEC TLG TTANPOWYOPLEG aoPalelag oTLG 08nyleg yla To
Neogen Zuotnpa Moplakrg Avixveuong kat tnv Neogen Aokipacia Moplakrig Avixveuong 2 - Cronobacter. ®uldgte
TLG 08nyleg aoPAAeLag yLa HEANOVTLKN avagopd.

AMPOEIAOMOIHZH: YTo&elKVUEL pLa €TTLKIVEUVN KATAOTAG, N oTtolq, €AV Sev amtoeuxOel, PTIOPEL va EXEL WG
amnotéAeopa Bavato r} coBapo Tpaupatiopd r/KaL Kataotpowr LELoKTNoLlag,.
YMOAEIZH: YmodelkvUelL pla Suvntikd emikivéuvn katdotaon, n omola, €av Sgv amo@euyBel, umopel va

€XEL WG ATIOTEAECUA KaTtaoTpoWr) Ldloktnalag.

A NMPOEIAONOIHZH

Mn xpnotpotmotieite tnv Neogen Aokipacia Moprakng Avixveuaong 2 - Cronobacter yLa tn Stdyvwon
KATAOTACEWYV o€ avBpwTioug 1 {wa.

O XPNOTNG TIPETIEL VA EKTIALSEVUGEL TO TIPOCWTILKO TOU GTLG TPEXOUGEG KATAAANAEG TEXVLKEG EAEYXOU: yLA
napadelypa, KaAég Epyactnprakeg Mpaktikég®, ISO/IEC 17025 i ISO 7218°),

Ma va PELWOETE TOUG KLVSUVOUG Ttou oxetidovtal pe €va PEUSWG apvNTLKO ATTOTEAECHA IOV 08NYEL oTNV

aTMOSEGPEUCT HOAUGHEVOU TIPOLOVTOG:

e AKOAOUBE(TE TO TIPWTOKOANO Kal SLEVEPYELTE TOUG EAEYXOUG OKPLBWG OTIWG TIEPLYPAPETAL OTLG TIANPOYOPLES
Tpoilovtog.

e ®uldooete tnv Neogen Aokipacia Moplakrg Avixveuong 2 - Cronobacter 0TiwG UTIOSELKVUETAL 0T CUOKELAoia
KaL oTLG 06nyleg Tou TIPOloVTOG.

e Xpnotpotoleite mavtote tnv Neogen Aokipacia Moplakng Avixveuong 2 - Cronobacter pExpL TNV nUeEpopnvia
ARENG.

e Xpnotpotoleite tnv Neogen Aokipactia Moplakrg Aviyveuaonc 2 - Cronobacter pe ieplBai\ovTikd Selypata
TPOYILHUWV KAl KATEPYACLWY TPOWIHWVY TIOU £X0LV ETILKUPWOEL ECWTEPLKA ) aTIO TPLTO PEPOG.

e Xpnotpomoleite tnv Neogen Aokipacia Moplakig Avixveuong 2 - Cronobacter pOVO HE ETILPAVELEG,
QTIOOTELPWTLKA, TIPWTOKOAAD KaL BAKTNPLAKA OTEAEXN TIOU £XOUV ETILKUPWOEL ECWTEPLKA 1} aTIO TPLTO PEPOCG,.

e [a éva TepLBAAOVTLKO Selypa TTou TIEPLEXEL PUBULOTLKO ALdAUpa OUSETEPOTIOLNGNG PE APUA-COUAPOVLKO
OUMTIAOKO, TIPAYHATOTIOLNOTE apaiwon 1:2 TipLv tov eAeyxo (1 pépog Selypatog os 1 pépog otelpou {wpou
EUTIAOUTLOMOU). MLa dAAN eTiiloyn elval va petapépete 10 mL PuBpLotikou AtaAUpatog Oudetepottoinong
(NB) EUTTAOUTLOMOU PECA OTOUG SOKLUAOTIKOUG owArveg Neogen AlaAUpatog Auong. Mpotdvta xelpLopou
Selypatwy tng Neogen® Ttou TiepLExouv PubuLoTiko AtdAupa OudetepoTiolnong He apUA-COUAPOVLKO
ouUpTIAOKO: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL10NB2G, HS10NB, HSTONB2G kat HS2410NB2G. Autd to
TIPWTOKOAAO Sev exeL eheyxBel katd tn Stapkela tng peAeétng NF Validation.
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Ma va HELWOETE TOUG KLVSUVOUG Ttou oxetidovtal P TNV €KOBECN GE XNHULKEG OUGLEG KaL TOUG BLOAOYLKOUG
KLwvdlvoug:

Atevepyeite Tov €leyyo TIaBoyovwy o€ KAtAANAaQ eE0TIALOPEVO EPYAOTHPLO UTIO TOV EAEYXO EKTIALSEUPEVOU
TIPOOWTILKOU. EMWwacpéva JEGA EPTTAOUTLOHPOU Kal EEOTTIALOHOG I ETILPAVELEG TIOU £XOUV €pBEL OE ETtaYN e
ETMWACPEVA PHECA EPTTAOUTLOMOU PTIOPEL va TIEpLEXOLV TTaBoydva o€ eTITIESA ETTAPKI VA TIPOKAAEGOULV KIVEUVO
yLa tnv avBpwrivn vyeia.

TnpELTE TIAVTOTE TLG TUTILKEG TIPAKTLKEG EPYAOTNPLAKAG ACPAAELAG, OTIWG XPrON KATAANANG TIPOOTATEUTLKIAG
evéupaoiag kal pootaciag patiwy, otav xelpldeote avtidpaotripla Kat HoAucpeva Selypata.

ATIOEVYETE TNV ETTAPN] PE TA TIEPLEXOPEVA TWV PHECWVY EPTIAOUTLOPOU KAl PE TOUG SOKLUAOTIKOUG CWANVEG
avtidpaotnplou petd tnv evioyuon.

Attoppite Ta epmAoutiopéva Selypata Kal Ta OXETIKA HoAUSHEVa amoBANTA cUPPWVA PE TA LoYUoVTa TOTILKA/
TIEPLPEPELAKA/EBVLKA/ BLOPNXAVLKA TIPOTUTIAL

Mnv uttepBatvete tn cuviotwyevn pubpLon Beppokpaciag oto Beppavtripa.

Mnv uTtepPBatvete To CUVLOTWHEVO XpOVo BEppavong.

Xpnotluotolelte éva KatdAANAo, Babpovopnuevo BepPopETpo yLa va emainBbevoete tn Beppokpacia tou Neogen®
‘EvBetou yLa Yrodoxr ZwAnvwy Ogppavtr)pog Moplaknig Avixveuong (Tt.x. BpUOPETPO PEPLKNG ePBUBLONG
PneLakd Bepudpetpo Beppolelyoug, 0L BepPOUETPO OALKNG EPPUBLONG). To BepudpETPO TIPETEL Va ToTtoBETELTAL
otnv TipoPAenopevn Beon oto Neogen EVOETO yLa Ytodoxr ZwARvVwy Ogppavtrpa MopLakng Avixveuong.

Ma va peLwoeTe Toug KLYSUVOUG Ttou oxXeTidovTtal PE SLacTaupoUpEV HOAUVOT KATA TNV TIPOETOLHAGLA TNG
Sokilpaoiag:

dopdte TAVTOTE yAvVTLA (YLa TNV TIPOOTACLA TOU XProTn KAl TNV TIpoAnPn eLoaywyrig VOUKAEQoWV).

Ma va peLwoete Toug KLYvdUvoug Ttou oxetifovtal pe tnv €KBeon o Kauta vypa:

Mnv uttepBatvete tn cuviotwevn pubpLon Beppokpaciag oto Beppavtripa.

Mnv UTIEPPBALVETE TO CUVLOTWHEVO XPOVo BEppavong.

XpnotyoTtoleite €va katdAAnAo, Babpovopnuévo Beppdpetpo yla va emainbeloete tn Bepuokpacia tou Neogen®
‘EvBetou yLa Yriodoxr ZwAnvwyv Beppavtrpog Moplakrg Avixveuong (T.x. BEpHOPETPO PEPLKNG EPPUBLONG N
PnLako Beppopetpo Beppolelyoug, OxL BEPUOETPO OALKNAG PBUBLONG). To BepUOUETPO TIPETIEL Va ToTToBETE TAL
otnv ipoPAentdpevn Beon oto Neogen ‘EvBeto yla Ytodoxr ZwArvwy Ogpuavtr)pa Moplakrg Avixveuong.

2HMEIQ2H

Ma va peLwoete Toug KLYSUVoUG Ttou oxXeTidovtal pe SLacTaupoUpEVN HOAUVOT KATA TNV TIPOETOLHAGLA TNG
Sokipaociag:

AMAETe yavTia TtpLv amo tnv vuSAtwon Twv oatpldiwv avttdpaotnpiou.

ZUVLOTATAL VA XPNOLUOTIOLOUVTAL ATIOCTELPWHEVQ, PE PPAYHO yLa agpOAUMATA (e QIATPO), pUYXN TILTTETAG
katnyoplag poplakng BloAoylag.

XPnOLUOTIOLELTE VEO pUYXOG TILTTETAG YLa KABE peTaopd Selypatoc.

Xpnoluotoleite KaAég EpyaotnpLakeg MPaKTLKES yLa TN PETAPOPA TOU Slyatog amd To SOKLPACTIKO CWARva
EUTIAOUTLOPOU OTO SOKLMAOTLKO CwARvVa AUong. Ma va amoeuyBel n pdAuvon TG TILIETAG, 0 XPrioTNg MTTopPEL
va ETILAEEEL va TIPOOHETEL €va eVSLAPETO Bripa HETaWopag. MNa mapadelypa, o Xpriotng PTopel va Petaepel
KABe epTIAOUTLOPEVO Selypa p€oa o€ Evav aTTOOTELPWHEVO SOKLUAOTIKO CWANVA.

Xpnoluotoleite otabpod epyaciag popLaknig BLoAoylag mou va TIEPLEXEL HLKPOBLOKTOVO Auxvia, éttou elvat
SLabéoLun.

ATtoAupaivete TEEPLOSLKA TOUG TTAYKOUG KAl TOV €EOTIALOUO TOU £pyactnplou (TILTETEG, pyaleia
o@payLong/amoo@pdyLlong KtA.) Je SLAAUPA olkLakn g xAwpivng 1-5% (Oyko Kat' Oyko o€ VEPO) I YE SLAAupa
amopdakpuvong DNA.

MNa va peLwoete Toug KLvdUvoug Ttou oxetidovtal pe Peudwg BeTLKO amotéEAeopa:

MnV avolyETE TIOTE TOUG SOKLUAOTIKOUG CWANRVEG PETA TNV evioyuon.

ATOpPITTTETE TTAVTOTE TOUG HOAUCHEVOUG SOKLJAOTIKOUG OCWANRVESG HOUALALOVTAG TOUG O SLAAUHA OLKLOKNAG
¥Awpivng 1-5% (OyKo Kat' OyKo o€ VEPOD) yLa 1 wpa Kal HaKPLA arod TNV TEPLOXT TipoETolpaciag tng Sokipaoctag.
Mnv KALBavioeTe TTIOTE TOUG SOKLPAOTLKOUG CWANVEG avtidpaotnplou PeTd TNV evioyuon.

Eav mBavoloyeitat 6tL ta Selypata meplexouv uhnAd emtiteda DNA Cronobacter (t1.x. DNA armo pn Blwotpa
kUttapa Cronobacter Ta omola £xouv uTtoBANBEL o€ Brjpa Kataotpoprg/adpavorolnong), oL uttoBeTLkol BeTikol
guTAOUTLOPOL Ba Ttpémel va uttoBaM\ovtal o€ eme€epyacia pe DNaon mpwv amd to Brjpa AVong. Eiikowvwvrjote
ME TOV TOTILKO 0aG avTLipoowTto tng Neogen yLa TipoobeTeg 08nyleg. AUTO TO TIPWTOKOAANO Sev £xeL eAey)Oel
Katd tn StdpkeLa tng peAeétng NF Validation.
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YupBouAeuBeite To PUAO AeSopevwv AcPaAelag yLa TIpOOBETEG TTANPOYOPLEG KAL TOTILKOUG KAVOVLOPOUG OXETLKA
HE TNV amoppLyn.

EQv €X€TE EPWTAOELG OXETLKA PE CUYKEKPLUEVEG EQAPHOYEG I Sladlkaoleg, TTapakaAoUE ETILOKEPDELTE TN
SLeBuvon www.neogen.com rj ETILKOWVWVHAOTE PE TOV TOTILKO 0ag avtutpoowTto f stavopéa tng Neogen.

EuBuvn tou xpnRotn

OL xpnrjoteg elval utteuBuvol va eEolkeLwBoUV Pe TLG 08nyleg Kal TLG TIANPOYOPLEG TOU TIpOLOVTOC. ETiloKkepBEelte TNV
LOTOOEALSa pPag 0TO www.neogen.com 1 ETILKOLVWVIOTE HE TOV TOTILKO 0ag aQVILTPOowTTo 1 Stavopéa tng Neogen
yLa TIEPLOCOTEPEG TIANPOYOPLEG,.

Katd tnv emhoyn plag pebddou eléyyou, elvatl onuavtiko va avayvwpllete 0tL ol eEwTePLKOL TTapAyovTeg OTIWG
oL peBodol SetypatoAndiag, Ta TPWTOKOAAD EAEYXOU, N TIpOETOLPacia Twy SELlyPATWY cUPTIEPLAAUBAvopEVNG TG
opoyevoTioinong Kat TG aVAPELENG, O XELPLOPOG KAL N EPYACTNPLAKN] TEXVLKI UTIOPEL €TTLONG va emnpedocouv ta
amoteAéopata.

ATtoteAel euBUVN TOU XPOTN va eTILAEEEL oTtoLadTIoTE PEBOSO N TIPOLOV EAEYXOU, yLa va a§LOAOYHOEL Evav
ETIAPKN APLOPO SELYPATWY PE TLG KATAANAEG PNTPEG KAL PLKPOBLAKES TIPOKANOELG, WOTE N ETUAEYPEVN PHEBOSOG va
LKOVOTIOLEL Ta KPLTApLA TOU XPrOTN.

ATtoTeAEL eTtlong euBUVN Tou Xprotn va Kaboploel OTL OAEG oL pEBOSOL SOKLYNG KAl Ta amoTteAéopata
AVTATIOKP{VOVTAL OTLG ATTALTHOELG TWV TIEAATWY KAL TV TIPOPNBEUTWVY Tou.

'OTwG Kat Pe KABe PEB0SOo EAEyxOU, TA ATTOTEAECUATA TTIOU AapBAvovTal aTo T Xprion OTIOLOUSHTIOTE TIPOLOVTOG
Neogen Food Safety 6ev cuvLoTOUV €yyUnon tng ToLOTNTAG TWV PNTPWV I TwV SLaSLKaclwy Tou uttoBai\ovtal og
ENeyXO.

MNa va BonBriceL Toug TteAdteg va a&loAoyrioouv tn HeB0S0 yLa TG SLAYOopPEG PATPES TPOYILUWY, N Neogen €xeL
avamtugel to Kt Neogen® Mivaka EAeyxou MopLakng Avixveuong. Otav xpeLaetat, xpnotporoLrote tov Mivaka
EA€yxou (MC) yLa va ipoodloploete dv n pATpa £XEL TN SuvVATOTNTA VA ETINPEACEL TA ATIOTEAECUATA ATIO TNV
Neogen Aokipacta Mopiakrg Avixveuong 2 - Cronobacter. EAéy&te SLagpopa Selypata Tou elval avILpooWTIEUTLKA
™G PNRTPag, dnA. detypata ou AapBdvovtal amo SLagopETLKN TIPOEAEUTH, KATA TN SLAPKELA OTIOLAOSHTIOTE
TepLOSoU eTIKUPWONG 0tav uloBeteite tn PEBoSo NG Neogen, ) OTav EAEYXETE VEEG I AYVWOTEG UATPEG I UNTPES
TIou €xouv UTIOPBANBEL 0 aANQYEG OTLG TIPWTEG UAEG 1) oTnV enegepyaota.

Mua pntpa pmopel va oplotel wg €vag TUTIog TipoldvTog PE EVEOYEVELG LELOTNTEG OTIWG cUVBEoN Kal emegepyaaia.
OL SLaWopEg HETAEU TWV UNTPWVY UTIOPEL va Elval aTTAEG, OTIWG OL ETILEPACELG TTOU TpoKaAoUvTal ard SLaPopES
otnv enegepyacia rj oTnV TAPOUCLACH TOUG, YL TIAPASELYHA, AKATEPYAOTO EVAVTL TIAOTEPLWHEVOU, PPECKO EVAVTL
amo&npapévou KIA.

MepLopLopdg eyyunoewyv / NMEPLOPLOPEVN ATIOKATACTAGH

EKTOZ EAN AHAQNETAI PHTA XE MIA ENOTHTA I'TA MEPIOPIZXMENH EIMYHXH XTHN ATOMIKH

YYZKEYAZIA TOY MPOIONTOY, H NEOGEN AMOMOIEITAI OAEX TIX PHTEX KAI ENNOOYMENES EITYHZEIS,
>YMMNEPINAMBANOMENQN AAAA OXI MEPIOPIXTIKA, OMOIOQNAHMOTE EFMMYHZEQN EMIMOPEYZIMOTHTAX

'H KATAAM\HAOTHTAZ I'TA MIA £YTKEKPIMENH XPHZH. Edv omtoloérmote ipoidv Neogen Food Safety eival
eAaTTWPatiko, N Neogen 1 o eEoucLoSoTNEVOG SLaVOPEQG TNG, KATA TNV KpLon Toug, 6a avilkataotroouy N
ETILOTPEYPOUV TNV TLUA ayopdag ToU TIPOLOVTOG. AUTEG elval OL ATIOKAELOTLKEG OAG ATIOKATAOTACELG. ETiLkowvwvrote
JE Tov avtipoowTto tng Neogen r) tov e§ouclodotnuevo Stavopea tng Neogen yla TEPALTEPW EPWTIOELG,.

MepLopLopdg tng euBLVNG tnG Neogen

H NEOGEN AEN EYOYNETAI I'TA OMOIAAHMOTE AMQAEIA 'H ZHMIA, EITE AMEZH, EMMEZH, EIAIKH,
ZYMNTQMATIKH 'H ANOGETIKH ZHMIA, ZYMMNEPINAAMBANOMENQN, AAAA OXI MEPIOPIZTIKA, ATA®YTONTQN
KEPAQN. H euBUvn tng Neogen &ev utiepBaivel o€ Kapla TEPTTTWON KAl UTIO Kapila VOULKN Bewpla TNV T ayopag
TOU TIpOIOVTOG oV ELKAZETAL OTL ElvVAL EAATTWHATLKO.

AmoOnikeuon kat AttoppLn

duldooete tnv Neogen Aokipacia Moplakng Avixveuong 2 - Cronobacter otoug 2-8 °C. Na pnv katapuxetat.
ATIOEUYETE TNV €KBECTN TOU KLT OTO PWG KATA TN SLApKELA TG amoBrikeuong. A@ou avolEete To KT, eAeyETe OTL

TO OAOUMLVEVLO CAKOUAGKL Elval ABIKTo. EQV TO AAOUULVEVLO CAKOUAAKL £XEL UTTOOTEL {NULA, PN XPNOLHOTIOLOETE
TO TPOidV. META TO AvoLlypa, OL axXpNOLPOTIOINTOL SOKLPAOTIKOL CWARVEG aVTLEpactnplwy TIPEMEL TTAVTOTE Va
(PUAAOOOVTAL OTO EMAVACPPAYL{OPEVO GAKOUAAKL PE TO apUYPAVTLIKO PECO, WOTE va dtatnpeital n otabepotnta
TWV AUO@LAOTIOLNPEVWY aVTLEpactnpiwv. PUAACCETE Ta EMAVACPPAYLOPEVA CAKOUAAKLA 0TOUG 2-8 °C yLa XPOVLKO
Sltaotnua oxL peyaAltepo amo 60 nUEPEG.
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Mn xpnotpotoLleite Tnv Neogen Aokipacia Moplakng Avixveuong 2 - Cronobacter petd tnv nuepopnvia Anéng. H
nUeEpopnVvia ANgng kat o aplBpog aptidag emonuaivovtal otnv eEWTEPLKN ETLKETA TOU KOUTLOU. META Ttn Xprion,
TO PECO EPTIAOUTLOPOU KaL oL SOKLPAoTLKol owArveg tng Neogen Aoklpaciag Moplakng Avixveuong 2 - Cronobacter
pTIopEl EVEEXOPEVWG Va TIEPLEXOLV TTIAB0YOVA UALKA. META TNV OAOKANPWOT TOU EAEYXOU, TNPELTE TA TPEXOVTA
BLOPNXAVLKA TIPOTUTIA LA TNV aTtoppLPn HOAUCHEVWY attoBANRTwV. ZUPBoUAeubeite To PUANO AeSopEvwv
Acaleiag yLa pooBeTeG TTANPOYOPLES KAL TOTILKOUG KAVOVLOPOUG OXETIKA PE TNV antdppudn.

0&nyieg Xpriong
AkoAouBeite OAeC TLG 08nyleg TTPOOEKTIKA. H pn Ttripnon Twv o08dnylwv pmopel va odnynoet og avakpLpn
amoteAéopata.

ATtoAUpaiveTe TEPLOSLKA TOUG TIAYKOUG Kal ToV €EOTIALOPO Tou epyaotnplou (TILMETEG, epyaleia
oppayLonc/anocppayLlong KTA.) ge SLaAupa olklakig xAwpivng 1-5% (dyko kat' dyko o€ vepo) 1} Pe SLaAupa
amopdakpuvong DNA.

O XpNoTNG TIPETIEL VA OAOKANPWOEL TNV eKTIaldeuoN TiLOTOTIONONG XELPLOTA YLa To Neogen Zuotnua Moplakng
Avixveuong, oTwg TepLlypdgetat oto eyypago “Installation Qualification (IQ) / Operational Qualification (OQ)
Protocols and Instructions for Neogen Molecular Detection System” (MpwtdkoAa kat odnyleg otomoinong
gykatdotaong (IQ) / iiotomoinong Asttoupyiag (OQ) yia to Neogen Zuotnua Moplaknig Avixveuong)©.

BAETIE TNV evOTNTA “ELSLIKEG 08NYLEC YLa ETILKUPWHEVEG HEBOSOUC” YLa TLG ELSLKEG ATIALTHOELG:

Mivakag 3 yLa ta mpwTtoOKoAAa ePTAoUTLOPOU cUp@wva pe AOAC® Official Method of Analysis™ 2018.01 kat
Performance Tested"” AplBuo¢ Miotomolntikou 101703

Mivakag 4 yLa ta TpwTOKOAAA EPTIAOUTLOPOU cUp@wva pe NF VALIDATION Miotomountikoé 3M 01/20-03/18

EMTTAOUTLOPOG TOoU Seiypatog
O MNMivakag 2, 3 ) 4 tapouoLalel 08NyLEG yLa TPWTOKOAAD EPTIAOUTLOPOU yLa Selypata Tpo@ipwy Kat
TIEPLBAAOVTIKWY SELYHATWV.

ATtoTeAEL eUBUVN TOU XPHOTN N ETILKUPWOT EVAANAKTIKWY TIPWTOKOAAWVY SetypatoAndiag r ymmAouTiopou N
avaAoylwv apaiwong, TPOKELPEVOU Va SLac®aALoTel OTL autr) n HEB0S0G eEAEyXOU TIANPOL TA KPLTAPLA TOU XPHoTH.

Tpo@Lpa, TMePLPBAANOVTILKEG TIOUSPEG, GKOVEG, GAPWHATA KAL GTIOYYOL
1. E&Lo0ppPOTINOTE TO HECO EUTIAOUTLOHOU o€ Beppokpacia epBaAovtog (20-25 °C) eKTOG €AV eLonuatvetat
SLAPOPETLKA OTO TIPWTOKOAAO EUTIAOUTIONOU (BA. Mivaka 2, 3 ) 4).

2. ZuvSUAOTE PE AONTITIKO TPOTIO TO PECO EUTTIAOUTLOMOU Kal TO Selypa, KL OUOYEVOTIOLHOTE TIANPWE HECW
avaueléng, Stadikaoiag stomaching, avddsuong og CUOKeUN vortex 1| avaueléng pe to xepLyla 2 0,2 Aemtd
MEXPL OAO TO CUGCWHATWHATA VA £XOUV SLAAUBEL TEAELWG KaL TO EVALWPNMA EUTTAOUTLGHOU Va Eivat
opoLoyevegT-®),

a. Mapdyovieg OTIWG N TIPOETOLACIA TWV SELYPATWY CUPTIEPAAPBAVOUEVNG TNG OPOYEVOTIOLNONG KAl TNG
QAVAPELENG, O XELPLOPOG KAL N EPYACTNPLAKN) TEXVLKH UTIOPEL va eTINPeACOLV Ta ATIOTEAECUATA.

B. Mata delypata pe UPnAr TIEPLEKTLKOTNTA O€ CWHATLELAKN UAN, cuvLloTdtal N Xprion ackwv
@W\tpapiopatoc.

y. Tla PnTpeg Ttou SLoyKwvovTal oTo VEPO Kat lval LoLattepa LEWSELS (TT.X. SnUNTPLAKE, APUAQ), cuvioTdtal
N SLEVEPYELA TIEPALTEPW APALWOEWV (>1:10) pé€xpL To LEWSEC va PelwBel KATAANAQ, 1} N TTPOCBAKN
ATIOOTELPWHEVNG 1% (BApog kat' dyko) aAga-apuAdcng oto BPW (ISO)®.

6. Ta peydAa peyedn Selypatog SnNUNTPLOKWY, TIPOCGOBEDTE TN OKOVN SNUNTPLAKWY apyd 0TOo UYpO UE ouxVh
avAapelén yla va amo@uyeTe Ta CUCOWHATWHATA.

3. Emwdote 0Twg TEPLYpAYETAL 0TOV aVTioTOoLYO Tiivaka TipwtokoAAou (BA. Mivaka 2, 3 1 4).
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NMivakag 2. Mevikd TPWTOKOAAA EUTIAOUTLOHOU

, . c Osppokpacia Xpovog ‘Oykog
Nivakag SeLtypdtwy sﬁayzet? . e oﬂ‘;:?:é‘:p:;,z EMTIAOUTLOMOU | EUTTAOUTLGPOU | avaAuong
ypatog H H (x1°0) (wpeg) Seilypatog
Maldkod yala og okdvn
(PIF) KaL TIPWTEG UAEG
OTIWG &npn okdvn ,
yAAaktog, okdvn ooyLag, X YPAHHAPLO XmL B_PW 150) 37 18-24 20 pL
, . ava delypa (1:10)
okovn opoU YAAAKTOG,
AaKToln, pulAAeupo Kat
HaAtode€tpivn
MPWTEG UAEG OTIWG
GAata, HETAAALKA .
otolxela, apwvogéa, DHA X YPAHHApLO 99X mL.BPW (150) 37 18-24 20 pL
PR Setypa (1:100)
(6okooasEaevoiko o&u)
Kat Bltapiveg
Znpd mepLBAAOVTLKA
Selypata émwg okovn, 1X ypappdplo | 9X mL BPW (ISO) 37 18-24 20 UL
ocapwpata, cuA\oyn ava selypa (1:10) H
NAEKTPLKAG OKOUTIAG
MepLBaAovTLKOG
oTIOyyoG pe 10 mL 1 ouokeun 90 mL BPW (ISO) _
Zwpo Letheen 3 Zwpod SelypatoAnyiag (1:10) 37 18-24 20 L
Ouéetepomoinong D/E

1. H Neogen €xeL aglohoynost tnv Neogen Aokipactia MopLakrg Avixveuong 2 - Cronobacter XpnoLHOTIOLWVTAG TLG
avahoyieg apalwong otov Mivaka 2 €wg kat 300 g. ATtoteAel euBUVN TOU XPrIOTN N ETILKUPWON EVAANKTIKWY
QAVAAOYLWV 1) TIPWTOKOAWVY apailwong, TIPOKELUEVOU Va SLacPaALoTel OTL n pébodog Anpol Tta KpLtrpLa Tou

Xpriotn.
2. Xpnolyotoleite tpoBeppacpévo BPW (ISO) edv 0 0ykog Tou {WHoU EUTIAOUTLOMOU gival >300 mL (Tt.X. To
Selypa elval >30 ypappdapLa).

ELSLKEG 08Nnyieg yLa EMLKUPWHEVEG HEBOSOUG
AOAC® Official Method of Analysiss (OMA) 2018.01
AOAC® Performance Tested*" (PTM) Miotomotntiko ap. 101703

5 PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 101703

2TIG HeEAETeG Tou Epeuvntikou Ivotitoutou OMA®M kal PTM®M, n Neogen Aokipacia Moplakng Avixveuong 2 -
Cronobacter Bp€Bnke OTL amoteAel amoteAeopatikr peBodo yla tnv avixveuaon tou Cronobacter. OL PATPEG TIOU
eAéyxOnkav otn peAétn mapouaotdlovtal otov MNivaka 3.
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Nivakag 3. MpwtdkoA\a eUTTAOUTLOPOU cUHPWVa pe AOAC® OMAS™ 2018.01 kat PTMS” 101703

Oubetepotoinong D/E

, . c Osppokpacia Xpovog ‘Oykog
Nivakag SeLypdtwy 8“:5'\’8::: on;gzgzp(;%, EMTIAOUTLOMOU | EPTIAOUTLOMOU | avaAuong
ynaros H H (£1°0) (wpeg) Seilypatog
Bpewiko ydAa og okovn
KaL Bpe@LKA SnunTpLaka 10g 20 mI_(1BI1DX\)I (150) 37 18-24 20 L
0€ OKOVN '
Bpepika Snuntplakd o 2700 mL BPW [ MpoBepuacpévo ~
oKOVN XWPLg TIpoBLoTikd 3009 (ISO) (1:10) 37 18-24 20 pL
Bpewiko ydAa og okovn 2700 mL BPW M0BEOLAGLED
KaL Bpe@LKa SnuntpLaka 300¢g (ISO) + 10 mg/L P %“7 H 22-24 20 L
0€ OKOVN YE TIPOPLOTLKA Bavkopukivn
Aaktoln 10g 20 mL( ETX\)’ (150) 37 18-24 20 pL
MeplBAAOVTIKOG ,
, , 1 ouoKeun 90 mL BPW (ISO)
OTtoyyoG he 10 mL Zwpo SetypatoAniac (1:10) 37 18-24 20 pL

1. Xpnowomoleite mpoBeppacpévo BPW (ISO) edv o dykog tou {wpoU eUTAOUTLOMOU elvat >300 mL.

NF VALIDATION amé tnpv AFNOR Certification
ev_“\-.\c.AnoN

VALIDATION

EN ISO 16140

3M 01/20-03/18
ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS

http://nf-validation.afnor.org/en
Ma TtepLocOTEPEG TIANPOYOPLEG OXETIKA PE TN AREN TNG EYKUPOTNTAG, TIAPAKAAOUE QVATPEETE OTO TILOTOTIOLNTLKO
NF VALIDATION Ttou SLatifetal otov LOTOTOTIO TIOU AVAPEPETAL TTIAPATIAVW.

M£060o60og TtLotomtoinong NF VALIDATION cUpgpwva pe to Ttpotuto ISO 16140-2°) o cUYKpPLOT PE TO TIPOTUTIO

ISO 22964.

Nedio eykupotntag: Bpepikd ydAa og okOvn Kal Bpe@Lkd SnUNTPLAKA Pe Kat Xwplg TIpoPLOTLKA, TIPWTEG UAEG Kal

nieptBarlovtikd Setypara.

Mposetolpacia eiypatog: Ta Sslypata mpemneL va postolgadovial cuUP@wva Pe ta tpotuta EN ISO 22694 kat

EN ISO 68877:9.

'EK§001N AOYLOMLKOU: BA. TILOTOTIOLNTLKO.
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Nivakag 4. MpwTOKOAa EUTTAOUTLOPOU CUHPWVA PE TNV TiLotoTtotnpuevn EBoso NF VALIDATION 3M 01/20-03/18

‘Oykog

Osppokpacia

Xpovog

TIPOPBLOTLKA)

(1:10)

a . ‘Oykog ZUVLOTWHEVO
. ; Méye0Bog (wpou EPTTAOUL- EPTAOU- s .
Mivakag Selypdatwy Sei . . | avaAvong onpeio
elypatog EMPTAOU- Twopol TWOHOU | o atoe | StaKotic?
Tiopol’ (£1°C) (WPEC) yHaros ns
e Bpeko ydAa os
oKovn
e Bpepwka
SnuntpLlaka o
okovn
° ZUO"EQ‘ELIfd OTIWG 0 Zwpbe
Er]pn okovn EUTTIAOUTLOHOU
ygAaKtoc, oKkovn f to AUpa
O0yLaG, okovn Selypatog
OpOU'yClACIKtOC, 10g uTtopel va
)\aKt’qu, @UAayBel
pucareupo, otoug 2-8 °C
pa)\t,oésﬁtpivr] Y1 e
e ZInpd ,
TeptBatoVTIKG 90 mL BPW 37 18-24 20 pL 72 wess
Selyparta omwg (IS0) (1:10)
oKoOvn, capwyara,
ouA\oyn
NAEKTPLKNAG
okouTag,
O Cwpog
EUTIAOUTLOPOU
r To AUpa
e ITOYYOC, VEPO 1 ouokeun Selypatog
EKTIAUONG, SdetypatoAniag pTopel va
HavTAakLa N 10 mL PUAa)Oel
otouc 2-8 °C
yla €WG
72 wpeg
O Cwpog
EUTIAOUTLOMOU
L f To AUpa
gﬁiiprﬁ'(faf%ﬁgfm BPW (ISO) Belyparog
s , . 30-300¢g . 37 18-24 20 pL pTopel va
NUNTPLOKA OE OKOVN (1:10) (UAaYBEL
(xwplig tpoBLoTika) oTOUC 2-8 °C
yla €wg
72 WpEG
Bpeplkd SnuntpLlaka BPW (ISO)
OF oKV KaL BPEPLKO 30-300 g + 10 mg/L 37 22-24 20 uL Kavéva
ydAa o okovn (Je Bavkopukivn

1. XpnotpotoLeite poBeppacpevo BPW (ISO) edv o dykog tou {wpou epmhoutiopoU elvat >300 mL (1t.x. To
Selypa elval >30 ypappapLa).

2. A@oU o {wpbg epTAouTLOpOU TeBEL EKTOG YUAAENG, oUVEXLOTE TLG SOKLPEG aTto To Bripa 1 otnv evétnta Auon.
ApoU to AUpa Selypatog tebel ektog YUAAENG, ouvexiote TG SoKLPEG amd to Bripa 7 otnv evotnta Auon.

3. Avatpéte oto MNapdptnua A yLa Tov ETAVEAEYXO ATIOBNKEUPEVWY BEPHILKA KATEPYATHEVWY AUPATWV.
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MpostoLlpacia tou Neogen® Aiokou Taxeiag Poptwaong MopLakng Avixveuong
1. AwaBpée€te eva mavi ) metoEta plag xpriong pe SLAAupa olkLakng xAwpivng 1-5% (dyko kat' dyko o€ vepO) Kat
okouTtiote tov Neogen Atoko Taxetag Poptwong Moplakrig Avixveuong.

ZemA\Uvete Tov Neogen Aloko Taxeiag ®dptwong MopLakrg Avixveuong Pe VEPO.

XPNOIOTIOLAOTE Pla TEToETa plag xpriong yla va oteyvwoete tov Neogen Atoko Tayxelag Poptwong Moplakrg
Avixveuong.

4. Awaowahiote 0tL o Neogen Alokog Tayetag Poptwong Moplakng Avixveuong elval oteyvog TipLv tn xprion.

MpostoLpacia tou Neogen® EvOetou Yodoxng ZwARvwy yla Wogn Mopakng Avixveuong

TomtoBetriote To Neogen EvBeto YtoSoxrg ZwAnvwy yia Yo&n MopLakrg Avixveuong ameubelag oTov TIayko
Tou gpyaotnpiou: O Neogen Atokog YTtodoxrg ZwArvwy yla WUEn Moplakrig Avixveuong Sev xpnolpoToLeital.
XpnOLUOTIOLOTE TO €VOETO UTTOS0X NG CWANVWY o€ Beppokpacta TepLBAarovtog epyaotnpiou (20-25 °C).

