
Cronobacter

2

Product Instructions 
MDA2CRO96

Molecular Detection Assay 2 - Cronobacter
Kit de détection moléculaire version 2 - Cronobacter
Molekularer Detektions Assay 2 - Cronobacter
Analisi molecolare di seconda generazione per il rilevamento di 
Cronobacter
Ensayo 2 Detección Molecular - Cronobacter
Moleculair Detectie Assay 2 - Cronobacter
Molecular Detection Assay 2 - Cronobacter
Molekylær Detektions Analyse 2 - Cronobacter
Molekylær deteksjonskit 2 - Cronobacter
Molecular Detection -testipakkaus 2 – Kronobakteeri
Ensaio de Detecção Molecular 2 - Cronobacter
Δοκιμασία Μοριακής Ανίχνευσης 2 - Cronobacter
Molekularny test do wykrywania 2 - Cronobacter
Тест-набор 2 для молекулярного анализа - Cronobacter
Moleküler Tespit Analizi 2 - Cronobacter
病原菌検出アッセイ2 - クロノバクター属菌用
分子检测试剂盒 2 - 阪崎肠杆菌 (Simplified)
ชุดทดสอบเช้ือระดับโมเลกุล 2 - ครอโนแบคเตอร์

분자 검출 키트 2 - 크로노박터
Deteksi Molekuler 2 - untuk Pengujian Cronobacter

EN

FR

DE

IT

ES

NL

SV

DA

NO

FI

PT

EL

PL

RU

TR

JA

ZH

TH

KO

ID



1

(English) EN

Issue Date: 2024-01

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(1, 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

Neogen® Lysis Solution (LS) Pink solution in clear 
tubes 96 (12 strips of 8 tubes) 580 μL of LS per tube Racked and 

ready to use
Neogen® Molecular 
Detection Assay 2 
-Cronobacter Reagent Tubes

Orange-red tubes 96 (12 strips of 8 tubes)
Lyophilized specific 
amplification and 
detection mix 

Ready to use

Extra caps Orange-red caps 96 (12 strips of 8 caps) Ready to use

Neogen® Reagent Control 
(RC) Clear flip-top tubes 16 (2 pouches of 8 

individual tubes)

Lyophilized control 
DNA, amplification 
and detection mix

Ready to use

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.

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

	 NOTICE:	 Indicates a potentially hazardous situation which, if not avoided, could result in property damage.
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W WARNING
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(3), 
ISO/IEC 17025(4), or ISO 7218(5).

To reduce the risks associated with a false-negative result leading to the release of contaminated product:
•	 Follow the protocol and perform the tests exactly as stated in the product instructions.
•	 Store the Neogen Molecular Detection Assay 2 - Cronobacter as indicated on the package and in the product instructions. 
•	 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.
•	 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.
•	 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 μL 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:
•	 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. 

•	 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:
•	 Always wear gloves (to protect the user and prevent introduction of nucleases).

To reduce the risks associated with exposure to hot liquids:
•	 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.

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:
•	 Never open tubes post amplification.
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•	 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(6).

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

Table 3 for enrichment protocols according to AOAC® Official Method of AnalysisSM 2018.01 and Performance TestedSM 
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(7, 8). 

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)(8). 

d.	 For large 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 Matrix Sample 
Size1

Enrichment Broth 
Volume1, 2

Enrichment 
Temperature  

(± 1°C)

Enrichment 
Time (hours)

Sample 
Analysis 
Volume

Powdered infant formula (PIF) and raw 
materials such as dry milk powder, soy 
powder, whey powder, lactose, rice 
flour, and maltodextrin 

1X gram 
sample 

9X mL BPW (ISO) 
(1:10) 37 18-24 20 µL

Raw materials such as salts, minerals, 
amino acids, DHA (docosahexaenoic 
acid) and vitamins 

1X gram 
sample

99X mL BPW (ISO) 
(1:100) 37 18-24 20 µL

Dry environmental samples such as 
dust, sweepings, vacuum collection 

1X gram 
sample

9X mL BPW (ISO) 
(1:10) 37 18-24 20 µL

Environmental sponge with 10 mL 
Letheen Broth or D/E Neutralizing Broth 

1 sampling 
device

90 mL BPW (ISO) 
(1:10) 37 18-24 20 µL

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 AnalysisSM (OMA) 2018.01

AOAC® Performance TestedSM (PTM) Certificate #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® OMASM 2018.01 and PTMSM 101703

Sample Matrix Sample 
Size

Enrichment Broth 
Volume1

Enrichment 
Temperature  

(± 1°C)

Enrichment 
Time (hours)

Sample 
Analysis 
Volume

Powdered Infant Formula and 
Powdered Infant Cereal 10 g 90 mL BPW (ISO) 

(1:10) 37 18-24 20 µL

Powdered Infant Cereal non-probiotic 300 g 2700 mL BPW 
(ISO) (1:10) Pre-Warmed 37 18-24 20 µL

Powdered Infant Formula and 
Powdered Infant Cereal with probiotics 300 g

2700 mL BPW 
(ISO) + 10 mg/L 

Vancomycin
Pre-Warmed 37 22-24 20 µL

Lactose 10 g 90 mL BPW (ISO) 
(1:10) 37 18-24 20 µL

Environmental sponge with 10 mL D/E 
Neutralizing Broth 

1 
sampling 

device

90 mL BPW (ISO) 
(1:10) 37 18-24 20 µL

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

NF VALIDATION by AFNOR Certification

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(9) in comparison to ISO 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(2) and EN ISO 6887(7, 8).

Software version: See certificate. 



6

(English) EN

Table 4. Enrichment Protocols According to NF VALIDATION Certified Method 3M 01/20-03/18 

Sample Matrix Sample Size
Enrichment 

Broth 
Volume1 

Enrichment 
Temperature  

(± 1°C)

Enrichment 
Time  

(hours)

Sample 
Analysis 
Volume

Recommended 
Interruption Point2, 3

•	 Powdered infant 
formula 

•	 Powdered infant 
cereals 

•	 Ingredients such as 
dry milk powder, soy 
powder, whey powder, 
lactose, rice flour, 
maltodextrin 

•	 Dry environmental 
samples such as dust, 
sweepings, vacuum 
collection, 

10 g 

90 mL BPW 
(ISO) (1:10) 37 18-24 20 µL

Enrichment broth or 
sample lysate can 
be stored at 2-8°C 
for up to 72 hours

•	 Sponge, rinse water, 
wipes

1 sampling 
device or  

10 mL

Enrichment broth or 
sample lysate can 
be stored at 2-8°C 
for up to 72 hours

Powdered infant formula 
and powdered infant cereal 
(non-probiotic)

30-300 g BPW (ISO) 
(1:10) 37 18-24 20 µL

Enrichment broth or 
sample lysate can 
be stored at 2-8°C 
for up to 72 hours

Powdered infant cereal and 
powdered infant formula 
(including probiotic)

30-300 g

BPW (ISO) 
+ 10 mg/L 

vancomycin 
(1:10)

37 22-24 20 µL None

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.	 Refer to 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.



7

(English) EN

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.

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

3.	 Remove the enrichment broth from the incubator. 

4.	 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 µL 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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6.	 When all samples have been transferred, transfer 20 µL of NC (sterile enrichment medium e.g. BPW) into Neogen 
Lysis Solution tube. Do not use water as a NC. 

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

8.	 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.

9.	 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

99–101 ºC

20–25 ºC

00:05:00

Amplification 
1.	 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.

2.	 Select one Neogen Reagent Control Tube and place in rack.

3.	 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. 

4.	 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.

5.	 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 µL 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 µL of NC lysate into a Neogen 
Molecular Detection Assay 2 - Cronobacter Reagent Tube. 

5.6	 Transfer 20 µL 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.

7.	 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 
•	 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(2), beginning with transfer from the primary enrichment (BPW ISO or BPW ISO supplemented with 
10 mg/L of vancomycin).

•	 Other confirmation protocol 

Presumptive positive enrichments should be confirmed per the laboratory standard operating procedures or by 
following the appropriate reference method confirmation(1,2), 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(1,2).
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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
1.	 To store a heat-treated lysate, re-cap the lysis tube with a clean cap (see Lysis section 4.5)

2.	 Store at 2 to 8°C for up to 72 hours.

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

4.	 Decap the tubes.

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

6.	 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.	 ISO 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.

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

Explanation of Symbols 
info.neogen.com/symbols
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Date de parution : 2024-01

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 système de détection moléculaire 
Neogen® pour une détection rapide et précise des Cronobacter dans les prélèvements 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 façon 
extrêmement spécifique et sensible, associée à la bioluminescence pour détecter l’amplification. Les résultats présumés 
positifs sont visibles en temps réel tandis que les résultats négatifs sont affichés à la fin de l’essai. Les résultats présumés 
positifs doivent être confirmés par les méthodes usuelles ou en fonction des méthodes spécifiques répondant aux 
normes locales(1, 2).

Le Neogen Kit de détection moléculaire version 2 - Cronobacter est destiné à être utilisé au sein de laboratoires, par des 
professionnels formés aux techniques s’y rapportant. Neogen n’a pas étudié l’utilisation de ce produit dans des secteurs 
autres que l’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 l’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 l’environnement de l’utilisateur à l’aide d’un nombre d’échantillons suffisant et avec des épreuves alimentaires et 
microbiennes et/ou des prélèvements environnementaux déterminés pour répondre aux critères de l’utilisateur.

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

L’instrument de détection moléculaire Neogen® est conçu pour être utilisé avec des échantillons traités thermiquement 
pendant l’étape de lyse, procédé qui détruit les organismes présents dans l’échantillon. Les échantillons qui n’ont pas 
été soumis à un traitement thermique adéquat pendant l’étape de lyse peuvent être considérés comme potentiellement 
dangereux et ne doivent PAS être insérés dans l’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

Élément Identification Quantité Contenu Commentaires

Solution de lyse (LS) Neogen®

Solution rose 
en tubes 
transparents

96 (12 barrettes de 
8 tubes)

580 μl de LS par 
tube

Placé sur 
portoir et prêt 
à l’emploi

Tubes de réactif du Neogen® Kit de 
détection moléculaire version 2 - 
Cronobacter

Tubes rouge 
orangé

96 (12 barrettes de 
8 tubes)

Mélange spécifique 
lyophilisé pour 
l’amplification et la 
détection 

Prêts à l’emploi

Bouchons supplémentaires Bouchons 
rouge orangé

96 (12 barrettes de 
8 bouchons) Prêts à l’emploi

Contrôle de réactif Neogen® (RC)
Tubes 
« Flip-Top » 
transparents

16 (2 poches de 8 tubes 
individuels)

ADN témoin 
lyophilisé, mélange 
pour l’amplification 
et la détection

Prêts à l’emploi
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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
L’utilisateur doit lire, comprendre et suivre toutes les informations de sécurité mentionnées dans les instructions relatives 
au système de détection moléculaire Neogen et au Neogen Kit de détection moléculaire version 2 - Cronobacter. 
Conserver ces consignes de sécurité pour s'y référer ultérieurement.

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

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

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

L’utilisateur doit former son personnel de manière appropriée aux techniques d’analyse actuelles : par exemple, les 
bonnes pratiques de laboratoire(3), les normes ISO/IEC 17025(4) ou ISO 7218(5).

Afin de réduire les risques associés aux faux négatifs, qui peuvent entraîner la diffusion de produits contaminés :
•	 Se conformer au protocole et effectuer les tests en suivant exactement les instructions relatives au produit.
•	 Conserver le Neogen Kit de détection moléculaire version 2 - Cronobacter conformément aux indications sur 

l’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.
•	 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.
•	 En cas d’échantillon environnemental contenant un tampon neutralisant avec un composé d’aryle sulfonate, diluer 

l’échantillon dans un bouillon d’enrichissement stérile 1:2 avant l’analyse (1 volume d’échantillon pour 1 volume 
de bouillon). Une autre option consiste à transférer 10 µl de l’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 l’étude NF Validation. 

Afin de réduire les risques associés à l’exposition aux produits chimiques et aux dangers biologiques :
•	 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 pathogènes à des niveaux 
suffisamment élevés pour entraîner des risques pour la santé humaine. 

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

•	 Éviter tout contact avec le contenu du milieu d’enrichissement et les tubes de réactifs après l’amplification. 
•	 Éliminer les échantillons enrichis et les déchets contaminés associés conformément aux normes locales/régionales/

nationales/du secteur actuelles.
•	 Ne pas dépasser le paramètre de température recommandé sur le dispositif de chauffe.
•	 Ne pas dépasser le temps de chauffe recommandé. 
•	 Utiliser un thermomètre étalonné adapté pour vérifier la température du support de bloc chauffant pour système 

de détection moléculaire Neogen® (p. ex. thermomètre à immersion partielle ou thermomètre à thermocouple 
numérique et non un thermomètre à immersion totale). Le thermomètre doit être placé à l’endroit indiqué du support 
de bloc chauffant pour système de détection moléculaire Neogen.

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

Afin de réduire les risques associés à l’exposition à des liquides très chauds :
•	 Ne pas dépasser le paramètre de température recommandé sur le dispositif de chauffe.
•	 Ne pas dépasser le temps de chauffe recommandé. 
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•	 Utiliser un thermomètre étalonné adapté pour vérifier la température du support de bloc chauffant pour système 
de détection moléculaire Neogen® (p. ex. thermomètre à immersion partielle ou thermomètre à thermocouple 
numérique et non un thermomètre à immersion totale). Le thermomètre doit être placé à l’endroit indiqué du support 
de bloc chauffant pour système de détection moléculaire Neogen.

REMARQUE
Afin de réduire les risques associés à la contamination croisée lors de la préparation de l’essai : 
•	 Changer de gants avant l’hydratation des pastilles réactives.
•	 Utiliser de préférence des pipettes de qualité biologie moléculaire, stériles et munies d’embouts à filtre.
•	 Utiliser une nouvelle pipette pour chaque transfert d’échantillon.
•	 Utiliser les bonnes pratiques de laboratoire pour transférer l’échantillon de l’enrichissement vers le tube de lyse. Pour 

éviter toute contamination des pipettes, l’utilisateur peut choisir d’ajouter une étape de transfert intermédiaire. Par 
exemple, l’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 régulièrement 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 l’eau) ou avec une solution pour l’élimination 
de l’ADN.

Afin de réduire les risques associés à un résultat faux positif :
•	 Ne jamais ouvrir les tubes après amplification.
•	 Toujours éliminer les tubes contaminés en les faisant tremper dans une solution d’eau de Javel concentrée à 1-5 % 

(v:v dans l’eau) pendant une heure. Effectuer cette procédure à distance de la zone de préparation de l’analyse.
•	 Ne jamais stériliser à l’autoclave les tubes de réactifs après amplification.
•	 Si des niveaux élevés d’ADN de Cronobacter (p. ex., ADN de cellules de Cronobacter non viables ayant fait l’objet 

d’une étape de destruction/d’inactivation) sont suspectés dans les échantillons, les enrichissements présumés 
positifs doivent être traités par DNase avant l’étape de Lyse. Pour en savoir plus, contacter un représentant Neogen. 
Ce protocole n’a pas été testé dans le cadre de l’étude NF Validation.

Consulter la fiche de données de sécurité pour obtenir des informations supplémentaires et connaître la réglementation 
locale relative à la mise au rebut. 

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

Responsabilité de l’utilisateur
Il incombe aux utilisateurs de connaître 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 l’homogénéisation et le mélange, 
la manipulation et les techniques de laboratoires peuvent influencer les résultats.

Il incombe à 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 à ses critères.

Il incombe également à l’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 à évaluer la méthode pour différentes matrices, Neogen a élaboré le kit de contrôle de 
matrice pour système de détection moléculaire Neogen®. Lorsque cela est nécessaire, utiliser le Contrôle 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.-à-d. des échantillons d’origines différentes, 
au cours de toute période de validation lors de l’adoption de la méthode Neogen ou dans le cadre d’analyses de 
matrices nouvelles, inconnues ou ayant subi des modifications de matières premières ou de processus.

Une matrice peut être définie comme un type de produit présentant des propriétés intrinsèques, telles que la 
composition et le processus. Les différences entre les matrices peuvent être 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 SI EXPRESSÉMENT ÉTABLI DANS LA SECTION DE GARANTIE LIMITÉE D’UN EMBALLAGE DE PRODUIT 
INDIVIDUEL, NEOGEN RENONCE À TOUTE GARANTIE EXPLICITE ET IMPLICITE, Y COMPRIS, MAIS SANS S’Y 
LIMITER, TOUTE GARANTIE DE COMMERCIALISATION OU D’ADAPTATION POUR UN USAGE SPÉCIFIQUE. En 
cas de défaut de tout produit Neogen Sécurité Alimentaire, Neogen ou son distributeur agréé s’engage, à son entière 
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 ÉVENTUELS, QU’ILS 
SOIENT DIRECTS, INDIRECTS, SPÉCIFIQUES, ACCIDENTELS OU CONSÉCUTIFS, Y COMPRIS, MAIS SANS S’Y 
LIMITER, LES PERTES DE PROFITS. En aucun cas et en aucune manière, la responsabilité de Neogen ne sera engagée 
au-delà du prix d'achat du produit prétendu défectueux. 

Conservation et élimination des déchets
Conserver le Neogen Kit de détection moléculaire version 2 - Cronobacter à une température comprise entre 2 et 8 °C. Ne 
pas congeler. Conserver à l’abri de la lumière. Une fois le kit ouvert, vérifier que le sachet en aluminium est intact. Si ce sachet 
est endommagé, ne pas utiliser le kit. Après ouverture, les tubes de réactif non utilisés doivent toujours être conservés dans le 
sachet refermable, en laissant l’agent déshydratant à l’intérieur afin de maintenir la stabilité des réactifs lyophilisés. Conserver 
les poches refermées à 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 après la date de péremption. La date de 
péremption et le numéro de lot sont inscrits sur l’étiquette à l’extérieur de la boîte. Après utilisation, il est possible que 
les tubes de milieu d’enrichissement et du Neogen Kit de détection moléculaire version 2 - Cronobacter contiennent 
des éléments pathogènes. Lorsque l’analyse est terminée, suivre les normes actuelles du secteur pour l’élimination 
des déchets contaminés. Consulter la fiche de données de sécurité pour obtenir des informations supplémentaires et 
connaître la réglementation locale relative à la mise au rebut. 

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

Décontaminer régulièrement 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 l’eau) ou avec une solution pour l’élimination de l’ADN. 

L’utilisateur doit suivre la formation de qualification de l’opérateur du système de détection moléculaire Neogen, comme 
décrit dans le document intitulé « Protocoles et instructions relatifs à la qualification d’installation (IQ)/qualification 
opérationnelle (OQ) pour le système de détection moléculaire Neogen »(6).

Se référer à la section « Instructions spécifiques pour méthodes validées » pour connaître les exigences spécifiques :

Voir le tableau 3 pour les protocoles d’enrichissement selon l’AOAC® Official Method of AnalysisSM 2018.01 et le 
Performance TestedSM 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 l’échantillon
Les tableaux 2, 3 et 4 fournissent des indications pour les protocoles d’enrichissement des échantillons alimentaires et 
environnementaux. 

Il incombe à l’utilisateur de valider des protocoles d’échantillonnage/d’enrichissement ou des proportions de dilution 
différents pour garantir que cette méthode d’analyse est conforme à ses critères.

Aliments, poudres environnementales, poussières, balayures et éponges
1.	 Équilibrer le milieu d’enrichissement à une température (20-25 °C), sauf mention contraire dans le protocole 

d’enrichissement (voir les tableaux 2, 3 et 4).

2.	 Mélanger de manière aseptique le milieu d’enrichissement et l’échantillon et homogénéiser soigneusement par 
mélange, par digestion, en secouant ou à la main pendant 2 ± 0,2 minutes ou jusqu’à dissolution complète des 
particules et jusqu’à ce que la suspension de l’enrichissement soit homogène(7, 8). 

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

b.	 Pour les échantillons à 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 l’eau et qui sont très visqueuses (p. ex., céréales, amidons), il est 
recommandé de réaliser une dilution supplémentaire (> 1:10) jusqu’à ce que la viscosité soit réduite de manière 
appropriée ou d’ajouter de l’alpha-amylase 1 % (p/v) stérile à EPT (ISO)(8). 

d.	 Pour les échantillons de céréales de grande taille, ajouter lentement les céréales en poudre au liquide en 
mélangeant régulièrement 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 
l’échantillon 

Taille de 
l’échantillon1

Volume de bouillon 
d’enrichissement1, 2

Température 
d’enrichissement  

(± 1 °C)

Durée 
d’enrichissement 

(h)

Volume 
d’analyse 

d’échantillon
Préparation en 
poudre pour 
nourrisson (PEP) et 
matières premières 
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 µl

Matières premières 
telles que sels, 
minéraux, acides 
aminés, DHA (acide 
docosahexaénoïque) 
et vitamines 

1X gram 
échantillon

99X ml EPT (ISO) 
(1:100) 37 18-24 20 µl

Échantillons 
environnementaux 
secs comme les 
poussières, les 
balayures, les 
collectes par 
aspiration 

1X échantillon 
gram

9X ml EPT (ISO) 
(1:10) 37 18-24 20 µl

Éponge 
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 µl

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

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

Instructions spécifiques pour méthodes validées 

AOAC® Official Method of AnalysisSM (OMA) 2018.01

AOAC® Performance TestedSM (PTM) Certificat n° 101703
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Dans les études « Official Methods of AnalysisSM » et « Performance Tested MethodSM » de l’Institut de recherche de 
l’AOAC, 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 l’étude sont répertoriées dans le tableau 3. 