MpostoLpacia tou Neogen® EvBetou yLa YItodoxr ZwARvwy Ogppavtipog MopLaknig Avixveuong
TomtoBetr)ote To Neogen EvBeto yla YoSoxr ZwAnvwy Ospuavtrpa MopLakng Avixveuong o€ pia SuTAn povada
uttodoxn g cwAVwv Enprg Bepuavonc. Evepyotolrjote tn povdda &nprg B€ppavaong kat pubuiote tn Beppokpacia
yla va emiitpepete oto Neogen EvOeTo yla Ytodoxr ZwAnvwy Ogpuavirpa Moplakng Avixveuong va 9Baoel kal va
Sltatnproel Beppokpacia 100+1 °C.

SHMEIQXH: Avahoya pe tn povada BEppavong, agrjote to Neogen ‘EvBeto yla Ytodoxr ZwAnvwy Oeppavtripa
Moplakng Avixveuong va BaceL otnv KatdAAnAn Beppokpacia yia epimou 30 AeTtd. XpnolpoTioLwvTag

€va KatdAAnAo, BaBpovounuévo BepUOPETPO (TT.X. OEPUOUETPO PEPLKNAG EUPUBLONG I PNYLAKO BEPUOUETPO
Beppolelyoug, OxL BepUOPETPO OALKNAG EPBUBLONG) ToTIoBETNUEVO OTNV KaBopLopévn BEon, emaAnBevoTe OTL TO
Neogen EvBeto yla Yrodoxr ZwAivwy Ogppavtrpa Moplakng Avixveuong Bploketal otoug 100+1 °C.

Mpostolpacia tou Neogen® Opydvou Mopraknig Avixveuong

1. Ekkuwnote to Neogen® AoyLloptkd Moplakng Avixveuong kat cuvseBeite. ETILKOLVWVNOTE PE TOV TOTILKO
oag avtunpoowTo tng Neogen Food Safety yla va Stacpalioete otL Stabétete tnVv teAeutaia €kSoon Ttou
AOYLOULKOU.

Evepyormotrjote to Neogen ‘Opyavo MopLaknig Avixveuong.

Anploupynote r emeEepyaoteite Yla Stadlkaoia pe dedopéva yla kabe Selypa. Avatpégte oto eyxelpidlo
xprong tou Neogen Zuotrpatog Moplakrg Avixveuong yLa AETTTOPEPELEG.

ZHMEIQZH: To Neogen Opyavo Moplakrg Avixveuong TipeTeL va PBACEL € KATAOTAON ETOLUOTNTAG TIPOTOU
eLoaxBel o Neogen Alokog Taxelag Pdptwaong MopLakng Avixveuong e TOUG SOKLPJACTIKOUG OCWANVEG
avtidpaong. Auto to Bripa BEppavong Slapket Tiepimou 20 AeTTd Kat uttoSetkvueTal amd éva NMOPTOKAAIL pwg
0Tn ypappr katdotaong tou opyavou. ‘Otav to 0pyavo elvat £ToLpo yla va apxioet ga Stadikacta, n ypapun
kataotaong Ba yivel MPAZINH.

AOon
Agpatpeote tov ubpéva tou otatw Neogen AlaAUpatog AUong pe éva KatoaBisL TipLv To ToToBETAOETE OTO
Neogen EvBeto yLa Ytodoxr ZwAfvwy Ogppavtrpa MopLakng Avixveuong.

1. Apriote Ttoug SoKLPaoTikoug owArveg Neogen AtaAupatog AUong va BeppavBouv BEtovtag To otatw o€
Beppokpaocia mepLBAaAovTog (20-25 °C) katd tn StdpkeLa tng vuxtag (16-18 wpeg). EVOAAKTIKEG AUCELG yLa
TNV €ELOOPPOTINCN TWV SOKLPACTIKWY CWANVWY Neogen AtaAupatog Auong os Beppokpacia epBAAoVTOg
elvat va BEoete Toug SOKLPAOTIKOUG owAnveg Neogen ALaAUpaTog AUonG emdvw OTOV TIAYKO TOU pyactnpiou
YLO TOUAAQYLOTOV 2 WPEG, VA ETIWACETE TOUG SOKLUAOTLKOUC owArveg Neogen AtaAUpatog AUonG o€ emwaoctripa
37+1 °Cywa 1 wpa i va toug tomobetrioete o€ SUTAN povada uttodoxnG cwAnvwy Enprg Beppavong yla
30 SeutepoAemta otoug 100 1 °C.
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2. AvaoTpEYPTE TOUG TTWHATLOPEVOUG SOKLPAOTIKOUG CWANVEG yLa va avapi&ete. Mpoxwprote oTo EMOPEVO Bripa
EVTOC 4 WPWV PETA TNV avaoTpown.

3. BydAte to {wpo €PTIAOUTLOPOU aTtd TOV EMWACTHPA.

4. Amnatteitat évag SokLpaotikog owAnvag Neogen AlaAUpatog Auong yua kabe Setypa kat Selypa AE (otelpo péco
EUTIAOUTLOMOD).

4.1 Ot tawvieg SoKLPaoTKWY cwWANVWY Neogen AtaAUpatog AUCNG PTIOPOUV va KOTIOUV 0ToV eTILOUNTO
aplOpo. EmAEETE TOV apLBPo TWV PEPOVWHEVWY SOKLMAOTIKWY CWANVWY Neogen AtaAupatog AUonG 1 TLg
QTTALTOUHEVEG TAWVIEG TWV 8 SOKLUACTIKWY CWANVWVY. TOTIoBETOTE TOUG SOKLUAOTIKOUG OWArveg Neogen
AtaAUpatog AUoNG o€ €va KeEvo oTatw.

4.2 Tia va amo@uyete T SLlactaupoUpevn HOAUVaO, arntoo@paylleTe pia tavia SOKLHACTIKWY CWANVWY
Neogen AlaAUpatog AUong KABe popd, KAl XpNOLUOTIOLELTE VEO pUYXOG TILITETAG YLa KABE Bripa PeTagopdc.

4.3 METAWEPETE TO EPTIAOUTLOMEVO SELYPA OTOUG SOKLUAOTIKOUG oWANVeG Neogen AlaAUupatog AUong Omwg
TIEPLYPAYPETAL TIAPAKATW:

Metapeépete kABe ePTIAOUTLOPEVO Selypa o€ pepovwpevo owArva Neogen AlaAUpatog AUong mpwta.
Metagépete Tov AE TeEAguTaio.

4.4 Xpnowpototrote to Neogen® EpyaAsio Zgpdylong / Altooppdylong - Abong MopLakrg Avixveuong yla va
amooypayioete pla tawvia Sokpaotikwyv cwAnvwyv Neogen AlaAUpatog Auong - pla tawia kdbe gopa.

4.5 Anoppiyte to wpa tou Soklpaotikol cwArjva Neogen AtaAUpatog AUongG - €av To AUPA TIPOKELTAL Va
SlatnpnBetl yla emaveleyxo, TOTIOBETAOTE TA TTWHATA PEoA o€ €va KaBapd S0XELo, yLa €K VEOU £@appoyn
META TN AUoN.

4.5.1. Ta tnv enegepyaocia tou Statnpnuévou Aupatog, BA. Mapaptnua A.

4.6 Avatapd&te ToV 0GKO EUTIAOUTLOHOU TIPLV T CUAAOYH TOU Selypatog amo tnv MAEUpd PE To QIATpo otav
epyaleote pe LEwdn Selypara.

4.7 Metayéepete 20 pL Selypatog o€ évav SoKLPaoTtiko cwArva Neogen AlaAUpatog AUonG eKTOG Qv
UTTOSELKVUETAL SLAPOPETLKA OTOV TILVAKA TIPWTOKOAAOU.

5. EmavaAdBete ta Brjpata 4.4 €wg 4.7 PéxpL To KABE eTiLpEPOoUG Selypa va €xeL Tipootebel o€ Evav avtiotolyo
S0KLPaoTIKO owArva Neogen AlaAUpatog AUong otnv tawia.

= 1553352\
J

INENEE

o o)

6. ‘Otav €xouv petaepBel OAa ta delypara, petagepete 20 pL AE (oteipo peco epmAoutiopou, T.X. BPW) péoa oe
S0KLpaoTIKO owArva Neogen AlaAUpatog Auong. Mn xpnotpotioLeite vepod wg AE.

7. EmaAnBelote otL N Beppokpacia tou Neogen EvBeTou yla Ytodoxr ZwWANvwy Ogpuavtrpa MopLakng
Avixveuong Bploketatl otoug 10041 °C.

8. ToToBEeTOTE TO AKAAUTITO OTATW SOKLPMACTIKWY CWANVWY Neogen AtaAupatog Avong oto Neogen EvBeto yLa
Yrtodoxn ZwAnvwyv Ogppavtrpa Moplakng Avixveuong kat Beppdvete yla 1541 Aemttd. Katd tn SltapkeLa tng
Beppavong, to Neogen AtdAupa Avong Ba aAld&eL amoé pol (Yuxpod) oe kitpvo (Beppod).

Agtypata rou Sev €xouv UTtoBANBEL oTNV KATAANAN BepuLkn) Katepyaoia Katd tn SLApKeLa Tou Bripatog Auong
¢ Soklpacoiag pymopouv va BewpnBouv wg TiBavog BLoAoyLkog kKivéuvog kat AEN Tipemel va elodyovtal oto
Neogen ‘Opyavo MopLakng Avixveuong.
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AQALPECTE TO AKAAUTITO OTATW TWV SOKLPAOTIKWY OWAVwY Neogen AtaAUpatog Auong ard to Neogen ‘EvBeto yla
Yrodoxn ZwAnvwv Oeppavtripa MopLakig Avixveuong Kat agriote To va Kpuwaoel oto Neogen ‘EvBeto YoSoxng
ZwANvVwv yla WYOEn MopLakng Avixveuong yla TouhdLlotov 5 Aetttd kat peytoto 10 Aemttd. To Neogen ‘EvBeto
Yro&oxng ZwAnvwy yla WYuén Mopuakrg Avixveuong, 6tav xpnotgotoLeital o€ Beppokpactia TEPLBANOVTOG Xxwpig
tov Neogen® Atoko YToSdoxng ZWANvwy yla WOEn MopLakng Avixveuong, Tipémel va tomoBetnBel ameubeiag emavw
otov Ttdyko Tou gpyactnpiou. Otav kpuwoel, to Neogen AtdAupa AVong Ba aroktroet Eavd pod xpwia.

AQALPECTE TO OTATW TWV SOKLPACTIKWY CWANVWY Neogen AlaAUpatog Auong amo to Neogen ‘EvBeto Yrtodoxrng
ZwARvwv yLa YU&n Moplakng Avixveuong.

00:15:00

99-101°C

D D D D 00.05:00

Evioxuon

1.

Antatteital évag §o0KLPaoTikog cwArvag Avtispaotnpilou Neogen Aokipaciag Moplakng Avixveuong 2 -
Cronobacter yLa kaBe Setypa kat tov AE.

1.1 Ol tawieg SOKLPAOTIKWY CWANVWVY PTIOPoUV Va KOTIOUV OTov eMLBUPNTO aplBpo SOKLUACTIKWY CWANVWV.
Ert\é€Te Tov amattoVpeVo aplBpd TWV HEHOVWHEVWY SOKLUAOTIKWY SWANVWVY Avti§paotnplou Neogen
Aokipaciag Moplakrig Avixveuong 2 - Cronobacter fj TLG QTALTOUPEVEG TAWVIEG TWV 8 SOKLUACTIKWY CWANVWV.

1.2 TomoBeTroTE TOUG SOKLPAOTIKOUG OWANVEG Avtidpaotnpiou Neogen Aokipactiag Moplakng Avixveuong 2 -
Cronobacter o€ ¢va Kevo oTaTw.

1.3 Amoguyete va statapdéete ta opatpidia avttdpaotnpiou amod Tov TATO TwV SOKLPHACTLKWY CWANVWV.
ErtiAéETe evav SokLpaoTikd cwAriva Neogen EAgyxou Avtiépaotnplou Kat TOTIOBETHOTE TOV OTO OTATW.

Ma va amo@UyeTe tn SLacTtaupoUpevn JOAUVOn, anoopayiete pia Tawia SOKLPHACTIKWY CWARVWY
Avtidpaotnplou Neogen Aokipaciag Moplakng Avixveuong 2 - Cronobacter KABe OpQ, KAl XPNOLUOTIOLELTE VEO
pUYXOG TILTTETAG YLa KABE Brjpa HETAYOPAC.

Metagépete KABE AUpa o€ £vav SOKLUAOTIKO cwAnva avtidpaotnpiou Neogen Aokipaciag Moplakng Avixveuong 2 -
Cronobacter kaL SoKaoTko ocwArjva Neogen EAgyxou Avtidpaotnplou, OTiwg TiEpLyPAPETAL TIAPAKATW:

Metagepete KABE AUPaA SELYPATOC OTOUG ETILHEPOUC SOKLPAOTIKOUG CWANVEG Avtidpaotnpiou Neogen
Aokipaoiag Moplakng Avixveuaong 2 - Cronobacter mpwta Kat otn cuvéxeLa tov AE. EvuSatwote tov
SokLpaotikd cwAnva Neogen EAéyxou AvtiSpaotnpiou teAgutaio.

Xpnotpototrjote To Neogen® Epyaleio Zppdylong / Atoogpaylong - Avttdpaoctnpiou Moplakng Avixveuong yla
Va aToo@PayLoETE TOUG SOKLUAOTIKOUG OwARVeG Avtispaotnplou Neogen Aokipaciag Moplaknig Aviyveuong 2 -
Cronobacter - pia tawia SOKLPACTIKWY CWANVWY AvtiSpactnpilou kabe popd. Artoppidte To TTwpa.

5.1 Metawépete 20 pL tou AVpatog Selypatog arnod to emavw 1/2 tou uypou (atmowuyete To i{npa)
OTOV SO0KLPACTLKO cwAnva Neogen AtaAUpatog AUCNG GTOV AVTLGTOLXO SOKLUAGTLKO CWARvVa
Avtidpaoctnpiov Neogen Aokipaciag Moplaknig Avixveuong 2 - Cronobacter. XopnynioTe UTIO ywvia
ylLa va amo@uyete va Statapdgete ta opatpidia. AVapi&Te MLTETAPOVTAG TIPOGEKTLKA TIAVW-KATW
5 popég.

5.2 EmavaAdBete 1o Brjpa 5.1 péxpL To empepoug AUpa Aslypatog va exeL TipooteBel o€ évav avtiotolyo
S0KLPAOTIKO owArva Avtidpaotnpiou Neogen Aokipaciag Mopiakng Avixveuong 2 - Cronobacter otnv
Tawla.

5.3 KaAute toug SoKLpaoTikoug owAnveg Avtispaotnplou Neogen Aokipactiag Moplakng Aviyveuong 2 -
Cronobacter e TA TIAPEXOPEVA ETILITAEOV TIWHATA KAL XPNOLUOTIOLOTE TN OTPOYYUAEUHEVN TIAEUPA TOU
Neogen Epyaleiou Zppdylong / Atooppaylong - Avtidpactnplou Moplakrg Avixveuong yld va aoKroeTe
TIleon pE pLa kivnon eumpoc-iiow, Sltac@aAilovtag OTL TO TIWHA EXEL EQAPHUOOTEL oPLYTA.

5.4 EmavaAdBete ta Brjpata 5.1 €éwg 5.3 dwg amatteltal, yia tov aplBpo Twy SELYPATWY TIPOG EAEYXO.
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5.5 ‘'Otav €£xouv petagepBel OAa ta AUpata Setypatog, emavaAdpete ta Bripata 5.1 €wg 5.3 yla va petagépete 20 pl
Tou AUpatog AE péoa o evav SokLpaotiko owArva Neogen Aokipaciag Moplakng Avixveuong 2 - Cronobacter.

5.6 Metagépete 20 pL tou AUpatog AE péoa o€ Eévav SoOKLPAoTLKO cwAnva Neogen EAEyxou
AvtiSpactnpiou. Xopnyrote uto ywvia yLa va anoguyete va dtatapdiete ta opatpidia. Avapifte
TILTTETAPOVTAG TIPOOEKTLKA TIAVW-KATW 5 (POPEG.

6. POPTWOTE TOUG OYPAYLOPEVOUG SOKLPAOTIKOUG CWANVEG O€ €vav Kabapo kat armoAupacpévo Neogen Aloko
Taxelag Poptwong MopLakng Avixveuonc. KAelote kat ac@aliote to kamdkL tou Neogen Aiokou Tayelag
dopTwong MopLakng Avixveuong.

AvaokoTtrote Kat emBeBatwote tn Stapopwpévn dtadikacia oto Neogen AoyLopikd MopLakng Avixveuong.

Kdvte kALK 0Tto KoupTtl Evapgn oto AoyLopLko Kal eTIAEETE TO Opyavo Ttou Ba xpnotpoTttolnBel. To KatdkL Tou
ETILAEYHEVOU 0pydvou avolyeL autopata.

9. TormoBetrote tov Neogen Aioko Tayeiag Pdptwaong Moprakrg Avixveuong péoa oto Neogen ‘Opyavo MopLakrg
Avixveuong Kal KAELOTE TO KATIAKL YLa VA EKKLVNOETE TN SoKLpaoia. Ta amoTteAEoHATA TIAPEXOVTAL EVTOG
60 AeTtTWVY, av Kal Ta BeTkd pmopel va aviyveuBolv vwplitepa.

10. ApoU ohokAnpwBel n Sokipacta, agatpéote tov Neogen Atoko Tayelag Poptwaong Moplakrg Avixveuong
amé to Neogen Opyavo Moplakrig Avixveuong kat armoppite Toug SOKLPAOTLKOUG CWARVEG HOUALAZOVTAG
TOUG o€ SLAAUPA OLKLAKAG XAwpivng 1-5% (OyKo Kat' Oyko o€ vepd) yla 1 wpa Kat JakpLd amo tnv meploxn
Tpostolpaciag tng Sokipaoiag.

YMOAEI=ZH: 'aa tnVv eAayLotomoinon tou Kwéuvou Peudwg BETIKWVY amoTEAECHATWY AOYW SLACTAUPOUHEVNG
HOAUVONG, TIOTE PNV QVOLYETE TOUG SOKLPAOTIKOUG CWANVEG QVTLEPACTNPLWV TIOU TIEPLEXOUV eVIOoXUHEVO DNA. Autd
TiepA\apBavel Tov SoKLPaoTIkd cwArva Avtispaotnpiou Neogen Aokipaciag Moplakrg Avixveuong 2 - Cronobacter,
ToV SOKLPAoTIKO cwArjva Neogen EAgyxou AvtiSpaotnplou Kat Tov SoKLPaoTtiko cwArjva Neogen Mivaka

EA€yxou. ATIOPPLITTETE TIAVTOTE TOUG OPPAYLOPEVOUG SOKLUAOTLKOUG CWANVEG avtidpaotnpiou pouALdlovtdg

TOUG 0€ SLAAUPA OLKLAKOU AgUKaVTLKOU 1-5% (OyKo Kat' Oyko o€ vepO) yla 1 wpa Kat JakpLd amo Ty TEPLoXh
TposTolpactag Tng Sokipactag.

AmtoteAEéopata Kal EppNVeLa

‘Evag aAyopLBpog epunveVEL TNV KAPTIUAN TIAPOXG PWTOG TIOU TIPOKUTITEL ATtO TNV avixveuaon tng evioxuong
VOUKAEIVLKWVY 0&gwv. Ta amoteAeopata avaAlovtal AUTOPATA ATtto TO AOYLOHLKO KAl KWSLKOTIOLOUVTAL XPWHATLKA
pe Baon to anotéAeopa. Eva OeTiko r) Apvntikod amotéleopa kabopiletal peow avaAuong evog aplbuou
HOVASLKWVY TIAPAPETPWY KAPTIUANG. Ta UTIOBETIKA BETLKA ATIOTEAECUATA AVAPEPOVTAL OE TIPAYHATLKO XPOVO, EVW
Ta ApvnNTLKA Kal ta aroteAéopata MNpog Embewpnon epgavidovtal HeTd TNV oAoKApwon tng dtadlkaoiag,.

ZHMEIQZH: AKOpa Kat €va apvnTko Selypa Sev Ba Swoel PnSeVLKr €VSeLEn, KaBwG To cuOTNPA Kal Ta
avtidpaotripla evioxyuong Neogen Aokipaciag Moplakrg Aviyveuaong 2 - Cronobacter €X0UV LA OXETLKI Jovada
PWTtoc (RLU) “uttodBpou”.

EmBeBaiwon
e EmBeBalwon twv amoteAeopdtwy cUPwva pe tn pébodo motomoinong NF Validation

2to mAaiolo tou NF VALIDATION, 6Aot ot uttoBetikol BeTikol ePmAoUTLOPOL TIPETEL Va eTiLRERALWvVOVTAL
akoloubBwvtag emBeBalwaon pebodou avawopag?, apxifovtag e tn PETAPOPA attd TOV TIPWTOYEVH] EYTIAOUTLOHO
(BPW ISO ) BPW ISO mou cupmAnpwvetat pe 10 mg/L Bavkopukivng).

e AMN\O TIPWTOKOANO eTLBePBaiwong
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OL utoBetLkol Betikol epmAouTiopol TipEmeL va emLBeRatwvovtal cUPPWVA PE TLG TUTILKEG SLadlkaoleg Asttoupylag
Tou gpyaotnpiou ) akoAoubwvtag tnv KAtdMnAn emBePaiwon pebodou avagpopdc?, apxidovtag e tn peTagopd
aTto TOV TIPWTOYEVH EUTIAOUTLONO (BPW ISO ) BPW ISO mou cupmAnpwvetat pe 10 mg/L Bavkopukivng) o€ éva peco
SeuTEPEVOVTOC EUTTAOUTLOPOU, AKOAOUBOUHEVN OTIO PETETIELTA EE£TACN O€ AVTLKELPEVOYOPO Kal eTLBeRaiwon Twv
QTIOHOVWHATWY XPNOLHOTIOLWVTAG TLG KATAANAEG BLOXNHLKEG, 0POSLAYVWOTLKEG /KAl HOPLAKEG HEBOSOUG,.

2Tn omavia TEPLtwaon acuvhBLotng apoxng PwTog, o alyoplbuog to emonuaivel wg MNpog Embeswpnon.

H Neogen cuviotd oto xprjotn va emavaAdBel tn Sokipacia yta 6Aa ta Selyparta Mpog Embewpnon. EQv to
amotéAeopa ocuveyideL va sivat Mpog EmBewpnon, TipoxwproTe otov EAeyxo eMLBERBAlWONG XPNOLUOTIOLWVTAG TN
MEBO0S0 TIOU TIPOTLPATE 1 OTwG KaBopietal amd Toug TOTILKOUG KavovLopouc 2,

Y& TEPLTTWON AcUPPWVLAG TWV ATTOTEAECHATWY (UTTOBETIKA BeTLKA pe TtV Neogen Aoklpacia Moplakng
Avixveuong 2 - Cronobacter, Ttou &ev €xouv emLBeBalwbel pe Evav amod Toug TPOTIOUG TIoU TIEPLYpAPovVTaL
TapATAVW), TO EPYACTIPLO TIPETIEL VA AKOAOUBEL TLG KABLEPWHEVEG TUTILKEG SLadLlkaoleg Asttoupylag Tou yla va
AVOPEPEL TA ATIOTEAECHATA TOU.

Edv €XeTE EPWTAOELG OXETLKA HE CUYKEKPLUEVEG EQAPHOYEG I SlaSLlkaoleg, TTapakaAoUE ETILOKEPDOELTE TN
SLevBuvon www.neogen.com I ETILKOWVWVIOTE PE TOV TOTILKO 0ag avTLpdowTo ) Stavopea tng Neogen.
MNapdaptnpa A. ALakoTir) TIPWTOKOAAOU: ATIOBKEUGN KaL ETLAVEAEYXOG BEPPLKA KATEPYACHEVWV AUPATWV
1. T va armobnkeVoeTe éva BepULKA KATEPYAOHUEVO AUHA, ETTAVATIWHATIOTE TO SOKLUAOTIKO CWARvVA AUONG HE €va
kaBapd wpa (BA. evotnta Auon, 4.5)

AToBnKeVOTE 0TOUG 2 £WG 8 °C yLa WG 72 WPEG.

MpogtolpdoTte €va amoBbnKeupévo Selypa yla evioxuon avaotpépovtag 2-3 QOopEG yLa va avapigete.

AQaLpECTE TO TIWHA ATIO TOUG SOKLPACTLKOUG OWANVEG.

vk W

ToTtoBEeTr)OTE TOUG SOKLUAOTIKOUG CWANVEG UE TO avaueplypévo Aupa oto Neogen ‘EvBeto yla Yrtodoxnr
TwANVwv Ogppavtripa Moplakrg Avixveuong kat Bepudvete otoug 100+1 °C yia 5+1 Aemtd.

6. AQALPECTE TO OTATW TWV SOKLPACTLKWY CWANVWY Neogen AtaAupatog AUong amd to €vBeto BEppuavong
KaL agprjote 1o va kpuwoel oto Neogen EvBeto Yrodoxng ZwAnvwy ya Yu&n Moplakng Avixveuong yla
TOUAAYLOTOV 5 AETTTA KAl PeyLoTto 10 AeTtTa.

7. ZuvexLOTE TO IPWTOKOAAO OTNV gvotnta Evioxuon mou Teplypd@eTal AETTTOPEPWS TTAPATIAVW.
BLBALoypa(pl.a

US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual (BAM) Ch. 29; MAR 2012
2. IS0 22964:2017 Microbiology of the food chain -- Horizontal method for the detection of Cronobacter spp.

3. U.S. Food and Drug Administration. Code of Federal Regulations, Title 21, Part 58. Good Laboratory Practice for
Nonclinical Laboratory Studies.

4. ISO/IEC 17025:2017. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.

5. ISO 7218:2007/Amd. 1:2013. Microbiology of food and animal feeding stuffs - General requirements and
guidance for microbiological examination.

6. Installation Qualification (IQ)/Operational Qualification (OQ) Neogen® Molecular Detection System. Contact
your Neogen Food Safety representative to obtain a copy of this document.

7. ISO 6887-5:2010. Microbiology of food and animal feeding stuffs - Preparation of test samples, initial
suspension and decimal dilutions for microbiological examination-- Part 5: Specific rules for the preparation of
milk and milk products.

8. ISO 6887-4:2017. Microbiology of food and animal feeding stuffs - Preparation of test samples, initial
suspension and decimal dilutions for microbiological examination -- Part 4: Specific rules for the preparation of
miscellaneous products.

9. ISO 16140-2:2016. Microbiology of the food chain - Method validation - Part 2: Protocol for the validation of
alternative (proprietary) methods against a reference method.

AVaTpEETE OTLG TPEXOUOEG EKSOOELG TWV TUTILKWY PEBOSWVY TTou TtapatiBevtal mapamnavw.

Emte€nynon twv ZupBoAwv

info.neogen.com/symbols
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Informacje o produkcie

Molekularny test do wykrywania 2 — Cronobacter

Opis i przeznaczenie produktu
Neogen® Molekularny test do wykrywania 2 — Cronobacter stosuje sie razem z systemem Neogen® do diagnostyki
molekularnej w celu szybkiego i swoistego wykrywania bakterii Cronobacter w prébkach pochodzacych ze

wzbogaconego pokarmu oraz $rodowiska przetwarzania zywnosci.

Molekularny test Neogen do wykrywania wykorzystuje metode petlowej amplifikacji izotermicznej do szybkiego
namnazania sekwencji kwaséw nukleinowych z zachowaniem wysokiej swoistosci i czutosci, w potgczeniu z
bioluminescencjg do wykrywania amplifikacji. Domniemane wyniki dodatnie przekazuje sie w czasie rzeczywistym, za$
wyniki ujemne wyswietlg sie po zakonczeniu testu. Domniemane wyniki dodatnie wymagajg potwierdzenia preferowana
metodg lub metodg wynikajgcg z lokalnych przepiséw(" 2.

Neogen Molekularny test do wykrywania 2 — Cronobacter jest przeznaczony do stosowania w srodowisku
laboratoryjnym przez specjalistdw stosownie 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 lekéw, kosmetykdw, prébek klinicznych
ani weterynaryjnych. Neogen Molekularnego testu do wykrywania 2 — Cronobacter nie oceniono w przypadku
wszystkich mozliwych produktéw spozywczych, proceséw przetwarzania zywnosci, protokotéow testowych ani w
przypadku wszystkich dostepnych szczepdw bakterii.

Podobnie jak w przypadku wszystkich metod testowych, pochodzenie, sktad i jako$¢é podtoza wzbogacajacego

moze mie¢ wptyw na otrzymywane wyniki. Czynniki takie jak metody pobierania prébek, protokoty przeprowadzania
badan, przygotowanie prébki, w tym homogenizacja i mieszanie, postepowanie i techniki laboratoryjne réwniez moga
wptynaé na wynik badania. Firma Neogen zaleca ocenienie metody wykorzystujgcej podtoze wzbogacajgce w srodowisku
uzytkownika, stosujgc wystarczajaca liczbe prébek konkretnej zywnosci i/lub prébek srodowiskowych oraz prébek
stwarzajgcych wyzwania zwigzane z drobnoustrojami, aby zapewni¢, ze dana metoda spetnia potrzeby uzytkownika.

Firma Neogen ocenita Neogen Molekularny test do wykrywania 2 — Cronobacter przy uzyciu buforowanej wody

peptonowej wg ISO.

Urzadzenie Neogen® do diagnostyki molekularnej nalezy stosowaé z prébkami poddanymi obrébce cieplnej na etapie
lizy, ktérej zadaniem jest zniszczenie organizméw obecnych w prébce. Probki, ktére nie przeszty odpowiedniej obrébki
cieplnej na etapie lizy, mozna uzna¢ za potencjalne zagrozenie biologiczne i NIE nalezy ich umieszczaé¢ w Urzadzeniu
Neogen do diagnostyki molekularnej.

Firma Neogen Food Safety zostata wyrézniona certyfikatem ISO (ang. International Organization for Standardization —
Miedzynarodowa Organizacja Normalizacyjna) 9001 w zakresie projektowania i wytwarzania.

Zestaw Neogen Molekularny test do wykrywania 2 — Cronobacter zawiera 96 testéw, opisanych w Tabeli 1.

Tabela 1. Elementy zestawu Neogen Molekularnego testu do wykrywania

probowek)

amplifikacji i wykrywania

Element Charakterystyka Liczba sztuk | Zawartosé Komentarze
Rézowy roztwér w Ustawione
e ® 3 .
Roztwér lizujgcy Neogen przezroczystych 96 (12 icasm Z |80 ul LS na probéwke w statywie
(LS) X 8 probéwkami) i gotowe do
probéwkach >
uzytku
° - o -
Neogen Molekularny test do PI’ObOW|’(I 96 (12 tagm z Ll?ﬁllonvana sw0|st'a. | cotowe do
wykrywania 2 — Cronobacter | pomaranczowo- X ., | mieszanina do amplifikacji | . .
c . 8 probéwkami) | . . uzycia
Proboéwki z reagentami czerwone i wykrywania
Dodatkowe korki Korki pomaranczowo- 96 (12 tas?m z G.oto.we do
czerwone 8 korkami) uzycia
16 (2 . o
Kontrola Neogen® reagenta Przezroczyste probéwki z | woreczki po Lloﬁllzowane: DNA. Gotowe do
. . kontrolne, mieszanina do .
(KR) korkiem zatrzaskowym 8 oddzielnych uzycia
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Kontrola ujemna, niebedgca czescig zestawu, to jatowe podtoze wzbogacajgce, np. BPW ISO. Nie stosowaé wody jako
kontroli ujemne;j.

Bezpieczenstwo

Uzytkownik powinien doktadnie zapozna¢ sie ze wszystkimi informacjami dotyczacymi bezpieczenstwa zawartymi w
instrukcji dotyczacej systemu Neogen do diagnostyki molekularnej oraz Neogen Molekularnego testu do wykrywania 2
— Cronobacter i sie do nich stosowac. Instrukcje bezpieczenstwa nalezy zachowac do przysztego wykorzystania.

AOSTRZEZENIE: Oznacza niebezpieczng sytuacje, ktérej skutkiem, w razie braku podjecia srodkéw
zapobiegawczych, mogg by¢ powazne obrazenia ciata lub $mier¢ i/lub uszkodzenia mienia.

WAZNA INFORMACJA: Oznacza potencjalnie niebezpieczng sytuacje, ktérej skutkiem, w razie niepodjecia $rodkéw
zapobiegawczych, moze by¢ uszkodzenie mienia.

A OSTRZEZENIE

Neogen Molekularnego testu do wykrywania 2 — Cronobacter nie nalezy stosowaé¢ do diagnozowania ludzi ani zwierzat.

Obowigzkiem uzytkownika jest przeszkolenie personelu w zakresie aktualnych, odpowiednich technik badan:
przyktadowo, Dobrych praktyk laboratoryjnych®, ISO/IEC 17025® lub 1ISO 7218©,

Aby zmniejszy¢ ryzyko zwigzane z wynikiem fatszywie ujemnym prowadzgcym do wydania zanieczyszczonego

produktu:

e Nalezy postepowac zgodnie z protokotem i wykonywac testy zgodnie z zaleceniami podanymi w Informacjach o
produkcie.

e Neogen Molekularny test do wykrywania 2 — Cronobacter nalezy przechowywaé w sposdb podany na opakowaniu i w
informacjach o produkcie.

e Neogen Molekularny test do wykrywania 2 — Cronobacter nalezy zawsze wykorzystaé przed uptywem terminu
waznosci.

e Neogen Molekularny test do wykrywania 2 — Cronobacter nalezy wykorzysta¢ do badania préobek zywnosci, paszy i
srodowiska przetwarzania zywnosci, ktére poddano walidacji wewnetrznej lub przez osoby trzecie.

e Neogen Molekularny test do wykrywania 2 — Cronobacter nalezy stosowa¢ wytgcznie w potgczeniu z
powierzchniami, srodkami odkazajgcymi, protokotami i szczepami bakterii poddanymi walidacji wewnetrznej lub
przez osoby trzecie.

e W przypadku prébki sSrodowiskowej zawierajgcej bufor neutralizujgcy z kompleksem sulfonianu arylu przed
rozpoczeciem badania nalezy przygotowaé roztwor rozciefnczony w stosunku 1:2 (1 czesé¢ probki w 1 czesci jatowego
bulionu wzbogacajgcego). Inng mozliwoscia jest przeniesienie 10 ul wzbogacajgcego buforu neutralizujgcego do
probéwek z roztworem lizujgcym Neogen. Produkty firmy Neogen® do postepowania z probkami, ktére zawierajg
bufor neutralizujgcy z kompleksem sulfonianu arylu: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL10NB2G, HS10NB,
HS10NB2G i HS2410NB2G. Protokét ten nie zostat przetestowany podczas badania NF Validation.

Aby zmniejszy¢ ryzyko zwigzane z narazeniem na substancje chemiczne i zagrozenia biologiczne:

e Badania patogendéw nalezy prowadzi¢ w odpowiednio wyposazonym laboratorium pod kontrolg przeszkolonego
personelu. Inkubowane podtoze wzbogacajace oraz sprzet lub powierzchnie, ktére mogty mieé kontakt z
inkubowanym podtozem wzbogacajgcym, mogg zawieraé patogeny na poziomie zagrazajgcym ludzkiemu zdrowiu.

o Nalezy zawsze przestrzegac standardowych laboratoryjnych praktyk bezpieczenstwa, tagcznie z noszeniem
odpowiedniej odziezy i okularéw ochronnych przy pracy z reagentami i skazonymi prébkami.

Nalezy unika¢ kontaktu z zawartoscig probéwek z podtozem wzbogacajgcym oraz reagentem po amplifikacji.
Nalezy utylizowaé¢ wzbogacone prébki i zwigzane z nimi zanieczyszczone odpady zgodnie z obowigzujgcymi
normami lokalnymi/regionalnymi/krajowymi/branzowymi.

Nie przekraczaé zalecanych ustawien temperatury w bloku grzewczym.

Nie przekraczaé zalecanego czasu ogrzewania.

Stosowaé odpowiedni, skalibrowany termometr do potwierdzenia poprawnosci temperatury Wktadki Neogen®
bloku grzewczego do diagnostyki molekularnej (np. termometr zanurzeniowy zanurzany cze$ciowo lub cyfrowy
termometr z termoogniwem, ale nie termometr zanurzeniowy zanurzany catkowicie). Termometr nalezy umiesci¢ w
wyznaczonym miejscu Wktadki Neogen bloku grzewczego do diagnostyki molekularne;j.