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

Matrice de 
l’échantillon 

Taille de 
l’échantillon

Volume de 
bouillon 

d’enrichissement1

Température 
d’enrichissement  

(± 1 °C)

Durée 
d’enrichissement 

(h)

Volume 
d’analyse 

d’échantillon
Préparation en poudre 
pour nourrisson et 
céréales en poudre 
pour nourrisson

10 g 90 ml EPT (ISO) 
(1:10) 37 18-24 20 µl

Céréales en poudre 
sans probiotiques pour 
nourrisson

300 g 2 700 ml EPT 
(ISO) (1:10) Préchauffés 37 18-24 20 µl

Préparation en poudre 
avec probiotiques 
pour nourrisson et 
céréales en poudre 
avec probiotiques pour 
nourrisson

300 g
2 700 ml EPT 

(ISO) + 10 mg/l 
vancomycine

Préchauffés 37 22-24 20 µl

Lactose 10 g 90 ml EPT (ISO) 
(1:10) 37 18-24 20 µl

Éponge 
environnementale 
avec 10 ml de bouillon 
neutralisant D/E 

1 dispositif 
d’échantillonnage

90 ml EPT (ISO) 
(1:10) 37 18-24 20 µl

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

Méthode certifiée par AFNOR Certification

3M 01/20-03/18 
MÉTHODES ALTERNATIVES D’ANALYSE POUR L’AGROALIMENTAIRE 

http://nf-validation.afnor.org/en
Pour plus d’information sur l’expiration de la validité, se reporter au certificat NF VALIDATION disponible sur le site 
Internet cité ci-dessus.

Méthode de certification NF Validation, conformément à la norme ISO 16140-2((9) par rapport à la norme ISO 22964.

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

Préparation de l’échantillon : les échantillons doivent être préparés conformément aux normes EN ISO 22694(2) et EN 
ISO 6887(7, 8).
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Version de logiciel : voir le certificat. 

Tableau 4. Protocoles d’enrichissement selon la méthode de certification NF VALIDATION 3M 01/20-03/18 

Matrice de 
l’échantillon 

Taille de 
l’échantillon

Volume de 
bouillon 

d’enrichisse-
ment1 

Température 
d’enrichisse-

ment  
(± 1 °C)

Durée  
d’enrichisse-

ment  
(heures)

Volume 
d’analyse 

d’échantillon

Point 
d’interruption 

recommandé2, 3

•	 Préparation en 
poudre pour 
nourrisson 

•	 Céréales en 
poudre pour 
nourrisson 

•	 Ingrédients tels 
que lait en poudre, 
soja en poudre, 
petit-lait en 
poudre, lactose, 
farine de riz, 
maltodextrine 

•	 Échantillons 
environnementaux 
secs comme les 
poussières, les 
balayures, les 
collectes par 
aspiration, 

10 g 

90 ml EPT 
(ISO) (1:10) 37 18-24 20 µl

Le bouillon 
d’enrichissement 

ou le lysat de 
l’échantillon 
peuvent être 
stockés à une 
température 

comprise entre 2 
et 8 °C pendant 

une durée 
maximale de 

72 heures

•	 Éponge, eau de 
rinçage, lingettes

1 dispositif 
d’échantil-
lonnage ou  

10 ml

Le bouillon 
d’enrichissement 

ou le lysat de 
l’échantillon 
peuvent être 
stockés à une 
température 

comprise entre 2 
et 8 °C pendant 

une durée 
maximale de 

72 heures

Préparation en poudre 
pour nourrisson et 
céréales en poudre 
pour nourrisson (sans 
probiotiques)

30-300 g EPT (ISO) 
(1:10) 37 18-24 20 µl

Le bouillon 
d’enrichissement 

ou le lysat de 
l’échantillon 
peuvent être 
stockés à une 
température 

comprise entre 2 
et 8 °C pendant 

une durée 
maximale de 

72 heures
Céréales en poudre 
pour nourrisson et 
préparation en poudre 
pour nourrisson (avec 
probiotiques)

30-300 g

EPT (ISO) 
+ 10 mg/L 

vancomycine 
(1:10)

37 22-24 20 µl Aucun
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1.	 Utiliser une EPT ISO préchauffée si le volume du bouillon d’enrichissement est supérieur à 300 ml (p. ex. si 
l’échantillon est > 30 grammes).

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

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

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

1.	 Humidifier un chiffon ou une serviette jetable à l’aide d’une solution de 1-5 % d’eau de Javel (v:v dans de l’eau) et 
nettoyer le plateau de chargement rapide pour système de détection moléculaire Neogen.

2.	 Rincer le plateau de chargement rapide pour système de détection moléculaire Neogen à l’eau.

3.	 Utiliser un chiffon jetable pour sécher le plateau de chargement rapide pour système de détection moléculaire 
Neogen.

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

Préparation du support de bloc refroidissant pour système de détection moléculaire Neogen®

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

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

Placer le support de bloc chauffant pour système de détection moléculaire Neogen dans une unité de traitement 
thermique à sec double bloc. Allumer l’unité de traitement thermique à sec et régler la température afin que le support 
de bloc chauffant pour système de détection moléculaire Neogen atteigne et conserve une température de 100 ± 1 °C. 

REMARQUE : selon l’unité de traitement thermique utilisée, le support de bloc chauffant pour système de détection 
moléculaire Neogen atteint la température souhaitée en 30 minutes environ. Utiliser un thermomètre étalonné adapté 
(p. ex., un thermomètre à immersion partielle ou un thermomètre à thermocouple numérique, et non un thermomètre 
à immersion totale) placé à l’endroit indiqué du support de bloc chauffant pour système de détection moléculaire 
Neogen afin de vérifier que sa température est de 100 ± 1 °C.

Préparation de l’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.

2.	 Mettre l’instrument de détection moléculaire Neogen sous tension.

3.	 Créer ou modifier une analyse en saisissant les données pour chaque échantillon. Pour plus de précisions, consulter 
le manuel d’utilisation du système de détection moléculaire Neogen.

REMARQUE : l’instrument de détection moléculaire Neogen doit être prêt avant l’insertion du plateau de chargement 
rapide pour système 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 
l’instrument. Lorsque l’instrument est prêt pour l’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 système de détection moléculaire Neogen. 
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1.	 Laisser les tubes de solution de lyse Neogen se réchauffer en plaçant le support à température ambiante (20 à 
25 °C) pendant une nuit (16 à 18 heures). Il est également possible d’amener les tubes de solution de lyse Neogen à 
température ambiante en les plaçant sur le plan de travail du laboratoire pendant au moins 2 heures, en incubant les 
tubes de solution de lyse Neogen dans un incubateur à 37 ± 1 °C pendant 1 heure ou en les plaçant dans une unité 
de traitement thermique à sec double bloc pendant 30 secondes à 100 ± 1 °C.

2.	 Retourner les tubes recouverts d’un bouchon pour les mélanger. Passer à l’étape suivante dans un délai de 4 heures 
après avoir retourné les tubes. 

3.	 Retirer le bouillon d’enrichissement de l’incubateur. 

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

4.1	 Les barrettes de tubes de solution de lyse Neogen peuvent être coupées de manière à 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 à une et 
utiliser un nouvel embout de pipette pour chaque étape de transfert. 

4.3	 Transférer l’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 à une à l’aide de l’outil d’ouverture/fermeture pour 
système de détection moléculaire Neogen® - Lyse. 

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

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

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

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

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

6.	 Une fois tous les échantillons transférés, transférer 20 µl 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. 

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

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

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

9.	 Retirer le portoir non couvert de tubes de solution de lyse Neogen du bloc chauffant pour système de détection 
moléculaire Neogen et laisser refroidir dans le support de bloc refroidissant pour système de détection moléculaire 
Neogen pendant au moins 5 minutes et au plus 10 minutes. Utilisé à température ambiante sans le plateau de bloc 
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refroidissant pour système de détection moléculaire Neogen®, le support de bloc refroidissant pour système de 
détection moléculaire Neogen doit être 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 système de 
détection moléculaire Neogen. 

00:15:00

99–101 ºC

20–25 ºC

00:05:00

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 être coupées de manière à 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	 Éviter de toucher les pastilles réactives se trouvant au fond des tubes.

2.	 Sélectionner un tube de contrôle de réactif (RC) Neogen et le placer dans le portoir.

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

4.	 Transférer chaque lysat dans un tube de réactif du Neogen Kit de détection moléculaire version 2 - Cronobacter et 
dans un tube de contrôle 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 même avec le NC. Hydrater le tube de contrôle de réactif Neogen en dernier.

5.	 Ouvrir les tubes de réactif du Neogen Kit de détection moléculaire version 2 - Cronobacter un à un à l’aide de l’outil 
d’ouverture/fermeture pour système de détection moléculaire Neogen® – Réactif. Jeter le bouchon.

5.1	 Transférer 20 μl 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 l’étape 5.1 jusqu’à 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 à cet effet sur les tubes de réactif du Neogen Kit de détection 
moléculaire version 2 - Cronobacter, puis prendre le bord arrondi de l’outil d’ouverture/fermeture pour système 
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 à 5.3 pour tous les échantillons à analyser. 

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

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

6.	 Charger les tubes recouverts d’un bouchon dans un plateau de chargement rapide pour système de détection 
moléculaire Neogen propre et décontaminé. Fermer et verrouiller le couvercle du plateau de chargement rapide 
pour système de détection moléculaire Neogen.
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7.	 Examiner et confirmer l’analyse configurée sur le logiciel de détection moléculaire Neogen.

8.	 Cliquer sur l’icône « Démarrer » du logiciel et sélectionner l’instrument à utiliser. Le couvercle de l’appareil 
sélectionné s’ouvre automatiquement.

9.	 Placer le plateau de chargement rapide pour système de détection moléculaire Neogen dans l’instrument de 
détection moléculaire Neogen et fermer le couvercle pour lancer l’essai. Les résultats sont obtenus en 60 minutes ; 
toutefois, les résultats positifs peuvent être détectés plus tôt. 

10.	 Une fois l’analyse terminée, retirer le plateau de chargement rapide pour système de détection moléculaire Neogen 
de l’instrument de détection moléculaire Neogen et tremper les tubes dans une solution d’eau de Javel à 1-5 % (v:v 
dans de l’eau) pendant 1 heure, et ce, à l’écart de la zone de préparation des analyses.

REMARQUE : pour réduire le risque de résultats faux positifs dus à une contamination croisée, ne jamais ouvrir 
les tubes de réactif contenant de l’ADN amplifié. Ceci comprend les tubes de réactif du Neogen Kit de détection 
moléculaire version 2 - Cronobacter, les tubes de contrôle de réactif Neogen et les tubes de contrôle de matrice 
Neogen. Toujours éliminer les tubes de réactif fermés en les trempant dans une solution d’eau de Javel à 1-5 % (v:v 
dans de l’eau) pendant 1 heure, et ce à l’écart de la zone de préparation des analyses.

Résultats et interprétation
Un algorithme interprète la courbe de résultats lumineuse provenant de la détection de l’amplification de l’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 l’analyse d’un nombre de paramètres des courbes individuelles. Les 
résultats présumés positifs sont rapportés en temps réel tandis que les résultats négatifs ou à vérifier sont affichés à la 
fin de l’essai. 

REMARQUE : même un échantillon négatif ne donnera pas de résultat égal à 0 RLU car le système et les réactifs 
d’amplification du Neogen Kit de détection moléculaire version 2 - Cronobacter effectuent une lecture d’unité relative 
de lumière (RLU) « de base ».