Aby zmniejszy¢ ryzyko zwigzane z zanieczyszczeniem krzyzowym podczas przygotowania testu:
e Nalezy zawsze nosi¢ rekawiczki (aby chroni¢ uzytkownika i zapobiegaé wprowadzaniu nukleaz).
Aby zmniejszy¢ ryzyko zwigzane z narazeniem na gorgce ptyny:

e Nie przekraczac¢ zalecanych ustawien temperatury w bloku grzewczym.



(Polski) 4 =
Nie przekraczaé zalecanego czasu ogrzewania.

Stosowaé odpowiedni, skalibrowany termometr do potwierdzenia poprawnosci temperatury Wktadki Neogen®
bloku grzewczego do diagnostyki molekularnej (np. termometr zanurzeniowy zanurzany czesciowo lub cyfrowy
termometr z termoogniwem, ale nie termometr zanurzeniowy zanurzany catkowicie). Termometr nalezy umiescié w
wyznaczonym miejscu Wktadki Neogen bloku grzewczego do diagnostyki molekularne;j.

UWAGA

Aby zmniejszy¢ ryzyko zwigzane z zanieczyszczeniem krzyzowym podczas przygotowania testu:

Zmienic¢ rekawiczki przed nawodnieniem osadu reagenta.

Zaleca sie stosowanie jatowych koncéwek pipet do biologii molekularnej z (filtrowang) barierg aerozolowa.

Do kazdego przeniesienia probki uzywac¢ nowej koncéwki pipety.

Przy przenoszeniu probek z probéwki wzbogacenia do probéwki lizujgcej nalezy przestrzegac zasad dobrej praktyki
laboratoryjnej. Aby unikng¢ skazenia pipetora, uzytkownik moze zdecydowac¢ sie dodac etap transferu posredniego.
Przyktadowo mozna przenies¢ wzbogacong prébke do jatowej probdéwki.

W miare mozliwosci nalezy uzywac stanowiska badawczego biologii molekularnej z lampg bakteriobéjcza.

Nalezy okresowo dezynfekowaé 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.

Aby ograniczy¢ ryzyko zwigzane z wynikiem fatszywie dodatnim:

e Nie otwiera¢ probéwek po procesie amplifikacji.

e Zanieczyszczone probowki nalezy utylizowaé, namaczajgc je w 1-5% (obj./obj., wodnym) roztworze domowego
wybielacza przez 1 godzine i wynoszgc poza obszar przygotowania testéw.
Nie umieszcza¢ probéwek reagenta w autoklawie po procesie amplifikacji.
Jesliistnieje podejrzenie, ze probki zawierajg duze ilosci DNA bakterii Cronobacter (np. DNA pochodzace z tkanek
niezywotnych Cronobacter poddanych etapowi eliminacji/inaktywacji), domniemane dodatnie wzbogacenia probek
nalezy podda¢ DNazie przed etapem lizy. Dodatkowe instrukcje mozna uzyskac¢ u przedstawiciela firmy Neogen.
Protokot ten nie zostat przetestowany podczas badania NF Validation.

Dodatkowe informacje oraz lokalne przepisy dotyczace utylizacji zawiera karta charakterystyki produktu.

W przypadku pytan dotyczgcych konkretnych zastosowan lub procedur nalezy odwiedzi¢ strone
www.neogen.com lub skontaktowa¢ sie z lokalnym przedstawicielem lub dystrybutorem firmy Neogen.

Obowiazki uzytkownika

Uzytkownicy sg zobowigzani do zapoznania sie z instrukcjami oraz informacjami dotyczgcymi produktu. W celu
uzyskania dalszych informacji nalezy odwiedzi¢ strone internetowg www.neogen.com, lub skontaktowac sie z lokalnym
przedstawicielem lub dystrybutorem firmy Neogen.

Przy wyborze metody testowania nalezy pamietaé, ze takie czynniki zewnetrzne, jak metody prébkowania, protokoty
testowania, przygotowanie prébki, w tym homogenizacja i mieszanie, dalsze postepowanie i technika laboratoryjna
moga wptywaé na uzyskiwane wyniki.

Obowigzkiem uzytkownika przy wyborze jakiejkolwiek metody testowania lub produktu jest poddanie ocenie
dostatecznej liczby prébek z wtasciwymi macierzami i z uwzglednieniem zagrozen powodowanych przez
mikroorganizmy, tak aby zastosowana metoda mogta spetnié¢ 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 lub proceséw.

Aby pomdc klientom ocenié metode dla réznych macierzy, firma Neogen opracowata zestaw kontroli Neogen® macierzy
do diagnostyki molekularnej. W razie potrzeby nalezy uzyé zestawu kontroli macierzy (KM) do ustalenia, czy dana
macierz moze wptywacé na wyniki Neogen Molekularnego testu do wykrywania 2 — Cronobacter. Nalezy przetestowac
kilka prébek reprezentatywnych dla macierzy, czyli prébek pozyskanych z réznych zrédet, podczas dowolnego okresu
walidacji przy stosowaniu metody firmy Neogen lub podczas testowania nowych lub nieznanych macierzy albo macierzy
poddanych zmianom w zakresie procesu lub surowcéw.

Macierz mozna zdefiniowac jako typ produktu o nieodtgcznych wtasciwosciach, takich jak sktad i proces wytwarzania.
Réznice pomiedzy macierzami mogg by¢ réwnie tatwo zauwazalne, jak efekty spowodowane réznicami w procedurach
obrébki lub prezentacji, przyktadowo surowe a pasteryzowane, $§wieze a suszone itd.
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Ograniczenie gwarancji / Ograniczony srodek prawny
JESLI NIE ZOSTALO TO WYRAZNIE OKRESLONE W ROZDZIALE DOT. OGRANICZONEJ GWARANCJI POJEDYNCZYCH
OPAKOWAN PRODUKTOW, FIRMA NEOGEN WY£ACZA ODPOWIEDZIALNOSC WSZYSTKICH GWARANCJI
DOMNIEMANYCH | DOROZUMIANYCH, W TYM MIEDZY INNYMI, DOWOLNYCH GWARANCJI 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 przyznana na mocy prawa nie moze przekroczyé ceny
zakupu rzekomo wadliwego produktu.

Przechowywanie i utylizacja

Neogen Molekularny test do wykrywania 2 — Cronobacter nalezy przechowywac¢ w temp. 2-8°C. Nie zamrazad.
Podczas przechowywania chronié zestaw przed $wiattem. Po otwarciu zestawu nalezy sprawdzi¢, czy woreczek
foliowy nie jest uszkodzony. Nie uzywacé zestawu, jezeli woreczek jest uszkodzony. Po otwarciu nieuzywane probéwki
z reagentem nalezy przechowywaé w woreczku wielokrotnego zamkniecia z pochtaniaczem wilgoci wewnatrz, co
pozwoli zachowa¢ stabilnos¢ liofilizowanych reagentéw. Ponownie zamkniete woreczki mozna przechowywaé w temp.
2-8°C maksymalnie przez 60 dni.

Nie stosowa¢ Neogen Molekularnego testu do wykrywania 2 — Cronobacter po uptywie daty waznosci. Termin
waznosci i numer partii podano na zewnetrznej etykiecie pudetka. Po uzyciu podtoze wzbogacajgce i probéwki Neogen
Molekularnego testu do wykrywania 2 — Cronobacter mogg zawiera¢ materiaty patogenne. Po zakonczeniu badania
nalezy stosowac sie do aktualnych standardéw branzowych dotyczacych utylizacji zanieczyszczonych odpaddw.
Dodatkowe informacje oraz lokalne przepisy dotyczace utylizacji zawiera karta charakterystyki produktu.

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 uzytkownika systemu Neogen do diagnostyki molekularnej
(0Q), jak opisano w dokumencie ,instrukcje i protokoty odno$nie wymagan dotyczacych instalacji (IQ) / kwalifikacji
operacyjnej (OQ) systemu Neogen do diagnostyki molekularnej”®.

Szczegdtowe wymagania opisano w czesci ,Specjalne instrukcje dotyczgce zatwierdzonych metod”:

Tabela 3 — protokoty wzbogacania wedtug AOAC® Official Method of Analysis™ 2018.01 i certyfikatu Performance
Tested*™ nr 101703.

Tabela 4 — protokoty wzbogacania zgodnie z certyfikatem NF VALIDATION 3M 01/20-03/18.

Wzbogacanie prébki
Tabele 2, 3 i 4 zawierajg wytyczne dotyczgce protokotéw wzbogacania zywnosci i prébek srodowiskowych.

Uzytkownik ma obowigzek przeprowadzi¢ walidacje alternatywnych protokotéw prébkowania i wzbogacania lub
proporcji roztwordw, aby sprawdzié¢, czy dana metoda badawcza spetnia kryteria okreslone przez uzytkownika.

Zywnos$é, proszki srodowiskowe, pyt, zmiotki i gabki
1. Jesli procedura wzbogacania nie stanowi inaczej (patrz Tabele 2, 3 lub 4), doprowadzi¢ podtoze wzbogacajgce do
temperatury pokojowej (20-25°C).

2. Aseptycznie potaczyé podtoze wzbogacajgce z probka i doktadnie zhomogenizowacé poprzez zmieszanie,
wytrzgsanie, wirowanie lub mieszanie reczne przez 2 + 0,2 minuty lub do catkowitego rozpuszczenia wszystkich
grudek i uzyskania jednolitej zawiesiny wzbogacajacej™®.

a. Czynniki takie jak przygotowanie prébki, w tym homogenizacja i mieszanie, postepowanie i techniki
laboratoryjne réwniez moga wptynaé na wynik badania.

b. W przypadku probek o wysokiej zawartosci czgstek statych zaleca sie stosowanie workow z filtrem.



unikng¢ grudek.

3. Inkubowaé w sposéb podany w tabeli odpowiedniego protokotu (patrz Tabela 2, 3 lub 4).

Tabela 2. Ogodlne protokoty wzbogacania
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c. W przypadku macierzy, ktére zwiekszajg swojg objetoéé w wodzie i sg wysoce lepkie (np. zboza, skrobie), zaleca
sie wykonanie dalszych rozcienczen (> 1:10) az do odpowiedniego zmniejszenia lepkosci lub dodanie sterylne;j
1% (% obj.) alfa-amylazy do BPW (ISO)®,

d. W przypadku duzych prébek kaszek powoli doda¢ kaszke w proszku do ptynu, czesto mieszajac, aby

L Wielkosé | Objetosé bulionu | Tcmperatura Czas | Objetosé
Macierz prébki rébki' | wzboaacaiaceqo’s? wzbogacania |wzbogacania| badanej
P gacajaceg (2 1°C) (godz.) prébki
Mleka w proszku dla niemowlat i
materiaty nieprzetworzone, t.akle jak Prébka 9X ml BPW (ISO)
mleko w proszku, proszek sojowy, 1X (1:10) 37 18-24 20 pl
serwatka w proszku, laktoza, maka 9 )
ryzowa i maltodekstryna
Materiaty nieprzetworzone, takie jak
sole, mineraty, aminokwasy, DHA P;‘)’(bka 99X ”(‘: 5%‘3’) (10) 37 18-24 20 pl
(kwas dokozaheksaenowy) i witaminy 9 )
Suche prébki srodowiskowe, takie ,
jak kurz, zmiotki, brud zassany do Probka | 9X'ml BPW (ISO) 37 18-24 20 pl
1Xg (1:10)
odkurzacza
]
Gabka srodowiskowa z 10 ml bulionu urzadzenie
Letheen lub bulionu neutralizujgcego do 90 ml BPW (ISO) 37 18-24 20 pl
. . (1:10)
D/E pobierania
prébek

1. Firma Neogen ocenita Neogen Molekularny test do wykrywania 2 — Cronobacter przy uzyciu wspétczynnikdéw
rozcienczenia podanych w Tabeli 2, do 300 g. Uzytkownik ma obowigzek przeprowadzi¢ walidacje alternatywnych

protokotdéw i proporcji roztwordw, aby sprawdzié¢, czy metoda badawcza spetnia kryteria okreslone przez

uzytkownika.

2. Jesli objetos¢ bulionu wzbogacajgcego jest wieksza niz 300 ml (np. prébka jest wieksza niz 30 g), nalezy stosowac
wstepnie ogrzane podtoze BPW (ISO).

Specjalne instrukcje dotyczace zatwierdzonych metod

AOAC® Official Method of Analysis$¥ (OMA) 2018.01

Certyfikat nr 101703 AOAC® Performance Tested ™ (PTM)

5 PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER

101703

W badaniach AOAC Research Institute OMASM i PTM®M Neogen Molekularny test do wykrywania 2 — Cronobacter
okazat sie by¢ skuteczng metoda wykrywania bakterii Cronobacter. W Tabeli 3 przedstawiono macierze przetestowane

w ramach tego badania.



Tabela 3. Protokoty wzbogacania zgodnie z AOAC® OMASY 2018.01 i PTMS 101703
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L Wielkosé | Objetosé bulionu | 'emperatura T e e
Macierz probki rébki wzbogacaiacedo’ wzbogacania | wzbogacania | badanej
P gacajaceg (£ 1°C) (godz.) prébki
Mleko w proszku dla niemowlat i 90 ml BPW (ISO) B
kaszka w proszku dla niemowlat 109 (1:10) 37 18-24 20 ul
Nieprobiotyczna kaszka w proszku dla 2700 ml BPW Wstepnie B
niemowlat 3009 (ISO) (1:10) ogrzane 37 18-24 20 ul
Mleko w proszku dla niemowlat i 2700 ml BPW Wstepnie
kaszka w proszku dla niemowlat z 300g (1SO) + 10 mg/I . rz::e 37 22-24 20 pl
probiotykami wankomycyny 9
Laktoza 10g 90 ml BPW (ISO) 37 18-24 20 pl
(1:10)
]
Gabka srodowiskowa z 10 ml bulionu urij(z)enle 90 ml BPW (I1SO) 37 18-24 20 ul
neutralizujgcego D/E . . (1:10) H
pobierania
probek

1. Jesli objetosé bulionu wzbogacajacego jest wieksza niz 300 ml, nalezy stosowaé wstepnie ogrzane podtoze BPW (ISO).

Certyfikacja NF VALIDATION instytutu AFNOR Certification
e%.“r-\C.ATION

VALIDATION
EN IS0 16140

3M 01/20-03/18
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 I1SO 22964.

Zakres zatwierdzania: preparat w proszku dla niemowlat i kaszki w proszku dla niemowlat z probiotykami lub bez,
materiaty nieprzetworzone i prébki sSrodowiskowe.

Przygotowanie prébki: probki nalezy przygotowaé zgodnie z normg EN ISO 22694® i EN ISO 68878,

Wersja oprogramowania: patrz certyfikat.
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Tabela 4. Protokoty wzbogacania zgodnie z metodg 3M 01/20-03/18 certyfikowang wedtug NF VALIDATION

. e ielkos¢ Jjetosc bulionu . o . alecany punkt
Wielkosé | Obietosé buli Temperatura Czas Objetosé Zal K
Macierz prébki rébki | wzboaacaiaceqo’ wzbogacania | wzbogacania | badanej rzerwania®®
P gacajaceg (= 1°C) (godziny) prébki P
e Mieko w proszku
dla niemowlat
e Kaszka w proszku
dla niemowlat
e Sktadniki takie jak Bulion
mleko w proszku, wzbogacajacy
proszek sojowy, lub prébke
serwatka w lizatu mozna
proszku, laktoza, 10g przechowywac
maka ryzowa, w temperaturze
maltodekstryna 2-8°C przez
e Suche prébki maksymalnie
$rodowiskowe, 90 ml BPW (ISO) 72 godziny
takie jak kUrZ, (1:10) 37 18-24 20 “I
zmiotki, brud
zassany do
odkurzacza
Bulion
1 wzbogacajacy
e Gabka, woda urzadzenie Iilzuatzuljo?::r?a
' do ;
do p’rukanl.a, pobierania przechowywac
chusteczki robek lub w temperaturze
P 10 ml 2-8°C przez
maksymalnie
72 godziny
Bulion
wzbogacajacy
Mleko w proszku dla .|Ub prob.ke
niemowlat i kaszka w lizatu mozna
. 30-300g | BPW (ISO) (1:10) 37 18-24 20 pl przechowywac
proszku dla niemowlat
(nieprobiotyczne) W temperaturze
2-8°C przez
maksymalnie
72 godziny
Mleko w proszku dla BPW (I1SO)
niemowlatikaszka w | 54 ggq g | * 10 mg/l 37 22-24 20 Zaden
proszku dla niemowlat wankomycyny
(z probiotykiem) (1:10)

1. Jesli objetosé bulionu wzbogacajgcego jest wigksza niz 300 ml (np. probka jest wieksza niz 30 g), nalezy stosowaé
wstepnie ogrzane podtoze BPW (I1SO).

2. Po wyijeciu bulionu wzbogacajgcego z magazynu nalezy wznowi¢ testy od kroku 1 czesci Lizy. Po wyjeciu prébki
lizatu z magazynu nalezy wznowi¢ testy od kroku 7 czesci Lizy.

3. Ponowne badanie przechowywanych lizatéw poddanych obrébce termicznej — patrz Zatgcznik A.

Przygotowanie Tacy Neogen® urzagdzenia szybkiego tadowania testéw do diagnostyki molekularnej
1. Zmoczyé szmatke lub jednorazowy recznik 1-5% (obj./obj., wodnym) roztworem wybielacza do uzytku domowego i
przetrzeé nim Tace Neogen urzadzenia szybkiego tadowania testéw do diagnostyki molekularne;j.

2. Sptuka¢ wodg Tace Neogen urzadzenia szybkiego tadowania testow do diagnostyki molekularne;j.
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3. Osuszyc¢ Tace Neogen urzgdzenia szybkiego tadowania testéw do diagnostyki molekularnej za pomoca
jednorazowego recznika.

4. Przed rozpoczeciem uzytkowania nalezy sprawdzié, czy Taca Neogen urzadzenia szybkiego tadowania testéw do
diagnostyki molekularnej jest sucha.

Przygotowanie Wktadki Neogen® bloku chtodzenia do diagnostyki molekularnej

Wkitadke Neogen bloku chtodzenia do diagnostyki molekularnej nalezy umiesci¢ bezposrednio na blacie
laboratoryjnym. Taca Neogen bloku chtodzenia do diagnostyki molekularnej nie bedzie potrzebna. Stosowaé blok w
temperaturze otoczenia w laboratorium (20-25°C).

Przygotowanie Wktadki Neogen® bloku grzewczego do diagnostyki molekularnej

Whktadke Neogen bloku grzewczego do diagnostyki molekularnej nalezy umiesci¢ w suchym podwdéjnym bloku
grzewczym. Wigczy¢ suchy blok grzewczy i ustawi¢ temperature pozwalajgcg Wktadce Neogen bloku grzewczego do
diagnostyki molekularnej osiggna¢ i utrzymac temperature 100 = 1°C.

UWAGA: W zaleznosci od typu bloku grzewczego Wktadke Neogen bloku grzewczego do diagnostyki molekularnej
nalezy zostawi¢ na okoto 30 minut, by osiggneta odpowiednig 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 + 1°C.

Przygotowanie Urzadzenia Neogen® do diagnostyki molekularnej
1. Uruchomi¢ oprogramowanie Neogen® do diagnostyki molekularnej i zalogowa¢é sie. Skontaktowac sie z
przedstawicielem Neogen Food Safety, aby upewni¢ sie, ze dysponujg Panstwo najnowszg wersjg oprogramowania.

Wiaczyé Urzagdzenie Neogen do diagnostyki molekularne;j.

Utworzy¢ lub edytowac serie z danymi dla kazdej prébki. Szczegdétowe informacje sg dostepne w instrukcji obstugi
Systemu Neogen do diagnostyki molekularne;j.

UWAGA: Przed wtozeniem Tacy Neogen urzgdzenia szybkiego tadowania testow do diagnostyki molekularnej z
probéwkami reakcyjnymi Urzadzenie 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 srubokretu wyja¢ dolng czes¢ stojaka z probdwkami z roztworem lizujgcym Neogen przed umieszczeniem
go we Wktadce Neogen bloku grzewczego do diagnostyki molekularne;j.

1. Umozliwi¢ ogrzanie probéwek z roztworem lizujgcym Neogen (LS), pozostawiajgc stojak w temperaturze
otoczenia (20—25°C) na noc (16-18 godzin). Alternatywg dla réwnowazenia temperatury probéwek z roztworem
lizujgcym Neogen do temperatury otoczenia jest pozostawienie probowek z roztworem lizujgcym Neogen na
stole laboratoryjnym na co najmniej 2 godziny, inkubacja probdwek z roztworem lizujgcym Neogen w cieplarce
nastawionej na 37 = 1°C przez 1 godzine lub umieszczenie ich w suchym podwdéjnym bloku grzewczym na 30
sekund w temp. 100°C * 1°C.

2. Odwrdci¢ probéwki zamkniete korkiem w celu wymieszania ich zawartosci. Przejs¢ do nastepnego kroku w ciggu
4 godzin od odwrdcenia.

3. Wyja¢ bulion wzbogacajacy z cieplarki.

Dla kazdej probki oraz prébki KU (sterylnego podtoza wzbogacajgcego) wymagana jest jedna probdéwka z
roztworem lizujgcym Neogen.
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4.1 Tasmy z probéwkami z roztworem lizujgcym Neogen mozna docigé do zagdanej liczby probdwek. Zaleznie od
sytuacji nalezy dobrac liczbe pojedynczych probéwek z roztworem lizujgcym Neogen lub tasm ztozonych z 8
probéwek. Umiesci¢ probowki 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 stosowaé nowg koncowke pipety.

4.3 Wzbogacong prébke nalezy przenie$é do probdwek z roztworem lizujgcym Neogen w opisany ponizej sposéb:

Najpierw przenie$¢ kazdg wzbogacong prébke do pojedynczej probéwki z roztworem lizujgcym Neogen. Na
koncu przeniesé¢ KU.

4.4 Do zdejmowania korkéw tasmy z probéwkami z roztworem lizujgcym Neogen (po jednej tasmie na raz) nalezy
wykorzystaé Narzedzie Neogen® do zaktadania/zdejmowania korkéw probéwek do diagnostyki molekularnej —
Liza.

4.5 Zdjg¢ korek probéwki z roztworem lizujgcym Neogen — jeéli lizat bedzie zachowany do celéw ponownego
wykonania testu, umiesci¢ korki w czystym pojemniku do ponownego zatozenia po wykonaniu lizy.

4.5.1. Odnosnie obrébki zachowanego lizatu patrz Zatgcznik A.

4.6 Wstrzgsngc¢ worek z podtozem wzbogacajgcym przed pobraniem prébki od strony filtra podczas pracy z
probkami lepkimi.

4.7 Przenies¢ 20 ul prébki do probéwki z roztworem lizujgcym Neogen, o ile nie podano inaczej w protokole
zamieszczonym w tabeli.

Powtarza¢ kroki 4.4 do 4.7 do momentu dodania kazdej indywidualnej probki do odpowiedniej probdowki z
roztworem lizujgcym Neogen w tasmie.

| N

10.

Po przeniesieniu wszystkich prébek przenie$é 20 ul KU (jatowe podtoze wzbogacajgce, np. BPW) do probdéwki z
roztworem lizujgcym Neogen. Nie stosowaé wody jako KU.

Upewni¢ sie, ze temperatura Wktadki Neogen bloku grzewczego do diagnostyki molekularnej wynosi 100 = 1°C.

Umiesci¢ odkryty stojak na probowki z roztworem lizujgcym Neogen we Wktadce Neogen bloku grzewczego do
diagnostyki molekularnej i ogrzewac przez 15 = 1 min. Podczas ogrzewania roztwor lizujagcy Neogen zmieni barwe z
rézowej (chtodny) na z6ttg (goracy).

Prébki, ktore nie przeszty odpowiedniej obrébki cieplnej na etapie lizy, mozna uznaé za potencjalne zagrozenie
biologiczne i NIE nalezy ich umieszczaé¢ w Urzadzeniu Neogen do diagnostyki molekularnej.

Wyijaé odkryty stojak z probéwkami z roztworem lizujgcym Neogen z bloku grzewczego Neogen do diagnostyki
molekularnej i umozliwi¢ schtodzenie we Wktadce Neogen bloku chtodzenia do diagnostyki molekularnej przez

co najmniej 5 minut, a maksymalnie 10 minut. Wktadka Neogen bloku chtodzenia do diagnostyki molekularnej,
stosowana w temperaturze otoczenia bez Tacy Neogen® bloku chtodzenia do diagnostyki molekularnej, powinna
znajdowac sie bezposrednio na stole laboratoryjnym. Po schtodzeniu roztwér lizujgcy Neogen ponownie przybierze
rézowa barwe.

Wyija¢ stojak z probéwkami z roztworem lizujgcym Neogen z Wktadki Neogen bloku chtodzenia do diagnostyki
molekularnej.
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Amplifikacja

1.

Dla kazdej prébki oraz KU wymagana jest jedna probdwka reagenta Neogen Molekularnego testu do wykrywania 2
— Cronobacter.

1.1 Tasmy z probéwkami mozna docig¢ do pozadanej liczby probéwek. Dobra¢ wymagana liczbe pojedynczych
probéwek z reagentem Neogen Molekularnego testu do wykrywania 2 — Cronobacter lub tasm ztozonych z 8
probowek.

1.2 Umiesci¢ probéwki z reagentem Neogen Molekularnego testu do wykrywania 2 — Cronobacter w pustym
stojaku.

1.3 Nie wolno dopusci¢ do wstrzgsniecia granulek reagenta na dnie probowek.
Wybra¢ jedng probéwke Kontroli Neogen reagenta i umiescic jg w stojaku.

Aby unikngé¢ zanieczyszczen krzyzowych, nalezy otwiera¢ tasmy z probéwkami z reagentem Neogen Molekularnego
testu do wykrywania 2 — Cronobacter pojedynczo i na kazdym etapie przenoszenia stosowaé nowg koncéwke pipety.

Przenie$¢ poszczegdlne lizaty do probowki z reagentem Neogen Molekularnego testu do wykrywania 2 —
Cronobacter oraz do probéwki z Kontrolg Neogen reagenta w sposéb opisany ponizej:

Przenies¢ najpierw kazdg probke lizatu do oddzielnej probéwki z reagentem Neogen Molekularnego testu do
wykrywania 2 — Cronobacter, a nastepnie przenies¢ KU. Na koicu nawodni¢ probdwke z Kontrolg Neogen reagenta.

Do zdejmowania korkéw probdéwek z reagentem Neogen Molekularnego testu do wykrywania 2 — Cronobacter
nalezy wykorzysta¢ 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 1/2 ptynu (unikaé osadu) probéwki z roztworem lizujagcym Neogen
do odpowiedniej probéwki z reagentem Neogen Molekularnego testu do wykrywania 2 — Cronobacter.
Pipetowac¢ 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 probéowek z
reagentem Neogen Molekularnego testu do wykrywania 2 — Cronobacter znajdujacych sie w tasmie.

5.3 Probowki z reagentem Neogen Molekularnego testu do wykrywania 2 — Cronobacter nalezy zamkng¢
zatgczonymi dodatkowymi korkami i za pomocg zaokraglonej strony Narzedzia Neogen do zaktadania/
zdejmowania korkéw probdwek do diagnostyki molekularnej — Reagent wywotaé nacisk ruchem w przéd i w tyt,
aby upewnic sie, ze korek zostat szczelnie natozony.

5.4 Kroki 5.1 do 5.3 nalezy powtarzac¢ zaleznie od potrzeby dla wszystkich préobek poddawanych badaniu.

5.5 Po przeniesieniu wszystkich probek lizatu powtérzy¢ kroki 5.1 do 5.3, aby przenie$¢ 20 pl lizatu KU do probowki
z reagentem Neogen Molekularnego testu do wykrywania 2 — Cronobacter.

5.6 Przenies$¢ 20 pl lizatu KU do probéwki z Kontrolg Neogen reagenta. Pipetowaé pod katem, aby nie dopuscié do
wstrzgsniecia granulek. Delikatnie wymieszaé, pobierajgc i wypuszczajgc roztwér pipetg 5 razy.

Zamkniete korkiem probéwki nalezy umiesci¢ na czystej i odkazonej tacy Neogen urzadzenia szybkiego tadowania
testéw do diagnostyki molekularnej. Zamkng¢ i zablokowac¢ pokrywe tacy Neogen urzgdzenia szybkiego tadowania
testow do diagnostyki molekularne;j.
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W oprogramowaniu Neogen do diagnostyki molekularnej sprawdzi¢ i potwierdzi¢ konfiguracje analizy.

Klikngé przycisk Start w programie i wybraé uzywane urzadzenie. Nastgpi automatyczne otwarcie pokrywy
wybranego urzadzenia.

9. Aby rozpocza¢ analize, nalezy umiesci¢ Tace Neogen urzadzenia szybkiego tadowania testéw do diagnostyki
molekularnej w Urzadzeniu Neogen do diagnostyki molekularnej i zamkng¢ pokrywe. Na wyniki trzeba poczeka¢ 60
minut, cho¢ wyniki dodatnie mozna uzyskaé wczesnie;j.

10. Po zakonczeniu testu nalezy wyja¢ Tace Neogen urzadzenia szybkiego tadowania testow do diagnostyki
molekularnej z Urzgdzenia Neogen do diagnostyki molekularnej i zutylizowaé probéwki, namaczajac je w 1-5%
(obj./obj., wodnym) roztworze domowego wybielacza 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¢ probdéwek reagenta zawierajgcych DNA po amplifikacji. Dotyczy
to reagenta Neogen Molekularnego testu do wykrywania 2 — Cronobacter, Kontroli Neogen reagenta oraz probowek
kontroli Neogen macierzy. Zanieczyszczone uszczelnione probéwki reagenta nalezy utylizowaé, namaczajac je w 1-5%
(obj./obj.; wodnym) roztworze domowego wybielacza przez 1 godzine i wynoszgc poza obszar przygotowania testéw.

Wyniki i interpretacja

Algorytm interpretuje krzywa strumienia swietlnego 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 okres§lonych niepowtarzalnych parametrow krzywej. Domniemane wyniki
dodatnie przekazuje sie w czasie rzeczywistym, natomiast wyniki ujemne wyswietlg sie po zakonczeniu testu.

UWAGA: Nawet prébka ujemna nie da odczytu zerowego, jako ze system i odczynniki do amplifikacji Neogen
Molekularnego testu do wykrywania 2 — Cronobacter charakteryzujg sie swoistym poziomem tta w RLU.

Potwierdzenie
e Potwierdzenie wynikéw zgodnie z certyfikowang metodg NF VALIDATION

W kontekscie walidacji NF VALIDATION, wszystkie domniemane dodatnie wzbogacenia prébek nalezy potwierdzi¢
stosujgc referencyjng metode potwierdzania®, poczgwszy od transferu z gtéwnego podtoza wzbogacajgcego (BPW ISO
lub BPW ISO uzupetnione 10 mg/l wankomycyny).

e Inny protokét potwierdzania

Domniemane dodatnie wzbogacenia prébek nalezy potwierdzi¢ zgodnie ze standardowymi procedurami operacyjnymi
laboratorium lub stosujgc odpowiednig referencyjng metode potwierdzajgca™?, poczgwszy od transferu z gtéwnego
podtoza wzbogacajgcego (BPW ISO lub BPW ISO uzupetnione 10 mg/l wankomycyny) do drugorzedowego podtoza
wzbogacajgcego, a nastepnie wyizolowanie i potwierdzenie izolatéw za pomocg stosownych metod biochemicznych,
serologicznych i/lub molekularnych.

W rzadkich przypadkach, przy wystgpieniu nietypowego swiatta wychodzgcego, algorytm opisze je jako ,,Sprawdzi¢”
(Inspect). Firma Neogen zaleca powtérzenie testéw dla wszystkich prébek oznaczonych jako ,.Sprawdzié” (Inspect).
Jezeli utrzymuje sie wynik ,Sprawdzié” (Inspect), nalezy przej$¢ do testu potwierdzajgcego z zastosowaniem
preferowanej metody lub zgodnie z lokalnymi przepisami'2,

W przypadku niezgodnoséci wynikéw (domniemany wynik dodatni w badaniu Neogen Molekularnym testem do
wykrywania 2 — Cronobacter, brak potwierdzenia jedng z powyzszych metod) laboratorium musi wykonaé czynnosci
niezbedne do zapewnienia waznosci uzyskanych wynikéw.
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W przypadku pytan dotyczgcych konkretnych zastosowan lub procedur nalezy odwiedzi¢ strone
www.neogen.com lub skontaktowa¢ sie z lokalnym przedstawicielem lub dystrybutorem firmy Neogen.

Zatacznik A. Przerwanie protokotu: przechowywanie i ponowne badanie lizatéw poddanych obrébce cieplnej

1.

o s D

7.

W celu przechowywania lizatu poddanego obrébce termicznej nalezy ponownie zamkngé probéwke lizatu czystym
korkiem (patrz czeé¢ Liza, punkt 4.5).

Przechowywaé w temp. 2 do 8°C maksymalnie przez 72 godziny.
Przygotowaé przechowywang prébke do amplifikacji przez odwrécenie 2—-3 razy w celu zmieszania.
Otworzy¢ probowki.

Umiesci¢ mieszane probowki lizatu we Wktadce Neogen bloku grzewczego do diagnostyki molekularnej i ogrzewaé
w temp. 100 £ 1°C przez 5 = 1 min.

Wyijaé 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.

Kontynuowac protokét od etapu Amplifikacji wyszczegdlnionego powyzej.

Bibliografia:

1.
2.
3.

US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual (BAM) Ch. 29; MAR 2012
ISO 22964:2017 Microbiology of the food chain -- Horizontal method for the detection of Cronobacter spp.

U.S. Food and Drug Administration. Code of Federal Regulations, Title 21, Part 58. Good Laboratory Practice for
Nonclinical Laboratory Studies.

ISO/IEC 17025:2017. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.

ISO 7218:2007/Amd. 1:2013. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General requirements and guidance
for microbiological examination.

Installation Qualification (IQ)/Operational Qualification (OQ) Neogen® Molecular Detection System. Contact your
Neogen Food Safety representative to obtain a copy of this document.

ISO 6887-5:2010. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial suspension
and decimal dilutions for microbiological examination-- Part 5: Specific rules for the preparation of milk and milk
products.

ISO 6887-4:2017. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial suspension
and decimal dilutions for microbiological examination -- Part 4: Specific rules for the preparation of miscellaneous
products.

ISO 16140-2:2016. Microbiology of the food chain — Method validation — Part 2: Protocol for the validation of
alternative (proprietary) methods against a reference method.

Nalezy odnies$¢ sie do aktualnych wersji wymienionych powyzej metod standardowych.

Objasnienie symboli
info.neogen.com/symbols
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[JaTa Bbinycka: 2024-01
S NEOGEN

VHCTpYyKUUM K NnpenapaTty
TecT-Habop 2 Ana MmonekynsipHoro aHanusa - Cronobacter

OnucaHune n npeaHasHavyeHue npoaykKTa

KomnnekT «Neogen® TecT-Habop 2 ANt MONeKYNSAPHOro aHanm3a - Cronobacter» NCNONb3yeTcsi BMecTe C CUCTEMOIA
MoneKynsipHoi anarHocTk Neogen® ans 6bICTPOro 1 TOUHOro o6HapyXeHus LuTaMmoB Cronobacter B
o6oralleHHbIX Npobax NULLEBbLIX NPOAYKTOB 1 Cpes MPOM3BOACTBA NMULLEBLIX MPOAYKTOB.

B komnnekTe «Neogen TeCT-Ha60p ANA MONEKYNIAPHOIro aHann3a» NCNoNb3yeTcA netieBad M3oTepMmyeckas
aMI'Il'II/Id)I/IKaLI,VIﬂ ansa 6bICTpOFO paclmpeHna HyKNeoTnaHbIX HOCHEAOBaTeﬂbHOCTeVI C BbICOKOW TOYHOCTbHO U
YyBCTBUTE/IbHOCTbHO B COYMETaHUN C 6VIO}1I-OMVIHECLI,EHLJ,I/IEIZ ANnA BbiABNEHUA aMI'IﬂI/I(I)I/IKaU,I/II/I. npeAI’IOJ'IO)KI/ITe}'IbHO
NONOXKNTE/IbHbIE Pe3y/ibTaTbl 0To6pa>|<a+0Tc9| B pe€aslbHOM BpeMEHN, a OTpuLaTe/IbHbl€ pe3yibTaTbl — MO
3aBepLeHN aHann3a. Pe3yanaTb|, KOTOPbIE MOXHO CHNTATb MNOJIOXKNTENTbHBIMW, CiegyeT NOATBEPXKAATb
npeanoyvTnTesIbHbIM AN4 BaC METOL0M NI B COOTBETCTBUN C MECTHBIMU HOPMATBHbIMA TpGGOBaHVIFIMVI“'Z).