Confirmation 
•	 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 
être confirmés en suivant la confirmation de la méthode de référence(2), en commençant par effectuer un transfert de 
l’enrichissement primaire (EPT ISO ou EPT ISO contenant 10 mg/l de vancomycine).

•	 Autre protocole de confirmation 

Les enrichissements présumés positifs doivent être confirmés selon les procédures standard des laboratoires ou 
en suivant la confirmation de la méthode de référence appropriée(1,2), en commençant par effectuer un transfert de 
l’enrichissement primaire (EPT ISO ou EPT ISO contenant 10 mg/l de vancomycine) dans les milieux d’enrichissement 
secondaire, puis un étalement et une confirmation des isolats à l’aide des méthodes biochimiques, sérologiques et/ou 
moléculaires appropriées.

Dans le cas peu probable d’un résultat lumineux inhabituel, l’algorithme considérera ce dernier comme « À vérifier ». 
Neogen recommande à l’utilisateur de recommencer l’essai pour tout échantillon considéré comme « À vérifier ». Si le 
résultat continue à être « À vérifier », passer au test de confirmation en utilisant les méthodes usuelles ou en suivant les 
méthodes spécifiques répondant aux normes locales(1,2).

En cas de résultats contradictoires (positif présumé avec le Neogen Kit de détection moléculaire version 2 - 
Cronobacter, non confirmé par l’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 à l’adresse 
www.neogen.com ou contacter le représentant ou distributeur Neogen local.
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Annexe A. Interruption du protocole : Stockage et nouveau test des lysats soumis à un traitement thermique
1.	 Pour conserver un lysat soumis à un traitement thermique, refermer le tube de lyse avec un bouchon propre (voir la 

section Lyse, 4.5)

2.	 Stocker à une température comprise entre 2 et 8 °C jusqu’à 72 heures.

3.	 Préparer un échantillon conservé pour amplification en retournant 2 à 3 fois pour mélanger.

4.	 Ouvrir les tubes.

5.	 Placer les tubes de lysats mélangés dans le support de bloc chauffant pour système de détection moléculaire 
Neogen et chauffer à 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 système de détection moléculaire Neogen entre 5 et 10 minutes. 

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

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

2.	 ISO 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.

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

Explication des symboles 
info.neogen.com/symbols
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Datum för utgåva: 2024-01

Produktinformation
	

Molecular Detection Assay 2 – Cronobacter 
Produktbeskrivning och avsedd användning
Neogen® Molecular Detection Assay 2 – Cronobacter används med Neogen® Molekylärt Detektionssystem för snabb 
och specifik detektion av Cronobacter i prover från anrikade livsmedel och livsmedelsbearbetningsmiljöer. 

Neogen Molecular Detection Assay använder LAMP-teknik (Loop-Mediated Isothermal Amplification) för att snabbt 
amplifiera nukleinsyrasekvenser med hög specificitet och sensitivitet kombinerat med bioluminiscens för att detektera 
amplifieringen. Presumtivt positiva resultat rapporteras i realtid medan negativa resultat visas när analysen har slutförts. 
Presumtivt positiva resultat bör bekräftas med hjälp av egen vald metod eller som specificeras av lokala föreskrifter(1, 2).

Neogen Molecular Detection Assay 2 – Cronobacter är avsedd för användning i laboratoriemiljö av yrkespersoner som 
har utbildning i laboratorieteknik. Neogen har inte dokumenterat användningen av denna produkt inom andra industrier 
än livsmedels- och dryckesindustrin. Neogen har exempelvis inte dokumenterat produkten för testning av läkemedel, 
kosmetika, kliniska prover eller veterinärprover. Neogen Molecular Detection Assay 2 – Cronobacter har inte utvärderats 
med samtliga möjliga livsmedelsprodukter, livsmedelsbearbetningsmetoder, testprotokoll eller bakteriestammar. 

Precis som för alla testmetoder kan källan till, beredningen av och kvaliteten på anrikningsmedlet påverka resultaten. 
Faktorer som provtagningsmetod, testprotokoll, provpreparering inklusive homogenisering och blandning, hantering 
och laboratorieteknik kan också påverka resultat. Neogen rekommenderar att metoden, inklusive anrikningsmedlet, 
utvärderas i användarens miljö med tillräckligt många prover av särskilda livsmedel och/eller miljöprover samt 
mikrobiella utmaningar för att säkerställa att metoden uppfyller användarens kriterier.

Neogen har utvärderat Neogen Molecular Detection Assay 2 – Cronobacter med anrikningsmedlet buffrat peptonvatten 
ISO. 

Neogen® Molekylärt Detektionsinstrument är avsett att användas med prover som har värmebehandlats under 
analysens lyseringssteg, vilket är utformat för att förstöra organismer i provet. Prover som inte har värmebehandlats 
korrekt under analysens lyseringssteg bör betraktas som en potentiell biologisk fara och ska INTE föras in i Neogen 
Molekylärt Detektionsinstrument.

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

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

Tabell 1. Komponenter i Neogen Molecular Detection Assay Testsats

Artikel Identifikation Antal Innehåll Kommentarer

Neogen® Lyseringslösning 
(LL)

Rosa lösning i 
genomskinliga rör 96 (12 remsor om 8 rör) 580 µl LL per rör

I ställ och 
klara att 
användas

Neogen® Molecular 
Detection Assay 2 
-Cronobacter Reagensrör

Orangeröda rör 96 (12 remsor om 8 rör)
Specifik frystorkad 
amplifierings- och 
detektionsblandning 

Klara att 
användas

Extra lock Orangeröda lock 96 (12 remsor om 8 lock) Klara att 
användas

Neogen® Reagenskontroll Genomskinliga rör 
med knäpplock

16 (2 påsar om 8 
enskilda rör)

Frystorkad 
kontroll-DNA, 
amplifierings- och 
detektionsblandning

Klara att 
användas

Det negativa kontrollprovet (medföljer ej i satsen) är ett sterilt anrikningsmedel, t. ex. buffrat peptonvatten ISO. Använd 
inte vatten som negativ kontroll. 
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Förvaring och kassering
Förvara Neogen Molecular Detection Assay 2 – Cronobacter vid 2–8 °C. Förvara inte i frys. Förvara satsen på en mörk 
plats. Kontrollera att foliepåsen är oskadad när satsen har öppnats. Använd inte om påsen är skadad. Efter att påsen har 
öppnats ska oanvända reagensrör alltid förvaras i den återförslutningsbara påsen med torkmedlet inuti för att bevara de 
frystorkade reagensernas stabilitet. Förvara återförslutna påsar vid 2–8 °C i högst 60 dagar.

Använd inte Neogen Molecular Detection Assay 2 – Cronobacter efter utgångsdatumet. Utgångsdatum och 
partinummer anges på etiketten på lådans utsida. Efter användning kan anrikningsmedlet och rören till Neogen 
Molecular Detection Assay 2 Cronobacter eventuellt innehålla patogena material. Följ gällande branschstandarder för 
kassering av kontaminerat avfall när testen har genomförts. Se säkerhetsdatabladet för ytterligare information och lokala 
föreskrifter för kassering. 

Bruksanvisning
Följ alla anvisningar noggrant. Underlåtenhet att göra detta kan leda till felaktiga resultat. 

Dekontaminera laboratoriebänkar och utrustning (pipetter, verktyg för att fästa och ta av lock o.s.v.) regelbundet med en 
1–5 % (volym i vatten) blekmedelslösning eller DNA-borttagningslösning. 

Användaren måste genomgå utbildningen i driftkvalifikation för Neogen Molekylärt Detektionssystem, enligt 
beskrivningen i dokumentet ”Protokoll för installationskvalifikation/driftkvalifikation och anvisningar för Neogen 
Molekylärt Detektionssystem” (Installation Qualification (IQ) / Operational Qualification (OQ) Protocols and Instructions 
for Neogen Molecular Detection System)(6).

Se avsnittet ”Specifika anvisningar för validerade metoder” för särskilda krav:

Tabell 3 för anrikningsprotokoll enligt AOAC® Official Method of AnalysisSM 2018.01 och Performance TestedSM 
Certificate number 101703

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

Provanrikning
I tabell 2, 3 eller 4 visas en vägledning till anrikningsprotokoll för livsmedels- och miljöprover. 

Användaren ansvarar för att validera alternativa provtagnings- eller anrikningsprotokoll eller spädningsförhållanden för 
att säkerställa att testmetoden uppfyller användarens kriterier.

Livsmedel, miljöstoft, damm, sopningar och svampar
1.	 Värm anrikningsmedlet till rumstemperatur (20-25 °C) såvida 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 är helt upplösta och berikningssuspensionen är 
homogen(7, 8). 

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

b.	 För prover som innehåller en stor mängd partiklar rekommenderas att filterpåsar används. 

c.	 För matriser som sväller i vatten och är mycket viskösa (t.ex. spannmål, stärkelse), rekommenderas det att göra 
ytterligare spädningar (> 1:10) tills viskositeten reduceras till lämplig nivå eller att tillsätta sterilt 1 % (w/v) alfa-
amylas till buffrat peptonvatten (ISO)(8). 

d.	 För stora provstorlekar av spannmål tillsätter du pulveriserat spannmål långsamt till vätskan med frekvent 
blandning för att undvika klumpar.

3.	 Inkubera enligt anvisning i lämplig protokolltabell (se tabell 2, 3 eller 4). 
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Skulle ovanlig ljusutstrålning förekomma, vilket är sällsynt, märker algoritmen detta med Inspektera. Neogen 
rekommenderar att användaren upprepar analysen av prover som resulterar i Inspektera. Om resultatet fortsätter att vara 
Inspektera ska du gå vidare till testbekräftelse med den metod du föredrar eller så som anges i lokala föreskrifter(1,2).

I fall av icke överensstämmande resultat (presumtivt positiva med Neogen Molecular Detection Assay 2 – Cronobacter, 
ej bekräftat med någon av de beskrivna metoderna ovan) bör laboratoriet följa sina etablerade standardiserade rutiner 
för att rapportera sina resultat. 

Om du har frågor om specifika tillämpningar eller procedurer kan du besöka vår hemsida på www.neogen.com eller 
kontakta din lokala representant eller återförsäljare för Neogen.

Bilaga A. Protokollavbrott: Förvaring och omprovning av värmebehandlade lysater
1.	 Återförslut lyseringsprovröret med ett rent lock (se avsnittet Lysering, 4.5) för att förvara ett värmebehandlat lysat.

2.	 Förvara vid 2 till 8 °C i upp till 72 timmar.

3.	 Förbered ett förvarat prov för amplifiering genom att vända det upp och ned 2–3 gånger så att det blandas.

4.	 Avlägsna locken från rören.

5.	 Placera de blandade lysatrören i Neogen Molekylär Detektion, Insats för Värmeblock och värm vid 100 ± 1 °C i 
5 ± 1 minuter.

6.	 Ta ut stället med Neogen Lyseringslösningsrör från värmeblocket och låt det svalna i Neogen Molekylär Detektion, 
Insats för Kylblock under minst 5 minuter men högst 10 minuter. 

7.	 Fortsätt enligt protokollet i avsnittet Amplifiering som beskrivs ovan.

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

2.	 ISO 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.

Se de aktuella versionerna av standardmetoderna som anges ovan.

Symbolförklaringar 
info.neogen.com/symbols
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Sikkerhed
Brugeren skal læse, være indforstået med og følge alle sikkerhedsoplysninger i vejledningen til Neogen Molekylær 
Detektions System og Neogen Molekylær Detektions Analyse 2 - Cronobacter. Gem sikkerhedsvejledningen til fremtidig 
reference.

	 ADVARSEL:	 Indikerer en farlig situation, som kan resultere i dødsfald eller alvorlig personskade og/eller skade på 
ejendele, hvis denne ikke undgås.

	 BEMÆRK:	 Indikerer en potentielt farlig situation, som udgør en risiko for beskadigelse af ejendom, hvis den ikke 
undgås.

W ADVARSEL
Du må ikke anvende Neogen Molekylær Detektions Analyse 2 - Cronobacter til diagnosticering af sygdomme på 
mennesker eller dyr.

Brugeren skal uddanne sit personale i de aktuelle, korrekte testteknikker: for eksempel God laboratoriepraksis(3), 
ISO/IEC 17025(4) eller ISO 7218(5).

For at reducere risiciene forbundet med et falsk-negativt resultat, der fører til frigørelse af kontaminerede produkter:
•	 Følg proceduren, og udfør tests præcist som angivet i produktvejledning.
•	 Opbevar Neogen Molekylær Detektions Analyse 2 - Cronobacter som angivet på pakken og i produktvejledningen. 
•	 Anvend altid Neogen Molekylær Detektions Analyse 2 - Cronobacter inden udløbsdatoen.
•	 Benyt Neogen Molekylær Detektions Analyse 2 - Cronobacter med miljøprøver der er valideret internt eller af 

tredjepart.
•	 Anvend udelukkende Neogen Molekylær Detektions Analyse 2 - Cronobacter med overflader, desinfektionsmidler, 

protokoller og bakteriestammer, der er blevet evalueret internt eller af tredjepart.
•	 For at lave en miljøprøve, der indeholder neutraliserende buffer med arylsulfonatkompleks, udføres et 1:2 

blandingsforhold inden testning (1 del prøve til 1 del steril opformeringsbouillon). En anden mulighed er at overføre 
10 μL NB opformeringsbuffer til Neogen lysinbehandlingsreagensglassene. Neogen®-produkter til prøvehåndtering, 
som inkluderer neutraliserende buffer med arylsulfonatkompleks: RS96010NB, RS9604NB, SSL10NB, SSL10NB2G, 
HS10NB, HS10NB2G og HS2410NB2G. Denne protokol er ikke blevet testet under NF Validations undersøgelsen. 

For at reducere risiciene forbundet med eksponering for kemikalier og biologiske farer:
•	 Foretag patogentestning i et korrekt udstyret laboratorium under uddannet personales kontrol. Inkuberet 

opformeringsmedie og udstyr eller overflader, der har været i kontakt med inkuberet opformeringsmedie, kan 
indeholde patogenniveauer, der er tilstrækkelige til at udgøre en risiko for menneskelig sundhed. 

•	 Følg altid sikkerhedspraksis for et standardlaboratorium, inklusive brug af passende beskyttelsesudstyr og 
beskyttelsesbriller under håndtering af reagenser og kontaminerede prøver.

•	 Undgå kontakt med indholdet af opformeringsmediet og reagensglas efter amplifikationen. 
•	 Bortskaf opformerede prøver og kontamineret affald forbundet hermed i overensstemmelse med den aktuelle 

lokale/regionale/nationale lovgivning.
•	 Overskrid ikke den anbefalede temperaturindstilling på varmeelementet.
•	 Overskrid ikke den anbefalede opvarmningstid. 
•	 Brug et passende, kalibreret termometer til at verificere temperaturen for Neogen® Molekylær Detektions 

Varmeblok Indlæg (f.eks. et termometer til delvis nedsænkning eller et digitalt termoelementtermometer, ikke et 
termometer til hel nedsænkning). Termometeret skal anbringes på det dertil indrettede sted i Neogen Molekylær 
Detektions Varmeblok Indlæg.

Overhold følgende forholdsregler for at reducere risiciene i forbindelse med krydskontaminering under klargøring af 
analysen:
•	 Brug altid handsker (for at beskytte brugeren og undgå introduktion af nukleaser).

For at reducere risici forbundet med eksponering af varme væsker:
•	 Overskrid ikke den anbefalede temperaturindstilling på varmeelementet.
•	 Overskrid ikke den anbefalede opvarmningstid. 
•	 Brug et passende, kalibreret termometer til at verificere temperaturen for Neogen® Molekylær Detektions 

Varmeblok Indlæg (f.eks. et termometer til delvis nedsænkning eller et digitalt termoelementtermometer, ikke et 
termometer til hel nedsænkning). Termometeret skal anbringes på det dertil indrettede sted i Neogen Molekylær 
Detektions Varmeblok Indlæg.
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BEMÆRK
Overhold følgende forholdsregler for at reducere risiciene i forbindelse med krydskontaminering under klargøring 
af analysen: 
•	 Skift handsker før reagenskuglehydrering.
•	 Der anbefales brug af sterile, aerosol-barriere (filtrerede), molekylærbiologiske pipettespidser.
•	 Brug en ny pipettespids til hver prøveoverførsel.
•	 Anvend god laboratoriepraksis til overførsel af prøven fra opformeringsglasset til lysinreagensglasset. For at undgå 

kontaminering af pipetterne kan brugeren vælge at tilføje et mellemliggende overførselstrin. For eksempel kan 
brugeren overføre hver enkel opformerede prøve til et sterilt reagensglas.

•	 Anvend om muligt en molekylærbiologisk arbejdsstation, der inkluderer en bakteriedræbende lampe.
•	 Dekontaminer med jævne mellemrum laboratoriets arbejdsborde og udstyr (pipetter, luknings-/åbningsredskaber osv.) 

med en 1-5 % (v:v i vand) husholdningsklorinopløsning eller DNA-renseopløsning.

For at reducere risiciene i forbindelse med et falsk-positivt resultat:
•	 Reagensglas må aldrig åbnes efter amplifikation.
•	 Før bortskaffelse af de kontaminerede reagensglas skal de altid iblødlægges i en 1-5 % (v:v i vand) 

husholdningsklorinopløsning i 1 time og holdes væk fra området for analyseforberedelse.
•	 Reagensglas må aldrig autoklaveres efter amplifikation.
•	 Hvis det mistænkes, at prøver indeholder høje niveauer af Cronobacter DNA (f.eks., DNA fra ikke-levedygtige 

Cronobacter celler, som har været udsat for et aflivnings-/ inaktiveringstrin), skal formodede positive opformeringer 
behandles med DNase før Lysis trinet. Kontakt din Neogen-repræsentant for yderligere vejledninger. Denne protokol 
er ikke blevet testet under NF Validations undersøgelsen.

Se sikkerhedsdatabladet for yderligere oplysninger og lokale vedtægter for bortskaffelse. 

Hvis du har spørgsmål til specifikke anvendelser eller procedurer, bedes du besøge vores websted på  
www.neogen.com eller kontakte din lokale Neogen-repræsentant eller -leverandør.

Brugeransvar
Brugerne er ansvarlige for at gøre sig bekendt med produktvejledninger og oplysninger. Besøg vores websted på  
www.neogen.com eller kontakt din lokale Neogen repræsentant eller forhandler for yderligere oplysninger.

Når der vælges en testmetode, er det vigtigt, at man er klar over, at eksterne faktorer, så som prøveudtagningsmetoder, 
testprotokoller, klargøring af prøven, inklusive homogenisering og blanding, håndtering samt laboratorieteknikker, kan 
påvirke resultaterne.

Det er brugerens eget ansvar at vælge en testmetode, som evaluerer et tilstrækkeligt antal prøver med de passende 
matricer og udfordringer for derved at sikre brugeren, at den valgte testmetode lever op til brugerens krav.

Det er også brugerens eget ansvar at fastsætte, at alle testmetoder og resultater lever op til kundernes og 
leverandørernes krav.

Som med alle andre testmetoder gælder det, at de resultater, der opnås med dette Neogen Food Safety-produkt, ikke 
giver garanti for kvaliteten af de testede matricer og processer.

For at hjælpe kunder med at evaluere metoden til flere forskellige matricer har Neogen udviklet Neogen® Molekylær 
Detektions Matrix Kontrolkit. Efter behov kan Matrix Control (MC) anvendes til at afgøre om matricen har evnen til 
at påvirke Neogen Molekylær Detektionsanalyse 2 - Cronobacter resultaterne. Test flere forskellige repræsentative 
prøver fra matricen, dvs. prøver hentet fra forskellige kilder, fra enhver valideringsperiode under anvendelse af Neogen-
metoden eller under testning af nye eller ukendte matricer eller matricer, der har gennemgået ændringer i råmaterialet 
eller i processen.

En matrice kan defineres som en produkttype med iboende egenskaber såsom sammensætning og proces. Forskelle 
mellem matricer kan være så simple som effekterne forårsaget af forskelle i deres bearbejdning eller præsentation, f.eks. 
rå vs. pasteuriseret, frisk vs. tørret osv.

Begrænsning af garantier / Begrænset restitution
BORTSET FRA HVAD DER ER UDTRYKKELIGT ANFØRT I DEN BEGRÆNSEDE GARANTI TIL INDIVIDUEL 
PRODUKTEMBALLAGE, FRASIGER NEOGEN SIG ALLE UDTRYKKELIGE OG UNDERFORSTÅEDE GARANTIER 
INDBEFATTET MEN IKKE BEGRÆNSET TIL ENHVER SALGBARHEDSGARANTI ELLER EGNETHED TIL EN BESTEMT 
ANVENDELSE. Hvis et Neogen Food Safety-produkt er behæftet med fejl eller mangler, vil Neogen eller en af dennes 
autoriserede distributører efter dennes eget skøn udskifte eller refundere produktets købspris. Dette er den eneste til 
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rådighed værende afhjælpning. Kontakt venligst din Neogen-repræsentant eller autoriserede Neogen-distributør for 
yderligere spørgsmål.

Begrænsning af Neogen's ansvar
NEOGEN SKAL IKKE HOLDES ANSVARLIG FOR EVT. TAB ELLER SKADER, HVAD END DE ER OPSTÅET DIREKTE, 
INDIREKTE, UNDER SÆRLIGE OMSTÆNDIGHEDER ELLER TILFÆLDIGE SKADER INDBEFATTET MEN IKKE 
BEGRÆNSET TIL MISTET FORTJENESTE. Under ingen omstændigheder skal Neogen's erstatningsansvar kunne 
overstige købsprisen af produktet der efter sigende er behæftet med fejl. 