Komnnekt «Neogen TecT-Habop 2 415 MONeKyAsipHOro aHanumsa - Cronobacter» npeAHasHa4eH ANs MPUMeHeHVs B
NabopaTopHbIX YCIOBUSIX U JONIXKEH NCMO/b30BaThCs CreumanmcTaMum, NpoLUeALLnMmn obyyeHne nabopaTopHbIM
MeToAaM paboTbl. KomnaHma Neogen JOKyMEHTaNIbHO He NMOATBEPXKAANa BO3MOXHOCTb MCMONb30BaHMS 3TOrO
NpoAyKTa B APYrvx 0TPacasaX MPOMbILLNEHHOCTI, KpOMeE OTPaC/Iv MPOV3BOACTBA NPOAYKTOB MUTAHNSA N HAaNUTKOB.
Hanpumep, komnaHusa Neogen He NoATBepXAana AOKYMEHTabHO BO3MOXHOCTb MCMOJIb30BaHMS 3TOrO NPOAyKTa
AN TeCTUPOBaHMA GapMaLeBTUYECKMX, KOCMETUNYECKMX, KTVHUYECKUX U BeTePUHAPHbIX Npob. [eicTBue
komnnekTa «Neogen TecT-Habop 2 AN MONEKYNAPHOro aHanmsa - Cronobacter» He OLEHMBaNOCb B OTHOLLEHUN
BCEX BO3MOXHbIX MULLEBbIX MPOAYKTOB, TEXHONOMN MPOU3BOACTBA NULLEBLIX MPOAYKTOB, MPOTOKO/IOB
TeCTUPOBAHMA 1 LUTaMMOB 6aKTepuii.

Kak n B cny4yae npyiMeHeHUs N1060ro MmeToAa TeECTUPOBAHUSA, Ha pe3yJsibTaTbl NCCIe[0BaHNA MOXKET
MOBJ/INAAITb NCTOYHMK, COCTaB U KauecTBO 060raTuUTeNIbHOM cpeabl. Ha pe3ynbTaThl UcC/ie0BaHUSA MOTYT

TakXKe NOBNATL Takme GpakTopbl, Kak MeTog oTbopa Npo6, MPOTOKO/Ibl TECTUPOBaHUS, MOAFOTOBKA NPoo6,

BKJ/IFOYAsi FOMOreH13aLmio 1N CMeLLBaHMe, CNocobbl 06paboTkK, a TakKe MeToAnKa 1abopaTopHOI paboTshl.
YT06bI rapaHTMpPOBaThL COOTBETCTBME BblIOpaHHOIro MeToja KpUTepUsSM Nonb3oBaTens, koMmnaHms Neogen
peKkoMeHAyeT OLEeHUTb MeToJ, BK/ItoUas 0boraTuTesibHyr cpeay, HenocpeCcTBEHHO B labopaTopum Nosb3oBaTens
C NPUMEHEHNEM JOCTAaTOYHOrO KOIMYeCTBa NPO6, KOHKPETHLIX NMULLEBLIX MPOAYKTOB U (U1K) NPO6 OKpYXatoLLel
cpesabl, a Takke MUKPOBHbLIX MPOBOKALMOHHbLIX NPO6.

KomnaHus Neogen oueHvBana Agectene komnnekta «Neogen TecT-Habop 2 ANst MONEKYNSIPHOrO aHaNn3a -
Cronobacter», ICNONb3ysi B Ka4eCTBe 060raTUTeNIbHON Cpesbl 3abydepeHHyo nenToHHy Boay ISO.

Mprbop Ans MonekynsspHon gnarHoctnkm Neogen® npegHasHadeH A8 NCNONb30BaHWA BMecTe ¢ npobamu,
npoLueALnMm TennoByr 06paboTKy Ha 3Tane N13Knca, KOTOPbIN NMPOBOAUTCA C Lie/ibHo YHUYUTOXEHNS
NPUCYTCTBYIOLLMX B NPO6e opraHn3MoB. [1po6bl, KOTOpble He MPOLUAV HajaexXalLlyro Terna0By 06paboTKy Ha
3Tane nn3unca, MoryT NpeAcTaBAATbL 6ronornyeckyro onacHocTb. SAMPELLAETCS BcTaBnaTb Mx B Npnbop 4ns
MONeKynsspHon guarHoctnkm Neogen.

Mpoueccbl paspaboTkn 1 NponssoAcTBa KomnaHuy Neogen Food Safety npoLunv nposepky 1 noay4mnam
ceptndumkat ISO 9001 (MexayHapoAHas opraHmMsaums no ctaHgapTuragum).

B komnnekTe «Neogen TecT-Habop 2 A58 MONIeKyNspHOro aHanmsa - Cronobacter» npefycMoTpeHo 96 TecToB,
OnuncaHne KOTOPbIX COAepXMTCS B Tabanue 1.
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Ta6nunua 1. KomnoHeHTbl KoMnnekTa «Neogen TecT-Habop A/19 MONEKYNSPHOro aHanu3a»

dnemMeHT 0O603HaueHmne KonnuectBo Copep>xunmoe KommeHTapum
96
® PosoBbili pactBop | (12 nnactuHok | 580 Mk pacTBopa B wratnse
Neogen® PactBop A5 nvsnca o
(LS) B MPO3pPaYHbIX no 4N NN3MCa B KaXO0MN 1 FrOTOBbI K
npoburpkax 8 Npobunpok npobupke 1CNO/Ib30BaHUIO
Ha KaXzaow)
96 NnogpunnsmposaHHas
Neogen® TecT-Habop 2 a4ns ¢ P
(12 nnacTnMHokK cMechb Ansd
MOJIEKY/IAPHOr0 aHanmsa - OpaHxeBo-KpacHble FoToBbI K
no amnaneurkaumm
Cronobacter (Mpobupku ¢ npo6upKm NCMONb30BaHNIO
8 Npoburpok 1 06HapyxeHns
peareHTOM) <
Ha Kaxzoi) LITaMMOB
96
(12 nnacTmHoK
OpaHxeBo-KpacHble loToBbI K
3anacHble Konayku no
KoInayvku NCMNONb30BAHNIO
8 KonmnaykoBs
Ha KaX/aow)
NnopunnmnsmposaHHas
Mpo3payHble 16 (2 naketa
NPOBUPKY € 1o KOHTPO/IbHas
Neogen® KoHTponb [HK, cmeck gna [oToBbI K
KOHTPO/bLHO- 8 oTAeNbHbIX
peareHToB (RC) amMnandurkaumm 1ICNO/Ib30BaHNIO
repMeTU3MpyoLWMMM | NPO6MpPOK B
1 0BHapyxXeHus
KpbILLKamMm KaXXZ0M)
LITaMMOB

OTpuLaTeNnbHbIA KOHTPOJIb, HE BXOAALLUI B KOMMIEKT, MPeACTaBAAeT COO0M CTepuUIbHYH 000raTUTENbHYHO cpeay,
Hanpumep 3abybepeHHyo NenToHHY BoAy ISO. He ncnonb3yiTe BoAy B KayecTBe cpesbl A1 OTPULLATENIbHOTO
KOHTPOAS.

TexHUKa 6e3onacHoOCTU

MpouTnTe, NPUMNTE K CBEAEHUIO 1 CObNtOAANTE BCe MpaBuaia TEXHMKN 6e30NacHOCTH, CodepKallnecs B
NHCTPYKLUMAX MO 3KCMTyaTaumm cMcTeMbl MoekynsspHol gnarHoctnku Neogen v komnaekTta «Neogen TecT-
Habop 2 AN MONeKYNAPHOro aHanusa - Cronobacter». COXpaHUTE NHCTPYKLUM MO TEXHVKEe 6e30MacHOoCTY AN
NCNnonb30oBaHNMA B p,aaneVlmeM.

ANPEAYNPEXXAEHWME. YkasbiBaeT Ha ONacHYH CUTYaLIMIO, KOTOPas, eC/ ee He 1n36exaTb, MOXEeT NPUBECTU K
CMepPTU NN TAXEN0M TpaBMe U (M1K) K MOBPEXAeHNIO MMYLLLeCTBa.

YBEAOMJIEHUE. YkasbiBaeT Ha MOTeHLMaNbHO ONACHY CUTyaLnio, KOTOpas, ecin ee He ns3bexartb, MOXeT

NnpmMBeECTN K NOBPEXAEHNHO NMYLLIECTBA.

A NPEAYNPEXAEHUE

He ucnonb3yiite komnnekT «Neogen TecT-Ha6op 2 Ans MOSIEKYNAPHOro aHanusa - Cronobacter» npu
AnarHocTupoBaHnmn 3abonesaHuii NloAeV NN )XNBOTHbIX.

Monb3oBaTenb HeceT OTBETCTBEHHOCTL 3a 06yYeHMe nepcoHana cCooTBETCTBYIOLMM MeToANKaM
nposeAeHUNA TECTUPOBaHUSA, HaNpMMep onuUcaHHbIM B cBoAe npasun «Hapnexxawias na6opaTtopHas
npakTuka»®, crangapte ISO/IEC 17025“ nnwn ISO 72186,

Ana CHNXKeHUs PUCKOB, CBA3AHHbIX C BbIMYCKOM 3apa>eHHOro npoAayKTa scneacrene

NOXKHOOTpULLATENIbHOTO pe3ynbTaTa, cobnioganiTe npnBeAeHHbIE Aanee npasuna.

e CobntogainTe NPOTOKON U BbIMONHANTE TECTUPOBaHVE B CTPOrOM COOTBETCTBUM C MHCTPYKLMAMUN K npenapary.

e XpaHuTe KomMnnekT «Neogen TecT-Habop 2 A1 MOJIeKyNApPHOro aHanmsa - Cronobacter» COrnacHoO ykasaHusm
Ha yrNakoBKe N NHCTPYKLUMAM K MPOAYKTY.

e Bceraa ucnonb3yrte komnnekT «Neogen TecT-Habop 2 AnA MONeKynsspHOro aHanmsa - Cronobacter» po
NCTEeYEeHUs CPpOKa FOAHOCTU.
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e KomnnekTt «Neogen TecT-Habop 2 An1s MOnekynsipHOro aHanusa - Cronobacter» cnefyeT NCNonb30BaTh
ANS MccnefoBaHMs NPo6 NULLLEBLIX MPOAYKTOB U Cpej MPOV3BOACTBA MULLEBBLIX MPOAYKTOB, MPOoLUeALLNX
BHYTPEHHIOI N/ CTOPOHHIOK Banngauuio.

e Vicnonb3yinte komnaekT «Neogen TecT-Habop 2 Ans MONeKynsapHOro aHanmsa - Cronobacter» TONbKO Ha TeX
NOBEPXHOCTSAX, C TeMU Ae3NHOULMPYHOLLMMUM CPeACTBaMU, B COOTBETCTBUM C TEMW MPOTOKONAMU 1 ANS TeX
LUTaMMOB baKkTepuii, KOTOpPbIE NPOLLUAV BHYTPEHHIOK UM CTOPOHHIOK NMPOBEPKY.

e [Ipoby cpesbl, cofepXalLlyto HeNnTpanu3yrLLmii bydepHbli pacTBoOp C apuicyNbGOHATHBIM KOMMIEKCOM,
cneayeT nepes NpoBepkor pazbasBuTb B nponopumn 1:2 (1 yacTb Npobbl B 1 4acTn CTEPUALHOIO
060raTuTeNbHOro 6y/iboHa). AIbTEPHATUBHBIV BapuaHT — nepenuTtb 10 MK1 06oraTUTeNbHOM cpesbl
HenTpanusyoLlero 6ydepHoro pactsopa B Npobmpkn ¢ pactsopoM ans nnsmca Neogen. Cpefcrea NnoAroToBKM
npo6 k aHanmsy Neogen®, KOTopble coAep)KaT HeENTpPanu3syroLLNIA 6ydepHbI pacTBOp C apuacynbGOHATHbLIM
kKoMriekcoM: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL1ONB2G, HSTONB, HST10NB2G n HS2410NB2G. 31ot
NPOTOKO/ He TeCcT1pOoBascsa Bo Bpems nccnegosaHuma NF Validation.

[na cHKEeHNA PpUCKOB, CBAAISaHHbIX C BO3AEeACTBUEM XMMUYECKMNX N GMONIOTMYEeCcKU ONacHbIX BELLLECTB,

cobniopaiiTe npuBeaeHHbIe ganee npasuna.

e BbINoONHANTe TeCTUPOBaHME Ha NaToreHbl B 060pyA0BaHHOM Haj/1exallM 06pa3om nabopaTopun Mo
KOHTpOJIeM 06y4YeHHOro nepcoHana. VMiHkybrpoBaHHble oboratuTenbHble Cpeabl, a Takxe 06opyAoBaHMe Nu
MOBEPXHOCTW, KOTOPble KOHTAKTUPOBAaAN C MHKYOMPOBaHHbIMY 060raTUTENbHBIMU CPeAaMM, MOTYT COAepPXaTb
naToreHbl B KOIMYeCTBe, AOCTAaTOYHOM /151 YIPO3bl 340POBbIO YesloBekKa.

e O6s3aTenbHO CObMOAANTE CTaHAAPTHbIE 1abopaToOpHbIe Mepbl 0becrneyeHns 6e30MacHOCTH, B TOM Ync/e
NCMOMb3yMTe 3aLLMTHYIO OAeXAY N CPefCcTBa 3aLMThl I1a3 Npy paboTe C peareHTamu 1 3arpsisHeHHbIMU NPO6aMu.
MN36eraliTe KOHTaKTa c oboraTUTeIbHOM CpeAo N MPOBMPKaMK C peareHTOM nocsie aMnanduKaumm.
YTunusunpyite oboralleHHble Npobbl 1 CBA3aHHbIE 3arpsi3HEHHbIe OTXO/bl B COOTBETCTBUN C AeCTBYOLLMMN
MECTHbIMU, PErMOHaNbHbIMY, HALIMOHANbHBIMY 1 MPOMbILL/IEHHbBIMY CTaHAAPTaMW.

He npeBblwaliTe pekOMeHAOBaHHYIO TemnepaTypy B HarpeeaTene.

He npeBbiwaliTe peKoOMeHAOBaHHYH NPOAOC/IKUTENBHOCTL HarpeBsa.

[ns NnpoBepKky TemnepaTypbl BHYyTPEHHEro HarpeBaTe/IbHOro 610Kka 419 MONeKYASPHOM AMAarHOCTUKM
Neogen® cnegyeT 1CNO/b30BaTb COOTBETCTBYHOLLMM 06pa3oM OTKaNMB6pPOBaHHbLIN TepMOMeTp (Hanpumep,
TEPMOMETP YaCTUYHOr0 NOrpy>XeHUs NN TepMOonapHbI LM$pPOBOL TEPMOMETP, HO He TepMOMeETP
MONHOrO MorpyxeHus). TepMoMeTp cnefyeT BCTaBUTb B CNeLanbHO OTBEAEHHOE MeCTO Ha BHYTPeHHEM
HarpeBaTenbHOM 6/10Ke A9 MOneKynsapHon gnarHocTuky Neogen.

[ns CHNKEHUA PUCKOB, CBA3AaHHbIX C NepeKpPecTHbIM 3arpsisHeHMeM Nnpu NoAaroToske nNpo6 ans
ANArHocTuKKM, cobniogaiiTe npuBeeHHbIe ganee npaBuna.
e O6s3aTeNbHO HajeBaTe NepyaTKy (419 3aLUTbI NOb30BATENS U BO U36eXaHMe BBeAEHWS HYK/1eas).

ANns CHMKEHUSA PUCKOB, CBAAI3aHHbIX C BO3AECTBUEM FOpSAYMNX XXNAKOCTEN, cobniogaiiTe npnBeeHHbIe

Aanee npaBuna.

e He npeBbiwaliTe pekoMeHA0BaHHYI TeMnepaTypy B HarpesaTene.

e He npeBbiwaliTe peKOMEHA0BaHHYH MPOAOIXKNUTENBHOCTL HarpeBa.

e /lns npoBepKy TemrepaTypbl BHYTPEHHEro HarpeBaTe/IbHOro 6/10Kka 4151 MOMIeKyNsiPHOWN ANArHOCTUKN
Neogen® cnegyeT 1Croib30BaTb COOTBETCTBYHOLLMM 06pa3oM OTKaNM6pPOBaHHbIN TepMOMETp (HanpurmMep,
TEPMOMETP YaCTUUYHOIO MOrPYXXeHUst UV TEPMONapHbIV LMPPOBOL TEPMOMETP, HO HE TEPMOMETP
MOJIHOTO MOrpyXeHusi). TepMOMeTp ClieZlyeT BCTaBUTb B CreLaibHO OTBEAEHHOE MECTO Ha BHYTPEHHEM
HarpeBaTe/NbHOM 6/10Ke A4/ MONEKYNSAPHON AnarHocTk Neogen.

YBEAOMNEHWUE

[ns CHKEHUA PUCKOB, CBSI3AHHbIX C MEPEKPECTHLIM 3arpsisSHEHUEM NMPY NOATOTOBKE Npo6 Ans

ANarHocTUKW, cobniogaiite npnBegeHHbIe ganee npaBunia.

e [lepes cMauMBaHMeEM OCajiKa peareHTa MeHsnTe nepyaTkul.

e PekomeHAyeTCs NCNO0b30BaTb CTEPUIIbHbIE a3P030/b-yCTONUMBbLIE (GUNBTPYIOLLME) HAKOHEYHUKN ANs1
NUNeToK, MPUMEHsIEMbIe B MONEKYNSIPHOM 6ronornu.
[na nepenviBaHms KaXaor npobbl UCMONb3yATe NUMETKY C HOBbIM HAKOHEYHNKOM.
Mpw nepennBaHnn NPobbl U3 060raTUTENLHON Cpebl B MPO6UPKY C PacTBOPOM A5l N3KMca NpUAepXmBaliTecb
CBOJa npasun «Hagnexalime nabopatopHble NpakTuku» (Good Laboratory Practices). Bo nsbexaHue
3arpsA3HeHns MUKPOA03aTopa MOXHO A06aBUTb AOMNOHUTENbHbIV 3Tan nepennBaHusa. Hanpumep,
noJib30BaTe/lb MOXET MepenBaTh Kaxayto 0b60oraLleHHyo Npoby B CTepuibHYH NPoBUpKy.
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e [10 BO3MOXHOCTW CnejyeT NCNOo/b30BaTb YCTAHOBKM 4151 paboT B 06/1aCT MOeKynsapHOM 6ronorun,
060pyA0BaHHbIE 6akTePULINAHBIMU NamnamMu.

o [lepuogmyeckn npoBoanTe ge3nHbeKkLo 1abopaTopHbIX CTOIOB 1 060pyA0BaHUS (MMNETOK, NHCTPYMEHTOB
ANS 3aneyvaTbiBaHUA U pacnedaTtbiBaHUA NPO6UPOK U T. A4.) C MOMOLLbIO pacTBopa 6bITOBOro otbenvsartens
(1-5 % B 06bEMHOM OTHOLLEHUW C BOAOW) Unn pactBopa Ang yaanenus AHK.

[ns CHWKEHUA PUCKOB, CBSAISAHHbIX C MOJTyYeHMEM JIOXKHOMOIOXKUTENbHBbIX pe3y/ibTaToB, cobnoganite

npuBeAeHHbIe Aanee npaBuna.

e Hun B KoeM cnyyae He OTKpbIBaliTe NPO6VPKY Nocie amnandrkaLmn.

e Bcerga yTunusunpyrite 3arpssHeHHble NPo6UPKY NyTeM NOrpyxXeHus B pacTBop bbiToBoro otbenmnsatens (1-5 %
B 06bEeMHOM COOTHOLLIEHMW C BOAOM) Ha 1 yac BAaAM OT 30HbI MOArOTOBKM NPO6 ANA ANarHOCTUKM.
Hw B Koem ciy4vae He NogBeprarite MPO6UPKN C peareHTOM aBTOK/1aBHOM 06paboTke nocne amnandurkaLmmn.
Mpu Nofo3peHNN Ha cofepKaHme BbiCOKMX ypoBHel JAHK wtamma Cronobacter B npobax (Hanpumep,
JAHK 13 Hexxn3HecnocobHbIx knetok Cronobacter, NOABEPratoLMXCa YHUUTOXEHWIO NI HENTpanm3aLumnm)
nepej HayaaoM 3Tana JIM3KMca K NPeAnonoXMTeIbHO NOMOXUTEIbHBIM 060raTUTeIbHbIM Cpejam ceayeT
npuMmeHnTb HKa3y. ObpaTtuTeck K npeAcTtaBuTento KoMnaHum Neogen 3a JONONHUTENbHBIMU UHCTPYKUUSMU.
DTOT NPOTOKO/ He TeCTUPOBancsa Bo Bpems nccnegosaHms NF Validation.

,ﬂ,OI'IOfIHI/ITeI'IbHyl'O |/|H¢op|vlau,|/|ro N MeCTHble HOPpMaT/BHbIE Tpe6OBaHI/IF| B OTHOLWWEHUWN YTUNN3aLUNWN OTXO40B CM. B
nacropTtax 6e30MacHoOCTW.

Ecnn y Bac BO3HMK/IN BOMPOCHI MO KOHKPETHBLIM CNOCO6aM NPUYIMEHEHVISI UV MPoLeAypaM, MoCeTUTe Hall BE6G-CANT Mo
ajpecy Www.neogen.com mam obpatnTecb K MECTHOMY MPeACTaBUTENO UV ANCTPUBLIOTOPY KoMMaHuu Neogen.

OTBETCTBEHHOCTb NO/b30BaTenem

MNMonb3oBaTenn HeCyT MOJIHYH OTBETCTBEHHOCTb 3@ O3HAKOMJ/IEHME C MHCTPYKUMAMN 1 nHpopMaLmen ob
NCNONb30BaHUM NpenapaTa. Ana nonyyeHnsa 6onee nogpobHOM MHOpMaLMKM NoceTTe Hall Beb-canT No agpecy
Www.neogen.com Jinbo CBSXKUTECH C BalLMM MECTHbIM NPeACTaBUTENEM NN ANCTPpubLIOTOpoM Neogen.

Mpw BbIGOpE MeToAa NCCIeA0BaHNA BaXXHO MOHNMMATh, YTO Ha pe3y/bTaTbl MCCIeA0BaHVA MOTYT BINSATb BHELLHME
dakTopsbl, Hanpumep MeToZ 3abopa Npob, NPOTOKON NCCAeA0BaHMS, NOArOTOBKa NPOb K Nccae0BaHNIO, BKIHOYas
FOMOreH13aLmio 1 CMeLlBaHne, Crnocobbl 06paboTky NPo6 BO BpeMsi NcCef0BaHMS, a Takxe UCNoib3yemoe
obopyaoBaHue.

3a BbI6OP MeToZa UCCeA0BaHNA U UCCIeAyeMOoro NpoAykTa OTBeYaeT Noab3oBaTeb. [onb30BaTeNb A0/IXKEH Ha
OCHOBAaHWN NCCNEA0BaHMS AOCTAaTOYHOMO KOMYECTBA 06PA3LI0B C MOMOLLBI0 HAA/IEXALLMX MAaTPUL, U MUKPOBHbIX
MPOBOKALMOHHbIX MPO6 OMnpesennTb, OTBeYaeT 1N BblbpaHHbIV MeToZ nccnefoBaHms HEO6X0AUMbIM eMy
KpUTepUsiM.

Kpome TOro, MNosib3oBaTe/lb 0653aH YCTaHOBWTb, OTBEYAKOT /I METObl N PE3Y/ibTaTbl NMPOBOANMbIX UM aHa1N30B
Tp86OBaHI/IFIM €ro K1IMeHTOB 1 NMNOCTaBLLINKOB.

Pe3ynbTaThl, MoJlyYeHHble ¢ nomoLlbto npoaykTa Neogen Food Safety (kak 1 npu MCNonb30BaHWUK O60M0 APYroro
MeToAa NCCNes0BaHNIA), He rapaHTUPYIOT KauecTBO MaTPUL, UM TEXHOIOTMYECKMX MPOLEeCCOB, MOABEPraBLUMXCS
NCCNesoBaHUAM.

YT06bI MOMOUYb K/IEHTaM OLEHUTb METOA NMPUMEHUTENIBHO K Pa3IMUYHBIM MaTpurLaM, komnaHus Neogen
paspaboTana kKoMnaekT «KOHTPOIb MaTpuLbl ANt MONEKYNSAPHOM AgnarHocTki Neogen®». Mpur Heo6X04MMOCTY
NCNoNb3yinTe KOHTPOAL MaTpuLbl (MC), UTo6bI ONpeAenTb, MOXET I MaTpPMULLA NOBAVSATL Ha pe3y/ibTaTbl TECTOB
13 komnnekTa «Neogen TecT-Habop 2 ANst MONEKYNSPHOTO aHanu3a - Cronobacters. Mpu NpuHATAN MeToaa Neogen
NN TECTUPOBAHUM HOBbIX UM HEWN3BECTHLIX MaTPUL, IM60 MaTpUL, MaTepuanbl UV MeToAbl 06paboTKM KOTOPbIX
NOABEPIINCL M3MEHEHUSIM, MPOTECTMPYIATE HECKOIBKO BbIGOPOUHbIX MPO6 MaTpULbl, T. €. NPo6 pasN4HOro
NPOUCXOXAEHUS (B TeUeHMe 1o60ro Nepnoaa NpoBepKu).

MaTpuLy MOXHO OMNpesennTb Kak TUM NPOAYKTa C XapaKTEPHLIMUN CBOMNCTBAMMU, TAKMMM KaK COCTaB 1 METOZ
06paboTKK. Paznnuma mexay MaTpuuamm MoryT 6biTb BblI3BaHbl MPOCTO Pa3NnNUmnAMN B MX 06paboTke nau
COCTOSAHWW. Hanpumep, cbipble UAN NacTePU30BaHHbIE, CBEXME U BbICYLLEHHbIE U T. A.

OrpaHuyeHue rapaHTVIl'/'l n cpeacTe Cyp,e6H0l7l 3anTbI

EC/I1 UIHOE IBHO HE YKA3AHO B PA3/ZIE/IE Ob OTPAHUYEHHOW FAPAHTM HA MHAVBWUAYA/TbHOW YNAKOBKE
MPOAYKTA, NEOGEN HE MNMPU3HAET MNMPAMBIE TN KOCBEHHBIE OBA3ATE/IBCTBA, BK/THOYASA, MTOMINMO
MPOYErO, FAPAHTMKO TOBAPHbIX XAPAKTEPUCTWK NN UCMO/b30BAHVE B COOTBETCTBUW C YKA3AHHOW
OBNACTBbHO MPUMEHEHWSA. Ecnn kavecTBO NpoAyKTa oTaena 6e30nacHOCTY NULLLEBOM NPOAYKLMM KOMMAHUN



(Pycckuin) ﬁ ﬁ

Neogen He siBAsieTcs Hag/exallmm, koMnaHust Neogen Uam yrnosHOMOYEHHbIV 3TO KOMMaHWen ANCTpUBLIOTOP
06513yeTcs N0 CBOEMY YCMOTPEHMIO 3aMEHUTb 3TOT NPOAYKT MW BO3MECTUTb CTOMMOCTb MOKYMKW 3TOr0 NPOoAyKTa.
3T0 eMHCTBEHHbIV CNOCo6 paspeLLeHs crnopa. Mo N6biM A40NONHUTENBHBIM BOMpocaM obpallalitecs K
npeacTasuTento v oburymansHomy aunepy Neogen.

OrpaHuyeHuve oTBeTCTBEHHOCTU KoMnaHum Neogen

NEOGEN HE HECET OTBETCTBEHHOCTb 3A YLLEPBE /1 MOBPEXAEHWA, ABAAOLLMECA NMPAMbBIMIN,
HEMPAMbIMW, YMBILLUNEHHBIMW, CZTYYANHBIMW N KOCBEHHBLIMU, BK/TFOYAS, MOMMMO MPOYETO,
YTPAYEHHYHO MPUBbI/Ib. OTBeTCTBEHHOCTL KOMMaHUM Neogen HU NpU Kaknx 06CToATeNbCTBaX U HECMOTPS HI
Ha Kakune TpeboBaHNSA He MOXeT MpeBbILlaTb CTOMMOCTb NMPOAYKTa.

XpaHeHue n ytunmsauus

KomnnekTt «Neogen TecT-Habop 2 Ans MONeKkynsapHOro aHanmsa - Cronobacter» cnefyet XpaHUTb Npu TemnepaType
2-8 °C. He 3aMopaxuBaiiTe NpoAyKT. XpaHUTe KOMMIEKT BAaAN OT UCTOYHMKOB CBeTa. [locne oTKpbITUSA
KOMMieKTa ybeamTecb B TOM, UTO NakeT 13 ¢ponbrn He noBpexaeH. Ecnn nakeT nosBpexaeH, He NCNonb3yliTe
npoayKT. OTKPbITble HENCMONb3yeMble MPOBUPKN C peareHToOM cedyeT XPaHUTb B MOBTOPHO repMeT3npyeMoM
nakeTte C BnaronorsioTutenemM. 310 obecrneyrnBaeT CTabuabHOCTb NMOGUIN3NPOBAHHBIX peareHToB. [T0BTOPHO
repMeTn3VpOBaHHbIE NMaKeTbl MOXHO XpPaHUTb Npu TemnepaType 2-8 °C He 6onee 60 gHe.

He ncnone3yiite komnnekT «Neogen TecT-Habop 2 419 MOAeKyIspHOro aHanusa - Cronobacter» no ncreyeHnm
CpoKa rogHocTun. [laTa ncrteyeHns cpoka rogHoOCTM 1 HOMep NapTUKM yKasaHbl Ha 3TMKETKe Ha Hapy>KHOM
NMOBEePXHOCTM KOPO6KK. MNocne npmMeHeHNss oboratuTenbHas cpeja 1 NPobupkK AN NPoBefeHNs TeCTOB 13
komnnekTta «Neogen TecT-Habop 2 Ansi MONIeKyNSIPHOro aHanusa - Cronobacter» MOryT cogepxaTb 60/1e3HeTBOPHbIe
MUKPOOPraHn3Mbl. Mo OKOHYaHUW TECTUPOBAHWSA YTUAN3IVPYNTE 3arpA3HEHHbIE OTXOAbl COMNacHO AeiCTBYOLWMM
NMPOMBbILLSIEHHBIM CTaHAApPTaM. lonoAHUTENbHYO MHPOPMALMIO U MeCTHble HOPMaTUBHbIE TpeboBaHNS B
OTHOLLEHUN YTUIM3aLMM OTXOL0B CM. B NacrnopTax 6e30MnacHoOCTU.

WHCTpYKLMU NO NPUMEHEHUIO
CTporo cobntoaaniTe Bce MHCTPYKLUMW. B NpOTMBHOM ciyyae pesynbTaTbl MOTYT 6bITb HETOUHbBIMU.

Meprognyeck NnpoBoanTe Ae3nHPeKLnto 1abopaTopHbIX CTOIOB 1 060PYyAOBaHUSA (MMAETOK, MHCTPYMEHTOB ANS
3aneyaTtbiBaHWSA 1 pacreyaTbiBaHVS NPO6UPOK U T. 4.) C MOMOLLbIO pacTBopa 6biToBoro otbenmeatens (1-5% B
06BEMHOM OTHOLLEHMMW € BOAOW) X pacTBopa Ans yaaneHns AHK.

Monb3oBaTeNb AO/IKEH MPONTY 06yUYEHMe No BONPOCaM aTTectaumnm GyHKLMOHUpYoLLEero o6opyAoBaHms
NPUMEHUTE/IbHO K CMCTeMe MOIeKYNSPHON AnarHocTuk Neogen, Kak OnrcaHo B JOKYMeHTe «ATTecTtaumns
ycTaHoBAeHHoro obopyaosaHus (IQ) n attectaums dyHKLMOHMpPYOLLLero o6opysoBaHnd (OQ): NpOTOKObI U
WHCTPYKLNN ANS CUCTEMbl MOJIEKYNISIPHOM AnarHocTnkm Neogen»®),

Ocobble TpeboBaHMsA cM. B pasgene «0cobble MHCTPYKLMN K YyTBEPXKAEHHBIM MeTOAaM».

Tabnnua 3: npotokonbl o6oraleHns cornacHo AOAC® Official Method of Analysiss™ 2018.01 n AOAC® Performance
Tested*", cepTudunkat Ne 101703.

Tabnuua 4: npoTokobl oboratleHns cornacHo ceptudunkaty NF VALIDATION Neogen 01.20-03.18.

O6oralueHue Npo6bl
B Tabnnuax 2, 3 n 4 npuBeAeHbl MHCTPYKLMN N0 o60raLleHnto Npo6b nuLLeBbIX NMPoAyKTOB 1 OKpyXatoLeli cpeabl.

3a nNpoBepKy anbTepHATUBHbIX MPOTOKOOB 0T60Pa NPo6 NN 0BOraLleHUs Un cTeneHel pasbasneHns Ans
o6ecneyeHNs COOTBETCTBMS 3TOr0 MeToAa TECTUPOBAHMS KPUTEPUAM NONb30BaTeNsl HECET OTBETCTBEHHOCTb CaM
nosb3oBaTensb.

MuweBble NpPoAYKTbI, MPO6bI OKpY>KaloLel cpeabl, Mblib, CMET U FY6KHn
1. MopgoxpaunTe, Noka TeMnepaTypa oboratuTeibHOM cpelbl He AOCTUIHET TeMnepaTypbl OKpyXatoLLein cpesbl
(20-25 °C), ecnn B npoToKONe 0boraLleHns He ykasaHo MHoe (CM. Tabnuubl 2, 3 n 4).

2. CoeauHunTe cpesy oboralleHuns 1 Npoby B CTEPUIbHBIX YCI0BUAX U TLLATE/IbHO NepemMellalite 40
OZHOPOZHOCTU B CMECUTENIe, FOMOreHN3aTope, BUXPEBOM MeLLanke NN BPyYHyH B TedeHue 2 + 0,2 MUHYTbI
WU A0 NOJIHOTO PacTBOPEHUS CIYCTKOB U OA4HOPOAHOCTU cycneH3umn’®,

A. Ha pe3ynbTraThbl UccnefoBaHUSA MOTYT NOBAMATL Takme GpakTopbl, Kak MOAroToBKa Npo6, BkAoYas
roMOreHu13auuo 1 cMeLLBaHme, Cnocobbl 06paboTkK, a Takxke MeToArKa 1abopaTopHON paboThl.
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b. B cny4dae TeCTMpoBaHNA I'Ip06 BblICOKOANCMEPCHbIX MaTepnanoB peKkoMeHAYyeTCA NCMOJ/1b30BaTb MELLIOYHbIE

B. [lna matpuu, KOTOpble HabyXaloT B BOZeE U ABAAIOTCS BbICOKOBA3KUMU (HanpuMep, XJebHble 31aKu nan
KpaxMmasibl), peKoOMeHAyeTcs BbIMOMHATL pa3basneHns (> 1:10) 40 NOAXOAALLEr0 yMeHbLUEHWS BA3KOCTY
nnn Ao6aBUTb CTepUibHbIN 1%-HbIli pacTBop anbda-ammnassl K BPW (ISO)®.

. Bcayyae TECTMPOBaAHNA I'Ip06 XNebHbIX 31aK0B, MeA/IeHHO gobaBnsaniTe NMOpPOLLUKOBbIE XnebHble 3/1aKn B
XNAKOCTb, YaCcTO NoMeLUMBast, YTobbl n3bexaTb 06pa3OBaHI/IF| KOMKOB.

3. WHkybupyinTe, Kak OonNncaHo B Tabsnue COOTBETCTBYHOLLLEro NPOTOKoAa (CM. Tabanubl 2, 3 n 4).

Ta6nnua 2. O6LMe NPOTOKO/bI 060raLleHVs NPo6

MaTpuua npo6bl

Paswmep
npo6bl’

06bem
o6oraTuTenbHOro
6ynboHa'?

TemnepaTtypa
o6oraiyeHus
(£1 °C)

Bpemsa
o6oralyeHus

()

O6bem
aHanusa
npo6

MNopolukoBasa geTckas cMecb U
CbIpbeBble MaTepualbl, Takme
KaK Cyxoe MOJIOKO, COeBbIiA
NOPOLLIOK, CyXasi CbIBOPOTKA,
NlaKTo3a, pucoBas MyKa v
ManbTOAEKCTPUH

Mpob6a 1Xr

9X mn BPW (ISO)
(1:10)

37

18—24

20 mkn

CblpbeBble MaTepuansi,

TakKue Kak conv, MMHepansol,
amMmmHokucnotsl, ArK
(aoKO3arekcaHoOBad KMUC/0Ta) U
B/TaMVIHbI

Mpoba 1Xr

99X mn BPW (ISO)
(1:100)

37

18—24

20 mkn

Cyxve nNpobbl OKpy>KatoLLel
CpeAbl, TakMe Kak Mblib, CMET,
MyCOp, COBpPaHHbIM NblNECOCHON
cnmcTemoni

Mpoba 1Xr

9X mn BPW (ISO)
(1:10)

37

18—24

20 MKn

l'y6kun ana otéopa npoob,
cogepxatume 10 Ma NeTUHOBOrO
6y/IbOHa NN HENTPANU3YHOLLEro
6ynboHa An-VHrnn

1 ycTponcTBo
Aans otTéopa
npo6

90 mn BPW (ISO)
(1:10)

37

18—24

20 MKn

1. KomnaHwusa Neogen oueHmBana komnnekt «Neogen TecT-Habop 2 A1 MOJIeKyNspHOro aHanmsa - Cronobacter»
C NpUMeHeHneM cTerneHein pa3baBieHuns, ykasaHHbIX B Tabauue 2 fo 300 r. 3a npoBepKy anbTepHATUBHbIX

cTeneHel pasbaBieHVs AN NPOTOKONOB A5 0becrneyeHns COOTBETCTBMSA 3TOr0 MeToAa KpUTepusim

NnoJsib3oBaTesid HeCceT OTBEeTCTBEHHOCTb CaM MOJ1Ib30BaTe/1b.

2. Ecnm o6bem oboraTutenbHOro 6ynboHa 6onblie 300 MA, UCNONb3YiTe NpeABapUTeNbHO NOAOrpeTyio

3abydepeHHyo NnenToHHY BoAy ISO (HanpumMep, BeC Npobbl NpeBbiaeT 30 rpamMmm).

0Oco6ble MHCTPYKLUU K YTBEPXKAEHHbIM MeToZaM
AOAC® Official Method of Analysis*¥ (OMA) 2018.01
AOAC® Performance Tested” (PTM), ceptnumkat Ne 101703

5 PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE

101703

LICENSE NUMBER

B nporpammax AOAC Research Institute OMA™ n PTMM komnnekT «Neogen TecT-Habop 2 A1 MONeKynspHOro
aHanwu3sa - Cronobacter» okasancs 3¢ dekTUBHbIM A8 06Hapy>XeHus Cronobacter. TecTpyemble BO BpeMs
ncciegoBaHMsA MaTpULbl MOKa3aHbl B Tabauue 3.
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Ta6nwnua 3. MNpoTtokonsl oborateHnsa cornacHo AOAC® OMA*™ 2018.01 AOAC PTM*™ Ne 101703

An-Nnrnn

Pazme 0O6BbemM TemnepaTtypa Bpems 06bem
MaTpwuua npo6bl n Oﬁbll) o6oratutenbHoro | o6orawieHnst | o6oraweHus | aHannsa
P 6ynboHa’ (21 °C) () npo6
MNMopoLlukoBasa geTckast CMecb
M NOPOLLKOBbIE JeTcKkune 10r 20 MH(E_I?\Q; (150) 37 18—24 20 MKn
KaLm )
lNopoluKoBble AeTCKMe KaLluun 2700 mn BPW (ISO) | NMpepBaputensHoO .
6e3 NpobnoTUKOB 3007 (1:10) nogorpetble 37 18—24 20 mikn
MNMopolukoBas feTckas cMecb 2700 mn BPW MDeaBaDUTENLHO
M NOPOLLKOBbIE JeTcKuMe 300r (ISO) + 10 mr/n [_FIJO Aor peTbIe 37 22—24 20 MKkn
Kalw c npobmnoTmnkamm BaHKOMMUMHA ACTP
NakTo3a 101 %0 """( F_F;\g; (150) 37 18—24 20 MK
l'y6kun ana otbopa npob
13 OKpYy>XKatoLLer cpeapl, 1 ycTponcTBO
cofepxatume 10 mn Ans oToopa 20 MH(F_I;\S\; (150) 37 18—24 20 Mkn
HelTpanmnsyroLlero 6ynboHa npo6 '

1. Ecnm ob6bem oboratntensHOro 6ynboHa 6onbLue 300 M1, MCNONL3YKiTe NpeABapuUTesIbHO NOAOrpeTyto
3abydepeHHyto NnenToHHYo BoAy ISO.

NF VALIDATION ot AFNOR Certification

yKa3zaHHOM BblLLIe Be6-canTe.

LTVFICATION
¥

ENISO 16140

3M 01.20-03.18
ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS

http://nf-validation.afnor.org/en
bonee noapobHyt0 MHOPMaLMIO O cpoke fencTBUS cM. B cepTudurkaTe NF VALIDATION, KOTOpbIA fOCTYNEH Ha

MeTop, c ceptudmkaTom NF VALIDATION, cooTBeTCTBYHOLWMIA cTaH[AAPTY ISO 16140-2®), no cpaBHEHMIO CO

ctaHpgapTom ISO 22964.

06beKT NPoBepKU: MOPOLLKOBAs AeTCKasi CMeCb M MOPOLLKOBbIe AeTcKIMe Kalln ¢ NpobuoTnkammn nnm 6es,
CblpbeBble MaTepuasbl 1 NPO6bI OKPYXKatoLLEel cpespl.

MoproToBKka o6pasua: Npobbl ciegyeT roTOBUTL B COOTBETCTBUM €O cTaHAapTamu EN ISO 22694@ 11 EN ISO 6887¢:9),

Bepcums nporpaMMHoOro o6ecneuyeHms: cM. ceptuoukat
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Ta6nwnua 4. NpoTtokonbl oboralleHns cornacHo metoay ¢ ceptudrkatom NF VALIDATION 3M 01.20-03.18

Temnepa-

0O6bem Bpems
Pasmep o6oraTi- Typa o6ora- O6bem | PekomeHpoBaHHas
MaTtpuua npo6bl Nbo6bi TeNLHOro o6ora- eHns | @HaM3a Touka
P 1 LeHus - npo6 npepbiBaHusa?3
6ynboHa (1 °C) (yacoB)

e [lopoLlukoBas
fleTckasa cMechb.

e [lopoLlukoBble
AeTckme KaLuu.

e Takume VHrpeaneHThI,
KakK cyxoe
MOJIOKO, COeBblIl
NOPOLLIOK, CyXas
CbIBOPOTKA, J1IaKTO33,
pucoBast Myka un

O6oratuTenbHbIn
6yNbOH U Nn3at
Npo6bl MOXHO

10r XpaHUTb Npun
Temriepatype 2-8 °C

MaJIbTOAEKCTPUH. B TeueHue He 6onee
e Cyxue npobel 72 yacos

oKpy>aroLLeri 90 mn BPW 37 18—24 | 20 mKn

cpeapl, Takue (150) (1:10)

KaK Mnblnb, CMeT,
MyCOp, COBpPaHHbI

NblJ1eCOCHOMN
CUCTEMOIA.
OboratnTenbHbIl
o 6yNbOH UK Nn3aT
1 ycTponcTeo NPO6LI MOXHO
e [ybka, NpoOMbIBHas Ans otéopa XDAHUTL NOW
BOA, candeTkm npo6 nau TemnipaType 5—8 °C
10 mn B TeUeHVie He 6onee
72 yacoB
Ob6oratnTensHbIn
6yNbOH 1AW Nn3aT
MNMopoluKkoBas geTckas Npo6bl MOXHO
CMECS 1 TIOPOLLIKOBLIE 30-300r BPW_ (150) 37 18—24 [ 20 mkn XpaHUTb Npwn
Aetckume kawu (6e3 (1:10) TemnepaType 2-8 °C
npobunoTrKOB) B TeueHue He 6osee
72 yacos
MNMopoLuKOoBbIe feTcKne BPW (ISO)
Kallu 1 nopoLukoBas ~ +10 ™Mr/n .
JAeTckas cMech (BKro4as 30-3007 BaHKOMWUMHA 37 2224 | 20w et
Npo6noTHKM) (1:10)

1. Ecnv o6beM oboratutensHoro 6ynboHa 6onblue 300 M1, UCNONb3yKiTe NpeBapuTeNlbHO MOAOMPETYHO
3abydepeHHyto nenToHHy Boay ISO (HanpumMep, Bec Npobbl npesbiwaeT 30 rpamm).

2. Tocne n3eneveHmsa ob6oraTtnTenbLHOro 6yl'IbOHa N3 XpaHnanLa npogo/DkKnTe TeCTUpOBaHME C 3Tana 1,
YKa3aHHOro B pa3jene Nlnsuc. MNMocne n3BneyeHns 1nsaTa I'Ip06bl M3 XpaHnnmiia npogo/okmnTe TeCTUpoBaHME C
3Tana 7/, YKa3aHHOro B pa3sjesie Jlnsuc.

3. YT06bI NONYYUTE JONONHUTENBHYO MHGOPMALIMIO O XPaHEHWW 11 MOBTOPHOM TECTMPOBAHUN NIN3ATOB,
NoABeprnxcs TepMoobpaboTke, CM. MpUIoXeHne A.

MoaroToBKa N0TKa 6bICTPOIA 3arpyskm Ans MonekynspHou anarHoctmkm Neogen®
1. CMoumMTe KyCcOK TKaHV U1 OAHOPA30BOE MOMIOTEHLE B pacTBoOpe 6bIToBOro ot6enmsatens (1-5 % B 06 beMHOM
OTHOLLUEHWW C BOAOIA) N MPOTPUTE MM IOTOK BbICTPOIA 3arpy3Kn Ansi MONEKYNSPHOW AnarHocTnukn Neogen.
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CrnonocHWTe BOAOM NOTOK 6bICTPOIA 3arpy3Kku 415 MONEKYNsipHOL gnarHocTky Neogen.

MpoTpuTe NOTOK BbICTPOV 3arpy3kn A8 MOIeKYNsSpHOM agnarHocTuky Neogen Aocyxa 04HOPAa30BbIM
MoIoTEeHLEM.

4. Tlepes NCNoib30BaHVEM JI0TKA BbICTPOI 3arpy3kn ANns MOIEKYASPHON AnarHoctnkm Neogen ybeamtecb B TOM,
UTO OH CyXOW.

MNoaroTtoBka 6710ka «Neogen® MonekynsipHas gnarHoctuka. OxnaguTesibHbIA 610K (BCTaBHOWN)»
Momectnte 610K «Neogen MonekynsipHas gMarHoctTmka. OxnagutenbHbli 610K (BCTaBHOM)» Ha 1abOpaTOPHbIN
cton. Mpw aToM notok «Neogen MonekynspHas AMarHOCTMKa. JTOTOK ANS OXNaANTEeNbHOro 6/10Kka» He
ncnonb3yeTcd. bnok cnegyeT NCNONbL30BaTb NPU TeMrepaType okpyXatoLlein cpeibl B nabopatopum (20-25°C).

MoaroToBKa BHYTPeHHEro HarpeBaTes/IbHOro 610Kka AJisi MoNleKynsipHoii guarHoctuku Neogen®
MomecTnTe BHYTPEHHWIA HarpeBaTenbHbI 610K A1 MONeKyNapHOM AnarHocTky Neogen B cyxoe AByx6/104HOe
HarpeBaTeNbHOe YCTPOMCTBO. BktounTe cyxoe HarpeBaTe/ibHOE YCTPOMCTBO 1 YCTaHOBMKTE TemMrepaTypy Takum
obpa3om, YTobbl TeMMnepaTypa BHYTPEHHEro HarpeBaTenbHOro 6aoKka Ans MonekynsapHom gnarHoctnkm Neogen
AOCTUr/1a NOCTOSAHHOTrO 3HayeHms 100 + 1 °C.

NPUMEYAHWE. BHyTpeHHWIA HarpeBaTebHbIA 610K A5 MONeKyNsspHOM AnarHoctku Neogen goctuiraeT
HY>XHOI TemnepaTtypbl NpMMepHO 3a 30 MUHYT (B 3aBUCKMOCTM OT TUMa HarpeBaTeIbHOro YCTPOKCTBa).
Ncnonb3ysa noaxoAaLnii oTKanubpoBaHHbIA TepMOMETP (Hanpumep, TEpMOMETP YacTUYHOTO MOrpy>KeHus,
TepMonapHbIi LMGpoBOK TEPMOMETP, HO HEe TEPMOMETP MOJIHOrO MOrPyXXeHKWs), pasMeLLeHHbIM B yKa3aHHOM
mMecTe, ybeanTecb B TOM, UTO TemnepaTypa BHYTPEHHEro HarpeBaTebHOro 6s10Kka 415 MONeKYNSPHOW
anarHoctmkm Neogen coctasnget 100 + 1 °C.

MoproTtoBka Nprnbopa Ans mosekynsapHoi anarHoctuku Neogen®

1. 3anyctuTe NnporpammHoe obecrneyeHme A5t MONIeKYNSPHON AnarHocTnkn Neogen® 1 BoguTe B CUCTEMY.
YT06bI y6eanTLCA B HANNYM CaMO NocnesHer Bepcuy NporpaMMHoOro obecrneyeHuns, obpatmrtech K
npeactasutento Neogen Food Safety.

BkntoumTe Nprbop Ana MonekynsipHoli gnarHoctnky Neogen.

Co3gaiiTe U oTpeaakTUPyIiTe LMK C AaHHBIMU OTHOCUTE/IbHO KaXAoi Npobbl. Bonee Nnoapo6bHble cBeAEHMIS
CM. B PyKOBOZCTBE M0/Ib30BaTe sl CUCTEMbl MONEKYNSAPHOM agnarHoctiki Neogen.

APUMEYAHMUE. Mpexe YeM BCTaBASATb IOTOK BLICTPOW 3arpysku A5 MONekynspHon agnarHoctuky Neogen

C peakuUMoHHbIMU NMPobupkaMn B Npnbop 4158 MONEKYISIPHON ararHocTnky Neogen, ybeanTecs B TOM, UTO
Npr6op AOCTUT COCTOAHUSA FOTOBHOCTU. MNprbop HarpesaeTca NpnbansnTensHo 3a 20 MUHYT. Ha npouecc
Harpesa ykasbiBaeT OPAHXEBbIV cBeTOBOV MHAMKATOP Ha NaHenu coctosaHua Nnpubopa. Koraa npuéop 6yaet
FOTOB K 3anycKy LWKNa, LBET NaHen COCTOAHUA U3MeHUTca Ha 3ENTEHBIN.

Jlnsunc
M3BneknTe HMXKHIOK YacTb WTaTMBa ANA NPO6UPOK C pacTBOPOM AN Nmn3nca Neogen ¢ MOMOLLIbIO OTBEPTKY,
npexge 4Yem rnomeLLaTb ero Bo BHYTPEHHWIA HarpeBaTe/bHbIV 610K ANS MONeKynsapHOWM anarHocTnkm Neogen.

N

1. TMpobupkn c pactBOpoM Aas nmsmnca Neogen fOMKHbI HAarpeTbCs: 415 STOro OCTaBbTe LWTATUB B YC/1I0BMAX
TemnepaTtypbl okpy>atoLen cpeabl (20-25 °C) Ha HoYb (16-18 YacoB). AnbTepHaTVBHbIN CNOCO6 f0BeCTU
Npo6MpPKKM C pacTBOPOM AN n3nca Neogen A0 TemnepaTypbl OKpY>KatoLLer cpesbl: MOMeCTUTb NPOBUPKKN C
pacTBopoM Ans nm3nca Neogen Ha 1abopaToOPHbI CTOT MUHUMYM Ha 2 Yaca, OCTaBUTb UX ANS MHKYbaLmnm
B MHKybaTope npu TemnepaType 37 + 1 °C B TeueHue 1 yaca vam NomMecTnTb Ux Ha 30 CeKyH/ B cyxoe
ABYX6N04YHOe HarpeBaTe/ibHOe YCTPOKCTBO Npu TemnepaType 100 1 °C.

2. nepEBele/lTe 3arneyataHHble I'IpO6I/IpKI/I Ana cMewmBaHmMAa CoA4eP>XXMNMOTO. I'Iepe|7|,u,|/|Te K cnegyrouemy wary
yepes 4 yaca nocne nepeBopayvnBaHUA.
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N3BneknTe oboratuTenbHbIN 6yNbOH U3 MHKY6aTopa.

Ha kaxayto npoby, a Takxe npoby ans otpuuatenbHoro KoHTpoas (NC) (B cTepuibHONV 06oratnTenbHON cpese)
TpebyeTca ogHa Npobupka ¢ pacTBopoM Ans nm3nca Neogen.

4.1 Ana nony4veHns HEO6XOAMMOrO KOJIMYecTBa NPOBUPOK MAACTUHKN C MPO6MpKaMM C pacTBOPOM AN
num3nca Neogen MOXHO pa3pesaTtb. BoibepuTe He06X0AMMOE KOIMYECTBO OTAE/IbHbIX MPOBUPOK LN
NNacTMHOK Mo 8 Npobupok ¢ pacTBopom Anst ansnca Neogen. MomecTuTe NPO6UPKM C PpacTBOPOM A5
nm3uca Neogen B MyCTOW LWITATMB.

4.2.Bo nsbexaHune nepekpecTHOro 3arpAa3HeHnd pacneanb|Ba|7|Te MNacTnHKNM C npo6|/|p|<a|v||/| C pacTBOpPOM ANA
nnsnca Neogen rno OAHOVI 3a pa3 v A4 KaXXgoro 3tara nepeHoca I/ICI']OJ'II:3yl7ITe HOBBbI HAKOHEUHUK Aansa
nmneTkn.

4.3. NMepeHecuTe o6oraLleHHyH Npoby B Npobupku ans avsnca Neogen coriacHO NprBEeAEHHOMY HIKE OMUCAHMIO.

B nepByto ouepeab nepeHecuTe Kaxayo oboralleHHyo Npoby B OTAe/IbHYH0 NPO6UPKY C pacTBOPOM AN
nnsunca Neogen. Mpo6bl 415 OTpULATENBLHOIO KOHTPOASA MepenviBaitTe B NOCNeAHIO ovepeab.

4.4.Pacnevatarite Npobupkn € pacTBopoM Ans nn3mca Neogen Ha O4HOIM NIACTUHKE C MOMOLLbI MHCTPYMEHTA
«Neogen® MonekynspHas gnarHocTka. IHCTpyMeHT Ans 3aneyaTtbiBaHMs/pacneyaTbiBaHNA MPO6MpPOoK
(JIn3nc)». MnacTmHKM c NpobupkamMmn cnesyeT pacrneyaTtbiBaTb MO OAHOM 3a pas.

4.5.BbI6pockTe KONMayokK oT NPobupkK ¢ pactBopoM Ans nnsmca Neogen. Ecnm nmsaT HeobxoAnmo
COXPaHUTb A/151 MOBTOPHOIO TECTUPOBAHMUS, MOMECTUTE KOMAYKM B YACTbIA KOHTEHEpP A1 MOBTOPHOIO
NCMOJIb30BaHMA Nocae An3nca.

4.5.1. MNpoueaypa 06paboTKM COXPAHEHHOrO n3aTa OnMcaHa B MPUIOXKeHUN A.

4.6 TMpw paboTe ¢ BA3KMMM Npobamu B36oATaMTe MeLLIOK A/1a oboralleHns nepej tem, Kak cobpatb Npoby ¢
$UNBLTPOBAHHOW CTOPOHBI.

4.7 NMepeHecnTe 20 Mk 06pasua B NpobupKy C pacTBOPOM AN nn3snca Neogen, ecnm gpyroe He yka3aHo B
Tabnvue npoTokona.

MoBTopsiiTe Warn 4.4-4.7 10 Tex Nop, Noka Kaxaas oTAenbHas npoba He ByAeT nepennTa B COOTBETCTBYHOLLLYHO
Npo6upKy C pacTBOpPOM Ans nn3mca Neogen Ha NaacTUHKe.

o o)

Mocne nepeHoca Bcex NPo6 NepeHecuTe B NPO6GUPKY € pacTBOpPOM ANia nn3unca Neogen 20 Mk cpeabl ANiS
OTPULATENBHOIO KOHTPONSA (CTEPUNBHOV 0boraTuUTeNnbHOW cpebl, Hanpumep 3IM1B). He ncnonb3syiTte Body B
KayecTBe cpefbl ANA OTPULATEIbHOrO KOHTPOASA.

Y6eanTecb B TOM, UTO TeMnepaTypa BHYTPEHHero HarpesaTe/IbHOro 6,10Ka 415 MOeKYASPHOM ANarHOCTUKM
Neogen coctaBnsieT 100 + 1 °C.

rMomecTuTe LUTaTUB C OTKPbITbIMY Npo6upkamMu Ans nnsmnca Neogen Bo BHYTPEHHWI HarpeBaTenbHbI 610K 415
MOJIEKYNSIPHOI AnarHocTukm Neogen 1 HarpesaliTe B TedeHune 15 + 1 MUHYTbI. Bo Bpemsi HarpeBsa LiBET pacTBopa
Ans nu3nca Neogen M3MEHUTCS C PO30BOTO (B XOI0AHOM COCTOSIHMM) Ha XENTbIN (B ropsiyem COCTOSTHUN).

Mpo6bl, KOTOPbIE He NPOLLIN HaZ/1eXaLLyo TerJIoBYto 06paboTKy Ha 3Tarne nn3unca, MoryT NpeacTaBiATh
b6uonornyeckyto onacHocTb. SAMPELLAETCS BCTaBnsTb X B Npnbop 418 MonekynsipHow gnarHoctukn Neogen.

/3BneKuTe WTATUB C OTKPLITLIMU MPOBMPKaMM C PacTBOPOM Afs n3nca Neogen 13 HarpeBaTesIbHOro 6/10ka
MOJIeKYNISIPHOL AarHOCTVK Neogen 1 MOMEeCTUTE ero ANst oxaxaeHns B 6510k «<Neogen MonekynsipHasi
AviarHocTvika. OxnagmnTenbHblii 610K (BCTaBHOW)» Ha nepurog ot 5 go 10 MUHYT. Bnok «Neogen MonekynsipHas
AviarHocTvika. OxnagmnTenbHblii 610K (BCTaBHOW)», MCMONb3yeMblli NPy TeMMepaType oKpy>atoLLeli cpesbl 6e3 1oTka
«Neogen MonekynsipHas AnarHoOCTVKa. JTOTOK Ans ox1aAguTensHoro 6,10Kkax, JOMKEH HaXOAUTLCSH HEMOCPEACTBEHHO
Ha nabopaTopHoM cTose. Mocne oxnaxaeHrs LBET pacTBopa Ans nn3nca Neogen CHOBa CTaHET PO30BLIM.
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10. M3BneknTe WTATMB C Npobupkamu ansa nmsmnca Neogen 13 610ka «Neogen MonekynsipHasa AMarHoCT1Ka.
OxnagnTenbHblvi 610K (BCTAaBHON)».

AMnnaneukaumsa
1. Ha kaxgyo npoby, a Takxe npoby ana otpuuatensHoro koHTponsa (NC) TpebyeTca ofHa Npobupka C peareHTom
«Neogen TecT-Habop 2 419 MOJIeKynsapHOro aHanmsa - Cronobacter».

1.1 [Ins nonyyeHms Hy>XHOTO KONMYeCcTBa MPOBMPOK NAACTUHKN C MPOBMPKaMU MOXHO paspe3aTb. BeibepuTe
HeobXoAMMoe KOMYeCTBO OTAE/bHbIX MPO6UPOK MM NIACTMHOK Mo 8 Npoburpok komnnekTa «Neogen TecT-
Habop 2 An9 MoNeKkynsipHoro aHanwmsa - Cronobacters.

1.2 Momectnte Neogen TecT-Habop 2 415 MONeKyAssPHOro aHanmsa - Cronobacter (Mpobupku € peareHToOM) B
nycToV WTaTUB.

1.3 He nogHnMaiTe 0CafloKk OT peareHTa, KOTOPbIA MOXeT 06pa3oBaTbCs Ha AHEe MPO6MPOK.
BbibepuTe oaHy Npobupky «Neogen KOHTpOAb peareHTOB» 11 MOMeCTUTe ee B LUTaTuB.

Bo n3bexaHune nepekpecTHOro 3arpsi3HeHWsl pacneyaTtbiBaliTe 04HY NIACTUHKY C NPO6MPKaMU C peareHToM
13 komnnekta «Neogen TecT-Habop 2 Anst MONEKYNsPHOro aHanusa - Cronobacter» 3a pas 1 AN KaXA0ro 3Tana
nepeHoca NCMOo/b3yTe HOBbIV HAKOHEUHUK A1 MAMNETKN.

4. TlepeHecuTe KaxAblli NM3aT B MPO6UPKY C peareHTom komnnekTa «Neogen TecT-Habop 2 415 MONEKYNSIPHOMO
aHanu3a - Cronobacter» 1 Npo6bupky «Neogen KOHTPO/Ib peareHTOB» COrNacHO NPUBEAEHHOMY HUXKe OMUCAHMIO.

MNepeHecnTe NM3aT KaxAoM Npobbl B OTAe/IbHbIE MPOBUPKM C peareHToMm komniekTa «Neogen TecT-Habop
2 Ans MoneKkynspHOro aHanusa - Cronobacter » B nepByto oyepejpb, a 3aTeM — Npobbl AN OTPULATENIbHOTO
KoHTpons (NC). CmounTte npobupky «Neogen KoHTponb peareHTOB» B MOC/IEAHIO ovepeb.

5. PacneuaTaiiTe npobupku ¢ peareHToM komMrniekTa «Neogen TecT-Habop 2 AnA MONeKyNsApHOro aHanmsa -
Cronobacter» ¢ nomoLLbto MHCTpyMeHTa «Neogen® MosiekynsapHas AnarHocTrka. IHCTpyMeHT Ans
3anevyatbiBaHUs/pacneyaTbiBaHMa Npobupok (PeareHT)». [nacTnHKM C npobrpkamMm cnesyeT pacrneyaTtbiBaTb
Mo OAHOVI 3@ pa3. BeIbpockTe KoMauku.

5.1 MepeHecnTe 20 MKJ1 IM3aTa NPo6bl N3 BepXHei Y2 uacTu NPo6MPKY C pacTBOPOM AJiS In3uUca
Neogen (He gonyckasa nonajaHusa ocaika) B COOTBETCTBYIOLLYYIO MPOGUPKY € peareHTOM KOMIM/IeKTa
«Neogen TecT-Ha6op 2 Ana MmoneKynspHoro aHanusa - Cronobacter ». MNepenneaTtb N1U3aT B NPo6UpKY
cnepyeT Noj HaKJIOHOM, YTO6bl He NOAHATL ocafoK. MepemellariTe nn3aT B Npo6MpKe: ANs 3TOro
5 pa3 ocTOpO>KHO HabepuTe N BbINYCTUTE XXNAKOCTb U3 NUNETKU.

5.2 MosTopsarTe 31an 5.1 4o Tex nop, NokKa An3aT KaxAor Npobbl He byAeT NepeninT B COOTBETCTBYHOLLYHO
npobupky c peareHToM «Neogen TecT-Habop 2 415 MONeKyISpHOro aHanwnsa - Cronobacter » Ha NAacTUHKe.

5.3 3akporite npobupkn c peareHTOM KomnnekTa «Neogen TecT-Habop 2 415 MONEKYASPHOro aHannsa -
Cronobacter » 3anacHbIMW KOMaykaMn 1 HajaBuTe CKPYrAeHHOM CTOPOHOW MHCTpyMeHTa «Neogen
MonekynspHas gnarHoctrka. VIHCTpyMeHT 415 3anedaTbiBaHusA/pacneyaTbiBaHUs Npobupok (PeareHT)»,
CoBepLUas ABVKEHNA BNepes-Hasaj, YTobbl 0becneyunTb MNJOTHYH NOCAAKY KOAMAaYKOB.

5.4 MosTopwuTe 3Tanbl 5.1-5.3 cTONbKO pas, CKoAbKO NPo6 HeOBXOAMMO MPOTECTUPOBATh.

5.5 MNocne nepeHoca nnu3aToB Bcex Npob noBTopuTe AericTBnd 5.1-5.3, utobbl nepeHectn 20 MK nn3aTa
ans oTpuuatensHoro koHTpons (NC) B npobupky ¢ peareHToM kKoMnnekTa «Neogen TecT-Habop 2 ans
MOIeKyNsipHOro aHanusa - Cronobacter».

5.6 MNepeHecnTe 20 MK NX3aTa ANA oTpuuatenbHoro KoHTposs (NC) B npo6urpky «Neogen KoHTponb
peareHTOB». [lepenBaTb N13aT B NPOBMPKY cnefyeT Nog Hak/IOHOM, YTOObl He NOAHATb 0CaZAO0K.
MepemeLuariTe 13aT B NPO6GMpPKe: 418 3TOr0 5 pa3 0CTOPOXXHO HabepuTe 1 BbIMyCTUTE XUAKOCTb M3 MUMNETKN.
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6. 3arpysuTe 3aneyaTaHHble NPOBUPKN B YNCTbIV NPOAE3NHPULNPOBAHHbIN JI0TOK 6bICTPOI 3arpy3ku Ans
MonekynsapHow anarHoctukm Neogen. 3akporite 1 3abuKCnpyriTe KPbILLKY I0TKa ObICTPON 3arpy3km ans
MONEeKYNSipHOV AnarHoctukm Neogen.

7. TpoBepbTe NapameTpbl HACTPOMKM LiMKAA B MPOrpaMMHOM obecriedeHnmn 418 MOeKyAapHON 4MarHOCTUKMA
Neogen.

8. HaxmuTe KHOMKy 3anycka B MporpaMmMHOM obecrneveHnn 1 BbibepuTe Nprbop, KOTOPbLIA HEOBXOANMO
ncnonb3osaTk. Kpbillka BbIGpaHHOro npmbopa oTKpoeTcs aBTOMaTUYecKU.

9. [lNomecTnTe NOTOK BbICTPOI 3arpy3Kun ANA MONEKYNAPHONM AnarHocTkn Neogen B Nprbop A58 MONEKYNSPHOWA
AnarHocTnkm Neogen 1 3aKpoiiTe KpbILLKY, YTOBbI 3anyCTUTb aHanms. PesynbTaTbl NOSBATCA B TeUeHMe
60 MUHYT. [TofIOXKNUTENbHbIE pe3yNbTaTbl MOTYT MOABUTLCA PaHbLLe.

10. Mo 3aBepLUeHNN aHaNM3a AMAarHOCTUKM U3BNEKNTE IOTOK 6bICTPOI 3arpy3ku A5 MONEKYNSIPHOM ANArHOCTUKN
Neogen 13 nprbopa Ans MonekynsapHom agnarHoctnkm Neogen 1 yTUAN3NpPynTe Npobupkn, NOMeCTUB nX
B pacTBop 6biToBOro otbenmeatens (1-5 % B 06beMHOM OTHOLLEHUW C BOAOW) Ha 1 4Yac BAanm ot 06nactu
NOAroTOBKW NPO6 ANA aHanum3a.

YBEAOMANEHWE. Jna MUHUMM3aALMN PUCKE MOSYYEHUS TOXKHOMONOXUTE/IbHbLIX Pe3y/bTaToB BC/IeACTBME
nepeKpecTHOro 3arpsa3HeHns HX B KOeM C/lyyae He OTKPbIBaiTe MPOBUPKY C peareHToM, cogepKallme
amnandurumposaHHyto JHK. 310 kacaeTca Npobupku ¢ peareHTom komniekTa «Neogen TecT-Habop 2 Ans
MONEeKyNsipHOro aHanmsa - Cronobacter», npobupkun «Neogen KOHTPO/Ib peareHToB» 1 NPO6UPOK KOHTPONS
mMaTpuubl Neogen. 3anevaTaHHble MPOOUPKW C peareHTaMu ciegyeT BblAepXMBaTh B pacTBOpe 6bITOBOro
oTbenmeaTens (1-5 % B 06beMHOM OTHOLLEHUW C BOAOW) B TedeHMe 1 Yaca BAa/IM OT 30HbI MPOBeAEHMSA aHanusa.

Pe3yanaTb| ANarHoCTUKuM n X nHtepnpetauns

CneumanbHbI aNrOpUTM aHaNM3MpyeT KPUBYHO CBETOOTAAuN, BbIBOANMYIO B pe3ynbTaTe 06HapyxXeHNs
aMnAndrKaLmm HYKNeoTUAHbIX Mocief0BaTeIbHOCTe. [TporpaMMHoe obecneyveHrie aBTOMaTUYECKN
aHanM3npyeT NoJlyYeHHble AaHHble N CHAabXaeT NX LBETOBbIMU KOAAMU. [MONOXNTENbHbIA UAK OTPULATENbHbIN
pe3ynbTaT onpejensieTcs NyTeM aHanAMsa psga yHUKanbHbIX MapamMeTpoB KPUBONA. MpeAnonoXxmnTensHo
NoNoOXNTEeNbHbIe pe3ynbTaTbl 0TOBPaXKaATCA B peasibHOM BPeMEHW, a OTpULaTeNbHbIe pe3ybTaThbl U AaHHbIe,
TpebytoLLme N3y4eHnsi, — No OKOHYaHWK aHanmsa.

MPNMEYAHWE. Pe3ynbTaThl aHann3a He MOTyT 6bITb HyNeBbIMU Aaxke B Cly4dae ncciefoBaHns oTpuLaTebHOM
Npob6bl, MOCKOAbKY CMCTEMA U aMNAndUKaLOHHbIe peareHTbl U3 KommekTa «Neogen TecT-Habop 2 ans
MOJIeKYNSIPHOro aHanmsa - Cronobacter» cnOCOBHbI CYUMTLIBaTb NokKa3aHus «poHoBow» RLU (oTHOCUTenbHas
CBeTOBas efMHMLA).

MoaTBepXAaeHMe
e [loaTBepXAeH e pe3ynbLTaToB B COOTBETCTBUN C MeTOAO0M, nonyumsLinm ceptnudurkaT NF Validation

B pamkax NF VALIDATION Bce npeAnonoXmnTeNbHO MOJIOXNTENbHbIe 060ratuTeNibHble cpebl A40KHbI ObITh
NoATBEPXAEHbl YKa3aHHbIM Jajnee 3TaflIoHHbIM MeToA0M®@., 1N 3TOro CHavana BbINMOJIHAETCA NepesMBaHue 13
nepBUYHOI oboratutenbHol cpeabl (BPW ISO nan BPW ISO, gononHeHHas 10 Mr/n BaHKOMULIMHA).

e /lpyroii NpoTOKON NOATBEPXAEHNS

MpeanonoXnTENEHO NONOXUTENbHbIE OBOoraTUTeNbHbIE CPpeAbl CiedyeT NOATBEPXKAATb B COOTBETCTBUM CO
CTaHAAPTHLIMM NabopaTOPHbLIMK NpoLesypaMu UAV NOAXOAALLMM 3TaNIOHHbIM MeToZoM 2, [1ns 3TOro cHavana
BbIMOJIHAETCA NepenmBaHmne 13 NepBUYHON 060raTUTeNbHOV Cpesbl BO BTOPUYHYH 0b6oratuTenbHyto cpeay (BPW
ISO vnn BPW ISO, gononHeHHas 10 Mr/n BaHKOMULVIHA) C NOCeAyoLWVM KYNbTUBMPOBaHMEM U MOATBEPXAEHMNEM
N30/1ATOB C UCMNOIb30BaHNEM COOTBETCTBYHOLLINX BUOXUMUNYECKIMX, CEPONOTNYECKNX N (MIN) MONEKYNIAPHBIX METOAOB.
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B peakux ciyyasx nonyyeHUs HeoBbIYHbIX CBETOBbIX JAaHHbIX aNrOPUTM 3aHOCUT COOTBETCTBYHOLLME Pe3yNbTaThl
B KaTeroputo nHoopmaLmm, TpebytoLein nsydveHusi. KomnaHus Neogen pekomMeHAyeT NPOBOAUTL NMOBTOPHbIL
aHanus npo6, TpebyLwmx n3yyeHuns. ECnn pesynbtaTt aHannsa He MeHsIeTcsl, NPOBepbTe ero NPeAnoYTUTEIbHbIM
ANt BaC METOZAOM W/ B COOTBETCTBUM C MECTHBIMU HOPMAaTUBHbIMY TpeboBaHUAMN2),

B cnyuae NnpoTMBOpEUMNBBIX Pe3yNbTaTOB (NMPeANONOXMTENbHO MONOXUTEbHbIE MOCE MPOBEeAEHNS TECTOB U3
komnnekTa «Neogen TecT-Habop 2 Ansi MONEKYNIAPHOrO aHanm3sa - Cronobacter», He NOATBEPXAEHHbIE OLHUM U3
OMVICaHHBbIX BbILLE CNOCO60B) COTPYAHUKIN N1aboPaTOPUM LOMKHbI MPUAEPXKNBATLCS YCTAHOBAEHHbIX CTaHAAPTHBIX
npoueayp, YTobbl CO06LLATL pe3ynbTaThl.