Opbevaring og bortskaffelse
Opbevar Neogen Molekylær Detektions Analyse 2 - Cronobacter ved temp. mellem 2-8 °C. Undlad at fryse. Opbevar 
kittet på et mørkt sted. Efter åbning skal det kontrolleres, at folieposen er intakt. Hvis posen er beskadiget, må produktet 
ikke anvendes. Efter åbning bør ubenyttede reagensglas altid opbevares i den genlukkelige pose med tørremidlet indeni 
for at opretholde de frysetørrede reagensers stabilitet. Opbevar de forseglede poser ved temperaturer mellem 2-8 °C i 
højst 60 dage.

Du må ikke anvende Neogen Molekylær Detektions Analyse 2 - Cronobacter efter udløbsdatoen. Udløbsdato og 
lotnummer findes på æskens udvendige mærkat. Efter brug, kan det beriget medie og Neogen Molekylær Detektions 
Analyse 2 - Cronobacter reagensglas muligvis indeholde sygdomsfremkaldende materialer. Når testning er fuldført, 
bedes du følge nuværende industristandarder for bortskaffelse af kontamineret affald. Se sikkerhedsdatabladet for 
yderligere oplysninger og lokale vedtægter for bortskaffelse. 

Brugsanvisning
Følg omhyggeligt alle vejledninger. Hvis dette ikke overholdes, kan det medføre unøjagtige resultater. 

Dekontaminer med jævne mellemrum laboratoriets arbejdsborde og udstyr (pipetter, luknings-/åbningsredskaber osv.) 
med en 1-5 % (v:v i vand) husholdningsklorinopløsning eller DNA-renseopløsning. 

Brugeren skal fuldføre undervisningen til Neogen Molekylær Detektions System brugerkvalifikation, som beskrevet i 
dokumentet “Installationskvalifikations- (IQ) / driftskvalifikations (OQ) -protokoller og -vejledning til Neogen Molekylær 
Detektions System”(6).

Se afsnittet “Specifik vejledning i validerede metoder” for specifikke krav:

Tabel 3 for opformningsprotokoller i henhold til AOAC® Official Method of AnalysisSM 2018.01 og Performance testedSM 
Certifikatnummer 101703

Tabel 4 for opformeringsprotokol ifølge NF VALIDATION-certifikat 3M 01/20-03/18

Prøveopformering
Tabel 2, 3 eller 4 viser retningslinjer for opformeringsprotokoller for fødevare-, foder- og miljøprøver. 

Det er brugerens ansvar at evaluere alternative prøve- eller opformeringsprotokoller, eller blandingsforhold for at sikre, 
at denne testmetode imødekommer brugerens kriterier.

Fødevarer, miljøpulver, støv, 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 prøven aseptisk og homogeniser grundigt ved blending, centrifugering, vortex-
behandling eller håndmixing i 2 ± 0,2 minutter eller indtil alle klumper er helt opløst og opformningsopløsningen 
er homogen(7, 8) 

a.	 Faktorer så som prøveklargøring inklusive homogenisering og blanding, håndtering og laboratorieteknikker kan 
påvirke resultaterne.

b.	 Til højpartikelprøver anbefales brug af filterposer. 

c.	 Hvad angår matricer, der svumer op i vand og her stærkt viskøse (f.eks. kornprodukter, stivelse), kan det foreslås, 
at fortynde yderligere (>1:10), indtil viskositeten er passende reduceret, eller tilsætte 1 % (w/v) alpha-amylase til 
BPW (ISO)(8). 

d.	 Hvad angår store prøvestørrelse af kornprodukter tilsættes kornprodukt i pulverform langsomt væsken under 
hyppig omrøring for at undgå klumper.

3.	 Inkuber som beskrevet i den relevante protokoltabel (se Tabel 2, 3, eller 4). 
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Tabel 2. Generelle opformeringsprotokoller

Prøvematrice Prøvestørrelse1 Opformerings-
bouillonvolumen1, 2

Opformerings-
temperatur  

(± 1 °C)

Opformeringstid 
(timer)

Prøveanalyse- 
volumen

Modermælkserstatning 
i pulverform og råvarer, 
så som mælkepulver, 
sojapulver, vallepulver, 
laktose, rismel, og 
maltodekstrin 

1X gram prøve 9X ml BPW (ISO) 
(1:10) 37 18-24 20 µl

Råmaterialer, så 
som salte, mineraler, 
aminosyrer, DHA 
(docosahexaensyre) og 
vitaminer 

1X gram prøve 99X ml BPW (ISO) 
(1:100) 37 18-24 20 µl

Prøver fra tørt miljø, så 
som støv, opfejninger, 
støvsuger opsamlinger 

1X gram prøve 9X ml BPW (ISO) 
(1:10) 37 18-24 20 µl

Miljøsvamp med 10 ml 
Letheen bouillon eller 
D/E neutraliserende 
bouillon 

1 prøveenhed 90 ml BPW (ISO) 
(1:10) 37 18-24 20 µl

1.	 Neogen har evalueret Neogen Molekylær 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 imødekommer brugerens kriterier.

2.	 Brug for-opvarmet BPW (ISO), hvis opformeringsbouillonvolumen er > 300 ml (f.eks., prøven er > 30 gram).

Specifik vejledning i validerede metoder 

AOAC® Official Method of AnalysisSM (OMA) 2018.01

AOAC® Performance TestedSM (PTM) Certifikat #101703

I AOAC Research Institute OMASM og PTMSM-programmer viste Neogen Molekylær Detektions Analyse 2 - Cronobacter 
sig at være en effektiv metode til detektion af Cronobacter. Matricerne, der er testet i denne undersøgelse, er vist i Tabel 3. 
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Tabel 3. Opformeringsprotokoller i henhold til AOAC® OMASM 2018.01 og PTMSM 101703

Prøvematrice Prøvestørrelse Opformerings-
bouillonvolumen1

Opformering-
stemperatur  

(± 1 °C)

Opformering-
stid (timer)

Prøveanalyse- 
volumen

Powdered Infant Formula og 
Powdered Infant Cereal 10 g 90 ml BPW (ISO) 

(1:10) 37 18-24 20 µl

Powdered Infant Cereal uden 
probiotika 300 g 2700 ml BPW 

(ISO) (1:10)
For-opvarmet 

37 18-24 20 µl

Powdered Infant Formula og 
Powdered Infant Cereal med 
probiotika

300 g
2700 ml BPW 

(ISO) + 10 mg/l 
Vancomycin

For-opvarmet 
37 22-24 20 µl

Laktose 10 g 90 ml BPW (ISO) 
(1:10) 37 18-24 20 µl

Miljøsvamp med 10 ml D/E 
neutraliserende bouillon 1 prøveenhed 90 ml BPW (ISO) 

(1:10) 37 18-24 20 µl

1.	 Brug for-opvarmet BPW ISO hvis opformerings bouillonvolumen er > 300 ml.

NF VALIDATION af AFNOR Certification

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 tilgængeligt på det 
websted, som blev nævnt ovenfor.

NF VALIDATION-certificeret metode i overensstemmelse med ISO 16140-2(9) i sammenligning med ISO 22964.

Valideringsområdet: Powdered infant formula og infant cereals med og uden probiotika, råmaterialer og miljøprøver.

Prøveforberedelse: Prøver bør forberedes i henhold til EN ISO 22694(2) og EN ISO 6887(7, 8).

Softwareversion: Se certifikat. 
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Tabel 4. Opformeringsprotokol ifølge NF VALIDATION certificeret metode 3M 01/20-03/18 

Prøvematrice Prøvestør-
relse

Opformer-
ingsbouillon-

volumen1 

Opformerings-
temperatur  

(± 1 °C)

Berigels-
estid  

(timer)

Prøveanalyse- 
volumen

Anbefalede  
afbrydelsespunkter2, 3

•	 Powdered 
Infant Formula 

•	 Powdered 
Infant cereals 

•	 Ingredienser, 
så som 
mælkepulver, 
sojapulver, 
vallepulver, 
laktose, 
rismel, og 
maltodekstrin 

•	 Prøver fra 
tørt miljø, 
så som støv, 
opfejninger, 
støvsuger 
opsamlinger, 

10 g 

90 ml BPW 
(ISO) (1:10) 37 18-24 20 µl

Opformeringsbouillon 
eller prøvelysat kan 

opbevares ved 2-8 °C 
i op til 72 timer

•	 Svamp, 
skyllevand, 
wipes

1 
prøveenhed 

eller  
10 ml

Opformeringsbouillon 
eller prøvelysat kan 

opbevares ved 2-8 °C 
i op til 72 timer

Powdered Infant 
Formula og 
Powdered Infant 
Cereal (uden 
probiotika)

30-300 g BPW ISO 
(1:10) 37 18-24 20 µl

Opformeringsbouillon 
eller prøvelysat kan 

opbevares ved 2-8 °C 
i op til 72 timer

Powdered Infant 
Formula og 
Powdered Infant 
Cereal (med 
probiotika)

30-300 g

BPW (ISO) 
+ 10 mg/l 

Vancomycin 
(1:10)

37 22-24 20 µl Ingen

1.	 Brug for-opvarmet BPW (ISO), hvis opformeringsbouillonvolumen er > 300 ml (f.eks., prøven er > 30 gram).

2.	 Efter at have taget opformeringsbouillonen ud af opbevaring genoptages testning fra trin 1 i afsnittet 
Lysinbehandling. Efter at have taget lysatprøven ud af opbevaring genoptages testning fra trin 7 i afsnittet 
Lysinbehandling.

3.	 Se Bilag A for genprøvning af opbevarede, varmebehandlede lysater. 

Forberedelse af Neogen® Molekylær Detektions Bakke til hurtig påfyldning
1.	 Fugt en klud eller et engangshåndklæde med en 1-5 % (v: v i vand) husholdningsklorinopløsning, og aftør Neogen 

Molekylær Detektions Bakke til hurtig påfyldning.

2.	 Skyl Neogen Molekylær Detektions Bakke til hurtig påfyldning med vand.

3.	 Brug et engangshåndklæde til at aftørre Neogen Molekylær Detektions Bakke til hurtig påfyldning.

4.	 Sørg for, at Neogen Molekylær Detektions Bakke til hurtig påfyldning er tør inden brug.

Klargørelse af Neogen® Molekylær Detektions Køleblok Indlæg
Anbring Neogen Molekylær Detektions Køleblok Indlæg direkte på laboratoriebordet: Neogen Molekylær Detektions 
Køleblok Bakke benyttes ikke. Brug blokken ved laboratorietemperatur (20-25 °C). 
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Klargørelse af Neogen® Molekylær Detektions Varmeblok Indlægget
Anbring Neogen Molekylær Detektions Varmeblok Indlæg på en tør dobbelt varmeenhed. Tænd for den tørre varmeenhed, og 
indstil temperaturen, så Neogen Molekylær Detektions Varmeblok Indlæg kan nå og opretholde en temperatur på 100 ±1 °C. 

BEMÆRK: Afhængigt af varmeenheden skal man påregne ca. 30 minutter, før Neogen Molekylær Detektions 
Varmeblok Indlæg opnår temperaturen. Ved hjælp af et passende, kalibreret termometer (f.eks. et termometer til delvis 
nedsænkning eller et digitalt termoelementtermometer, men ikke et fuldstændigt nedsænkningstermometer) anbragt 
på det dertil indrettede sted skal det verificeres, at Neogen Molekylær Detektions Varmeblok Indlæg er på 100 ±1 °C.