Ecnv y Bac BO3HWUKAM BOMPOChI MO KOHKPETHBIM CNoco6am NpUMeHeHVst v npoLedypam, NoceTuTe Hall Be6-caiiT no
aZpecy www.neogen.com uam obpaTnTecb K MECTHOMY NPeACTaBUTENIO UK ANCTPUBLIOTOPY KoMmnaHum Neogen.

MpunoxxeHue A. NpepbiBaHWE BbINMOJIHEHNS MPOTOKO/1a: XPaHEHME N MOBTOPHOE TeCTpoBaHUe IN3aToB.,

noasepriimxca TepmoobpaboTke

1. [na xpaHeHWsa n13aToB, NOABEPrLUMXCA TepMOObpaboTke, CHOBA 3aneyvaTaTe NPobmpKy C pacTBOPOM ASiS
N31ca YNCTBIM KoNMaydkom (cM. pasgen 4.5 Jinsunc).

OTnpaBbTe NpPoby Ha XpaHeHKe Npu TeMnepaType oT 2 Ao 8 °C Ha Nnepunog A0 72 4acoB.
MoAroToBLTE COXPaHEHHYIO MPOBY 418 amnandrKaLmm, nepesepHyB NPObMpKY 2-3 pasa A/1a nepemMeLLBaHNS.

Pacneuartaiite npobupkm.

vk W

MNMomecTnTe NPOBUPKM CO CMELUAHHbBIM IM3aTOM BO BHYTPEHHW HarpeBaTebHbIM 610K A1 MOSIEKYISPHO
avarHoctnkm Neogen v nogorpeiite go Temnepatypbl 100 + 1 °C B TeueHme 5 £ 1 MUHYTHI.

6. WV3BnekuTe WITATUB C NPOBGMPKaMKM C pacTBOPOM A/ Nm3rica Neogen 13 HarpeBaTe/lbHOro 610ka 1 MOMeCcTUTe
ero Ans oxnaxzaeHus B 6nok «<Neogen MonekynapHas gnarHoctmka. OxnagntenbHblli 610K (BCTaBHOM)» Ha
nepmog ot 5 2o 10 MUHyT.

7. I'Ipop,on>|<|/|Te BbIMO/IHEHWE NPOTOKO/1a B COOTBETCTBUN C pa3fesioM AMI'II'II/Iq)I/IKaLI,VIﬂ, KaK OMncCaHo BblLle.

CcbInkn.
1. PyKkoBOACTBO No bakTepuonornyeckomy aHanmsy (BAM) YnpasneHus no caHNTapHOMY HaZ30pYy 3@ KaueCcTBOM
NULLEBbLIX NPOAYKTOB N MeankameHToB CLUA, rn. 29; MAPT 2012 T.

2. IS0 22964:2017 Mukpoburonorusa nuLeso uenu. Fopn3oHTanbHbIA MeToj O6HapY>KeH WS LWTaMMOB
Cronobacter.

3. YnpasneHvie Mo KOHTPO/IHO KayecTBa MuLLEBbLIX NPOAYKTOB 1 neKkapcTBeHHbIX cpeacts CLUA. Ceoa
desepanbHbIX MOCTAHOBNEHWI, CTaTbA 21, yacTb 58. Haanexallas nabopatopHas npakTuka ans
LOKJIMHMYECKMX N1abopaTOpPHbIX NCCNef0BaHWNIA.

4. ISO/IEC 17025:2017. O6wwme TpeboBaHUSA K KOMMETEHTHOCTU UCMbITaTeNbHbIX U KaNnbpoBOUYHbIX
nabopaTopuii.

5. ISO 7218:2007/Amd. 1:2013. Mukpob6uronornsa n1LLeBbIX MPOAYKTOB U KOPMOB A/151 XXMBOTHbIX. ObLime
TpeboBaHWNA 1 PYKOBOACTBO MO MUKPOBLONOTMYECKOMY aHasIn3Yy.

6. ATTecTauus yctaHoBAeHHOro obopygoBaHus (IQ) 1 attectaums GyHKLUMOHMpPYOLWero obopysoBaHms (OQ)
Neogen®: cuctema MosiekynapHo AnarHoctukn Neogen. s noayYeHMs KONmmy 3TOro AoKymMeHTa obpaTutech
Kk npeactasutento Neogen Food Safety.

7. ISO 6887-5:2010. Mukpoburonornsa nuLeBbiX MPOAYKTOB U KOPMOB A/151 XXMBOTHbIX. [TogroToBka 06pa3LoB 415
aHanmM3a, NCxo4Has CycneHsusa 1 JecaTukpaTHoe pa3baBneHue Ans MUKpPobronormyeckoro aHanamsa. Yacrtb 5.
Ocobble NpaBmaa NOAroToBKY 06pasL,0B MOIOKA M MOJIOYHbLIX MPOAYKTOB.

8. ISO 6887-4:2017. Mukpoburonornsa nnLLeBbiX MPOAYKTOB 1 KOPMOB A/151 XXMBOTHbIX. [TogroToBka 06pa3LoB 415
aHanmM3a, NCxo4Has CycneHs3usa 1 JecaTukpaTHoe pas3baBneHue Ans MUKPob1onormyeckoro aHanamsa. Yacrtb 4.
Ocobble NpaBmna NOAroToBKY 06pasL,0B pPa3HbIX MPOAYKTOB.

9. ISO 16140-2:2016. Mukpobronorus nuiiesolr Lenu. NMposepka meToga. YacTb 2. [pOTOKON NPOBEPKN
a/ibTePHaTMBHbIX (3aNaTeHTOBaHHbIX) METOZAOB B CPAaBHEHWM CO CTaHAAPTHLIMU MeTOAaMU.

Cm. TeKywime sepcnmn rpmeefeHHbIX Bblle CTaHAAaPTHbIX METOA0B.

NosicHeHne cMMBOJ10B
info.neogen.com/symbols
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Yayinlanma Tarihi: 2024-01

X NEOGEN

Uriin Talimatlan

Molekiiler Tespit Analizi 2 - Cronobacter

Uriin Tanimi ve Kullanim Amaci
Neogen® Molekiler Tespit Analizi 2 - Cronobacter zenginlestirilmis gida ve gevresel gida isleme numunelerinde
Cronobacter'in hizli ve spesifik Tespiti igcin Neogen® Molekiiler Tayin Sistemi ile birlikte kullanilir.

Neogen Molekiiler Tespit Analizi'nde, niikleik asit dizgelerinin yliksek 6zgillik ve duyarhlikla hizla amplifiye edilmesi
icin dongi aracili izotermal amplifikasyonun yani sira amplifikasyonun tespit edilmesi amaciyla biyoluminesans kullanilir.
Negatif sonuclar test tamamlandiktan sonra gosterilirken, olasi pozitif sonuglar gercek zamanh olarak bildirilir. Olasi
pozitif sonuglar, tercih edilen yéntem kullanilarak veya yerel diizenlemelerde belirtildigi sekilde dogrulanmalidirt"2,

Neogen Molekiiler Tespit Analizi 2 - Cronobacter Griin, laboratuvar ortaminda, laboratuvar teknikleri konusunda egitim
almig profesyonellerin kullanimina yoneliktir. Neogen, bu riinii yiyecek veya icecek endistrileri diginda kullanim igin
tescil ettirmemistir. Ornegin Neogen bu iriinii farmasétik triinler, kozmetik malzemeler, klinik veya veterinerlik amagli
numunelerin testlerinde kullanim igin tescil ettirmemistir. Neogen Molekiler Tespit Analizi 2 - Cronobacter, olasi tim
gida Urinleri, iglenmis gidalar, test protokolleri veya miimkiin olan tiim bakteri suglari ile degerlendirilmemistir.

Tiim test yontemlerinde oldugu gibi, zenginlestirme ortaminin kaynag, formiilasyonu ve kalitesi sonuglari
etkileyebilir. Numune alma yontemleri, test protokolleri, homojenlestirme ve karistirma dahil numune hazirlama
islemleri, tagima ve laboratuvar teknigi gibi faktorler de sonuglari etkileyebilir. Neogen, yéntemin kullanicinin élgitlerini
kargiladigindan emin olmak igin belirli gidalar ve/veya ¢evresel numuneler ve mikrop uyarimlar ile birlikte yeterli sayida
numune kullanilarak kullanicinin ortaminda zenginlestirme ortami dahil olmak tzere yéntemin degerlendirilmesini énerir.

Neogen, Neogen Molekiiler Tespit Analizi 2 - Cronobacter'' Tamponlanmig Peptonlu Su (ISO) zenginlestirme ortami ile
degerlendirmistir.

Neogen® Molekiiler Tayin Cihazi, numune iginde var olan organizmalari yok etmek igin tasarlanmig lizis test agamasi
sirasinda isil iglemden gegcen numuneler ile kullanim igin tasarlanmustir. Lizis tet agamasi sirasinda dogru sekilde isil
isleme tabi tutulmayan numuneler, olasi bir biyolojik tehlike olarak digtintlebilir ve Neogen Molekdler Tayin Cihazi'na
YERLESTIRILMEMELIDIR.

Neogen Food Safety, ISO (Uluslararasi Standardizasyon Tegkilati) 9001 tasarim ve Uretim sertifikasina sahiptir.
Neogen Molekiiler Tespit Analizi 2 - Cronobacter test kiti, Tablo 1'de agiklanmig oldugu gibi 96 test igerir.
Tablo 1. Neogen Molekiiler Tespit Analizi Kit Bilegenleri

Malzeme Tanim Miktar icindekiler Yorumlar
Rafli ve
® 1 o .. ..
Neogen® Lizis Sollisyonu seffaf tupl?rde 96 (8 tuipliuk 12 gerit) Tlp basina 580 puL LS | kullanima
(LS) pembe soliisyon hazir

Neogen® Molekiiler Tespit Liyofilize spesifik

Analizi 2 - Cronobacter ;r;nlj:rcu-klrmm 96 (8 tupliik 12 gerit) amplifikasyon ve rlf:lllarnlma
Reaktif Tupleri P tespit karigimi

; Turuncu-kirmizi . Kullanima
llave kapaklar kapaklar 96 (8 kapaklik 12 serit) hazir
Neogen® Reaktif Kontroli Seffaf Ustten 16 (8 ayn tlip iceren 2 ISL‘X:ISIIIZ;?]OT;%S on Kullanima
(RC) kapatmali tiipler poset) »amp Y hazir

ve tespit karigimi

Kitle birlikte sunulmayan Negatif Kontrol (NC), BPW ISO gibi steril bir zenginlestirme ortamidir. NC olarak su
kullanmayin.



(Tiirkge) ﬁ ﬁ
Giivenlik

Kullanici, Neogen Molekiler Tayin Sistemi ve Neogen Molekiiler Tespit Analizi 2 - Cronobacter ile ilgili talimatlarda yer alan
tim glvenlik bilgilerini okumali, anlamali ve bunlara uymalidir. Givenlik talimatlarini ileride bagvurmak Gzere saklayin.

AUYARI: Onlenmemesi halinde liim ya da ciddi yaralanma ve/veya mal zarari ile sonuglanabilecek tehlikeli bir
durumu goésterir.

BiLDIRiM: Kaciniimamasi halinde maddi zarar ile sonuclanabilecek olasi tehlikeli bir durumu gésterir.

A UYARI

Neogen Molekiiler Tespit Analizi 2 - Cronobacter'i insanlarin veya hayvanlarin saglik durumlarini tanilamak amaciyla
kullanmayin.

Kullanicinin giincel ve dogru test teknikleri konusunda personeline egitim vermesi gerekir: 6rnegin lyi Laboratuvar
Uygulamalan®, ISO/IEC 17025® veya ISO 7218),

Kontamine Uriiniin agiga ¢ikmasina yol agan yanlis bir negatif sonugcla iliskili riskleri azaltmak igin:

e Tam olarak irin talimatlarinda belirtildigi sekilde protokoli uygulayin ve testleri gergeklestirin.

e Neogen Molekdler Tespit Analizi 2 - Cronobacter'' ambalaj Gizerinde ve Uriin talimatlarinda belirtildigi sekilde saklayin.
e Neogen Molekiiler Tespit Analizi 2 - Cronobacter'| mutlaka son kullanma tarihinden 6nce kullanin.

o Neogen Molekiiler Tespit Analizi 2 - Cronobacter'i, firmamiz veya bir liglinci tarafca onaylanmig gida ve gevresel

gida isleme numuneleri ile kullanin.

e Neogen Molekiiler Tespit Analizi 2 Cronobacter'i sadece kurum iginde veya Uglinci bir tarafga onaylanmig yizeyler,
sanitizerler, protokoller ve bakteri suslari ile kullanin.

e Aril stilfonat kompleksiyle birlikte N&trlestirici Tampon igeren gevresel bir numune igin test etmeden 6nce 1:2 oraninda
bir diliisyon gergeklestirin (1 miktar steril zenginlestirme sivi besi yeri icine 1 miktar numune). Bagka bir segenek ise
Neogen Lizis Sollsyonu tiiplerinde 10 uL NB zenginlestirme yontemidir. Aril silfonat kompleksli N6trlestirici Tampon
iceren Neogen® Numune Tutma driinleri: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL10NB2G, HS10NB, HS10NB2G ve
HS2410NB2G. Bu protokol, NF Validation galigmasi sirasinda test edilmemistir.

Kimyasallara ve biyolojik tehlikelere maruz kalma ile iligkili riskleri azaltmak igin:

e Patojen testini dogru donanima sahip bir laboratuvarda, egitimli personelin kontrolii altinda gerceklestirin. inkiibe
edilmig zenginlestirme ortami ve inkiibe edilmis zenginlestirme ortamiyla temas etmis ekipman veya ylizeyler, insan
saghdi igin risk olusturmaya yetecek diizeylerde patojenler icerebilir.

e Reaktifler ve kontamine olmug numuneler ile galigirken, uygun koruyucu kiyafet ve g6zlik kullanimi dahil olmak
Uzere, daima standart laboratuvar giivenlik uygulamalarini izleyin.

Amplifikasyon sonrasinda zenginlestirme ortamlari ve reaktif tliplerin igerigi ile temastan kaginin.

Zenginlestirilmis numuneleri ve iligkili kontamine atiklari, gegerli yerel/bdlgesel/ulusal/sektérel standartlara gére
imha edin.

Isiticidaki 6nerilen sicaklik ayarini agmayin.

Onerilen isitma siiresini agmayin.

Neogen® Molekiiler Tayin Isitma Blogu Ek Pargasi sicakligini dogrulamak igin uygun ve kalibre edilmis bir termometre
kullanin (6rnegin tamamen daldirma tipi termometre degil, kismi daldirma tipi termometre veya dijital sicaklik
sensorli termometre). Termometre, Neogen Molekiiler Tayin Isitma Blogu Ek Parcasi'nda belirlenmig olan konuma
yerlesgtirilmelidir.

Testi hazirlarken gapraz kontaminasyonla iliskili riskleri azaltmak igin:
e Daima eldiven takin (kullaniciyr korumak ve niikleazlarin girigini 6nlemek icin).

Sicak sivilara maruz kalinmasiyla iligkili riskleri azaltmak igin:

e Isiticidaki 6nerilen sicaklik ayarini agmayin.

e Onerilen 1sitma siiresini agsmayin.

e Neogen® Molekiiler Tayin Isitma Blogu Ek Pargasi sicakligini dogrulamak i¢in uygun ve kalibre edilmig bir termometre
kullanin (6rnegdin tamamen daldirma tipi termometre degil, kismi daldirma tipi termometre veya dijital sicaklik
sensorlii termometre). Termometre, Neogen Molekdiler Tayin Isitma Blogu Ek Parcasi'nda belirlenmis olan konuma
yerlestirilmelidir.

BILDIRIM
Testi hazirlarken gapraz kontaminasyonla iliskili riskleri azaltmak igin:

e Reaktif pellet hidrasyonundan 6nce eldivenleri degistirin.
e Steril, aerosol bariyerli (filtreli), molekiiler biyoloji sinifi pipet u¢larinin kullaniimasi tavsiye edilir.




(rirkee) 4 =
Her numune aktarimi igin yeni bir pipet ucu kullanin.

Numunenin zenginlestirilmis besi yerinden lizis tiipiine aktarilmasi igin lyi Laboratuvar Uygulamalarini kullanin.
Pipeti kullanacak kiginin kontaminasyona maruz kalmasindan kaginmak igin kullanici ara bir aktarim adimi eklemeyi
secebilir. Ornegin kullanici zenginlestiriimis her numuneyi steril bir tiipe aktarabilir.

Mevcutsa germisidal lamba igeren bir molekdler biyoloji calisma tezgahi kullanin.

Laboratuvar tezgahlarini ve ekipmanini (pipetler, kapak takma/kapak sokme araclari vb.) %1-5'lik (suda v:v) bir
gamasgir suyu ¢ozeltisi veya DNA uzaklagtirma ¢ozeltisi ile periyodik olarak dekontamine edin.

Yanlis pozitif sonugclarla iligkili riskleri azaltmak igin:

e Amplifikasyon sonrasinda tiipleri asla agmayin.

e Kontamine olmus tiipleri, her zaman %1-5'lik (suda v:v) bir camasir suyu sollisyonunda 1 saat siireyle bekleterek ve
test hazirlik alanindan uzakta imha edin.
Amplifikasyon sonrasinda reaktif tiplerine asla otoklav uygulamayin.
Numunelerin yiiksek diizeyde Cronobacter DNA's (6r. yok etme / etkisiz hale getirme adimina maruz birakilmig
cansiz Cronobacter hiicrelerinden alinan DNA) icerdiginden siiphelenilirse olasi pozitif zenginlegtirmelere Lizis
adimindan 6nce enzim uygulanmaldir. Ek talimatlar icin Neogen Temsilcinizle iletigim kurun. Bu protokol, NF
Validation ¢alismasi sirasinda test edilmemistir.

Ek bilgiler ve Griiniin imha edilmesi ile ilgili yerel diizenlemeler i¢in Givenlik Veri Formu'na bakin.

Belirli uygulamalar veya prosedirler hakkinda sorulariniz varsa www.neogen.com adresindeki web sitemizi ziyaret edin
veya yerel Neogen temsilcisi ya da distriblitori ile iletisim kurun.

Kullanicinin Sorumlulugu
Kullanicilar GirGin talimatlari ve bilgileri hakkinda bilgi edinmekle yukimliidir. Daha fazla bilgi igin
www.neogen.com adresini ziyaret edin ya da yerel Neogen temsilcinizle veya dagitimcinizla iletigsim kurun.

Bir test yontemi secilirken numune alma yéntemleri, test protokolleri, homojenlestirme ve karigtirma gibi numune
hazirlama iglemleri, tagima ve laboratuvar teknigi gibi dig faktorlerin sonuglari etkileyebileceginin bilinmesi gerekir.

Segilen test yonteminin kullanicinin kriterlerini kargiladigi konusunda kullaniciy1 tatmin edecek uygun matrisler ve
mikrobiyal zorluklarla yeterli sayida numuneyi degerlendirmek (izere herhangi bir test yénteminin veya Uriiniiniin
segilmesi kullanicinin sorumlulugundadir.

Tum test yontemlerinin ve sonuglarinin musteri ve tedarikgi gereksinimlerini kargilamasini saglamak yine kullanicinin
sorumlulugundadir.

Tum test yontemlerinde oldugu gibi, herhangi bir Neogen Gida Giivenligi Giriiniiniin kullanilmasindan elde edilen sonuglar
test edilen matrislerin veya sireglerin kalitesi konusunda bir garanti olugsturmaz.

Cesitli matrislere yonelik olarak yontemin degerlendiriimesinde misterilere yardimci olmak i¢cin Neogen, Neogen®
Molekdler Tayin Matris Kontroli kitini gelistirmistir. Gerektiginde, matrisin Neogen Molekdler Tespit Analizi 2 - Cronobacter
sonuglarini etkileyip etkileyemedigini belirlemek tGizere Matris Kontrolii (MC) olanagini kullanin. Neogen yénteminin adapte
edildigi ya da yeni veya bilinmeyen matrislerin ya da ham maddesi veya prosesi degisen matrislerin test edildigi herhangi bir
validasyon déneminde, matrisi temsil eden birkag numuneyi, yani farkli kaynaktan alinan numuneleri test edin.

Matris; bilesim ve proses gibi yapisal 6zellikleri olan bir tiriin tirl olarak tanimlanabilir. Matrisler arasindaki farkliliklar,
proseslerindeki veya sunumlarindaki farkliliklarin neden oldugu etkiler kadar basit olabilir (6r. pastérize ve ham, kuru ve taze vb.).

Garanti Sinirlamasi/Yasal Yollara iliskin Sinirlama

NEOGEN, HER BiR URUN AMBALAJININ UZERINDEKI SINIRLI GARANTI KISMINDA ACIKGA BELIRTILENLER
HARICINDE, PAZARLANABILIRLIK VEYA BELIRLI BiR KULLANIMA UYGUNLUK GARANTILERI DAHIL ANCAK
BUNLARLA SINIRLI OLMAMAK UZERE TUM ACIK VEYA ZIMNi GARANTILERI KABUL ETMEMEKTEDIR. Herhangi
bir Neogen Gida Giivenlik Uriinii'ntin kusurlu olmasi durumunda, Neogen veya yetkili dagiticisi, tercihine gére riini
degistirecek veya Urlin satig tutarini iade edecektir. Tarafiniza miinhasir ¢gézlimler bunlardir. Diger her tiirli sorunuz igin
litfen Neogen temsilciniz veya yetkili Neogen distribiitériiniz ile iletisim kurun.

Neogen Sorumlulugunun Sinirlandiriimasi

NEOGEN DOGRUDAN, DOLAYLI, OZEL, ARIZi VEYA NETICE KABILINDEN DOGMUS, KAYBEDILMIS KAZANGLAR
DAHIL ANCAK BUNUNLA SINIRLI OLMAMAK UZERE HERHANGI BIiR KAYIP VEYA ZARARDAN SORUMLU
OLMAYACAKTIR. Hi¢bir durumda Neogen'in herhangi bir hukuk kurami altindaki sorumlulugu, kusurlu oldugu iddia
edilen Grinin satig fiyatini agsamaz.
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Saklama ve imha

Neogen Molekiiler Tespit Analizi 2 - Cronobacter'i 2-8°C sicaklikta saklayin. Dondurmayin. Saklama sirasinda kiti igiktan
uzak tutun. Kiti agtiktan sonra, folyo posetin zarar gérmemis oldugunu teyit edin. Poget zarar gérmigse kullanmayin.
Acildiktan sonra, kullanilmayan reaktif tiplerinin, liyofilize reaktifierin stabilitesini stirdirmek amaciyla, icinde nem c¢ekici
ile agzi tekrar kapatilabilir poset icinde saklanmasi gerekir. Yeniden miihiirlenmis posetleri 60 giinden uzun olmamak
kaydiyla 2-8°C sicaklikta saklayin.

Son kullanma tarihi gecen Neogen Molekiler Tespit Analizi 2 - Cronobacter'i kullanmayin. Son kullanma tarihi ve lot
numarasi kutunun dig yliziindeki etikette belirtilmistir. Kullanim sonrasinda, zenginlestirme ortami ve Neogen Molekiiler
Tespit Analizi 2 - Cronobacter tiipleri, potansiyel olarak patojenik materyaller icerebilir. Test tamamlandiginda,
kontamine atigin imha edilmesi i¢in gecerli endistri standartlarina uyun. Ek bilgiler ve triiniin imha edilmesi ile ilgili yerel
diizenlemeler icin Glvenlik Veri Formu'na bakin.

Kullanim Talimatlari
Tum talimatlari dikkate izleyin. Bu uyarinin dikkate alinmamasi hatali sonuglara neden olabilir.

Laboratuvar tezgahlarini ve ekipmanini (pipetler, kapak takma/kapak sokme araclari vb.) %1-5'lik (suda v:v) bir camasgir
suyu ¢ozeltisi veya DNA uzaklagtirma ¢ozeltisi ile periyodik olarak dekontamine edin.

Kullanici, “Neogen Molekiiler Tayin Sistemi icin Kurulum Yeterliligi (IQ) / Calisma Yeterliligi (OQ) Protokolleri ve
Talimatlar” belgesinde® acgiklanan sekilde Neogen Molekiiler Tayin Sistemi operatér yeterliligi egitimini tamamlamalidir.

Ozel gereksinimler igin “Valide edilmis yéntemler icin dzel talimatlar” bélimiine bakin:

AOAC® Official Method of Analysis™ 2018.01 ve Performance Tested*™ Certificate 101703’e gbre zenginlestirme
protokolleri igin Tablo 3

NF VALIDATION sertifikast 3M 01/20-03/18’e gore zenginlestirme protokolleri i¢in Tablo 4

Numune Zenginlestirme
Tablo 2, 3 veya 4’te gida ve ¢evre numunelerine yonelik zenginlestirme protokollerinin yénergeleri verilmistir.

Bu test yonteminin kullanici kriterlerini kargilamasini saglamak tzere alternatif numune alma protokollerinin,
zenginlestirme protokollerinin veya seyreltme oranlarinin valide edilmesi kullanicinin sorumlulugundadir.

Gidalar, Cevresel Tozlar, Tozlar, Siipriintiiler ve Siingerler
1. Zenginlestirme protokoliinde aksi belirtiimedigi takdirde (Bkz. Tablo 2, 3 veya 4), zenginlestirme ortamini ortam
sicakliyina (20-25°C) esitleyin.

2. Zenginlestirme ortami ile numuneyi aseptik olarak birlestirin ve 2 = 0,2 dakika boyunca harmanlama, hazmetme,
vorteksleme veya elle karigtirma yoluyla ya da tiim topaklar tamamen ¢6ziinii zenginlestirme silispansiyonu
homojen hale gelinceye kadar homojenize edin(®.

a. Homojenlegtirme ve karigtirma dahil numune hazirlama iglemleri, tagima ve laboratuvar teknigi gibi faktorler
sonuglari etkileyebilir.

b. Yiksek oranda partikll igeren numuneler igin filtre torbalarinin kullaniimasi 6nerilir.

c. Suda sigen ve yiiksek oranda kivamli olan matrisler icin (6r. tahillar, nigastalar), viskozite uygun sekilde azaltilana
kadar seyreltme (> 1:10) yapilmasi veya BPW’ye (ISO)® steril %1’lik (a/h) alfa-amilaz eklenmesi énerilir.

d. Biyuk boyutlardaki tahil numuneleri i¢in topak olusumunu 6nlemek lizere sik sik karigtirarak toz halindeki tahil
yavasca siviya ekleyin.

3. llgili protokol tablosunda 6zetlendigi gibi inkiibe edin (Bkz. Tablo 2, 3 veya 4).



Tablo 2. Genel Zenginlestirme Protokolleri
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. . Zenginlestirme . . Numune
. . Numune | Zenginlestirme o Zenginlestirme o
Numune Matrisi Boyutu' [ Besi Yeri Hacmi':2 Sicakligi Siiresi (saat) Analiz
y (£1°C) Hacmi
Sit tozu, soya tozu, peynir alti suyu
t(?zy, laktoz, piring unu ve maltodekstrin | 1X gram | 9X mL BPW (ISO) 37 18-24 20 4l
gibi toz bebek mamasi (PIF) ve ham numune (1:10)
maddeler
Tuz, mineraller, amino asitler, DHA
(dokosaheksaenoik asit) ve vitaminler 1X gram 99X mL BPW 37 18-24 20 pl
g numune (ISO) (1:100)
gibi ham maddeler
Ts)z., stipriintiler ve vakum koleksiyonu 1X gram | 9X mL BPW (ISO) 37 18-24 20 l
gibi kuru gevresel numuneler numune (1:10)
10 mL Letheen Besi Yeri veya D/E 1 numune
Notrlestirici Besi Yerine sahip gevresel alma 90 mL(1BI;’\(/)\)/ (150) 37 18-24 20
slinger cihaz )

1. Neogen, 300 grama kadar Tablo 2'deki seyreltme oranlarini kullanarak Neogen Molekiiler Tespit Analizi 2 -

Cronobacter'i degerlendirmistir. Bu yontemin kullanici kriterlerini kargilamasini saglamak lizere alternatif seyreltme
oranlarinin veya protokollerinin valide edilmesi kullanicinin sorumlulugundadir.

2. Zenginlestirme besi yeri hacmi 300 mLden biiyiikse 6nceden isitilmig BPW (ISO) kullanin (6r. numune 30 gramdan

biyikse).

Valide Edilmis Yontemler igin Ozel Talimatlar

AOAC® Official Method of Analysis$™ (OMA) 2018.01

AOAC® Performance Tested™ (PTM) Certificate #101703

5 PERFORMANCE TESTED

101703

AOAC

RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER

AOAC Research Institute OMASM ve PTM®M gcaligmalarinda, Neogen Molekiiler Tespit Analizi 2 - Cronobacter’in
Cronobacter tespitinde etkili bir yontem oldugu bulunmustur. Calismada test edilen matrisler Tablo 3'te gosterilmistir.

Tablo 3. AOAC® OMASM 2018.01 ve PTMSM 101703’e gére zenginlestirme protokolleri

Numune | Zenginlestirme A EE G0 Zenginlestirme Numune
Numune Matrisi Boyutu Besi%eri I?Iacmi1 Sicakhigi Sﬁ?esi (Zaat) Analiz
Y (x1°C) Hacmi
Toz Halinde infant Formiil ve Toz 90 mL BPW (ISO)
Halinde infant Tahil 109 (1:10) 87 18-24 20 ul
o - 2.700 mL BPW Onceden
Toz Halinde Infant Tahil non-probiyotik 300g (1SO) (1:10) Isttilmis 37 18-24 20 pl
. 2.700 mL BPW "
Probiyotiklerle birlikte Toz Halinde Onceden
infant Formiil ve Toz Halinde infant Tahil 3009 (IS0) 10'rrTg/L Isitilmig 37 22-24 204l
Vankomisin
Laktoz 10g |90mMLBPWI(ISO) 37 18-24 20 pl
(1:10)
10 mL D/E Nétrlestirici Besi Yerine 1numune 1 g5 11 BPW (150)
. .. alma 37 18-24 20 pl
sahip gevresel siinger cihazi (1:10)

1. Zenginlegtirme besi yeri hacmi 300 mL'den biiyiikse énceden isitilmig BPW (ISO) kullanin.
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AFNOR Certification ile NF VALIDATION
eﬁ.‘“—-\cpmom

ENI1SO 16140

3M 01/20-03/18
ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http://nf-validation.afnor.org/en

Validasyonun bitis tarihi ve gecerliligi ile ilgili daha fazla bilgi igin litfen yukarida bahsi gegen web sitesindeki NF
VALIDATION sertifikasina bakin.

1ISO 22964 ile kiyaslandiginda ISO 16140-2® uyarinca onayli NF VALIDATION sertifikali yontem.

Validasyonun kapsami: Probiyotikler, ham maddeler ve cevresel numuneler ile birlikte ve bunlari icermeyen toz halinde
infant formil ve infant tahillar.

Numune hazirlama: Numuneler EN ISO 22694® and EN 1SO 6887:8'ye uygun sekilde hazirlanmalidir.
Yazilim siiriimi: Sertifikaya bakin.

Tablo 4. NF VALIDATION Sertifikall 3M 01/20-03/18 Yontemine Gére Zenginlestirme Protokolleri

Zenginlestirme | Zenginlestirme | Zenginlestirme | Numune Onerilen
. . Numune ey o . . .
Numune Matrisi Bovutu Besi Yeri Sicakhgi Siiresi Analiz Kesme
Y Hacmi' (x 1°C) (saat) Hacmi Noktasi>3
e Toz halinde infant
formil
e Toz halinde infant
tahillar . .
. Zenginlestirme
e  Kuru st tozu, soya .
. besi yeri veya
tozu, peynir alti suyu .
tozu, laktoz, piring 10g numune lizati
’ ! . 2-8°C'de 72
unu, maltodekstrin
. saate kadar
gibi malzemeler saklanabilir
e Toz, slprintiler ve 90 mL B.PW 37 18-24 20 pl
vakum koleksiyonu (180) (1:10)
gibi kuru cevresel
numuneler,
1 numune Zenglnle‘gtlrme
besi yeri veya
.. alma .
e Silinger, durulama cihaz! numune lizati
suyu, mendiller 2-8°C'de 72
veya
10 mL saate kadar
saklanabilir
Zenginlestirme
. . .. besi yeri veya
Toz halinde infant formdil .
ve toz halinde infant tahil | 30-300g | CFvY (SO) 37 18-24 20yl | Mumune lizat
(non-probiyotik) (1:10) 2-8°Cds 72
saate kadar
saklanabilir
Toz halinde infant tahil ve Ezvc\),ri:S(/DL)
toz halinde infant formil | 30-300 g 9/ 37 22-24 20 pl Hicbiri
. e . vankomisin
(probiyotik iceren) (1:10)
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1. Zenginlestirme besi yeri hacmi 300 mL'den biiyiikse énceden isitilmis BPW (1SO) kullanin (6r. numune 30 gramdan
biyikse).

2. Zenginlestirme besi yerini saklama ortamindan g¢ikardiktan sonra, Lizis kismindaki 1. agsamadan itibaren teste devam
edin. Numune lizatini saklama ortamindan ¢ikardiktan sonra, Lizis kismindaki 7. agamadan itibaren teste devam edin.

3. Isilislem gérmis saklanan lizatlarin yeniden test edilmesi igin Ek A’ya bakin.

Neogen® Molekiiler Tayin Hizh Yiikleyici Tepsisi'nin Hazirlanmasi

1. Bir bezi veya tek kullanimlik havluyu %1-5 (suda v:v) camasir suyu ¢dzeltisiyle 1slatin ve Neogen Molekiiler Tayin Hizli
Yikleyici Tepsisi’ni silin.

2. Neogen Molekiiler Tayin Hizl Yikleyici Tepsisi'ni su ile durulayin.

3. Neogen Molekiiler Tayin Hizl Yikleyici Tepsisi'ni silmek igin tek kullanimlik bir havlu kullanin.

4. Kullanmadan énce, Neogen Molekiiler Tayin Hizli Yikleyici Tepsisi'nin kuru oldugundan emin olun.

Neogen® Molekiiler Tayin Sogutma Blogu Ek Pargasi'nin Hazirlanmasi
Neogen Molekiiler Tayin Sogutma Blogu Ek Pargasi’ni dogrudan laboratuvar tezgahina yerlestirin: Neogen Molekdler
Tayin Sogutma Blogu Tepsisi kullanilmaz. Blogu laboratuvar ortam sicakhginda 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 blok isitici
Unitesini galigtirin ve Neogen Molekiiler Tayin Isitma Blogu Ek Pargasi'nin 100 +1°C'lik bir sicakliga ulagmasini ve bu
sicakhigi korumasini saglamak igin sicakhgi ayarlayin.

NOT: Isitma Unitesine bagli 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 sensérii termometre) kullanarak Neogen Molekiiler
Tayin Isitma Blogu Ek Pargasi'nin 100 + 1°C'de oldugunu dogrulayin.

Neogen® Molekiiler Tayin Cihazi'nin Hazirlanmasi
1. Neogen® Molekiiler Tayin Yazilimi'ni baglatin ve girig yapin. Yazilimin en giincel stirimine sahip oldugunuzdan emin
olmak i¢cin Neogen Food Safety temsilcisiyle temas kurun.

Neogen Molekiiler Tayin Cihazi'ni galigtirin.

Her bir numune igin verilerin oldugu bir test olusturun veya diizenleyin. Ayrintilar icin bkz. Neogen Molekdler Tayin
Sistemi Kullanim Kilavuzu.

NOT: Reaksiyon tipleri ile birlikte Neogen Molekiiler Tayin Hizli Yiikleyici Tepsisi yerlestiriimeden énce, Neogen
Molekdler Tayin Cihazi Hazir duruma gelmelidir. Bu isinma agamasi yaklagik 20 dakika siirer ve cihazin durum gubugunda
TURUNCU bir igikla gésterilir. Cihaz bir testi baglatmaya hazir oldugunda, durum cubugu YESIL renge déner.

Lizis
Neogen Lizis Solisyonu Rafini Neogen Molekdler Tayin Isitma Blogu Ek Pargasi’na yerlestirmeden dnce tornavida ile sékin.

>

[ ¢

1. Rafi bir gece boyunca (16-18 saat) ortam sicakhgina (20-25°C) ayarlayarak Neogen Lizis Soliisyonu tiplerinin
iIsinmasini saglayin. Neogen Lizis Soliisyonu tiiplerini ortam sicakligina getirmek igin alternatifler, Neogen Lizis
Sollisyonu tuplerini en az 2 saat laboratuvar tezgahina koymak, Neogen Lizis Soliisyonu tiiplerini 1 saatligine 37
1°C'de inkiibe etmek veya kuru ¢ift bloklu bir isiticiya 100 = 1°C’de 30 saniyeligine yerlestirmektir.

Karigtirmak igin kapakl tpleri ters cevirin. Ters ¢evirdikten sonraki 4 saat icinde siradaki adima gecin.
Zenginlestirme besi yerini inkiibatérden ¢ikarin.

Her numune ve NC numunesi (steril zenginlestirme ortami) icin bir Neogen Lizis Soliisyonu tiipu gereklidir.
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4.1 Neogen Lizis Sollisyonu tip seritleri, istenilen tip sayisi kadar kesilebilir. ihtiyag duyulan sayida ayri Neogen Lizis
Sollisyonu tlpi veya 8 tiipliik seritler segin. Neogen Lizis Sollisyonu tiiplerini bosg bir rafa koyun.

4.2 Capraz kontaminasyonu 6nlemek icin Neogen Lizis Soliisyonu tiplerinin kapaklarini teker teker agin ve her
aktarim agamasi i¢in yeni bir pipet ucu kullanin.

4.3 Asagida aciklandigi gibi, zenginlestirilmis numuneyi Neogen Lizis Soliisyonu tliplerine aktarin:

ilk olarak, her bir zenginlestirilmis numuneyi ayri bir Neogen Lizis Soliisyonu tiipiine aktarin. Son olarak NC'yi
aktarin.

4.4 Tek seferde bir gerit izerinde caligarak, Neogen Lizis Solilisyonu tip seridinin kapagini sokmek i¢cin Neogen®
Molekiiler Tayin Kapak Takma / Kapak Sokme Araci - Lizis'i kullanin.

4.5 Neogen Lizis Sollisyonu tiip kapagini atin; lizat tekrar test edilmek tizere tutulacaksa lizisten sonra tekrar
uygulama icin kapaklari temiz bir kaba koyun.

4.5.1. Elde bulunan lizatin iglenmesi icin Ek A'ya bakin.
4.6 Kivaml numunelerle galigsirken numuneyi filtrelenmis taraftan toplamadan énce zenginlestirme torbasini ajite edin.
4.7 20 pl numuneyi, protokol tablosunda aksi belirtiimedikge Neogen Lizis Soliisyonu tiipline aktarin.

5. Ayri numune seritlerinin her biri ilgili Neogen Lizis Sollisyonu tipline eklenene kadar 4.4 ile 4.7 arasindaki adimlari
tekrarlayin.
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6. Tum numuneler aktarildiginda, 20 uL kadar NC’yi (BPW gibi steril zenginlestirme ortami) Neogen Lizis Soliisyonu
tliplne aktarin. NC olarak su kullanmayin.

Neogen Molekiiler Tayin Isitma Blogu Ek Pargasi sicakhiginin 100 = 1°C'de oldugunu dogrulayin.

8. Ustii acik Neogen Lizis Soliisyonu tiipleri rafini Neogen Molekiiler Tayin Isitma Blogu Ek Pargasi’na yerlestirin ve 15 = 1
dakika boyunca isitin. Isitma boyunca, Neogen Lizis Soliisyonunun rengi pembeden (soguk) sariya (sicak) dénecektir.

Lizis tet agamasi sirasinda dogru sekilde isil igsleme tabi tutulmayan numuneler, olasi bir biyolojik tehlike olarak
diistiniilebilir ve Neogen Molekiiler Tayin Cihazi'na YERLESTIRILMEMELIDIR.

9. Neogen Lizis Soliisyonu tiiplerinin acik rafint Neogen Molekiiler Tayin Isitma Blogundan ¢ikarin ve Neogen Molekdler
Tayin Sogutma Blogu Ek Pargasi'nda en az 5, en fazla 10 dakika sogumasini bekleyin. Neogen® Molekiiler Tayin Sogutma
Blogu Tepsisi olmadan oda sicakliginda kullanilan Neogen Molekiiler Tayin Sogutma Blogu Ek Pargasi, laboratuvar
tezgahina dogrudan yerlestiriimelidir. Sogudugunda, Neogen Lizis Solliisyonunun rengi tekrar pembeye dénecektir.

10. Neogen Lizis Soliisyonu tip rafini Neogen Molekiiler Tayin Sogutma Blogu Ek Pargasi'ndan gikarin.

20-25°C

—
D D 00:05:00
Amplifikasyon

1. Her bir numune ve NC icin bir Neogen Molekdiler Tespit Analizi 2 - Cronobacter Reaktif Tipl gereklidir.

1.1 Tip seritleri istenilen tiip sayisi kadar kesilebilir. Neogen Molekiiler Tespit Analizi 2 - Cronobacter Reaktif
Tuplerinin veya gereken 8’li tlip seritlerinin sayisini segin.

1.2 Neogen Molekiiler Tespit Analizi 2 - Cronobacter Reaktif Tiplerini bos bir rafa yerlestirin.
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1.3 Tuplerin dip tarafindaki reaktif pelletlerini karigtirmaktan kaginin.
Bir adet Neogen Reaktif Kontrolii Tupu segin ve rafa yerlestirin.

Capraz kontaminasyonu 6nlemek icin tek seferde yalnizca bir Neogen Molekiiler Tespit Analizi 2 - Cronobacter
Reaktif Tupu serit kapagini agin ve her aktarim agamasi igin yeni bir pipet ucu kullanin.

Lizatlarin her birini Neogen Molekdler Tespit Analizi 2 - Cronobacter Reaktif Tiipi ile Neogen Reaktif Kontroli
Tuplne asagida agiklanan sekilde aktarin:

Her bir numune lizatini 6nce bir Neogen Molekiiler Tespit Analizi 2 - Cronobacter Reaktif Tiipiine, ardindan NC’ye
aktarin. Neogen Reaktif Kontroll Tlplni en son hidratlayin.

Neogen® Molekiiler Tayin Kapak Takma / Kapak S6kme Araci - Reaktif’i kullanarak, Neogen Molekiiler Tespit Analizi
2 - Cronobacter Reaktif Tiiplerinin kapagini, ayni anda tek tip seridi olacak sekilde ¢ikarin. Kapagi atin.

5.1 20 pL lizat numunesini, Neogen Lizis Soliisyonu tiipiindeki sivinin 1/2’lik iist kismindan (¢okeltiyi 6nleyerek)
ilgili Neogen Molekiiler Tespit Analizi 2 - Cronobacter Reaktif Tiipiline aktarin. Pelletlerin karigmasini 6nlemek
icin acil olarak doékiin. Yukari ve asagi 5 kez pipetleyerek nazikge karigtirin.

5.2 Seritte karsilik gelen Neogen Molekiiler Tespit Analizi 2 - Cronobacter Reaktif Tipine tek lizat numunesi
eklenene kadar adim 5.1’i tekrarlayin.

5.3 Neogen Molekiiler Tespit Analizi 2 - Cronobacter Reaktif Tiplerini, tedarik edilen ilave kapak ile kapatin ve
kapagin siki bir sekilde kapatildigindan emin olmak amaciyla, asagi yukar hareketle basing uygulamak tzere
Neogen Molekiiler Tayin Kapak Takma / Kapak S6kme Araci - Reaktif'inin yuvarlak tarafini kullanin.

5.4 Test edilecek numune sayisii¢in 5.1 ila 5.3 adimlarini gerektigi sekilde tekrar edin.

5.5 Tum lizat numuneleri aktarildiginda, adim 5.1 ila 5.3’U tekrarlayarak 20 pL NC lizati bir Neogen Molekiiler Tespit
Analizi 2 - Cronobacter Reaktif Tiipline aktarin.

5.6 20 pL NC lizati bir Neogen Reaktif Kontrolii Tlipline aktarin. Pelletlerin karigmasini 6nlemek i¢in agili olarak
dokiin. Yukari ve asagi 5 kez pipetleyerek nazikge karigtirin.

Kapagi takilmig olan tlpleri temiz ve dekontamine edilmis bir Neogen Molekiiler Tayin Hizl Yikleyici Tepsisi'ne
ylkleyin. Neogen Molekiiler Tayin Hizh Yikleyici Tepsisi kapagini kapatin ve mandalini kilitleyin.

Neogen Molekiiler Tespit Yazilimi'nda yapilandiriimis testi gézden gegirin ve onaylayin.
Yazilimdaki Start (Baglat) diigmesine tiklayin ve kullanilacak cihazi segin. Secilen cihazin kapagi otomatik olarak agilir.

Neogen Molekiiler Tayin Hizl Yukleyici Tepsisi'ni Neogen Molekiler Tayin Cihazi'na yerlestirin ve testi baglatmak
Uzere kapagdi kapatin. Pozitif sonuglar daha dnce tespit edilebilmekle
beraber, sonuclar 60 dakika iginde elde edilir.

Test tamamlandiktan sonra, Neogen Molekiiler Tayin Hizl Yiikleyici Tepsisi'ni Neogen Molekdler Tayin Cihazi'ndan ¢ikarin
ve tlipleri 1 saat suiresince %1-5'lik (suda v:v) camasir suyu ¢ézeltisine daldirarak test hazirlik alanindan uzaga atin.

BILDIRIM: Capraz kontaminasyondan kaynaklanan yanlis pozitif sonuglarin elde edilmesi riskini en aza indirmek

icin amplifiye edilmis DNA'yi iceren reaktif tiplerini hicbir zaman agmayin. Buna Neogen Molekiiler Tespit Analizi
2.
daima, 1 saat siiresince %1-5'lik (suda v:v) gamasir suyu gozeltisine daldirarak test hazirlik alanindan uzaga atin.

Cronobacter Reaktif, Neogen Reaktif Kontrolii ve Neogen Matris Kontrol Tipleri dahildir. Miihlrli reaktif taplerini

Sonuglar ve Yorumlama

Bir algoritma, niikleik asit amplifikasyonu tayininden kaynaklanan isik ¢ikigi egrisini yorumlar. Sonuglar yazilim tarafindan
otomatik olarak analiz edilir ve sonuca gére renk kodlamasina tabi tutulur. Benzersiz egri parametreleri sayisi analiz
edilerek Pozitif veya Negatif bir sonug belirlenir. Negatif sonuglar ve Kontrol sonuglari test tamamlandiktan sonra
gosterilirken, olasi pozitif sonuglar gergek zamanli olarak bildirilir.
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NOT: Sistem ve Neogen Molekiiler Tespit Analizi 2 - Cronobacter amplifikasyon reaktifleri bir "arka plan" bagil igik
birimine (RLU) sahip oldudu igin negatif bir numune bile sifir okuma sonucu vermeyecektir.

Onay
e NF Validation Sertifikali Yonteme gére sonuglarin dogrulanmasi

NF VALIDATION kapsaminda, birincil zenginlestirme yénteminden (BPW ISO veya 10 mg/L vankomisin takviyeli
BPW ISO) aktarimla baglayarak tiim varsayima dayali pozitif zenginlestirmeler asagidaki referans yéntem onayi® ile
dogrulanmalidir.

e Diger onay protokolii

Varsayima dayali pozitif numunelerin dogrulanmasi, laboratuvarin standart igletme proseddrlerine uygun olarak veya
uygun referans ydntem onayi? ile, birincil zenginlestirmeden (BPW ISO veya 10 mg/L vankomisin takviyeli BPW 1SO)
ikincil zenginlegtirme ortamina aktarimla baslayip, sonrasinda uygun biyokimyasal, serolojik ve/veya molekiiler yontemler
kullanilarak izolatlarin kaplanmasi ve dogrulanmasiyla gergeklestirilmelidir.

Nadir olarak olagan disi 1sik ¢ikisi durumunda, algoritma bu durumu Kontrol olarak etiketler. Neogen, tiim inceleme
numuneleri i¢in kullanicinin testinin tekrarlanmasini 6nerir. Kontrol sonucu almaya devam ederseniz tercih ettiginiz
y6éntemi kullanarak veya yerel diizenlemeler ile belirlendigi sekilde, dogrulama testine gegin‘-2.

Uyumsuz sonuglar halinde (Neogen Molekiiler Tespit Analizi 2 - Cronobacter ile varsayima dayali pozitif, yukarida
tanimlanan yéntemlerden biri ile dogrulanmamig) laboratuvar, sonuglari bildirmek igin yerlegik standart galigma
prosediirlerini izlemelidir.

Belirli uygulamalar veya prosedirler hakkinda sorulariniz varsa www.neogen.com adresindeki web sitemizi ziyaret edin
veya yerel Neogen temsilcisi ya da distribtori ile iletigim kurun.

Ek A. Protokol Kesintisi: Isil islem gormiis lizatlarin saklanmasi ve yeniden test edilmesi
1. lsil iglem gérmis lizati saklamak icin lizis tlipiini temiz bir kapakla kapatin (bkz. Lizis bélimii 4.5)

72 saate kadar 2-8°C sicaklikta saklayin.
Saklanan numuneyi, karigtirmak tizere 2-3 kez ters yiliz ederek amplifikasyon igin hazirlayin.
Tuplerin kapaklarini gikarin.

Karistirilan lizat tiiplerini Neogen Molekdler Tayin Isitma Blogu Ek Pargasi lizerine yerlestirin ve 5 + 1 dakika 100 + 1°C'de isitin.

2B O

Neogen Lizis Soliisyonu Tiplerinin rafini istma 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 bolimiinden devam edin.

Referanslar:

1. US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual (BAM) Ch. 29; MAR 2012

2. 1SO 22964:2017 Microbiology of the food chain -- Horizontal method for the detection of Cronobacter spp.

3. U.S. Food and Drug Administration. Code of Federal Regulations, Title 21, Part 58. Good Laboratory Practice for
Nonclinical Laboratory Studies.

ISO/IEC 17025:2017. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.

5. 1SO 7218:2007/Amd. 1:2013. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General requirements and guidance
for microbiological examination.

6. Installation Qualification (IQ)/Operational Qualification (OQ) Neogen® Molecular Detection System. Contact your
Neogen Food Safety representative to obtain a copy of this document.

7. 1SO 6887-5:2010. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial suspension
and decimal dilutions for microbiological examination-- Part 5: Specific rules for the preparation of milk and milk
products.

8. 1SO 6887-4:2017. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial suspension
and decimal dilutions for microbiological examination -- Part 4: Specific rules for the preparation of miscellaneous
products.

9. 1SO 16140-2:2016. Microbiology of the food chain — Method validation — Part 2: Protocol for the validation of
alternative (proprietary) methods against a reference method.

Yukarida agiklanan standart yontemlerin mevcut siriimlerine bagvurun.
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US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual (BAM) Ch. 29; MAR 2012
ISO 22964:2017 Microbiology of the food chain -- Horizontal method for the detection of Cronobacter spp.

U.S. Food and Drug Administration. Code of Federal Regulations, Title 21, Part 58. Good Laboratory Practice for
Nonclinical Laboratory Studies.

ISO/IEC 17025:2017. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.

5. 1SO 7218:2007/Amd. 1:2013. Microbiology of food and animal feeding stuffs - General requirements and
guidance for microbiological examination.

6. Installation Qualification (IQ)/Operational Qualification (OQ) Neogen® Molecular Detection System. Contact your
Neogen Food Safety representative to obtain a copy of this document.

7. 1S0O 6887-5:2010. Microbiology of food and animal feeding stuffs - Preparation of test samples, initial suspension
and decimal dilutions for microbiological examination-- Part 5: Specific rules for the preparation of milk and milk
products.

8. 1S0O 6887-4:2017. Microbiology of food and animal feeding stuffs - Preparation of test samples, initial
suspension and decimal dilutions for microbiological examination -- Part 4: Specific rules for the preparation of
miscellaneous products.

9. 1S0 16140-2:2016. Microbiology of the food chain - Method validation - Part 2: Protocol for the validation of
alternative (proprietary) methods against a reference method.
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W, BRAILEE TSI IBENFREBELTEET.
o THEIERMMSEREREREITND FENITIFib,
o fEF 1-5% (S5/KAILLHIA viv) RAER AR DNA BFRARERSUERETEEMIZE BRB.AZEEF).

AT RRRRFAE S RIBX NI, HES U TEDR:

TIBRYIDIT A E,

RIFFRREIRE B ETREN 1-5% (5KBILLFIA viv) NRAZERRRPRE 1 MY, BIaR s ofEE K.
BNEY EEMIAF EHITEERE.

SNSRIFEERE S B =R E ARUEA7 1B DNA (S03R B T &M AR U7+ RZBREEY DNA, XA KED ) , EERBI R

ZHIfEF DNase A EREFAMEIETTR. BXERIERY Neogen FUARIREXE fthE7R. 12755 ARTE NF Validation BT AR TN,

BEELRSWIERTRECESMH ML E LM,
WMRET FREEN N ARIZFFE R, B1HEEBIMEE www.neogen.com, HA] 5 & %119 Neogen K RLEHB KR
LIRS EE B,

RAR&EE

AP fa SRR A RBVIRBEANME B 1EIHIRIEATAIMLE www.neogen.com SEX R & AT Neogen KRFIEHE, LT R
BEER.

RN AR, SHINRBIZMIMNBE R GNEE S E AN A R RFI&E (B1IFRCRES) (MBS ERA) Rl ges
IR,

AP TEEZF NG AR, & B1THRIERASENERMFEEYB AN IEXT & 0% 2 94 Mt 1 TiTE, U RPMERIIC N5
SR=YSs =i

BRHRBTARBE AN G ENERTEERT P ENENER,

BFR BN E—HE, ERE Neogen BERELEFRFBINER, HARIEZRERIEFHNRE.

Neogen EFf &t Neogen® 43 FIuMNE RN BN AT BT A IHMaESHER £. TR 20, FRERXE (MC) ki
EEFIRED MM Neogen B FI0MIRATIR 2 - AUGAFTEEER . TR Neogen 7 A TR MIFTBYS R M E BT E R HI L
T2 RETENERMNEAIERRIE, /NS T HEERE R, BEd RRERIRIRENBIE o




@D @ 4 =
ERAE N A —ASRRS N R LERARTE) . ERENERREN TSI TRAH SR E R, FlEH
BRE B R BRI E R RS TR 2 BES.

RIEPRTI/ B PR&MAFERE

RN mEENARFRIES 57 BBEAER, NEOGEN M B BRSBARRIE M 55 5R, BEERRTEHENREEE
TS E AEBRIE. SNRIEFAEf Neogen B R EF- mIEEIAM, Neogen R ERNEHB o] LUHTIR IR EHERER
BRZFREITIENR. XEHMEEIHXEMIGIT AR S R, WEEAEEN, iHEHR Neogen R Neogen IEINEZHE.

Neogen S{EFRE!
NEOGEN ARIHMERHRAFIRNE f1 37, TILERNIRE R EHIZ. BIR 5%k BATMBE~EN, BIFERREFFIDHRK. 1RE
AR Neogen XYFTIBFIEIAFA B SRRV IE(T A B BB ™= A E M 18

FHENFE

7 2-8°C 'mE T %1 Neogen B FHuNAFIE 2 - [RIGGITE BNKE. BAFEATR. FTHRANERE, RERERES
WA WNRIIR, B EEM. T2 /E, RMEBIATENMIBARFETENEHE TRFNAEMREHRERP, UREATH
FINIRE S BEMBHVRTERFEE 2-8°CRET, BFMEREREEET 60 Ko

B7NERE IR Neogen 3 FIUIRF & 2 - ARUSH7FFEHL :IHA B EAM#L S EBRTE L RFEIMIBIITRE . A Z /G, IBEIETF
EH Neogen 3 FHMIHFIR 2 - RIGHTEE R RESEBHREME RINFTRE, BERIRTIARELERISREY. 15
SERYERTHREECEEMELEEM,

£ FEA
FERFAEIRE. BN, AT SBERIE R,
5 1-5% (57KRIEL B9 viv) RERR AR DNA BRRARER AU ERETIESMIGE BRE AEHES) .

FAF N =88R £t % Neogen 3 FRIMALNIRE G (1Q)/IR(EE1E (0Q) HEMIRA" XXAHFHRIFMEZZ Neogen 2 Fi
MRS R R FBIIERINC,

ESE WA ERAEERA 85, TRSEER:
% 3:3808 AOAC® Official Method of Analysis®” 2018.01 #1 Performance Tested*” iE+ #101703 SEHERIIEFR 5 2
7% 47858 NF VALIDATION JiE+ 3M 01/20-03/18 SERERIIEF /5 28

HamigsT
R 2R IFKR 4RI T HN RRMFREF RO —RIEF S FES.

BAERERIIE AR RIEF S RHERRER, LR 5 ERF G B R,

B IR R KL HE R S5
1. BEFETHEREE (20-25°C), FRHERARAZBIE (BBHAKR 2. R 3K 4,

2. AEEMETREFENFRESER, HEXBES IRIRMF (stomaching) AR FEIRE G HITRAIRIE
2 + 0.2 9%, WEHEFRFRRYYIRBRRIEFRERIREIFN,

ramblE BRRER) BN SERERAEFRZH IS MER.
b. Xt FikitFm, BIERTIER.

c. XWFEKFEAKESEFMMENER N8R, BIGH—FER (> 1:10), EEFHMMIE LMK E A BPW (1ISO)®
FRINTER 1% (w/v) SEEE.

d. ATAEFRENAYER, BAYKBIEBMNRAED, SAERES, BRLER,
3. BRERARRIMEHTES BEHKR 2. RIMED,

QO
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R2LBAEFRHERE

HARR B BRATE s el
igfﬁ@fgﬁgﬁgﬁg%g@g@ Y IXFERES | 9XmLBPW (1SO) (1:10) 37 18-24 20 uL
Eﬁxiégﬁéﬁiﬁ%ﬁgm DHA(=+ IXF #Mm | 99X mL BPW (ISO) (1:100) 37 18-24 20 uL
FIRIMERES, SR EB B | IX52#%& | 9XmL BPW (ISO) (1:10) 37 18-24 20 pL
iigi}é%é“" =EA7% D/E FHIAZE | 1 ?;é# 90 mL BPW (I1SO) (1:10) 37 18-24 20 uL

1. Neogen BffA% 2 FMHREER (% 300 57) ¥4 Neogen N FHMIRFIE 2 - KIGHITFE. BRERTRIIZHEHER
KRR, UBHREFER S AP,

2. MFFFAHEAT 300 mL GAEERATF 30g) , AR BPW (1SO).
EE A R K5ER

AOAC® Official Method of Analysis™ (OMA) 2018.01

AOACP® Performance Tested*” (PTM) if$ #101703

5 PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 101703

£ AOAC FAZHIOMAS 1 PTM Ei55HR, Neogen 3 FAUMNRFI &R 2 - AU EAR R IR = B T 10N AR UGG R B9 BT
2o IRFINNERERER 3 Fo

< 3. 1818 AOAC® OMASM2018.01 #01 PTMSM 101703 SEHERIIE R A

o o Z= 1B RE | 1E5EYE] | B
*¥nn§ﬁ *¥nn*’]‘ iﬁ%lﬁ;ﬁsl (i l?c) ('J\Hj) m:fg

2Z) BB AMAE) LS5 10g 90 mL BPW (1SO) (1:10) 37 18-24 20 uL
TmEREE) L BH 300¢g 2700 mL BPW (ISO) (1:10) | ¥ 37 18-24 20 L
an B ST T | | 082S (e e 2700 mL BPW (1SO) + 10 . )

JLEEFIMNRE) LEH (BEER) 300 g mg/L FH B gk 37 22-24 20 uL
FLAE 10g 90 mL BPW (1SO) (1:10) 37 18-24 20 uL
2% 10 mL D/E FHINZRIIFIR B4R 1 iﬁ,;éﬁ 90 mL BPW (1SO) (1:10) 37 18-24 20 L

1. WMRBFAHEARTF 300 mL, EAFHR BPW (1SO),
AFNOR Certification iAJERY NF VALIDATION
eﬁ.‘“’—\CATION

VALIDATION
EN IS0 16140

3M01/20-03/18
ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http://nf-validation.afnor.org/en
BXEXEE L BIRIFEE R, 1521 L IRMIEHZHEY NF VALIDATION JEH,

NF VALIDATION AER $%E1E 1SO 16140-2¢) (5 1SO 22964 8LL) -
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KIEEE: B)LEAAMURE/FAEHERNE) LY. FER RAFEE .
HmEIE: B8 EN 1SO 226942 F1 EN I1SO 688778 & 1Mo
WREERRA . 20EH,
£ 4. 3888 NF VALIDATION iAIEZ5 % 3M 01/20-03/18 JLHRERVIEFF /5 R

jirgesE e 1EFFediE | Hme i g chl 23

HRER BEADN | EREAE | L) | oy | pa
) LE A2
Z) L%
FEMEL F 0. K2 IBFRD S MR RR
M ELTER . VR KD 10g YREITE 2-8°C Ttz
ZFHERIE 90 mL BPW &K 72 /)8
o TS, KL, (1S0) (1:10) 37 18-24 | 20ut
BRE.ETREY
1 BRI IBFAR7EE MR RR
o BERPEIKIERM =00 YREITE 2-8°C T iEfF
10 mL £ 72 /)\8t
n . IBA A TNF AR
%‘%L@f :}*3&2‘) L&#H 30-300 g Bp(‘i‘{ 1('05)0) 37 1824 | 20ul | &AENE 2-8°C FhERE
’ B 72 /0B
BPW (1SO)
2L aming) LB A2 +10 mg/L
s 30300 | S8 37 224 | 20uL %
(1:10)

1. WMRFBFRFEART 300 mL GHFRAT 30g) , FEAFIHA BPW (1SO).

2. EMGEFAELIEFRZGE, NREEDHD R 1 EMABIEN. EMEFLIRLFRRERE, MRBSDNTRTE
a2,

3. SRR A, THROAEMCNEENGIEEETE K.

Neogen® &3 FI&MIREXISITREER TIF
1L B—RFHRH—RMERDA 1-5% (5KBILEFIA viv) RFEIZERRIEIE, AR Neogen 13 FHMIRERZEITE,

2. FEKER Neogen S FHaMlguREE S LR,
3. EA—XMENIET Neogen 9 FHRMIRIEFEZITE,
4. fERFIHR Neogen 0 FHIMIPLRIETEITE

Neogen® &3 FiLMSEPERAES T1E

¥ Neogen B FHRMLANREZEETRRETFS L TEMEH Neogen 73 FHoML EMEIRITR, ERREIFREE TER
IR (20-25°C),

Neogen® 53 F&MANFAISEIRAES TIE

¥ Neogen 73 FALTMANFAEIR NN FIEIRINFAZF . FFETFIRERMAEEHIZERE, 5 Neogen 2 FHMINFIE A
EHARIF 100 £1°C,

AR RIERERIINALE, 721F Neogen 53 FHRNINAVERERL] 30 S HREEI TIERE, A ELL%EPE’JIEEM’J,IJIM
ERVEET QIERREITHABBHRFREL, MIFRZEEIT) I Neogen 0 FIRUNMPUEHEE R SIAE] 100 £1°C,

Neogen® &3 FIL MY BRATES TIE
1. BEh Neogen® D FHRIMMHEHE R, BAEEM Neogen BREEAR, HBRIAE R

2. $TFF Neogen 73 FHu MY 28
3. ABMEROIEIRIEREITRM, 155%E Neogen B FHRMALKRHF FM T EIFAER,

FE: AT RNEN Neogen TIZIERINAEEEHI, Neogen 73 FIOMN AN TUAEIFREEIRTS LML B ABIEE 20
D, HEBRSIERN—MERITHITIER. BN ESRT BN, %i\.ﬁtilé’rﬁjﬂiéo
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2]
BT Neogen H FHMNNFMEIRA 2 i, FIR22T1#%B% Neogen MR R EZRHIKSD.

|

55—

1. BERETER

~.

7 AR Neogen RIBBREMERRETIES LE/D 2 /B 7E 37 £1°C IBFIREFIEFF Neogen RBBRE 1/
BYEOR B TN FIRRINMAES, 7 100 £ 1°C THEL 30 7,

AEHNHAENRBREHRITES. ERER 4 /N\NRSET—F,

MIBFFHEPEUHIEFTRT.

SMERNEN NC HFR (TRIEEESTE) FE R Neogen HBARE,

4.1 AT Neogen HEBBREFREINFTEE R EEFE 1 Neogen RIFAREMNBMERFEERN 8 B, 1§ Neogen
HRFBAREMEZTER P,

4.2 ATBRRXSHR, H—RRF—IR Neogen BB RE FMNE, H ESREBRERAMNERER,,

4.3 RINTArR RS IEEAFAETEE] Neogen HBARE

| BEBE MBS 8 Neogen HEARE. BISHB NC,

4.4 £/ Neogen® 3 F1 I FF 528 - Lysis FT7F Neogen AR ERMNE, — R IITH—%,
4.5 78 Neogen RFARESE - MRRBRMBRUEHQN, BEEEMNELERR, UENBEENER.
4.5.1. WMFEVEBRBNRER, BESHEMR A
4.6 TERMIBEFEMERE BT, T RS, AR MR —MIMERE &,
4.7 ¥ 20 pL #m¥%BE Neogen RFAREN, BRIEARKXFP B E WA,
5. BEESR 44547, BEERKESMERBINEIFZAXINA Neogen RFARE N LE,

m

—
—
y N 4
i ===

! -

o522 |l 0/ IEeEReao30k OO\

INENENE

fo o)

LB TR, 3 20 pL B NC (EEIERIEFE, 90 BPW) B E|—1 Neogen RFARE T, B W KAIENC,
1258 Neogen 73 FALMINNPMEIRAVRE B EAE T 100 £ 1°Co

TR TAREEGF
REDITRED BRETE SRCENE AT UL ABENEYRE, AR EEA Neogen 73 F MY ES.

9. M Neogen 73 FHMMMFIEIRHPENH TEZER Neogen RERBREL, WHBLHE Neogen 73 FIoMIL NS 2 EN&R¥E 5 18,
&1 10 535, Neogen 2 FIaM2 AR A TF&E Neogen® 5 FHNA FMESHITENIFFRET, N EIZEETIRETE
Bz k. 2HE, Neogen REFARIGME ML E,

10. M Neogen 53 F12ill2 #1532 L#5F% Neogen HEBAKELR,
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001500

20-25°C

=g

18

1.

SMERNEMNC FE—1R Neogen 2 FIOMATIR 2 - RlGHHFERTIE

1.1 AT ERTBINEENER. XEFENE Neogen 2 FHEMIATIR 2 - SRIGHHFERFIED 8 BRIKE,
1.2 ¥ Neogen 2 FHMATI R 2 - fRUGHHEATIERETERF.

1.3 BRI N R E R

%% 1 1R Neogen IH5FX IR EHMANES.

3. ATBRIXEHR, BE—RIFA—IR Neogen B FHNIRF R 2 - RIFHHERFEFRNE, FESREBNERNRNG

sk,
RITTETR SRR EE R Neogen 2 FINIATIE 2 - AU/ FFEATIEF Neogen iIXFINTHRE

TRE MEMBEERIEZ R Neogen D FIONEFR 2 - RISHTFERFIE, RRFEBEI NCo Kk, REEBEE

Neogen IXFIXTERE

£/ Neogen® 73 F#uIFF 528 - Reagent ¥T#F Neogen 3 F1oMIATIE 2 - RlEHAFEATEN S, —RRTH—F. &

F&ETo

5.1 1§ Neogen RFBRERIF LER 1/2 AT 20 pL HEBER GBRIE) =B I3 A Neogen 73 FHEMIIAFIE 2 -
PRIGFFHFERATIE . FRRAEEN, g Siiich/ ik, Fi5it ETFWRah 5 0%, LMFE2RE.

52 EEFE 5.1, HIIBRE M REBRAMEIZANLE Neogen 2 FIOMIRFIE 2 - frlFHFEATIE R LE,

5.3 EAMINEZEE Neogen 2 FIMIATIE 2 - frlF/F#FEATIEHER Neogen 5 FHNFF 52§ - Reagent BREIRY
—MEIEB A RINE, LAREEFES.
5.4 RIERENEH#HITONNER, EEPE 5.1 5 5.3,
5.5 ;Ejﬁ’v%—lﬁﬁﬁ HmMMAREY, B 5.1 3 5.3 LU 20 uL NC ARREB ) Neogen B FHeNMNATIE 2 - ARl FFEN
II A_E o
5.6 % 20 pL NC HfiFR¥%12E Neogen iR RE . AR EN, LUB SR/ R, B E TR 5%, USRS
BMENE ST 2#MEE KA Neogen 73 FAHMIBLREZZ TR, XAHBIE Neogen 5 FIMIRRZEZHERE,

20 L

7. 7E Neogen 73 F1a MR- EEMHAIAEE LN,
8. MM ‘Bl RHEHEFRERNNEE. FIAEENER BT H.
9. ¥ Neogen 73 FALMIRITIEFITRMN Neogen 23 FALMMNEZH X A=, LUBTH 3. LERIGTE 60 S5 Z AR, 18FH

10.

MR LB RICNE],

DFERE, M Neogen 53 FHMXZEHENH Neogen 23 FHoMIREHEISITER, HBI RN E RN 1-5% (5KRILLHI 7
viv) RFEEEAR LN HEE S EER R ERNE.
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AR AT REARERMSHNRAMERNLEERR, B7ITAESY 1EH DNA KRV E, X8 Neogen 13F
KMRFI R 2 - BRUEAFFFERRTT. Neogen IXFIXTERH] Neogen BN IRE, L IEFZIIXFIBNIELRHETREN 1-5% (5
IKBYLEGI viv) IR BZEERRIRE 1 VN, B nE oinE&EX.

LR MR
—hfE R B ARERY BB St B ARV B R, MR BN ERHRIEFARERARERETIC, @I 0 —R5IHR
—E R ASHA LIMERMERSAMELE R, REREREMAMEER, BFEERNNEERBELNTRZEER.

AR AARGSN Neogen B FINIRFIR 2 - ARUSHHEY BIRAFHE “BR" BB (RLY) 5=, BMERMEF AR

L HTRK.