Klargørelse af Neogen® Molekylær Detektions Instrument
1.	 Start Neogen® Molekylær Detektions Softwaren og log på. Kontakt din Neogen Food Safety-repræsentant for at 

sikre, at du har den mest opdaterede version af softwaren.

2.	 Tænd for Neogen Molekylær Detektions Instrument.

3.	 Opret, eller rediger en kørsel med data for hver prøve. Se brugsanvisningen til Neogen Molekylær Detektions 
System for flere oplysninger.

BEMÆRK: Neogen Molekylær Detektions Instrument skal opnå Klar-tilstanden inden der indsættes reagensglas i 
Neogen Molekylær Detektions Bakke til hurtig påfyldning. Dette opvarmningstrin varer ca. 20 minutter og bliver angivet 
med et ORANGE lys på instrumentets statussøjle. Når instrumentet er klart til en kørsel, lyser statussøjlen GRØNT.

Lysinbehandling
Fjern bunden af holderen til Neogen Lysinbehandlingsopløsning med en skruetrækker før den placeres i Neogen 
Molekylær Detektions Varmeblok Indlæg. 

1.	 Lad Neogen Lysinbehandlingsreagensglassene varme op ved at indstille holderen på stuetemperatur (20-25 °C) 
natten over (16-18 timer). Alternativer til at stabilisere Neogen Lysinbehandlingsreagensglassene til stuetemperatur 
er at sætte Neogen Lysinbehandlingsreagensglassene på arbejdsbordet i mindst 2 timer, inkubere Neogen 
Lysinbehandlingsreagensglassene i en 37 ±1 °C inkubator i 1 time eller stille dem i en tør, dobbelt varmeblok i 30 
sekunder ved 100 ± 1 °C.

2.	 Vend de lukkede reagensglas på hovedet for at blande. Gå til næste trin inden 4 timer efter at have vendt glasset. 

3.	 Fjern opformeringsbouillonen fra inkubatoren. 

4.	 Et Neogen Lysinbehandlingsreagensglas er påkrævet til hver prøve og til NC-prøven (sterilt opformeringsmedie).

4.1	 Neogen Lysinbehandlingsreagensglasstrips kan skæres til det ønskede antal rør. Vælg antallet af individuelle 
Neogen LS-reagensglas eller 8-reagensglasstrimler efter behov. Sæt Neogen LS-reagensglassene i en tom 
glasholder.

4.2	 Åbn én Neogen LS-reagensglasstrimmel ad gangen for at undgå krydskontaminering, og brug en ny pipette til 
hvert overførselstrin. 

4.3	 Overfør opformeret prøve til Neogen LS-reagensglas som beskrevet nedenfor:

Overfør hver opformeret prøve til et individuelt Neogen LS-reagensglas først. Overfør NC til sidst.

4.4	 Brug Neogen® Molekylær Detektions Værktøj til Cap/Decap (lukning/åbning) – Lysinbehandling til at åbne én 
Neogen LS-reagensglasstrimmel ad gangen. 

4.5	 Smid Neogen LS-reagensglassets låg væk – hvis lysat vil blive bevaret til gentestning, så placér lågene i en ren 
beholder til genpåsætning efter lysinbehandlingen. 

4.5.1.	 For bevaring af lysat se bilag A.

4.6	 Ryst opformningsposen før prøven indhentes fra den filtrerede side, når der arbejdes med viskøse prøver.
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4.7	 Overfør 20 µl af prøven ind i et Neogen Lysinbehandlingssreagensglas, medmindre andet er indikeret i 
protokoltabellen.

5.	 Gentag trin 4.4 til 4.7, indtil hver individuel prøve er blevet tilføjet til et tilsvarende Neogen 
Lysinbehandlingsreagensglas i strimlen. 

6.	 Når alle prøver er blevet overført, skal der overføres 20 µl NC (sterilt opformeringsmedie, f.eks. BPW) til et Neogen 
Lysinbehandlingsreagensglas. Brug ikke vand som en NC. 

7.	 Kontrollér, at Neogen Molekylær Detektions Varmeblok Indlæg har en temperatur på 100 ±1 °C.

8.	 Anbring glasholderen med Neogen Lysinbehandlingsreagensglas i Neogen Molekylær Detektions Varmeblok Indlæg, 
og opvarm i 15 ±1 minutter. I løbet af opvarmningen vil Neogen Lysinopløsningen skifte fra pink (kølig) til gul (varm).

	 Prøver, som ikke er blevet korrekt varmebehandlet under analysens lysinbehandlingstrin, kan udgøre en væsentlig 
miljørisiko og bør IKKE sættes ind i Neogen Molekylær Detektions Instrument.

9.	 Fjern den udækkede holder med Neogen Lysinbehandlingsreagensglas fra Neogen Molekylær Detektions Varmeblok, 
og lad det køle i Neogen Molekylær Detektions Køleblok Indlæg i mindst 5 minutter og i højst 10 minutter. Neogen 
Molekylær Detektions Køleblok Indlæg brugt ved stuetemperatur uden Neogen® Molekylær Detektions Køleblok 
Bakke bør stå direkte på laboratoriebordet. Når det er koldt, skifter Neogen lysinopløsningen til lyserød. 

10.	 Fjern stativet med Neogen LS-reagensglas fra Neogen Molekylær Detektions Køleblok Indlæg. 

00:15:00

99–101 ºC

20–25 ºC

00:05:00

Amplifikation 
1.	 Et Neogen Molekylær Detektions Analyse 2 - Cronobacter reagensglas er påkrævet til hver prøve og NC.

1.1	 Reagensglasstrimler kan tilpasses til det ønskede antal reagensglas. Vælg antallet af individuelle Neogen 
Molekylær Detektions Analyse 2 - Cronobacter reagensglas eller 8-reagensglasstrimler efter behov. 

1.2	 Neogen Molekylær Detektions Analyse 2 -Cronobacter reagensglas i en tom glasholder.

1.3	 Undgå at forstyrre reagenskuglerne på bunden af reagensglassene.

2.	 Vælg ét Neogen Reagens Kontrol-reagensglas, og anbring det i holderen.

3.	 For at undgå krydskontaminering åbnes én Neogen Molekylær Detektions Analyse 2 - Cronobacter 
reagensglasstrimler ad gangen, og der bruges en ny pipettespids til hvert overførselstrin. 

4.	 Overfør hvert lysat til et Neogen Molekylær Detektions Analyse 2 - Cronobacter reagensglas og Neogen Reagens 
Kontrol-reagensglas som beskrevet nedenfor:

Overfør hver prøvelysat til individuelle Neogen Molekylær Detektions Analyse 2 - Cronobacter reagensglas først, 
efterfulgt af NC. Hydrer Neogen Reagens Kontrol-reagensglasset sidst.

5.	 Brug Neogen® Molekylær Detektions Værktøj til Cap/Decap (lukning/åbning) - Reagens til at åbne Neogen 
Molekylær Detektions Analyse 2 - Cronobacter -reagensglas - én reagensglasstrimmel ad gangen. Bortskaf hætten.
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5.1	 Overfør 20 µl prøvelysat fra den øverste halvdel af væsken (undgå præcipitat) i Neogen 
Lysinbehandlingsreagensglasset til tilsvarende Neogen Molekylær Detektions Analyse 2 - Cronobacter 
reagensglas. Dosér med en skrå hældning for at undgå at forstyrre kuglerne. Bland forsigtigt ved at pipettere 
op og ned 5 gange.

5.2	 Gentag trin 5.1, til individuelt prøvelysat er blevet tilføjet til et tilsvarende Neogen Molekylær Detektions 
Analyse 2 - Cronobacter reagensglas i strimlen.

5.3	 Dæk Neogen Molekylær Detektions Analyse 2 - Cronobacter reagensglasset med det medfølgende ekstra låg 
og brug den runde side af Neogen Molekylær Detektions Værktøj til Cap/Decap (lukning/åbning) - Reagens til 
at påføre tryk i en frem- og tilbagegående retning, og sørg for, at låget sidder fast.

5.4	 Gentag trinene 5.1 til 5.3 efter behov for antallet af prøver, der skal testes. 

5.5	 Når alle prøvelysater er blevet overført, gentages trinene 5.1 til 5.3 for at overføre 20 µl NC-lysat til et Neogen 
Molekylær Detektions Analyse 2 - Cronobacter reagensglas. 

5.6	 Overfør 20 µL NC-lysat til et Neogen Reagens Kontrol-reagensglas. Dosér med en skrå hældning for at undgå 
at forstyrre kuglerne. Bland forsigtigt ved at pipettere op og ned 5 gange. 

6.	 Sæt reagensglassene med låg påsat i en ren og dekontamineret Neogen Molekylær Detektions Bakke til hurtig 
påfyldning. Luk, og lås låget til Neogen Molekylær Detektions Bakke til hurtig påfyldning.

7.	 Gennemgå og bekræft den konfigurerede kørsel i Neogen Molekylær Detektions softwaren.

8.	 Klik på startknappen i softwaren, og vælg det instrument, du vil bruge. Det valgte instruments låg åbnes automatisk.

9.	 Anbring Neogen Molekylær Detektions Bakke til hurtig påfyldning i Neogen Molekylær Detektions Instrument, og 
luk låget for at påbegynde analysen. Resultaterne fremkommer inden for 60 minutter, skønt positive resultater kan 
fremkomme hurtigere. 

10.	 Når analysen er færdig, fjernes Neogen Molekylær Detektions Bakke til hurtig påfyldning fra Neogen Molekylær 
Detektions Instrument, reagensglassene smides væk ved at lade dem ligge i blød i en 1-5 % (v:v i vand) 
husholdningsklorinopløsning i 1 time og på god afstand af analyseklargørelsesområdet.

BEMÆRK: For at minimere risikoen for falsk-positiver pga. krydskontaminering må reagensglas, der indeholder 
forstærket DNA, aldrig åbnes. Dette omfatter Neogen Molekylær Detektions Analyse 2 - Cronobacter reagensglas, 
Neogen Reagens Kontrol - og Neogen Matrix Kontrol-reagensglas. Læg altid forseglede reagensglas i blød i en 1-5 % 
(v:v i vand) husholdningsklorinopløsning i 1 time og på god afstand af analyseklargørelsesområdet.

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 på resultatet. Et positivt eller negativt resultat bliver 
fastslået ved at analysere et antal unikke kurveparametre. Formodede positive resultater bliver rapporterede i realtid, 
mens negative resultater og inspektionsresultater bliver vist, efter kørslen er gennemført. 

BEMÆRK: Selv en negativ prøve vil ikke give en nulaflæsning, idet systemet og Neogen Molekylær Detektions 
Analyse 2 - Cronobacter-amplifikationsreagenser har en "baggrundsmæssig" relativ lysenhed (RLU)-læsning.

Bekræftelse 
•	 Bekræftelse af resultater ifølge den certificerede metode NF Validation

Inden for rammerne of NF Validation, bør alle formodet positive opformeringer bekræftes med følgende 
referencemetodebekræftelse(2), startende med overførsel fra primær opformning (BPW ISO eller BPW ISO suppleret 
med 10 mg/l vancomycin).