A
e {&ER NF Validation IAIEA EZHIAER

£ NF VALIDATION HR2Z T, PR REFR T i S 8RS E 757K ITHIAY, FHEMA S 1B RS (RINT 10 mg/L 75
HE R BPW ISO 5 BPW 1SO)

o HMHIASGE

(RTEFEMEAF fa i BB SR E AR AR EMIZHIERISE 5 7AR1THRIAY, FFHIAMAI T IEFR (RINT 10 mg/L H B R
BPW ISO B BPW ISO) 3515 = —/RIEF &, ARF A IEMRE K. BN/ D F57E 0 BEEITHRNA A

FEEFRIFEBEHERNMERT, ZEETERTRA CE" . Neogen BINAFPXFIE “NE" HREHMHITIN. NRER
MANE”, BEREE RS AR YA s E /Y75 AN 2,

WMRHIMERF—I (R Neogen D FHNMATIE 2 - ArlEH7FENLERABRER M, FKidid ERER—F757EF LU#IA)
TN LB EEEETEIRERRFE RIREE R,

WMRIET FIFE N A RIZFFE 50, 15110 FKA]BIMIE www.neogen.com, AT 5 & LA Neogen K RLE B X H
LIRS B,

MR A. FRPlA: (EFHEMRCIRGIERENRER
1. MEEEFALMEENREBR, BT 2EFAIRBEENE LS T (BE5104.5. "NiR")

£ 2 E 8°C FE 72 /)Y,
B8 2-3 RHTRS, [BUIES U S fEFE M.
THE&.
¥RESENAEREET Neogen K5 FHaMIMAWREIRHATE 100 = 1°CRETMMAS £ 1 5%,
MINFIRFENH Neogen RRARELR, B EHMH Neogen 9 FHIMSENELENRIE 5 08, &K 10 9§,
. HREEIT ESOEREY YIS oA R,
sEHH:
1. ZEERARKEEERMEYSTFAM (BAM) Ch.29;2012 F£3 B
. 1S022964:2017 B SRR -- 10N AR U7 B BI7KTF T %o
3. ;Eﬁ:zﬁmﬁ%ﬁﬁ%o EE(BFMEZLLE) (Code of Federal Regulations) 58 21 55, % 58 #8573, FIGPRSEILE REF
RAE.
ISO/IEC 17025:2017, A FICIFEIRIRINEFE TN —RREK,
ISO 7218:2007/Amd. 1:2013, BEMEIEEREY - HEYRIAE—RERFIERE.
TEE (IQ)/#RIEETE (0Q) Neogen® 1 FiuiMl R, BXEER Neogen BREENRR, FRENA LAY EIZN,

ISO 6887-5:2010, B mAMM¥IEFHAEY) - B TFHEMRIEACNER MBS RRNBERRRINGIE - 5 5 5
731 AN S E R E A

8. 1S0 6887-4:2017, BmAMEIERHNEY) - BTFHEMREANNER RS RRNBERRRIEIE - 5 4 5
7 HEE R REIREN,

9. 1S0 16140-2:2016, BmMRMEY - F5ERIE - 5 2 &5 RIESEHZERIEEN (TH) HENAE.
BSE LU LFRIRET AR TR,
TS 5iEA

info.neogen.com/symbols

N o oA W

N o oA
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Neogen® fanadauidassiuTuana 2 - Asa Tuuvmnas aninnlgiussuunagauidanalsassiiuTuanalagis Neogen®
AUFUNIINTIINTD A58 TUUUAIAE TN INEIALANIZLTAN U0 L INEIMNSUEIANT I E DAL I8 81N EILINAN
nnszuUNIsilssla g
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3. Ww3sues Ay Tnandnuaandsazattladaliun 2-3 asaiRanausas v luieniu
4. danviaan
5

lavaan lalanuauaaaNnAuLalasludnudaadmiulanaaanadauszauuiana a3 Neogen Lazluaiiusaun
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land15a1v9adv:

1. US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual (BAM) Ch. 29; MAR 2012

2. 1S0O 22964:2017 Microbiology of the food chain -- Horizontal method for the detection of Cronobacter spp.

3. U.S. Food and Drug Administration. Code of Federal Regulations, Title 21, Part 58. Good Laboratory Practice for
Nonclinical Laboratory Studies.

4. ISO/IEC 17025:2017. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.

5. 1SO 7218:2007/Amd. 1:2013. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General requirements and guidance for
microbiological examination.

6. Installation Qualification (IQ)/Operational Qualification (OQ) Neogen® Molecular Detection System. Contact your
Neogen Food Safety representative to obtain a copy of this document.

7. 1SO 6887-5:2010. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial suspension and
decimal dilutions for microbiological examination-- Part 5: Specific rules for the preparation of milk and milk products.

8. IS0 6887-4:2017. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial suspension
and decimal dilutions for microbiological examination -- Part 4: Specific rules for the preparation of miscellaneous
products.

9. IS0 16140-2:2016. Microbiology of the food chain — Method validation — Part 2: Protocol for the validation of
alternative (proprietary) methods against a reference method.

Tsaavdeisnisuinsgiuativfagiiunugaysnanis laau
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info.neogen.com/symbols
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X NEOGEN
Petunjuk Produk

Deteksi Molekuler 2 - untuk Pengujian Cronobacter
Deskripsi Produk dan Maksud Penggunaan

Neogen® Deteksi Molekuler 2 - untuk pengujian Cronobacter digunakan dengan Sistem Deteksi Molekuler Neogen®
untuk mendeteksi Cronobacter secara cepat dan spesifik, dalam sampel makanan yang diperkaya, sampel lingkungan
pemrosesan pakan dan makanan.

Neogen Deteksi Molekuler untuk Pengujian menggunakan amplifikasi isotermal termediasi loop untuk menguatkan
secara cepat rangkaian asam nukleat dengan kekhususan dan kepekaan tinggi, dikombinasikan dengan bioluminesens
untuk mendeteksi amplifikasi. Hasil yang dianggap positif dilaporkan dalam waktu nyata sedangkan hasil yang negatif
akan ditampilkan setelah pengujian selesai. Hasil yang diduga positif harus dikonfirmasi menggunakan metode pilihan
atau yang sesuai dengan peraturan setempat("2,

Neogen Deteksi Molekuler 2 - untuk pengujian Cronobacter dimaksudkan untuk penggunaan dalam lingkungan
laboratorium oleh tenaga profesional terlatih dalam teknik laboratorium. Neogen tidak mendokumentasikan penggunaan
produk ini dalam industri selain makanan atau minuman. Misalnya, Neogen tidak mendokumentasikan produk ini untuk
menguji sampel farmasetikal, kosmetik, sampel klinis atau veteriner. Neogen Deteksi Molekuler 2 - untuk pengujian
Cronobacter belum dievaluasi untuk semua produk makanan, pemrosesan makanan, protokol pengujian atau 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, penyiapan sampel termasuk homogenisasi dan pencampuran,
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 sampel lingkungan dan mikroba tertentu untuk memastikan bahwa metode
memenubhi kriteria pengguna.

Neogen telah mengevaluasi Neogen Deteksi Molekuler 2 - untuk pengujian Cronobacter dengan medium pengayaan
ISO Air Pepton Berpenyangga.

Instrumen Deteksi Molekuler Neogen® dimaksudkan untuk digunakan pada sampel yang telah mendapatkan perlakuan
pemanasan selama tahap pengujian lisis, yang dirancang untuk mematikan organisme yang ada di dalam sampel
tersebut. Sampel yang belum mendapatkan perlakuan pemanasan dengan benar selama tahap pengujian lisis dapat
dianggap sebagai potensi bahaya biologis dan TIDAK boleh dimasukkan ke dalam Instrumen Deteksi Molekuler Neogen.

Penguji Keamanan Makanan Neogen sesuai dengan sertifikasi ISO (International Organization for Standardization) 9001
dalam hal desain dan manufaktur.

Kit uji Neogen Deteksi Molekuler 2 - untuk pengujian Cronobacter berisikan 96 tes, diuraikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Komponen Neogen Deteksi Molekuler untuk pengujian

Alat Identifikasi Jumlah Kandungan Komentar
Tersusun
.. Larutan merah muda | 96 (12 strip kali 8 dalam rak
®
Larutan Lisis Neogen® (LS) dalam tabung bening | tabung) 580 pL LS per tabung dan siap
digunakan
Tabung Reagen Neogen® . . Campuran amplifikasi | ...
Deteksi Molekuler 2 - untuk Tabung berwarna 96 (12 strip kali 8 dan deteksi spesifik S!ap
" oranye-merah tabung) e digunakan
pengujian Cronobacter terliofilisasi
. . Siap
Kapsul tambahan Kasul oranye-merah | 96 (12 strip kali 8 kapsul) digunakan
Kontrol Reagen Neogen® Tabung flip-top 16 (2 kantung dari 8 Campuran !«.)ntr'ol Siap
.. DNA, amplifikasi dan .
(RC) transparan tabung tersendiri) o e . digunakan
deteksi terliofilisasi
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Kontrol Negatif, tidak disediakan dalam kit, merupakan medium pengayaan steril, yaitu BPW ISO. Jangan gunakan air
sebagai Kontrol Negatif.

Keselamatan

Pengguna harus membaca, mengerti dan mengikuti semua informasi keselamatan dalam petunjuk untuk Sistem Deteksi
Molekuler Neogen dan Neogen Deteksi Molekuler 2 - untuk pengujian Cronobacter. Simpanlah petunjuk keselamatan
untuk referensi mendatang.

APERINGATAN: Menandakan situasi berbahaya, yang, apabila tidak dihindari, dapat menyebabkan kematian atau
cedera serius dan/atau kerusakan harta benda.

PERHATIAN: Menandakan situasi yang berpotensi berbahaya yang, apabila tidak dihindari, dapat menyebabkan
kerusakan harta benda.

A PERINGATAN

Jangan menggunakan Neogen Deteksi Molekuler 2 - untuk pengujian Cronobacter untuk mendiagnosis kondisi
manusia atau hewan.

Pengguna harus melatih personelnya dalam teknik pengujian yang benar: Misalnya, Praktik Laboratorium yang
Baik®, ISO/IEC 17025, atau ISO 7218®),

Untuk memperkecil risiko dalam kaitannya dengan hasil yang negatif salah yang dapat menyebabkan pelepasan

produk yang terkontaminasi:

e Patuhi protokol dan lakukan pengujian dengan tepat seperti yang tercantum dalam petunjuk produk.

e Simpan Neogen Deteksi Deteksi Molekuler 2 - untuk pengujian Cronobacter sesuai yang tercantum pada kemasan
dan petunjuk produk.

Selalu gunakan Neogen Deteksi Molekuler 2 - untuk pengujian Cronobacter sebelum tanggal kedaluwarsa.
Gunakan Neogen Deteksi Molekuler 2 - untuk pengujian Cronobacter dalam sampel makanan dan sampel
lingkungan pemrosesan pakan yang sudah divalidasi secara internal atau oleh pihak ketiga.

e Gunakan Neogen Deteksi Molekuler 2 - untuk pengujian Cronobacter hanya pada permukaan, sanitiser, protokol
dan strain bakteri yang telah divalidasi secara internal atau oleh pihak ketiga.

e Untuk sampel lingkungan yang berisi Penyangga Penetral dengan kompleks aril sulfonat, lakukan pelarutan 1:2
sebelum pengujian (1 perbandingan sampel dilarutkan dengan 1 perbandingan agar pengaya steril). Opsi lain adalah
mentransfer 10 uL pengayaan NB ke dalam tabung Larutan Lisis Neogen. Produk Penanganan Sampel Neogen®
yang memuat Penyangga Penetral dengan kompleks aril sulfonat: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL10NB2G,
HS10NB, HS10NB2G, dan HS2410NB2G. Protokol ini telah diuji selama studi NF Validation.

Untuk memperkecil risiko dalam kaitannya dengan paparan terhadap bahan kimia dan bahaya biologis:

e Lakukan pengujian patogen di laboratorium yang memiliki peralatan lengkap di bawah kontrol personel yang telah
terlatih. Media pengayaan terinkubasi dan perlengkapan atau permukaan yang telah bersentuhan dengan media
pengayaan terinkubasi dapat mengandung patogen pada tingkat yang cukup untuk menimbulkan risiko bagi
kesehatan manusia.

e 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 diperkaya dan limbah terkontaminasi yang terkait sesuai dengan standar lokal/regional/nasiona/
industri yang berlaku.

Jangan mengatur suhu pada alat pemanas melebihi batas yang direkomendasikan.

Jangan melebihi waktu pemanasan yang direkomendasikan.

Gunakan termometer yang dikalibrasi dan tepat 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.

Untuk memperkecil risiko dalam kaitannya dengan kontaminasi silang saat persiapan pengujian:
e Selalu gunakan sarung tangan (untuk melindungi pengguna dan mencegah timbulnya nuklease).

Untuk memperkecil risiko dalam kaitannya dengan paparan terhadap cairan panas:
e Jangan mengatur suhu pada alat pemanas melebihi batas yang direkomendasikan.
e Jangan melebihi waktu pemanasan yang direkomendasikan.
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e Gunakan termometer yang dikalibrasi dan tepat 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:

e Ganti sarung tangan sebelum hidrasi pelet reagen.

e Dianjurkan untuk 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 boleh memilih untuk menambahkan langkah perantara dalam proses
pemindahan. Misalnya, pengguna dapat memindahkan masing-masing 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:

e Jangan pernah membuka tabung setelah amplifikasi.

e Buang tabung yang terkontaminasi dengan merendamnya ke dalam larutan pemutih rumah tangga 1-5% (v:v dalam
air) selama 1 jam dan jauhkan dari tempat persiapan pengujian.
Jangan sekali-kali mengautoklaf tabung reagen setelah amplifikasi.
Jika sampel diduga mengandung DNA Cronobacter dalam jumlah besar (yaitu DNA dari sel-sel Cronobacter yang
sudah mati setelah melewati fase pelumpuhan/inaktivasi), pengayaan yang dianggap positif harus ditangani dengan
DNase sebelum langkah Lisis. Hubungi Perwakilan Neogen Anda untuk petunjuk tambahan. Protokol ini telah diuji
selama studi NF Validation.

Baca Lembar Data Keselamatan untuk informasi tambahan 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 bertanggung jawab untuk memahami instruksi dan informasi produk. Kunjungi situs web kami di
www.neogen.com atau hubungi perwakilan atau distributor Neogen setempat untuk informasi selengkapnya.

Saat memilih metode pengujian, penting untuk diketahui bahwa faktor eksternal seperti metode pengambilan sampel,
protokol pengujian, penyiapan sampel termasuk homogenisasi dan pencampuran, penanganan, dan teknik laboratorium
dapat memengaruhi hasilnya.

Pengguna bertanggung jawab untuk 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 bertanggung jawab untuk menentukan bahwa semua metode dan hasil pengujian memenuhi persyaratan
pelanggan dan pemasok.

Untuk semua metode pengujian, hasil yang diperoleh dari penggunaan produk Neogen Food Safety apa pun bukan
merupakan jaminan kualitas terhadap matriks atau proses yang diuji.

Untuk membantu pelanggan mengevaluasi metode untuk berbagai matriks, Neogen telah mengembangkan kit Kontrol
Matriks Deteksi Molekuler Neogen®. Jika diperlukan, gunakan Kontrol Matriks (KM) untuk menentukan apakah matriks
memengaruhi hasil Neogen Deteksi Molekuler 2 - untuk pengujian Cronobacter. Uji beberapa contoh sampel, yang
mewakili matriks, yaitu sampel yang diperoleh dari sumber yang berbeda, selama periode validasi manapun 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 presentasi, misalnya mentah vs. dipasteurisasi; segar vs. dikeringkan, dll.
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Batasan Garansi / Penggantian Terbatas

KECUALI SEBAGAIMANA DITENTUKAN DI BAGIAN GARANSI TERBATAS UNTUK SETIAP KEMASAN PRODUK,
NEOGEN TIDAK BERTANGGUNG JAWAB TERHADAP SEMUA GARANSI SECARA TERTULIS MAUPUN SECARA
TERSIRAT, TERMASUK NAMUN 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 membayar kembali harga pembelian produk. Penggantian ini ditawarkan kepada Anda
secara eksklusif. 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 NAMUN TIDAK TERBATAS PADA HILANGNYA KEUNTUNGAN. Bagaimanapun juga, sesuai teori hukum
mana pun, Neogen tidak bertanggung jawab melebihi dari harga pembelian produk yang dinyatakan sebagai cacat.

Penyimpanan dan Pembuangan

Simpanlah Neogen Deteksi Molekuler 2 - untuk pengujian Cronobacter 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 penyerap kelembaban (desiccant) untuk menjaga stabilitas reagen terliofilisasi.
Simpan kantung yang telah dibuka pada suhu 2-8°C, selama tidak lebih dari 60 hari.

Jangan gunakan Neogen Deteksi Molekuler 2 - untuk pengujian Cronobacter setelah tanggal kedaluwarsa. Tanggal
kedaluwarsa dan nomor lot tercantum pada label di bagian luar kotak. Setelah penggunaan, medium pengayaan dan
tabung Neogen Deteksi Molekuler 2 - untuk pengujian Cronobacter berpotensi mengandung bahan patogen. Setelah
pengujian selesai, patuhi standar industri pembuangan limbah yang terkontaminasi yang berlaku saat ini. Baca Lembar
Data Keselamatan untuk informasi tambahan dan peraturan setempat tentang pembuangan.

Petunjuk Penggunaan
Patuhi semua petunjuk dengan saksama. kegagalan dalam mematuhinya dapat menyebabkan hasil tidak akurat.

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 (OQ) Sistem Deteksi Molekuler Neogen, sebagaimana
dijelaskan dalam dokumen “Protokol dan Instruksi Kualifikasi Pemasangan (IQ) / Kualifikasi Operasional (OQ) untuk
Sistem Deteksi Molekuler Neogen”®,

Lihat Bagian “Instruksi Spesifik untuk metode tervalidasi” untuk persyaratan spesifik:

Tabel 3 untuk protokol pengayaan berdasarkan AOAC® Official Method of Analysis®” 2018.01 dan Performance
Tested"™ Nomor sertifikat 101703

Tabel 4 untuk protokol pengayaan sesuai dengan sertifikat NF VALIDATION 3M 01/20-03/18

Pengayaan Sampel
Tabel 2, 3 atau 4 menyajikan panduan untuk protokol pengayaan untuk sampel makanan dan lingkungan.

Pengguna bertanggung jawab untuk memvalidasi protokol pengambilan sampel atau rasio pengayaan atau pengenceran
alternatif guna memastikan bahwa metode pengujian ini memenubhi kriteria pengguna.

Makanan, Bubuk Lingkungan, Debu, Apusan dan Spons
1. Ekuilibrasi medium pengayaan ke suhu ruangan sekitar (20-25°C) kecuali dinyatakan lain dalam protokol pengayaan
(Lihat Tabel 2, 3, atau 4).

2. Campurkan media yang diperkaya dan sampel lalu homogenisasikan sepenuhnya dengan blender, stomaching, vorteks,
atau tangan selama 2 = 0,2 menit atau sampai semua gumpalan larut dan suspensi pengayaan homogen-®,

a. Faktor seperti penyiapan sampel termasuk homogenisasi dan pencampuran, penanganan, dan teknik
laboratorium juga dapat memengaruhi hasil.

b. Untuk sampel yang mengandung banyak partikel, disarankan untuk menggunakan kantung filter.

c. Untuk matriks yang melayang di air dan sangat pekat (misalnya sereal, kanji), disarankan untuk melarutkan lagi
(> 1:10) sampai viskositasnya berkurang atau tambahkan 1% (w/v) alpha-amylase steril ke BPW (ISO)®.

d. Untuk sampel sereal berukuran besar, tambahkan bubuk seral secara perlahan ke dalam cairan dan seing diaduk
untuk mencegah gumpalan.
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3. Inkubasikan sebagaimana diuraikan dalam tabel protokol yang sesuai (Lihat Tabel 2, 3, dan 4).

Tabel 2. Protokol Pengayaan Umum

Ukuran Volume Kaldu S Waktu P
Matriks Sampel - 1.» | Pengayaan | Pengayaan | Analisis
Sampel Pengayaan® (x 1°C) (e R
Susu formula bayi bubuk (PIF) dan bahan
mentah seperti susu bubuk kering, kedelai 1X gram 9X mL BPW 37 18-24 20 L
bubuk, bubuk whey, laktose, tepung beras dan sampel (ISO) (1:10) H
maltodekstrin
Bahan mentah seperti garam, mineral, asam 1X gram 99X mL BPW 37 18-24 20 Ll
amino, DHA (docosahexaenoic acid), dan vitamin | Sampel/contoh | (ISO) (1:100) H
Sampel lingkungan kering seperti debu, 1X gram 9X mL BPW i
apusan, debu hasil vakum sampel (ISO) (1:10) 37 18-24 20 L
1 alat
Spons lingkungan dengan 10 mL Kaldu Letheen . 90 mL BPW )
atau Kaldu Penetral D/E pesr;gr;:;;lrll (ISO) (1:10) 37 18-24 20 L

1. Neogen telah mengevaluasi Neogen Deteksi Molekuler 2 - untuk pengujian Cronobacter menggunakan rasio
pengenceran dalam Tabel 2 hingga 300 g. Pengguna bertanggung jawab untuk memvalidasi protokol atau rasio
pengenceran alternatif guna memastikan bahwa metode tersebut memenubhi kriteria pengguna.

2. Gunakan BPW yang telah dihangatkan (ISO) jika volume kaldu pengayaan > 300 mL (misalnya sampel > 30 gram).
Instruksi Spesifik untuk Metode Divalidasi

AOAC® Official Method of Analysis$™ (OMA) 2018.01

AOAC® Performance Tested™ (PTM) Certificate #101703

5 PERFORMANCE TESTED

AOAC

RESEARCH INSTITUTE
LICENSE NUMBER 101703

Dalam program AOAC Research Institute OMASM dan PTM®M, Neogen Deteksi Molekuler 2 untuk Pengujian -
Cronobacter diketahui sebagai metode yang efektif untuk mendeteksi Cronobacter. Matriks yang diuji dalam kajian
ditunjukkan dalam Tabel 3.

Tabel 3. Protokol pengayaan berdasarkan AOAC® OMASM 2018.01 dan PTMS” 101703

Suhu Waktu Volume
. Ukuran Volume Kaldu . .
Matriks Sampel S I P 1 Pengayaan Pengayaan | Analisis
ampe engayaan (x1°C) (jam) Sampel
Susu Formula Bayi Bubuk dan Sereal 90 mL BPW (ISO)
Bayi Bubuk 109 (1:10) 37 18-24 20 L
Sereal Bayi Bubuk nonprobioti 300g 2700 n}'{?z\)N (150) Praperg;nasan 18-24 20 uL
Susu Formula Bayi Bubuk dan Sereal 2700 mL BPW (ISO) + | Prapemanasan i
Bayi Bubuk dengan probiotik 3009 10 mg/L Vancomycin 37 22-24 20l
Laktosa 10g 90 mL BPW (ISO) 37 18-24 20 uL
(1:10)
1 alat
Spons lingkungan dengan 10 mL . 90 mL BPW (ISO) i
Kaldu Penetral D/E pengambil (1:10) 37 18-24 20 L
sampel

1. Gunakan BPW ISO yang telah dihangatkan jika volume kaldu pengayaan > 300 mL.



Tabel 4. Protokol Pengayaan Sesuai dengan Metode Sertifikasi NF VALIDATION 3M 01/20-03/18

EN I

3M 01

5016140

/20-03/18
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NF VALIDATION dengan AFNOR Certification
e“.“ncpxnom

ALTERNATIVE ANALYTICAL METHODS FOR AGRIBUSINESS
http://nf-validation.afnor.org/en
Untuk informasi selengkapnya mengenai berakhirnya validitas, silakan merujuk pada sertifikat NF VALIDATION yang
tersedia pada situs web yang disebutkan di atas.

Metode sertifikasi NF VALIDATION tunduk pada ISO 16140-2® dibandingkan dengan ISO 22964.

Ruang Lingkup validasi: Susu formula bayi bukuk dan sereal bayi dengan dan tanpa probiotik, bahan mentah, dan
sampel lingkungan.

Persiapan sampel: Sampel harus disiapkan sesuai dengan EN 1SO 22694® dan EN 1SO 68879,
Versi perangkat lunak: Lihat sertifikat.

Volume Suhu Waktu Volume . .
Matriks Sampel — Kaldu Pengayaan | Pengayaan | Analisis T|t|k.lnterups| yang
Sampel . Disarankan?3
Pengayaan'’ (x1°C) (jam) Sampel
Susu formula bayi
bubuk
Sereal bayi bubuk
Bahan seperti susu A
bubuk kering, bubuk gar pengayaan
kedelai, bubuk atau sampel lisat
gandum, laktosa, 10g dapat d|S|mpa°n
telung beras, pada s_uhu 2-8°C
maltodekstrin sampal.selama 72
Sampel lingkungan ZCS)(?)L(E?\(;\; 37 18-24 20 uL Jjam
kering seperti debu, :
apusan, debu hasil
vakum,
Agar pengayaan
1 alat atau sampel lisat
Spons, air bilas, lap pengambil dapat disimpan
’ ’ sampel atau pada suhu 2-8°C
10 mL sampai selama 72
jam
Agar pengayaan
Susu formula bayi bubuk atau sarr'mp'el lisat
dan sereal bayi bubuk 30-300g | BPW(SO) 37 18-24 ooyl | dapatdisimpan
(nonprobiotik) (1:10) pada s.uhu 2-8°C
sampai selama 72
jam
Susu formula bayi bubuk Ezvgﬂz?z
dan sereal bayi bubuk 30-300 g . 37 22-24 20 yL Nihil
(termasuk probiotik) van(t;c.)1rr(1)>)/cm

1.

Gunakan BPW yang telah dihangatkan (ISO) jika volume kaldu pengayaan > 300 mL (misalnya sampel > 30 gram).
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2. Setelah mengeluarkan kaldu pengayaan dari tempat penyimpanan, lakukan kembali pengujian mulai dari Langkah 1
pada bagian Lisis. Setelah mengeluarkan sampel lisat dari tempat penyimpanan, lanjutkan pengujian dari Langkah 7
dalam bagian Lisis.

3. Lihat Apendiks A untuk pengujian ulang lisat tersimpan yang telah dipanaskan.

Persiapan Baki Pemuat Kecepatan Deteksi Molekuler Neogen®
1. Basahi kain atau handuk sekali pakai dengan larutan pemutih rumah tangga 1-5% (v:v dalam air) 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 pada meja laboratorium: Baki Blok Pendingin
Deteksi Molekuler Neogen tidak digunakan. Gunakan blok 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 tepat (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 100 = 1°C.

Persiapan Instrumen Deteksi Molekuler Neogen®
1. Buka Perangkat Lunak Deteksi Molekuler Neogen® kemudian login. Hubungi perwakilan Neogen Food Safety Anda
guna memastikan Anda memiliki versi perangkat lunak paling mutakhir.

Hidupkan Instrumen Deteksi Molekuler Neogen.

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 mencapai dan tetap berada pada status Siaga sebelum
memasukkan Baki Pemuat Kecepatan Deteksi Molekuler Neogen 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.

Lisis
Lepaskan bagian bawah Rak Larutan Lisis Neogen dengan obeng sebelum meletakkannya dalam Sisipan Blok Pemanas
Deteksi Molekuler Neogen.

1. Biarkan tabung Larutan Lisis Neogen hangat dengan menyetel rak pada suhu kamar (20-25°C) semalam (16-18 jam).
Alternatif untuk menyeimbangkan tabung Larutan Lisis Neogen pada suhu kamar adalah 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 letakkan di dalam pemanas blok ganda kering selama 30 detik pada suhu 100 + 1°C.

2. Balikkan tabung dalam kondisi tertutup untuk mencampur. Lanjutkan ke langkah berikutnya dalam waktu 4 jam
setelah dibalik.
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Satu tabung Larutan Lisis Neogen dibutuhkan untuk setiap sampel dan sampel NC (media pengayaan steril).

3. Buang kaldu pengayaan dari inkubator.

4.1 Strip tabung Larutan Lisis Neogen dapat dipotong sesuai jumlah yang diinginkan. Pilih jumlah tabung Larutan Lisis
Neogen tersendiri 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 ganti ujung pipet 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 memroses lisat yang disimpan, lihat Apendiks A.

4.6 Kocok kantong pengayaan sebelum mengumpulkan sampel dari sisi yang difilter ketika bekerja dengan sampel
pekat.

4.7 Pindahkan 20 pL sampel ke dalam tabung Larutan Lisis Neogen kecuali diindikasikan lain dalam tabel protokol.

5. Ulangi langkah 4.4 hingga 4.7 sampai masing-masing sampel telah ditambahkan pada tabung Larutan Lisis Neogen
yang sesuai dalam strip.

l

o o)

6. Setelah semua sampel dipindahkan, transfer 20 uL NC (media pengayaan steril, misalnya BPW) ke dalam tabung
Larutan Lisis Neogen. Jangan gunakan air sebagai NC.

Pastikan bahwa suhu Sisipan Blok Pemanas Deteksi Molekuler Neogen berada pada 100 = 1°C.

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).

Sampel yang belum mendapatkan perlakuan pemanasan 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 tabung Larutan Lisis Neogen yang tidak tertutup dari Blok Pemanas Deteksi Molekuler Neogen lalu
biarkan sampai dingin di dalam Sisipan Blok Pendingin Deteksi Molekuler Neogen selama minimal 5 menit dan
maksimal 10 menit. Sisipan Blok Pendingin Deteksi Molekuler Neogen, yang digunakan pada suhu kamar tanpa Baki
Blok Pendingin Deteksi Molekuler Neogen®, harus diletakkan langsung di meja laboratorium. Ketika dingin, larutan
Neogen lisis akan kembali berwarna merah muda.

10. Keluarkan rak tabung Larutan Lisis Neogen dari Sisipan Blok Pendingin Deteksi Molekuler Neogen.

# 20-25°C
D D 00.05:00
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Amplifikasi

1.

10.

Satu Tabung Reagen Neogen Deteksi Molekuler 2 - untuk pengujian Cronobacter diperlukan untuk setiap sampel dan NC.

1.1 Strip tabung SR dapat dipotong sesuai jumlah tabung yang diinginkan. Pilih jumlah Tabung Reagen Neogen
Deteksi Molekuler 2 - untuk pengujian Cronobacter atau strip 8 tabung yang dibutuhkan.

1.2 Letakkan Tabung Reagen Neogen Deteksi Molekuler 2 - untuk pengujian Cronobacter di rak yang kosong.
1.3 Jangan sampai mengguncang pelet reagen di bagian bawah tabung.
Pilih satu Tabung Kontrol Reagen Neogen lalu letakkan di rak.

Untuk menghindari kontaminasi silang, buka tutup satu strip Tabung Reagen Neogen Deteksi Molekuler 2 - untuk
pengujian Cronobacter satu per satu dan gunakan ujung pipet baru untuk setiap tahap pemindahan.

Pindahkan setiap lisat ke Tabung Reagen Neogen Deteksi Molekuler 2 - untuk pengujian Cronobacter dan Tabung
Kontrol Reagen Neogen sebagaimana dijelaskan di bawah:

Transfer setiap sampel lisat ke masing-masing Tabung Reagen Neogen Deteksi Molekuler 2 - untuk pengujian
Cronobacter terlebih dahulu diikuti dengan NC. Basahi Tabung Kontrol Reagen Neogen paling akhir.

Gunakan Alat Penutup/Pembuka Deteksi Molekuler Neogen® - Reagen untuk membuka Tabung Reagen Neogen
Deteksi Molekuler 2 - untuk pengujian Cronobacter strip demi strip. Buang penutup.

5.1 Pindahkan 20 pL sampel lisat dari bagian atas 1/2 dari cairan (hindari pengendapan) dalam tabung Larutan
Lisis Neogen ke dalam Tabung Reagen Neogen Deteksi Molekuler 2 - untuk pengujian Cronobacter 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 sampel lisat tersendiri telah ditambahkan ke Tabung Reagen Neogen Deteksi
Molekuler 2 untuk Pengujian Cronobacter dalam strip.

5.3 Tutup Tabung Reagen Neogen Deteksi Molekuler 2 - untuk pengujian Cronobacter dengan tutup tambahan
yang tersedia dan gunakan sisi bulat pada Reagen-Alat Penutup/Pembuka Deteksi Molekuler Neogen untuk
memberikan tekanan dengan bergerak maju-mundur guna memastikan bahwa tutup sudah terpasang rapat.

5.4 Ulangi langkah 5.1 hingga 5.3 sesuai keperluan, sesuai jumlah sampel yang akan diuji.

5.5 Setelah semua sampel lisat dipindahkan, ulangi 5.1 sampai 5.3 untuk mentransfer 20 pL lisat NC ke dalam
Tabung Reagen Neogen Deteksi Molekuler 2 untuk Pengujian - Cronobacter.

5.6 Transfer 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.

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.

Periksa dan konfirmasi proses yang telah dikonfigurasi di Perangkat Lunak Deteksi Molekuler Neogen.

Klik tombol Start di perangkat lunak dan pilih instrumen yang akan digunakan. Tutup instrumen yang dipilih akan
membuka secara otomatis.

Masukkan Baki Pemuat Kecepatan Deteksi Molekuler Neogen ke Instrumen Deteksi Molekuler Neogen dan tutup
dengan rapat untuk memulai pengujian. Hasilnya akan ditampilkan setelah 60 menit, meskipun hasil positif dapat
terdeteksi lebih cepat.

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) selama 1 jam dan jauhkan dari area persiapan untuk pengujian.
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PERHATIAN: Untuk meminimalkan risiko yang positif salah karena kontaminasi silang, jangan membuka tabung
reagen yang berisi DNA hasil amplifikasi. Ini termasuk Tabung Reagen Neogen Deteksi Molekuler 2 untuk Pengujian

- Cronobacter, Tabung Kontrol Reagen Neogen, dan Tabung Kontrol Matriks Neogen. Buang tabung reagen yang
tersegel dengan merendamnya ke dalam larutan pemutih rumah tangga 1-5% (v:v dalam air) selama 1 jam dan jauhkan
dari tempat persiapan pengujian.

Hasil dan Interpretasi

Algoritma 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 dalam waktu
nyata sedangkan hasil Negatif dan perlu Pemeriksaan akan ditampilkan setelah pengujian selesai.

CATATAN: Sampel yang negatif tidak akan memberikan hasil pembacaan nol karena sistem dan reagen amplifikasi
Neogen Deteksi Molekuler 2 untuk Pengujian Cronobacter memiliki pembacaan unit cahaya relatif (RLU) "latar belakang".

Konfirmasi
e Konfirmasi hasil sesuai dengan Metode Sertifikasi NF VALIDATION

Dalam konteks NF VALIDATION, semua dugaan pengayaan positif harus dikonfirmasi dengan konfirmasi metode
referensi berikut®, dimulai dengan transfer dari pengayaan primer (BPW ISO atau BPW ISO dengan suplemen 10 mg/L
vancomycin).

e Protokol konfirmasi lainnya

Pngayaan yang dianggap positif harus dikonfirmasi sesuai dengan standar prosedur pengoperasian laboratorium atau
dengan mematuhi metode konfirmasi rujukan yang sesuai?, dimulai dengan memindahkan dari pengayaan primer
(BPW ISO atau BPW ISO dengan suplemen 10 mg/L vancomycin) hingga ke media pengayaan sekunder, dilanjutkan
dengan pengusapan dan konfirmasi isolat menggunakan metode biokimia, serologi, dan/atau molekuler.

Meskipun jarang terjadi, jika output cahaya tidak normal, algoritma akan memberi label perlu Pemeriksaan. Neogen
menyarankan pengguna mengulang pengujian untuk sampel yang perlu Pemeriksaan. Jika hasil tetap menunjukkan

perlu Pemeriksaan, lanjutkan ke pengujian konfirmasi dengan menggunakan metode pilihan Anda atau sebagaimana
ditentukan oleh peraturan setempat(-?,

Dalam hal terjadi hasil yang tidak sesuai (dianggap positif dengan Neogen Deteksi Molekuler 2 untuk Pengujian
Cronobacter, yang tidak dikonfirmasi oleh salah satu cara yang diuraikan di atas), laboratorium harus mematuhi prosedur
operasi standar yang ditetapkan untuk melaporkan hasilnya.

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
1. Untuk menyimpan lisat yang dipanaskan, tutup ulang tabung Lisis dengan penutup bersih (lihat bagian Lisis, 4.5)

Simpan pada 2 hingga 8°C sampai 72 jam.
Siapkan sampel yang disimpan untuk amplifikasi dengan membalik 2-3 kali untuk menyampur.

Lepas penutup tabung.

o & DN

Letakkan tabung lisat campuran pada Sisipan Blok Pemanas Deteksi Molekuler Neogen dan panaskan pada suhu
100 £1°C selama 5 =1 menit.

6. Lepaskan rak tidak tertutup Tabung Larutan Lisis Neogen dari blok pemanasan dan biarkan dingin dalam Sisipan
Blok Pendingin Deteksi Molekuler Neogen paling sedikit 5 menit dan maksimum 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 (BAM) Ch. 29; MAR 2012
2. 1SO 22964:2017 Microbiology of the food chain -- Horizontal method for the detection of Cronobacter spp.

3. U.S. Food and Drug Administration. Code of Federal Regulations, Title 21, Part 58. Good Laboratory Practice for
Nonclinical Laboratory Studies.

4. ISO/IEC 17025:2017. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.

5. 1SO 7218:2007/Amd. 1:2013. Microbiology of food and animal feeding stuffs — General requirements and guidance
for microbiological examination.

6. Installation Qualification (IQ)/Operational Qualification (OQ) Neogen® Molecular Detection System. Contact your
Neogen Food Safety representative to obtain a copy of this document.

7. 1SO 6887-5:2010. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial suspension
and decimal dilutions for microbiological examination-- Part 5: Specific rules for the preparation of milk and milk
products.

8. 1SO 6887-4:2017. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Preparation of test samples, initial suspension
and decimal dilutions for microbiological examination -- Part 4: Specific rules for the preparation of miscellaneous
products.

9. 1SO 16140-2:2016. Microbiology of the food chain — Method validation — Part 2: Protocol for the validation of
alternative (proprietary) methods against a reference method.

Rujuk ke versi terbaru metode standar yang dicantumkan di atas.

Penjelasan Simbol
info.neogen.com/symbols
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