•	 Andre bekræftelsesprotokoller 
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Formodede positive opformeringer skal bekræftes ifølge sikkerhedspraksis for et standardlaboratorium eller ved at følge 
den relevante referencemetodebekræftelse(1,2), der begynder med overførsel fra den primære opformering (BPW ISO 
eller BPW ISO suppleret med 10 mg/l vancomycin) til et sekundært opformeringsmedium, efterfulgt af efterfølgende 
plettering og bekræftelse af isolater ved hjælp af passende biokemiske, serologiske og/eller molekulære metoder.

I sjældne tilfælde af en usædvanlig lyseffekt vil algoritmemærkaterne kategorisere dette som Inspektion. Neogen 
anbefaler brugeren at gentage analysen for alle inspektionsprøver. Hvis resultatet fortsat markeres til Inspektion, skal du 
fortsætte til bekræftelsestest ved brug af din foretrukne metode eller som specificeret i lokale forskrifter(1,2).

I tilfælde af uoverensstemmende resultater (formodede positive med Neogen Molekylær Detektions Analyse 2 - 
Cronobacter, ikke bekræftet med en af metoderne beskrevet ovenfor), skal laboratoriet følge de deres etablerede standard 
arbejdsprocedurer for at sikre valideringen af de opnåede resultater. 

Hvis du har spørgsmål til specifikke anvendelser eller procedurer, bedes du besøge vores websted på  
www.neogen.com eller kontakte din lokale Neogen-repræsentant eller -leverandør.

Bilag A. Protokolafbrydelse: Opbevaring og gentestning af varmebehandlede lysater
1.	 Til opbevaring af varmebehandlet lysat påsættes en ren hætte på lysisreagensglasset (se afsnittet Lysis, afsnit 4.5)

2.	 Opbevar ved 2 til 8 °C i op til 72 timer.

3.	 Forbered en opbevaret prøve til amplifikation ved at vende den på hovedet 2-3 gange for at blande.

4.	 Tag lågene af reagensglassene.

5.	 Placér de blandede lysatreagensglas på Neogen Molekylær Detektions Varmeblok Indlæg, og varm op til 100 ±1 °C i  
5 ±1 minutter.

6.	 Fjern holderen med Neogen LS-reagensglas fra varmeblokken, og lad det køle i Neogen Molekylær Detektions 
Køleblok Indlæg i mindst 5 minutter og i højst 10 minutter. 

7.	 Fortsæt protokollen i afsnittet Amplifikation som angivet ovenfor.

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

2.	 ISO 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.

Der henvises til de gældende versioner af de standardmetoder, som er angivet ovenfor.

Symbolforklaring 
info.neogen.com/symbols
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5.3	 제공된 여분의 마개로 Neogen 분자 검출 키트 2 - 크로노박터 Reagent 튜브를 덮고, Neogen 분자 검출 Reagent Cap/
Decap Tool을의 둥근 면을 사용하여 앞뒤로 압력을 가하여 캡이 단단히 닫혀 있는지 확인하십시오.

5.4	 시험할 시료 수에 대해, 필요한 만큼 5.1~5.3단계를 반복합니다. 
5.5	 모든 시료 용해물을 옮긴 후 5.1~5.3단계를 반복하여 NC 용해물 20µL를 Neogen 분자 검출 키트 2 - 크로노박터 Reagent 

튜브로 옮깁니다. 
5.6	 NC 용해물 20µL를 Neogen Reagent 컨트롤 튜브로 옮깁니다. 알갱이가 휘저어져 섞이지 않도록 기울여 붓습니다. 

위아래로 가볍게 5번을 피펫팅하여 섞습니다. 
6.	 캡이 씌워진 튜브를 깨끗하고 오염되지 않은 Neogen 분자 검출 간편 장착 트레이에 내려 놓습니다. Neogen 분자 검출 간편 

장착 트레이 뚜껑을 닫고 걸쇠로 잠급니다.

7.	 Neogen 분자 검출 소프트웨어에서 구성된 실행을 검토하고 확인합니다.
8.	 소프트웨어에서 시작 버튼을 클릭하고 사용할 기기를 선택합니다. 선택한 기기의 뚜껑이 자동으로 열립니다.
9.	 Neogen 분자 검출 스피드 로더 트레이를 Neogen 분자 검출기에 놓고 뚜껑을 닫으면 시험이 시작됩니다. 결과는 60분 이내에 

제공되지만 양성 여부는 더 일찍 검출할 수 있습니다. 
10.	 시험이 완료되었으면 Neogen 분자 검출기에서 Neogen 분자 검출 스피드 로더 트레이를 꺼내고 1-5%(v: v 물) 가정용 표백 

용액에 1시간 동안 담갔다가 시검 준비 영역에서 떨어진 곳에 폐기하십시오.

알림: 교차 오염으로 인한 위양성의 위험을 최소화하려면 증폭된 DNA를 함유한 Reagent 튜브를 절대 열지 마십시오. 여기에는 
Neogen 분자 검출 키트 2 - 크로노박터 Reagent, Neogen Reagent 컨트롤 및 Neogen 매트릭스 컨트롤 튜브가 포함됩니다. 
항상 밀봉된 시약 튜브를 1-5%(v: v 물) 가정용 표백 용액에 1시간 동안 담갔다가 시검 준비 영역에서 떨어진 곳에 폐기하십시오.

결과 및 해석
알고리즘은 핵산증폭을 탐지할 때 생성되는 빛 출력 곡선을 해석합니다. 결과는 소프트웨어에 의해 자동으로 분석되고 결과에 
기반하여 색상으로 구분됩니다. 양성 또는 음성 결과는 다양한 고유 곡선 매개변수의 분석으로 판별됩니다. 추정 양성 결과는 
실시간으로 보고되는 반면, 음성 결과는 실행이 완료된 후 표시됩니다. 

참고: 시스템과 Neogen 분자 검출 키트 2 - 크로노박터용 증폭 시약은 "배경" RLU(Relative Light Unit)를 가지므로 음성 시료도 
0을 기록값으로 제공하지 않습니다.

확정 
•	 NF Validation 인증 방법에 따른 결과 확정
NF VALIDATION의 경우 모든 추정 양성 증균은 1차 증균(10mg/L 반코마이신으로 보완된 BPW ISO 또는 BPW ISO)에서 옮기는 
것에서 시작하여 다음의 참고 방법 확정(2)에 따라 확인해야 합니다.
•	 다른 확정 프로토콜 
추정 양성 증균은 1차 증균(10mg/L 반코마이신으로 보완된 BPW ISO 또는 BPW ISO)에서 2차 증균 배지로 옮기는 것에서 
시작하여 적절한 생화학, 혈청학적 및/또는 분자학적 방법으로 이후 플레이팅 및 분리균 확정을 실시하는 등 실험실 표준 운영 절차 
또는 적절한 참고 방법 확정(1, 2)에 따라 확인해야 합니다.
이례적인 빛 출력이 나타나는 경우, 알고리즘은 이를 검사(Inspect)로 분류합니다. 모든 검사 시료에 대해 시검을 반복하는 것이 
좋습니다. 결과가 계속 검사인 경우, 기본 설정한 방법을 사용하거나 현지 규정에 따라 확정 시험을 진행하십시오(1,2).
결과가 불일치하는 경우(Neogen 분자 검출 키트 2 - 크로노박터 사용 시 추정 양성, 상기 방법 중 한 가지로 확인 불가 등) 실험실은 
확립된 표준 운영 절차에 따라 결과를 보고해야 합니다. 
구체적인 용도나 절차에 대하여 궁금한 점이 있으면 당사 웹 사이트(www.neogen.com)를 방문하거나 현지 Neogen 또는 
판매업체로 문의하십시오.
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부록 A. 시험 계획서 중단: 열처리된 용해물 보관 및 재시험
1.	 열처리된 용해물을 보관하려면 깨끗한 캡으로 용해 튜브를 다시 씌웁니다(Lysis 섹션 4.5 참조).
2.	 2-8°C에서 최대 72시간 동안 보관합니다.
3.	 2-3번 뒤집어서 혼합하여 보관된 시료를 증폭하도록 준비합니다.
4.	 튜브의 캡을 벗깁니다.
5.	 Neogen 분자 검출 히팅 블록 인서트에 혼합된 용해물 튜브를 놓고 100±1°C에서 5±1분 간 가열합니다.
6.	 Neogen Lysis Solution 튜브의 랙을 히팅 블록에서 제거하고 Neogen 분자 검출 냉각 블록 인서트에 최소 5분, 최대 10분 

냉각시킵니다. 
7.	 위에서 상세히 설명한 증폭 섹션의 프로토콜을 계속합니다.

참조:
1.	 미국 식품의약국 박테리아 분석 매뉴얼(BAM) 29장, 2012년 3월
2.	 ISO 22964:2017 식품 사슬의 미생물학 -- 크로노박터 종의 수평 검출법
3.	 미국 식품의약국. 미 연방 규정, 타이틀 21, 파트 58. 비임상 실험 연구에 대한 우수 실험실 기준.
4.	 ISO/IEC 17025:2017. 시험 및 캘리브레이션 실험실 역량에 대한 일반 요구 사항.
5.	 ISO 7218:2007/Amd. 1:2013. 식품 및 동물 사료류의 미생물학 - 미생물학적 조사를 위한 일반 요건 및 지침.
6.	 설치 적격성 평가(IQ)/작동 적격성 평가(OQ) Neogen® 분자 검출 시스템. 본 문서의 사본을 얻으려면 Neogen Food Safety 

담당자에게 문의하십시오.
7.	 ISO 6887-5:2010. 식품 및 동물 사료류의 미생물학 – 미생물학적 시험을 위한 시험 시료, 초기 현탁액 및 십진희석법 준비 -- 

파트 5: 우유 및 유제품 준비 관련 특수 규정
8.	 ISO 6887-4:2017. 식품 및 동물 사료류의 미생물학 – 미생물학적 시험을 위한 시험 시료, 초기 현탁액 및 십진희석법 준비 -- 

파트 4: 기타 제품 준비 관련 특수 규정.
9.	 ISO 16140-2:2016. 식품 사슬의 미생물학 – 방법 검증 – 파트 2: 참조 방법에 대한 대체(독점) 방법 검증 프로토콜.
위에 열거된 표준 방법의 최신 버전을 참고하십시오.

기호 설명 
info.neogen.com/symbols
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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”(6).

Lihat Bagian “Instruksi Spesifik untuk metode tervalidasi” untuk persyaratan spesifik:

Tabel 3 untuk protokol pengayaan berdasarkan AOAC® Official Method of AnalysisSM 2018.01 dan Performance 
TestedSM 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 memenuhi 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(7, 8). 

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)(8). 

d.	 Untuk sampel sereal berukuran besar, tambahkan bubuk seral secara perlahan ke dalam cairan dan seing diaduk 
untuk mencegah gumpalan.
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Referensi:
1.	 US Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual (BAM) Ch. 29; MAR 2012

2.	 ISO 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.

Rujuk ke versi terbaru metode standar yang dicantumkan di atas.

Penjelasan Simbol 
info.neogen.com/symbols
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